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ÖZET 

 

ÇELİK, Betül. Anaerobik Biyoreaktörde Atık Çörek Otunun (Nigella Sativa) 

Biyoetanol Üretiminde Kullanım Potansiyelinin Araştırılması, Yüksek Lisans Tezi, 

Ardahan, 2025. 

 

Dünyada enerji ihtiyacının artması, alternatif enerji kaynakları arayışını zorunlu 

kılmıştır. Bu nedenle biyometan, biyohidrojen, biyokömür, biyodizel ve biyoetanol gibi 

yenilenebilir enerji kaynaklarına ilgi artmıştır. Biyoyakıt üretiminde, hammadde yerine 

çeşitli organik kökenli atık tipleri kullanımı tercihi, maliyet ve atık yönetimi göz önüne 

alındığında son yıllarda daha cazip hale gelmiştir. Organik atıklar, sera gazı salınımı 

başta olmak üzere su ve toprak kirliliği gibi çevre sorunlarına neden olmaktadır. Bu 

sorunları, minimize etmek için organik atıkların yönetimine ilişkin stratejiler 

geliştirilmelidir. Bu kapsamda, organik atık biyokütle tiplerinin çevre dostu biyoetanol 

üretiminde değerlendirilmesi son yıllarda araştırmacıların odak noktası olmuştur. Bu 

kapsamda, Türkiye’de soğuk pres çörek otu yağı üretimi sonrası üreticiler tarafından 

elde edilen atık posa da biyoetanol üretimi için değerlendirilebilir. Bu atık, genel olarak 

çöpe atılmaktadır. Bazen de, hayvan yemi olarak kullanılmaktadır. Tez çalışmasının 

özgün yanı, organik kökenli çörek otu posası atığı kullanılarak biyoetanol üretim 

potansiyelini belirlemek olup, bu kapsamda literatürde herhangi bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. Bu nedenle çalışmada, yağ üretimi sonrası üreticiler tarafından elde 

edilmiş atık temin edilmiştir. Bu atıklar, karışık bakteriler ile biyoetanol üretimi 

amacıyla ham madde olarak incelenmiştir. Tez çalışmasında, çörek otu posası atığının 

(i) doğrudan (5 gr çörek otu/L ve 10 gr çörek otu/L) ve (ii) dekoksiyon ön işlemi sonrası 

ekstrakt sıvısı (5 gr çörek otu ekstraktı/L ve 10 gr çörek otu ekstraktı/L) olarak iki 

şekilde kullanımı ile, farklı organik yükleme oranları ve 5.0 başlangıç pH değerinde 

işletilecek anaerobik kesikli reaktörlerde (ABRs), biyoetanol üretim performansının 

belirlenmesi amaçlanmaktadır. Çalışmada, 5 gr çörek otu/L ve 10 gr çörek otu/L olarak 

doğrudan kullanımda sırasıyla maksimum 5.53 mL ve 8.07 mL biyoetanol üretimi 

saptanmıştır. Ayrıca, 5 gr çörek otu ekstraktı/L kullanılan biyoreaktörlerde 2.89 mL ve 

10 gr çörek otu ekstraktı/L kullanılan biyoreaktörlerde 2.79 mL biyoetanol üretimi 
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belirlenmiştir. Sonuç olarak, biyoetanol üretimi amacıyla çörek otu posasının ham 

madde olarak kullanılabilir olduğu saptanmıştır. Bu çalışmanın, dünyada biyoetanol 

üretimi ve atık yönetimine ilişkin stratejilere, literatüre önemli katkı sağlaması 

öngörülmektedir. 

 

Anahtar Sözcükler:  

Atık çörek otu, Anaerobik biyoreaktör, Karışık bakteri, Biyoetanol üretimi 
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ABSTRACT 

 

ÇELİK, Betül. Investigation of the Potential for Use of Waste Black Cumin 

(Nigella Sativa) in Bioethanol Production in Anaerobic Bioreactor, Master’s Thesis, 

Ardahan, 2025. 

 

The increasing worldwide energy demand has forced the pursuit of alternative 

energy sources. This has led to growing interest in renewable energy sources, including 

biomethane, biohydrogen, biochar, biodiesel, and bioethanol. In biofuel production, the 

preference for using various types of organic wastes instead of raw materials has 

become more appealing in recent years, considering cost and waste management. 

Organic wastes cause environmental problems, including greenhouse gas emissions and 

water and soil pollution. To minimize these issues, it is necessary to develop strategies 

for organic waste management. In this regard, the utilization of organic waste biomass 

types for environmentally friendly bioethanol production has been the focus of 

researchers in recent years. In this respect, in Turkey, the waste pulp generated from 

cold-pressed black cumin oil production can also be utilized for bioethanol production. 

This waste is mostly disposed of in the garbage. Occasionally, it is also used as animal 

feed. The unique aspect of the thesis is to determine the potential of bioethanol 

production using organic black cumin pulp waste, and no study has been found in the 

literature in this context. Therefore, in this study, waste obtained by producers after oil 

production was acquired. These wastes were examined as raw material for bioethanol 

production with mixed bacteria. The thesis aims to determine the bioethanol production 

performance in anaerobic batch reactors (ABRs) operated at different organic loading 

rates and initial pH value of 5.0 by using black cumin pulp waste (i) directly (5 gr black 

cumin/L ve 10 gr black cumin/L) and (ii) as extracted liquid after decoction 

pretreatment (5 gr black cumin extract/L ve 10 gr black cumin extract/L). In the study, a 

maximum bioethanol production of 5.53 mL and 8.07 mL was determined in the direct 

use of 5 g black cumin/L and 10 g black cumin/L, respectively. In addition, 2.89 mL 

bioethanol production was determined in bioreactors using 5 g black cumin extract/L, 

and 2.79 mL bioethanol production was determined in bioreactors using 10 g black 

cumin extract/L. As a result, it was determined that black cumin pulp can be used as a 
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raw material for bioethanol production. This study is envisioned to make a significant 

contribution to the strategies and literature on global bioethanol production and waste 

management. 

 

Keywords:  

Waste Black Cumin, Anaerobic bioreactor, Mixed bacteria, Bioethanol production 
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GİRİŞ 

Biyokütle genel olarak çayır, bitki sapları ve ağaçlar gibi çeşitli organik 

materyalleri kapsamaktadır. Tarım alanlarından elde edilen enerji için kullanılan 

biyokütle şeker kamışı posası, mısır koçanı, patates sapı, palmiye atıkları, buğday sapı, 

ayçiçeği artıkları ve kolza yağı presleme kalıntıları olarak bildirilmiştir. Biyokütleden 

enerji eldesi kapsamında, gıda ürünlerinin tüketilmeyen kısımlarından da 

faydalanılmaktadır. Bunlar meyve kabukları, tohumlar, çekirdekler ve endüstriyel 

üretim sonrası artıklar olarak belirtilebilir. Yenilenebilir ve sürdürülebilir biyokütle; 

geniş ölçekli enerji üretimi açısından önemli bir potansiyele sahiptir. Ayrıca, biyolojik 

olarak parçalanabilir, düşük maliyetli ve bol miktarda bulunabilirliği ile çevresel ve 

ekonomik açıdan avantajlı bir alternatiftir (Ab Rasid ve diğerleri, 2021). 

Biyo-etanol (C2H5OH), çeşitli biyokütle atık veya kalıntılardan üretilebilen sıvı 

biyoyakıtlardan biri olup, yenilenebilir ve biyo bazlı olması nedeniyle cazip alternatif 

yakıtlardan biridir (Nair ve diğerleri, 2017). Biyoetanol buğday, şeker kamışı, mısır gibi 

nişastalı temel şeker içerikli ürünlerden üretilmektedir. Ancak, şeker ve nişasta içeren 

bu ham maddeler ağırlıklı olarak gıda sektöründe kullanılmaktadır. Bu durum, bu 

ürünlerin gıda üretimi rekabetini arttırarak, sürekli tedarikini etkilemektedir (Tan ve 

diğerleri, 2019). Bu nedenle, etanol üretiminde, gıda çatışmasını önleyen lignoselülozik 

biyokütle, son yıllarda araştırmacıların odak noktası haline gelmiştir (Sveinsdottir ve 

diğerleri, 2011). Odun talaşı ve mahsul artıkları (pirinç samanı, buğday samanı, mısır 

samanı, şeker kamışı küspesi vb.) gibi tarımsal atık malzemeler, etanol üretimi için 

yenilenebilir, düşük maliyetli ve bol miktarda bulunan ham maddelerdir (Nair ve 

diğerleri, 2017). Bu avantajlarına ilaveten, tarımsal atık veya kalıntıların etanol 

üretiminde kullanımının hava, su ve toprak kirliliği riskini azaltma avantajı olduğu 

bildirilmiştir (Champagne, 2007). Bu avantajları nedeniyle, lignoselülozik atık veya 

kalıntılar önemli ham madde kaynağı olarak biyoetanol üretiminde değerlendirilebilir. 

Lignoselülozik malzemeler, karmaşık biyopolimerlerden (lignin, selüloz ve 

hemiselüloz) oluşmaktadır. Bu polimerik malzemelerden, selüloz ve hemiselüloz etanol 

üretimi için kullanılabilir. Ancak, fermantasyon öncesinde polimerlerin fizyolojik, 

kimyasal ve biyolojik yöntemlerle ayrıştırılması gerekmektedir. Bu kapsamda, asit ve 

alkali kimyasal ön işlem yöntemleri yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu yöntemlere 
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ilaveten, enzimatik ön işlem de uygulanmaktadır. Lignoselülozik malzemelerin 

hemiselülozik fraksiyonunda iki ana bileşen olan arabinoz ve ksilozun kullanılamaması, 

daha geniş substrat spektrumuna sahip diğer bakterilerin kullanımına olan ilginin 

artmasına neden olmuştur. Bakterilerin; pentozlar, heksozlar, disakkaritler ve hatta bazı 

durumlarda selüloz, pektin ve ksilanlar gibi polimerleri parçalayabilme yeteneğine sahip 

olduğu rapor edilmiştir (Lee ve diğerleri, 1993; Rainey ve diğerleri, 1994). Bakterilerin 

genelinin düşük substrat konsantrasyonlarını tolere ettiği bilinse de beslemeli kesikli 

veya sürekli kültür kullanımı bu sorunu azaltabilir. Termofilik mikroorganizmaların 

kullanımı özellikle son zamanlarda artmıştır. Bunun nedeni, yüksek büyüme oranları ve 

daha az kontaminasyon riski olarak bildirilmiştir. Ayrıca, etanol üretimi için 

lignoselülozik biyokütleyi hidrolize etme ve elde edilen şekerleri etanole fermente etme 

kapasitesine sahip bakterileri eş zamanlı olarak kullanma imkânı umut verici yöntem 

olarak rapor edilmiştir (Sveinsdottir ve diğerleri, 2011). 

Termofil anaerobların çeşitli substratlardan etanol üretebilmeleri ve bazı türlerin 

selüloz, nişasta ve ksilan dahil hemiselülozlar gibi biyopolimerleri parçalayabilmeleri 

nedeniyle termofil anaeroblara ilgi artmıştır. Bu mikroorganizmalar, büyüme 

sıcaklıklarına göre kategorize edilmektedir. Orta dereceli termofillerin 50-64 °C, aşırı 

termofillerin 65-79 °C, hipertermofillerin ise 80 °C’den daha yüksek sıcaklıklarda 

optimum olarak büyüdüğü bildirilmiştir (Scully ve Orlygsson, 2015). Etanol üreten 

termofil üyeler Bacillus, Geobacillus, Paenibacillus ve Caloramator cinsleri olmasına 

rağmen, yüksek etanol üretme kapasitesine sahip termofil anaerob türlerin Clostridium, 

Caldanaerobacter, Thermoanaerobacter veya Thermoanaerobacterium cinsi üyeler 

olduğu rapor edilmiştir. Çoğu cins içindeki türlerin fizyolojisi ve etanol üretim 

potansiyeli kapsamlı araştırılmamıştır; yapılmış çalışmalarda tipik olarak her cins 

içindeki bir veya iki üyeye odaklanılmıştır (Sveinsdottir ve diğerleri, 2011; Scully ve 

Orlygsson, 2015). Clostridium cinsi bakteriler spor oluşturmakta ve genellikle bitki 

çürümesi bakımından zengin ortamlarda bulunmaktadır. Bu nedenle, birçok tür 

polimerik malzemeleri hidrolize etme yeteneğine sahiptir (Canganella ve Wiegel, 1993; 

Carreira ve Ljungdahl, 1993). 

Organik atıklardan karışık kültür kullanılarak biyoetanol üretimi umut verici bir 

yol olmasına rağmen, tanımlanmamış karışık kültürlerde istikrarlı etanol üretimini 

aktive etme zorluk olmaya devam etmektedir. Bu kapsamda Carrillo-Barragán ve 
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diğerleri (2021) tarafından yapılan çalışmada, başlangıçta aerobik koşullar ve başlangıç 

pH’sı ≤ 5.5 olarak düşük proses kontrolü altında, koyun işkembesi ve anaerobik çamur 

karışımlarından zenginleştirilmiş mikrobiyal topluluklar kullanılarak katı atıklardan 

etanol üretilmesi amaçlanmıştır. Stabil bir çalışma için 3 ila 14 gün arasında değişen 

sıralı aşı transfer aralıkları incelenmiştir. 3 günlük transfer aralığında, ana çözünür 

fermantasyon ürünü olarak sürekli etanol üreten kararlı bir topluluk olduğu saptanmıştır. 

Singla ve diğerleri (2014) tarafından yapılan çalışmada da sentez gazı 

fermantasyonundan etanol üretebilen anaerobik karışık bakteri kültürü 

zenginleştirilmiştir. Çalışmada, gelişmiş etanol üretimi için işletimsel parametrelerin 

optimize değerleri; başlangıç ortam pH’sı 6.0 ± 0.1, inkübasyon sıcaklığı 37 ºC ve 

çalkalama hızı 100 rpm olarak belirlenmiştir. Bu çalışmada da karışık bakteriler 

kullanılarak, 5.0 başlangıç pH’sında ve 50 ºC işletim koşullarında biyoetanol üretimi 

incelenmiştir. 

Organik kökenli atıkların biyoyakıt üretiminde kullanımı, atık yönetimine katkı 

sağlama ve ham madde olarak kullanılabilirliği avantajları nedeniyle ilgi çekicidir. Bu 

kapsamda, soğuk pres çörek otu yağı üretimi sonrası elde edilen organik kökenli atık 

posa, genel olarak çöpe atılmaktadır. Bazen de hayvan yemi olarak kullanılmaktadır. 

Tez çalışmasının özgün yanı, organik kökenli çörek otu posası atığının azaltılmasına 

katkı sağlanarak, ham madde olarak biyoetanol üretimi için ilk defa kullanılacak 

olmasıdır.  

Bu tez çalışması ile, soğuk pres çörek otu yağı üretimi yapan üreticiler tarafından, 

genel olarak çöpe atılan çörek otu posasının farklı organik yükleme oranlarında ham 

madde olarak doğrudan kullanım veya ön işleme tabi tutularak kullanıma göre 

biyoetanol üretimi için kullanılabilirliğinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Bu çalışma ile, 

dünyada biyoetanol üretim ve uygulama alanlarına yönelik stratejilere, literatüre önemli 

katkı sağlanacağı düşünülmektedir. Çörek otu posası atığının biyoetanol üretimi için 

değerlendirilmesi ile hem atık bertarafı hem de katma değerli ürün anlamında çevreci 

olacağı, dolayısıyla ülke ekonomisine katkı sağlama da dikkat çekici olacağı 

öngörülmektedir. 

Bu tez çalışmasında, çörek otu posasının farklı organik yükleme oranları ve ham 

madde olarak doğrudan kullanım veya ön işleme tabi tutularak kullanımı ile biyoetanol 

üretim potansiyeli belirlenmiştir. Çalışmanın birinci bölümünde genel bilgiler, ikinci 
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bölümünde önceki çalışmalar, üçüncü bölümünde materyal ve yöntem, dördüncü 

bölümünde araştırma bulguları ve tartışmaya yer verilmiştir. Son olarak da sonuçlar ve 

öneriler sunulmuştur. 
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1. BÖLÜM 

GENEL BİLGİLER 

1.1. BİYOKÜTLE KAYNAKLARI 

Biyokütle, sürdürülebilir enerji üretimi potansiyeli ve geniş kullanılabilirliği 

nedeniyle artan öneme sahip olan yenilenebilir bir enerji kaynağıdır. Biyokütle, birçok 

endüstriyel ve tarımsal sürecin yan ürünü olarak elde edilmektedir, bu da biyokütleyi 

enerji üretimi için kolay erişilebilir bir kaynak yapmaktadır. Biyokütle, doğal süreçlerle 

yenilenebilen organik malzemelerden türetildiği için sürdürülebilir bir enerji kaynağıdır. 

Bitki ve hayvanlardan elde edilen organik maddeye dayanmaktadır. Biyokütle tarımsal 

artıklar, ormancılık kalıntıları ve enerji mahsulleri gibi biyosferde bulunan tüm organik 

maddelere dayanmaktadır (Perea-Moreno ve diğerleri, 2019). Biyokütle, farklı dönüşüm 

süreçleriyle ısı, elektrik ve biyoyakıtlar gibi çeşitli enerji formlarına dönüştürülebilir 

(David ve diğerleri, 2019). Biyokütle dönüşüm teknolojilerindeki ilerlemeler, biyokütle 

enerji üretiminin verimliliğini ve etkinliğini önemli ölçüde artırmıştır (Wang ve 

diğerleri, 2023). Biyokütleden termokimyasal ve biyokimyasal dönüşümle elde edilen 

biyoyakıt, önemli yenilenebilir enerji kaynaklarından biri olup katı, sıvı (biyoetanol ve 

biyodizel) ve gaz (biyometan, biyohidrojen ve sentez gazı) olarak üç şekilde elde 

edilmektedir (Zhao ve diğerleri, 2022). 

Biyoyakıtlar ham madde kaynaklarına göre birinci nesil, ikinci nesil ve üçüncü 

nesil olarak sınıflandırılmaktadır. Dördüncü nesil biyoyakıt üretimi için araştırmalar 

yeni olsa da genetiği değiştirilmiş mikroorganizmalar kullanılarak elde edildiği 

bildirilmiştir. Birinci nesil biyoyakıt üretiminde, tarımsal faaliyet alanlarının gıda 

üretimi yerine biyoyakıt üretimi için ayrılması gerekmektedir. Böyle durumda, gıda 

fiyatları artarak gıda arz güvenliğini tehlikeli duruma getirebilir. Birinci nesil 

biyoyakıtlar, düşük üretim maliyeti ve daha düşük sera gazı emisyonu avantajıyla mısır, 

şeker kamışı ve soya fasulyesi gibi ürünlerden üretilmektedir. İkinci nesil biyoyakıtlar 

için ana ham madde, (i) tatlı sorgum, şeker kamışı posası ve saman gibi tarımsal 

artıklar, (ii) enerji mahsulleri ve odunsu bitkiler gibi orman artıkları olmak üzere iki 

gruba ayrılmaktadır. Gelişmiş biyoyakıt olarak adlandırılan ikinci nesil biyoyakıtlar, 
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organik atık kaynaklardan üretilmektedir. İkinci nesil biyoyakıtların üretimi, ucuz ham 

madde kullanımı nedeniyle ekonomik olup, ticari biyoyakıt üretimi bu nesil 

biyoyakıtlardan karşılanmaktadır. İkinci nesil biyoyakıtlar tarımsal atıklar, orman 

kalıntıları gibi gıda dışı kaynaklardan ve dallı darı gibi enerji bitkilerinden 

üretilmektedir. Algler kullanılarak da üçüncü nesil biyoyakıtlar üretilmekte olup, bu 

nesil biyoyakıtların üretiminin maliyetli olduğu rapor edilmiştir (Çakmak ve Özcan, 

2021; Mahapatra ve diğerleri, 2023; Rezania ve diğerleri, 2020a; Abdullah ve diğerleri, 

2019). Birinci, ikinci ve üçüncü nesil biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütle tipleri 

Şekil 1’de sunulmuştur (Melendez ve diğerleri, 2022). 

 

 

Şekil 1. Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütle tipleri 

1.2. ÇÖREK OTU KARAKTERİSTİĞİ VE KULLANIM ALANLARI 

Çörek otu (Nigella sativa), düğünçiçeğigiller (Ranunculaceae) familyasına ait bir 

bitki türüdür. Çörek otu, genellikle sıcak iklimlerde yetişen bir yıllık otsu bitkidir ve 30-

50 cm yüksekliğe ulaşabilmektedir. Bitkinin gövdesi dik, tüylü ve yeşil renkte olup, 
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yaprakları ince, parçalı ve keskin kenarlara sahiptir. Çörek otu bitkisi, genellikle bahar 

aylarında çiçek açmaktadır. Çiçekleri mavi, beyaz veya mor tonlarında olup, beş taç 

yaprağa sahiptir. Bu çiçeklerin ortasında, çok sayıda erkek organ bulunur, bu da bitkinin 

polinatörler tarafından kolayca tozlaşmasını sağlamaktadır. Çiçekler, daha sonra kapsül 

şeklindeki meyvelere dönüşmektedir. Çörek otu tohumları, bitkinin en önemli kısmıdır 

ve genellikle baharat olarak kullanılmaktadır. Tohumlar 3-4 köşeli bir yapıya sahip 

olup, 1.5-2 mm genişliğinde ve 2.5-4 mm uzunluğundadır. Siyah renkte ve oval 

şekillidir. Tohumlar; keskin, karakteristik bir aroma ve hafif acı bir tat taşımaktadır 

(Baydar, 2013; İş ve Beyatlı, 2023). Çörek otunun genel kimyasal bileşimi Tablo 1’de 

sunulmuştur (Al-Jassir, 1992). 

 

Tablo 1. Çörek otunun genel kimyasal bileşimi 

Bileşen Ağırlığa göre % oran 

Protein 20.9 ± 1.35 

Karbonhidrat 31.9 ± 2.56 

Yağ 38.2 ± 2.20 

Diğer (kül, lif vb.) ̴  9.0 

 

Nigella sativa tohumları ve bu tohumlardan elde edilen yağ, Hindistan ve Arap 

uygarlıklarında yüzyıllardır hem gıda hem de tıbbi amaçlarla kullanılmaktadır (Yarnell 

ve Abascal, 2011). Geleneksel olarak çörek otu tohumları; astım, bronşit, romatizma ve 

diğer enflamatuvar hastalıklar başta olmak üzere çok çeşitli hastalıkların tedavisinde 

kullanılmaktadır. N. sativa; diüretik, antihipertansif, antidiyabetik, antikanser, 

immünomodülatör, antimikrobiyal, anthelmintik, analjezik ve antiinflamatuvar, 

spazmolitik, bronkodilatör, mide koruyucu, karaciğer koruyucu ve böbrek koruyucu gibi 

geniş bir farmakolojik etki yelpazesine sahiptir. Geleneksel kullanım alanları arasında; 

astım, diyabet, hipertansiyon, ateş, iltihaplanma, bronşit, baş dönmesi, romatizma, cilt 

hastalıkları ve gastrointestinal bozukluklar yer almaktadır. Ayrıca sindirimi destekleyici, 

antiparaziter ve bağışıklık sistemini güçlendirici olarak da kullanılmaktadır (Goreja, 

2003; Srinivasan, 2018). 

1.3. KATI MADDELERE UYGULANAN EKSTRAKSİYON YÖNTEMLERİ 

Maserasyon, en az üç gün boyunca oda koşullarında bir çözücüde kaba veya toz 

formunda hazırlanmış ham maddenin, aralıklı çalkalama ile ıslatılmasını içeren basit bir 

ekstraksiyon yöntemidir. Bu yöntemde, bitkisel materyal çözücü içerisinde bekletilirken 
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hücre duvarları yumuşayarak parçalanmaktadır, böylece fitokimyasalların serbest 

kalması sağlanmaktadır. Ekstraksiyon tamamlandıktan sonra, karışım ya eleklerden ya 

da küçük delikli bir ağdan süzülmektedir. Bunu takiben, katı kısmı preslenmekte ve sıvı 

özüt bekletildikten sonra filtrasyon veya dekantasyon kullanılarak temizlenmektedir. 

Maserasyon, buharlaşma yoluyla çözücü kaybını en aza indirmek için tercihen tıpalı bir 

kapta gerçekleştirilmektedir. Ekstraksiyon işlemi sırasında çözücünün buharlaştırılması 

yoluyla konsantre bir özüt elde edilmesi hedeflenmemektedir. Ürün, vakumlu 

buharlaştırma kullanılarak sıklıkla konsantre edilmektedir (Bitwell ve diğerleri, 2023; 

Zhang ve diğerleri, 2018).  

Dijestiyon, maserasyona benzer bir ekstraksiyon yöntemidir ve ekstraksiyon 

sürecinde düşük ısıtma kullanılmaktadır. Bununla birlikte, sıcaklığın belirli bitki 

materyalinin biyoaktif fitokimyasallarını değiştirmesinden kaçınmak için dikkatli 

olunmalıdır. Bu nedenle, ısıtma nedeniyle ekstraksiyon çözücüsünün kullanılmasında 

artan bir verimlilik vardır. Sıcaklık, çoğunlukla 35 ila 40 °C aralığında tutulmaktadır, 

ancak kabuklar ve iyi çözünmeyen fitokimyasalları içeren materyaller daha sert bitki 

materyalleri için maksimum 50 °C’ye kadar artırılabilir. Ekstraksiyon sırasında, istenen 

bitki parçaları belirtilen sıcaklıklara önceden ısıtılmış uygun çözücü ile bir kaba 

konulmaktadır. Optimum sıcaklık, kabın düzenli aralıklarla çalkalanmasıyla yarım 

saatten 24 saate kadar değişebilen bir süre boyunca korunmaktadır (Bitwell ve diğerleri, 

2023). 

İnfüzyon, maserasyonla aynı ekstraksiyon prensibine dayanmakta olup, öğütülmüş 

bitkisel materyale belirli bir miktar soğuk veya kaynar su eklenerek kısa süre 

bekletilmesini içeren bir yöntemdir. Bu teknik, özellikle kolay çözünür bileşiklerin elde 

edilmesinde kullanılır ve genellikle bitkisel ilaçlar ile çeşitli çayların hazırlanmasında 

yaygın olarak tercih edilmektedir (Azwanida, 2015). İnfüzyon, çözünürlüğü yüksek olan 

fito-besinlerin bitkisel ham maddelerden basit bir kimyasal işlemle seyreltilmiş 

çözeltiler halinde elde edilmesini sağlamaktadır (Hussain ve diğerleri, 2019). 

Perkolasyon, çözücünün toz halindeki bitkisel materyal üzerine kontrollü bir 

hızda yavaşça eklenerek, çözünen maddelerin çözücü tarafından absorbe edilip kabın alt 

kısmından süzülmesi esasına dayanan etkili bir ekstraksiyon yöntemidir (Azwanida, 

2015; Rathi ve diğerleri, 2006). Bu işlemde, ekstraksiyon tamamlanana kadar genellikle 

dakikada yaklaşık altı damla olacak şekilde kontrollü hızda devam edilmekte ve elde 
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edilen ekstraktlar evaporasyon yöntemiyle yoğunlaştırılmaktadır (Azwanida, 2015). 

Perkolasyon yöntemi ıslatma, bekletme (şişirme) ve perkolasyon olmak üzere üç 

aşamadan oluşmaktadır. İlk aşamada, bitkisel materyal genellikle 4–5 saat boyunca 

çözücü ile ıslatılmaktadır; ardından 24–48 saat süren bekletme aşamasıyla hücre 

yapısının şişmesi sağlanarak çözücünün penetrasyonu kolaylaştırılmaktadır. Son 

aşamada ise, belirli bir hızda (örneğin perkolatör hacminin 1/48’i kadar saatte) çözücü 

bitkisel materyal üzerinden geçirilmektedir (Tabaraşu ve diğerleri, 2022). 

Dekoksiyon sırasında bitki materyali 15 ila 60 dakika boyunca suda 

kaynatılmaktadır. Bu yöntem kök, kabuk gibi daha sert bitkisel materyallerde bulunan 

bileşenlerin elde edilmesinde tercih edilmektedir. Genellikle yapraklar, kökler, çiçekler 

gibi hassas bitki parçaları 15 dakika kaynatılmaktadır. Kaynatma işlemi tamamlandıktan 

sonra, karışım sıvı özütü elde etmek için süzülmektedir (Azwanida, 2015; Bitwell ve 

diğerleri, 2023). 

1.4. BİYOETANOL ÜRETİMİNDE AŞAMALAR 

1.4.1. Önişlemler 

Mekanik Parçalama (Öğütme): Ön işlemin ilk adımı olarak öğütme kabul 

edilmektedir. Biyoetanol üretim süreçlerinde kullanılan öğütme türlerinden bazıları 

bilyalı öğütme, çekiçli öğütme, iki silindirli öğütme, kolloid öğütme ve disk öğütme 

olarak sıralanabilir. Öğütme sonrası elde edilen boyut, fiziksel ön işlemin türüne 

bağlıdır (Mood ve diğerleri, 2013). Biyokütle, yüzey alanı artması sayesinde, hidroliz 

aşamasındaki enzimatik reaksiyonları daha verimli hale getirmektedir (Chaturvedi ve 

Verma, 2013). 

Mikrodalga: Mikrodalga ön işlemi parametreleri; güç aralığı 100–1100 W, 

frekans 1 kHz ile 300 GHz arasında, sıcaklık 27 °C–700 °C ve işlem süresi 4–30 dakika 

aralıklarında değişmektedir. Bu yöntem, lignoselülozik materyallerin ön işlemi için 

yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu ön işlemin tercih edilmesinde; (i) basit işletim, (ii) 

düşük enerji tüketimi, (iii) hızlı yüksek sıcaklığa ulaşabilme, (iv) inhibitör oluşumunun 

azlığı ve (v) selüloz yapısında gerçekleşen parçalanma faktörleri etkilidir (Kumar ve 

Sharma, 2017). Mikrodalga uygulamasının kimyasal proseslerle kombine edilerek daha 

yüksek verimlilik elde edildiği de rapor edilmiştir. 
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Alkali ön işlem: Alkali ön işlem, en yaygın uygulamalardan biri olarak kabul edilir 

(Yang ve diğerleri, 2021). Bu işlem, ligninin bazik ortamda çözünmesi sayesinde 

enzimlerin hemiselüloz ve selüloza erişimini artırarak sakkarifikasyon verimini 

yükseltmektedir (Kumar ve Prakash, 2023). 

Asit ön işlemi: Asit ön işlemi, konsantre asit (%30-70) ve 40 °C gibi düşük 

sıcaklık veya seyreltik asit (%0.1) ve yüksek sıcaklık (örneğin 230 °C) koşullarında 

gerçekleştirilebilir. Asit ön işlemde inorganik asitler (sülfürik, hidroklorik, nitrik ve 

fosforik asitler) ve organik asitler (asetik, formik ve propiyonik asitler) kullanılmaktadır 

(Rezania ve diğerleri, 2020b; Zheng ve diğerleri, 2014; Chen ve diğerleri, 2017). 

Bunlardan en yaygın sülfürik asit (H2SO4), seyreltik asit ön işlemi için kullanılmıştır. 

Konsantre asit selüloz hidrolizi üzerinde oldukça etkili olmasına rağmen, son derece 

toksik, aşındırıcı ve tehlikelidir ve reaktör inşası için özel metal olmayan malzemeler 

veya alaşımlar gibi pahalı malzemeler gerektirmektedir. Ayrıca, enerji ve maliyet 

açısından yoğun bir işlem olduğundan, ekonomik nedenlerle asidin biyokütle 

işleminden sonra geri kazanılması gerekmektedir. Bu nedenle, lignoselülozik biyokütle 

ön işlemi için konsantre asit yerine seyreltik asit tercih edilmektedir. Seyreltik asit ön 

işlemi, ön işlem koşullarına bağlı olarak, öncelikle hemiselülozu %100 orana kadar 

bileşen şekerlerine (ksiloz, arabinoz ve galaktoz) hidrolize etmektedir. Ayrıca, lignini 

yüksek oranda parçalayabilir, ancak çoğu durumda lignini çözmede etkili olmamaktadır. 

Seyreltik asit ön işleminin temel amacı, selülozun mikrobiyal bozunmaya ve enzimatik 

hidrolize duyarlılığını önemli ölçüde arttırmasıdır (Zheng ve diğerleri, 2014). 

Organik çözücü ön işlemi: Organik çözücü ön işlemi, lignoselülozik biyokütlenin 

özellikle de odun ve tarımsal atıkların, biyoetanol üretimi için uygun hale getirilmesinde 

önemli bir adımdır. Bu işlemde, selüloz katı olarak geri kazanılırken, lignin ve 

hemiselülozun çoğu organik çözücü içinde çözülmektedir. Organik çözücü ön işlem 

parametreleri; organik çözücü konsantrasyonu %30–70, işlem süresi 20–50 dakika, 

sıcaklık 140–200 °C ve çözücü-katalizör oranı 10:1 şeklindedir. Organik çözücü 

yöntemi, biyokütle ile belirlenen sıcaklık ve basınç koşullarında asidik, bazik veya tuz 

bazlı katalizörlerin varlığında etanol, metanol, etilen glikol, aseton ve tetrahidrofurfuril 

alkol gibi sulu organik çözücülerin reaksiyona girmesi esasına dayanmaktadır. Bu işlem 

öncelikli olarak lignin ve hemiselülozun çözünürlüğünü artırmak amacıyla 

uygulanmaktadır. Ligninin uzaklaştırılması, selülozun enzimatik hidroliz için 
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erişilebilirliğini artırmaktadır. Sonuç olarak, lignin ve hemiselülozun uzaklaştırılması, 

lignin direncinin azalmasına ve selülozun yüzey alanının artmasına neden olarak 

hidroliz ve fermantasyonun biyoetanol verimini arttırmaktadır (Zhao ve diğerleri, 

2009a; Koo ve diğerleri, 2011). 

Ozon ön işlemi: Bu ön işlem, lignin ve hemiselülozu parçalamak ve selülozun 

biyolojik olarak parçalanabilirliğini artırmak için anoksidan olarak ozon gazı 

kullanmayı içermektedir. Güçlü bir oksidan olması, suda çözünmesi ve bulunabilmesi 

ozon gazının başlıca avantajlarıdır. Ayrıca, lignini parçalayarak, asetik ve formik asit 

gibi daha az moleküler ağırlığa sahip çözünür bileşikleri serbest bırakabilmektedir. Bu 

yöntemin en önemli avantajı, sonraki hidroliz adımlarında daha az komplikasyona yol 

açan bozunma yan ürünlerinin olmamasıdır. Ayrıca, bu işlem ortam koşullarında 

gerçekleştirilmektedir. Ozon kullanım maliyetinin yüksek olması başlıca dezavantaj 

olup, lignoselülozik malzemelerin işlenmesinde büyük miktarda ozon kullanılmaktadır 

(Ab Rasid ve diğerleri, 2021; Mood ve diğerleri, 2013). 

Buhar patlaması ön işlemi: Buhar patlaması, otohidroliz olarak da 

adlandırılmaktadır. Katalize edilmiş buhar patlamasından farklı olup, işlemde kimyasal 

eklemesi yapılmamaktadır. Bu yöntemde, biyokütle parçacıkları kısa bir süre için 

yüksek basınçlı doymuş buharla ısıtılmakta ve reaksiyonları sonlandırmak için basınç 

hızla düşürülmektedir. Bu durum, biyokütlenin patlayıcı bir dekompresyona girmesine 

neden olmaktadır. Tipik ön işlem sıcaklığı, basıncı ve süresi sırasıyla 160-260 °C, 0.69-

4.83 MPa ve birkaç saniye ile birkaç dakika aralığındadır. Bu koşullar altında, 

hemiselüloz bileşen şekerlerine hidrolize edilmekte ve lignin belirli bir dereceye kadar 

dönüştürülmektedir. Böylece, önceden işlenmiş biyokütle daha parçalanabilir hale 

gelmektedir (Vivek ve diğerleri, 2019; Zheng ve diğerleri, 2014).  

Sıcak su ön işlemi: Sıcak su ön işlemi, lignoselülozik biyokütlenin (örneğin pirinç 

samanı, buğday samanı, şeker kamışı ve ayçiçeği sapları) dönüştürülmesi sürecinde 

önemli bir adımdır. Bu işlem, herhangi bir kimyasal veya katalizör eklenmeden 

genellikle 100-230 ºC sıcaklık, 2–5 MPa basınç aralığında birkaç dakikadan birkaç saate 

kadar ve yüksek basınçta gerçekleştirilmektedir. Ön işlem sırasında su biyokütle hücre 

yapısına nüfuz edebilir, selülozu nemlendirebilir, hemiselülozu çözebilir ve lignini 

hafifçe giderebilir. Sıcak su ön işlemi, selülozun erişilebilir ve duyarlı yüzey alanını 

genişletmek ve enzimlerle parçalanabilirliğini iyileştirmek için oldukça etkilidir (Kumar 
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ve diğerleri, 2020; Zheng ve diğerleri, 2014). Sıcak su ön işlemi, buhar patlamasından 

farklı olarak genleşme gerektirmez, basıncın kullanımı yalnızca suyu muhafaza etmek 

ve buharlaşmayı önlemek için yapılmaktadır (Mood ve diğerleri, 2013). 

Ultrasonik ön işlem: Sonikasyon, ham maddeye ultrasonik ses dalgaları 

uygulanmasıdır. Ultrasonik ön işlemin ultrasonik radyasyon frekansı 20 kHz ile 500 

MHz arasında değişmekte olup, uygulama süresi 1 saate kadar olabilmekte ve genellikle 

2 saniye açık, 4 saniye kapalı döngü şeklinde uygulanmaktadır. İşlem sıcaklığı ise, 25 

ile 90 °C arasında değişmektedir. Ultrasonik ön işlem, enerjinin lignoselülozik 

maddelere değişen frekans ve yoğunlukta, ses dalgaları şeklinde uygulandığı etkili bir 

yöntemdir. Biyoetanol üretimi için lignoselülozik ham maddenin sonikasyonu 

ultrasonik yoğunluk, sonikasyon süresi, ortam pH’sı, sıcaklık, ultrasonik frekans gibi 

faktörlere bağlıdır (Yusaf ve Al-Juboori, 2014; Ofori-Boateng ve Lee, 2014). Ultrasonik 

ön işlem, sıvı ortamda 25 kHz – 170 kHz aralığında yüksek frekansta ses dalgaları 

üreterek uygulanan bir tekniktir. Bu işlem sırasında sıvı içinde meydana gelen kabarcık 

oluşumu, “kavitasyon” olarak adlandırılmaktadır. Milyonlarca hava kabarcığının 

lignoselülozik ham maddelerin yüzeyine çarparak patlamasıyla kimyasal bağlar üzerine 

etki etmesi esasına dayandırılmaktadır (Erkurt, 2011; Sint Jan ve diğerleri, 2008). 

Islak hava oksidasyonu: Bu yöntem, hem etanol hem de biyogaz üretimi için 

yaygın kullanılmaktadır. Bu yöntemde, biyokütlenin 125-315 °C’de, 0.5-5 MPa’ya 

artırılmasıyla oksijen sağlanan asit, nötr ve alkali gibi koşullara sahip sulu çözeltilerin 

varlığında oksidasyona uğramasına izin verilmektedir. Bu işlem ekzotermik olup, bu 

nedenle reaksiyon başladıktan sonra ısı açısından kendi kendini desteklemektedir. Ön 

işlem süreci, hidrolitik bir işlemden ve oksidatif reaksiyondan asitlerin oluşumunu 

içermektedir. Bu nedenle, hemiselüloz ve lignin parçalanmaktadır. Hemiselülozlar 

monomerik şekerlere parçalanırken; ligninler oksidasyona uğramakta ve selüloz 

şekerlere parçalanmaktadır. Ön işlem uygulanan süspansiyon, selüloz ve hemiselüloz 

substratını ayırmak için filtrelenmektedir. Katı bileşen, enzimatik hidrolizden geçmeden 

önce deiyonize su ile yıkanmaktadır. Hemiselüloz kısmı karboksilik asitler gibi ara 

maddelere oksitlenmektedir. Bu adım sonrası da fenolik bileşiklere, asetaldehitlere ve 

alkole ayrılmakta ve daha sonra da CO2 ve H2O’ya parçalanmaktadır. Bu ön işlemin 

temel sorunu, hızlı reaksiyon hızı nedeniyle çok hızlı ve yüksek olan ısı üretimiyle ilgili 
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olup, bu nedenle reaktör sıcaklığının kontrol edilmesi zordur (Singh ve Satapathy, 

2018). 

1.4.2. Enzimatik Hidroliz 

Enzimatik hidroliz, lignoselülozik biyokütleden bioetanol üretiminde 

karbonhidratların monomerik şekerlere dönüştürülmesi açısından kritik bir aşamadır. Bu 

süreçte, selüloz ve hemiselüloz polimerlerin parçalanması sağlanmaktadır. Sonuç 

olarak, selülozun başlıca hidroliz ürünü glukoz iken, hemiselülozdan çeşitli pentoz ve 

heksozlar elde edilmektedir (Kumar ve diğerleri, 2020).  

1.4.3. Fermantasyon 

1.4.3.1. Ayrı Hidroliz ve Fermantasyon (SHF) 

Ayrı hidroliz ve fermantasyon yönteminin etanol üretiminde etkili bir yöntem 

olduğu sıkça vurgulanmıştır. SHF yöntemi, enzim üretimi, hidroliz ve fermantasyon 

süreçlerinin birbirinden bağımsız olarak gerçekleştirilmesini temel almaktadır 

(Aggarwal ve diğerleri, 2022). SHF prosesinin konsepti, reaksiyonları ayrı reaktörlerde 

çalıştırarak hidroliz ve fermantasyon prosesinin ayrılmasını içermektedir. Birinci 

reaktörde, önceden işlenmiş lignoselülozik malzeme, selülazlar tarafından monomerik 

şekerlere parçalanır ve başka bir reaktörde etanole fermente edilmektedir. Bu yöntemin 

temel avantajı, iki prosesin (hidroliz ve fermantasyon) kendi ayrı ayrı optimum 

koşullarında, örneğin sıcaklık faktörü açısından gerçekleştirilebilmesidir. Selülazların 

45-50 °C arasındaki bir sıcaklıkta en etkili olduğu kanıtlanmıştır, buna karşın yaygın 

olarak kullanılan fermente edici organizmaların optimum sıcaklığı 30-37 °C arasındadır. 

Glikoz konsantrasyonunun, fermantasyon sürecinde kritik olduğu bilinmektedir 

(Sudiyani ve diğerleri, 2019; Aggarwal ve diğerleri, 2022). 

1.4.3.2. Eşzamanlı Sakkarifikasyon ve Ko-fermantasyon (SSCF) 

Eşzamanlı sakkarifikasyon ve eşfermantasyon yöntemi, enzim üretiminin ayrı bir 

aşamada gerçekleştirilmesine karşın, heksoz ve pentoz şekerlerinin hidrolizi ve 

fermantasyonunun aynı reaktörde eşzamanlı olarak yürütülmesini temel almaktadır 

(Yasuda ve diğerleri, 2014). Hidroliz aşamasında enzim aktivitesinin inhibisyonunu 
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önlemek amacıyla şeker kombinasyonları genellikle düşük konsantrasyonlarda 

tutulmaktadır (Panahi ve diğerleri, 2020). SSCF için en büyük zorluk, selülaz enzimleri 

(~50 °C) ile mikrobiyal hücreleri (30-37 °C) arasındaki optimum sıcaklıkların 

uyumsuzluğudur. Bu nedenle, SSCF’yi selülaz enzimlerinin daha yüksek sıcaklığında 

ön hidroliz ve mikroorganizmaların daha düşük sıcaklığında buna bağlı SSCF olmak 

üzere iki adıma bölerek önemli bir uzlaşmaya varılması gerekmektedir (Zhang ve 

diğerleri, 2022). SSCF prosesinde, heksoz ve pentoz şekerlerini aynı anda fermente 

edebilen tekli ya da karışık mikrobiyal kültürler kullanılmaktadır. Burada en kritik 

faktör, uygun mikroorganizma seçimi olup, genetik modifikasyonla geliştirilmiş suşlar, 

heksoz ve pentoz şekerlerini etkin şekilde fermente edebilmektedir (Taherzadeh ve 

Karimi, 2007). 

1.4.3.3. Eşzamanlı Sakkarifikasyon ve Fermantasyon (SSF) 

Eşzamanlı sakkarifikasyon ve fermantasyon yönteminin temel prensibi, enzim 

üretiminin ayrı bir aşamada gerçekleştirilmesine rağmen, hidroliz ve fermantasyon 

süreçlerinin aynı reaktörde eşzamanlı olarak yürütülmesidir. Bu yöntem, hidroliz 

sırasında açığa çıkan şekerlerin (özellikle selobiyoz ve glukoz) selülaz enzimi üzerinde 

oluşturduğu inhibitör etkilerin azaltılmasını sağlamaktadır. Çünkü, oluşan şekerler maya 

tarafından anında etanole dönüştürülmekte, böylece ortamda şeker birikimi minimumda 

tutulmakta ve enzim aktivitesinde baskılanma engellenmektedir. Ayrıca, SSF prosesinin 

yalnızca iki reaktörde gerçekleştirilmesi, kontaminasyon riskini önemli ölçüde 

azaltmaktadır (Valles ve diğerleri, 2020). 

1.5. ETANOL ÜRETİMİNDE KULLANILAN MİKROORGANİZMALAR 

Biyoetanol, ham petrol kullanımı ve çevre kirliliği azaltılmasına önemli ölçüde 

katkıda bulunduğu için dünya çapında en çok kullanılan biyoyakıt olarak 

tanımlanmıştır. Sakkaroz, nişasta, lignoselülozik ve alg biyokütlesi gibi çeşitli ham 

madde türleri kullanılarak mikroorganizmalar tarafından fermantasyon süreciyle 

biyoetanol üretilebilir. Diğer mikroorganizma türleriyle karşılaştırıldığında, özellikle 

Saccharomyces cerevisiae olmak üzere mayalar, yüksek etanol verimliliği, yüksek 

etanol toleransı ve çeşitli şekerleri fermente etme yeteneği nedeniyle etanol üretiminde 

kullanılan yaygın mikroorganizmalardır. Ancak, maya fermantasyonunda yüksek 
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sıcaklık, yüksek etanol konsantrasyonu ve pentoz şekerlerini fermente etme yeteneği 

gibi etanol üretimini engelleyen bazı zorluklar vardır. Hibrit ve rekombinant tip mayalar 

dahil olmak üzere çeşitli maya suşları, etanol üretimi için fermantasyonda kullanılmıştır. 

Mayalar, basit şekerleri doğrudan etanole fermente edebilir (Azhar ve diğerleri, 2017). 

Pichia stipitis iyi şekilde pentoz fermente eden mayadır. Diğer mikroorganizmalar olan 

Candida shehatae ve Spathaspora passalidarum ile karşılaştırıldığında, P. stipitis 

mayasından daha yüksek etanol verimi ve üretkenlik elde edilmektedir. Bu da P. 

stipitis’in fermantasyonunda daha etkili olduğunu göstermektedir. Pichia stipitis mayası 

kullanımı, ksiloz fermente edilerek yüksek etanol verimi ve üretkenlik sağlayabilen, 

ancak oksijen seviyelerine dikkat edilmesi gereken etkili bir mikroorganizmadır 

(Nosrati-Ghods ve diğerleri, 2020). 

Kluyveromyces marxianus mantarının çoğunluğu aerobik özelliğine sahiptir. K. 

marxianus benzersiz fizyolojik özellikleri ve aktif bir konakçı olarak farklı türlere ait 

protein üretme kabiliyeti nedeniyle peynir altı suyu veya diğer süt atıkları dahil olmak 

üzere çeşitli düşük maliyetli substratları metabolize edebilmektedir. Bu yeteneğiyle ilaç, 

gıda ve yem endüstrilerinde ticari uygulamalar için vazgeçilmez bir adaydır (Karim ve 

diğerleri, 2020).  

Yüksek etanolojenik termofilik anaerob türler genel olarak Clostridium, 

Caldanaerobacter, Thermoanaerobacter ve Thermoanaerobacterium cinsleridir (Taylor 

ve diğerleri, 2009; Sveinsdottir ve diğerleri, 2009; Tomás, 2013). Bununla birlikte 

Bacillus, Geobacillus, Paenibacillus ve Caloramator gibi termofilik üyeler de etanol 

üretebilmektedir (Fong ve diğerleri, 2006; Sveinsdottir ve diğerleri, 2009; Crespo ve 

diğerleri, 2012). 

1.6. ETANOL ÜRETİMİNİ ETKİLEYEN FAKTÖRLER 

Etanol üretiminde yaygın olarak kullanılan prosesler ön işlem, hidroliz ve 

fermantasyondur. Fermantasyon sırasında biyoetanol üretimi pH, sıcaklık, ham madde 

konsantrasyonu, fermantasyon süresi ve aşı tipi gibi çeşitli faktörlere bağlıdır (Azhar ve 

diğerleri, 2017). Etanol üretiminde temel olan faktörlerden bazıları aşağıda sunulmuştur. 

Ham madde tipi: Biyoyakıtlardan etanol ve hidrojen üretimi için karbonhidrat 

içeriği yüksek atıksular ve atıklar kullanılmaktadır. Bu kapsamda, kullanılabilen ham 
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maddelerden bazıları yiyecek ve içecek endüstrisi başta olmak üzere gıda atıkları, 

tarımsal atıklar ve meyve işleme atıkları olarak sıralanabilir (Kothari ve diğerleri, 2012). 

Organik yükleme oranı: Etanol üretiminde organik yükleme oranı, 

mikroorganizmaların substratı verimli şekilde kullanabilme kapasiteleri açısından kritik 

parametre olarak değerlendirilmektedir. Özellikle termofilik bakteriler, maya türleri 

Saccharomyces cerevisiae ve Zymomonas mobilis gibi diğer fermantatif 

mikroorganizmalarla karşılaştırıldığında, nispeten düşük substrat (şeker) 

konsantrasyonlarında inhibisyona uğrama eğilimindedir (Taylor ve diğerleri, 2009; 

Almarsdottir ve diğerleri, 2012). 

Sıcaklık: Biyoyakıt üretimi amacıyla kullanılan mikroorganizmaların, atıksu ya da 

atık biyokütle tipine göre termofilik ve mezofilik sıcaklık gibi farklı sıcaklıklarda 

aktivitesini değerlendirmek önemlidir. Yüksek sıcaklıkların bazı bakterilerin hedef 

biyoyakıt üretim performansını arttırdığı görülürken, bazı bakterilerde de 

mikroorganizma aktivitesinde sınırlandırma yaptığı rapor edilmiştir (Dursun, 2024a; 

Sivagurunathan ve diğerleri, 2016). Bu durum, yüksek sıcaklıklarda çalışacak 

mikroorganizmaların seçiminde inhibitör toleransının dikkate alınması gerektiğini 

göstermektedir. İnhibitörlerin etkileri, toleranslı mikroorganizmaların kullanımı ya da 

fermantasyon öncesi arıtma işlemleri ile azaltılabilir. Ayrıca, endüstriyel ölçekte 

prosesin sürdürülebilirliği açısından, mikroorganizmaların yüksek sıcaklık koşullarında 

maya özü gibi karmaşık ve maliyetli katkı maddelerine olan ihtiyaçlarının en aza 

indirilmesi de büyük önem taşımaktadır. Literatürde, düşük maya özü 

konsantrasyonlarında da etkili etanol üretimi gerçekleştirebilen bazı termofilik suşların 

tanımlandığı bildirilmektedir (Zhao ve diğerleri, 2009b). 

pH: Etanol üretimi sırasında termofilik bakterilerin pH toleransı, metabolik 

aktiviteleri ve ürün verimi açısından belirleyici bir faktördür. Bu mikroorganizmaların, 

büyüme ve fermantasyon proseslerinde belirli bir pH aralığında optimum performans 

sergiledikleri bilinmektedir. pH seviyesindeki sapmalar, özellikle inhibitör bileşiklerin 

etkilerini artırabileceği gibi hücresel enzim sistemlerinin bozulmasına da yol açabilir. 

Özellikle furfuraldehit ve ligninden türeyen aromatik bileşikler gibi inhibitörler, belirli 

pH koşullarında daha aktif hale gelebilmekte ve termofilik bakteriler üzerinde daha 

yoğun baskı oluşturmaktadır (Tomás ve diğerleri, 2013; Ahring ve diğerleri, 1996; 

Ahring ve diğerleri, 1999). Bu nedenle, fermantasyon sürecinde uygun pH koşullarında 
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bu bileşiklerin zararlı etkilerinin azaltılması mümkün olabilir. Ayrıca, pH değerinin 

inhibitör toleransının yanı sıra besin elementlerinin biyoyararlılığı üzerinde de etkili 

olduğu ve bu durumun etanol verimi üzerinde dolaylı bir rol oynayabileceği 

değerlendirilmektedir. Termofilik bakteriler genellikle tanımlı ortamda, fosfat 

tamponları ve eser element solüsyonları gibi katkılarla büyütülmektedir. Ancak, maya 

özü gibi kompleks katkılar, pH stabilitesinin sağlanmasında ve metabolik denge 

açısından önemli bir rol oynayabilir (Zhao ve diğerleri, 2009b). Bu tür suşların izole 

edilmesi, gelecekte daha düşük maliyetli ve daha çevre dostu biyoyakıt üretim 

süreçlerinin geliştirilmesine katkı sağlayacaktır. 

Mikroorganizma tipi: Etanol ve hidrojene fermantatif dönüşüm genel olarak 

karmaşık bir dizi biyokimyasal reaksiyonlarla ve Clostridium sp., Enterobacter gibi 

çeşitli spesifik mikroorganizma grubu tarafından gerçekleştirilmektedir. Saf kültürlerin 

kullanımı dışında çeşitli karışık mikro-flora da etanol ve hidrojen üretimi için 

kullanılmıştır (Kothari ve diğerleri, 2012). 
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2. BÖLÜM 

ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

2.1. SPESİFİK BAKTERİ VE MAYA KULLANILARAK BİYOETANOL 

ÜRETİMİ 

Biyoetanol üretimi için spesifik bakteri ve maya kullanılan çalışmalar atıksular ve 

atıklar şeklinde aşağıda sunulmuştur. 

2.1.1. Atıksular Kullanılarak Biyoetanol Üretimi 

Ren ve diğerleri (2007) tarafından yapılan çalışmada, melas atık suyundan 

hidrojen üretimi için başlangıç pH değeri 6.0-6.5 (reaktör A), 5.5-6.0 (reaktör B) ve 4.0-

4.5 (reaktör C) olan üç sürekli karıştırmalı tank reaktör (CSTR) kullanılmıştır. 

Reaktörler, 28 gün çalıştırıldıktan sonra mikrobiyal topluluk etanol tipi (C), propiyonat 

tipi (A) ve etanol-bütirat karışımlı tip (B) fermantasyon oluşturmuştur. Hidrojen üretim 

oranı etanol tipi fermantasyon için en yüksek olup, 0.40 L (g VSS)-1 gün-1 veya 0.45 L 

H2 (g KOI giderimi)-1 olarak saptanmıştır. Mikrobiyal topluluk dinamikleri ve çeşitliliği 

çiftgradyanlı denatüre edici gradyan jel elektroforezi (DG-DGGE) kullanılarak analiz 

edilmiştir. Denatüre edici gradyan jel elektroforezi profilleri, mikrobiyal topluluk 

yapılarının ilk 14 günde hızla değiştiğini göstermiştir. Etanol bazlı hidrojen üreten 

bakteri olan Ethanoligenens harbinense CGMCC1152, reaktör C’den izole edilmiştir. 

Ayrıca, alkol dehidrojenaz (ADH) için izoenzim aktivitesi boyaması, etanol üreten 

bakterilerin çoğunun mikrobiyal topluluktaki Ethanoligenens ile ilişkili olduğunu 

desteklemiştir. 

Reyimu ve Özçimen (2017) tarafından İstanbul Su ve Kanalizasyon İdaresi’nden 

(İSKİ) temin edilen deniz suyu ve atık su, aynı büyüme koşulları altında 

Nannochloropsis oculata ve Tetraselmis suecica mikroalg suşu için büyüme ortamı 

olarak kullanılmak üzere farklı oranlarda birleştirilerek kullanılmış, hücre çoğalması ve 

büyüme kinetiği üzerindeki etkisi incelenmiştir. Hem Nannochloropsis oculata hem de 

Tetraselmis suecica suşunun atık suyu tolere edebildiği ve kullanabildiği, kültürlerin 

özgül büyüme hızının Nannochloropsis oculata için 0.5430 gün L’ye (atık suyun 
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%75’i) ve Tetraselmis suecica için 0.4778 gün L’ye (atık suyun %25’i) kadar 

çıkabildiği bulunmuştur. Bu çalışma, Nannochloropsis oculata ve Tetraselmis suecica 

gibi mikroalg türlerinin etkili bir şekilde yetiştirilmesi için belediye atık suyunun belirli 

bir konsantrasyonda besiyeri olarak kullanılabileceğini göstermektedir. Belirli büyüme 

hızına göre, 14 günlük yetiştirme sonunda, Nannochloropsis oculata besiyeri için 

%75’lik atık su konsantrasyonunun ideal olabileceği, Tetraselmis suecica için ise 

%25’lik atık su konsantrasyonunun optimum olduğu bulunmuştur. Nannochloropsis 

oculata ve Tetraselmis suecica karşılaştırıldığında, büyüme hızı profillerine göre, 

Nannochloropsis oculata suşunun atık su ortamına adaptasyonu, Tetraselmis suecica 

suşundan daha iyi sonuç vermiştir. 14 günlük yetiştirme sonunda, iki türün biyoetanol 

üretkenlikleri de incelenmiştir. Nannochloropsis oculata suşunun en yüksek biyoetanol 

verimi, %75’lik atık su ortamında yetiştirilen mikroalglerden %3.68 olarak elde 

edilmiştir. Sonuçlar, %75’lik atık suda yetiştirilen Nannochloropsis oculata suşunun en 

yüksek karbonhidrat içeriğini temsil ettiğini; dolayısıyla etanol konsantrasyonunun 

kontrol grubundan daha yüksek olduğunu göstermiştir. Suşlar karşılaştırıldığında 

Tetraselmis suecica suşunun en yüksek karbonhidrat içeriği kontrol grubunda 

saptanmıştır. Tetraselmis suecica örneklerinin ikinci en yüksek karbonhidrat içeriği, 

%100 konsantrasyonda atıksu ortamında yetiştirilen kültürlerden elde edilmiştir. En 

yüksek biyoetanol verimi ise, %7.26 ile Tetraselmis suecica suşu kontrol grubundan 

tespit edilmiştir. Araştırma sonucunda, Tetraselmis suecica suşunun Nannochloropsis 

oculata suşundan daha yüksek karbonhidrat içeriğine sahip olması nedeniyle, kültür 

ortamı olarak atıksu kullanılarak etanol üretimi için daha uygun olduğu belirlenmiştir. 

Onay (2018) tarafından, Yüzüncü Yıl Üniversitesi mikroalg koleksiyonundan 

mikroalg kültürü elde edilerek, Nannochloropsis gaditana DEE003 kültürlenmiştir. Bu 

çalışmada, çeşitli belediye atıksularında, Nannochloropsis gaditana DEE003 

kullanılarak, biyoetanol üretilmesi amaçlanmıştır. Nannochloropsis gaditana 

DEE003’nın büyüme oranları, farklı atık su konsantrasyonlarında değişkendir. 24 °C’de, 

belediye atık suyunun %0, %30, %60 ve %100’ünde, Nannochloropsis gaditana 

DEE003 mikroalgi incelenmiştir. Farklı konsantrasyonlardaki belediye atıksularında 

(%0, 30, 60 ve 100), Nannochloropsis gaditana DEE003’nın biyoetanol verimleri 70.3 

mg g biyokütle-1’den 94.3 mg g biyokütle-1’e kadar değişmektedir. Biyokütle hasadı 

günü olan 14. günde, %30’luk atıksuyun en yüksek biyoetanol verimiyle 94,3 mg g 
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biyokütle-1 olduğu tespit edilmiştir. Bu bulgular, farklı belediye atıksularında, 

Nannochloropsis gaditana DEE003’nın biyoetanol üretimi için kullanılabileceğini 

göstermektedir. 

Acebu ve diğerleri (2022) tarafından, mikroalglerin domuz atık suyundan besin 

maddelerini uzaklaştırma ve karbonhidrat biriktirme potansiyelini araştırmıştır. 

Chlorella sorokiniana AK-1 ve Chlorella vulgaris ESP-31, %10 sterilize edilmemiş 

domuz atık suyunda yetiştirilmiş ve %42.5 ve 189 mg L-1 gün-1 olarak sırasıyla 

maksimum karbonhidrat içeriği ve verimlilik elde edilmiştir. %25 atık su ve %25 BG-

11 konsantrasyonunda, Chlorella vulgaris ESP-31’in maksimum karbonhidrat 

verimliliği ve toplam azot giderme verimliliği sırasıyla 266 mg L-1 gün-1 ve %54.2 

olarak saptanmıştır. Ayrıca, bazı parametrelerde yapılan değişikliklere göre aşının 0.2 g 

L-1’ye, ışık yoğunluğunun 150 μmol m-2 s-1’ye ve hasat süresinin 7 güne ayarlanması, 

mikroalg performansını daha da artırmıştır. Buna göre, 0.49 g L-1 gün-1 biyokütle 

verimliliği, %49.3 karbonhidrat içeriği ve 1.8 g L-1 karbonhidrat konsantrasyonu tespit 

edilmiştir. Biyokütlenin etanol fermantasyonu %84.2 biyoetanol verimi ve 4.2 g L-1 

konsantrasyon ile sonuçlanmıştır. Ayrıca, %92.2 oranında toplam azot giderimi ile 

Chlorella vulgaris’in domuz atık suyundaki besin yükünü etkin bir şekilde kullanma 

yeteneği kanıtlanmıştır. 

Ayadi ve diğerleri (2022) tarafından, zeytin değirmeni atık suyundan izole edilen 

maya suşlarının fermantasyonda kullanım potansiyelinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 

Kuzey Cezayir’de yerel bir zeytin değirmeni atık suyunun fizikokimyasal ve 

mikrobiyolojik özellikleri değerlendirilmiştir. Zeytin değirmeni atıksu numuneleri 

%0.65 hafif asitlik, pH 4.88 ve 34 mS cm-1 elektriksel iletkenlik değerlerine sahip 

bulunmuştur. Kimyasal oksijen ihtiyacı (KOI) 183 g L−1 ve biyolojik oksijen ihtiyacı 

(BOİ5) 7 g L−1 olarak tespit edilmiştir. Çalışma, kesikli fermantasyonla, puzolan ve sığır 

kemikleri üzerinde hareketsizleştirilmiş hücrelerle dolu, gıda sınıfı polipropilenden 

yapılmış bir kolondan oluşan ev yapımı bir deneysel düzenekte gerçekleştirilmiştir. Bu 

çalışma, daha önce zeytin değirmeni atık suyundan izole edilen Saccharomyces 

cerevisiae maya suşlarının zeytin değirmeni atık suyundan biyoetanol üretmede 

mümkün olduğunu göstermiştir. En iyi performans anaerobik fermantasyonla, %1.4 

(v/v) oranında etanol üretimiyle sonuçlanmıştır. 
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Kumar ve diğerleri (2022) tarafından, sentetik glikoz ve ksiloz karışımı şekerlerin 

biyoetanole dönüştürülmesi için iki aşamalı ardışık fermantasyon süreci ele alınmıştır. 

Yerli türlerin bireysel olarak şekerleri fermente etme yetenekleri sınırlıdır; bu nedenle 

Zymomonas mobilis ve Pichia stipitis kullanılarak şekerlerin etkin bir şekilde 

dönüştürülmesi amaçlanmıştır. Karışık şeker fermantasyonu için toplam 160 g/L’nin 

(100 g/L glikoz ve 60 g/L ksiloz) optimum olduğu bulunmuştur. İlk aşamada, glikoz 

olmadan 0.50 g/g verimle 50.25 g/L’lik bir etanol titresi elde edilmiştir. İkinci aşamada 

ise, ksilozun fermente edilmesi hedeflenmiştir. Ancak Z.mobilis hücrelerinin varlığı, 

ksilozda önemli bir dönüşüm sağlamamıştır. Bununla birlikte, Z.mobilis hücreleri 

kaldırıldığında, etanol üretkenliği yeniden başlamış ve toplam etanol titresi 56.77 g/L, 

verimi ise 0.36 g/g olarak bulunmuştur. Z. mobilis hücrelerinin tamamen 

uzaklaştırılması, ikinci aşamada kalan etanol miktarını önemli ölçüde azaltmış ve etanol 

titresi ile üretkenliği artırmıştır. Kalan etanolün %80’inin uzaklaştırılması durumunda, 

toplam etanol titresi 79.03 g/L, verim 0.50 g/g ve hacimsel üretkenlik 1.09 g/L/saat 

olarak ölçülmüştür. Kalan etanol tamamen uzaklaştırıldığında ise etanol titresi 79.93 

g/L, verim 0.50 g/g ve hacimsel üretkenlik 1.82 g/L/saat olarak bulunmuştur. Bu 

çalışma karışık şekerlerin sıralı fermantasyon yoluyla biyoetanole dönüştürülmesinin 

etkinliğini göstermekte ve elde edilen etanol titresi ile verimin, ayrı glikoz ve ksiloz 

parti fermantasyonları ile karşılaştırılabilir olduğunu belirtmektedir. 

Guo ve diğerleri (2024) tarafından, tavşan dışkısından zenginleştirilen karışık 

bakteriler kullanılmıştır. Karışık bakteriyel sentez gazı fermantasyonuyla asetik asit ve 

etanol üretimi araştırılmıştır. Karışık bakteriler, 0.8 L bazal ortam (PBM) içeren 

silindirik anaerobik fermantasyon şişelerine %10 oranında aşılanmış, anaerobik ortam 

için azot gazı uygulaması yapılmıştır. Buna ilaveten, şişeler pH değerini kontrol etmek 

için çok kanallı bir pH çevrimiçi ölçümü ve geri bildirim ayarlamalı otomatik kontrol 

cihazına bağlanmıştır. pH değeri değişimi, NaOH ve HCl çözeltisiyle, cihaz aracılığıyla 

otomatik olarak sabit bir değerde düzenlenmiştir. pH değerinin sürekli gaz temini 

altında sentez gazı fermantasyon performansı ve mikrobiyal topluluk bileşimi 

üzerindeki etkisi incelenmiştir. Çalışmada, bakteri topluluğu aktivitesinin büyük ölçüde 

kültürün pH değerine bağlı olduğu rapor edilmiştir. Araştırmada, karışık bakterilerin pH 

7’de en hızlı şekilde geliştiği saptanmıştır. Buna rağmen çalışma, pH sabit 6 değerinde, 

pH 7’deki değerden %160 daha yüksek olan 5.15 g L-1’lik yüksek etanol 



22 

 

 

konsantrasyonuyla sonuçlanmıştır. Bu pH değişimiyle, maksimum etanol 

konsantrasyonu 5.85 g L-1’ye ulaşmıştır. Bu sonuca dayanarak, etanol üretimini 

iyileştirmek için iki aşamalı bir pH düzenleme yöntemi önerilmiştir. Farklı sabit pH 

değerlerinde, bakteri popülasyonlarının yapısal analizi yapılmış ve Clostridia’nın etanol 

üretimine daha fazla katkısı olduğu tespit edilmiştir. 

2.1.2. Atıklar Kullanılarak Biyoetanol Üretimi 

2.1.2.1. Tek Ön İşlem Uygulanmış Atıklar Kullanılarak Biyoetanol Üretimi    

Choi ve diğerleri (2015) soya endüstrisi atıklarından biri olan okara’nın, 

biyoetanol üretimi için kullanım potansiyelini araştırmıştır. Bu atığın, Saccharomyces 

cerevisiae tarafından fermente edilebilen glikoz ve galaktoz gibi fermente edilebilir 

içeriği incelenmiştir. Ayrıca, mantar türlerinden üretilen hidrolitik enzimlerin, okara 

biyokütlesi üzerindeki aktiviteleri incelenmiştir. Okara biyokütlesi, çiğ olarak 

kullanılmıştır. Bu atığa, 20 dakika boyunca, 121 °C’de, otoklavda (nemli ısıtma) ön 

işlem uygulanmıştır. Ham ve otoklavlanmış biyokütlenin kimyasal bileşiminin çok az 

farklılık gösterdiği saptanmıştır. Ancak, enzimatik dönüşüm oranının ham okara için 

%21.9’dan, ön işlem görmüş okara için %82.9’a önemli ölçüde arttığı belirlenmiştir. S. 

cerevisiae fermantasyonu sonrası, enzimatik hidrolizden şeker içeriğine göre 1 kg okara 

atığının etanol konsantrasyonunun 59.1 g, fermantasyon veriminin ise %96.2 olduğu 

tespit edilmiştir. 

Gonçalves ve diğerleri (2015) tarafından, Brezilya’da bol miktarda bulunan 

lignoselülozik olgun hindistan cevizi lifi, yeşil hindistan cevizi kabuğu, olgun hindistan 

cevizi kabuğu ve kaktüs materyalleri kullanılarak biyoetanol üretim potansiyeli 

incelemiştir. Çalışmada, lignoselülozik materyallere uygulanan hidroliz ön işlemi ve 

işlenmiş materyallerin enzimatik hidrolize duyarlılığını belirlemek amaçlanmıştır. Bu 

amaç kapsamında yapılan çalışmadan elde edilen sonuçlar temel alınarak, Zymomonas 

mobilis bakterisi, Pichia stipitis, Saccharomyces cerevisiae mayaları ve ham madde 

olarak yeşil hindistan cevizi kabuğu seçilip kullanılarak yarı eş zamanlı sakkarifikasyon 

ve fermantasyon (SSSF) ve eş zamanlı sakkarifikasyon ve fermantasyon (SSF) 

uygulaması yapılmıştır. Yeşil hindistan cevizi kabuğundan etanolün 0.21 g/L saat 

üzerinde olan en iyi sonuçlarının yarı eş zamanlı sakkarifikasyon ve fermantasyon 

(SSSF) kullanılarak Saccharomyces cerevisiae aracılığıyla elde edildiği saptanmıştır. 
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Yu ve diğerleri (2016) tarafından, katı substrat yıkama işlemi yapılmadan sodyum 

hidroksit (NaOH) ön işlemi uygulanmış tatlı sorgum posasının, biyoetanol üretimi 

incelenmiştir. Sonuçlar, NaOH ön işlem görmüş katı substratın, yıkama işlemi 

yapılmadan doğrudan enzimatik sakkarifikasyonunun ve etanol fermantasyonunun 

fermente edilebilir şeker dönüşümünü ve etanol verimini sırasıyla %44,06 ve 

%44,85’ten %65,14 ve %61,81’e önemli ölçüde iyileştirdiğini göstermiştir. NaOH ön 

işlemi görmüş likörün (SL) iyi yıkanmış NaOH ön işlem görmüş katı substrata 

eklendiği deneyler, fermente edilebilir şeker dönüşüm veriminin önemli ölçüde 

iyileştiğini göstermiştir. Ayrıca, enzimatik sakkarifikasyon sırasında enzim 

aktivitelerinin analizi, SL’nin selülaz aktivitesini, özellikle ksilanaz aktivitesi için, 

önemli ölçüde koruduğunu göstermiştir. Bu sonuçlar, NaOH ile önceden işlenmiş 

lignoselülozik katının, yıkama olmaksızın doğrudan enzimatik sakkarifikasyon ve 

sonraki etanol fermantasyonu için kullanılabileceğini önermektedir. 

Tsunatu ve diğerleri (2017) tarafından, pirinç samanının (Oryza sativa) biyoetanol 

üretim potansiyeli araştırılmıştır. Ham madde olarak pirinç samanı ve %0.2 (w/v), %0.4 

(w/v), %0.6 (w/v), %0.8 (w/v), %1 (w/v) konsantrasyonlarda maya ekstraktları pepton 

dekstroz (YEPD) ve %0.5 (w/v), %1 (w/v), %1.5 (w/v), %2 (w/v), %2.5 (w/v) 

konsantrasyonlarda Saccharomyces cerevisiae (maya) kullanılarak fermantasyonla 

çalışma gerçekleştirilmiştir. Çalışmada, ön işlem yöntemlerinden en uygun ön işlem 

yöntemi incelenmiştir. 1M NaOH ve ısıtma araştırılmıştır. 1M NaOH ön işlemi en 

yüksek selüloz ve en düşük lignin içeriğini vermiştir. Optimum fermantasyon 

koşullarını elde etmek için 300 μm partikül boyutuna sahip 1g/L, 2g/L, 4g/L, 6g/L ve 

8g/L substrat konsantrasyon değerlerinin ve hücre yükleme kombinasyonu olan %0.2 

(w/v), %0.4 (w/v), %0.6 (w/v), %0.8 (w/v) ve %1 (w/v) konsantrasyonlarındaki maya 

ekstraktları pepton dekstroz ve %0.5 (w/v), %1 (w/v), %1.5 (w/v), %2 (w/v) ve %2.5 

(w/v) konsantrasyonlarındaki Saccharomyces cerevisiae’nin (maya) fermantasyon 

süreci üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Fermantasyonun optimum koşulları, 72 saatlik 

fermantasyon süresinde 33 °C sıcaklık, 4.0 pH değeri, 4g/L substrat konsantrasyonu, 

300 μm partikül boyutu ve 0.8/1.5 YEPD/maya oranında elde edilmiştir. Ayrıca 4g/L 

substrat konsantrasyonu, %49.50’lik en yüksek biyoetanol verimiyle sonuçlanmıştır. 

Palacios ve diğerleri (2017) tarafından, Kluyveromyces marxianus mantarı 

kullanılan bir çalışmada da, farklı sülfürik asit konsantrasyonlarında (%0, %0.5 ve %1 
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v/v) ve sıcaklıklarda (otoklavda 28 °C ve 121 °C) yapılan ön işlemler, mekanik öğütme 

ve bir karıştırıcı aracılığıyla öğütmeyle muz kabuklarına (BP) uygulanmıştır. Çalışmada 

selüloz, hemiselüloz, lignin, kül, toplam ve indirgen şeker içerikleri değerlendirilmiştir. 

En yüksek selüloz enzimatik hidroliz verimleri (%99), 48 saatlik hidrolizden sonra %0.5 

ve %1 asitle işlenmiş sıvılaştırılmış otoklavlanmış muz kabukları ile elde edilmiştir. 

Kluyveromyces marxianus fermantasyonu ile etanol üretimi, %10, %15 ve %20 (w/w) 

hidrolize muz kabukları kullanılarak denenmiştir. En yüksek etanol seviyesine (21 g/L), 

%20 (w/w) muz kabukları ile 24 saatlik fermantasyondan sonra ulaşılmıştır. 

Araştırmada, muz kabuklarının etanol üretimi için iyi bir kaynak olduğu sonucuna 

varılmıştır. 

Tesfaw ve diğerleri (2021) gıda dışı substratlardan biri olan peynir altı suyundan 

Kluyveromyces marxianus ETP87 suşu kullanılarak etanol üretimini araştırmıştır. Bu 

çalışmanın amacı, geleneksel yoğurttan izole edilen Kluyveromyces marxianus ETP87 

suşunu kullanarak farklı ham (deproteinize edilmemiş, pH ayarlanmamış ve 

seyreltilmemiş) peynir altı suyundan etanolü optimize etmektir. Sterilize edilmiş ve 

sterilize edilmemiş peynir altı suyu, peynir altı suyundaki laktik asit ve diğer mikroflora 

ile maya rekabet potansiyelini değerlendirmek için Kluyveromyces marxianus ETP87 

suşu için kullanılmıştır. Peynir altı suyundan elde edilen etanol verimliliğine pH ve 

sıcaklığın etkisi de araştırılmıştır. Etanol optimizasyonu için ek besin gereksinimini 

araştırmak amacıyla pepton, maya özütü, amonyum sülfat ((NH4)2SO4) ve üre peynir 

altı suyuna eklenmiştir. Sterilize edilmemiş peynir altı suyundan elde edilen etanol, 

sterilize edilmiş peynir altı suyundan istatistiksel olarak biraz daha düşük olmuştur. 

Peynir altı suyunun 4 °C’de depolanması, daha uzun koruma sürelerinde sabit laktoz 

varlığını garantilememiştir. pH ayarlaması yapılmadan peynir altı suyundan (3.9) pH 

kontrollü (5.0) peynir altı suyundan daha düşük olsa bile önemli ölçüde yüksek 

miktarda etanol elde edilmiştir. Termofilik maya Kluyveromyces marxianus ETP87 

suşu, 30 ila 35 °C arasında yüksek etanol vermiş ve maya 45 °C’ye kadar yüksek etanol 

üretebilmiştir. 50 °C’de de önemli ölçüde daha düşük etanol kaydedilmiştir. Amonyum 

sülfat ve pepton etanol verimliliğini artırırken, maya özütü ve üre mayanın etanol 

fermantasyon kapasitesini baskılamıştır. Geleneksel yoğurttan izole edilen maya olan 

Kluyveromyces marxianus ETP87 suşu, sterilize edilmemiş ve deproteinize edilmemiş 

substratlardan etanol üretebilmektedir. 
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Danso ve diğerleri (2022) tarafından odunla beslenen termit Microcerotermes 

sp.’den izole edilmiş yeni bir bakteri türü olan Streptomyces sp. MSS2 suşu 

kullanılarak, buğday samanının eş zamanlı bozunması ve sakkarifikasyonu ile 

indirgeyici şekerlerin serbest bırakılması ve daha sonra biyoetanole dönüştürülebilme 

potansiyeli incelenmiştir. Streptomyces sp. MS-S2 suşunun ksilanaz ve selülaz 

enzimlerinin salgılanması için karbon kaynağı olarak ham madde buğday samanını 

verimli bir şekilde kullanma potansiyeli olduğu gösterilmiştir. Bakteri %1.5 maya özütü 

ve 15 g/L buğday samanı ile pH 8.0, 30 ℃’de kültüre alındığında en yüksek ksilanaz ve 

selülaz üretimleri on gün boyunca gözlenmiştir. Optimum koşullarda, ksilanaz ve 

selülaz aktivitelerinin sırasıyla 6.560 ± 0.160 ve 0.866 ± 0.067 mililitre başına birim 

(U/mL) olduğu tahmin edilmiştir. Enzimatik sakkarifikasyonun 96 saat sonrasında 10.8 

g/L konsantrasyonda maksimum etanol üretimi saptanmıştır. Bu çalışmanın bulguları, 

odunla beslenen termitlerin bağırsağında yaşayan, yeni keşfedilen bir bakteri türünün 

biyoyakıt araştırmaları için yeni bir yol olduğunu göstermiştir. 

Abduljabbar ve diğerleri (2022) tarafından yapılan çalışmada amaçlanan maya 

ekstraktı kullanılarak, iki aşamalı Saccharomyces ve fermantasyon aşamasıyla karton 

atıklarından glikoz sentezini iyileştirmek için fiziksel, kimyasal ve enzimatik işlemler 

yoluyla karton atığını biyoetanol sentezi için ham madde olarak kullanmaktadır. Tüm 

topraklarda bulunan ve en yaygın olarak yetiştirilen mantar cinsi olan Trichoderma, 

selülozu fermente şekere parçalayan selülaz enziminin üreticisidir ve bir karbon 

kaynağıdır. Karboksimetil selüloz agar besiyeri enzim çözücü mantarların büyümesi 

için seçilmiş ve daha sonra optimum pH (5.5-6) ve sıcaklık 28 °C koşullarında yüksek 

oranda şeker (12 mg/L) içeren enzimatik süzüntü alınmıştır. Araştırmada, kartonda 

selülozun değerlendirilmesi ve 5-8 günlük bir süre boyunca fermantasyon işlemiyle 

etanol üretiminden tatmin edici sonuçlar elde edilmiş olup, 5 g karton atığının tüketimi 

%1, yani 20 mL etanol verimine eşdeğer olarak tespit edilmiştir. Sonuçlar, potansiyel 

bir kaynak olarak karton atıklarından biyoetanol üretiminin mümkün olduğunu 

göstermektedir. 

2.1.2.2. İki ve Üzeri Ön İşlem Uygulanmış Atıklar Kullanılarak Biyoetanol Üretimi 

Antonopoulou ve diğerleri (2016) tarafından, ayçiçeği samanına uygulanmış asit 

(H2SO4, H3PO4 ve HCl), alkali (NaOH) ve termal ön işlem yöntemleri sonrası elde 
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edilmiş tüm bulamaç, biyohidrojen ve biyoetanol üretimi için kullanılmıştır. Ön işlem 

görmüş ayçiçeği samanından elde edilen biyohidrojen, eş zamanlı sakkarifikasyon ve 

fermantasyon yoluyla karışık anaerobik çamur kullanılarak kesikli deneylerde 

incelenirken, etanolün eş zamanlı sakkarifikasyon ve fermantasyonu ksilozu fermente 

eden maya Pichia stipitis kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Çalışmada, deneysel 

sonuçlar, biyohidrojen için 20 g NaOH/100 g toplam katı ile alkali ön işlemin optimum 

olduğunu ve 155.3 L/kg toplam katı’lık en yüksek hidrojen verimi göstermiştir. Aynı 

kimyasal HCl veya H2SO4 ön işleminde, inhibitör bileşikler oluşumunun en düşük 

biyohidrojen verimleriyle sonuçlandığı saptanmıştır. 20 g H2SO4/100 g toplam katı ile 

ön işlemde, P. stipitis inhibisyonuna neden olarak en düşük biyoetanol verimi 

sağlamasına rağmen, 20 g HCl/100 g toplam katı ile ön işlemde 104.78 mg etanol/g 

toplam katı ile en yüksek biyoetanol verimi tespit edilmiştir. Araştırmada, ön işlem 

sırasında üretilen inhibitör bileşiklere karşı farklı mikrobiyal türlerin farklı duyarlılık 

gösterdiği kanısına varılmıştır. 

Danmaliki ve diğerleri (2016) tarafından, lignoselülozik tarımsal atık muz 

kabuklarının biyoetanol üretim potansiyeli araştırılmıştır. Lignoselülozik biyokütleye 

uygulanan ön işlemler biyoetanol üretiminde önemli adımdır. Çalışmada su, alkali ve 

asidik ön işlem olmak üzere üç ön işlem tekniğinin biyoetanol üretimi üzerindeki 

etkinliği belirlenmiştir. Tüm ön işlem tekniklerine H2SO4 kullanılarak aynı hidroliz 

tekniği uygulanmıştır. Sonuçlar, muz kabuklarının asit ile ön işleme tabi tutulduğunda 

en yüksek indirgen şeker konsantrasyonları oluşturduğu ve sadece su kullanılarak 

yapılan ön işlemin en düşük indirgen şeker konsantrasyonları oluşturduğunu 

göstermiştir. İndirgen şekerleri üç günlük bir fermantasyon süreciyle biyoetanole 

dönüştürmek için, aktifleştirilmiş bir S. cerevisiae türü kullanılmıştır. Su, asidik ve 

alkali ön işlemlerden GC-FID ile tespit edilen biyoetanol konsantrasyonlarının sırasıyla 

40 ppm, 60 ppm ve 80 ppm olduğu saptanmıştır. Çalışma sonuçları, nihai etanol 

üretiminin ön işleme bağlı olduğunu göstermiştir. 

Sathendra ve diğerleri (2019) tarafından palmiye odununa, lignin giderimi için 

kimyasal (sülfürik, nitrik, fosforik) yöntem uygulanmış ve sonra karışıma 121 °C’de bir 

saat termal ön işlem uygulanmıştır. Ön işlem uygulaması sonrası palmiye odunu, 

Trichoderma reesei MTCC 4876 mantarı kullanılarak hidrolize tabi tutulmuştur. Bu 

işlem sonrasında, Kluveromyces marxianus MTCC 1389 mayası ile palmiye odunu 
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hidrolizatı kullanılarak biyoetanol üretilmiştir. 45 °C sıcaklık, 156 rpm çalkalama hızı, 5 

pH, %8 (v/v) substrat konsantrasyonunda; 22.90 g/L’lik biyoetanol saptanmıştır. 

Sudhakar ve diğerleri (2021) Ganoderma lucidum mantarından elde edilen 

kullanılmış mantar ham maddesinden biyoetanol üretim potansiyelini incelemiştir. 

Hidroliz yoluyla şeker eldesi için kullanılmış mantar substratına sülfürik asit ön işlemi 

uygulanmıştır. Kullanılmış mantar ham maddesinden elde edilen şekerler, fırın mayası 

kullanılarak fermente edilmiş ve 30 ◦C’de 5 gün inkübe edilmiştir. Çalışmanın dördüncü 

gününde, 1.57 g L-1 etanol üretilmiştir. Çalışmada, Ganoderma lucidum mantarından 

elde edilen kullanılmış mantar ham maddesinin biyoetanol üretiminde önemli bir 

alternatif olduğu sonucuna varılmıştır. 

Budiyono ve diğerleri (2022) tarafından yapılan çalışmada, kapok ağacı meyvesi 

atığına uygulanan hidrojen peroksit ve asetik asit ön işleminin; elde edilen hemiselüloz, 

selüloz ve lignin içeriği üzerindeki etkisi, fermantasyon pH değerinin biyoetanol üretim 

seviyeleri üzerindeki etkisi ve fermantasyon süresinin biyoetanol üretim seviyeleri 

üzerindeki etkisi incelenmiştir. Çalışmada ham madde ön işlemi, fermantasyon pH 

değeri (4, 4.5 ve 5), fermantasyon süresi (3, 5 ve 7 gün) araştırılmıştır. Sonuçlar, 

hidrojen peroksit ve asetik asit ön işleminin kapok meyve kabuğu atıklarındaki lignin 

içeriğinin %90’ını giderebildiğini, optimum pH ve fermantasyon süresinin 4.5 pH 

değerinde ve %8.26 biyoetanol içeriğiyle 5. günde elde edildiğini ve en yüksek 

biyoetanol veriminin %8.78 olduğunu göstermiştir. 

Saini ve diğerleri (2022) tarafından, ananas yapraklarının kademeli 

sakkarifikasyon ve fermantasyon yoluyla sürdürülebilir biyoetanol üretimindeki 

potansiyeli araştırılmıştır. Bu amaçla, ananas yaprağı atığı herhangi bir katalizör 

olmadan 150 °C’de 20 dakika boyunca yüksek basınçlı bir reaktörde hidrotermal ön 

işleme tabi tutulmuş ve ön işlem görmüş hidrolizatın katı-sıvı ayrımından sonra sıvı 

fraksiyonda maksimum 38.1 g/L indirgeyici şeker verimiyle sonuçlandığı görülmüştür. 

Hem ön işlem görmüş biyokütle bulamacının hem de selüloz açısından zengin katı 

fraksiyonun enzimatik hidrolizi (EH), %5 ağırlıkta katı yüklemede (kuru bazda) 

tutulmuştur. 10 FPU/gds enzim dozunda ticari selülaz kullanılarak, 50 °C ve 150 

rpm’de gerçekleştirilmiştir. Enzimatik hidroliz, ön işlem görmüş bulamaç ve katı 

fraksiyonlar sırasıyla 13.7 ve 18.4 g/L’lik bir glikoz verimiyle sonuçlanmıştır. Ön işlem 

görmüş bulamaç ve katı fraksiyonun enzimatik hidroliziyle elde edilen şeker şurubunun 
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fermantasyonu, Saccharomyces cerevisiae WLP300 kullanılarak, 30 °C’de 72 saat 

boyunca gerçekleştirilmiştir. %91’den fazla fermantasyon verimliliğiyle önemli oranda 

etanol üretimiyle sonuçlanmıştır. 

2.2. KARIŞIK BAKTERİLER KULLANILARAK BİYOETANOL ÜRETİMİ 

Biyoetanol üretimi için karışık bakteriler kullanılan çalışmalar atıksular ve atıklar 

şeklinde aşağıda sunulmuştur. 

2.2.1. Atıksular Kullanılarak Biyoetanol Üretimi 

Lay ve diğerleri (2012) tarafından, çalışma hacmi 60 mL olan 125 mL toplam 

hacme sahip kesikli anaerobik biyoreaktörlerde, 37 ± 1 °C’de hidrojen ve etanol üretimi 

araştırılmıştır. Bakteri kültürleri olarak kanalizasyon çamuru ve inek gübresi temin 

edilerek, metanojenik aktiviteyi engellemek için 100 °C’de 45 dakika boyunca, gübre ve 

çamur, ısıl ön işleme tabi tutulmuştur. Biyoreaktörlerin çalışma hacmi içeriğinin; bakteri 

kültürleri olarak kanalizasyon çamuru veya inek gübresi, tatlı patates substrat çözeltisi 

ve besin çözeltisinden oluştuğu rapor edilmiştir. Reaktör içeriğinin pH değeri, NaOH 

veya HCl kullanılarak ayarlanmıştır. Anaerobik ortamı oluşturmak için biyoreaktör 

içerikleri, 5 dakika boyunca argon gazı kullanılarak, oksijen uzaklaştırılmıştır. Çeşitli 

deneysel koşullarda enerji üretimi incelenmiştir. Buna göre; hidrojen üretimi için 

optimum koşulların tatlı patates 50 g KOI/L, kanalizasyon çamuru, sıcaklık 37 °C ve pH 

7.0 ve etanol üretimi için optimum koşulların tatlı patates 50 g KOI/L, kanalizasyon 

çamuru, sıcaklık 37 °C ve pH 8.5 olarak rapor edilmiştir. Ayrıca, tatlı patates 

konsantrasyonu ve parçacık boyutunun hidrojen ve etanol üretimini önemli ölçüde 

etkilediği bildirilmiştir. Bakteri topluluğu analizleri; Klebsiella oxytoca, Clostridium 

fimetarium, Grimontella senegalensis ve Enterobacter asburiae (veya Escherichia coli) 

bakteri türlerinin çalışmadaki en yüksek etanol üretiminde mevcut olduğunu ve iki türün 

de (Ruminococcus schinkii ve Lactovum miscens) çalışmadaki en yüksek hidrojen 

üretiminde mevcut olduğunu göstermiştir. 

Tsolcha ve diğerleri (2021) kimyasal bir ortamda ve tarımsal-endüstriyel atık 

sularda (yani süt ürünleri atık suyu, şarap imalathanesi atık suyu ve karışık şarap 

imalathanesi-kuru üzüm atığı) siyanobakteri bazlı bir mikrobiyal konsorsiyumun 

büyümesinden elde edilen farklı biyokütleler kullanılarak, biyoetanol formunda enerji 
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üretim potansiyelini incelemiş ve kuru üzüm kalıntısı özütü ile desteklemiştir. 

Filamentli siyanobakteri Leptolynbgya sp. tarafından domine edilen bir mikrobiyal 

biyokütleden fermente edilebilir şekerlerin geri kazanılma olasılığı gösterilmiştir. Test 

edilen farklı asit hidroliz koşullarından en iyi sonuçlar, süt ürünleri atık suyundan ve 

karışık şarap imalathanesi-kuru üzüm atık sularından elde edilen kurutulmuş biyokütle 

kullanılarak 120 dakika boyunca 2.5 N sülfürik asit ile elde edilmiştir. Mikrobiyal 

biyokütleden asit hidrolizi uygulanarak şeker salınımı optimize edildikten sonra, 

Saccharomyces cerevisiae mayası kullanılarak fermantasyon gerçekleştirilmiştir. Tüm 

deneylerde, etanol üretimini artırmak için işlenmiş biyokütle suyuna kuru üzüm kalıntısı 

özütü eklenmiştir. Sonuçlar, biyoetanol üretimi için ham madde olarak kuru üzüm 

kalıntısı özütüyle birlikte siyanobakteri bazlı biyokütlenin potansiyel kullanımının 

uygun olduğunu göstermiştir. 

2.2.2. Atıklar Kullanılarak Biyoetanol Üretimi 

2.2.2.1. Tek Ön İşlem Uygulanmış Atıklar Kullanılarak Biyoetanol Üretimi 

Du ve diğerleri (2015) tarafından yapılan çalışmada, Çin’deki farklı habitatlardan 

16 doğal bakteriyel konsorsiyum kullanılmış ve lignoselülozik biyokütleden biyoetanol 

üretimi incelenmiştir. Özellikle, HP isimli konsorsiyumun, 55 °C’de 6 gün boyunca 7 

g/L α-selülozdan 2.06 g/L nispeten yüksek etanol üretim performansı gösterdiği 

saptanmıştır. Daha detaylı araştırmalar, Pseudoxanthomonas taiwanensis suşunun, HP 

konsorsiyumunun yüksek etanol verimliliğinde kritik bir rol oynadığını göstermiştir. Bu 

suşun, diğer doğal bakteri konsorsiyumlarının etanol üretimini önemli ölçüde artırma 

yeteneğine sahip olduğu tespit edilmiştir. Çalışmanın bir diğer önemli bulgusu da HP 

konsorsiyumundaki P. taiwanensis oranının optimize edilerek yeni bir konsorsiyum 

olan HPP adının verildiği bir konsorsiyum geliştirilmesidir. Etanol’ün dönüşüm oranı 

%78’e ulaşmıştır. Bu sonuçlar, doğal bakteri konsorsiyumlarının biyoyakıt üretimindeki 

potansiyelini ve optimizasyon stratejilerinin önemini ortaya koymaktadır.  

Gil ve Maupoey (2018) tarafından, tarımsal-endüstriyel kalıntı ananas atığı 

kullanılarak, biyoetanol ve proteini parçalayan proteolitik enzim eldesi potansiyeli 

araştırılmıştır. Ayrıca, gıda ve ilaç endüstrileri, kozmetik, tekstil, deri ve deterjan 

endüstrilerinde kullanımı olan bromelain (ananasdan elde edilen) potansiyeli 

incelenmiştir. Eş zamanlı sakkarifikasyon ve fermantasyon, doğrudan fermantasyon 
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(%4.7) ve katı atık sakkarifikasyonu ve fermantasyonu (%4.9 v/v) işlemlerine kıyasla 

etanol üretimini (%5.4 v/v) artırmıştır. Çalışmada, bromelain ayrımının mikrofiltrasyon 

ve ultrafiltrasyon membran ayırma teknikleriyle yapılmıştır. Fermantasyon deneyleri 

(DF ve SSF), 72 saat boyunca, 100 mL’lik şişelerde, 28 °C’de pH 4, 5 ve 6’da 

gerçekleştirilmiştir. Üç farklı proseste etanol’ün: Saccharomyces bayanus 1926 

kullanımında doğrudan fermantasyonda (DF), 0.36 gethanol/gglucose, ardışık 

sakkarifikasyon ve fermantasyonda (CSF) 0.35 gethanol/gglucose, eşzamanlı 

sakkarifikasyon ve fermantasyonda (SSF) 0.418 gethanol/gglucose; Saccharomyces 

cerevisiae 11020 kullanımında doğrudan fermantasyonda (DF), 0.38 gethanol/gglucose, 

ardışık sakkarifikasyon ve fermantasyonda (CSF) 0.370 gethanol/gglucose, eşzamanlı 

sakkarifikasyon ve fermantasyonda (SSF) 0.430 gethanol/gglucose; Saccharomyces 

cerevisiae 1319 kullanımında doğrudan fermantasyonda (DF), 0.384 gethanol/gglucose, 

ardışık sakkarifikasyon ve fermantasyonda (CSF) 0.39 gethanol/gglucose, eşzamanlı 

sakkarifikasyon ve fermantasyonda (SSF) 0.428 gethanol/gglucose olarak sonuçlandığı 

belirlenmiştir. Biyoetanol ve proteolitik enzimler, endüstriyel ananas atıklarından 

başarıyla elde edilmiştir. 

2.2.2.2. İki ve Üzeri Ön İşlem Uygulanmış Atıklar Kullanılarak Biyoetanol Üretimi 

Chenxi ve diğerleri (2013) aşırı termofiller tarafından, glikoz ve ksilozu 

kullanarak eş zamanlı hidrojen ve etanol üretimini, yukarı akışlı anaerobik reaktör 

kullanarak araştırmıştır. Ham madde konsantrasyonu 1 g/L’den 7 g/L’ye çıkarıldığında, 

glikoz ve ksiloz için hidrojenin 0.74 mol/mol’den 0.15 mol/mol’e ve 0.67 mol/mol’den 

0.07 mol/mol’e düştüğü tespit edilmiştir. 5 g/L glikoz ve 6 g/L ksiloz 

konsantrasyonlarında etanolün en yüksek 1.19 mol/(mol glikoz) olduğu saptanmıştır. 

Glikoz ve ksilozun eş zamanlı fermantasyonu için 2.5 g/L glikoz ile 2.5 g/L ksiloz (1:1) 

oranında, en yüksek etanol 1.54 mol/(mol heksoz) olarak elde edilmiştir. Ancak, 

glikoz/ksiloz oranından hidrojenin önemli ölçüde etkilenmediği belirtilmiştir. Çalışmada 

hidrojen gazı üretimi, etanol konsantrasyonu ve ham madde bozunma verimliliğinin pH 

ile birlikte arttığı ve optimum pH’nın 5.8 – 6.6 aralığında olduğu sonucuna varılmıştır. 

Byadgi ve Kalburgi (2016) kentsel katı atıklardaki gazete yükünü azaltmak 

amacıyla atık gazeteden biyoetanol üretim potansiyeli araştırmıştır. Ön işlem, hidroliz 

ve fermantasyon biyoetanol üretiminde yer alan adımlardır. Ham madde için ön işlem 
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optimizasyonu, %0 ila %6 arasında değişen farklı seyreltik sülfürik asit 

kombinasyonları ve 121 °C ve 15 lb basınçta 30, 45 ve 60 dakikalık ısıtma süreleri 

kullanılarak yapılmıştır. Fermantasyon, 36 °C’de gerçekleştirilmiştir. Ön işlem için 

optimize edilmiş koşulun 121 ºC ve 45 dakikada %1.5 H2SO4 konsantrasyonu olduğu 

bulunmuştur. Selülozun şekere dönüştürülmesine yardımcı olan ve dinitrosalisilik asit 

kullanılarak analiz edilen Cytophaga huchnosonni bakterisi hidroliz işlemi için 

kullanılmıştır. İndirgeyici şekerler, Saccharomyces Cerevisae mayası kullanılarak 

biyoetanol üretmek için fermente edilmiştir. Saf kültür Cytophaga huchnosonni, Pune 

şehrinde Ulusal Endüstriyel Mikroorganizmalar Koleksiyonu’ndan temin edilmiş ve 

izole edilmiş organizma, Bagalkot (Hindistan) da Biyoteknoloji Bölümü’nden 

alınmıştır. Saf kültür ve izole edilmiş tür kıyaslanmış, saf kültürden daha yüksek etanol 

saptanmıştır. Etanol’ün Cytophaga huchnosonni bakterisi kullanılan çalışmada, 

veriminin %6.91 olduğu saptanmıştır. Buna göre, Cytophaga huchnosonni bakterisinin 

etanol üretimi için önemli olduğu belirlenmiştir. 

Dutta ve diğerleri (2024) tarafından, inek gübresi-çim kompostundan 

zenginleştirme tekniği kullanılarak, on iki termofilik etanolojenik bakteri izole edilmiş 

ve en yüksek biyoetanolü üreten izolat CSD6 incelenmiştir. Çalışmada CSD6; etanol, 

laktik asit ve asetik asit üreten hem pentoz hem de heksoz şekerlerini kullanarak başlıca 

çözünür ürünler olarak kullanılmış ve 16S rRNA gen dizilimi yoluyla Geobacillus 

stearothermophilus suşu olarak tanımlanmıştır. En yüksek etanol üretiminin 5 g/L 

glikozdan 25.05 mM olduğu, 55 °C’de ve başlangıç pH değerinin 7.5’de olduğu 

bulunmuştur. İzolatın etanol, asetik asit konsantrasyonuna ve başlangıç substrat 

yüklemesine karşı ortalama tolerans gösterdiği saptanmıştır. Ayrıca, CSD6’nın 

biyoetanol potansiyeli, otoklavda işlenmiş karışık çiçek atığı (FW) kullanılarak 

maliyetsiz bir substrat olarak incelenmiştir. CSD6, herhangi bir enzimatik ön işlem 

olmaksızın substrat olarak 20 g/L karışık çiçek atığı kullanılarak, %75.47 oranında 

indirgen şeker azalmasıyla maksimum 8.9 mM biyoetanol üretmiş ve bu da CSD6’nın 

kolayca elde edilebilen substratlardan biyoetanol üretme yeteneği olduğunu 

göstermiştir. Bu çalışma, lignoselülozik kaynaklardan biyoetanol üretiminde termofilik 

bakterilerin potansiyelini vurgulamaktadır. 

Kesikli biyoreaktörde, işletim koşullarına göre biyoetanol üretimine yönelik 

araştırmalardan bazıları da Tablo 2’de özetlenmiştir. 
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Tablo 2. Kesikli biyoreaktörde işletim koşullarına göre biyoetanol üretimine yönelik 

araştırmalar 

Ham madde tipi 

ve Kullanılan 

mikroorganizma 

(Aşı) 

Ön işlem 

uygulaması 
Biyoreaktör işletim şartları 

Etanol 

üretimi 
Kaynak 

Atık gliserol 

 

Anaerobik 

tortudan izole 

edilen 

Enterobacter 

aerogenes KKU-

S1 bakterisi 

Şeker 

fabrikasının 

anaerobik 

bölmesinden 

anaerobik tortu 

alınarak 105 

°C’de 60 dakika 

ön işlem 

uygulaması 

Eş zamanlı hidrojen ve etanol 

üretimi yapılmıştır. Bunun 

için reaktörlerde kurulum 

sonrası NaOH ve HCl ile pH 

6.5’e ayarlanmış, reaktör 

işletimi öncesi reaktör kapağı 

kapatıldıktan sonra anaerobik 

koşulu sağlamak için 5 dakika 

süresince düşük saflıkta (%80) 

N2 gazı reaktörlere 

uygulanmıştır. Çalışmada, 

maya ekstrakt konsantrasyonu 

1.00 gr/L, gliserol 

konsantrasyonu 37 gr/L, 

başlangıç pH değeri 8.14, 

sıcaklık 37 °C’dir. 

En yüksek 

etanol üretimi 

120 mmol/L 

Reungsang 

ve 

diğerleri 

(2013) 

Mısır koçanı, atık 

ofis kağıdı ve 

Thaumatococcus 

daniellii 

yaprakları 

 

Saccharomyces 

Cerevisiae 

mayası 

Ham maddelerin 

hidrolizi 6 M, 9 

M ve 13 M 

H2SO4 

konsantrasyonu

nda, 100 °C’de 

60 dakika 

boyunca 

gerçekleştirilmiş

tir. 

Ham maddelerin hidrolizatı 

Saccharomyces cerevisiae 

kullanılarak 30 °C’de 72 saat 

boyunca fermente edilmiştir. 

48 saatlik 

fermantasyon 

süresinde, en 

yüksek etanol 

verimleri 20.2, 

16.8 ve 15.9 

g/L olarak 

sırasıyla atık 

ofis kağıdı, 

mısır koçanı 

ve 

Thaumatococc

us daniellii 

yapraklarından 

elde edilmiştir. 

Melekwe 

ve 

diğerleri 

(2016) 

Hurma meyvesi 

atıkları 

 

Saccharomyces 

Cerevisiae 

mayası 

- 

30 °C’de 72 saat, 4.3-4.7 pH 

koşullarında çalışılmıştır. 

Ayrıca, 78 °C’de damıtma 

işlemi yapılmıştır. 

%33 oranda 
Boulal ve 

diğerleri 

(2016) 

Cogongrass 

(Imperata 

cylindrical) çayır 

otu 

 

Saccharomyces 

cerevisiae (PTCC 

5052) mayası 

Çekiçle 

parçalanan çayır 

otu, 85 °C’de 90 

dakika, %2 

(w/v) sodyum 

hidroksit 

çözeltisi ile ön 

işlem 

Ön işlem sonrası, 

sakkarifikasyon ve 

fermantasyon yapılmıştır. 5 

g/L maya biyokütlesi, 32 

°C’de, 30 saat, 120 rpm 

çalkalayıcı inkübatör 

koşullarında 

gerçekleştirilmiştir. 

Maksimum 

%76 etanol 

Goshadrou 

(2019) 
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Tablo 2. Kesikli biyoreaktörde işletim koşullarına göre biyoetanol üretimine yönelik 

araştırmalar (Devam) 

Ham madde tipi 

ve Kullanılan 

mikroorganizma 

(Aşı) 

Ön işlem 

uygulaması 
Biyoreaktör işletim şartları 

Etanol 

üretimi 
Kaynak 

Ananas atıkları 

 

Toprak ve ticari 

satılan palmiye 

şarabından izole 

edilmiş 

Aspergillus niger 

mantarı, 

Saccharomyces 

cerevisiae mayası 

ham madde 

üzerinde 

kültürlenmiş aşı 

Atıklar, 5 gün 

60 °C’de sıcak 

hava fırınında 

kurutulmuştur. 

Ev tipi blender 

ile 

öğütülmüştür.  

Çalışmada pH değeri 4.1’den 

3.3’e düşmüştür. Aşı, 30 

°C’de 7 gün boyunca inkübe 

edilmiştir. 

Maksimum 

biyoetanol 

konsantrasyon

unun bir 

kombinasyond

a (topraktan 

elde edilen A. 

niger + S. 

cerevisiae) 

%11.3 (v/v) ve 

ikinci 

kombinasyond

a (katı atık 

depolama 

sahasından 

elde edilen A. 

niger + S. 

cerevisiae) 

%7.0 (v/v) 

Efunwoye 

ve 

Oluwole, 

(2019) 

Bezelye kabuğu 

sulu özütü 

 

Saccharomyces 

Cerevisiae 

mayası (aşı) 

Bezelye kabuğu 

bulamacı, 

kabukların 

(kabuk-su oranı 

1:1) bir 

karıştırıcıda 

öğütülmesiyle 

hazırlanmıştır. 

Öğütme sonrası, 

bulamaç 5 

dakika 65 °C’de 

ısıtılmış berrak 

bir süspansiyon 

elde edilerek 

121 °C’de 20 

dakika sterilize 

edilmiştir. 

Maya, 28 ± 

2°C’de 24 saat 

inkübe 

edilmiştir. 

Aşı konsantrasyonu (%3-7), 

fermantasyon süresi (24-71 

saat) ve pH (4.4, 4.8 ve 5.2) 

koşullarında çalışılmıştır. 

En yüksek biyoetanol, %6.8 

aşı konsantrasyonunda; 

başlangıç pH değeri 5.2 olan 

ortamda 71 saatlik 

fermantasyon süresinde 

meydana gelmiştir. 

Maksimum 

biyoetanol 

%1.65 

Saxena ve 

diğerleri 

(2019) 

Endüstriyel 

Euchema 

Spinosum 

makroalg atığı 

 

Saccharomyces 

Cerevisiae 

mayası 

Makroalg 

atığına H2SO4 

asidi ön işlemi 

Alg hidrolizatı, 0.5 g S. 

Cerevisiae ile 30 °C’de, 24 

saat, pH 1.0-4.5 aralığına 

ayarlanarak fermantasyon 

yapılmıştır. 

11.6 g/g verim 

ve %75 

verimlilikle 

biyoetanol 

Alfonsín 

ve 

diğerleri 

(2019) 
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Tablo 2. Kesikli biyoreaktörde işletim koşullarına göre biyoetanol üretimine yönelik 

araştırmalar (Devam) 

Ham madde tipi 

ve Kullanılan 

mikroorganizma 

(Aşı) 

Ön işlem 

uygulaması 
Biyoreaktör işletim şartları 

Etanol 

üretimi 
Kaynak 

Organik mutfak 

atıkları (sebze 

kabukları, meyve 

posası ve 

kabukları, atık 

gıda malzemesi 

gibi) 

 

Saccharomyces 

Cerevisiae 

mayası 

Atığa doğrama, 

toz haline 

getirme ve 

karıştırma 

uygulanmıştır. 

Maya ekstraktı, 

30 °C’de 48 saat 

inkübe 

edilmiştir. 

30 °C’de 48 saat, 6.0 pH 

değerinde, 150 rpm çalkalayıcı 

inkübatör koşullarında 

optimum sonuca ulaşılmıştır. 

42 gms/L 
Kashyap 

(2022) 

Patates kabuğu 

atıkları ve zarar 

görmüş patates 

 

Üzüm 

örneklerinin NaCl 

tuzlu su 

çözeltisinde 

yıkanması 

sürecinde izole 

edilen 

Saccharomyces 

Cerevisiae 

mayası 

Ham maddelere 

öğütme işlemi.  

Patates kabuğu 

atıkları ve zarar 

görmüş patates 

atıklarına HCl 

(%0.5) ön işlemi 

NaOH ve HCl ile pH 

ayarlanmıştır. 

Maya (Saccharomyces 

cerevisiae) kültürü için 30 

°C’de, pH 6’da 84 saat 

inkübasyon yapılmıştır. 

Fermantasyon, 30 °C’de 5 gün 

boyunca, 150 rpm çalkalayıcı 

inkübatör koşullarında 

gerçekleştirilmiştir. 

Patates 

kabuğu 

atıkları 5.89 

gr/L (%1.05) 

ve zarar 

görmüş 

patates 7.22 

gr/L (%5.90) 

Ahmed ve 

diğerleri 

(2023) 

Atık kağıt 

 

Saccharomyces 

Cerevisiae 

mayası ve E.coli 

bakterisi (aşı) 

Atık kağıt 48 

saat boyunca 60 

°C’de 

kurutulmuştur. 

Atık kağıda 

H2SO4 asit ön 

işlemi 

uygulanmıştır. 

E. coli kullanılarak 120 saat, 

36 °C, 5.0 pH ve 36 saat, 36 

°C, 5.0 pH’da; S. centriease 

kullanılarak, 47 °C’de 36 saat, 

pH 6.5’de otoklavda fermente 

edilerek en yüksek sonuca 

ulaşılmıştır. 

%80.9 oranda 

Awol ve 

Abate 

(2024) 
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3. BÖLÜM 

MATERYAL ve YÖNTEM 

Bu bölümde, atık çörek otu kullanılarak, farklı işletim koşullarında biyoetanol 

üretimi için deneysel çalışmalarda kullanılan malzemeler ve yöntemler hakkında bilgi 

verilmiştir. 

3.1. MATERYAL 

Çalışmada kullanılan çörek otu atığı, aşı (inokülüm), iz elementler, musluk suyu 

ve biyoreaktörlere ilişkin detaylı bilgi aşağıda sunulmuştur. 

3.1.1. Çörek Otu Atığı, Aşı ve İz Elementler 

Çörek otu atığı, Şanlıurfa ilinde faaliyet gösteren, soğuk sıkım çörek otu yağı 

üreticisinden Şekil 2’de verildiği şekilde temin edilmiştir.  

 

 

Şekil 2. Soğuk pres çörek otu yağı üretimi sonrası atık olarak oluşan çörek otu posası 

Karışık bakteri, Malatya ilinde şeker üretim faaliyeti gösteren bir fabrikanın 

biyolojik atık su arıtma tesisi anaerobik reaktöründen temin edilerek kullanılmıştır. 

Fang ve diğerleri (2006) ve Dursun (2024b) tarafından yapılmış çalışmada kullanılan 

miktarlar temel alınarak, NH4Cl 2500 mg/L, CaCl2.2H2O 500 mg/L, MgSO4.7H2O 320 
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mg/L, MnCl2.4H2O 30 mg/L, ZnSO4.7H2O 23 mg/L, CoCl2.6H2O 21 mg/L, 

FeSO4.7H2O 20 mg/L ve CuCl2.2H2O 10 mg/L iz elementleri, besleme çözeltisi olarak 

hazırlanmıştır. 

3.1.2. Su 

Musluk suyunun kullanıldığı çalışmalar (Ng ve diğerleri, 2021; Dursun ve Gülşen, 

2024) ve karışık bakterilerin atıksu arıtma tesisleri bünyesinde biyoyakıt üretiminde 

kullanımları temel alınarak, çalışmada musluk suyu kullanılmıştır. Musluk suyu, 

Ardahan Üniversitesi Yenisey Kampüsü musluk suyu olup, su analizine ilişkin sonuçlar 

Tablo 3’de sunulmuştur. 

Tablo 3. Kampüs musluk suyu analiz sonuçları 

pH Sıcaklık (°C) Cl- (mg/L) SO4
-2 (mg/L) 

7.33 16.9 2.62 1.39 

3.1.3. Biyoreaktörler 

Atık çörek otundan biyoetanol üretimi amacıyla, toplam hacmi 500 mL ve boş 

yatak hacmi 100 mL olan laboratuvar ölçekli, cam anaerobik kesikli biyoreaktörler 

kullanılmıştır. Anaerobik kesikli reaktörlerin çevresi, fototrofik mikroorganizmaların 

gelişimini önlemek için alüminyum folyo bant ile kapatılmıştır (Şekil 3). 

 

 

Şekil 3. Aynı koşullarda işletilen biyoreaktörler 

3.2. YÖNTEM 

3.2.1. Ham maddenin Öğütülmesi ve Karakterizasyonu 

Biyokütlenin etkin hidrolizi ve erişilebilirliği için 3 mm’den küçük partikül 

boyutuna sahip olması tavsiye edilmiştir (Barakat ve diğerleri, 2014). Bu boyut 
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önerisine göre, homojen hale getirmek için çörek otu atıkları Şekil 4’de verildiği üzere, 

mekanik öğütücü aracılığıyla “≤ 1 mm” boyutu haline getirilerek ve elekten boyutu 

kontrol edilerek çalışma için hazır hale getirilmiştir. 

 

 

Şekil 4. Mekanik öğütücü 

Çalışmada kullanılan atık çörek otunun karakterizasyonu Tablo 4’de sunulmuştur. 

Tablo 4. Çörek otu atığı karakterizasyonu 

Bileşim (%) 

Karbonhidrat 44.3 

Protein 35.1 

Yağ 14.6 

Kül 6 

 

3.2.2. Ön İşlem Uygulamaları 

3.2.2.1. Çörek Otu Atığına Uygulanan Ön İşlem 

Çörek otu atığı ekstrakt sıvının kullanıldığı biyoreaktörler için atığa dekoksiyon 

(kaynatma) ön işlemi uygulanmıştır. Bu işlem, küçük boyutlarda katı malzeme üzerine 

soğuk su takviyesi ile 30 dakika 100 ºC’de ısıl işlem yapılan ekstraksiyon 

uygulamasıdır. İşlem yapılırken katı maddenin su içinde homojen dağılması 

gerekmektedir. Bu uygulamayı takiben, katı sıvı karışımının 40 ºC’ye düştüğünde 

soğutularak süzme işleminin yapılması tavsiye edilmiştir (Özden ve diğerleri, 2004). Bu 

çalışmada, katı+sıvı karışımının soğutma işleminde küçük modifikasyon yapılarak, 

karışım oda sıcaklığına ulaştığı zaman filtre kâğıdı ile süzme işlemi yapılmış ve elde 

edilen ekstrakt sıvısı kullanılmıştır. 
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3.2.2.2. Aşıya Uygulanan Ön İşlem 

Spesifik bakterilerin, etanol ve hidrojen üretimini eş zamanlı olarak 

gerçekleştirdiği bildirilmiştir (Lopez-Hidalgo ve diğerleri, 2017). Karışık bakterilerin 

etanol ve hidrojen üretimini eş zamanlı olarak gerçekleştirdiği araştırmalarda ise, karışık 

bakterilere ısıl ön işlem uygulanarak etanol ve hidrojen üretimi gerçekleştirilmiştir 

(Chuang ve diğerleri, 2012). Bu kapsamdaki araştırmalarda, genel olarak karışık 

bakterilerin, biyoreaktöre eklenmeden önce, karışık mikroorganizma içeriğindeki 

hidrojen üretimini gerçekleştiren mikroorganizma aktivitesini arttırabilmek, metanojen 

mikroorganizmaların aktivitesini inhibe edebilmek veya tamamen yok edebilmek için 

aşıya ısıl ön işlem uygulanmaktadır. Bu uygulamalar temel alınarak, bu tez 

çalışmasında, farklı işletim koşullarında çörek otu atığı veya çörek otu atığı ekstrakt 

sıvısı kullanılarak, karışık bakteriler aracılığıyla biyoetanol üretimi amaçlanmıştır. Bu 

nedenle, aşıya 50 dakika 97 ± 1 °C’de ısıl ön işlem uygulanmıştır. Bu işlem sonrası aşı, 

reaktör içerisine ilave edilmeye hazır hale getirilmiştir. 

3.2.3. Biyoreaktörlerin Kurulumu 

Araştırmada, ham maddeye ön işlem uygulanmış veya uygulanmamış olmasına 

göre farklı organik yükleme oranları, pH (5.0) ve sıcaklık (50±1 °C) işletim koşullarının 

biyoetanol üretimine etkisini incelemek üzere, biyoreaktörlerin beşte dördü 

doldurularak, tekrarlı olacak şekilde kurulum planlanmıştır. Anaerobik kesikli 

reaktörlerin çevresi, fototrofik mikroorganizmaların gelişimini önlemek için alüminyum 

folyo bant ile kapatılmıştır. Biyoreaktörlerin içeriği; çörek otu posası (doğrudan atık 

veya ekstrakt sıvısı), ısıl ön işlem uygulanmış anaerobik karışık mikroorganizma ve 

mikrobiyolojik büyüme için gerekli iz elementlerden (NH4Cl, CaCl2.2H2O, 

MgSO4.7H2O, MnCl2.4H2O, ZnSO4.7H2O, CoCl2.6H2O, FeSO4.7H2O ve CuCl2.2H2O) 

oluşmaktadır. Çörek otu atığının doğrudan kullanılacağı, biyoetanol üretim 

performansının araştırıldığı anaerobik kesikli biyoreaktörlerin içeriği, belirlenmiş olan 

organik yükleme oranı, ısıl ön işlem uygulanmış anaerobik karışık mikroorganizma ve 

musluk suyuna takviye edilmiş iz elementlerden oluşmaktadır. Çörek otu atığına 

dekoksiyon ön işlemi uygulanarak, ekstrakt sıvısının kullanıldığı, biyoetanol üretim 

performansının araştırıldığı anaerobik kesikli biyoreaktörlerin içeriği, ısıl ön işlem 

uygulanmış anaerobik karışık mikroorganizma, musluk suyuna belirlenmiş miktarda 
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organik atık eklenerek dekoksiyon ön işlemi uygulamasından elde edilmiş ekstrakt sıvısı 

ve bu sıvıya takviye edilmiş iz elementlerden oluşmaktadır. Biyoreaktörlerin işletimi 

sürecinde, gaz üretimi olacağı öngörüldüğünden, biyoreaktör kurulumları yapılırken, 

biyoreaktörde gaz toplama bölgesi olacak şekilde planlama yapılmıştır. Bu kapsamda, 

çalışmada 100 mL gaz toplama bölgesi, 400 mL çalışma (doğrudan atık kullanımı veya 

dekoksiyon ekstraksiyon ön işlemi uygulamasını takiben elde edilecek ekstrakt 

sıvısı+ön işlem uygulanmış karışık bakteri+iz elementler) hacmi olacak şekilde 

planlama yapılmıştır. Anaerobik kesikli biyoreaktörlerin içeriği tamamlandıktan sonra 

kapakları kapatılarak, biyoreaktör kurulumları tamamlanmıştır. Bu biyoreaktörlerin 

içeriğinde, oksijeni uzaklaştırmak için 4-5 dakika süresince biyoreaktör içerisine azot 

gazı verilmiştir. Bu işlem sonrası biyoreaktörler, ilgili çalışma sıcaklıklarında etüvde 

karanlık koşullarda işletilmiştir. Biyoetanol örneklemesi enjektörle yapılarak, numune 

kaplarına numune şırınga filtreden geçirilerek eklenmiştir. 

3.2.4. Analitik Yöntemler 

Numunelerde biyoetanol miktarı, hizmet alımı ile belirlenmiştir. Etanol analizi 

yüksek performanslı sıvı kromatografisi Shimadzu marka LC20AD model (HPLC), 

kolon fırını CTO-10AS ve refraktif indeks dedektörü RID 10A model (RID) cihazda 

yapılmıştır. Kullanılan kolon intersustain NH2 250 x 4.6 mm’dir. Taşıyıcı faz olarak 

0.45 µm partikül çapında filtreden süzülmüş ultra saf su ve merck marka asetonitril 

(40:60 H2O:ACN) kullanılmıştır. Etanol kalibrasyonu için Sigma-Aldrich absolute 

kullanılmış olup, etanol kalibrasyon eğrisi Ek 1’de sunulmuştur. 
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4. BÖLÜM 

ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA 

4.1. HAM ÇÖREK OTU ATIĞI KULLANILARAK BİYOETANOL ÜRETİMİ 

Karanlık fermantasyonda etanol, asetat ve bütirat gibi başlıca sıvı metabolitlerin 

hidrojen üretimine eşlik ettiği rapor edilmiştir. Ham madde tipine ve ön işlem 

yöntemine göre oluşan bu metabolitlere, bütanol ve laktat gibi diğer metabolitler de 

eşlik edebilir (Lin ve Hung, 2008). Isıl ön işleme tabi tutulan karışık bakteri kullanılmış 

çalışmaların, yüksek hidrojen üretim performansıyla sonuçlandığı bildirilmiştir (Kumari 

ve Das, 2017). Karışık bakteriler ve atıklar kullanılarak, pH ve besin maddelerinin 

termofilik biyoetanol üretimi üzerindeki etkisine ilişkin literatür araştırmalarına göre 

çalışmaya rastlanmamıştır. Ayrıca, bu kapsamda literatür araştırmaları incelendiğinde, 

spesifik bakterilerle ilgili sınırlı sayıda çalışma olduğu, karışık kültür fermantasyonu 

mikrobiyal topluluk yapısı bilgisinin etanol üretimini geliştirme de önemli olmasına 

rağmen araştırma boşluğu olduğu görülmektedir. Hidrojen ve etanolün eş zamanlı elde 

edilmesi temel alınarak, çalışmada kullanılan anaerobik çamur, ısıl ön işleme tabi 

tutulmuştur. Ham çörek otu biyokütlesi, ısıl işleme tabi tutulmuş anaerobik çamur ve iz 

element solüsyonu biyoreaktörlere eklenerek, biyoreaktörlerin kurulumu yapılmıştır. Bu 

amaçla, kurulumu yapılmış olan biyoreaktörler, etüvde ve 50 ± 1 ºC sıcaklık 

koşullarında işletilmiştir. Ön işleme tabi tutulmamış çörek otu atığı biyokütlesinin 5 ve 

10 gr çörekotu/L organik yükleme oranlarında kullanımı ile, 5.0 başlangıç pH 

değerinde, biyoetanol üretim potansiyeli araştırılmıştır (Şekil 5 ve Şekil 6). 

Ön işleme tabi tutulmayan ham biyokütlenin doğrudan kullanıldığı 

biyoreaktörlerde, pH 5.0’de, işletimin ilk beş saatine kadar etanol üretimi 

gerçekleşmemiştir (Şekil 5). 5 gr çörekotu/L biyoreaktöründe, etanol üretiminin beş 

saatte 3.71 mL olduğu saptanmıştır. Biyoetanol üretimi, yakın zamanda aşılanmış 

kültürün bir özelliği olan bakterilerin lag fazı nedeniyle, fermantasyonun ilk saatlerinde 

daha yavaş olup, bu çalışmada da bu faz süre olarak 5 saate kadar sürmüştür. Lag faz ve 

hemen sonrasında bunun kısa sürede (< 5 saat) gerçekleştiğini gözlemlemek önemlidir. 

Hızlı adaptasyon ve ürün oluşumunun başlangıcı eğilimi vardır. Bakteriler temel 
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alınarak bu durum, Shuler ve Kargi (2002) tarafından yapılmış çalışmadaki gibi, 

mayaya kolayca asimile olan, şeker konsantrasyonları ve düşük inhibitör 

konsantrasyonları olan bir fermantasyon ortamından kaynaklanmaktadır. Bu da 

hücrelerin gelişimi için uygundur. Şekil 5’de verildiği üzere, maksimum etanol 

üretimine 5.53 mL olarak on dört saatte ulaşılmış ve bu saat sonrasında etanol 

üretiminin azaldığı belirlenmiştir. Bunu takiben, etanol üretiminin yirmi ikinci saatte 

2.07 mL olarak azalmış olduğu görülmüştür. Bu saat sonrası örneklemede, yirmi dokuz 

saatte 2.11 mL, otuz altı saatte 2.15 mL ve kırk sekiz saatte 2.32 mL etanol tespit 

edilmiştir. Kırk sekiz saat örneklemesi sonrası, bu stabil eğilimin değişerek altmış saat 

örneklemesinde 2.95 mL olarak arttığı saptanmıştır. Bu örnekleme saati sonrası, yetmiş 

iki saatte yapılan örneklemede ise, etanolün 1.39 mL olduğu belirlenmiştir.  

 

Şekil 5. Çörek otu atığı biyokütlesinin 5 gr çörek otu/L olarak doğrudan kullanıldığı 

biyoreaktörlerde pH 5.0 çalışma koşullarında etanol üretimi 

 

Ön işleme tabi tutulmayan ham biyokütlenin doğrudan kullanıldığı, 10 gr 

çörekotu/L organik yüklemede işletilen biyoreaktörde, aynı başlangıç pH değerinde, 

işletimin ilk beş saatine kadar, etanol üretiminin olmadığı saptanmıştır (Şekil 6). 

Biyoetanol üretimi, yakın zamanda aşılanmış kültürün bir özelliği olan bakterilerin lag 

fazı nedeniyle, diğer biyoreaktörlerde olduğu gibi bu biyoreaktörde de fermantasyonun 
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ilk saatlerinde daha yavaş olup, bu faz süre olarak 5 saate kadar sürmüştür. Dolayısıyla, 

biyoreaktör ortamına hızlı adaptasyon ve ürün oluşumunun başlangıcı eğilimi vardır. 

Etanol üretimi, Şekil 6’da verildiği üzere, beş saatte 2.68 mL olarak tespit edilmiştir. 

Maksimum etanol üretimine 8.07 mL olarak on dört saatte ulaşılmıştır. Bu saat sonrası, 

etanol üretiminde azalma olduğu görülmüştür. Bunu takiben, yirmi ikinci saatte 2.24 

mL olarak etanol üretiminin azaldığı belirlenmiştir. Bu saat sonrası örneklemede, yirmi 

dokuz saatte 1.90 mL, otuz altı saatte 1.91 mL ve kırk sekiz saatte 2.41 mL etanol 

belirlenmiştir. Kırk sekiz saat örneklemesini takiben stabil eğilimin değişerek altmış 

saat örneklemesinde 3.17 mL olarak arttığı tespit edilmiştir. Bu örnekleme saati sonrası, 

yetmiş iki saatte yapılan örneklemede ise, etanol 1.25 mL olarak saptanmıştır.  

 

Şekil 6. Çörek otu atığı biyokütlesinin 10 gr çörek otu/L olarak doğrudan kullanıldığı 

biyoreaktörlerde pH 5.0 çalışma koşullarında etanol üretimi 

 

Atıklar temel alınarak, biyoetanol üretimine ilişkin yapılmış çalışmalar sınırlı 

olup, bu çalışmalarda genel olarak mayalar kullanılmıştır. Maya kullanılan çalışmaların 

büyük çoğunluğunda da Saccharomyces cerevisiae mayası kullanılmıştır. Bu kapsamda, 

atıklar temel alınarak bakteri ve mantar kullanımına yönelik çalışmalarda literatürde 

mevcut olup, bu çalışmaların biyoetanol üretimine yönelik sayısı sınırlıdır. Biyoetanol 

üretimi amacıyla, atık ve maya kullanılarak, Salehi ve diğerleri (2018) tarafından 



43 

 

 

yapılmış çalışmada, tarımsal atık üretiminin fazla olduğu İran’da kavun atıkları 

kullanımı biyoetanol üretimi için incelenmiştir. Çalışmada, 15 kg kapasiteye sahip 

fermantasyon tankına, kavun şekeri şurubu:su, 4:1 oranında, her bir kilogram substrat 

için 5 g Saccharomyces cervisiae mayası ve 30 °C’de işletilecek şekilde eklenmiştir. 35 

saat gerçekleştirilen çalışmada, her beş saatte bir örnekleme yapılmıştır. Sonuçlar, her 

bir kilogram kavundan yaklaşık 60.5 g biyoetanol elde edildiğini göstermiştir. Ayrıca, 

fermantasyon tankında karıştırıcı dönüş hızının artırılmasının üretilen alkol oranını 

azaltabileceği belirtilmiştir. Fermantasyon tankındaki farklı karıştırıcı dönüş hızlarında 

üretilen alkol oranında önemli bir fark gözlemlenmemiştir. Bu nedenle, karıştırma 

yapıldığında, enerji israfını önlemek için fermantasyon tankında 120 rpm’den daha 

yüksek dönüş hızlarının kullanılmaması önerilmiştir. Başka bir araştırmada da Chatanta 

ve diğerleri (2007) tarafından, meyvenin (elma) suyu çıkarıldıktan sonra kalan posa 

meyve işleme ünitesinden elde edilmiş ve biyoetanol üretimi için ham madde olarak 

kullanılmıştır. Saccharomyces cerevisiae MTCC 173 mayası, Aspergillus foetidus 

MTCC 151 mantarı ve Fusarium oxysporum MTCC 1755 mantarı gibi farklı mikrobiyal 

(S. cerevisae, A. foetidus + F. Oxysporum, S. cerevisae + A. foetidus + F. oxysporum) 

suşlar, fermantasyon sistemlerinde elma posasından etanol üretimi için hem ayrı ayrı 

hem de konsorsiyumlar halinde kullanılmıştır. 30 oC’de 96 saate kadar fermente 

edilmiştir. S. cerevisiae MTCC 173 (%1 aşı)’de %8.44 (v/w) ile etanol, 30 °C’de 72 

saatlik inkübasyonun ardından kazanılmıştır; diğer yandan, S. cerevisiae MTCC 173, A. 

Foetidus MTCC 151, F. oxysporum MTCC 1755 kokültürlerinde etanol %16.09 (v/w) 

olarak elde edilmiş, 30 °C’de 72 saatlik inkübasyonun ardından %0.15’e kadar 

azalmıştır. Zanivan ve diğerleri (2022) tarafından da geleneksel olmayan bir maya olan 

Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 kullanılarak, evsel tüketimden elde edilen meyve 

(kavun, ananas, muz, elma ve mango) artıklarını, malzemenin işlem öncesi hidroliz 

komplekslerini gerektirmemesi nedeniyle daha sürdürülebilir bir yakıt arayışında 

biyoetanol üretimi amacıyla incelenmiştir. Araştırmada, dokuzuncu saatte maksimum 

etanol 2.50 ± 0.06 g L−1 h−1 olarak elde edilmiştir. Meyve artıklarının düşük maliyetli ve 

ulaşılabilir olması, biyorafineri bağlamında benzersiz olması nedeniyle biyoetanol 

işlemi için bir alternatif olduğu sonucuna varılmıştır. Ayrıca, biyoetanol üretimi 

amacıyla ilk defa bu çalışmada kullanılan geleneksel olmayan Wickerhamomyces sp. 
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UFFS-CE-3.1.2 mayanın, gelecek yıllardaki araştırmalarda, biyoetanol üretimi amacıyla 

kullanılabilir olduğu saptanmıştır. 

Bu çalışmada, hem 5 gr çörek otu/L hem de 10 gr çörek otu/L yükleme oranındaki 

biyoreaktörlerde, maksimum etanol üretim saati sonrasında, pH değişimine bağlı olarak 

etanol üretimi azalma eğilimi göstermiştir. Başlangıç 5.0 pH değerinin, çalışma sonunda 

4.80-4.83 pH değeri aralığında olduğu belirlenmiştir. Hidrojen veya etanol üretiminde 

mikroorganizmaların koşullardaki (pH ve ortam bileşimi) değişiklikten etkilendiği rapor 

edilmiştir. Bu nedenle, pH ve besin formülasyonuna bağlı olarak eş zamanlı hidrojen ve 

etanol üretiminin esnek bir yetenek gösterdiği düşünülmektedir. Bu kapsamda yapılmış 

araştırmalarda, çalışmada kullanılan mikroorganizmaların, eş zamanlı hidrojen/etanol 

üreticileri olarak kabul edilebileceği bildirilmiştir (Zhao ve diğerleri, 2009b). Başlangıç 

pH değerlerinin 5.5 ve 9.0 arasında değiştiği farklı bir araştırmada; son pH değerleri 4.8 

ve 8.9 olduğu durumda, bu pH değerleri yüksek indirgeyici şeker konsantrasyonu ile 

sonuçlanmıştır, ancak etanol üretimi olmadığı belirtilmiştir. Araştırmada, hem düşük 

(4.8 ve 8.9) hem de yüksek başlangıç (5.5 ve 9.0) pH değerlerinde etanol üretimi 

gözlenmediği rapor edilmiştir (Lin ve Hung, 2008). Lin ve Hung (2008) tarafından 

yapılmış aynı çalışmada, zenginleştirilmiş kültür, ön işlem uygulanmamış ve ısıl işlem 

uygulamasına tabi tutulmuş mikroorganizmalar, substrat tipine göre etanol üretim 

performansı bakımından kıyaslanmıştır. Buna göre, selülozun ham madde olarak 

kullanıldığı çalışmada ısıl işlem görmüş kültür kullanımının etanol üretimini arttırdığı 

bildirilmiştir. Ksilozun ham madde olarak kullanıldığı çalışmada da zenginleştirilmiş 

kültür kullanımının ısıl ön işlem uygulanmış kültür kullanımına göre etanol üretiminde 

daha iyi performans gösterdiği rapor edilmiştir. Atıkların kullanımına ilişkin başka bir 

çalışmada da katı formda ham madde, etanol üretimi için kullanıldığında ön işlem 

uygulamasına ihtiyaç olabileceği rapor edilmiştir. Bu ön işlem uygulamasının gerekli 

olup olmadığı da katı materyale göre farklılık gösterebilir şeklinde bildirilmiştir (Hahn-

Hagerdal ve diğerleri, 2006; Ashour ve diğerleri, 2023). Literatür araştırmaları, 

biyoetanol üretimi kapsamında yapılan çalışmalarda, mikroorganizma (bakteri, maya, 

mantar) tipi, pH, sıcaklık ve ham madde (atık, atıksu) tipi gibi parametrelerin biyoetanol 

üretimi için önemli olduğunu göstermektedir. Dolayısıyla bu çalışmada, tüm işletim 

koşulları aynı olup, sadece organik yükleme (5 gr çörek otu/L ve 10 gr çörek otu/L) 
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farklılığı olan biyoreaktörlerin işletim sonuçları (5.53 mL ve 8.07 mL), organik yükleme 

parametresinin önemli bir işletim parametresi olduğunu göstermektedir. 

4.2. ÇÖREK OTU ATIĞI EKSTRAKT SIVISI KULLANILARAK 

BİYOETANOL ÜRETİMİ 

Etanol üretimi amacıyla karışık meyve atığında bulunan serbest şekerler, mekanik 

çalkalama ve ekstraksiyon yoluyla elde edilerek kullanılmıştır (Bonatto ve diğerleri, 

2021). Bu çalışmada da çörek otu atığına dekoksiyon ön işlemi uygulanarak, elde edilen 

ekstrakt sıvısı biyoetanol üretimi için kullanılmıştır. Ön işleme tabi tutulmuş çörek otu 

atığı biyokütlesinden elde edilen ekstrakt sıvısı, ısıl işleme tabi tutulmuş anaerobik 

çamur ve iz element solüsyonu biyoreaktörlere eklenerek, biyoreaktörlerin kurulumu 

yapılmıştır. Bu amaçla, kurulumu yapılmış olan biyoreaktörler, etüvde 50 ± 1 ºC 

sıcaklık koşullarında işletilmiştir. Ön işleme tabi tutulmuş çörek otu atığı biyokütlesinin 

5 ve 10 gr çörek otu ekstraktı/L organik yükleme oranlarında kullanımı ve 5.0 başlangıç 

pH değerinde, biyoetanol üretim potansiyeli araştırılmıştır (Şekil 7 ve Şekil 8). 

Ön işleme tabi tutulmuş çörek otu atığı biyokütlesinden elde edilen ekstrakt sıvısının 

kullanıldığı biyoreaktörlerde, pH 5.0’de, işletimin ilk beş saatine kadar etanol üretimi 

gerçekleşmemiştir (Şekil 7). 5 gr çörek otu ekstraktı/L biyoreaktöründe, etanol 

üretiminin beş saatte 2.29 mL olduğu saptanmıştır. Biyoetanol üretimi, yakın zamanda 

aşılanmış kültürün bir özelliği olan bakterilerin lag fazı nedeniyle, fermantasyonun ilk 

saatlerinde daha yavaş olup, bu çalışmada da bu faz süresinin 5 saate kadar bir sürede 

olduğu tespit edilmiştir. Dolayısıyla, hızlı adaptasyon ve ürün oluşumunun başlangıcı 

eğilimi vardır. Şekil 7’de verildiği üzere, etanol üretiminin on dört saatte 2.53 mL, yirmi 

iki saatte 2.19 mL, yirmi dokuz saatte 2.12 mL ve otuz altı saatte 2.24 mL olduğu 

saptanmıştır. Maksimum etanol üretimine 2.89 mL olarak kırk sekiz saatte ulaşılmıştır. 

Bunu takiben, altmış saat örneklemesinde 2.86 mL etanol üretimine ulaşılarak, bu 

örnekleme saati sonrası, yetmiş iki saatte yapılan örneklemede ise, etanolün 1.66 mL 

olduğu belirlenmiştir. 
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Şekil 7. Çörek otu atığı ekstrakt sıvısının 5 gr çörek otu ekstraktı/L olarak kullanıldığı 

biyoreaktörlerde pH 5.0 çalışma koşullarında etanol üretimi 

 

Ön işleme tabi tutulmuş çörek otu atığı biyokütlesinden elde edilen ekstrakt 

sıvısının kullanıldığı, 10 gr çörek otu ekstraktı/L organik yüklemede işletilen 

biyoreaktörde, aynı başlangıç pH değerinde, işletimin ilk beş saatine kadar, etanol 

üretiminin olmadığı saptanmıştır (Şekil 8). Biyoetanol üretimi, yakın zamanda aşılanmış 

kültürün bir özelliği olan bakterilerin lag fazı nedeniyle, diğer biyoreaktörlerde olduğu 

gibi bu biyoreaktörde de fermantasyonun ilk saatlerinde daha yavaş olup, bu faz 

süresinin 5 saate kadar bir sürede olduğu tespit edilmiştir Dolayısıyla, biyoreaktör 

ortamına hızlı adaptasyon ve ürün oluşumunun başlangıcı eğilimi vardır. Etanol üretimi, 

beş saatte 2.60 mL olarak tespit edilmiştir (Şekil 8). Şekil 8’de verildiği üzere, etanol 

üretimi on dört saatte 2.75 mL olarak saptanmış, bu saat itibariyle azalmaya başlayarak 

yirmi iki saatte 2.09 mL, yirmi dokuz saatte 2.03 mL ve otuz altı saatte 1.97 mL’ye 

kadar azalma eğilimi göstermiştir. Kırk sekiz saat örneklemesinde 2.28 mL olarak elde 

edilen etanol, altmış saat örneklemesinde maksimum 2.79 mL olarak belirlenmiştir. Bu 

örnekleme saati sonrası, yetmiş iki saatte yapılan örneklemede ise, etanol 1.44 mL 

olarak tespit edilmiştir.  
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Şekil 8. Çörek otu atığı ekstrakt sıvısının 10 gr çörek otu ekstraktı/L olarak kullanıldığı 

biyoreaktörlerde pH 5.0 çalışma koşullarında etanol üretimi 

 

Biyoyakıt üretimi kapsamında, atıklara dekoksiyon ön işlemi uygulanarak elde 

edilmiş ekstrakt sıvısının kullanıldığı biyohidrojen üretimine yönelik araştırmalar 

literatürde bulunmaktadır (Dursun ve Gülşen, 2024; Dursun, 2024b). Ancak, atıklara 

dekoksiyon ön işlemi uygulanarak elde edilmiş ekstrakt sıvısının kullanıldığı biyoetanol 

üretimine yönelik araştırmaya literatürde rastlanmamıştır. Biyoetanol üretimi amacıyla 

karışık bakterilerin kullanıldığı sınırlı sayıda araştırma bulunmaktadır. Bu 

araştırmalardan biri Vikromvarasiri ve diğerleri (2014) tarafından yapılmıştır. 

Çalışmada, ham gliserol’den etanole fermentatif dönüşümde karışık bir mikrobiyal 

konsorsiyumun potansiyel uygulaması incelenmiştir. 30 °C’de ve pH 7’de anaerobik 

koşullar altında 45 g L-1’lik ilk saf gliserol konsantrasyonundan 72 saatlik 

fermantasyondan sonra maksimum 11.1 g L-1 ve en düşük 6.5 g L-1 etanol 

konsantrasyonu elde edilmiştir. Saf gliserol’ün optimum fermantasyon koşulunda, 16S 

rRNA gen dizilerine dayalı mikrobiyal konsorsiyumunun filogenetik analizi, 

Gammaproteobacteria’nın konsorsiyumdaki mikrobiyal çeşitliliğin %95’ini temsil 

ettiği, geri kalan oranı ise Betaproteobacteria’nın oluştuğu rapor edilmiştir.  
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Bu çalışmada, hem 5 gr çörek otu ekstraktı/L hem de 10 gr çörek otu ekstraktı/L 

yükleme oranındaki biyoreaktörlerde, maksimum etanol üretim saati sonrasında, pH 

değişimine bağlı olarak etanol üretimi genel olarak azalma eğilimi göstermiştir. 

Biyoreaktör işletim parametrelerinden çalışma ortamının pH değeri, bakteriyel 

kontaminasyon kontrolündeki önemi nedeniyle fermantasyonu önemli ölçüde etkileyen 

bir faktördür (Menezes ve diğerleri, 2013). Çalışmada, başlangıç 5.0 pH değerinin, 

çalışma sonunda 4.81-4.85 pH değeri aralığında olduğu saptanmıştır. Zheng ve diğerleri 

(2012), genel olarak tüm substratlar için, 36 saatlik fermantasyondan sonra kalan şeker 

miktarının göz ardı edilebileceğini bildirmiştir. Dziugan ve diğerleri (2013), yoğun 

meyve suyu şıralarından biyoetanol üretimini ve bunların konsantrasyonlarının, mineral 

takviyesinin tipinin ve maya aşısının dozunun fermantasyon dinamikleri ve etanol 

verimi üzerindeki etkilerini araştırmıştır. Araştırma sonucunda, yüksek yoğunluklu 

meyve suyu şıralarının etkili etanol fermantasyonunu sağlamak için yüksek etanol 

toleransına sahip bir maya suşu ve çok miktarda aşı kullanılması gerektiğini 

göstermiştir.  

Literatür araştırmaları, biyoetanol üretimi kapsamında yapılan çalışmalarda, 

mikroorganizma (bakteri, maya ve mantar) tipi, pH, sıcaklık ve ham madde (atık ve 

atıksu) tipi gibi parametrelerin biyoetanol üretimi için önemli olduğunu göstermektedir. 

Dolayısıyla bu çalışmada, tüm işletim koşulları aynı olup, sadece organik yükleme (5 gr 

çörek otu ekstraktı/L ve 10 gr çörek otu ekstraktı/L) farklılığı olan biyoreaktörlerin 

Şekil 7 ve Şekil 8’da verilmiş sonuçları (2.89 mL ve 2.79 mL), önemli farklılık 

göstermese de organik yüklemenin hassas derecede önemli bir işletim parametresi 

olduğunu göstermektedir.  

Çalışma genel olarak değerlendirildiğinde, ön işleme tabi tutulmayarak ham 

biyokütlenin doğrudan kullanılmış olduğu biyoreaktörlerin, ön işlem uygulanarak elde 

edilmiş ekstrakt sıvısının kullanılmış olduğu biyoreaktörlere göre daha iyi biyoetanol 

üretimiyle sonuçlandığı belirlenmiştir. 
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SONUÇ 

Çalışmada, Türkiye’de soğuk pres çörek otu yağı üretimi sonrası üreticiler 

tarafından elde edilen ve genel olarak çöpe atılan ya da hayvan yemi olarak kullanım 

alanı olan atık posa, çalışmada kullanılmak üzere temin edilmiş, biyoetanol üretimi 

kapsamında araştırılmıştır. Çalışmada, ham maddeye ön işlem uygulanmış veya 

uygulanmamış olmasına göre farklı organik yükleme oranları, 5.0 pH değerinde ve 50 ± 

1 °C sıcaklık işletim koşullarında biyoetanol üretim potansiyeli irdelenmiştir. Yapılan 

araştırmada, aşağıdaki sonuçlara ulaşılmıştır; 

 

1. Atık çörek otu, biyoetanol üretimi amacıyla başarılı bir şekilde kullanılabilir. 

2. Biyoreaktörlerde üretilen biyoetanol, saatlere göre artma ve azalma yönünden 

genel olarak değerlendirildiğinde benzer eğilimler göstermiştir. 

3. Çörek otu posasının ön işleme tabi tutulmadan doğrudan kullanıldığı 

biyoreaktörlerde gerçekleştirilen fermantasyonda, çörek otu ekstrakt sıvısının 

kullanıldığı biyoreaktörlere göre daha yüksek biyoetanol üretimi tespit 

edilmiştir. 

4. Çalışmada, doğrudan 5 gr çörek otu/L ve 10 gr çörek otu/L olarak çörek otu 

posası kullanılan biyoreaktörlerde, sırasıyla maksimum 5.53 mL ve 8.07 mL 

biyoetanol üretimi saptanmıştır.  

5. Çalışmada, 5 gr çörek otu ekstraktı/L kullanılan biyoreaktörlerde 2.89 mL ve 10 

gr çörek otu ekstraktı/L kullanılan biyoreaktörlerde 2.79 mL biyoetanol üretimi 

belirlenmiştir. 

6. Biyoreaktörler kıyaslandığında, 10 gr çörek otu/L olarak çörek otu posası 

kullanılan çalışma sonuçlarının daha iyi olduğu tespit edilmiştir. 

 

Tez çalışmasında, atık çörek otunun biyoetanol üretimi için başarı ile 

kullanılabileceği kanısına varılmıştır. Çalışma sonuçlarına göre, bazı öneriler aşağıda 

sunulmuştur; 

 

1. Pilot ölçekli saha çalışmaları yapılabilir. 
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2. Farklı işletim (pH, sıcaklık, ham madde tipi ve mikroorganizma tipi) parametresi 

koşullarında hem doğrudan ham madde kullanımı hem de ham maddeye yönelik 

çeşitli ön işlem uygulamalarıyla elde edilen sıvı kullanımının optimizasyonuna 

yönelik kapsamlı çalışmalar yapılması önerilmektedir. 
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EKLER 

EK 1. ETANOL KALİBRASYON EĞRİSİ 
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EK 2. ORİJİNALLİK RAPORU FORMU 
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EK 3. ETİK KURUL MUAFİYET FORMU 
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