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Diinyada enerji ihtiyacinin artmasi, alternatif enerji kaynaklar1 arayisini zorunlu
kilmistir. Bu nedenle biyometan, biyohidrojen, biyokdmdir, biyodizel ve biyoetanol gibi
yenilenebilir enerji kaynaklarina ilgi artmistir. Biyoyakit tiretiminde, hammadde yerine
cesitli organik kokenli atik tipleri kullanimi tercihi, maliyet ve atik yonetimi g6z oniine
alindiginda son yillarda daha cazip hale gelmistir. Organik atiklar, sera gazi salinimi
basta olmak {izere su ve toprak kirliligi gibi ¢evre sorunlarina neden olmaktadir. Bu
sorunlari, minimize etmek i¢in organik atiklarin yonetimine iligkin stratejiler
gelistirilmelidir. Bu kapsamda, organik atik biyokiitle tiplerinin ¢evre dostu biyoetanol
iiretiminde degerlendirilmesi son yillarda arastirmacilarin odak noktasi olmustur. Bu
kapsamda, Tiirkiye’de soguk pres ¢orek otu yagi iiretimi sonrasi ireticiler tarafindan
elde edilen atik posa da biyoetanol {iretimi i¢in degerlendirilebilir. Bu atik, genel olarak
¢Ope atilmaktadir. Bazen de, hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. Tez caligmasinin
Ozgiin yani, organik kokenli ¢orek otu posasi atigi Kullanilarak biyoetanol iiretim
potansiyelini belirlemek olup, bu kapsamda literatiirde herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu nedenle calismada, yag iiretimi sonrasi ireticiler tarafindan elde
edilmis atik temin edilmistir. Bu atiklar, karigik bakteriler ile biyoetanol iiretimi
amaciyla ham madde olarak incelenmistir. Tez ¢alismasinda, ¢6rek otu posasi atiginin
(1) dogrudan (5 gr ¢orek otu/L ve 10 gr ¢orek otu/L) ve (ii) dekoksiyon 6n islemi sonrasi
ekstrakt sivis1 (5 gr ¢orek otu ekstrakti/L ve 10 gr ¢orek otu ekstrakti/L) olarak iki
sekilde kullanimu ile, farkli organik yiikleme oranlar1 ve 5.0 baslangic pH degerinde
isletilecek anaerobik kesikli reaktorlerde (ABRs), biyoetanol iiretim performansinin
belirlenmesi amaglanmaktadir. Calismada, 5 gr ¢orek otu/L ve 10 gr ¢orek otu/L olarak
dogrudan kullanimda sirasiyla maksimum 5.53 mL ve 8.07 mL biyoetanol iiretimi
saptanmistir. Ayrica, 5 gr ¢orek otu ekstrakti/L kullanilan biyoreaktorlerde 2.89 mL ve
10 gr corek otu ekstrakti/L. kullanilan biyoreaktérlerde 2.79 mL biyoetanol iiretimi



vii

belirlenmistir. Sonug olarak, biyoetanol iiretimi amaciyla ¢orek otu posasmin ham
madde olarak kullanilabilir oldugu saptanmistir. Bu g¢alismanin, diinyada biyoetanol
tretimi ve atik yonetimine iliskin Stratejilere, literatiire 6nemli katki saglamasi

ongoriilmektedir.

Anahtar Sozciikler:

Atik ¢orek otu, Anaerobik biyoreaktor, Karisik bakteri, Biyoetanol iiretimi
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ABSTRACT

CELIK, Betiil. 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



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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GIRIS

Biyokiitle genel olarak cayir, bitki saplari ve agaglar gibi cesitli organik
materyalleri kapsamaktadir. Tarim alanlarindan elde edilen enerji igin kullanilan
biyokiitle seker kamist posasi, misir kogani, patates sapi, palmiye atiklari, bugday sapi,
aycicegi artiklar1 ve kolza yagi presleme kalintilar1 olarak bildirilmistir. Biyokiitleden
enerji eldesi kapsaminda, gida iriinlerinin tiiketilmeyen kisimlarindan da
faydalanilmaktadir. Bunlar meyve kabuklari, tohumlar, cekirdekler ve endiistriyel
tiretim sonrasi artiklar olarak belirtilebilir. Yenilenebilir ve siirdiiriilebilir biyokiitle;
genis Olgekli enerji tiretimi agisindan 6nemli bir potansiyele sahiptir. Ayrica, biyolojik
olarak parcalanabilir, diisiik maliyetli ve bol miktarda bulunabilirligi ile gevresel ve
ekonomik agidan avantajli bir alternatiftir (Ab Rasid ve digerleri, 2021).

Biyo-etanol (C2HsOH), cesitli biyokiitle atik veya kalintilardan iiretilebilen sivi
biyoyakitlardan biri olup, yenilenebilir ve biyo bazli olmasi nedeniyle cazip alternatif
yakitlardan biridir (Nair ve digerleri, 2017). Biyoetanol bugday, seker kamisi, misir gibi
nisastali temel seker igerikli iirlinlerden iiretilmektedir. Ancak, seker ve nisasta i¢eren
bu ham maddeler agirlikli olarak gida sektoriinde kullanilmaktadir. Bu durum, bu
tirlinlerin gida iiretimi rekabetini arttirarak, siirekli tedarikini etkilemektedir (Tan ve
digerleri, 2019). Bu nedenle, etanol iiretiminde, gida ¢catismasini 6nleyen lignoseliilozik
biyokiitle, son yillarda arastirmacilarin odak noktasi haline gelmistir (Sveinsdottir ve
digerleri, 2011). Odun talasi ve mahsul artiklar1 (piring samani, bugday samani, misir
samani, seker kamisi kiispesi vb.) gibi tarimsal atik malzemeler, etanol liretimi ic¢in
yenilenebilir, diisik maliyetli ve bol miktarda bulunan ham maddelerdir (Nair ve
digerleri, 2017). Bu avantajlarina ilaveten, tarimsal atik veya kalintilarin etanol
tiretiminde kullaniminin hava, su ve toprak kirliligi riskini azaltma avantaji oldugu
bildirilmistir (Champagne, 2007). Bu avantajlar1 nedeniyle, lignoseliilozik atik veya
kalintilar 6nemli ham madde kaynagi olarak biyoetanol iiretiminde degerlendirilebilir.
Lignoseliillozik malzemeler, karmasik biyopolimerlerden (lignin, selilloz ve
hemiseliiloz) olusmaktadir. Bu polimerik malzemelerden, seliilloz ve hemiseliiloz etanol
tretimi icin kullanilabilir. Ancak, fermantasyon oncesinde polimerlerin fizyolojik,
kimyasal ve biyolojik yontemlerle ayristirllmasi1 gerekmektedir. Bu kapsamda, asit ve

alkali kimyasal 0n islem yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemlere



ilaveten, enzimatik on islem de uygulanmaktadir. Lignoseliilozik malzemelerin
hemiseliilozik fraksiyonunda iki ana bilesen olan arabinoz ve ksilozun kullanilamamasi,
daha genis substrat spektrumuna sahip diger bakterilerin kullanimima olan ilginin
artmasina neden olmustur. Bakterilerin; pentozlar, heksozlar, disakkaritler ve hatta bazi
durumlarda seliiloz, pektin ve ksilanlar gibi polimerleri pargalayabilme yetenegine sahip
oldugu rapor edilmistir (Lee ve digerleri, 1993; Rainey ve digerleri, 1994). Bakterilerin
genelinin diisiik substrat konsantrasyonlarini tolere ettigi bilinse de beslemeli kesikli
veya siirekli kiiltiir kullanim1 bu sorunu azaltabilir. Termofilik mikroorganizmalarin
kullanimi 6zellikle son zamanlarda artmistir. Bunun nedeni, yiiksek biiyiime oranlar1 ve
daha az kontaminasyon riski olarak bildirilmistir. Ayrica, etanol {retimi igin
lignoseliilozik biyokiitleyi hidrolize etme ve elde edilen sekerleri etanole fermente etme
kapasitesine sahip bakterileri es zamanli olarak kullanma imkani umut verici yontem
olarak rapor edilmistir (Sveinsdottir ve digerleri, 2011).

Termofil anaeroblarin ¢esitli substratlardan etanol iiretebilmeleri ve bazi tiirlerin
seliiloz, nisasta ve ksilan dahil hemiseliilozlar gibi biyopolimerleri pargalayabilmeleri
nedeniyle termofil anaeroblara ilgi artmistir. Bu mikroorganizmalar, biiylime
sicakliklarma gore kategorize edilmektedir. Orta dereceli termofillerin 50-64 °C, asir1
termofillerin 65-79 °C, hipertermofillerin ise 80 °C’den daha yiiksek sicakliklarda
optimum olarak bliyiidiigi bildirilmistir (Scully ve Orlygsson, 2015). Etanol iireten
termofil iiyeler Bacillus, Geobacillus, Paenibacillus ve Caloramator cinsleri olmasina
ragmen, yiiksek etanol iiretme kapasitesine sahip termofil anaerob tiirlerin Clostridium,
Caldanaerobacter, Thermoanaerobacter veya Thermoanaerobacterium cinsi iiyeler
oldugu rapor edilmistir. Cogu cins i¢indeki tiirlerin fizyolojisi ve etanol iiretim
potansiyeli kapsamli arastirilmamistir; yapilmis g¢aligsmalarda tipik olarak her cins
igindeki bir veya iki liyeye odaklanilmistir (Sveinsdottir ve digerleri, 2011; Scully ve
Orlygsson, 2015). Clostridium cinsi bakteriler spor olusturmakta ve genellikle bitki
cliriimesi bakimindan zengin ortamlarda bulunmaktadir. Bu nedenle, birgok tiir
polimerik malzemeleri hidrolize etme yetenegine sahiptir (Canganella ve Wiegel, 1993;
Carreira ve Ljungdahl, 1993).

Organik atiklardan karigik kiiltiir kullanilarak biyoetanol iiretimi umut verici bir
yol olmasina ragmen, tanimlanmamis karigik kiiltiirlerde istikrarli etanol {retimini

aktive etme zorluk olmaya devam etmektedir. Bu kapsamda Carrillo-Barragan ve



digerleri (2021) tarafindan yapilan ¢aligmada, baglangicta aerobik kosullar ve baslangi¢
pH’s1 < 5.5 olarak diisiik proses kontrolii altinda, koyun iskembesi ve anaerobik ¢amur
karisimlarindan zenginlestirilmis mikrobiyal topluluklar kullanilarak kati atiklardan
etanol iiretilmesi amaclanmistir. Stabil bir ¢alisma i¢in 3 ila 14 giin arasinda degisen
sirali ag1 transfer araliklari incelenmistir. 3 giinliik transfer aralifinda, ana ¢oziiniir
fermantasyon triinii olarak siirekli etanol iireten kararli bir topluluk oldugu saptanmastir.
Singla ve digerleri (2014) tarafindan yapilan calismada da sentez gazi
fermantasyonundan  etanol iiretebilen anaerobik  karisitk  bakteri  kiiltiirii
zenginlestirilmistir. Calismada, gelismis etanol iiretimi i¢in isletimsel parametrelerin
optimize degerleri; baslangi¢ ortam pH’st 6.0 £ 0.1, inkiibasyon sicakligi 37 °C ve
calkalama hizi 100 rpm olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada da karisik bakteriler
kullanilarak, 5.0 baslangic pH’sinda ve 50 °C isletim kosullarinda biyoetanol {iretimi
incelenmistir.

Organik kokenli atiklarin biyoyakit tiretiminde kullanimi, atik yonetimine katki
saglama ve ham madde olarak kullanilabilirligi avantajlar1 nedeniyle ilgi ¢ekicidir. Bu
kapsamda, soguk pres ¢orek otu yagi iiretimi sonrasi elde edilen organik kokenli atik
posa, genel olarak ¢ope atilmaktadir. Bazen de hayvan yemi olarak kullanilmaktadir.
Tez calismasinin 6zgiin yani, organik kokenli ¢orek otu posasi atiginin azaltilmasina
katki saglanarak, ham madde olarak biyoetanol iiretimi igin ilk defa kullanilacak
olmasidir.

Bu tez calismasi ile, soguk pres ¢orek otu yagi iiretimi yapan tireticiler tarafindan,
genel olarak ¢ope atilan ¢orek otu posasinin farkli organik yiikleme oranlarinda ham
madde olarak dogrudan kullanim veya On isleme tabi tutularak kullanima gore
biyoetanol tiretimi i¢in kullanilabilirliginin belirlenmesi amaglanmigtir. Bu ¢alisma ile,
diinyada biyoetanol iiretim ve uygulama alanlarina yonelik stratejilere, literatiire onemli
katk1 saglanacagi diisiiniilmektedir. Corek otu posasi atifinin biyoetanol {iretimi i¢in
degerlendirilmesi ile hem atik bertarafi hem de katma degerli {iriin anlaminda ¢evreci
olacagi, dolayisiyla iilke ekonomisine katki saglama da dikkat ¢ekici olacagi
Ongorilmektedir.

Bu tez caligmasinda, ¢orek otu posasinin farkli organik yiikleme oranlar1 ve ham
madde olarak dogrudan kullanim veya 6n isleme tabi tutularak kullanimi ile biyoetanol

tiretim potansiyeli belirlenmistir. Calismanin birinci boliimiinde genel bilgiler, ikinci



boliimiinde oOnceki caligmalar, liclincli bolimiinde materyal ve yontem, dordiincii
boliimiinde arastirma bulgular1 ve tartismaya yer verilmistir. Son olarak da sonuglar ve

Oneriler sunulmustur.



1. BOLUM

GENEL BILGILER

1.1. BiYOKUTLE KAYNAKLARI

Biyokiitle, stirdiiriilebilir enerji liretimi potansiyeli ve genis kullanilabilirligi
nedeniyle artan dneme sahip olan yenilenebilir bir enerji kaynagidir. Biyokiitle, bircok
endiistriyel ve tarimsal siirecin yan {iriinii olarak elde edilmektedir, bu da biyokiitleyi
enerji liretimi i¢in kolay erisilebilir bir kaynak yapmaktadir. Biyokiitle, dogal siireglerle
yenilenebilen organik malzemelerden tiiretildigi i¢in siirdiiriilebilir bir enerji kaynagidir.
Bitki ve hayvanlardan elde edilen organik maddeye dayanmaktadir. Biyokiitle tarimsal
artiklar, ormancilik kalintilar1 ve enerji mahsulleri gibi biyosferde bulunan tiim organik
maddelere dayanmaktadir (Perea-Moreno ve digerleri, 2019). Biyokiitle, farkli doniistim
siirecleriyle 1s1, elektrik ve biyoyakitlar gibi g¢esitli enerji formlara doniistiiriilebilir
(David ve digerleri, 2019). Biyokiitle doniisiim teknolojilerindeki ilerlemeler, biyokiitle
enerji iretiminin verimliligini ve etkinligini 6nemli Ol¢lide artirmistir (Wang ve
digerleri, 2023). Biyokiitleden termokimyasal ve biyokimyasal doniisiimle elde edilen
biyoyakit, dnemli yenilenebilir enerji kaynaklarindan biri olup kati, sivi (biyoetanol ve
biyodizel) ve gaz (biyometan, biyohidrojen ve sentez gazi) olarak ii¢ sekilde elde
edilmektedir (Zhao ve digerleri, 2022).

Biyoyakitlar ham madde kaynaklarina goére birinci nesil, ikinci nesil ve ii¢lincii
nesil olarak smiflandirilmaktadir. Dordiincii nesil biyoyakit iiretimi igin aragtirmalar
yeni olsa da genetigi degistirilmis mikroorganizmalar kullanilarak elde edildigi
bildirilmistir. Birinci nesil biyoyakit iiretiminde, tarimsal faaliyet alanlarinin gida
iiretimi yerine biyoyakit liretimi i¢in ayrilmasi gerekmektedir. Boyle durumda, gida
fiyatlar1 artarak gida arz gilivenligini tehlikeli duruma getirebilir. Birinci nesil
biyoyakitlar, disiik tiretim maliyeti ve daha diisiik sera gaz1 emisyonu avantajiyla musir,
seker kamis1 ve soya fasulyesi gibi iiriinlerden iiretilmektedir. ikinci nesil biyoyakitlar
icin ana ham madde, (i) tatli sorgum, seker kamisi posast ve saman gibi tarimsal
artiklar, (ii) enerji mahsulleri ve odunsu bitkiler gibi orman artiklar1 olmak {izere iki

gruba ayrilmaktadir. Gelismis biyoyakit olarak adlandirilan ikinci nesil biyoyakaitlar,



organik atik kaynaklardan iiretilmektedir. ikinci nesil biyoyakitlarim {iretimi, ucuz ham
madde kullanimi nedeniyle ekonomik olup, ticari biyoyakit {retimi bu nesil
biyoyakitlardan karsilanmaktadir. Ikinci nesil biyoyakitlar tarimsal atiklar, orman
kalintilar1 gibi gida dist kaynaklardan ve dalli dar1t gibi enerji bitkilerinden
tiretilmektedir. Algler kullanilarak da iiclincii nesil biyoyakitlar iiretilmekte olup, bu
nesil biyoyakitlarin iiretiminin maliyetli oldugu rapor edilmistir (Cakmak ve Ozcan,
2021; Mahapatra ve digerleri, 2023; Rezania ve digerleri, 2020a; Abdullah ve digerleri,
2019). Birinci, ikinci ve tiglincii nesil biyoetanol tiretiminde kullanilan biyokiitle tipleri

Sekil 1’de sunulmustur (Melendez ve digerleri, 2022).
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Sekil 1. Biyoetanol tiretiminde kullanilan biyokiitle tipleri
1.2. COREK OTU KARAKTERISTiGi VE KULLANIM ALANLARI

Corek otu (Nigella sativa), diigiingigegigiller (Ranunculaceae) familyasina ait bir
bitki tiiriidiir. Corek otu, genellikle sicak iklimlerde yetisen bir yillik otsu bitkidir ve 30-
50 cm yiikseklige ulasabilmektedir. Bitkinin govdesi dik, tiiylii ve yesil renkte olup,



yapraklar1 ince, pargali ve keskin kenarlara sahiptir. Corek otu bitkisi, genellikle bahar
aylarinda ¢igcek agmaktadir. Cigekleri mavi, beyaz veya mor tonlarinda olup, bes tag
yapraga sahiptir. Bu ¢i¢eklerin ortasinda, ¢ok sayida erkek organ bulunur, bu da bitkinin
polinatdrler tarafindan kolayca tozlagsmasini saglamaktadir. Cicekler, daha sonra kapsiil
seklindeki meyvelere doniismektedir. Corek otu tohumlari, bitkinin en 6nemli kismidir
ve genellikle baharat olarak kullanilmaktadir. Tohumlar 3-4 kdoseli bir yapiya sahip
olup, 1.5-2 mm genisliginde ve 2.5-4 mm uzunlugundadir. Siyah renkte ve oval
sekillidir. Tohumlar; keskin, karakteristik bir aroma ve hafif ac1 bir tat tasimaktadir
(Baydar, 2013; Is ve Beyatli, 2023). Corek otunun genel kimyasal bilesimi Tablo 1’de
sunulmustur (Al-Jassir, 1992).

Tablo 1. Corek otunun genel kimyasal bilesimi

Bilesen Agirhiga gore % oran
Protein 209+1.35
Karbonhidrat 31.9+2.56

Yag 38.2+2.20
Diger (kiil, lif vb.) ~9.0

Nigella sativa tohumlar1 ve bu tohumlardan elde edilen yag, Hindistan ve Arap
uygarliklarinda yiizyillardir hem gida hem de tibbi amaclarla kullanilmaktadir (Yarnell
ve Abascal, 2011). Geleneksel olarak ¢orek otu tohumlari; astim, bronsit, romatizma ve
diger enflamatuvar hastaliklar basta olmak iizere ¢ok c¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. N. sativa; ditiretik, antihipertansif, antidiyabetik, antikanser,
immiinomodiilatér, antimikrobiyal, anthelmintik, analjezik ve antiinflamatuvar,
spazmolitik, bronkodilator, mide koruyucu, karaciger koruyucu ve bobrek koruyucu gibi
genis bir farmakolojik etki yelpazesine sahiptir. Geleneksel kullanim alanlar1 arasinda;
astim, diyabet, hipertansiyon, ates, iltihaplanma, bronsit, bag donmesi, romatizma, cilt
hastaliklar1 ve gastrointestinal bozukluklar yer almaktadir. Ayrica sindirimi destekleyici,
antiparaziter ve bagisiklik sistemini gii¢lendirici olarak da kullanilmaktadir (Goreja,

2003; Srinivasan, 2018).
1.3. KATI MADDELERE UYGULANAN EKSTRAKSIYON YONTEMLERI

Maserasyon, en az {i¢ giin boyunca oda kosullarinda bir ¢oziiciide kaba veya toz
formunda hazirlanmis ham maddenin, aralikli ¢alkalama ile 1slatilmasini iceren basit bir

ekstraksiyon yontemidir. Bu yontemde, bitkisel materyal ¢oziicii igerisinde bekletilirken



hiicre duvarlar1 yumusayarak par¢alanmaktadir, bdylece fitokimyasallarin serbest
kalmasi saglanmaktadir. Ekstraksiyon tamamlandiktan sonra, karisim ya eleklerden ya
da kiigtik delikli bir agdan stiziilmektedir. Bunu takiben, kat1 kismi1 preslenmekte ve sivi
ozit bekletildikten sonra filtrasyon veya dekantasyon kullanilarak temizlenmektedir.
Maserasyon, buharlagma yoluyla ¢oziicii kaybini en aza indirmek i¢in tercihen tipali bir
kapta gergeklestirilmektedir. Ekstraksiyon islemi sirasinda ¢oziiciiniin buharlastirilmasi
yoluyla konsantre bir &ziit elde edilmesi hedeflenmemektedir. Uriin, vakumlu
buharlastirma kullanilarak siklikla konsantre edilmektedir (Bitwell ve digerleri, 2023;
Zhang ve digerleri, 2018).

Dijestiyon, maserasyona benzer bir ekstraksiyon yontemidir ve ekstraksiyon
siirecinde diisiik 1sitma kullanilmaktadir. Bununla birlikte, sicakligin belirli bitki
materyalinin biyoaktif fitokimyasallarin1 degistirmesinden ka¢inmak icin dikkatli
olunmalidir. Bu nedenle, 1sitma nedeniyle ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin kullanilmasinda
artan bir verimlilik vardir. Sicaklik, cogunlukla 35 ila 40 °C araliginda tutulmaktadir,
ancak kabuklar ve iyi ¢oziinmeyen fitokimyasallar: igeren materyaller daha sert bitki
materyalleri i¢in maksimum 50 °C’ye kadar artirilabilir. Ekstraksiyon sirasinda, istenen
bitki pargalar1 belirtilen sicakliklara Onceden 1sitilmis uygun c¢oziicii ile bir kaba
konulmaktadir. Optimum sicaklik, kabin diizenli araliklarla calkalanmasiyla yarim
saatten 24 saate kadar degisebilen bir silire boyunca korunmaktadir (Bitwell ve digerleri,
2023).

Infiizyon, maserasyonla aymi ekstraksiyon prensibine dayanmakta olup, dgiitiilmiis
bitkisel materyale belirli bir miktar soguk veya kaynar su eklenerek kisa siire
bekletilmesini i¢ceren bir yontemdir. Bu teknik, 6zellikle kolay ¢oziiniir bilesiklerin elde
edilmesinde kullanilir ve genellikle bitkisel ilaclar ile cesitli ¢caylarin hazirlanmasinda
yaygin olarak tercih edilmektedir (Azwanida, 2015). Infiizyon, ¢dziiniirliigii yiiksek olan
fito-besinlerin bitkisel ham maddelerden basit bir kimyasal islemle seyreltilmis
¢ozeltiler halinde elde edilmesini saglamaktadir (Hussain ve digerleri, 2019).

Perkolasyon, ¢oziiciinlin toz halindeki bitkisel materyal {izerine kontrollii bir
hizda yavase¢a eklenerek, ¢oziinen maddelerin ¢oziicii tarafindan absorbe edilip kabin alt
kismindan siizilmesi esasina dayanan etkili bir ekstraksiyon yontemidir (Azwanida,
2015; Rathi ve digerleri, 2006). Bu islemde, ekstraksiyon tamamlanana kadar genellikle
dakikada yaklasik altt damla olacak sekilde kontrollii hizda devam edilmekte ve elde



edilen ckstraktlar evaporasyon yontemiyle yogunlastiriimaktadir (Azwanida, 2015).
Perkolasyon yontemi islatma, bekletme (sisirme) ve perkolasyon olmak iizere ii¢
asamadan olusmaktadir. Ilk asamada, bitkisel materyal genellikle 4-5 saat boyunca
¢oOziicli ile 1slatilmaktadir; ardindan 24-48 saat siiren bekletme asamasiyla hiicre
yapisinin sigsmesi saglanarak ¢oziiciiniin penetrasyonu kolaylagtirilmaktadir. Son
asamada ise, belirli bir hizda (6rnegin perkolator hacminin 1/48°1 kadar saatte) ¢oziicii
bitkisel materyal lizerinden gegirilmektedir (Tabarasu ve digerleri, 2022).

Dekoksiyon sirasinda bitki materyali 15 ila 60 dakika boyunca suda
kaynatilmaktadir. Bu yontem kok, kabuk gibi daha sert bitkisel materyallerde bulunan
bilesenlerin elde edilmesinde tercih edilmektedir. Genellikle yapraklar, kokler, cicekler
gibi hassas bitki pargalar1 15 dakika kaynatilmaktadir. Kaynatma islemi tamamlandiktan
sonra, karisim sivi 0ziitii elde etmek i¢in siiziilmektedir (Azwanida, 2015; Bitwell ve
digerleri, 2023).

1.4. BIYOETANOL URETIiMINDE ASAMALAR
1.4.1. Onislemler

Mekanik Parcalama (Ogiitme): On islemin ilk adimi olarak &giitme kabul
edilmektedir. Biyoetanol iiretim siireglerinde kullanilan 6giitme tiirlerinden bazilari
bilyali 6giitme, g¢ekigli 6glitme, iki silindirli 6giitme, kolloid 6giitme ve disk 6giitme
olarak siralanabilir. Ogiitme sonrasi elde edilen boyut, fiziksel 6n islemin tiiriine
baglidir (Mood ve digerleri, 2013). Biyokiitle, yiizey alan1 artmasi sayesinde, hidroliz
asamasindaki enzimatik reaksiyonlar1 daha verimli hale getirmektedir (Chaturvedi ve
Verma, 2013).

Mikrodalga: Mikrodalga ©n islemi parametreleri; gii¢ araligi 100-1100 W,
frekans 1 kHz ile 300 GHz arasinda, sicaklik 27 °C-700 °C ve islem siiresi 4-30 dakika
araliklarinda degismektedir. Bu yontem, lignoseliilozik materyallerin 6n islemi igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu 6n islemin tercih edilmesinde; (i) basit igletim, (ii)
diisiik enerji tiiketimi, (ii1) hizh ytliksek sicakliga ulasabilme, (iv) inhibitoér olusumunun
azlig1 ve (v) seliiloz yapisinda gergeklesen pargalanma faktorleri etkilidir (Kumar ve
Sharma, 2017). Mikrodalga uygulamasinin kimyasal proseslerle kombine edilerek daha

yuksek verimlilik elde edildigi de rapor edilmistir.
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Alkali 6n iglem: Alkali 6n islem, en yaygin uygulamalardan biri olarak kabul edilir
(Yang ve digerleri, 2021). Bu islem, ligninin bazik ortamda ¢6ziinmesi sayesinde
enzimlerin hemiseliilloz ve seliiloza erisimini artirarak sakkarifikasyon verimini
yiikseltmektedir (Kumar ve Prakash, 2023).

Asit on igslemi: Asit 6n islemi, konsantre asit (%30-70) ve 40 °C gibi diisiik
sicaklik veya seyreltik asit (%0.1) ve yiiksek sicaklik (6rnegin 230 °C) kosullarinda
gerceklestirilebilir. Asit 6n islemde inorganik asitler (siilflirik, hidroklorik, nitrik ve
fosforik asitler) ve organik asitler (asetik, formik ve propiyonik asitler) kullanilmaktadir
(Rezania ve digerleri, 2020b; Zheng ve digerleri, 2014; Chen ve digerleri, 2017).
Bunlardan en yaygin siilfiirik asit (H2SO4), seyreltik asit 6n islemi i¢in kullanilmustir.
Konsantre asit seliiloz hidrolizi iizerinde oldukga etkili olmasina ragmen, son derece
toksik, asindiric1 ve tehlikelidir ve reaktor insasi i¢in 6zel metal olmayan malzemeler
veya alagimlar gibi pahali malzemeler gerektirmektedir. Ayrica, enerji ve maliyet
acisindan yogun bir islem oldugundan, ekonomik nedenlerle asidin biyokiitle
isleminden sonra geri kazanilmasi gerekmektedir. Bu nedenle, lignoseliilozik biyokiitle
on islemi i¢in konsantre asit yerine seyreltik asit tercih edilmektedir. Seyreltik asit 6n
islemi, 6n islem kosullarina bagli olarak, 6ncelikle hemiseliilozu %100 orana kadar
bilesen sekerlerine (ksiloz, arabinoz ve galaktoz) hidrolize etmektedir. Ayrica, lignini
yiiksek oranda parcalayabilir, ancak cogu durumda lignini ¢6zmede etkili olmamaktadir.
Seyreltik asit 6n igleminin temel amaci, seliilozun mikrobiyal bozunmaya ve enzimatik
hidrolize duyarliligint 6nemli 6lgiide arttirmasidir (Zheng ve digerleri, 2014).

Organik ¢oziicii on islemi: Organik ¢oziicii 6n islemi, lignoseliilozik biyokiitlenin
ozellikle de odun ve tarimsal atiklarin, biyoetanol {iretimi i¢in uygun hale getirilmesinde
onemli bir adimdir. Bu islemde, selilloz kati olarak geri kazanilirken, lignin ve
hemiseliilozun ¢ogu organik ¢oziicii iginde ¢oziilmektedir. Organik ¢oziicli 6n islem
parametreleri; organik ¢6ziicii konsantrasyonu %30-70, islem siiresi 20-50 dakika,
sicaklik 140-200 °C ve ¢ozicii-katalizor oran1 10:1 seklindedir. Organik c¢o6ziici
yontemi, biyokiitle ile belirlenen sicaklik ve basing kosullarinda asidik, bazik veya tuz
bazli katalizorlerin varliginda etanol, metanol, etilen glikol, aseton ve tetrahidrofurfuril
alkol gibi sulu organik ¢oziiciilerin reaksiyona girmesi esasina dayanmaktadir. Bu islem
oncelikli olarak lignin ve hemiselillozun ¢oziiniirliglinii artirmak amaciyla

uygulanmaktadir. Ligninin uzaklastirilmasi, selillozun enzimatik hidroliz igin
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erigilebilirligini artirmaktadir. Sonug olarak, lignin ve hemiseliillozun uzaklastirilmasi,
lignin direncinin azalmasma ve seliilozun yiizey alaninin artmasina neden olarak
hidroliz ve fermantasyonun biyoetanol verimini arttirmaktadir (Zhao ve digerleri,
2009a; Koo ve digerleri, 2011).

Ozon on islemi: Bu 6n islem, lignin ve hemiseliilozu par¢alamak ve seliilozun
biyolojik olarak parcalanabilirligini artirmak ic¢in anoksidan olarak ozon gazi
kullanmay1 igermektedir. Giiglii bir oksidan olmasi, suda ¢oziinmesi ve bulunabilmesi
ozon gazinin baslica avantajlaridir. Ayrica, lignini pargalayarak, asetik ve formik asit
gibi daha az molekiiler agirliga sahip ¢oziiniir bilesikleri serbest birakabilmektedir. Bu
yontemin en 6nemli avantaji, sonraki hidroliz adimlarinda daha az komplikasyona yol
acan bozunma yan {riinlerinin olmamasidir. Ayrica, bu islem ortam kosullarinda
gerceklestirilmektedir. Ozon kullanim maliyetinin yiiksek olmasi baglica dezavantaj
olup, lignoseliilozik malzemelerin islenmesinde biiylik miktarda ozon kullanilmaktadir
(Ab Rasid ve digerleri, 2021; Mood ve digerleri, 2013).

Buhar patlamast on islemi: Buhar patlamasi, otohidroliz olarak da
adlandirilmaktadir. Katalize edilmis buhar patlamasindan farkli olup, islemde kimyasal
eklemesi yapilmamaktadir. Bu yontemde, biyokiitle pargaciklari kisa bir siire igin
yiiksek basingli doymus buharla 1sitilmakta ve reaksiyonlari sonlandirmak igin basing
hizla disiiriilmektedir. Bu durum, biyokiitlenin patlayici bir dekompresyona girmesine
neden olmaktadir. Tipik 6n islem sicakligi, basinci ve siiresi sirastyla 160-260 °C, 0.69-
4.83 MPa ve birka¢ saniye ile birka¢ dakika araligindadir. Bu kosullar altinda,
hemiseliiloz bilesen sekerlerine hidrolize edilmekte ve lignin belirli bir dereceye kadar
dontstiirilmektedir. Boylece, onceden islenmis biyokiitle daha pargalanabilir hale
gelmektedir (Vivek ve digerleri, 2019; Zheng ve digerleri, 2014).

Sticak su on islemi: Sicak su 6n islemi, lignoseliilozik biyokiitlenin (6rnegin piring
samani, bugday samani, seker kamis1 ve aycicegi saplar1) doniistiiriilmesi silirecinde
onemli bir adimdir. Bu islem, herhangi bir kimyasal veya katalizor eklenmeden
genellikle 100-230 °C sicaklik, 2—5 MPa basing araliginda birka¢ dakikadan birkag saate
kadar ve yiiksek basingta gerceklestirilmektedir. On islem sirasinda su biyokiitle hiicre
yapisina niifuz edebilir, seliillozu nemlendirebilir, hemiseliillozu ¢6zebilir ve lignini
hafifce giderebilir. Sicak su 6n islemi, seliilozun erisilebilir ve duyarl ylizey alanini

genisletmek ve enzimlerle pargalanabilirligini iyilestirmek i¢in oldukea etkilidir (Kumar
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ve digerleri, 2020; Zheng ve digerleri, 2014). Sicak su 6n islemi, buhar patlamasindan
farkli olarak genlesme gerektirmez, basincin kullanimi yalnizca suyu muhafaza etmek
ve buharlasmay1 dnlemek i¢in yapilmaktadir (Mood ve digerleri, 2013).

Ultrasonik on islem: Sonikasyon, ham maddeye ultrasonik ses dalgalari
uygulanmasidir. Ultrasonik 6n islemin ultrasonik radyasyon frekansi 20 kHz ile 500
MHz arasinda degismekte olup, uygulama siiresi 1 saate kadar olabilmekte ve genellikle
2 saniye acgik, 4 saniye kapal1 dongii seklinde uygulanmaktadir. Islem sicakligi ise, 25
ile 90 °C arasinda degismektedir. Ultrasonik ©6n islem, enerjinin lignoseliilozik
maddelere degisen frekans ve yogunlukta, ses dalgalar1 seklinde uygulandig: etkili bir
yontemdir. Biyoetanol iiretimi i¢in lignoseliillozik ham maddenin sonikasyonu
ultrasonik yogunluk, sonikasyon siiresi, ortam pH’s1, sicaklik, ultrasonik frekans gibi
faktorlere baghdir (Yusaf ve Al-Juboori, 2014; Ofori-Boateng ve Lee, 2014). Ultrasonik
on islem, sivi ortamda 25 kHz — 170 kHz araliginda yiiksek frekansta ses dalgalar
iireterek uygulanan bir tekniktir. Bu islem sirasinda sivi iginde meydana gelen kabarcik
olusumu, “kavitasyon” olarak adlandirilmaktadir. Milyonlarca hava kabarciginin
lignoseliilozik ham maddelerin yiizeyine carparak patlamasiyla kimyasal baglar iizerine
etki etmesi esasina dayandirilmaktadir (Erkurt, 2011; Sint Jan ve digerleri, 2008).

Islak hava oksidasyonu: Bu yontem, hem etanol hem de biyogaz iiretimi i¢in
yaygin kullanilmaktadir. Bu yontemde, biyokiitlenin 125-315 °C’de, 0.5-5 MPa’ya
artirilmastyla oksijen saglanan asit, notr ve alkali gibi kosullara sahip sulu ¢ozeltilerin
varhiginda oksidasyona ugramasina izin verilmektedir. Bu islem ekzotermik olup, bu
nedenle reaksiyon basladiktan sonra 1s1 agisindan kendi kendini desteklemektedir. On
islem stireci, hidrolitik bir islemden ve oksidatif reaksiyondan asitlerin olusumunu
icermektedir. Bu nedenle, hemiselilloz ve lignin pargalanmaktadir. Hemiseliilozlar
monomerik sekerlere pargalanirken; ligninler oksidasyona ugramakta ve seliiloz
sekerlere par¢alanmaktadir. On islem uygulanan siispansiyon, seliiloz ve hemiseliiloz
substratin1 ayirmak igin filtrelenmektedir. Kati bilesen, enzimatik hidrolizden gegmeden
once deiyonize su ile yikanmaktadir. Hemiselilloz kismi karboksilik asitler gibi ara
maddelere oksitlenmektedir. Bu adim sonrasi da fenolik bilesiklere, asetaldehitlere ve
alkole ayrilmakta ve daha sonra da COz ve H20’ya par¢alanmaktadir. Bu 6n islemin

temel sorunu, hizli reaksiyon hizi nedeniyle ¢ok hizli ve yiiksek olan 1s1 tiretimiyle ilgili
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olup, bu nedenle reaktdér sicakliginin kontrol edilmesi zordur (Singh ve Satapathy,
2018).

1.4.2. Enzimatik Hidroliz

Enzimatik  hidroliz, lignoseliillozik  biyokiitleden  bioetanol iiretiminde
karbonhidratlarin monomerik sekerlere doniistiiriilmesi agisindan kritik bir agamadir. Bu
siirecte, seliiloz ve hemiseliilloz polimerlerin pargalanmasi saglanmaktadir. Sonug
olarak, seliilozun baslica hidroliz iiriinii glukoz iken, hemiseliilozdan c¢esitli pentoz ve

heksozlar elde edilmektedir (Kumar ve digerleri, 2020).
1.4.3. Fermantasyon
1.4.3.1. Ayn1 Hidroliz ve Fermantasyon (SHF)

Ayri hidroliz ve fermantasyon yonteminin etanol {iretiminde etkili bir yontem
oldugu sikca vurgulanmistir. SHF yOntemi, enzim iiretimi, hidroliz ve fermantasyon
stireclerinin  birbirinden bagimsiz olarak gergeklestirilmesini temel almaktadir
(Aggarwal ve digerleri, 2022). SHF prosesinin konsepti, reaksiyonlari ayr1 reaktorlerde
calistirarak hidroliz ve fermantasyon prosesinin ayrilmasini igermektedir. Birinci
reaktdrde, onceden islenmis lignoseliilozik malzeme, seliilazlar tarafindan monomerik
sekerlere pargalanir ve baska bir reaktorde etanole fermente edilmektedir. Bu yontemin
temel avantaji, iki prosesin (hidroliz ve fermantasyon) kendi ayri ayri optimum
kosullarinda, 6rnegin sicaklik faktorii agisindan gergeklestirilebilmesidir. Seliilazlarin
45-50 °C arasindaki bir sicaklikta en etkili oldugu kanitlanmistir, buna karsin yaygin
olarak kullanilan fermente edici organizmalarin optimum sicakligi 30-37 °C arasindadir.
Glikoz konsantrasyonunun, fermantasyon siirecinde kritik oldugu bilinmektedir

(Sudiyani ve digerleri, 2019; Aggarwal ve digerleri, 2022).
1.4.3.2. Eszamanh Sakkarifikasyon ve Ko-fermantasyon (SSCF)

Eszamanl sakkarifikasyon ve esfermantasyon yontemi, enzim iiretiminin ayr1 bir
asamada gergeklestirilmesine karsin, heksoz ve pentoz sekerlerinin hidrolizi ve
fermantasyonunun ayni reaktérde eszamanli olarak yiiriitilmesini temel almaktadir

(Yasuda ve digerleri, 2014). Hidroliz asamasinda enzim aktivitesinin inhibisyonunu
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onlemek amaciyla seker kombinasyonlari genellikle diisik konsantrasyonlarda
tutulmaktadir (Panahi ve digerleri, 2020). SSCF igin en biiyiik zorluk, seliilaz enzimleri
(~50 °C) ile mikrobiyal hiicreleri (30-37 °C) arasindaki optimum sicakliklarin
uyumsuzlugudur. Bu nedenle, SSCF’yi seliilaz enzimlerinin daha yiiksek sicakliginda
on hidroliz ve mikroorganizmalarin daha diisiik sicakliginda buna bagli SSCF olmak
tizere iki adima bdlerek Onemli bir uzlasmaya varilmasi gerekmektedir (Zhang ve
digerleri, 2022). SSCF prosesinde, heksoz ve pentoz sekerlerini ayni anda fermente
edebilen tekli ya da karisik mikrobiyal kiiltiirler kullanilmaktadir. Burada en kritik
faktor, uygun mikroorganizma se¢imi olup, genetik modifikasyonla gelistirilmis suslar,
heksoz ve pentoz sekerlerini etkin sekilde fermente edebilmektedir (Taherzadeh ve

Karimi, 2007).
1.4.3.3. Eszamanh Sakkarifikasyon ve Fermantasyon (SSF)

Eszamanli sakkarifikasyon ve fermantasyon yonteminin temel prensibi, enzim
liretiminin ayr1 bir asamada gergeklestirilmesine ragmen, hidroliz ve fermantasyon
siireclerinin ayni reaktdrde eszamanli olarak yiiriitiilmesidir. Bu yontem, hidroliz
sirasinda aciga ¢ikan sekerlerin (6zellikle selobiyoz ve glukoz) seliilaz enzimi {lizerinde
olusturdugu inhibitor etkilerin azaltilmasini saglamaktadir. Clinkii, olusan sekerler maya
tarafindan aninda etanole doniistiiriilmekte, boylece ortamda seker birikimi minimumda
tutulmakta ve enzim aktivitesinde baskilanma engellenmektedir. Ayrica, SSF prosesinin
yalnizca iki reaktorde gergeklestirilmesi, kontaminasyon riskini Onemli olgiide

azaltmaktadir (Valles ve digerleri, 2020).
1.5. ETANOL URETIMINDE KULLANILAN MiKROORGANIZMALAR

Biyoetanol, ham petrol kullanimi ve ¢evre kirliligi azaltilmasina 6nemli 6l¢iide
katkida bulundugu icin diinya c¢apinda en c¢ok kullanilan biyoyakit olarak
tanimlanmistir. Sakkaroz, nisasta, lignoseliillozik ve alg biyokiitlesi gibi ¢esitli ham
madde tiirleri kullanilarak mikroorganizmalar tarafindan fermantasyon siireciyle
biyoetanol iiretilebilir. Diger mikroorganizma tiirleriyle karsilastirildiginda, o6zellikle
Saccharomyces cerevisiae olmak iizere mayalar, yiiksek etanol verimliligi, yiiksek
etanol toleransi ve cesitli sekerleri fermente etme yetenegi nedeniyle etanol {iretiminde

kullanilan yaygin mikroorganizmalardir. Ancak, maya fermantasyonunda yiiksek
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sicaklik, yiiksek etanol konsantrasyonu ve pentoz sekerlerini fermente etme yetenegi
gibi etanol iiretimini engelleyen bazi zorluklar vardir. Hibrit ve rekombinant tip mayalar
dahil olmak iizere ¢esitli maya suslari, etanol liretimi i¢in fermantasyonda kullanilmistir.
Mayalar, basit sekerleri dogrudan etanole fermente edebilir (Azhar ve digerleri, 2017).
Pichia stipitis iyi sekilde pentoz fermente eden mayadir. Diger mikroorganizmalar olan
Candida shehatae ve Spathaspora passalidarum ile karsilastirildiginda, P. stipitis
mayasindan daha yiiksek etanol verimi ve iiretkenlik elde edilmektedir. Bu da P.
stipitis’in fermantasyonunda daha etkili oldugunu gostermektedir. Pichia stipitis mayasi
kullanimi, ksiloz fermente edilerek yliksek etanol verimi ve iiretkenlik saglayabilen,
ancak oksijen seviyelerine dikkat edilmesi gereken etkili bir mikroorganizmadir
(Nosrati-Ghods ve digerleri, 2020).

Kluyveromyces marxianus mantarmin ¢ogunlugu aerobik 6zelligine sahiptir. K.
marxianus benzersiz fizyolojik ozellikleri ve aktif bir konak¢1 olarak farkl tiirlere ait
protein iiretme kabiliyeti nedeniyle peynir alt1 suyu veya diger siit atiklar1 dahil olmak
tizere ¢esitli diisiik maliyetli substratlar1 metabolize edebilmektedir. Bu yetenegiyle ilag,
gida ve yem endiistrilerinde ticari uygulamalar igin vazgecilmez bir adaydir (Karim ve
digerleri, 2020).

Yiiksek etanolojenik termofilik anaerob tiirler genel olarak Clostridium,
Caldanaerobacter, Thermoanaerobacter ve Thermoanaerobacterium cinsleridir (Taylor
ve digerleri, 2009; Sveinsdottir ve digerleri, 2009; Tomas, 2013). Bununla birlikte
Bacillus, Geobacillus, Paenibacillus ve Caloramator gibi termofilik iiyeler de etanol
tiretebilmektedir (Fong ve digerleri, 2006; Sveinsdottir ve digerleri, 2009; Crespo ve
digerleri, 2012).

1.6. ETANOL URETIMIiNi ETKILEYEN FAKTORLER

Etanol iiretiminde yaygin olarak kullanilan prosesler 6n islem, hidroliz ve
fermantasyondur. Fermantasyon sirasinda biyoetanol iiretimi pH, sicaklik, ham madde
konsantrasyonu, fermantasyon siiresi ve asi tipi gibi ¢esitli faktorlere baglidir (Azhar ve
digerleri, 2017). Etanol iiretiminde temel olan faktorlerden bazilar1 asagida sunulmustur.

Ham madde tipi: Biyoyakitlardan etanol ve hidrojen iiretimi igin karbonhidrat

icerigi yiiksek atiksular ve atiklar kullanilmaktadir. Bu kapsamda, kullanilabilen ham
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maddelerden bazilar1 yiyecek ve igecek endiistrisi basta olmak iizere gida atiklari,
tarimsal atiklar ve meyve isleme atiklari olarak siralanabilir (Kothari ve digerleri, 2012).

Organik  yiikleme orani. Etanol iretiminde organik yiikleme orani,
mikroorganizmalarin substrat1 verimli sekilde kullanabilme kapasiteleri agisindan kritik
parametre olarak degerlendirilmektedir. Ozellikle termofilik bakteriler, maya tiirleri
Saccharomyces cerevisiae ve Zymomonas mobilis gibi diger fermantatif
mikroorganizmalarla  karsilastirildiginda,  nispeten  diisik  substrat  (seker)
konsantrasyonlarinda inhibisyona ugrama egilimindedir (Taylor ve digerleri, 2009;
Almarsdottir ve digerleri, 2012).

Sicaklik: Biyoyakit tiretimi amaciyla kullanilan mikroorganizmalarin, atiksu ya da
atik biyokiitle tipine gore termofilik ve mezofilik sicaklik gibi farkli sicakliklarda
aktivitesini degerlendirmek onemlidir. Yiiksek sicakliklarin bazi bakterilerin hedef
biyoyakit {iretim performansini arttirdigi goriilirken, baz1 bakterilerde de
mikroorganizma aktivitesinde sinirlandirma yaptigir rapor edilmistir (Dursun, 2024a;
Sivagurunathan ve digerleri, 2016). Bu durum, vyiiksek sicakliklarda c¢alisacak
mikroorganizmalarin se¢iminde inhibitor toleransimin dikkate alinmasi gerektigini
gostermektedir. Inhibitérlerin etkileri, toleransli mikroorganizmalarin kullanimi ya da
fermantasyon Oncesi aritma islemleri ile azaltilabilir. Ayrica, endistriyel oOlgekte
prosesin siirdiiriilebilirligi agisindan, mikroorganizmalarin yiiksek sicaklik kosullarinda
maya Ozli gibi karmagsik ve maliyetli katki maddelerine olan ihtiyaclarmin en aza
indirilmesi  de biiyiilk O6nem tagimaktadir. Literatiirde, diisik maya 0zi
konsantrasyonlarinda da etkili etanol {iretimi gerceklestirebilen bazi termofilik suslarin
tamimlandig: bildirilmektedir (Zhao ve digerleri, 2009b).

pH: Etanol ftretimi sirasinda termofilik bakterilerin pH toleransi, metabolik
aktiviteleri ve iirlin verimi agisindan belirleyici bir faktdrdiir. Bu mikroorganizmalarin,
biiylime ve fermantasyon proseslerinde belirli bir pH araliginda optimum performans
sergiledikleri bilinmektedir. pH seviyesindeki sapmalar, 6zellikle inhibitor bilesiklerin
etkilerini artirabilecegi gibi hiicresel enzim sistemlerinin bozulmasina da yol agabilir.
Ozellikle furfuraldehit ve ligninden tiireyen aromatik bilesikler gibi inhibitorler, belirli
pH kosullarinda daha aktif hale gelebilmekte ve termofilik bakteriler iizerinde daha
yogun baski olusturmaktadir (Tomas ve digerleri, 2013; Ahring ve digerleri, 1996;
Ahring ve digerleri, 1999). Bu nedenle, fermantasyon siirecinde uygun pH kosullarinda
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bu bilesiklerin zararli etkilerinin azaltilmas1 miimkiin olabilir. Ayrica, pH degerinin
inhibitdr toleransinin yani sira besin elementlerinin biyoyararliligi iizerinde de etkili
oldugu ve bu durumun etanol verimi {izerinde dolayli bir rol oynayabilecegi
degerlendirilmektedir. Termofilik bakteriler genellikle tanimli ortamda, fosfat
tamponlar1 ve eser element soliisyonlar1 gibi katkilarla biiyiitiilmektedir. Ancak, maya
0zii gibi kompleks katkilar, pH stabilitesinin saglanmasinda ve metabolik denge
acisindan 6nemli bir rol oynayabilir (Zhao ve digerleri, 2009b). Bu tiir suslarin izole
edilmesi, gelecekte daha diisik maliyetli ve daha g¢evre dostu biyoyakit iiretim
stireclerinin gelistirilmesine katki saglayacaktir.

Mikroorganizma tipi: Etanol ve hidrojene fermantatif doniisim genel olarak
karmasik bir dizi biyokimyasal reaksiyonlarla ve Clostridium sp., Enterobacter gibi
cesitli spesifik mikroorganizma grubu tarafindan gerceklestirilmektedir. Saf kiiltiirlerin
kullanim1 disinda g¢esitli karistk mikro-flora da etanol ve hidrojen iiretimi igin

kullanilmistir (Kothari ve digerleri, 2012).
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2. BOLUM

ONCEKIi CALISMALAR

2.1. SPESIFiK BAKTERIi VE MAYA KULLANILARAK BiYOETANOL
URETIMI

Biyoetanol iiretimi i¢in spesifik bakteri ve maya kullanilan ¢aligmalar atiksular ve

atiklar seklinde asagida sunulmustur.
2.1.1. Atiksular Kullanilarak Biyoetanol Uretimi

Ren ve digerleri (2007) tarafindan yapilan c¢alismada, melas atik suyundan
hidrojen iiretimi i¢in baglangi¢ pH degeri 6.0-6.5 (reaktdr A), 5.5-6.0 (reaktdr B) ve 4.0-
4.5 (reaktor C) olan ¢ siirekli karigtirmali tank reaktor (CSTR) kullanilmistir.
Reaktorler, 28 giin ¢alistirildiktan sonra mikrobiyal topluluk etanol tipi (C), propiyonat
tipi (A) ve etanol-biitirat karisimli tip (B) fermantasyon olusturmustur. Hidrojen tiretim
oran1 etanol tipi fermantasyon igin en yiiksek olup, 0.40 L (g VSS)? giin™ veya 0.45 L
H2 (g KOI giderimi)* olarak saptanmustir. Mikrobiyal topluluk dinamikleri ve cesitliligi
ciftgradyanli denatiire edici gradyan jel elektroforezi (DG-DGGE) kullanilarak analiz
edilmistir. Denatiire edici gradyan jel elektroforezi profilleri, mikrobiyal topluluk
yapilarinin ilk 14 glinde hizla degistigini gostermistir. Etanol bazli hidrojen iireten
bakteri olan Ethanoligenens harbinense CGMCC1152, reaktér C’den izole edilmistir.
Ayrica, alkol dehidrojenaz (ADH) i¢in izoenzim aktivitesi boyamasi, etanol iireten
bakterilerin ¢ogunun mikrobiyal topluluktaki Ethanoligenens ile iliskili oldugunu
desteklemistir.

Reyimu ve Ozgimen (2017) tarafindan Istanbul Su ve Kanalizasyon Idaresi’nden
(ISKI) temin edilen deniz suyu ve atik su, aym bilyiime kosullari altinda
Nannochloropsis oculata ve Tetraselmis suecica mikroalg susu igin biiylime ortami
olarak kullanilmak iizere farkli oranlarda birlestirilerek kullanilmis, hiicre ¢cogalmasi ve
biiyiime kinetigi tizerindeki etkisi incelenmistir. Hem Nannochloropsis oculata hem de
Tetraselmis suecica susunun atik suyu tolere edebildigi ve kullanabildigi, kiiltiirlerin

Ozgiil blytime hizinin Nannochloropsis oculata igin 0.5430 giin L’ye (atik suyun
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%75’1) ve Tetraselmis suecica icin 0.4778 gin L’ye (atik suyun %25’i) kadar
¢ikabildigi bulunmustur. Bu ¢aligma, Nannochloropsis oculata ve Tetraselmis suecica
gibi mikroalg tiirlerinin etkili bir sekilde yetistirilmesi i¢in belediye atik suyunun belirli
bir konsantrasyonda besiyeri olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Belirli biiylime
hizina gore, 14 giinliik yetistirme sonunda, Nannochloropsis oculata besiyeri i¢in
%75’1lik atik su konsantrasyonunun ideal olabilecegi, Tetraselmis suecica igin ise
%25’lik atik su konsantrasyonunun optimum oldugu bulunmustur. Nannochloropsis
oculata ve Tetraselmis suecica karsilastirildiginda, biiylime hizi profillerine gore,
Nannochloropsis oculata susunun atik su ortamina adaptasyonu, Tetraselmis suecica
susundan daha iy1 sonu¢ vermistir. 14 gilinliik yetistirme sonunda, iki tiirin biyoetanol
iretkenlikleri de incelenmistir. Nannochloropsis oculata susunun en yiiksek biyoetanol
verimi, %75’lik attk su ortaminda yetistirilen mikroalglerden %3.68 olarak elde
edilmistir. Sonuglar, %75°lik atik suda yetistirilen Nannochloropsis oculata susunun en
yiiksek karbonhidrat igerigini temsil ettigini; dolayisiyla etanol konsantrasyonunun
kontrol grubundan daha yiiksek oldugunu gostermistir. Suslar karsilastirildiginda
Tetraselmis suecica susunun en yiiksek karbonhidrat igerigi kontrol grubunda
saptanmigtir. Tetraselmis suecica orneklerinin ikinci en yiiksek karbonhidrat igerigi,
%100 konsantrasyonda atiksu ortaminda yetistirilen kiiltiirlerden elde edilmistir. En
yiiksek biyoetanol verimi ise, %7.26 ile Tetraselmis suecica susu kontrol grubundan
tespit edilmistir. Arastirma sonucunda, Tetraselmis suecica susunun Nannochloropsis
oculata susundan daha yiiksek karbonhidrat igerigine sahip olmasi nedeniyle, kiiltiir
ortami olarak atiksu kullanilarak etanol iiretimi i¢in daha uygun oldugu belirlenmistir.
Onay (2018) tarafindan, Yiiziincii Y1l Universitesi mikroalg koleksiyonundan
mikroalg kiiltiirii elde edilerek, Nannochloropsis gaditana DEE003 kiiltiirlenmistir. Bu
calismada, ¢esitli belediye atiksularinda, Nannochloropsis gaditana DEE003
kullanilarak, biyoetanol tretilmesi amaglanmistir. Nannochloropsis gaditana
DEE003’nin biiyiime oranlari, farkli atik su konsantrasyonlarinda degiskendir. 24 "C’de,
belediye atik suyunun %0, %30, %60 ve %100’inde, Nannochloropsis gaditana
DEEO03 mikroalgi incelenmistir. Farkli konsantrasyonlardaki belediye atiksularinda
(%0, 30, 60 ve 100), Nannochloropsis gaditana DEE003’nin biyoetanol verimleri 70.3
mg g biyokiitle’den 94.3 mg g biyokiitle’e kadar degismektedir. Biyokiitle hasadi
giinii olan 14. gilinde, %30’luk atiksuyun en yiiksek biyoetanol verimiyle 94,3 mg g
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biyokiitle? oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular, farkli belediye atiksularinda,
Nannochloropsis gaditana DEEO003’nin biyoetanol {iretimi igin kullanilabilecegini
gostermektedir.

Acebu ve digerleri (2022) tarafindan, mikroalglerin domuz atik suyundan besin
maddelerini uzaklagtirma ve karbonhidrat biriktirme potansiyelini arastirmistir.
Chlorella sorokiniana AK-1 ve Chlorella vulgaris ESP-31, %10 sterilize edilmemis
domuz atik suyunda yetistirilmis ve %42.5 ve 189 mg L giin? olarak sirasiyla
maksimum karbonhidrat icerigi ve verimlilik elde edilmistir. %25 atik su ve %25 BG-
11 konsantrasyonunda, Chlorella vulgaris ESP-31’in maksimum karbonhidrat
verimliligi ve toplam azot giderme verimliligi sirasiyla 266 mg L™ giin ve %54.2
olarak saptanmistir. Ayrica, bazi1 parametrelerde yapilan degisikliklere gore asinin 0.2 g
L™ye, 151k yogunlugunun 150 pmol m? s ’ye ve hasat siiresinin 7 giine ayarlanmas,
mikroalg performansini daha da artirmistir. Buna gore, 0.49 g L giin? biyokiitle
verimliligi, %49.3 karbonhidrat igerigi ve 1.8 g L™ karbonhidrat konsantrasyonu tespit
edilmistir. Biyokiitlenin etanol fermantasyonu %84.2 biyoetanol verimi ve 4.2 g L
konsantrasyon ile sonuglanmistir. Ayrica, %92.2 oraninda toplam azot giderimi ile
Chlorella vulgaris’in domuz atik suyundaki besin yiikiinii etkin bir sekilde kullanma
yetenegi kanitlanmastir.

Ayadi ve digerleri (2022) tarafindan, zeytin degirmeni atik suyundan izole edilen
maya suslarinin fermantasyonda kullanim potansiyelinin belirlenmesi amaglanmistir.
Kuzey Cezayir’de yerel bir zeytin degirmeni atik suyunun fizikokimyasal ve
mikrobiyolojik 06zellikleri degerlendirilmistir. Zeytin degirmeni atiksu numuneleri
%0.65 hafif asitlik, pH 4.88 ve 34 mS cm™? elektriksel iletkenlik degerlerine sahip
bulunmustur. Kimyasal oksijen ihtiyaci (KOI) 183 g L™ ve biyolojik oksijen ihtiyact
(BOIs) 7 g L ! olarak tespit edilmistir. Calisma, kesikli fermantasyonla, puzolan ve sigir
kemikleri iizerinde hareketsizlestirilmis hiicrelerle dolu, gida sinifi polipropilenden
yapilmis bir kolondan olusan ev yapimi bir deneysel diizenekte gerceklestirilmistir. Bu
calisma, daha Once zeytin degirmeni atik suyundan izole edilen Saccharomyces
cerevisiae maya suslarinin zeytin degirmeni atik suyundan biyoetanol {iretmede
miimkiin oldugunu gostermistir. En 1yi performans anaerobik fermantasyonla, %1.4

(v/v) oraninda etanol iiretimiyle sonu¢lanmistir.
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Kumar ve digerleri (2022) tarafindan, sentetik glikoz ve ksiloz karigimi sekerlerin
biyoetanole doniistiiriilmesi i¢in iki asamali ardisik fermantasyon siireci ele alinmistir.
Yerli tiirlerin bireysel olarak sekerleri fermente etme yetenekleri sinirlidir; bu nedenle
Zymomonas mobilis ve Pichia stipitis kullanilarak sekerlerin etkin bir sekilde
doniistiiriilmesi amaglanmistir. Karisik seker fermantasyonu i¢in toplam 160 g/L’nin
(100 g/L glikoz ve 60 g/L ksiloz) optimum oldugu bulunmustur. ik asamada, glikoz
olmadan 0.50 g/g verimle 50.25 g/L’lik bir etanol titresi elde edilmistir. Tkinci asamada
ise, ksilozun fermente edilmesi hedeflenmistir. Ancak Z.mobilis hiicrelerinin varligi,
ksilozda onemli bir doniisim saglamamistir. Bununla birlikte, Z.mobilis hiicreleri
kaldirildiginda, etanol iiretkenligi yeniden baslamis ve toplam etanol titresi 56.77 g/L,
verimi ise 0.36 g/g olarak bulunmustur. Z. mobilis hiicrelerinin tamamen
uzaklastirilmasi, ikinci asamada kalan etanol miktarin1 6nemli 6l¢lide azaltmis ve etanol
titresi ile tretkenligi artirmistir. Kalan etanoliin %80’inin uzaklastirilmast durumunda,
toplam etanol titresi 79.03 g/L, verim 0.50 g/g ve hacimsel {iiretkenlik 1.09 g/L/saat
olarak Olclilmiistiir. Kalan etanol tamamen uzaklastirildiginda ise etanol titresi 79.93
g/L, verim 0.50 g/g ve hacimsel iiretkenlik 1.82 g/L/saat olarak bulunmustur. Bu
calisma karisik sekerlerin sirali fermantasyon yoluyla biyoetanole doniistiiriillmesinin
etkinligini gostermekte ve elde edilen etanol titresi ile verimin, ayr1 glikoz ve ksiloz
parti fermantasyonlari ile karsilastirilabilir oldugunu belirtmektedir.

Guo ve digerleri (2024) tarafindan, tavsan diskisindan zenginlestirilen karigik
bakteriler kullanilmistir. Karisik bakteriyel sentez gazi fermantasyonuyla asetik asit ve
etanol iiretimi arastirilmistir. Karigik bakteriler, 0.8 L bazal ortam (PBM) igeren
silindirik anaerobik fermantasyon siselerine %10 oraninda asilanmis, anaerobik ortam
i¢in azot gazi uygulamasi yapilmistir. Buna ilaveten, siseler pH degerini kontrol etmek
icin ¢ok kanalli bir pH ¢evrimi¢i dl¢limii ve geri bildirim ayarlamali otomatik kontrol
cithazina baglanmistir. pH degeri degisimi, NaOH ve HCI ¢ozeltisiyle, cihaz araciligiyla
otomatik olarak sabit bir degerde diizenlenmistir. pH degerinin siirekli gaz temini
altinda sentez gazi fermantasyon performanst ve mikrobiyal topluluk bilesimi
tizerindeki etkisi incelenmistir. Calismada, bakteri toplulugu aktivitesinin biiyiik ol¢iide
kiltiiriin pH degerine bagli oldugu rapor edilmistir. Arastirmada, karisik bakterilerin pH
7’de en hizli sekilde gelistigi saptanmistir. Buna ragmen calisma, pH sabit 6 degerinde,
pH 7°deki degerden %160 daha yiiksek olan 5.15 g L7™lik yiiksek etanol
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konsantrasyonuyla sonu¢lanmistir. Bu pH degisimiyle, maksimum etanol
konsantrasyonu 5.85 g L™'ye ulasmistir. Bu sonuca dayanarak, etanol iiretimini
tyilestirmek ic¢in iki asamali bir pH diizenleme yontemi onerilmistir. Farkli sabit pH
degerlerinde, bakteri popiilasyonlarinin yapisal analizi yapilmis ve Clostridia’nin etanol

tiretimine daha fazla katkis1 oldugu tespit edilmistir.
2.1.2. Atiklar Kullanilarak Biyoetanol Uretimi
2.1.2.1. Tek On islem Uygulanmis Atiklar Kullanilarak Biyoetanol Uretimi

Choi ve digerleri (2015) soya endiistrisi atiklarindan biri olan okara’nin,
biyoetanol iiretimi ig¢in kullanim potansiyelini arastirmistir. Bu atigin, Saccharomyces
cerevisiae tarafindan fermente edilebilen glikoz ve galaktoz gibi fermente edilebilir
icerigi incelenmistir. Ayrica, mantar tiirlerinden tretilen hidrolitik enzimlerin, okara
biyokiitlesi tizerindeki aktiviteleri incelenmistir. Okara biyokiitlesi, ¢ig olarak
kullanilmistir. Bu atiga, 20 dakika boyunca, 121 °C’de, otoklavda (nemli 1sitma) 6n
islem uygulanmistir. Ham ve otoklavlanmis biyokiitlenin kimyasal bilesiminin ¢ok az
farklilik gosterdigi saptanmistir. Ancak, enzimatik doniisiim oraninin ham okara i¢in
%21.9°dan, 6n islem goérmiis okara i¢in %82.9’a 6nemli Ol¢lide arttig1 belirlenmistir. S.
cerevisiae fermantasyonu sonrasi, enzimatik hidrolizden seker igerigine gore 1 kg okara
atigiin etanol konsantrasyonunun 59.1 g, fermantasyon veriminin ise %96.2 oldugu
tespit edilmistir.

Gongalves ve digerleri (2015) tarafindan, Brezilya’da bol miktarda bulunan
lignoseliilozik olgun hindistan cevizi lifi, yesil hindistan cevizi kabugu, olgun hindistan
cevizi kabugu ve kaktiis materyalleri kullanilarak biyoetanol {iretim potansiyeli
incelemistir. Calismada, lignoseliilozik materyallere uygulanan hidroliz 6n islemi ve
islenmis materyallerin enzimatik hidrolize duyarliligini1 belirlemek amaclanmistir. Bu
ama¢ kapsaminda yapilan ¢alismadan elde edilen sonuglar temel alinarak, Zymomonas
mobilis bakterisi, Pichia stipitis, Saccharomyces cerevisiae mayalar1 ve ham madde
olarak yesil hindistan cevizi kabugu segilip kullanilarak yar1 es zamanli sakkarifikasyon
ve fermantasyon (SSSF) ve es zamanli sakkarifikasyon ve fermantasyon (SSF)
uygulamasi yapilmistir. Yesil hindistan cevizi kabugundan etanoliin 0.21 g/L saat
lizerinde olan en iyi sonuglarinin yar1 es zamanli sakkarifikasyon ve fermantasyon

(SSSF) kullanilarak Saccharomyces cerevisiae araciligiyla elde edildigi saptanmustir.
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Yu ve digerleri (2016) tarafindan, kati substrat yikama islemi yapilmadan sodyum
hidroksit (NaOH) o6n islemi uygulanmis tatli sorgum posasinin, biyoetanol {iretimi
incelenmistir. Sonuglar, NaOH 06n islem gormiis kat1 substratin, yikama islemi
yapilmadan dogrudan enzimatik sakkarifikasyonunun ve etanol fermantasyonunun
fermente edilebilir seker doniislimiinii ve etanol verimini sirasiyla %44,06 ve
%44,85’ten %65,14 ve %61,81°e 6nemli olciide iyilestirdigini gostermistir. NaOH 6n
islemi gormiis likériin (SL) iyi yikanmis NaOH 6n islem gormiis kat1 substrata
eklendigi deneyler, fermente edilebilir seker donilisim veriminin Onemli o6l¢iide
lyilestigini  gOstermistir. Ayrica, enzimatik sakkarifikasyon sirasinda enzim
aktivitelerinin analizi, SL’nin seliilaz aktivitesini, 6zellikle ksilanaz aktivitesi igin,
onemli Ol¢iide korudugunu gostermistir. Bu sonuglar, NaOH ile 6nceden islenmis
lignoseliilozik katinin, yikama olmaksizin dogrudan enzimatik sakkarifikasyon ve
sonraki etanol fermantasyonu i¢in kullanilabilecegini 6nermektedir.

Tsunatu ve digerleri (2017) tarafindan, piring samaninin (Oryza sativa) biyoetanol
iiretim potansiyeli arastirilmistir. Ham madde olarak piring samant ve %0.2 (w/v), %0.4
(W/v), %0.6 (w/v), %0.8 (wW/v), %1 (w/v) konsantrasyonlarda maya ekstraktlar1 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) kullanilarak fermantasyonla
calisma gerceklestirilmistir. Calismada, 6n islem yontemlerinden en uygun 6n islem
yontemi incelenmistir. IM NaOH ve 1sitma arastirilmigtir. 1M NaOH 6n islemi en
yiiksek selilloz ve en disiik lignin igerigini vermistir. Optimum fermantasyon
kosullarini elde etmek i¢in 300 um partikiil boyutuna sahip 1g/L, 2g/L, 4g/L, 6g/L ve
8g/L substrat konsantrasyon degerlerinin ve hiicre ylikleme kombinasyonu olan %0.2
(Wiv), %0.4 (w/v), %0.6 (w/v), %0.8 (w/v) ve %1 (w/v) konsantrasyonlarindaki maya
ekstraktlar1 pepton dekstroz ve %0.5 (w/v), %1 (w/v), %1.5 (w/v), %2 (w/v) ve %2.5
(w/v) konsantrasyonlarindaki Saccharomyces cerevisiae’nin (maya) fermantasyon
stireci tlizerindeki etkileri arastirllmistir. Fermantasyonun optimum kosullari, 72 saatlik
fermantasyon siiresinde 33 °C sicaklik, 4.0 pH degeri, 4g/L substrat konsantrasyonu,
300 um partikiil boyutu ve 0.8/1.5 YEPD/maya oraninda elde edilmistir. Ayrica 4g/L
substrat konsantrasyonu, %49.50’lik en yiiksek biyoetanol verimiyle sonuglanmaistir.

Palacios ve digerleri (2017) tarafindan, Kluyveromyces marxianus mantari

kullanilan bir ¢alismada da, farkl siilfiirik asit konsantrasyonlarinda (%0, %0.5 ve %1
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v/v) ve sicakliklarda (otoklavda 28 °C ve 121 °C) yapilan 6n islemler, mekanik 6glitme
ve bir karistiric1 araciligryla 6giitmeyle muz kabuklarina (BP) uygulanmistir. Calismada
seliiloz, hemiseliiloz, lignin, kiil, toplam ve indirgen seker icerikleri degerlendirilmistir.
En yiiksek seliiloz enzimatik hidroliz verimleri (%99), 48 saatlik hidrolizden sonra %0.5
ve %1 asitle islenmis sivilastirilmis otoklavlanmis muz kabuklari ile elde edilmistir.
Kluyveromyces marxianus fermantasyonu ile etanol iiretimi, %10, %15 ve %20 (w/w)
hidrolize muz kabuklar1 kullanilarak denenmistir. En yliksek etanol seviyesine (21 g/L),
%20 (w/w) muz kabuklar1 ile 24 saatlik fermantasyondan sonra ulasilmistir.
Arastirmada, muz kabuklariin etanol iretimi i¢in iyi bir kaynak oldugu sonucuna
varilmistir.

Tesfaw ve digerleri (2021) gida dis1 substratlardan biri olan peynir alt1 suyundan
Kluyveromyces marxianus ETP87 susu kullanilarak etanol iiretimini arastirmistir. Bu
calismanin amaci, geleneksel yogurttan izole edilen Kluyveromyces marxianus ETP87
susunu kullanarak farkli ham (deproteinize edilmemis, pH ayarlanmamis ve
seyreltilmemis) peynir alti suyundan etanolii optimize etmektir. Sterilize edilmis ve
sterilize edilmemis peynir alt1 suyu, peynir alt1 suyundaki laktik asit ve diger mikroflora
ile maya rekabet potansiyelini degerlendirmek i¢in Kluyveromyces marxianus ETP87
susu icin kullanilmistir. Peynir alti suyundan elde edilen etanol verimliligine pH ve
sicakhigin etkisi de arastirilmistir. Etanol optimizasyonu igin ek besin gereksinimini
arastirmak amactyla pepton, maya oziitii, amonyum siilfat ((NH4)2SOa) ve iire peynir
altt suyuna eklenmistir. Sterilize edilmemis peynir altt suyundan elde edilen etanol,
sterilize edilmis peynir alti suyundan istatistiksel olarak biraz daha diisiik olmustur.
Peynir alt1 suyunun 4 °C’de depolanmasi, daha uzun koruma siirelerinde sabit laktoz
varligini garantilememistir. pH ayarlamasi yapilmadan peynir alti suyundan (3.9) pH
kontrollii (5.0) peynir alti suyundan daha diisiik olsa bile dnemli Olciide yiiksek
miktarda etanol elde edilmistir. Termofilik maya Kluyveromyces marxianus ETP87
susu, 30 ila 35 °C arasinda yiiksek etanol vermis ve maya 45 °C’ye kadar yiiksek etanol
tiretebilmistir. 50 °C’de de 6nemli Ol¢lide daha diisiik etanol kaydedilmistir. Amonyum
siilfat ve pepton etanol verimliligini artirirken, maya o6ziiti ve iire mayanin etanol
fermantasyon kapasitesini baskilamistir. Geleneksel yogurttan izole edilen maya olan
Kluyveromyces marxianus ETP87 susu, sterilize edilmemis ve deproteinize edilmemis

substratlardan etanol tUretebilmektedir.
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Danso ve digerleri (2022) tarafindan odunla beslenen termit Microcerotermes
sp.’den izole edilmigs yeni bir bakteri tiirii olan Streptomyces sp. MSS2 susu
kullanilarak, bugday samanmin es zamanli bozunmasi ve sakkarifikasyonu ile
indirgeyici sekerlerin serbest birakilmasi ve daha sonra biyoetanole doniistiiriilebilme
potansiyeli incelenmistir. Streptomyces sp. MS-S2 susunun ksilanaz ve seliilaz
enzimlerinin salgilanmasi: i¢in karbon kaynagi olarak ham madde bugday samanini
verimli bir sekilde kullanma potansiyeli oldugu gosterilmistir. Bakteri %1.5 maya oziitii
ve 15 g/L bugday samani ile pH 8.0, 30 °C’de kiiltiire alindiginda en yiiksek ksilanaz ve
seliilaz tretimleri on giin boyunca gozlenmistir. Optimum kosullarda, ksilanaz ve
seliilaz aktivitelerinin sirasiyla 6.560 £ 0.160 ve 0.866 = 0.067 mililitre basina birim
(U/mL) oldugu tahmin edilmistir. Enzimatik sakkarifikasyonun 96 saat sonrasinda 10.8
g/L konsantrasyonda maksimum etanol iiretimi saptanmistir. Bu ¢aligmanin bulgulari,
odunla beslenen termitlerin bagirsaginda yasayan, yeni kesfedilen bir bakteri tiiriiniin
biyoyakit arastirmalari i¢in yeni bir yol oldugunu gostermistir.

Abduljabbar ve digerleri (2022) tarafindan yapilan ¢alismada amaglanan maya
ekstrakti kullanilarak, iki asamali Saccharomyces ve fermantasyon asamasiyla karton
atiklarindan glikoz sentezini iyilestirmek i¢in fiziksel, kimyasal ve enzimatik islemler
yoluyla karton atifin1 biyoetanol sentezi i¢cin ham madde olarak kullanmaktadir. Tiim
topraklarda bulunan ve en yaygin olarak yetistirilen mantar cinsi olan Trichoderma,
seliilozu fermente sekere pargalayan seliilaz enziminin ireticisidir ve bir karbon
kaynagidir. Karboksimetil selilloz agar besiyeri enzim ¢oziicii mantarlarin biiyiimesi
i¢in secilmis ve daha sonra optimum pH (5.5-6) ve sicaklik 28 °C kosullarinda yiiksek
oranda seker (12 mg/L) igeren enzimatik siiziinti alinmistir. Arastirmada, kartonda
selillozun degerlendirilmesi ve 5-8 giinliik bir slire boyunca fermantasyon islemiyle
etanol liretiminden tatmin edici sonuglar elde edilmis olup, 5 g karton atiginin tiiketimi
%1, yani 20 mL etanol verimine esdeger olarak tespit edilmistir. Sonuclar, potansiyel
bir kaynak olarak karton atiklarindan biyoetanol iiretiminin miimkiin oldugunu

gostermektedir.
2.1.2.2. iki ve Uzeri On Islem Uygulanmis Atiklar Kullanilarak Biyoetanol Uretimi

Antonopoulou ve digerleri (2016) tarafindan, aygicegi samanina uygulanmis asit

(H2SOa4, H3PO4 ve HCI), alkali (NaOH) ve termal on islem yontemleri sonrasi elde
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edilmis tiim bulamag, biyohidrojen ve biyoetanol iiretimi i¢in kullanilmistir. On islem
gérmiis aycicegi samanindan elde edilen biyohidrojen, es zamanl sakkarifikasyon ve
fermantasyon yoluyla karisitk anaerobik ¢amur kullanilarak kesikli deneylerde
incelenirken, etanoliin es zamanli sakkarifikasyon ve fermantasyonu ksilozu fermente
eden maya Pichia stipitis kullanilarak gergeklestirilmistir. Calismada, deneysel
sonuglar, biyohidrojen i¢in 20 g NaOH/100 g toplam kati ile alkali 6n islemin optimum
oldugunu ve 155.3 L/kg toplam kati’lik en yiiksek hidrojen verimi gostermistir. Ayni
kimyasal HCl veya H2SOs 6n isleminde, inhibitér bilesikler olusumunun en diisiik
biyohidrojen verimleriyle sonuglandigi saptanmistir. 20 g H2SO4/100 g toplam kat1 ile
on islemde, P. stipitis inhibisyonuna neden olarak en diisiik biyoetanol verimi
saglamasina ragmen, 20 g HCI/100 g toplam kat1 ile 6n islemde 104.78 mg etanol/g
toplam kat1 ile en yliksek biyoetanol verimi tespit edilmistir. Arastirmada, 6n islem
sirasinda tretilen inhibitor bilesiklere karsi farkli mikrobiyal tiirlerin farkli duyarlilik
gosterdigi kanisina varilmistir.

Danmaliki ve digerleri (2016) tarafindan, lignoseliilozik tarimsal atik muz
kabuklarinin biyoetanol iiretim potansiyeli arastirilmistir. Lignoseliilozik biyokiitleye
uygulanan 6n iglemler biyoetanol iiretiminde énemli adimdir. Calismada su, alkali ve
asidik on islem olmak iizere ii¢ On islem tekniginin biyoetanol {iretimi iizerindeki
etkinligi belirlenmistir. Tiim 6n islem tekniklerine H2SO4 kullanilarak ayni hidroliz
teknigi uygulanmistir. Sonuglar, muz kabuklarinin asit ile 6n isleme tabi tutuldugunda
en yiiksek indirgen seker konsantrasyonlari olusturdugu ve sadece su kullanilarak
yapilan On islemin en diisiik indirgen seker konsantrasyonlart olusturdugunu
gostermistir. Indirgen sekerleri {ic giinlilk bir fermantasyon siireciyle biyoetanole
doniistirmek i¢in, aktiflestirilmis bir S. cerevisiae tiiri kullanilmistir. Su, asidik ve
alkali 6n islemlerden GC-FID ile tespit edilen biyoetanol konsantrasyonlarinin sirasiyla
40 ppm, 60 ppm ve 80 ppm oldugu saptanmistir. Calisma sonuglari, nihai etanol
iiretiminin 6n isleme bagli oldugunu gostermistir.

Sathendra ve digerleri (2019) tarafindan palmiye odununa, lignin giderimi i¢in
kimyasal (siilfiirik, nitrik, fosforik) yontem uygulanmis ve sonra karigima 121 °C’de bir
saat termal on islem uygulanmistir. On islem uygulamasi sonrasi palmiye odunu,
Trichoderma reesei MTCC 4876 mantar1 kullanilarak hidrolize tabi tutulmustur. Bu

islem sonrasinda, Kluveromyces marxianus MTCC 1389 mayasi ile palmiye odunu



27

hidrolizat1 kullanilarak biyoetanol iiretilmistir. 45 °C sicaklik, 156 rpm ¢alkalama hizi, 5
pH, %8 (v/v) substrat konsantrasyonunda; 22.90 g/L’lik biyoetanol saptanmistir.

Sudhakar ve digerleri (2021) Ganoderma lucidum mantarindan elde edilen
kullanilmis mantar ham maddesinden biyoetanol iiretim potansiyelini incelemistir.
Hidroliz yoluyla seker eldesi i¢in kullanilmis mantar substratina siilfiirik asit 6n islemi
uygulanmistir. Kullanilmis mantar ham maddesinden elde edilen sekerler, firin mayasi
kullanilarak fermente edilmis ve 30 °C’de 5 giin inkiibe edilmistir. Calismanin dordiincii
giiniinde, 1.57 g L etanol iiretilmistir. Calismada, Ganoderma lucidum mantarindan
elde edilen kullanilmis mantar ham maddesinin biyoetanol {iretiminde Snemli bir
alternatif oldugu sonucuna varilmistir.

Budiyono ve digerleri (2022) tarafindan yapilan ¢alismada, kapok agaci meyvesi
atigina uygulanan hidrojen peroksit ve asetik asit 6n igleminin; elde edilen hemiseliiloz,
seliiloz ve lignin icerigi lizerindeki etkisi, fermantasyon pH degerinin biyoetanol iiretim
seviyeleri lizerindeki etkisi ve fermantasyon siiresinin biyoetanol lretim seviyeleri
tizerindeki etkisi incelenmistir. Calismada ham madde 6n islemi, fermantasyon pH
degeri (4, 4.5 ve 5), fermantasyon siiresi (3, 5 ve 7 giin) arastirilmistir. Sonuglar,
hidrojen peroksit ve asetik asit 6n isleminin kapok meyve kabugu atiklarindaki lignin
iceriginin %90’ giderebildigini, optimum pH ve fermantasyon siiresinin 4.5 pH
degerinde ve %38.26 biyoetanol igerigiyle 5. giinde elde edildigini ve en yiiksek
biyoetanol veriminin %8.78 oldugunu gdstermistir.

Saini ve digerleri (2022) tarafindan, ananas yapraklarmin kademeli
sakkarifikasyon ve fermantasyon yoluyla siirdiiriilebilir biyoetanol {iretimindeki
potansiyeli arastirilmistir. Bu amacla, ananas yapragi atigi herhangi bir katalizor
olmadan 150 °C’de 20 dakika boyunca yiiksek basingli bir reaktérde hidrotermal 6n
isleme tabi tutulmus ve On islem goérmiis hidrolizatin kati-sivi ayrimindan sonra sivi
fraksiyonda maksimum 38.1 g/L indirgeyici seker verimiyle sonuglandigi goriilmistiir.
Hem 0On islem gdérmiis biyokiitle bulamacinin hem de seliilloz agisindan zengin kati
fraksiyonun enzimatik hidrolizi (EH), %5 agirlikta kati yiiklemede (kuru bazda)
tutulmustur. 10 FPU/gds enzim dozunda ticari seliillaz kullanilarak, 50 °C ve 150
rpm’de gergeklestirilmistir. Enzimatik hidroliz, 6n islem gormiis bulamag¢ ve kati
fraksiyonlar sirastyla 13.7 ve 18.4 g/L’lik bir glikoz verimiyle sonuglanmistir. On islem

gérmiis bulamag ve kat1 fraksiyonun enzimatik hidroliziyle elde edilen seker surubunun



28

fermantasyonu, Saccharomyces cerevisiae WLP300 kullanilarak, 30 °C’de 72 saat
boyunca gerceklestirilmistir. %91’den fazla fermantasyon verimliligiyle 6nemli oranda

etanol iiretimiyle sonuglanmistir.
2.2. KARISIK BAKTERILER KULLANILARAK BiYOETANOL URETIiMIi

Biyoetanol iiretimi igin karigik bakteriler kullanilan ¢alismalar atiksular ve atiklar

seklinde asagida sunulmustur.
2.2.1. Atiksular Kullamlarak Biyoetanol Uretimi

Lay ve digerleri (2012) tarafindan, ¢alisma hacmi 60 mL olan 125 mL toplam
hacme sahip kesikli anaerobik biyoreaktorlerde, 37 + 1 °C’de hidrojen ve etanol {iretimi
arastirilmistir. Bakteri kiiltlirleri olarak kanalizasyon ¢amuru ve inek giibresi temin
edilerek, metanojenik aktiviteyi engellemek igin 100 °C’de 45 dakika boyunca, giibre ve
camur, 1s1l 6n isleme tabi tutulmustur. Biyoreaktdrlerin ¢alisma hacmi iceriginin; bakteri
kiiltiirleri olarak kanalizasyon ¢camuru veya inek giibresi, tatli patates substrat ¢ozeltisi
ve besin ¢ozeltisinden olustugu rapor edilmistir. Reaktor igeriginin pH degeri, NaOH
veya HCI kullanilarak ayarlanmistir. Anaerobik ortami olusturmak i¢in biyoreaktor
icerikleri, 5 dakika boyunca argon gazi kullanilarak, oksijen uzaklastirilmigtir. Cesitli
deneysel kosullarda enerji liretimi incelenmistir. Buna gore; hidrojen iiretimi igin
optimum kosullarin tath patates 50 g KOI/L, kanalizasyon ¢amuru, sicaklik 37 °C ve pH
7.0 ve etanol iiretimi i¢in optimum kosullarin tatli patates 50 g KOI/L, kanalizasyon
camuru, sicaklik 37 °C ve pH 8.5 olarak rapor edilmistir. Ayrica, tatli patates
konsantrasyonu ve pargacik boyutunun hidrojen ve etanol iiretimini énemli Olgiide
etkiledigi bildirilmistir. Bakteri toplulugu analizleri; Klebsiella oxytoca, Clostridium
fimetarium, Grimontella senegalensis ve Enterobacter asburiae (veya Escherichia coli)
bakteri tiirlerinin ¢aligmadaki en yiiksek etanol iiretiminde mevcut oldugunu ve iki tiiriin
de (Ruminococcus schinkii ve Lactovum miscens) calismadaki en yiiksek hidrojen
iiretiminde mevcut oldugunu gostermistir.

Tsolcha ve digerleri (2021) kimyasal bir ortamda ve tarimsal-endiistriyel atik
sularda (yani siit triinleri atik suyu, sarap imalathanesi atik suyu ve karisik sarap
imalathanesi-kuru {iziim atig1) siyanobakteri bazli bir mikrobiyal konsorsiyumun

biiyiimesinden elde edilen farkli biyokiitleler kullanilarak, biyoetanol formunda enerji
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tiretim potansiyelini incelemis ve kuru tiziim kalintist oziiti ile desteklemistir.
Filamentli siyanobakteri Leptolynbgya sp. tarafindan domine edilen bir mikrobiyal
biyokiitleden fermente edilebilir sekerlerin geri kazanilma olasilig1 gosterilmistir. Test
edilen farkli asit hidroliz kosullarindan en iyi sonuclar, siit tirlinleri atik suyundan ve
karigik sarap imalathanesi-kuru iiziim atik sularindan elde edilen kurutulmus biyokiitle
kullanilarak 120 dakika boyunca 2.5 N siilfiirik asit ile elde edilmistir. Mikrobiyal
biyokiitleden asit hidrolizi uygulanarak seker salimimi optimize edildikten sonra,
Saccharomyces cerevisiae mayasi kullanilarak fermantasyon gerceklestirilmistir. Tim
deneylerde, etanol iiretimini artirmak i¢in islenmis biyokiitle suyuna kuru iiziim kalintisi
Oziitii eklenmistir. Sonuclar, biyoetanol iiretimi i¢cin ham madde olarak kuru {iziim
kalintis1 oziitiiyle birlikte siyanobakteri bazli biyokiitlenin potansiyel kullaniminin

uygun oldugunu gostermistir.
2.2.2. Atiklar Kullanilarak Biyoetanol Uretimi
2.2.2.1. Tek On Islem Uygulanmis Atiklar Kullanilarak Biyoetanol Uretimi

Du ve digerleri (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, Cin’deki farkli habitatlardan
16 dogal bakteriyel konsorsiyum kullanilmis ve lignoseliilozik biyokiitleden biyoetanol
iiretimi incelenmistir. Ozellikle, HP isimli konsorsiyumun, 55 °C’de 6 giin boyunca 7
g/l a-selillozdan 2.06 g/l nispeten yiiksek etanol iiretim performansi gosterdigi
saptanmistir. Daha detayli arastirmalar, Pseudoxanthomonas taiwanensis susunun, HP
konsorsiyumunun yiiksek etanol verimliliginde kritik bir rol oynadigin1 géstermistir. Bu
susun, diger dogal bakteri konsorsiyumlarinin etanol iretimini énemli 6l¢lide artirma
yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir. Calismanin bir diger 6nemli bulgusu da HP
konsorsiyumundaki P. taiwanensis oraninin optimize edilerek yeni bir konsorsiyum
olan HPP adinin verildigi bir konsorsiyum gelistirilmesidir. Etanol’iin doniisiim orani
%78 e ulasmistir. Bu sonuglar, dogal bakteri konsorsiyumlarinin biyoyakit tiretimindeki
potansiyelini ve optimizasyon stratejilerinin 6nemini ortaya koymaktadir.

Gil ve Maupoey (2018) tarafindan, tarimsal-endiistriyel kalinti ananas atig1
kullanilarak, biyoetanol ve proteini parcalayan proteolitik enzim eldesi potansiyeli
arastirilmistir. Ayrica, gida ve ilag endiistrileri, kozmetik, tekstil, deri ve deterjan
endiistrilerinde kullanimi olan bromelain (ananasdan elde edilen) potansiyeli

incelenmigtir. Es zamanli sakkarifikasyon ve fermantasyon, dogrudan fermantasyon
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(%4.7) ve kat1 atik sakkarifikasyonu ve fermantasyonu (%4.9 v/v) islemlerine kiyasla
etanol iiretimini (%5.4 v/v) artirmigtir. Calismada, bromelain ayrimiin mikrofiltrasyon
ve ultrafiltrasyon membran ayirma teknikleriyle yapilmistir. Fermantasyon deneyleri
(DF ve SSF), 72 saat boyunca, 100 mL’lik siselerde, 28 °C’de pH 4, 5 ve 6°da
gerceklestirilmistir. Ug farkli proseste etanol’iin: Saccharomyces bayanus 1926
kullannminda dogrudan fermantasyonda (DF), 0.36  Qethanol/Qglucose,  ardisik
sakkarifikasyon ve fermantasyonda (CSF) 0.35  Qethanol/Qglucose, — e€Szamanli
sakkarifikasyon ve fermantasyonda (SSF) 0.418 Qethanol/Qglucose; Saccharomyces
cerevisiae 11020 kullaniminda dogrudan fermantasyonda (DF), 0.38 gethanol/Qglucose,
ardisik sakkarifikasyon ve fermantasyonda (CSF) 0.370 gethanol/Qglucose, €$zamanli
sakkarifikasyon ve fermantasyonda (SSF) 0.430 Qethanol/Qglucose; Saccharomyces
cerevisiae 1319 kullaniminda dogrudan fermantasyonda (DF), 0.384 gethanol/Qglucose,
ardisik sakkarifikasyon ve fermantasyonda (CSF) 0.39 gethanol/Qglucose, e€szamanli
sakkarifikasyon ve fermantasyonda (SSF) 0.428 Qethanol/Qglucose olarak sonuglandigi
belirlenmistir. Biyoetanol ve proteolitik enzimler, endiistriyel ananas atiklarindan

basariyla elde edilmistir.
2.2.2.2. Iki ve Uzeri On islem Uygulanmis Atiklar Kullanilarak Biyoetanol Uretimi

Chenxi ve digerleri (2013) asir1 termofiller tarafindan, glikoz ve ksilozu
kullanarak es zamanli hidrojen ve etanol {iretimini, yukari akisl anaerobik reaktor
kullanarak aragtirmistir. Ham madde konsantrasyonu 1 g/L’den 7 g/L’ye ¢ikarildiginda,
glikoz ve ksiloz i¢in hidrojenin 0.74 mol/mol’den 0.15 mol/mol’e ve 0.67 mol/mol’den
0.07 mol/mol’e diistiigli tespit edilmistir. 5 g/L glikoz ve 6 g/ ksiloz
konsantrasyonlarinda etanoliin en yiiksek 1.19 mol/(mol glikoz) oldugu saptanmistir.
Glikoz ve ksilozun es zamanli fermantasyonu i¢in 2.5 g/L glikoz ile 2.5 g/L ksiloz (1:1)
oraninda, en yiiksek etanol 1.54 mol/(mol heksoz) olarak elde edilmistir. Ancak,
glikoz/ksiloz oranindan hidrojenin 6nemli 6l¢lide etkilenmedigi belirtilmistir. Caligmada
hidrojen gaz liretimi, etanol konsantrasyonu ve ham madde bozunma verimliliginin pH
ile birlikte arttig1 ve optimum pH’nin 5.8 — 6.6 araliginda oldugu sonucuna varilmistir.

Byadgi ve Kalburgi (2016) kentsel kati1 atiklardaki gazete yiikiinii azaltmak
amaciyla atik gazeteden biyoetanol iiretim potansiyeli arastirmistir. On islem, hidroliz

ve fermantasyon biyoetanol iiretiminde yer alan adimlardir. Ham madde igin 6n islem
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optimizasyonu, %0 ila %6 arasinda degisen farkli seyreltik siilflirik asit
kombinasyonlar1 ve 121 °C ve 15 Ib basingta 30, 45 ve 60 dakikalik 1sitma siireleri
kullanilarak yapilmistir. Fermantasyon, 36 °C’de gerceklestirilmistir. On islem icin
optimize edilmis kosulun 121 °C ve 45 dakikada %1.5 H2SO4 konsantrasyonu oldugu
bulunmustur. Seliillozun sekere doniistiiriilmesine yardimeir olan ve dinitrosalisilik asit
kullanilarak analiz edilen Cytophaga huchnosonni bakterisi hidroliz islemi igin
kullamlmustir. Indirgeyici sekerler, Saccharomyces Cerevisae mayas1 kullanilarak
biyoetanol iiretmek i¢in fermente edilmistir. Saf kiiltiir Cytophaga huchnosonni, Pune
sehrinde Ulusal Endiistriyel Mikroorganizmalar Koleksiyonu’ndan temin edilmis ve
izole edilmis organizma, Bagalkot (Hindistan) da Biyoteknoloji Bdliimii’'nden
alinmistir. Saf kiiltiir ve izole edilmis tiir kiyaslanmus, saf kiiltiirden daha yiiksek etanol
saptanmistir. Etanol’iin Cytophaga huchnosonni bakterisi kullanilan ¢alismada,
veriminin %6.91 oldugu saptanmistir. Buna goére, Cytophaga huchnosonni bakterisinin
etanol Uiretimi i¢cin 6nemli oldugu belirlenmistir.

Dutta ve digerleri (2024) tarafindan, inek gilibresi-¢cim kompostundan
zenginlestirme teknigi kullanilarak, on iki termofilik etanolojenik bakteri izole edilmis
ve en yliksek biyoetanolil iireten izolat CSD6 incelenmistir. Calismada CSD6; etanol,
laktik asit ve asetik asit {ireten hem pentoz hem de heksoz sekerlerini kullanarak baglica
¢oziinlir triinler olarak kullanmilmis ve 16S rRNA gen dizilimi yoluyla Geobacillus
stearothermophilus susu olarak tanimlanmigtir. En yiiksek etanol iiretiminin 5 g/L
glikozdan 25.05 mM oldugu, 55 °C’de ve baslangic pH degerinin 7.5’de oldugu
bulunmustur. Izolatin etanol, asetik asit konsantrasyonuna ve baslangi¢ substrat
yluklemesine kars1i ortalama tolerans gosterdigi saptanmistir. Ayrica, CSD6’nin
biyoetanol potansiyeli, otoklavda islenmis karisik c¢icek atigi (FW) kullanilarak
maliyetsiz bir substrat olarak incelenmigtir. CSD6, herhangi bir enzimatik 6n islem
olmaksizin substrat olarak 20 g/L karisik cigcek atigr kullanilarak, %75.47 oraninda
indirgen seker azalmasiyla maksimum 8.9 mM biyoetanol iiretmis ve bu da CSD6’nin
kolayca elde edilebilen substratlardan biyoetanol iiretme yetenegi oldugunu
gostermistir. Bu ¢aligma, lignoseliilozik kaynaklardan biyoetanol iiretiminde termofilik
bakterilerin potansiyelini vurgulamaktadir.

Kesikli biyoreaktorde, isletim kosullarina gore biyoetanol iiretimine yonelik

aragtirmalardan bazilar1 da Tablo 2’de 6zetlenmistir.
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Tablo 2. Kesikli biyoreaktorde isletim kosullarina gore biyoetanol iiretimine yo6nelik
arastirmalar

Ham madde tipi

ve Kullamla_n On islem Biyoreaktor isletim sartlar: I::tarTOI . Kaynak
mikroorganizma uygulamasi iiretimi
(Asy)
Es zamanli hidrojen ve etanol
iiretimi yapilmistir. Bunun
i¢in reaktorlerde kurulum
Seker sonras1t NaOH ve HCl ile pH
Atik gliserol . 6.5’¢ ayarlanmis, reaktor
fabrikasinin A . .. -
. isletimi 6ncesi reaktor kapagi
: anaerobik -
Anaerobik N . kapatildiktan sonra anaerobik . Reungsang
- bdlmesinden N . . En yiiksek
tortudan izole . kosulu saglamak i¢in 5 dakika . .. . Ve
. anaerobik tortu L o etanol tiretimi . .
edilen stiresince diisiik saflikta (%80) digerleri
almarak 105 .. 120 mmol/L
Enterobacter o . N, gazi reaktorlere (2013)
C’de 60 dakika
aerogenes KKU- .~ uygulanmistir. Calismada,
- on islem
S1 bakterisi uoulamasi maya ekstrakt konsantrasyonu
ve 1.00 gr/L, gliserol
konsantrasyonu 37 gr/L,
baslangic pH degeri 8.14,
sicaklik 37 °C’dir.
48 saatlik
fermantasyon
Ham maddelerin e, e
Misir kogani, atik - AT yiiksek etanol
3 hidrolizi 6 M, 9 . 4
ofis kagidi ve verimleri 20.2,
Mvel3M
Thaumatococcus S 16.8ve 15.9
e H,SO. Ham maddelerin hidrolizati Melekwe
daniellii . g/L olarak
apraklar: konsantrasyonu Saccharomyces cerevisiae 51ras1y1a atik ve
yap nda, 100°C’de  kullanilarak 30 °C’de 72 saat 02 o digerleri
60 dakika boyunca fermente edilmistir. i, (2016)
Saccharomyces bovunca musir kogani
Cerevisiae erceklestirilmi ve
mayasi ﬁr gexies } Thaumatococc
' us daniellii
yapraklarindan
elde edilmistir.
Hurma meyvesi
atiklar1 30 °C’de 72 saat, 4.3-4.7 pH
Boulal ve
) kosullarlndg g:’al1sllm1§t1r. %33 oranda digerleri
Saccharomyces Ayrica, 78 °C’de damitma
o . . (2016)
Cerevisiae islemi yapilmustir.
mayasi
Cogongrass Cekigle On islem sonrast,
(Imperata pargalanan ¢ayir  sakkarifikasyon ve
cylindrical) gayir  otu, 85°C’de 90  fermantasyon yapilmustir. 5
otu dakika, %2 g/L maya biyokiitlesi, 32 Maksimum Goshadrou
(w/v) sodyum °C’de, 30 saat, 120 rpm %76 etanol (2019)
Saccharomyces hidroksit calkalayic1 inkiibator
cerevisiae (PTCC  ¢ozeltisi ile 6n kosullarinda
5052) mayast islem gerceklestirilmigtir.
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Tablo 2. Kesikli biyoreaktorde isletim kosullarina gdre biyoetanol iiretimine yonelik
aragtirmalar (Devam)

Ham madde tipi

ve_ Kullamlap On islem Biyoreaktor isletim sartlar: I::tan.OI. Kaynak
mikroorganizma uygulamasi iiretimi
(Asr)
Maksimum
biyoetanol
konsantrasyon
Ananas atiklar1 unun bir
kombinasyond
Toprak ve ticari a (topraktan
satilan palmiye Atiklar, 5 giin elde edilen A.
sarabindan izole 60 °C’de sicak o niger + S.

o Calismada pH degeri 4.1°den - Efunwoye
edllmls. . hava firininda 3.3’ diismiistir. Ast, 30 cerevisiae) ve
Aspergillus niger  kurutulmustur. o> . - %11.3 (vIv) ve I |
mantart Evtipi blender G, ¢ 7 gin boyunca inkibe 50 Oluwole,
Saccha;omyces ile gl mistin kombinasyond (2019)
cerevisiae mayas1  ogitiilmiistiir. a (kat1 atik
ham madde depolama
lizerinde sahasindan
kiiltiirlenmis as1 elde edilen A.

niger + S.
cerevisiae)
%7.0 (VIv)
Bezelye kabugu
bulamaci,
kabuklarin
(kabuk-su oran1
1:1) bir
karigtiricida o
oiitiilmesiyle Ast konsantrasyonq (%3-7),
h§z1rlanm1 m fermantasyon siiresi (24-71
Bezelye kabugu UL saat) ve pH (4.4, 4.8 ve 5.2)
sulu dziiti Ogiitme sonras, kosullarinda ¢alisilmigtir
IS g Btk bocmol o5 S Saone e
Saccharomyces sstttlmis berrak as1 konsantrasyonunda; 0/31/_ 65 (2%19)
Cerevisiae bir siis $ansi on baslangi¢c pH degeri 5.2 olan o
mayasi (as1) elde e drilerelz ortamda 71 saatlik
121 °C’de 20 fermantasyon siiresinde
dakika sterilize meydana gelmistir.
edilmistir.
Maya, 28 +
2°C’de 24 saat
inkiibe
edilmistir.
Endiistriyel
Euchema Sy

: Alg hidrolizati, 0.5 g S. : .

rsrﬂlr(]fcf:lm AtiE1 Makroalg Cerevisiae ile 30 °C’de, 24 \1/23 %g verim éelfonsm

gang atigina HySO4 saat, pH 1.0-4.5 araligina veri:nlilikle dizerleri
Saccharomvees asidi on islemi ayarlanarak fermantasyon bivoetanol (2%19)
Cerevisiae Y yapimistir. Y

mayasi
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Tablo 2. Kesikli biyoreaktorde isletim kosullarina gdre biyoetanol iiretimine yonelik
arastirmalar (Devam)

Ham madde tipi

\r/nei Il<<r l(l)lc:?mla.n On islem Biyoreaktor isletim sartlar: I::tan.OI. Kaynak
ganizma uygulamasi iiretimi
(Asr)
Organik mutfak
atiklari (sebze Atiga dograma,
kabuklari, meyve  toz haline
posast ve getirme ve o
kabuklari, atik karigtirma 30, C. de 48 saat, 6.0 pH
. degerinde, 150 rpm c¢alkalayici Kashyap
gida malzemesi uygulanmustir. A, 42 gms/L 2022
ibi) Maya ekstrakt1 1nkgbator kosullarinda ( )
9 30 °C’de 48 sa;t optimum sonuca ulagilmistir.
Saccharomyces inkiibe
Cerevisiae edilmistir.
mayast
Patates kabugu
atiklar1 ve zarar
gbrmiis patates NaOH ve HCl ile pH
) | o ayarlanmistir. Patates
Uziim S3iitme islemi Maya (Saccharomyces kabugu
orneklerinin NaCl Pitates ksabu“lll cerevisiae) kiiltiirii igin 30 atiklar1 5.89 Ahmed ve
tuzlu su -~ Za%ar °C’de, pH 6’da 84 saat griL (%105) o
cozeltisinde Srmiis patates inkiibasyon yapilmistir. ve zarar (2%23)
yikanmast §t1klar1$n2 HCl Fermantasyon, 30 °C’de 5 glin  goérmiis
siirecinde izole (%0.5) 6n islemi boyunca, 150 rpm calkalayict  patates 7.22
edilen 4 3 inkiibator kosullarinda gr/L (%5.90)
Saccharomyces gerceklestirilmisgtir.
Cerevisiae
mayast
Atik kagit 48 .
. E. coli kullanilarak 120 saat,
Atik kagit i*éa,tdgoy“”ca 60 369C, 5.0 pH ve 36 saat, 36
Saccharomyces kurutulmustur °C, 5.0 pH’da; S. centriease Awol ve
Cerevisiae Atik kagida ’ kullanilarak, 47 °C’de 36 saat, %80.9 oranda  Abate
mayas1 ve E.coli H>SO;4 asit 6n P H 6.5'de ot(?.klavda fermente (2024)
bakterisi (as1) islemi edilerek en yiiksek sonuca

uygulanmigtir.

ulasilmgtir.
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3. BOLUM

MATERYAL ve YONTEM

Bu béliimde, atik ¢orek otu kullanilarak, farkli isletim kosullarinda biyoetanol
iiretimi i¢in deneysel calismalarda kullanilan malzemeler ve yontemler hakkinda bilgi

verilmistir.
3.1. MATERYAL

Calismada kullanilan ¢orek otu atig1, as1 (inokiiliim), iz elementler, musluk suyu

ve biyoreaktdrlere iliskin detayl bilgi asagida sunulmustur.
3.1.1. Cérek Otu Atig1, As1 ve iz Elementler

Corek otu atig1, Sanlurfa ilinde faaliyet gosteren, soguk sikim ¢orek otu yagi

tireticisinden Sekil 2’de verildigi sekilde temin edilmistir.

Sekil 2. Soguk pres ¢orek otu yag: iiretimi sonrasi atik olarak olusan ¢orek otu posast

Karigik bakteri, Malatya ilinde seker iiretim faaliyeti gdsteren bir fabrikanin
biyolojik atik su aritma tesisi anaerobik reaktoriinden temin edilerek kullanilmistir.
Fang ve digerleri (2006) ve Dursun (2024b) tarafindan yapilmis ¢alismada kullanilan
miktarlar temel alinarak, NH4Cl 2500 mg/L, CaCl2.2H20 500 mg/L, MgSQO4.7H20 320
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mg/L, MnCl2.4H20 30 mg/L, ZnSO4.7H20 23 mg/L, CoCl..6H.0 21 mg/L,
FeSO4.7H20 20 mg/L ve CuCl2.2H20 10 mg/L iz elementleri, besleme ¢ozeltisi olarak

hazirlanmustir.
3.1.2. Su

Musluk suyunun kullanildig: ¢aligmalar (Ng ve digerleri, 2021; Dursun ve Giilsen,
2024) ve karigik bakterilerin atiksu aritma tesisleri biinyesinde biyoyakit liretiminde
kullanimlar1 temel alinarak, c¢alismada musluk suyu kullanilmistir. Musluk suyu,
Ardahan Universitesi Yenisey Kampiisii musluk suyu olup, su analizine iligkin sonuglar

Tablo 3’de sunulmustur.

Tablo 3. Kampiis musluk suyu analiz sonuglari

pH Sicaklik (°C) Cl (mg/L) SO42 (mg/L)
7.33 16.9 2.62 1.39

3.1.3. Biyoreaktorler

Atik ¢orek otundan biyoetanol iiretimi amaciyla, toplam hacmi 500 mL ve bos
yatak hacmi 100 mL olan laboratuvar 6l¢ekli, cam anaerobik kesikli biyoreaktorler
kullanilmigtir. Anaerobik kesikli reaktorlerin g¢evresi, fototrofik mikroorganizmalarin

gelisimini 6nlemek igin aliiminyum folyo bant ile kapatilmistir (Sekil 3).

Sekil 3. Ayn1 kosullarda isletilen biyoreaktorler
3.2. YONTEM
3.2.1. Ham maddenin Ogiitiilmesi ve Karakterizasyonu

Biyokiitlenin etkin hidrolizi ve erisilebilirligi icin 3 mm’den kiigiik partikiil

boyutuna sahip olmasi tavsiye edilmistir (Barakat ve digerleri, 2014). Bu boyut
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Onerisine gore, homojen hale getirmek i¢in ¢orek otu atiklar1 Sekil 4°de verildigi {izere,
mekanik ogiitiicii araciligiyla “< 1 mm” boyutu haline getirilerek ve elekten boyutu

kontrol edilerek galisma i¢in hazir hale getirilmistir.

Sekil 4. Mekanik 6giitiicti
Calismada kullanilan atik ¢orek otunun karakterizasyonu Tablo 4’de sunulmustur.

Tablo 4. Corek otu atig1 karakterizasyonu

Bilesim (%)
Karbonhidrat 44.3
Protein 35.1
Yag 14.6
Kiil 6

3.2.2. On islem Uygulamalan
3.2.2.1. Corek Otu Atigina Uygulanan On islem

Corek otu atig1 ekstrakt sivinin kullanildigi biyoreaktorler i¢in atiga dekoksiyon
(kaynatma) 6n islemi uygulanmistir. Bu iglem, kii¢lik boyutlarda kati malzeme {izerine
soguk su takviyesi ile 30 dakika 100 °C’de 1s1l islem yapilan ekstraksiyon
uygulamasidir. Islem yapilirken kati maddenin su iginde homojen dagilmasi
gerekmektedir. Bu uygulamay1 takiben, kati sivi karigimimin 40 °C’ye diistiiglinde
sogutularak siizme isleminin yapilmasi tavsiye edilmistir (Ozden ve digerleri, 2004). Bu
calismada, kati+sivi karistminin sogutma isleminde kiigiik modifikasyon yapilarak,
karisim oda sicakligina ulagtigi zaman filtre kagidi ile siizme islemi yapilmis ve elde

edilen ekstrakt sivisi kullanilmisgtir.
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3.2.2.2. Astya Uygulanan On Islem

Spesifik bakterilerin, etanol ve hidrojen iiretimini es zamanli olarak
gerceklestirdigi bildirilmistir (Lopez-Hidalgo ve digerleri, 2017). Karisik bakterilerin
etanol ve hidrojen iiretimini es zamanli olarak gergeklestirdigi arastirmalarda ise, karisik
bakterilere 1s1l 6n islem uygulanarak etanol ve hidrojen liretimi gergeklestirilmistir
(Chuang ve digerleri, 2012). Bu kapsamdaki arastirmalarda, genel olarak karisik
bakterilerin, biyoreaktore eklenmeden Once, karisik mikroorganizma igerigindeki
hidrojen iiretimini gerceklestiren mikroorganizma aktivitesini arttirabilmek, metanojen
mikroorganizmalarin aktivitesini inhibe edebilmek veya tamamen yok edebilmek icin
astya 1sil On islem uygulanmaktadir. Bu uygulamalar temel alinarak, bu tez
calismasinda, farkl isletim kosullarinda ¢orek otu atig1 veya ¢orek otu atigi ekstrakt
stvist kullanilarak, karisik bakteriler aracilifiyla biyoetanol liretimi amaglanmistir. Bu
nedenle, asiya 50 dakika 97 = 1 °C’de 1s1l 6n islem uygulanmistir. Bu islem sonrasi asi,

reaktdr icerisine ilave edilmeye hazir hale getirilmistir.
3.2.3. Biyoreaktorlerin Kurulumu

Arastirmada, ham maddeye 6n islem uygulanmis veya uygulanmamis olmasina
gore farkli organik yiikleme oranlari, pH (5.0) ve sicaklik (50+1 °C) isletim kosullarinin
biyoetanol iiretimine etkisini incelemek {izere, biyoreaktorlerin beste dordil
doldurularak, tekrarli olacak sekilde kurulum planlanmistir. Anaerobik kesikli
reaktorlerin ¢evresi, fototrofik mikroorganizmalarin gelisimini 6nlemek i¢in aliminyum
folyo bant ile kapatilmistir. Biyoreaktorlerin igerigi; ¢orek otu posasi (dogrudan atik
veya ekstrakt sivist), 1s1l On islem uygulanmis anaerobik karigik mikroorganizma ve
mikrobiyolojik biiyiime i¢in gerekli iz elementlerden (NH4Cl, CaCl2.2H:0,
MgS0a4.7H20, MnCl2.4H20, ZnS04.7H20, CoCl2.6H20, FeSO4.7H20 ve CuCl2.2H20)
olusmaktadir. Corek otu atigmin dogrudan kullanilacagi, biyoetanol {iretim
performansinin arastirildigi anaerobik kesikli biyoreaktorlerin igerigi, belirlenmis olan
organik yiikleme orani, 1s1l 6n islem uygulanmis anaerobik karisik mikroorganizma ve
musluk suyuna takviye edilmis iz elementlerden olusmaktadir. Corek otu atigina
dekoksiyon on iglemi uygulanarak, ekstrakt sivisinin kullanildigi, biyoetanol iiretim
performansinin arastirildigir anaerobik kesikli biyoreaktorlerin igerigi, 1sil 6n islem

uygulanmis anaerobik karisik mikroorganizma, musluk suyuna belirlenmis miktarda



39

organik atik eklenerek dekoksiyon on islemi uygulamasindan elde edilmis ekstrakt sivisi
ve bu siviya takviye edilmis iz elementlerden olusmaktadir. Biyoreaktorlerin isletimi
siirecinde, gaz iiretimi olacag1 Ongoriildiigiinden, biyoreaktor kurulumlar1 yapilirken,
biyoreaktdrde gaz toplama bolgesi olacak sekilde planlama yapilmistir. Bu kapsamda,
calismada 100 mL gaz toplama bdlgesi, 400 mL ¢alisma (dogrudan atik kullanimi veya
dekoksiyon ekstraksiyon oOn islemi uygulamasimi takiben elde edilecek ekstrakt
sivisi+0n islem uygulanmis karisik bakteri+iz elementler) hacmi olacak sekilde
planlama yapilmistir. Anaerobik kesikli biyoreaktorlerin igerigi tamamlandiktan sonra
kapaklar1 kapatilarak, biyoreaktér kurulumlari tamamlanmistir. Bu biyoreaktorlerin
iceriginde, oksijeni uzaklastirmak icin 4-5 dakika siiresince biyoreaktor icerisine azot
gaz1 verilmistir. Bu islem sonrasi biyoreaktorler, ilgili ¢alisma sicakliklarinda etiivde
karanlik kosullarda isletilmistir. Biyoetanol 6rneklemesi enjektorle yapilarak, numune

kaplaria numune siringa filtreden gecirilerek eklenmistir.
3.2.4. Analitik Yontemler

Numunelerde biyoetanol miktari, hizmet alimi ile belirlenmistir. Etanol analizi
yiiksek performansli sivi kromatografisi Shimadzu marka LC20AD model (HPLC),
kolon firin1 CTO-10AS ve refraktif indeks dedektorii RID 10A model (RID) cihazda
yapilmistir. Kullanilan kolon intersustain NH2 250 x 4.6 mm’dir. Tasiyici faz olarak
0.45 um partikiil ¢capinda filtreden siiziilmiis ultra saf su ve merck marka asetonitril
(40:60 H20:ACN) kullanilmistir. Etanol kalibrasyonu i¢in Sigma-Aldrich absolute

kullanilmis olup, etanol kalibrasyon egrisi Ek 1°de sunulmustur.
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4. BOLUM

ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. HAM COREK OTU ATIGI KULLANILARAK BIYOETANOL URETIiMi

Karanlik fermantasyonda etanol, asetat ve biitirat gibi baslica sivi metabolitlerin
hidrojen iiretimine eslik ettifi rapor edilmistir. Ham madde tipine ve On islem
yontemine gore olusan bu metabolitlere, biitanol ve laktat gibi diger metabolitler de
eslik edebilir (Lin ve Hung, 2008). Is1l 6n isleme tabi tutulan karisik bakteri kullanilmig
calismalarin, yiiksek hidrojen tiretim performansiyla sonuglandig bildirilmistir (Kumari
ve Das, 2017). Karigik bakteriler ve atiklar kullanilarak, pH ve besin maddelerinin
termofilik biyoetanol iiretimi iizerindeki etkisine iligkin literatiir aragtirmalarina gore
calismaya rastlanmamistir. Ayrica, bu kapsamda literatiir arastirmalar1 incelendiginde,
spesifik bakterilerle ilgili sinirli sayida calisma oldugu, karisik kiiltiir fermantasyonu
mikrobiyal topluluk yapisi bilgisinin etanol iiretimini gelistirme de Onemli olmasina
ragmen arastirma boslugu oldugu goriilmektedir. Hidrojen ve etanoliin es zamanli elde
edilmesi temel alinarak, calismada kullanilan anaerobik ¢amur, 1s1l 6n isleme tabi
tutulmustur. Ham ¢orek otu biyokiitlesi, 1s1l isleme tabi tutulmus anaerobik ¢camur ve iz
element soliisyonu biyoreaktorlere eklenerek, biyoreaktorlerin kurulumu yapilmistir. Bu
amagla, kurulumu yapilmis olan biyoreaktorler, etiivde ve 50 = 1 °C sicaklik
kosullarinda isletilmistir. On isleme tabi tutulmamis ¢orek otu atig1 biyokiitlesinin 5 ve
10 gr c¢orekotu/L organik yiikleme oranlarinda kullanimi ile, 5.0 baslangic pH
degerinde, biyoetanol iiretim potansiyeli aragtirtlmistir (Sekil 5 ve Sekil 6).

On isleme tabi tutulmayan ham biyokiitlenin dogrudan kullanildig
biyoreaktorlerde, pH 5.0°de, isletimin ilk bes saatine kadar etanol {iretimi
gerceklesmemistir (Sekil 5). 5 gr ¢orekotu/L biyoreaktoriinde, etanol iiretiminin bes
saatte 3.71 mL oldugu saptanmistir. Biyoetanol {iretimi, yakin zamanda agilanmig
kiiltiriin bir 6zelligi olan bakterilerin lag fazi nedeniyle, fermantasyonun ilk saatlerinde
daha yavas olup, bu ¢alismada da bu faz siire olarak 5 saate kadar siirmiistiir. Lag faz ve
hemen sonrasinda bunun kisa siirede (< 5 saat) gerceklestigini gozlemlemek onemlidir.

Hizli1 adaptasyon ve iiriin olusumunun baslangici egilimi vardir. Bakteriler temel
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almarak bu durum, Shuler ve Kargi (2002) tarafindan yapilmis g¢alismadaki gibi,
mayaya kolayca asimile olan, seker konsantrasyonlari1 ve diisiik inhibitor
konsantrasyonlar1 olan bir fermantasyon ortamindan kaynaklanmaktadir. Bu da
hiicrelerin gelisimi i¢in uygundur. Sekil 5’de verildigi iizere, maksimum etanol
tretimine 5.53 mL olarak on dort saatte ulasilmis ve bu saat sonrasinda etanol
tiretiminin azaldig1 belirlenmistir. Bunu takiben, etanol iiretiminin yirmi ikinci saatte
2.07 mL olarak azalmis oldugu goriilmiistiir. Bu saat sonrasi 6rneklemede, yirmi dokuz
saatte 2.11 mL, otuz alt1 saatte 2.15 mL ve kirk sekiz saatte 2.32 mL etanol tespit
edilmistir. Kirk sekiz saat drneklemesi sonrasi, bu stabil egilimin degiserek altmis saat
orneklemesinde 2.95 mL olarak arttig1 saptanmistir. Bu 6rnekleme saati sonrasi, yetmis

iki saatte yapilan 6rneklemede ise, etanoliin 1.39 mL oldugu belirlenmistir.
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Sekil 5. Corek otu atig1 biyokiitlesinin 5 gr ¢orek otu/L olarak dogrudan kullanildigi
biyoreaktorlerde pH 5.0 ¢alisma kosullarinda etanol tiretimi

On isleme tabi tutulmayan ham biyokiitlenin dogrudan kullanildigi, 10 gr
corekotu/L organik yiiklemede igletilen biyoreaktorde, ayni baslangi¢ pH degerinde,
isletimin ilk bes saatine kadar, etanol iiretiminin olmadigi saptanmistir (Sekil 6).
Biyoetanol iiretimi, yakin zamanda asilanmig kiiltiiriin bir 6zelligi olan bakterilerin lag

faz1 nedeniyle, diger biyoreaktorlerde oldugu gibi bu biyoreaktérde de fermantasyonun
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ilk saatlerinde daha yavas olup, bu faz siire olarak 5 saate kadar stirmiistiir. Dolayisiyla,
biyoreaktor ortamina hizli adaptasyon ve iiriin olusumunun baslangici egilimi vardir.
Etanol tretimi, Sekil 6’da verildigi lizere, bes saatte 2.68 mL olarak tespit edilmistir.
Maksimum etanol iiretimine 8.07 mL olarak on dort saatte ulasilmistir. Bu saat sonrasi,
etanol iretiminde azalma oldugu goriilmistiir. Bunu takiben, yirmi ikinci saatte 2.24
mL olarak etanol iiretiminin azaldig1 belirlenmistir. Bu saat sonrasi 6rneklemede, yirmi
dokuz saatte 1.90 mL, otuz alti saatte 1.91 mL ve kirk sekiz saatte 2.41 mL etanol
belirlenmistir. Kirk sekiz saat 6rneklemesini takiben stabil egilimin degiserek altmis
saat orneklemesinde 3.17 mL olarak arttig1 tespit edilmistir. Bu 6rnekleme saati sonrasi,

yetmis iki saatte yapilan 6rneklemede ise, etanol 1.25 mL olarak saptanmistir.
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Sekil 6. Corek otu atig1 biyokiitlesinin 10 gr ¢orek otu/L olarak dogrudan kullanildig:
biyoreaktorlerde pH 5.0 ¢alisma kosullarinda etanol tiretimi

Atiklar temel alinarak, biyoetanol iiretimine iliskin yapilmis ¢alismalar sinirli
olup, bu caligmalarda genel olarak mayalar kullanilmistir. Maya kullanilan ¢aligmalarin
biiyiik ¢ogunlugunda da Saccharomyces cerevisiae mayasi kullanilmistir. Bu kapsamda,
atiklar temel alinarak bakteri ve mantar kullanimina yonelik ¢alismalarda literatiirde
mevcut olup, bu ¢aligmalarin biyoetanol iiretimine yonelik sayis1 sinirhidir. Biyoetanol

tretimi amaciyla, atik ve maya kullanilarak, Salehi ve digerleri (2018) tarafindan
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yapilmis ¢alismada, tarimsal atik iiretiminin fazla oldugu iran’da kavun atiklar
kullanim1 biyoetanol iiretimi i¢in incelenmistir. Caligmada, 15 kg kapasiteye sahip
fermantasyon tankina, kavun sekeri surubu:su, 4:1 oraninda, her bir kilogram substrat
igin 5 g Saccharomyces cervisiae mayasi ve 30 °C’de isletilecek sekilde eklenmistir. 35
saat gerceklestirilen ¢alismada, her bes saatte bir drnekleme yapilmistir. Sonuclar, her
bir kilogram kavundan yaklasik 60.5 g biyoetanol elde edildigini gostermistir. Ayrica,
fermantasyon tankinda karistirict donlis hizinin artirllmasinin iretilen alkol oranini
azaltabilecegi belirtilmistir. Fermantasyon tankindaki farkli karistirict doniis hizlarinda
iretilen alkol oraninda Onemli bir fark gozlemlenmemistir. Bu nedenle, karistirma
yapildiginda, enerji israfin1 6nlemek i¢in fermantasyon tankinda 120 rpm’den daha
yuksek doniis hizlarinin kullanilmamasi 6nerilmistir. Bagka bir arastirmada da Chatanta
ve digerleri (2007) tarafindan, meyvenin (elma) suyu ¢ikarildiktan sonra kalan posa
meyve isleme initesinden elde edilmis ve biyoetanol {iretimi i¢in ham madde olarak
kullanilmistir. Saccharomyces cerevisiae MTCC 173 mayasi, Aspergillus foetidus
MTCC 151 mantar1 ve Fusarium oxysporum MTCC 1755 mantar: gibi farkli mikrobiyal
(S. cerevisae, A. foetidus + F. Oxysporum, S. cerevisae + A. foetidus + F. oxysporum)
suslar, fermantasyon sistemlerinde elma posasindan etanol iiretimi i¢in hem ayri ayri
hem de konsorsiyumlar halinde kullanilmigtir. 30 °C’de 96 saate kadar fermente
edilmistir. S. cerevisiae MTCC 173 (%] as1)’de %8.44 (v/w) ile etanol, 30 °C’de 72
saatlik inkiibasyonun ardindan kazanilmistir; diger yandan, S. cerevisiae MTCC 173, A.
Foetidus MTCC 151, F. oxysporum MTCC 1755 kokiiltiirlerinde etanol %16.09 (v/w)
olarak elde edilmis, 30 °C’de 72 saatlik inkiibasyonun ardindan %0.15’¢ kadar
azalmistir. Zanivan ve digerleri (2022) tarafindan da geleneksel olmayan bir maya olan
Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 kullanilarak, evsel tiikketimden elde edilen meyve
(kavun, ananas, muz, elma ve mango) artiklarini, malzemenin islem 6ncesi hidroliz
komplekslerini gerektirmemesi nedeniyle daha siirdiiriilebilir bir yakit arayisinda
biyoetanol iiretimi amaciyla incelenmistir. Arastirmada, dokuzuncu saatte maksimum
etanol 2.50 £ 0.06 g L™* h™* olarak elde edilmistir. Meyve artiklarinin diisiik maliyetli ve
ulagilabilir olmasi, biyorafineri baglaminda benzersiz olmasi nedeniyle biyoetanol
islemi i¢in bir alternatif oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica, biyoetanol iiretimi

amaciyla ilk defa bu ¢alismada kullanilan geleneksel olmayan Wickerhamomyces sp.
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UFFS-CE-3.1.2 mayanin, gelecek yillardaki arastirmalarda, biyoetanol iiretimi amaciyla
kullanilabilir oldugu saptanmustir.

Bu ¢alismada, hem 5 gr ¢orek otu/L hem de 10 gr ¢6rek otu/L yiikleme oranindaki
biyoreaktorlerde, maksimum etanol iiretim saati sonrasinda, pH degisimine bagli olarak
etanol liretimi azalma egilimi gostermistir. Baslangi¢ 5.0 pH degerinin, ¢alisma sonunda
4.80-4.83 pH degeri araliginda oldugu belirlenmistir. Hidrojen veya etanol iiretiminde
mikroorganizmalarin kosullardaki (pH ve ortam bilesimi) degisiklikten etkilendigi rapor
edilmistir. Bu nedenle, pH ve besin formiilasyonuna bagli olarak es zamanli hidrojen ve
etanol iiretiminin esnek bir yetenek gosterdigi diistiniilmektedir. Bu kapsamda yapilmis
arastirmalarda, calismada kullanilan mikroorganizmalarin, es zamanli hidrojen/etanol
ireticileri olarak kabul edilebilecegi bildirilmistir (Zhao ve digerleri, 2009b). Baslangi¢
pH degerlerinin 5.5 ve 9.0 arasinda degistigi farkli bir aragtirmada; son pH degerleri 4.8
ve 8.9 oldugu durumda, bu pH degerleri yliksek indirgeyici seker konsantrasyonu ile
sonuglanmistir, ancak etanol iiretimi olmadig1 belirtilmistir. Arastirmada, hem diisiik
(4.8 ve 8.9) hem de yiiksek baslangic (5.5 ve 9.0) pH degerlerinde etanol iiretimi
gbzlenmedigi rapor edilmistir (Lin ve Hung, 2008). Lin ve Hung (2008) tarafindan
yapilmig ayni ¢calismada, zenginlestirilmis kiiltlir, 6n islem uygulanmamis ve 1s1l islem
uygulamasina tabi tutulmus mikroorganizmalar, substrat tipine gore etanol iiretim
performanst bakimindan kiyaslanmistir. Buna gore, seliilozun ham madde olarak
kullanildig1 ¢aligmada 1s1l islem gormiis kiiltiir kullaniminin etanol tiretimini arttirdigi
bildirilmistir. Ksilozun ham madde olarak kullanildig1 ¢alismada da zenginlestirilmis
kiltiir kullaniminin 1s1l 6n islem uygulanmis kiiltiir kullanimina goére etanol tiretiminde
daha iyi performans gosterdigi rapor edilmistir. Atiklarin kullanimia iliskin baska bir
calismada da kati formda ham madde, etanol iretimi i¢in kullanildiginda 6n islem
uygulamasina ihtiya¢ olabilecegi rapor edilmistir. Bu 6n islem uygulamasinin gerekli
olup olmadig1 da kati materyale gore farklilik gosterebilir seklinde bildirilmistir (Hahn-
Hagerdal ve digerleri, 2006; Ashour ve digerleri, 2023). Literatiir aragtirmalari,
biyoetanol iiretimi kapsaminda yapilan ¢aligmalarda, mikroorganizma (bakteri, maya,
mantar) tipi, pH, sicaklik ve ham madde (atik, atiksu) tipi gibi parametrelerin biyoetanol
iretimi i¢in 6nemli oldugunu gdstermektedir. Dolayisiyla bu ¢alismada, tim isletim

kosullar1 ayn1 olup, sadece organik yiikleme (5 gr ¢orek otu/L ve 10 gr ¢orek otu/L)
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farklilig1 olan biyoreaktdrlerin isletim sonuglar1 (5.53 mL ve 8.07 mL), organik yiikleme

parametresinin 6nemli bir igletim parametresi oldugunu gostermektedir.

42. COREK OTU ATIGI EKSTRAKT SIVISI KULLANILARAK
BiYOETANOL URETIiMi

Etanol iiretimi amaciyla karisik meyve atiginda bulunan serbest sekerler, mekanik
calkalama ve ekstraksiyon yoluyla elde edilerek kullanilmistir (Bonatto ve digerleri,
2021). Bu ¢alismada da ¢orek otu atigina dekoksiyon 6n islemi uygulanarak, elde edilen
ekstrakt s1vis1 biyoetanol iiretimi icin kullanilmistir. On isleme tabi tutulmus ¢drek otu
atig1 biyokiitlesinden elde edilen ekstrakt sivisi, 1s1l isleme tabi tutulmus anaerobik
camur ve iz element sollisyonu biyoreaktorlere eklenerek, biyoreaktorlerin kurulumu
yapilmistir. Bu amagla, kurulumu yapilmis olan biyoreaktorler, etiivde 50 = 1 °C
sicaklik kosullarinda isletilmistir. On isleme tabi tutulmus ¢érek otu atig1 biyokiitlesinin
5 ve 10 gr ¢orek otu ekstrakti/L organik yiikleme oranlarinda kullanim1 ve 5.0 baslangig
pH degerinde, biyoetanol iiretim potansiyeli arastirilmistir (Sekil 7 ve Sekil 8).

On isleme tabi tutulmus ¢drek otu atif1 biyokiitlesinden elde edilen ekstrakt sivisinin
kullanildig1 biyoreaktorlerde, pH 5.0°de, isletimin ilk bes saatine kadar etanol {iretimi
gerceklesmemistir (Sekil 7). 5 gr ¢orek otu ekstrakti/L biyoreaktoriinde, etanol
iiretiminin bes saatte 2.29 mL oldugu saptanmistir. Biyoetanol tiretimi, yakin zamanda
asilanmis kiiltiirin bir 6zelligi olan bakterilerin lag fazi nedeniyle, fermantasyonun ilk
saatlerinde daha yavas olup, bu ¢alismada da bu faz siiresinin 5 saate kadar bir siirede
oldugu tespit edilmistir. Dolayistyla, hizli adaptasyon ve {irlin olusumunun baglangici
egilimi vardir. Sekil 7°de verildigi tizere, etanol tiretiminin on dort saatte 2.53 mL, yirmi
iki saatte 2.19 mL, yirmi dokuz saatte 2.12 mL ve otuz alt1 saatte 2.24 mL oldugu
saptanmistir. Maksimum etanol iiretimine 2.89 mL olarak kirk sekiz saatte ulagilmistir.
Bunu takiben, altmis saat orneklemesinde 2.86 mL etanol iiretimine ulasilarak, bu
ornekleme saati sonrasi, yetmis iki saatte yapilan 6rneklemede ise, etanoliin 1.66 mL

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 7. Corek otu atig1 ekstrakt sivisinin 5 gr ¢orek otu ekstrakti/L olarak kullanildig:
biyoreaktorlerde pH 5.0 ¢alisma kosullarinda etanol tiretimi

On isleme tabi tutulmus ¢orek otu atig1 biyokiitlesinden elde edilen ekstrakt
stvisinin - kullanildig, 10 gr ¢orek otu ekstrakti/L organik yiliklemede isletilen
biyoreaktdrde, ayni baslangic pH degerinde, isletimin ilk bes saatine kadar, etanol
iiretiminin olmadig1 saptanmistir (Sekil 8). Biyoetanol iiretimi, yakin zamanda asilanmis
kiltliriin bir 6zelligi olan bakterilerin lag faz1 nedeniyle, diger biyoreaktorlerde oldugu
gibi bu biyoreaktdorde de fermantasyonun ilk saatlerinde daha yavas olup, bu faz
stiresinin 5 saate kadar bir slirede oldugu tespit edilmistir Dolayisiyla, biyoreaktor
ortamina hizli adaptasyon ve iiriin olusumunun baslangici egilimi vardir. Etanol iiretimi,
bes saatte 2.60 mL olarak tespit edilmistir (Sekil 8). Sekil 8’de verildigi lizere, etanol
iretimi on dort saatte 2.75 mL olarak saptanmis, bu saat itibariyle azalmaya baslayarak
yirmi iki saatte 2.09 mL, yirmi dokuz saatte 2.03 mL ve otuz alt1 saatte 1.97 mL’ye
kadar azalma egilimi gostermistir. Kirk sekiz saat 6rneklemesinde 2.28 mL olarak elde
edilen etanol, altmis saat 6rneklemesinde maksimum 2.79 mL olarak belirlenmistir. Bu
ornekleme saati sonrasi, yetmis iki saatte yapilan orneklemede ise, etanol 1.44 mL

olarak tespit edilmistir.
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Sekil 8. Corek otu atig1 ekstrakt sivisinin 10 gr ¢orek otu ekstrakti/L olarak kullanildig:
biyoreaktorlerde pH 5.0 ¢alisma kosullarinda etanol tiretimi

Biyoyakit tiretimi kapsaminda, atiklara dekoksiyon On iglemi uygulanarak elde
edilmis ekstrakt sivisinin kullanildig1 biyohidrojen iiretimine yonelik arastirmalar
literatiirde bulunmaktadir (Dursun ve Giilsen, 2024; Dursun, 2024b). Ancak, atiklara
dekoksiyon 6n islemi uygulanarak elde edilmis ekstrakt sivisinin kullanildig1 biyoetanol
tiretimine yonelik arastirmaya literatiirde rastlanmamigtir. Biyoetanol {iretimi amaciyla
karigik  bakterilerin  kullanildigr  smirli  sayida arastirma bulunmaktadir. Bu
aragtirmalardan biri Vikromvarasiri ve digerleri (2014) tarafindan yapilmustir.
Calismada, ham gliserol’den etanole fermentatif doniistimde karisik bir mikrobiyal
konsorsiyumun potansiyel uygulamasi incelenmistir. 30 °C’de ve pH 7’de anaerobik
kosullar altinda 45 g L7Vlik ilk saf gliserol konsantrasyonundan 72 saatlik
fermantasyondan sonra maksimum 11.1 g L? ve en diisik 6.5 g L* etanol
konsantrasyonu elde edilmistir. Saf gliserol’tin optimum fermantasyon kosulunda, 16S
rRNA gen dizilerine dayali mikrobiyal konsorsiyumunun filogenetik analizi,
Gammaproteobacteria’nin konsorsiyumdaki mikrobiyal ¢esitliligin %95’ini temsil

ettigi, geri kalan orani ise Betaproteobacteria’nin olustugu rapor edilmistir.
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Bu ¢alismada, hem 5 gr ¢orek otu ekstrakti/L hem de 10 gr ¢orek otu ekstrakti/L
yiikleme oranindaki biyoreaktdrlerde, maksimum etanol {iretim saati sonrasinda, pH
degisimine bagl olarak etanol tretimi genel olarak azalma egilimi gostermistir.
Biyoreaktor igletim parametrelerinden c¢alisma ortammin pH degeri, bakteriyel
kontaminasyon kontroliindeki 6énemi nedeniyle fermantasyonu énemli 6l¢iide etkileyen
bir faktordiir (Menezes ve digerleri, 2013). Calismada, baslangig 5.0 pH degerinin,
calisma sonunda 4.81-4.85 pH degeri araliginda oldugu saptanmistir. Zheng ve digerleri
(2012), genel olarak tiim substratlar i¢in, 36 saatlik fermantasyondan sonra kalan seker
miktarinin géz ardi edilebilecegini bildirmistir. Dziugan ve digerleri (2013), yogun
meyve suyu siralarindan biyoetanol {iretimini ve bunlarin konsantrasyonlarinin, mineral
takviyesinin tipinin ve maya asisinin dozunun fermantasyon dinamikleri ve etanol
verimi tizerindeki etkilerini arastirmistir. Arastirma sonucunda, yiiksek yogunluklu
meyve suyu siralarimin etkili etanol fermantasyonunu saglamak i¢in yiiksek etanol
toleransina sahip bir maya susu ve c¢ok miktarda as1 kullanilmasi gerektigini
gostermistir.

Literatiir arastirmalari, biyoetanol iiretimi kapsaminda yapilan caligmalarda,
mikroorganizma (bakteri, maya ve mantar) tipi, pH, sicaklik ve ham madde (atik ve
atiksu) tipi gibi parametrelerin biyoetanol {iretimi i¢in 6nemli oldugunu gostermektedir.
Dolayisiyla bu ¢alismada, tiim isletim kosullar1 ayn1 olup, sadece organik yiikleme (5 gr
corek otu ekstrakti/L ve 10 gr ¢orek otu ekstrakti/L) farkliligi olan biyoreaktdrlerin
Sekil 7 ve Sekil 8’da verilmis sonuglart (2.89 mL ve 2.79 mL), onemli farklilik
gostermese de organik yiiklemenin hassas derecede onemli bir isletim parametresi
oldugunu gostermektedir.

Calisma genel olarak degerlendirildiginde, 6n isleme tabi tutulmayarak ham
biyokiitlenin dogrudan kullanilmis oldugu biyoreaktorlerin, 6n islem uygulanarak elde
edilmis ekstrakt sivisinin kullanilmis oldugu biyoreaktorlere gore daha iyi biyoetanol

tiretimiyle sonuglandig1 belirlenmistir.
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SONUC

Calismada, Tirkiye’de soguk pres ¢orek otu yagi iiretimi sonrasi lreticiler
tarafindan elde edilen ve genel olarak ¢Ope atilan ya da hayvan yemi olarak kullanim
alan1 olan atik posa, ¢alismada kullanilmak {izere temin edilmis, biyoetanol iiretimi
kapsaminda arastirllmistir. Calismada, ham maddeye oOn islem uygulanmis veya
uygulanmamis olmasina gore farkli organik yiikleme oranlari, 5.0 pH degerinde ve 50 +
1 °C sicaklik isletim kosullarinda biyoetanol iiretim potansiyeli irdelenmistir. Yapilan

arastirmada, asagidaki sonuglara ulasilmistir;

1. Atik ¢orek otu, biyoetanol iiretimi amaciyla basaril bir sekilde kullanilabilir.

2. Biyoreaktorlerde iiretilen biyoetanol, saatlere gore artma ve azalma ydniinden
genel olarak degerlendirildiginde benzer egilimler gostermistir.

3. Corek otu posasmnin O6n isleme tabi tutulmadan dogrudan kullanildig1
biyoreaktorlerde gergeklestirilen fermantasyonda, ¢orek otu ekstrakt sivisinin
kullanildig1 biyoreaktorlere gore daha yiiksek biyoetanol iiretimi tespit
edilmistir.

4. Calismada, dogrudan 5 gr ¢orek otu/L ve 10 gr ¢orek otu/L olarak ¢orek otu
posast kullanilan biyoreaktorlerde, sirasiyla maksimum 5.53 mL ve 8.07 mL
biyoetanol {liretimi saptanmaistir.

5. Calismada, 5 gr ¢orek otu ekstrakti/L kullanilan biyoreaktorlerde 2.89 mL ve 10
gr ¢orek otu ekstrakti/L kullanilan biyoreaktorlerde 2.79 mL biyoetanol iiretimi
belirlenmistir.

6. Biyoreaktorler kiyaslandiginda, 10 gr ¢orek otu/L olarak c¢orek otu posast

kullanilan ¢alisma sonuglarinin daha iyi oldugu tespit edilmistir.
Tez c¢alismasinda, atik ¢orek otunun biyoetanol iretimi igin basar1 ile
kullanilabilecegi kanisina varilmistir. Calisma sonuglarina gore, bazi Oneriler asagida

sunulmustur;

1. Pilot 6l¢ekli saha galismalart yapilabilir.
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2. Farkl isletim (pH, sicaklik, ham madde tipi ve mikroorganizma tipi) parametresi
kosullarinda hem dogrudan ham madde kullanimi hem de ham maddeye yonelik
cesitli 6n islem uygulamalariyla elde edilen sivi kullaniminin optimizasyonuna

yonelik kapsamli ¢caligmalar yapilmasi dnerilmektedir.
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