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Bu çalışmada, Miscanthus giganteus ve manyok kabuklarından biyoetanol 

üretimi araştırılmıştır. Hemiselülozik materyalin fermente edilebilir şekerlere 
dönüştürülebilmesi için piroliz aşamasında NaOH ve H2SO4 iki farklı 
konsantrasyonda (0.5 ve % 1 (a/h)) 2 farklı sıcaklıkta (120 ve 180°C) ve sürelerde 
(10 ve 90 dk) yüksek basınçlı Parr reaktöründe ön muameleye tabi tutulmuştur. 
Selüzozik enzimler (Cellic CTec2) ve amilolitik enzimler hidrolize edilerek elde 
edilen hidrolizatlar Saccharomyces cerevisiae ile fermente edilmiştir. Manyok 
kabuğunun nişasta içeriğinin hidrolizi için ise α amilaz ve glikoamilaz 
kullanılmıştır. Fermantasyonda sıcaklık (25 ve 30°C) ve azot ilavesinin (pepton 
ilaveli (4g.L-1) ve pepton ilavesiz) etkisi de araştırılmıştır. Fermantasyonlarda pH 
5.5’e ayarlanmıştır.  

Miscanthus örneklerinde piroliz ve enzimatik hidroliz sonrasında en 
yüksek fermente edilebilir şeker miktarı 32.78g/L ile 120°C, % 0.5 (a/h) NaOH 
konsantrasyonu ve 90 dak. ön muamele; manyok kabuğu örneklerinde ise 30.12g/L 
ile 120°C, %1 (h/h) H2SO4 konsantrasyonu ve 10 dak. ön muamele koşullarında 
koşullarında edilmiştir. Miscanthus ve manyok hidrolizatlarının fermantasyonu 
sonucu en yüksek etanol miktarı sırasıyla 12.59 ± 0.03 g/L ve 14.07 ± 0.63 g/L ile 
30°C'de ve pepton ilavesi koşullarında elde edilmiştir.  
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In this study, bioethanol production from Miscanthus giganteus and 

cassava peel feedstocks was investigated. In order to convert hemicellulosic 
content to fermentable sugars miscanthus and cassava peels were treated at two 
different temperatures (120 and 180°C) for 10 and 90 min using NaOH ve H2SO4 at 
two different concentrations (0.5 ve % 1 (w/v)). The hydrolysates obtained after 
enzymatic hydrolysis with cellulases (Cellic CTec2 ) and amylolytic enzymes were 
fermented with Saccharomyces cerevisiae. Starch content of cassava peels was 
hydrolysed using �-amylase and glucoamylase. Effect of temperature (25 and 
30°C) and nitrogen supplementation (with pepton additon (4g.L-1) and without) on 
fermentation was also investigated. The pH of the medium was adjusted to 5.5.  

The maximum fermentable sugar obtained in the pyrolysis of miscanthus 
samples was 32.78g/L at 120°C for 90 min using % 0.5 (w/v) NaOH, whereas that 
for cassava peel was 30.12g/L at 120°C for 10 min using %1 (v/v) H2SO4. The 
maximum ethanol obtained during fermentration of miscanthus and cassaava peel 
hydrolysates were 12.59 ± 0.03 g/L ve 14.07 ± 0.63 g/L, respectively at 30°C with 
peptone supplementation.  

 
Keywords:  Miscanthus giganteus, Cassava peels, Bioethanol, Pyrolysis, 

Enzymatic hydrolysis, fermentation, Saccharomyces cerevisiae. 

A STUDY ON BIOETHANOL PRODUCTION FROM ROSEAU 
(MISCANTHUS GIGANTEUS) AND CASSAVA PEELS (MANIHOT 

ESCULENTA) BY SACCHAROMYCES CEREVISIAE 
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GENİŞLETİLMİŞ ÖZET 

 

CO2 emisyonundaki artış, enerji güvenliği endişeleri ve alternatif enerji 

kaynaklarına olan ilgiyi petrol esaslı olmayan enerji kaynaklarının önemini 

artırmıştır. Biyokütle, kısa vadede biyoetanol veya biyodizel gibi alternatif ulaşım 

yakıtları sağlayabilen tek uygun ve yenilenebilir birincil enerji kaynağıdır. 

Günümüzde biyoetanol üretimi nişasta ve şekerlerden üretilen etanole dayanır, 

ancak bu kaynaklardan etanol üretiminin sürdürülebilirliği konusunda önemli 

tartışmalar olmuştur. Şeker ve nişasta içeren hammaddelerden biyoetanol 

üretiminin artması, gıda fiyatları üzerinde büyük bir etkiye sahiptir, çünkü bu 

hammaddeler insan ve hayvan için yenilebilir yiyeceklerdir. Bu bağlamda, 

lignoselülozik biyokütleden üretilen biyoetanol, lignoselülozik hammaddeler gıda 

mahsulleri ile rekabet etmediğinden ve ayrıca geleneksel tarımsal hammaddelerden 

daha ucuz olduğu için ilginç bir alternatiftir.  

Lignoselülozik materyaller atık veya reddedilen yiyeceklerden biyoetanol 

üretimi bu konuda sürdürülebilir bir çözüm olabilir. Bu çalışmada miscanthus 

giganteus ve manyok kabuğundan biyoetanol üretimi araştırılmıştır. Bu amaçla 

lignonselülozik hammadde NaOH seyreltik H2SO4 farklı konsantrasyon (% 0.5 ve 

% 1 (a/h)), sıcaklık (120 ve 180°C) ve sürelerde (10 ve 90 dak.)  ön muameleye 

tabii tutulmuştur. Fermantasyon aşamasında azot ilavesinin biyoetanol verimine 

etkisi de incelenmiştir. Fermantasyonda Saccharomyces cerevisae (S. cerevisiae) 

kullanılmıştır.  

Her iki piroliz yönteminden elde edilen önekler enzimatik hidrolize 

uğratıldıktan sonra toplam fermente olabilir şeker miktarları bakımından 

karşılaştırılmıştır.  

Miscanthus giganteus piroliz optimizasyonunda, Sodyum hidroksit ve 

seyreltilmiş sülfürik asit ile piroliz yöntemlerinden elde edilen maksimum şeker 
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miktarları sırası ile 32.78 g/L (% 0.5 (a/h) NaOH, 120°C ve 90 dak.) ve 26.03 g/L 

(% 1 (h/h) H2SO4, 120°C ve 10dak.) olarak belirlenmiştir.  

Manyok kabuğu piroliz optimizasyonunda seyreltilmiş sülfürik asit ve  

sodyum hidroksit ile elde edilen maksimum şeker miktarları sırası ile 30.12 g/L (% 

1 (h/h) H2SO4, 120°C ve 10 dak.) ve 21.16 g/L (% 1 (a/h) NaOH, 120°C ve 90 

dak.)  olarak saptanmıştır. Ön muamele için optimum koşul olarak 120°C, % 1 

(h/h) H2SO4 ve 10 dak. olarak belirlenmiştir.  

Miscanthus ve manyok kabuğu hidrolizatları belirlenen optimum 

koşullarda pirolize edildikten sonra alkol fermantasyonu optimizasyonu 

gerçeleştirilmiştir. Bu amaçla, bir inkübatörde 150 rpm devir karıştırma hızında, iki 

farklı sıcaklık ‘ta 25°C ve 30°C, pH 5.5’te, azot ilaveli olarak (peptonlu ve 

peptonsuz) ve inokulum olarak aktif kuru maya Saccharomyces cerevisiae 

kullanılmıştır. Optimum fermantasyon koşulu 30°C’de gerçekleştirilen pepton 

ilaveli deneme olarak belirlenmiştir. Miscanthus hidrolizatı azot ilaveli, 30°C’de 

maksimum etanol konsantrasyonu 12.59 ± 0.03 g/L, etanol verimi % 38.40 (a/h) ve 

maksimum teorik etanol verimi % 75.01 (a/h) bulunmuştur. Buna karşılık azot 

ilavesiz denemelerde maksimum etanol konsantrasyonu  10.89 ± 0.09 g/L, etanol 

verimi % 33.22 (a/h) ve maksimum teorik etanol verimi % 64.88 (a/h) 

hesaplanmıştır. 

Manyok kabuğu  hidrolizatının 30°C’de azot ilaveli denemelerinde, 

maksimum etanol konsantrasyonu 14.07 ± 0.36 g/L, etanol verimi % 46.71 (a/h) ve 

maksimum teorik etanol verimi % 91.23 (a/h) bulunmuştur. Buna karşılık azot 

ilavesiz denemelerde maksimum etanol konsantrasyonu 12.14 ± 0.48 g/L, etanol 

verimi % 40.30 (a/h) ve maksimum teorik etanol verimi % 78.72 (a/h) elde 

edilmiştir.  

Her durumda, azotlu ve azotsuz ilaveli 25°C'de fermantasyon, 30°C'de 

fermantasyona kıyasla daha az etanol verilmiştir.  
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1. GİRİŞ                   Kouame Fulbert OUSSOU 

1 

1. GİRİŞ 

 

Dünya nüfusu, sanayileşme ve kentleşmenin dünyadaki birçok ülkede 

artması nedeniyle küresel enerji kullanımı ve tüketimi son yüzyılda hızla artmıştır. 

Bu nedenle fosil yakıtlar ve yenilenemeyen enerji (kömür, ham petrol, doğal 

gazlar) gibi doğal enerji kaynakların tükenmesi söz konusudur. Fosil yakıtlar tüm 

enerji taleplerini karşılamak için yeryüzündeki birincil enerji kaynakları olarak 

kabul edilmiştir. Bu enerji kaynakları, birçok faydalı ürünler (elektrik, yakıt, 

plastik) ve diğer birçok ürünlerin üretiminde kullanılmıştır (Uihlein ve ark., 2009). 

Ancak, abartılı üretimler ve bu doğal enerji kaynakların kontrolsüz tüketimi, son 

yıllarda atmosferde sera gazlarının (CO2, N2O, CH4, CF4, vb) artmasına neden 

olmuştur. 

Ulaşım sektörü büyük oranda fosil yakıtlarına bağımlıdır. Bu oran dünya 

yakıt tüketiminin % 60’ına denk gelmektedir. Ulaşım sektörü, küresel karbon 

monoksit emisyonunun % 70’inden fazlası ve küresel karbondioksit emisyonunun 

% 19’undan sorumludur. Ayrıca, insan nüfusu ve faaliyetlerinin artmasıyla birlikte, 

küresel enerji kullanımı fosil yakıtların yetersizliğine neden olacak şekilde oldukça 

artmıştır (Ray ve ark., 2011).  

Bilim insanlarının tahminlerine göre fosil yakıt rezervleri yakın gelecekte 

tamamen tükenebilecektir. Yıllık ham petrol üretimi düşmekte ve 2050'de 5 milyar 

varil olacağı değerlendirilmektedir (Bajpai, 2013). Doğal enerji kaynaklarının 

tükenmesi ve sera gazlarının emisyonundaki artış sadece dünya üretim ekonomisini 

değil, aynı zamanda ekolojik ve çevresel düzeyde de ciddi sonuçlar doğurabilir 

(Aditiya ve ark., 2016).  Bu nedenle, bu endişeyle yüzleşmek için başka alternatif 

enerji kaynakları aramak çok önemli ve vazgeçilmezdir.  

Yukarıda belirtilen sorunlar çözmek için, yeni alternatif enerji 

kaynaklarının araştırılması ve kullanılmasıyla ilgili araştırmaları hızlandırmıştır 

(Zakpaa ve ark., 2009). Birçok ülke biyoyakıt enerji kaynaklarını geliştirmeye ve 

değerledirmeye başlamıştır (Aditiya ve ark., 2016). Yenilenebilir enerjiler (rüzgar, 
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su, güneş, jeotermal ve biyokütle) yalnızca çevre dostu değil, aynı zamanda büyük 

enerji talebine cevap vermek ve fosil yakıtlara olan bağımlılığı azaltmak 

bakımından büyük ilgi görmüştür. 

Bu bakımdan, belirtilen sorunları cevaplayabilen en iyi aday biyokütledir. 

Biyokütle enerji kaynakları (biyoetanol, biyogaz, biyodizel, biyohidrojen, vb), 

tarımsal ürünler (mısır, pirinç, buğday, şeker kamışı ve pancar, patates, manyok, 

vb), tarımsal atıklar, ağaç atıkları ve diğer lignoselülozik materyaller gibi, sükroz, 

selüloz ve nişastadan oluşan biyolojik malzemelerden elde edilen alternatif 

yenilenebilir enerji olarak tanımlanmaktadır. Bu tarımsal ürünler arasında, şeker 

kamışı, Brezilya ve Hindistan gibi tropikal ve subtropikal ülkelerde biyoetanol 

üretmek için kullanılan temel hammaddedir (Raghavi ve ark., 2016). Amerika 

Birleşik Devletleri ve Avrupa'da biyoetanol üretiminde çoğunlukla mısır, arpa ve 

diğer tahıllar kullanılır (Li ve ark., 2010). En fazla biyoetanol üretimi 

gerçekleştiren ülkeler ABD, Brezilya, Çin, Kanada olurken; en fazla biyodizel 

üretimi gerçekleştiren ülkeler Almanya, ABD, Arjantin, Brezilya, Fransadır 

(Çizelge 1.1) (Şenel ve ark., 2004).  
 

Çizelge 1.1:  Ülkelerin 2011 Yılı Biyoyakıt Üretim Miktarları (milyar litre) (Şenel 
ve ark., 2004) 

Ülkeler Biyoetanol Biyodizel Toplam 

ABD 54.2 3.2 57.4 

Brezilya 21.0 2.7 23.7 

Almanya 0.8 3.2 3.9 

Arjantin 0.2 2.8 3.0 

Fransa 1.1 1.6 2.7 

Çin 2.1 0.2 2.3 

Kanada 1.8 0.2 2.0 

Endonezya 0.0 1.4 1.4 

İspanya 0.5 0.7 1.2 

Dünya 86.1 21.4 107 
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En umut verici yenilenebilir sıvı yakıt enerji olan ve düşük çevresel etkiye 

sahip biyoetanol fosil enerjiye alternatif bir enerji olarak kabul edilmiştir (Bajpai, 

2013). Benzer şekilde etanol, fosil enerji ve çevre kirliliği problemlerinde küresel 

krizle mücadele ve çözme açısından da uygun enerjidir (Adams ve ark., 2009). 

Yapılan bir araştırmada, dünya çapında biyoetanol üretiminin 2001 yılında 31 

milyar litre olarak tahmin edildiği bildirildi (Berg, 2001). Bu üretim 2011 yılında 

100 milyar litrenin üzerine çıktı ve 2012- 2015 yıllarında % 3-7 artması 

beklenmetktedir (Publishing, 2011). Biyoetanolün avantajları aşağıda sıralanmıştır 

(Domínguez-Bocanegra ve ark., 2015): 

 

 Kükürt emisyonunda büyük oranda azalma sağlar, 

 Fosil yakıt kaynaklarına olan bağımlılığı azaltır, 

 Tarım kesimi için yeni iş olanakları yaratır 

 Daha yüksek yanma verimi sağlar ve çevreye olan olumsuz etkiyi azaltır, 

 Doğaya zarar vermeden çözünür, 

 Egzoz emisyonlarını azaltır, 

 Hidrokarbon emisyonunu azaltır 

 

Biyoetanol, genellikle yüksek miktarda şeker ve nişasta içeren ve 

işlenmesi kolay olan tarımsal hammaddelerden (şeker kamışı, manyok, sorgum, 

tatlı patates vb) üretilmiştir. Ancak, bu tarımsal malzemeleri biyoetanol üretiminde 

kullanmak için, gıda değerleri nedeniyle mümkün olamazdır. Bu nedenle, 

biyoetanol üretiminde artışla birlikte, tarımsal kökenli hammaddelerin biyoetanol 

üretimi için birinci nesil olarak adlandırılan substrat olarak kullanılması, gıda 

ürünleri fiyatlarının etkilenmesine yol açabilir (Mosier ve ark., 2005). Ekonomik 

açıdan sürdürülebilir ve fosil enerjiyle rekabet edebilen biyoetanol üretiminde ya 

yenilenebilir olmayan gıda ürünleri ya da insan gıdasıyla rekabet etmeyen düşük 

maliyetli tarımsal hammaddelerden üretilmelidir. Gıda-biyoetanol çatışmasını 

ortadan kaldırmak için lignoselülozik malzemeler, orman kalıntıları, tarımsal 
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sanayi atıkları, hızlı büyüyen ağaçlar, kısa rotasyonel ve otlar gibi ürünlerden 

oluşan ikinci nesil malzemeler ön plana çıkmaktadır (Faraco, 2013). 

Manyok (Manihot esculenta) işleyen şirketler, biyoetanol üretiminde 

kullanılabilecek çok fazla atık üretmektedir. Mayok tropik ve subtropikal ülkelerde 

yetişen ve yüksek oranda şeker ve nişasta içeren bir bitkidir. Düşük verimli 

topraklarda yetişebilir ve büyümesi için herhangi bir sulama sistemi gerekmez 

(Kamau ve ark., 2010). Bugüne kadar farklı faaliyet alanlarında ondan fazla farklı 

manyok ürünü kullanılmaktadır (Adekunle ve ark., 2016). Manyok üretimi 60 ton/ 

hektar olarak tahmin edilmektedir. Dünyada toplam mayok üretimi 230 milyon 

tondur ve bu üretimin % 57’si Afrika’da gerçekleştirilmektedir, (Hillocks, 2002). 

Manyok türevleri üretimi  (manyok unu, nişasta, gari, attieké, placali, 

abatcha) ve başka ürünlere işleme sırasında, yılda büyük miktarda manyok kabuğu 

ve atık su üretilir (Aro ve ark., 2010). Toplam manyok ağırlığının % 20-35'ini 

oluşturan manyok kabuğu, nişasta, selüloz, hemiselüloz ve lignin içeren yüksek 

miktarda biyokütle ile karakterize edilir (Aderemi ve ark., 2007). Manyok 

türevlerine dönüştürülen her ton manyok için, 0.47 ton atık üretilir ve yılda 14 

milyon ton toplam manyok atığı  üretildiği tahmin edilmektedir ( Adekunle, 2017).  

Afrika'da, özellikle Fildişi Sahili’de, manyok işleme şirketleri tarafından 

üretilen manyok atığının yarısı, bazı fabrikalar tarafından büyükbaş hayvan ve 

kümes hayvanı beslemesi için kullanılır ve çoğunlukla kabuklar ve sudan oluşan 

atıkların geri kalanı, herhangi bir uygun işleme tabi tutulmadan atılır. Bu ise ciddi 

hava ve su yolu kirliliğine ve sağlık sorunlarına neden olur (Edama ve ark., 2014). 

Bu nedenle, manyok kabuklarının biyoetanol üretiminde kullanılması çevre 

sorunlarının giderilmesinin yanında katma değeri yüksek bir ürün eldesine olanak 

verir (Adekunle, 2017). 
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Çizelge 1.2:  Maniyok kabukları kimyasal bileşimi (%) (a/a) (Adekunle ve ark., 
2016; Bayitse ve ark., 2015; Nanssou ve ark., 2016)  

Bileşen Ağırlık % kuru ağırlık  bakımından 

Kuru madde 30.50 

Selüloz 14.00 

Hemiseluloz 27.00 

Toplam lignin 16.89 

Kül 3.70 

Ham lif 13.34 

Karbonhidrat içeriği 9.77 

Ham protein 3.70 

Nişasta 47.16 

Lipid 

Glikoz 

Ksiloz 

Arabinoz 

1.70 

83.41 

2.31 

2.35 

 

 Hızlı büyüyen ağaçlar, tarımsal sanayi artıkları ve tarımsal artıklar 

ağırlıklı olarak, selüloz, hemiselüloz ve lignin içermektedir (Han ve ark, 2011). Bu 

lignoselülozik materyaller son yıllarda ikinci nesil biyoetanol üretiminde 

kullanılmaktadırlar (Hahn-Hägerdal ve ark., 2006).  

Yenilenebilir enerji için potansiyle sahip Miscanthus giganteus, % 40-50 selüloz, 

% 25-30 hemiselüloz ve % 15-20 lignin çok yıllık bir C4 bitkisidir. Bu bitki, üç 

metreden daha fazla büyüyebilir ve hektara verimin 20-25 ton kuru madde olduğu 

tahmin edilmektedir (Ping ve ark., 2011). Miscanthus giganteus, yüksek verim, 

düşük su ve besin gereksinimi ve düşük nem içeriğine sahiptir. Ayrıca, hem 

bataklık topraklarda hem de marjinal arazilerde yetişebilir. Çevresel yararları ve 

çok amaçlı kullanım esnekliği nedeniyle ümit vaat etmektedir.  
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Miscanthus giganteus’in üretimi için sulama sistemi ve büyük bir toprak 

kullanmak gerekmez. Miscanthus, bazı ülkeler tarafından enerji kaynağı olarak 

kullanılan kömürün yerine kullanılır (Stampfl ve ark., 2007). Miscanthus türleri, 

ABD Enerji Bakanlığı tarafından enerji olarak kullanılabilecek bir model ot olarak 

kabul edilmiştir. Miscanthus karbondioksit emisyonunu azaltır ve karbon tutarak 

toprak kalitesini arttırır. 

 

Çizelge 1.3:  Maniyok kabukları kimyasal bileşimi (%) (a/a) (Hodgson ve ark., 
2011; Stavrinides ve ark., 2010)  

Bileşen Ağırlık % kuru ağırlık  üzerinden 

Selüloz 47.8 

Hemiselüloz 25.1 

Toplam lignin 21.1 

Glikoz 37.7 

Ksiloz 33.8 

Arabinoz 2.8 

Galaktoz 0.6 

Kül 4.62 

Ekstraktifler 2.8 

Ham protein 3.1 

 

Batı Afrika'da, özellikle Fildişi Sahili'de, pirinç ve diğer gıda bitkileri 

yetiştirme mevsiminde miscanthus bataklıklarda doğal olarak yetişir. Bu 

lignoselülozik materyaller değerlemeleri için herhangi bir sistem olmadan imha 

edilir ve yakılır (Anonymous, 2016). Miscanthus giganteus’un yüksek miktardaki 

selüloz ve hemiselüloz içeriği basit şekere parçalanıp biyoetanol üretiminde 

rahatlıkla kullanılabilir (Mosier ve ark., 2005). 

Asya ve Amerika ülkelerinde manyok kabuğu ve Miscanthus‘ten 

biyoetanol üretimi için potansiyel substrat olarak kullanıldığı bazı çalışmalar 
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yapılmış olmasına rağmen, biyoetanol üretiminin optimizasyonu konusunda az 

sayıda çalışma bulunmaktadır. Bu çalışmanın amacı manyok  kabukları  ve 

Miscanthus giganteus’ten Saccharomyces cerevisae ile biyoetanol üretiminin 

optimizasyonudur.  
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

2.1. Biyoetanol üretiminde kullanılan hammaddeler 

Biyoetanol üretimi dört farklı nesil hammadde grubuna ayrılmıştır: Birincil 

nesil biyoetanol, glikoz veya nişasta içeren şeker bitkileri (şeker pancarı ve şeker 

kamışı), tahıl (mısır, pirinç, sorgum vb.), yumru köklerinden (manyok, patates, taro 

vb) üretilir. Bu birinci nesil hammaddeler, ayrıca insan ve hayvan yemi olarak da 

kullanılır. İkinci nesil biyoetanol, lignoselüloz ve tarımsal atıklardan üretilir. 

Üçüncü nesil biyoetanol, makro ve mikro alg biyokütlesinden üretilen biyoyakıt 

anlamına gelir.Son olarak, dördüncü nesil biyoetanol genetiği değiştirilmiş 

siyanobakterileri kullanarak bir fotofermentasyon işlemi ile üretilir (Farias Silva ve 

ark., 2016; Hillocks, 2002). 

 

2.1.1. Nişasta 

Bir bitkinin enerji rezervi olan nişasta, botanik kaynaklara bağlı olarak iki 

polimer amiloz (% 15-30) ve amilopektin (% 70-85) içerir (Anonymous, 2017). Bu 

α-glikoz polimeri, tahıl bitkilerinde (buğday, mısır, pirinç vb) ve yumru köklerinde 

(patates, manyok, yam vb) depolanır. Glikoz polimerinin fermente edilebilir şekere 

(glikoz ve dekstrinler) ve sonra etanol dönüştürülmesi için, bazı ön-muamele (kuru 

ve ıslak öğütme) uygulanırve ardından bakteri ve mantar amilolitik enzimleri (α-

amilaz ve glukoamilaz) kullanılarak hidrolize edilir. Hidrolize edilmiş nişasta daha 

sonra mayalar veya bakteriler tarafından fermente edilir. (Dziedzic ve ark., 1995; 

Gnansounou ve ark., 2005).  

Biyoetanol üretim endüstrilerinde nişasta temel olarak tahıllardan (mısır, 

arpa veya buğday) elde edilir. Mısır ve buğday sırasıyla % 61 ve % 65 nişasta 

içerir. ABD, mısır/buğdayı hammadde olarak kullanan en büyük biyoetanol 

üreticisidir. Toplamda, mısır/buğdaydan 40 milyar litre biyoetanol üretilir 

(Anonymous, 2012). 
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2.1.2. Sükroz  

Şeker pancarı (Beta vulgaris L.) ve şeker kamışı (Saccharum sp.) veya esas 

olarak sükrozdan oluşan tatlı sorgum, şeker ve alkol üretimi için birincil nesil 

olarak yetiştirilir. Basit şeker, glikoz ve früktozdan oluşan bir disakarit olan sükroz, 

mayada bulunan invertaz adı verilen bir enzim ile früktoz ve glikoza dönüştürülür. 

Böylece, glikoz ve früktoz, ticari bir ekmek mayası Saccharomyces cerevisiae ile 

herhangi bnir ön muamele yapmadan etanol ve karbon dioksite fermente edilebilir. 

Sükroza dayalı hammaddelerin etanole dönüştürülmesi, diğer hammaddelerle 

karşılaştırıldığında en kolay ve en verimli işlemdir ve enerji girdisi nispeten 

düşüktür (Walker, 2010).  

Teorik olarak, en iyi koşullarda 1g heksozdan (glikoz ve früktoz), 0.511 g 

etanol üretilir. Bununla birlikte, fermantasyonlardabu verimin yaklaşık % 92'sine 

ulaşılabilir. Şeker kamışı, biyoetanol tedarikinin % 60'ı biyoetanol üretimi için 

kullanılan sükroz içeren hammaddedir. Brezilya, şeker kamışı ve yan ürünleri 

(melas) kullanan en büyük biyoetanol üreticisidir. Kabaca, 9 milyon dönümlük  

arazi şeker kamışı yetiştirmek için kullanılır. Bir üretimde 658.4 Mt şeker kamışı 

üretebilir ve bu şeker kamışından 25 milyar litre biyoetanol üretebilir  

(Gnansounou ve ark., 2005; Tolmasquim, 2007). 

 

2.1.3. Lignoselülozik Hammadde 

Lignoselülozik biyokütle dünyadaki en zengin yenilenebilir kaynaklardan 

biridir ve kesinlikle en ucuzlardan biridir. Biyoetanol için kullanılan lignoselülozik 

biyokütle çok çeşitlidir. Bunlar ot substratlarıdır, odun substratlar (ahşap ve 

yumuşak ağaç), tarımsal yan ürünler (saman) ve endüstriyelatıklar ve atık 

mahsüllerdir.  

Lignoselülozik biyokütle, üç temel fraksiyondan oluşur; % 35-50 selüloz, 

% 20-30 hemiselüloz, ve % 15-25 lignin. Selüloz bir glikoz polimeri, hemiselüloz 

pentozlardan (ksiloz ve arabinoz dahil) meydana gelen bir polisakkarit ve lignin ise 

ligninfenil gruplarına dayalı yapısal polimer kompleksidir.  
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Lignoselülozik hammaddenin biyoetanole dönüştürülmesi farklı 

aşamalardan oluşur. İlk olarak lignini parçalamak ve selülozik enzimlerin 

(selülazlar ve hemiselülazlar), selüloz ve hemiselülozu hidrolize etmesini 

kolaylaştırmak için piroliz olarak adlandırılan bazı ön muamele (fiziksel, mekanik, 

termal, kimyasal ve biyolojik) işlemleri gereklidir. Selüloz ve hemiselüloz selülotik 

enzimlerce fermente edilebilir şekerlere hidrolize edildikten sonraalkol 

fermantasyonu gerçekleştirilir (Wertz ve ark., 2017). 442 milyar litre biyoetanolün 

lignoselülozik malzemelerden üretilebileceği gösterilmiştir.  

 

2.1.3.1. Selüloz 

Selüloz, bütün bitki türlerinde yaygın olarak bulunan lineer bir 

homopolimerdir. Biyolojik hammaddenin botanik kökenine bağlı olarak % 30-50 

oranında bulunabilmektedir. Selüloz lifleri çoğunlukla β-1,4 glikozidik bağları ile 

birbirine bağlanmış iki glikoz molekülünden oluşmaktadır (Şekil 2.1). Selüloz, iki 

glikoz ünitesinden meydana gelen bir dimer olan sellobiyozdur. Ayrıca, aynı 

molekül içerisinde hidrojen bağları da oluşabilir. Selülozun kimyasal formülü 

(C6H10O5)n’dir ve  (n) polimerizasyon derecesini temsil eder. Herhangi bir 

muamele önceki bu polimerizasyon derecesi bitkiden bitkiye veya herhangi bir 

tarımsal kalıntı veya atıktan değişebilir. Genellikle susuz glikoz üniteleri ile 10.000 

ila 15000 arasındadır. 

 Selülozun uçlarından biri inert, diğeri ise aldehitten oluşan indirgeyicidir. 

Selüloz zincirleri, mikro lifler oluşturacak şekilde hidrojen bağları ile birbirine 

bağlanır. Mikro lifler içerisinde, kristalin bölge ve amorf bölge, kristalin bölge 

hafif bir baskınlık göstererek değişir. Bu kristal bölgeler, kimyasal muameleye 

karşı bir koruma sağlar ve enzimatik hidroliz için engel oluşturur (Fengel ve ark., 

2011). 
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Şekil 2.1: Selülozun moleküler yapısı (n : polimerizasyon derecesi) 

 

2.1.3.2. Hemiselüloz 

Selülozdan sonra, miktar olarak lignoselülozik materyalde yeryüzünde en 

çok bulunan ikinci lignoselülozik bileşik hemiselülozdur. Biyolojik hammaddenin 

botanik kökenine bağlı olarak % 20-30 oranında bulunabilmektedir (Rooni ve ark., 

2017). Genellikle, hemiselülozlar dallı olabilen heteropolimerler olan kısa bir 

zincirden (50-200 ünite) oluşur. Hemiselüloz amorf bir biyopolimerdir. Bu 

heteropolimer lifler, ksiloz ve arabinoz gibi beş karbonlu şekerler ve az miktarlarda 

galaktoz ve mannoz gibi altı karbonlu şekerler ve üronik asitten oluşur. 

Hemiselüloz, genel olarak, glikomannan ve ksilan olmak üzere iki temel tiptir. 

Ksilan, sert odunlarda diğer biyokütlelerde O-asetil 4-O metilglukuronoksilan 

şeklinde baskın hemiselülozdur. Ahşabın toplam bileşimine % 15-30 oranında 

bulunur (Özertan, 2007). Bu polimerin ana zinciri, β-1,4 glikosidik bağları ile 

birbirine bağlanmış ksiloz ünitelerinden oluşur. Glikomannan ise, reçinede bulunan 

ana hemiselülozlar, kütlelerinin %15-25’inioluşturur.  

Miscanthus giganteus arabinoksilan ve glikomannan olmak üzere başlıca 

iki tip hemiselüloz içerir. β-1,4 bağlarıyla D-ksiloz ünitelerine arabinoz yan 

zincirleriyle sıkı bir şekilde bağlanan arabinoksilan, hemiselüloz yapısının birincil 
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bileşenidir. Bunlar, β-1,4 glikozit bağları ile bağlanmış mannoz ve glikoz 

birimlerinden oluşan bir ana zincire sahip dallanmış kopolimerlerdir (Şekil 2.2). 

Galaktoz birimleri bazen α-1,6 glikozidik bağlarıyla bağlanırlar (Ahmad ve ark., 

2018). Glikomannan, hemiselülozun ikincil bileşenidir ve aralıklı dallanması zayıf 

kristallenmeye katkıda bulunur (Fengel ve ark., 2011). 

 

 

Şekil 2.2: Hemiselülozun molekül yapısı 

 

2.1.3.3. Lignin 

Lignin, yüksek moleküller ağırlık biyokütle (bitkiler, otlar ve otlar 

kalıntıları vb.) bileşenidir. Lignin kararlı, fenilpropan ünitelerinden (p-kumaril 

alkol, koniferil alkol ve sinapil alkol) oluşur (Şekil 2.3). Bu üniteler monolignoller 

olarak adlandırılır. Lignin oldukça karmaşık bir yapıya sahiptir ve temel yapı 

birimleri olarak açıklamak zordur. Lignin bitkisel, mikrobiyal saldırı ve enzimatik 

hidrolize karşı bir koruyucudur. 100 fenolik ünite civarında polimerizasyon 

derecesine sahip, amorf ve düzensiz bir fenolik polimerdir. Bu bileşenlerin oranları 

lignoselülozik malzemenin türüne bağlı olarak değişiklik gösterir. Kompleks bir 

lignin yapısı dimerler, trimerler ve tetramerlerin rastgele bağlanmaları sonucu 

oluşur. Ligninin spesifik bir yapı yoktur, ancak üç temel birim, guaiasilpropan, p-

hidroksifenilpropan ve şırıngailpropan şeklinde tanımlanabilir. Lignin 

bileşimindeki farklılıklar, türlere bağlı olarak, bu üç ünite arasındaki oranlarda 

farklılıklara neden olur. 
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Şekil 2.3:  Ligninin moleküler yapısı: guaiasilpropan (A); p-hidroksifenilpropan 
(B); Şırıngailpropan (C). 

 

Lignoselülozik biyokütlenin ön muamelesi için birçok yöntem vardır. Ön 

muamele yöntemi düşük sermaye ve işletme maliyeti ile uygulanabilir olmalıdır. 

Ön muamele öncesi boyut küçültme gibi hazırlık, işleme veya ön koşullanma gibi 

ihtiyaçlar en aza indirilmelidir. Bu aşamada şeker üretimi ya çok düşük miktarda 

tutulmalı ya da tamamen önlenmelidir. Ligninin parçalanma ürünleri fermantatif 

mikroorganizmaları ya da hidrolik enzimlerin faaliyetlerini inhibe edebilir 

(Dhamdere, 2012). 

Lignin bitkinin kimyasal ya da enzimatik parçalanmasına direnç gösteren 

bir bariyerdir ve selüloz ve hemiselülozdan daha hidrofobiktir. Herhangi bir 

kimyasal dönüşüme olan direnci yüzünden, ligninin uzaklaştırılması biyokütlenin 

şekere dönüştürülmesinin en önemli basamağıdır. 

Ligninin (özellikle yumuşak odun lignini), fiziksel bir bariyer olması ve 

verimli olmayan absorbsiyonu ile enzimatik hidroliz üzerinde olumsuz bir etkisi 

vardır. Enzimlerle daha güçlü etkileşimi olan yumuşak odun ligninin daha yüksek 

derecelerdeki kondensasyonu sert odunlardan daha inatçı bir yapıya sahip 

olmasının sebebi olarak görülmektedir (Du ve ark., 2012). 
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Çizelge 2.1:  Biyokütle yapısı ve biyokütlenin enzimatik ulaşılabilirliği arasındaki 
ilişki  

Biyokütle yapısı Yapı ulaşılabilirlik arasındaki ilişki 

Selüloz kristalliği Negatif ya da etkisiz 

Polimerizasyon derecesi Negatif ya da etkisiz 

Yüzey alanı Pozitif 

Lignin tarafından selülozun 

kaplanması 

Negatif 

Hemiselülozla kaplanma Negatif 

Hemiselülozun asetilasyon derecesi Negatif ya da etkisiz 

 

2.2. Biyoetanol 

Etil alkol olarak da bilinen biyoetanol, tarımdan elde edilen bir alkoldür. 

Bir  enerji vektörüdür ve yenilenebilir enerji ailesine bağlıdır. Biyoetanol, molekül 

ağırlığı 46.069g/mol'dür. Bir karakteristik kokuya sahip renksiz bir sıvıdır, 

yoğunluğu 7894kg/m3, kaynama noktası 78.4°C'dir ve -117°C'de katılaşır, erime 

noktası -114°C'dir, parlama noktası 17°C. Biyoetanol, mikroorganizmaların, 

mayaların (Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus, Pichia subtili) ve 

bakterilerin (Zymomonas mobilis, Clostridium ljungdahlii) varlığında, 

fermantasyon yoluyla tahıllar, selülozlar ve hemiselüloz, meyveler, şeker kamışları 

ve basit şeker içeren yumrular gibi biyokütleden üretilir. Daha sonra damıtma ve 

dehidrasyon yapılır (Kim ve ark., 2008). Biyoetanolden farklı olarak, sentetik 

etanol, aynı özellik ve kimyasal formüle sahip olmasına rağmen, petrokimyasal 

kaynaklardan (kömür, yakit, doğal gaz) etilen ile çatlatılarak üretilir. Biyokütleden 

biyoetanol üretimi aşağıdaki gibi özetlenebilir: 
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Fosil yakıtlar biyoetanol ile karıştırılabilir, E isimlendirmesine göre ve 

ardından maksimum biyoetanolün hacimsel yüzdesi olarak belirlenir. Bugün 

benzinli araçların çoğu E10 kullanabilecek şekilde tasarlanmaktadır. Genel olarak, 

etanolün benzine dahil edilmesi, ozon oluşumundan sorumlu moleküllerden biri 

olan belirli parçacıkların ve karbon monoksitin (CO) emisyonu üzerinde olumlu bir 

etkiye sahiptir (Whitten ve ark., 2004). Bazı sera gazları ve diğer moleküllerin 

emisyonlarının azaltılmasına olumlu katkıda bulunmaktadır. (Ballerini, 2006). 

Buna ek olarak, yapılan araştırmalar biyoetanolün düşük karbon/yakıt oranına 

sahip olduğunu ve bunun sonucunda CO2 emisyonlarını etkili bir şekilde azalttığını 

ve yüksek oktan içeriğine sahip olduğunu göstermiştir (Budzianowski, 2012). 

 

2.3. Mevcut biyoetanol üretim durumu 

Biyoetanol üreten ülkelerin çoğunluğu sükroz (şeker kamışı, pancar, 

sorgum) ve nişasta (tahıllar ve yumrular) gibi birincil nesil hammaddeleri 

kullanırlar. Toplam biyoetanol üretimi 1990 yılında 4,5 milyar litreden 2001 

yılında 31 milyar litreye çıkmıştır (Berg, 2001). Bu küresel üretim hızla artarak 

2006'da  39 milyar litreye çıkmış ve 2011’de 84,6 milyar litreye yükselmiştir 

(Fulton ve ark., 2004; Sarkar ve ark., 2012). Dünya çapında biyoetanol üretiminin 

2015-2017 yıllarında 100 milyar litre olduğu tahmin edilmektedir (Taherzadeh ve 

ark., 2007). Dünyada biyoetanol üretiminde ABD ve Brezilya lider ülkeler olup 

dünya biyoetanol üretiminin neredeyse % 85'ini üretmektedirler (de Souza Abud ve 

ark., 2019).  
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Amerika Birleşik Devletleri yaklaşık 59.5 milyar litre olan biyoetanolünü 

nişasta içeren hammaddelerden sağlarken Brezilya 27.8 milyar litre biyoetanol 

üretimini şeker kamışından üretmektedir (Anonymous, 2017). İkinci nesil 

biyoetanol üretimi artmakta ve 442 milyar litre biyoetanolün lignoselülozik 

hammaddelerden üretilebileceği tahmin edilmektedir (Kim ve ark., 2005). 

 

2.4. Manyok bitkisinin etli kısım ve kabuklarının değerlendirilmesi  

Manyok (Manihot esculenta) Latin Amerika kökenli çok yıllık tropikal bir 

bitkidir (Şekil 2.4). Euphobiaceae ailesıinin bir üyesidir ve tropikal Afrika ve 

Güneydoğu Asya'da yaygın olarak yetiştirilmektedir . Mısır ve pirinçten sonra 

dünyada insan tüketimi için en büyük üçüncü gıda karbonhidrat kaynağı olarak 

kabul edilir (Adesanya ve ark., 2008). Manyok (Manhiot esculenta) çoğunlukla 

kökleri ve yaprakları için yetiştirilir. Manyok kökleri ve yaprakları 500 milyondan 

fazla insanın temel besinidirve özellikle Afrika, Güneydoğu Asya ve Güney 

Amerika gibi tropikal ve subtropikal ülkelerde yetiştirilir (Hermiati ve ark., 2011; 

Sivamani ve ark., 2015). Tek bir manyok bitki ağırlığı 100 g ile 3kg arasında olan 

5-6 kg’lık yumrular üretebilir. Düşük verimli topraklarda yetişebilir ve herhangi bir 

sulama sistemi gerektirmez (Githunguri ve ark.). Bugüne kadar 300'den fazla çeşidi 

tanımlanmıştır ve verim, kök çapı, birçok hastalık ve zararlılara karşı direnç ve 

uzunlukları değişkenlik gösterebilir. Manyok yumrularından elde edilen 10'dan 

farklı ürün üretilmektedir. Bunlar geleneksel fermente edilmiş ve fermente 

edilmemiş gıda (Tapioca, attieké, abatcha, placali, gari vb.) ve nişasta, glikoz 

şurubu, kabartma unu gibi gıdalardır. Ayrıca, tutkal yapıştırıcısı olarak tekstil 

ürünlerinde, farmasötik, kimyasal ve biyoetanol endüstrisinde kullanılmaktadır 

(Adekunle, 2017; Hermiati ve ark., 2011).  

Manyok  kökü (kabuk ve küspe), yaprak ve saplardan oluşur. Manyok 

kökünün temel kısmı manyok küspesi, önemli miktarda karbonhidrat (şekerler ve 

nişasta) ile lif ve mineraller içerir (Hermiati ve ark., 2011). Manyok yaklaşık % 73 

oranında karbonhidrat, %7 ham lif, % 6 protein, % 3 yağ ve % 7 külden oluşan 
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kuru madde içerir (Adekunle, 2017). Manyok'nun önemli nişasta içeriği (% 80.6) 

glikoz üretimi için önemli bir hammaddedir ve aynı zamanda biyoetanol üretimi 

için de kullanılabilir. Yıllık bir bitkidir ve üretiminin hektar başına 40-60 ton 

olduğu tahmin edilmektedir. Dünya üretimi, 2013 yılında yıllık 230 milyon ton 

olarak tahmin edilmiştir  (Adekunle, 2017). Bu üretimin % 57si Afrika, % 30u 

Asya, % 11.4ü Latin Amerika ve % 1.6sı diğer ülkelerde gerçekleştirilmektedir 

(Zakpaa ve ark., 2009). En büyük üç manyok üreticisi, sırasıyla 53 milyon tondan 

fazla Nijerya, Brezilya ve Tayland'dır ( Adekunle, 2017). Dünyada yıllara göre 

manyok üretimindeki değişim Şekil 2.4‘te verilmiştir.  

 

 

Şekil 2.4: Dünya manyok üretimi 1993-2014  

 

Manyokun farklı ürünlere dönüştürülmesi sırasında ortaya çıkan en büyük 

atıklardan biri olan manyokun kabuklarında önemli miktarda karbonhidrat 

bulunmaktadır (Manilal ve ark., 1991). Tek hücreli protein, biyogaz ve biyoetanol 

üretimi gibi katma değerli ürünler üretmek için birçok biyoteknolojik ve kimyasal 
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farklı kaynaklardan elde edilen amilolitik enzimler kullanılır (Ramachandran ve 

ark., 2014)  

 

 

Şekil 2.7: Nişasta (amiloz ve amilopektin) yapısı ve amilolitik enzimlerle hidrolizi  

 

2.5.1. Nişastadan biyoetanol üretimi  

Nişastadan bioetanol üretiminde, nişasta amilolitik enzimler kullanılarak  

çirişlendirme, sıvılaştırma, sakkariffikasyon ile hidrolize edildikten sonra 

fermantayona tabii tutulur. 

 

2.5.1.1. Çirişlendirme 

Çirişlendirme, sulu ortamda ısıl muamele sırasında nişasta granüllerin 

kristalliği ve boyut dahil olmak üzere birçok parametrenin geri dönüşümsüz 

modifikasyonu ile karakterize edilir (Atwell ve ark., 1983). Makroskopik bakış 

açısından, nişastanın viskozitenin ve dokusunun modifikasyonu ile sonuçlanır 

(Mabit ve ark., 2004; Lu ve ark., 2009). Nişasta yüksek sıcaklıklarda jelleşir. 

Ortamda önemli miktarda su varlığını gerektirir ve % 60 sudan stabilize olması için 

aktivasyon enerjisi artan su içeriği ile azalır (Spigno ve ark., 2004). Çirişlendirme 
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işlemi başlangıçta nişastanın granüler yapısını hidrolize eder ve α-amilaz 

enzimlerine daha kolay erişim sağlar. Çirişlendirme işleminde, yüksek sıcaklıkta su 

içeren bir ortamda, nişasta granülleri şişer, esnek hale gelir; bazıları patlar. Nişasta 

daha sonra jel ile dolu büyük torbalar haline gelinceye kadar kristal yapısını 

kaybeder. Bu torbalar mevcut tüm boşluğu doldurma eğilimindedir karıştırma ile 

ayrışır (Mali ve ark., 2002). 

 

2.5.1.2. Sıvılaşma 

Nişastanın sıvılaşması, çirişlendirmeden hemen sonra meydana gelir. 

Çirişlendirilmiş nişasta, kulanılanα-amilaz enzimin etkisi ile tarafından maltoz, 

oligosakarit ve küçük dekstrinlere kısmi hidrolize uğrar ve vizkozite düşer (Sharma 

ve ark., 2007). Sıvılaşma aşamasında kullanılan α-amilaz (EC 3.2.1.1), α-(1,4) 

amiloz ve amilopektin zincirlerine rastgele saldıran çeşitli mikrobiyal kaynaklardan 

elde edilen bir endoamilazdır ve α-(1,6) bağlarını hidrolize edemez. Nişastanın α-

amilaz enzimleri tarafından hidrolizi Şekil 2.7'de gösterilmiştir. Bakteri kökenliα--

amilaz enzimleri 70-95°C'lik bir termo stabilite sıcaklığa sahip olup ve optimum 

pHsı 4.5-7 arasındadır. Fungal kökenli amilazların optimum sıcaklığı kökenlerine 

göre değişir (30-40°C), bu optimum sıcaklıkların ötesinde α-enzimleri denatüre 

olurlar (Park ve ark., 2004).  

Çirişlendirme sırasında nişasta bulamacı 100-110°C’ye ısıtılır. Bu 

sıcaklıkta bir süre tutulduktan sonra ilave edilen α-amilazın çalışması ve 

sıvılaştırma işlemini gerçekleştirebilmesi için sıcaklık80-90°C arasınadüşürülür 

(Gomes ve ark., 2008). Bu nedenle, α-amilaz için toleranslı bir sıcaklığın seçimi 

çok önemlidir. Nişastanın hidrolizi, genellikle endüstriyel seviyede B. 

amiloliquefaciens ve B. licheniformis amilazlarının kullanılmasıyla gerçekleştirilir 

(van der Veen ve ark., 2000). Yüksek miktarda α-amilaz kullanılması ve uzun 

süreli bir muamele, bazı amilolitik enzimler tarafından hidrolize karşı çok 

dayanıklı olan maltuloz oluşumuna yol açabilir (Kumar, 2010). 
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2.5.1.3. Sakarifikasyon 

Sakkarifikasyon, oligosakaritlerin, maltozların, maltotrioz ve 

sıvılaştırmadan kaynaklanan dekstrinlerin tamamlayıcı ve enzimatik hidrolizinin 

son aşamasıdır. Fermente edilebilir şeker verimleri (glikoz ve früktoz şurubu) 

glikoamilazın etkisiyle artar (Blennow ve ark., 2002). Aynı zamanda 

amiloglukozidaz olarak da bilinen glikoamilaz (EC 3.2.1.3), indirgeyici olmayan 

uçlarda α-glukanın hidrolizini katalize eden bir ekzoamilazdır. Öncelikle α-(1,4) 

glukozidik bağlarını ve daha az olarak da α-(1,6) glikozidik bağlarını parçalar. Bu 

da β-D-glikozun salınmasına neden olur (Pandey ve ark., 2000). Glikoamilaz 

enzimleri mantarlardan türetilir ve en çok bilinen ve kullanılan Aspergillus niger ve 

Rhizopus sp. glikoamilazlar, % 88-100 çözünür nişastayı hidrolize edebilirler ve 

tercihen daha yüksek bir moleküler ağırlığa sahip olan polisakaritler üzerinde 

etkilidirler (Horváthová ve ark., 2004). Fungi ailesinden gelen enzimler en çok 40-

60°C arasında değişen optimum sıcaklıklarda aktiftir ve optimum pH’ları 

genellikle 4.0 ile 4.5 arasındadır (Ball ve ark., 1996). Sakrifikasyondan sonrası 

oluşan glikoz ve diğer şekerler etil alkol fermantasyonunda kullanılır. 

 

2.6. Lignoselülozik biyokütleden biyoetanol üretimi 

Enzimatik hidrolizde  hemiselüloz ve selülozdan oluşan lignoselüloz, in 

hedeflenir. Enzimler, hemiselüloz ve selüloza doğrudan erişemezler. Bu nedenle, 

enzimatik hidroliz adımlarına fermente edilebilir şekerler ve olası bir fermantasyon 

işlemine geçmeden önce lignoselozik biyokütleden biyoetanol üretimi ön 

muamelesi (piroliz) esastır (Şekil 2.8) (Keshwani ve ark., 2009). 
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Şekil 2.8:  Lignoselülozik biyokütleden biyoetanol dönüştürülmesi işlemi 
(Keshwani ve ark., 2009) 

 

2.6.1. Lignoselülozik materyalin Pirolizi 

Biyoyakıt üretiminde en önemli işleme zorluğu, biyokütlenin ön 

muameleden geçirilmesidir. Lignoselülozik biyokütle, hemiselüloz, lignin ve 

selüloz olmak üzere üç temel bileşenden oluşur. Lignoselülozik kompleks, 



2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR                 Kouame Fulbert OUSSOU 

27 

hemiselüloz zincirleriyle bağlanmış bir selüloz ve lignin matrisinden oluşur 

(Demirbaş, 2005). 

Pirolizin amaçları, lignoselülozik hammaddenin fiziksel ve fizikokimyasal 

özelliklerini değiştirerek biyokütle liflerinin gözenekliliğini arttırmak, yüzey 

alanını arttırmak, selülozun kristalliğini azaltmak ve böylece selüloz ve 

hemiselüloza ulaşılabilirliği arttırmak, lignin ve hemiselülozu uzaklaştırmaktır. 

Piroliz, öncelikle ligninin parçalanmasını sağlar ve selülozun kristalliliğinin 

azalmasına yol açar. Selüloz ve hemiselülozun artışını ve kullanılabilirliğini arttırır. 

Piroliz sırasında, selüloz ve hemiselülozun imhasını önlemek, hidroliz aşamalarını 

ve fermentasyonları inhibe edebilen olası yan ürünler oluşumundan kaçınmak 

önemlidir. Hemiselülozların hidrolizi, ön muamele sırasında kullanılan işlem 

koşullarına bağlıdır: yüksek sıcaklıklar hemiselülozların çözünme kinetiğini arttırır. 

Şekil 2.9, pirolizin lignoselülozik malzemeler üzerindeki etkisini açıkça 

göstermektedir. Ön muamele uygulanmış hammaddenin engelleri ortadan 

kalkmaktave olası enzimatik hidrolizler için daha uygun hale gelmekte iken, ön 

muamele uygulanmamış hammadde enzimatik hidroliz için katıdır  ve bu nedenle 

neredeyse enzimatik hidroliz imkansızdır (Balat, 2011). İdeal bir ön muamelede 

(Tenlep, 2009):  

 

 Çok az veya hiç şeker üretimi ve parçalanma ürünü olmalı  

 Tüm karbonhidratları yüksek oranda geri kazanmalı, 

 Selüloz ve hemiselüloz yıkımınına sebep olmamalı, 

 Tüm karbonhidratları yüksek oranda geri kazanmalı, 

  İşletme maliyetleri, özellikle buhar tüketimi, elektrik ve kimyasal 

reaktifler açısından mümkün olduğunca düşük olmalı, 

 Hidroliz ve fermantasyon aşamalarını inhibe edici yan ürün 

oluşturmamalıdır, 

 Ön muamele uygulanmış sıvı, detoksifikasyon olmaksızın fermente olmalı  
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 Önerilen ön muamele yüksek substrat konsantrasyonlarında hızlı ve etkili 

olmalı ve hammaddekayıpları minimum düzeyde olmalıdır. 

 

Şekil 2.9’de lignoselülozik hammaddenin ön muamele uygulanmış ve 

uygulanmamış halleri gösterilmektedir. Şekilde de görüldüğü gibi ön muamele 

uygulanmamış olan dallı darı dirençli yapıya sahipken, ön muamele sonrası bu 

dirençli yapı kırılmış ve ulaşılabilirlik arttırılmıştır (Balat, 2011). 

 

Şekil 2.9: Lignoselülozik hammadden in ön muamelesi (Balat, 2011). 

 

Ön muamele selülozik biyokütlenin fermente edilebilir şekere 

dönüşümünde uygulanan en pahalı işlemlerden biridir. Ön muamelenin 

geliştirilmesi bitkinin hücre duvarının kimyasal yapısının ve ön muamele boyunca 

meydana gelecek kimyasal reaksiyonların daha iyi anlaşılabilmesi ile mümkündür. 

Bu amaçla kullanılan piroliz dört temel aşamada gruplandırılabilir: fiziksel, fiziko-

kimyasal, kimyasal ve biyolojik ön muamelelerdir. 
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2.6.1.1. Mekanik veya fiziksel ön muamele  

Mekanik veya fiziksel ön uygulama, lignoselüloz biyokütleler kullanılarak 

biyoetanol üretiminde ilk adımdır ve amacı, lignoselüloz biyokütlelerinin 

polimerizasyonun derecesini azaltmak için enzimlerin erişebileceği yüzeyleri 

arttırmaktır. Öğütme genellikle ön muamelenin ilk adımı olarak düşünülür.  

Öğütme, fiziksel boyut küçültme için geleneksel cihazlar kullanılarak 

gerçekleştirilebilir. Öğütmenin en önemli dezavantajı yüksek enerji gereksinimine 

ihtiyaç duymasıdır. Bu sorunun çözümü için, çeşitli öğütme vardir. bunlar roll 

öğütme , ıslak diskle öğütme, bilyeli öğütme , titreşimli öğütme , çekiçli öğütme ve 

sıkıştırmalı öğütmedir (Sarkar ve ark., 2012; Talebnia ve ark., 2010). En çok ve 

yaygın kullanılan öğütme, ıslak diskle öğütmedir. Ancak enzimatik hidrolizden 

sonra glikoz ve ksiloz verimleri bilyeli öğütmede ıslak diskle öğütmeye nazaran 

daha yüksek bulunmuştur. Şiddetli fisiksel ön muamele, selülozun enzimatik 

sindirilebilirliğini artırır. 

 

2.6.1.2. Fiziko-kimyasal ön muamele 

2.6.1.2.1. Karbon dioksit patlatması 

Karbondioksit ön muamelesinin prensibi, esas olarak Afex muamelesi ile 

benzelik bir şekilde göstermektedir, bu da amonyak yerine karbon dioksit (CO2) 

kullanılır. Lignoselülozun etkili bir ön muamelesi için geliştirilmiştir. Yüksek 

basınç altında (kritik basınç 73 atm), karbon dioksit süper kritik durumunda tutulur. 

CO₂ molekülleri, büyüklük bakımından su ve amonyak ile kıyaslanabilir ve 

biyokütlenin küçük gözeneklerine girebilir. Karbon dioksit basıncı hızla 

kaldırıldığında biyokütle patlar ve selüloz ulaşılabilirliği için daha fazla yüzey alanı 

oluşur. Aynı zamanda hammaddenin hemiselüloz yapısını önemli ölçüde çözüp 

uzaklaştırdığı da belirtilmiştir.  

Teymouri ve ark. (2005) yilında bu tekniği kabayonca (alfalfa) üzerinde 

bir deneme yapılmıştır (5.58 MPa basınçta ve 4 g CO2/g fiber varlığında). 24 saat 
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enzimatik hidrolizden sonra teorik verimin % 75'ine ulaşılmıştır. Bununla birlikte, 

bu teknik zamanla hiç bir gelişme göstermemiştir (Ogier ve ark., 1999). 

 

2.6.1.2.2. Buhar patlatması 

Buharla ön uygulama sırasında, bitki (biyokütle) basınç altında buhar 

enjeksiyonu ile hızlı bir şekilde yüksek sıcaklığa (180-240°C) ve yüksek basınçta 

(0.69-4.86 MPa) ısıtılır. Yüksek basıncın amacı patlamaya açık bir durum 

oluşturmaktır (Kabel ve ark., 2007). Buhar patlatması ön muamele sırasında, 

hemiselülozun (asetil gruplarının salınımına bağlı otohidroliz) lignin füzyonuna 

kısmi hidrolizine ve bitki (biyokütle) duvarının yoğun yıkımına neden olarak, 

enzimler için erişilebilir yüzeyleri arttırır (Kabel ve ark., 2007). Polimerizasyon 

derecesinde bir düşüşle beraber, aynı zamanda selülozun kristallik endeksinde de 

bir artış olur (Puls ve ark., 1985). Ön muamelenin etkinliği büyük ölçüde kullanılan 

sıcaklığa bağlıdır. 

Sassner ve ark. (2008) yaptıkları çalışmada, selülozun enzimatik dönüşüm 

oranı 180 ve 240°C’de sırasıyla% 54 ve % 88 olarak bulmuşlardır. Buhar patlaması 

genellikle, lignoselülozik biyokütlenin parçalanması ve ön uygulamaya yönelik en 

etkili yöntemlerden biri olarak tanımlanmaktadır (Eklund ve ark., 1990; Quintero 

ve ark., 2011).Yüksek sıcaklıklarda çalışan buhar patlaması, selülozun piroliz 

reaksiyonlarına ve inhibe edici bileşiklerin oluşumuna yol açar (Keshwani ve ark., 

2009). Bu proseste 90 atm basınç ardından atmosferik koşullara maruz bırakılacak 

şekilde uygulanmış ve böylece ligninin ve hemiselülozun uzaklaştırılması 

sağlanmış olup selüloza hidroliz sonucu ulaşılabilirlik arttırılmıştır (Keshwani ve 

ark., 2009). 

 

2.6.1.2.3. Sıcak Su ile ön muamele  

Bu yöntem, yüksek basınç altında lignoselülozik biyokütle su ile bir 

pişirmedir ve bu nedenle işlem basit bir otoklav olarak çalışır. Bu ön uygulama 

hemiselülozların tamamen çözünmesine ve ligninin önemli ölçüde çözünmesine 
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yol açacaktır ve selülozu enzimatik hidroliz için ulaşılabilir bir hale getirmek 

amacıyla 160-240°C arasında değişen sıcaklıkta ve yüksek basınçta bir uygulama 

yapılır (Van Walsum ve ark., 1996). İnhibitör oluşumunu en düşük seviyede 

tutmak için pH 4 ile 7 arasında tutulur. Sonuç olarak çözünen hemiselüloz öncelikli 

olarak ilave enzime gereksinim duyan ksiloza dönüşür (Limayem ve ark., 2012). 

Bu teknik başlangıçta Avusturya'daki Bobleter (1994) tarafından ve daha sonra 

Bouchard ve ark. (1989) ve Walch ve ark. (1992) tarafından geliştirilmiştir.  

Kontrol edilen pH’da, suyun doyma buhar basıncının üstünde seçilen bir 

basınçta ve belirli bir sıcaklıkta biyokütlenin yapısı suyla beraber hidroliz olurken 

basınçlı sıcak su kullanımı oligosakkaritlerin hidrolizini minimize eder. Sıcak su 

uygulamasının amacı; ön muamelenin sert koşullarında aldehitlere dönüşebilecek 

monomer şekerlerin oluşumunu engellemek ve enzimatik hidrolizi selüloz ve 

çözünebilir oligosakkaritlerin fermente edilebilir şekerlere dönüşümünde 

kullanmaktır. Sıcak su uygulamasının avantajı düşük reaktör maliyetidir.  

Laser ve ark. (2002) yılında, bu ön muamele yöntemiyle (200-230°C'de 15 

dakika) 10 farklı hammadde (odunsu ve otsu) üzerinde  bir denemiştir.Yaptıkları 

çalışmada, selülozlar ve hemiselülozlar tamamen çözünmüş ve enzimatik hidroliz, 

% 95 oranında monomerik şeker verimleri ile sonuçlanmıştır. 

Kohlmann ve ark. (1995) tarafından, pH kontrolü ile termohidrolize yeni 

bir yaklaşım önerilmiştir. Bu koşulların, gözenek boyutunu artırarak ve kristallik 

indeksini azaltarak selülozun enzimatik hidrolizini teşvik etmesi amaçlanmıştır. 

Van Walsum ve ark. (1996) ekibi 1994 yılında, çeşitli substratlarla  bir sıcak Su ile 

ön muamele (termohidroliz) tekniği geliştirmiştir. Yaptıkları çalışmada, pentozların 

geri kazanma oranı % 80'den fazla olmuştur.  

Bir diğer çalışma, Perez-Verdin ve ark. (2009) tarafından yapılmıştır. Bu 

çalışmada, buğday samanını sıcak su yöntemi ile piroliz etmişlerdir. Sonuçta % 80 

ksiloz ve % 91 glikoz verimi elde etmişlerdir (Mood ve ark., 2013). Bu nedenle, 

termohidroliz ilave kimyasalların bulunmamasından dolayı özellikle çekici bir ön 

muamele tekniğidir,. Ayrıca, yüksek pentoz geri kazanma oranları, ön muamele 
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edilmiş selülozun iyi enzimatik sindirilebilirliği, yüksek konsantrasyonlarda 

lignoselülozik biyokütle kullanımı (> 100g/l), inhibe edici ürünlerin bulunmaması 

ve ön uygulamadan kaynaklanan atıkların en aza azalması gibi avantajları da 

vardır. 

 

2.6.1.2.4. Amonyak fiber patlatması (AFEX) 

AFEX, linyoselülozik materyalleri yüksek sıcaklık ve basınç ön muamelesi 

ve ardından hızlı basınç tahliyesi ile ortaya çıkaran bir alkali termal ön 

muameledir. Bu yöntem, lignoselülozik malzemenin orta basınçlı sıvı amonyak 

(yaklaşık 15 bar) ile muamele edilmesinden ve ardından amonyağın 

buharlaştırılması ve substratın patlatılması için ani bir dekompresyon işleminden 

oluşur. Bu teknik, buhar patlamasının bir çeşididir, ancak amonyak kullanımı 

sayesinde çok daha düşük sıcaklık koşullarında gerçekleşmektedir. Reaktördeki 

ortalama sıcaklık 50 ila 80 °C arasında olduğu için inhibe edici bileşiklerin 

oluşumu minimumda tuturlur (Weil ve ark., 1998).  

Bu yöntemde biyokütle örnekleri (1-2 kg/kg biyokütle) amonyakla beraber 

90°C 30 dakikada basınç altında tutulur. AFEX yönteminde lignin ve hemiselüloz 

uzaklaştırılmaz. Fakat yapısında meydana gelen değişiklikler sayesinde 

biyokütlenin yüzey alanını arttırmaktadır ve hemiselüloza daha fazla ulaşılabilirlik 

sağlamaktadır. Genel olarak, AFEX asit ve buhar patlatması yöntemlerine kıyasla 

daha ılımlı bir uygulamadır (Xu ve ark., 2014). Artık amonyak, substratı fermente 

edebilen mikroorganizmalar tarafından bir besin kaynağı olarak kullanılabilir.  

Bu yöntemle muamele edilmiş lignoselülozik malzemeler esas olarak 

tarımsal substratlardır: buğday samanı, arpa samanı, küspe, pirinç samanı vb 

(Mosier ve ark., 2005). Selülozun enzimatik hidroliz verimleri teorik verimin % 80 

ila 90'ı arasındadır (Alvira ve ark., 2010; Kim ve ark., 2005) . Optimal koşullarda, 

% 90 selüloz ve hemiselüloz dönüşümleri sağlanmıştır. AFEX muamelesinde, 

diğer ön muamele yöntemlerine kıyasla düşük enzim yüklemesi sağlar (Kim ve 

ark., 2005). 
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2.6.1.2.5. Mikrodalga fırın ve elektron kiriş ışınlama ile ön muamele 

Bir mikrodalga fırında lignoselülozik biyokütlenin ön muamelesi de 

uygulanabilir bir yöntemdir. Mikrodalga fırının yüksek ısıtma verimliliğinden 

faydalanılır. Mikrodalga ön uygulamada, termal olan ve olmayan etkiler 

içerdiğinden fiziko-kimyasal bir işlem olarak da düşünülebilir. Mikrodalga 

uygulamasının, pirinç kabukları, buğday sapları, kağıt hamuru ve miscanthus gibi 

tarımsal atıkları ve biyokütle atıklarının hidrolizinin geliştirilmesinde etkili olduğu 

gösterilmiştir. Mikrodalga ön  uygulamalarının hemiselüloz ve çözülebilir lignini 

ortadan kaldırması beklenir. Ek olarak, ısıtmadan termal ve termal olmayan 

etkileri, lignoselülozik biyokütlenin gözeneklerini artırabilir ve selülozik 

enzimlerin mevcudiyetini artırabilir. Ancak, mikrodalga dayalı ön işlemlerin asit ve 

alkali gibi bazı kimyasal uygulamalarda daha etkili olacağı bulunmuştur (Lu ve 

ark., 2009). Yüksek enerjili radyasyon, spesifik yüzey alanı artışı dahil olmak üzere 

selülozik biyokütlede daha fazla değişiklik ile sonuçlanmıştır. Lu ve ark. (2011) 

yaptıkları çalışmada,  toplam indirgen şekerde bir artış olduğunu görülmüş ve 

mikrodalga ışınlı pirinç samanı ve küspe sırasıyla 1.6 ve 3.2 faktörü ile üretim 

bildirmiştir. Intanakul ve ark. (2003) pirinç samanının, buğday sapları ve küspe 

mikrodalga ön muamelesinin ardından lignin ekstraksiyonunun % 43-55'lik bir 

indirgen şeker verimi elde ettiği bildirmiştir. 

 

2.6.1.3. Kimyasal ön muamele 

Bu işlemde kullanılan kimyasal maddeler, lignoselüloz biyokütle 

engellerini enzimatik hidroliz sırasında enzimler için daha erişilebilir bir formda 

yumuşatmayı amaçlar. Ekonomik seviyeden, kimyasal maddelere daha erişilebilir, 

elde edilmesi ve manipüle edilmesi daha kolay, daha ucuzdur. Kimyasal ön 

muamelede kullanılan yöntemler asitler (Seyreltik ve konsantre asit) ve alkalidir.  

Seyreltilmiş asit ile ön muamele en ikna edici ve en etkili yöntemdir ve, bugüne 

kadar kimyasal ön muamele için daha iyi bir yöntem yoktur. (Mutripah ve ark., 

2014). Bu yöntemin kullanımı kolaydır ve kısa sürede iyi dönüşüm verimi sağlar. 
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2.6.1.3.1. Asit ile ön muamele 

Asit ön muamelesi en önemli yöntemlerden biridir ve lignoselüloz 

biyokütlelerden yüksek miktarda şeker elde etmeyi hedeflemektedir. Genellikle 

konsantre veya seyreltilmiş asitler (genellikle % 0.2 ila % 2.5 arasında h/h) 130°C 

ila 210°C arasında sıcaklıklarda ila  gerçekleştirilir. Seyreltik asit uygulaması 

biyopolimerden hemiselülozun uzaklaştırılmasında kullanılırken, konsantre asit 

uygulaması selülozun dönüştürülmesinde kullanılır. Düşük sıcaklılarda 

gerçekleştirilen konsantre asit uygulaması şeker oluşumunda oldukça etkin 

olmasına rağmen şekerlerin parçalanma ürünlerine dönüşmesine de sebep 

olabilmektedir. Sülfürik asit,  asit ön muamelesinde yaygın olarak çeşitli asit türleri 

(hidroklorik asit, nitrik asit ve fosforik asit) kullanılır (Quintero ve ark., 2011).  

Asitle ön muamele lignoselülozik materyalin dönüştürülmesinde en yaygın 

ve etkili yöntemlerden biridir. Genellikle asit hidrolizi konsantre asit ve seyreltik 

asit hidrolizi olmak üzere iki gruba ayrılır. Konsantre asit hidrolizinin düşük 

sıcaklık ve yüksek şeker verimi gibi avantajları vardır. Konsantre asidin 

dezavantajı ise büyük miktarda asit tüketimi, ekipman korozyonu, önemli miktarda 

enerji gerektiren asit geri kazanımı ve daha uzun reaksiyon zamanıdır. Seyreltik 

asit hidrolizinde ise aksine daha az asit kullanımı ve nispeten daha kısa reaksiyon 

süresine ihtiyaç duyulur. Ancak daha yüksek sıcaklıklara ihtiyaç duyulur. Daha 

düşük şeker verimi, daha az ekipman korozyonu ve arzulanmayan yan ürün 

oluşumu gözlemlenmektedir (Rhenals, 2013). Bununla birlikte, asit ön uygulaması, 

asetik asit, furfural ve 5 hidroksimetilfurfural gibi çeşitli inhibitörlerin üretilmesine 

neden olur. Bu ürünler mikroorganizmaların gelişmesi için inhibitörleridir (Sarkar 

ve ark., 2012). Bu ön muamele selülozun enzimatik sindirilebilirliğini önemli 

ölçüde artırır (Stavrinides ve ark., 2010). 

Mabee ve ark. (2010) yaptıkları çalışmada seyreltilmiş sülfürik asit ile ön 

muameleden geçirilmiş birçok ürünün selülozunun enzimatik hidroliz verimlerinin 

% 90'dan yüksek bulmuşlardır. % 1 asit konstantrasyonnda, sıcaklık 220°C'den 
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180°C'ye düşürüldüğünde selülozun hidroliz verimi, % 98'den % 45'e düşmüştür 

(Swana ve ark., 2011; Weil ve ark., 1998). 

 

2.6.1.3.2. Alkali ile ön muamele 

Alkali ön uygulaması, kağıt işlemlerine daha uygundur ve çoğu zaman 

kağıt endüstrisi pilotları ile birlikte geliştirmektedir. Lignoselülozik biyokütlenin 

alkali ön muamelesi, lignin matrisini sindirir ve selüloz ve hemiselülozu enzimatik 

hidroliz için uygun hale getirir. Lignoselülozun alkali muamelesi, hemiselülozlar, 

lignin ve silisi eriterek, üronik ve asetik esterleri hidrolize ederek ve selülozu 

şişirerek hücre duvarı parçalanır. Lignoselülozik biyokütlenin pirolizinde sodyum 

hidroksit, kalsiyum hidroksit ve amonyak en çok kullanılan reaktiflerdir. Bunlar 

arasında ligninin uzaklaştırılmasında en başarılı olan baz ise sodyum hidroksittir 

(Xu ve ark., 2014; Yeh ve ark., 2016).  

Alkali ön muamelede diğer ön muameleler teknolojilerinden daha düşük 

sıcaklık ve basınçlarda kullanır. Bu yöntem ligninin biyopolimerden 

uzaklaştırılmasında, selüloz ve hemiselülozun ulaşılabilirliğini arttırılmasında ve 

hidrolizle monomerik şekerlere dönüştürülmesinde oldukça etkindir. Alkali ile 

hidroliz biyokütlenin sabunlaşma mekanizmasına dayanır. Alkali katalizörler 

hemiselüloz ve lignin-karbonhidrat bağlarındaki ester bağlarını parçalamaktadır. 

Bu da asidik işlemde olduğu gibi enzimlerin hücre duvarına ulaşabilirliğini arttırır. 

Alkali ön muameleleri önemli miktarda hemiselülozu çözmektedir.  

Selülozun enzimatik hidrolizde etkin bir şekilde parçalanması, ön muamele 

sırasında kullanılan sodyum hidroksit konsantrasyonuna göre değişir. %2-4 

arasında sodyum hidroksit konsantrasyonu ile pirolizin ardından uygulanan 

enzimatik hidrolizde sakkarifikasyon oranı % 30dan az iken, % 10luk bir 

uygulamadan sonra %80-90 arasındadır. Sun ve ark. (2007) yaptıkları çalışmada 

buğday samanında hemiselüloz uygulanan farklı alkalinin çözümlerini analiz 

etmişler veoptimum işlem koşulunun 20°C'de 144 saat boyunca % 1.5 NaOH 

kullanılması olduğunu bildirmişlerdir. Saha ve ark. (2006) yılında yaptıkları 
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çalışmada, şeker verimini geliştirmek amacıyla değişik konsantrasyonlarda baz 

uygulamalarının yanında geleneksel ısıtma yöntemi ve mikrodalga ile ısıtmayı 

kıyaslamış ve optimum koşulun 0.1g alkali/g biyokütle, 20°C’de 2 saat bekletilip 

ardından mikrodalga uygulamasının (190°C, 50 gL-1 katı içerik, 30dak..) olduğu 

belirtmişlerdir. Enzimatik hidroliz pH 4.8’ de 50°C 160 rpm devirde selülaz (12 

FPU/g) ve sellobiyaz (21CBU/g) enzimleri kullanılarak gerçekleştirilmiştir ve 

şeker verimi 58.7 g şeker/100 g biyokütle olarak belirtilmiştir.  

 

2.6.1.3.3. Organosolv ön muamele 

Kağıt endüstrisinden gelen bir teknik olan Organosolv ilkesi, lignin 

fraksiyonunu eritmek ve uzaklaştırmak için ön işlem sürecinde katalitik ajan olarak 

hareket eden HCl ve H2SO4 gibi bir inorganik asit ile bir organik çözücünün 

karıştırılmasını içerir. Genel olarak bu işlemde kullanılan ana organik çözücüler 

etanol, metanol, fenol, trietilen glikol, etilen glikol, asetondur (Zhao ve ark., 2011). 

Bu ön muamele yöntemi, ligninin ve hemiselülozik fraksiyonun çözünmesine 

neden olur ve esas olarak selülozdan oluşan katı bir artık oluşumuna yol açar. 

Genel olarak, Organosolv işlemi, şekerlerin iyi geri kazanım verimlerinin elde 

edilmesini mümkün kılar. Bu işlemin temel sorunu, çözücülerin yüksek maliyetidir. 

 

2.6.1.4. Biyolojik ön muamele 

Biyolojik ön işlemlerde, Phanerochaete chrysosprium veya bazı 

durumlarda Pleurotus  florida, Coriolopsis caperata RCK2011 ve Ganoderma sp 

gibi mikroorganizmalar kullanılarak ligninin bozunması hedeflenir. Beyaz çürükçül 

mantarlar eş zamanlı olarak hem ligninin hem de hücre duvarı karbonhidratlarını 

paraçalayabilseler de bazı türler selüloza dokunmadan lignini uzaklaştırmaktadır 

(Alvira ve ark., 2010). Lignoselülozların biyolojik ön muameleleri ısıtma ve diğer 

kimyasal giderleri bakımından yüksek enerji gereksiniminden kaçınmalarına 

rağmen düşük reaksiyon hızları nedeniyle diğer fiziksel ve kimyasal ön muameleler 

kadar geniş çaplı olarak incelenmemişlerdir. Selülaz içermeyen mutant suşlar elde 
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edilmiş ve lignoselülozların biyolojik olarak parçalanması için önerilmiştir 

(McMillan, 1997). Bu metot kimyasal maddelere ihtiyaç duymaz ve daha az enerji 

kullanır (McMillan, 1997). Ancak, işlemin yavaşlığı ve çalışma koşullarının 

kontrol edilmesindeki zorluklar, bu tür işlemlerin kullanımını pek mümkün kılmaz. 

Çalışmaların çoğu laboratuvar ölçeğinde yapılmıştır. (Eriksson ve ark., 2002; 

Kohlmann ve ark., 1995; Pandey ve ark., 2000).  

 

2.7. Lignoselülozik hidrolizat inhibitörleri ve fermantasyon sırasında 

inhibisyon mekanizması 

Biyokütlenin etanol gibi yakıtlara dönüştürülmesi, spesifik 

mikroorganizmaların kullanımınıyla şekerlerin fermantasyonunu içerir. 

Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis ve Escherichia coli'nin eserleri gibi 

mikroorganizmalar maruz kaldıkları streslerle doğrudan ilişkilidir. Bu stresler 

çevreden (pH, sıcaklık, oksijenin varlığı) ve ayrıca fermantasyon ortamında 

bulunan kimyasal türlerden de gelebilir. Bu son nokta, birincil ve ikinci nesil 

biyoetanol üretimi arasındaki temel farklardan birini işaret eder.  

Birincil nesilde (sükroz ve nişasta), şekerler doğrudan veya enzimatik 

hidroliz veya düşük bir jelatinleşme sıcaklığına sahip asit uygulaması ile elde 

edilir. Bu nedenle şekerler ve üretilen etanol dışında, fermantasyonu 

engelleyebilecek hiçbir yan ürün yoktur. Biyokütlenin etanol gibi yakıtlara 

dönüştürülmesi, spesifik mikroorganizmaların kullanımınıyla şekerlerin 

fermantasyonunu içerir. Ön muamele olarak pirolizi kullanan ikinci nesil için, 

lignoselülozik malzemeler hidrolizdan sonra, fermantasyonuolumsuz 

etkileyebilenyan ürünler oluşturur (Şekil 2.10).  

Lignoselülozik biyokütle ön muamele sırasında fermantasyonu inhibe eden 

bileşikler oluşur. Bunlar organik asitler (asetik asit, formik asit ve levulinik asit), 

furanlar (Furfural, HMF) ve fenolik bileşiklerdir (Şekil 2.10). Bu inhibe edici 

bileşenlerin konsantrasyonları 1-2gL-1’den daha fazla olduğu zaman fermantasyonu 

gerçekleştiren mikroorganizmaların büyümesini etkilemektedir (Hanif ve ark., 
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2017). İnhibitör maddelerin uzaklaştırılması membranla ayırma, aktif kömür ve 

iyon değişim reçineleriyle sağlanabilmektedir (Yasarla, 2014). Serbest kalan bu 

bileşenler çoğunlukla çözünür olup bir kısmı 100-400 nm arasında değişen 

büyüklükteki çözünmeyen kolloidal parçacıklardır. Partiküllerin büyüklüğü ön 

muamelenin sertliği ve koşullara bağlı olarak değişmektedir. Çözünmeyen 

bileşenler lignin ve daha düşük moleküler ağırlığına sahip lignin türevleridir.  

Ligninin parçalanmasıyla oluşan fenolik bileşenler enzimatik hidroliz ve 

fermantasyonda kilit rol oynamaktadır. Vanilin, siringaldehit, trans-sinamik asit ve 

hidroksi benzoik asit gibi fenollerin selüloz ve hemiselülozun hidrolizini ve 

fermantasyonu inhibe ettiği belirtilmiştir. İnhibisyonlar uzun bir gecikme süresi, bir 

verimlilik (g/L/s), daha düşük verim veya hatta fermentasyonun durmasıile 

sonuçlanır. 

 

 

Şekil 2.10:  Lignoselülozun ön muamelesinden kaynaklanan inhibitörler 
(Palmqvist ve ark., 1996)  
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2.7.1. Furanlar 

Furanlar, çoğunlukla furfural (C5H4O2) ve HMF (5-

hidroksimetilfurfural)'den (C6H6O3) oluşmaktadır. Şekerler (pentozlar ve 

heksozlar) dehidrasyonundan, hemiselülozun hidrolizi sırasında meydana gelen 

reaksiyondan (şekil 2.10) elde edilen ürünlerdir. Bu iki bileşiğin alkolik 

fermantasyonunu inhibe ettiği bilinmektedir ve bir aldehit grubuna sahip 

olduklarında, genel olarak mikroorganizmalar için zararlıdır. Örneğin furfural, 

maya DNA'sına zarar verebilir veya etanol üretimi için gereken bazı enzimleri 

inhibe edebilir (Almeida ve ark., 2008). S.cerevisiae, anaerobik koşullar altında 

furfuralı furfuril alkol ve HMF'yi 2,5-di-hidroksimetilfurana, daha az inhibe edici 

türe dönüştürür (M. Taherzadeh ve ark., 2008; Palmqvist ve ark., 1996). 

HMF (5-hidroksimetilfurfural), lignoselülozik biyokütlenin ön 

muamelelerinde çok yüksek sıcaklıklarda ve asit konsantrasyonunda oluşur. Etanol 

fermantasyonunun reaksiyonu inhibe etmekte veya uzun bir lag fazına ve etanol 

verimliliğinde bir azaltmaya neden olmaktadır. Bu etkiler furan konsantrasyonuna 

ve kullanılan maya türüne bağlıdır. HMF ve furanın daha az inhibe edici olan alkol 

formlarına dönüşümü, her bir bileşiğin 2 gL-1 oranında S.cerevisiae’nin bulunduğu 

anaerobik kültüre ilavesiyle incelenmiştir. HMF ve furfural’ın kültürde bulunduğu 

süre boyunca, hiçbir gelişmenin olmadığı görülmüştür. Bileşiklerden sadece birinin 

4 gL-1 oranında ilave edildiğinde, HMF ve furfuralın spesifik hız oranlarının 

düştüğü açıkça gözlenmiştir (Sehnem ve ark., 2013). 

 

2.7.2. Fenolik bileşikler 

Fenolik bileşiklerin çoğu ön muamele sırasında hidrolize lignin 

fragmanlarından gelir, ancak aynı zamanda odun ekstraktlarından veya 

sakaritlerden de gelebilir (katekol pentoz veya heksenuronik asit (Jönsson ve ark., 

2016; Larsson ve ark., 2001). İnhibisyonlarının kökeninin mekanizması bugüne 

kadar iyi bilinmemektedir. Fenolikler büyük oranda asit hidrolizinde ligninin ve 

karbonhidratların parçalanmasıyla oluşurlar. Fenolik bileşiklerin miktarı ve çeşidi 
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biyokütlenin kaynağına bağlıdır ve bu bileşikler organik memnranlara girerek 

bariyer etkilerini azaltabilir (Palmqvist ve ark., 1996). Lignoselülozik biyokütleden 

gelen çok sayıda fenolik bileşik vardır. Şimdiye kadar, her birinin engelleyici 

karakterinin değerlendirilmesi gerçekleştirilmemiştir. Bazı fenolik bileşikler, S. 

cerevisiae ile 0.02 ile 1 g.L-1 arasındaki konsantrasyonlar için incelenmiştir  

(Larsson ve ark., 2001). Bileşenlerin her biri, düşük konsantrasyonda bile, 

mikroorganizma büyümesinin azalmasına neden olmaktadır. Bununla birlikte, 

sadece dört bileşik etanol verimi üzerinde gerçek bir etkiye sahiptir. O-vanilin, tüm 

fermantasyonları 0.2 g.L-1 konsantrasyonda inhibe ederken p-benzokinon, 0.02g.L-1 

konsantrasyonda bile, tüm etanol üretimini inhibe eder. 1g.-1L'deki verimi etkileyen 

diğer iki bileşikler, sinamik asit ve 3,4-dimetoksi-sinnamik asittir (Palmqvist ve 

ark., 1996). 

 

2.7.3. Organik asitler 

Organik asitlerin mikroorganizmaların gelişimini sınırladığı bilinmektedir. 

S. cerevisiae, fermantasyon ortamında organik asitlerin varlığına karşı çok 

duyarlıdır. Bunların varlığı hemiselülozun hidrolizinin asetik asit oluşumuna neden 

olduğunu, formik ve levulinik asidin furfural ve HMF'den elde edilebileceğini 

bilmek kaçınılmazdır. Asetik, formik ve levülinik asit lignoselülozların 

hidrolizatlarında en çok bulunan zayıf asitlerdir. Formik asit yüksek sıcaklıklarda 

ve asidik koşullarda da oluşabilmektedir  (Jensen ve ark., 2011). Asitlerin ayrışmış 

formu, maya membrana içine girmektedir. İki mekanizma inhibisyonu 

açıklayabilir; maya protonları boşaltmak ve pH'ı nötr tutmak için enerji (ATP) 

kullanır ve  protonların boşaltılmasından sonra, hücrelerde kalan anyonlar maya 

için toksik olacaktır (Palmqvist ve ark., 1996). Bu organik asitlerin varlığı, ön 

uygulamalar sırasında ekstraksiyonların ciddiyetini sınırlayarak önlenebilir. 
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2.7.4. Etanol ve şeker konsantrasyonu  

Bazı fermentasyonlar, 280g.L-1 başlangıç glikoz konsantrasyonlarında 

gerçekleştirilmiştir. Bu şeker konsantrasyonunun fermantasyon ve mikroorganizma 

verimleri üzerinde her zaman doğrudan etkileri olmuştur. Fermantasyonun verimi, 

genellikle ortamdaki şekerlerin oranı ile orantılıdır, yani fermantasyonun verimi, 

şekerin miktarı ile artar. Aşırı miktarda şeker konsantrasyonu, sabit bir 

fermantasyon hızının kaynağı gibi görünmekte ve böylece mikroorganizmalar 

tarafından şeker tüketiminde yetersizlik yaratmaktadır (Zabed ve ark., 2014). Yığın 

fermentasyonda yüksek etanol seviyesinde optimal koşullar altında yüksek bir 

şeker konsantrasyonu gerçekleştirilebilir (Deesuth ve ark., 2015).  

Alkolik fermantasyondan gelen etanolün mayalar ve genel olarak S. 

cerevisiae üzerinde olumsuz etkisi vardır. Hızlı bir fermantasyonda 

mikroorganizmaların hücrelerinde etanol birikimi canlılıklarını azaltır. Canlılıktaki 

bu kayıp, mikroorganizmalardaki yüksek etanol konsantrasyonundan dolayı alkol 

dehidrojenazın aktivitesinde bir azalmaya yol açmaktadır (Nagodawithana ve ark., 

1976; Pagliardini, 2010). Etanolün bazı maya enzimleri üzerinde birçok inhibe 

edici etkisi vardır, örneğin enerji transferinde yer alan bir enzim olan ATPaz’ın 

aktivitesini azaltır, membrandaki değişimleri azaltır ve mikroorganizmaların besin 

tüketimini etkiler (Bai ve ark., 2008). 

 

2.7.5. İnorganik iyonlar 

Hidrolizat’ta bulunan inorganik iyonlar, lignoselülozik biyokütlenin 

kendisinden, ayrıca pH ayarlaması için selüloz ve hemiselülozların 

ekstraksiyonlarında kullanılan kimyasallardan da gelebilir. Varlıkları maya zarında 

ozmotik basınca neden olur ve etkinliklerini azaltabilir. İnhibisyon mekanizmaları 

organik asitlerinkilere benzer. Maya, enerjisinin bir kısmını iyonları tahliye ederek 

ozmotik basıncı dengelemek için tahsis eder. Düşük konsantrasyonlarda, etki 

pozitiftir, biyokütle üretimi için etanol üretimi tercih edilir, ancak yüksek 

konsantrasyonda verimin düşmesi gözlenir (Bai ve ark., 2008). 
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2.7.6. Sıcaklık 

Sıcaklık, fermantasyonda çok önemli bir faktördür. Ekstrem sıcaklar 

mikroorganizmaların gelişmesini ve aktivitesini önemli ölçüde etkilemiş ve etanol 

veriminin düşmesine neden olmuştur. Bir alkolik fermantasyon sırasındaki etanol 

konsantrasyonu, sıcaklık arttıkça artar, optimum sıcaklık seviyesinde  sabit hale 

gelir ve daha sonra düşer. Sivamani ve ark. (2015) sıcaklığın fermantasyon 

üzerindeki etkisini araştırmışlar, sıcaklık 27° C'den 37°C'ye yükseldiğinde etanol 

konsantrasyonunun arttığını ve sıcaklık 47°C'ye ulaştığında etanol 

konsantrasyonunun düştüğünü gözlemlemişlerdir.  

Neredeyse tüm endüstriyel fermantasyonlarda kullanılan mayaların optimal 

gelişme sıcaklığı 30-35°C arasındadır. Fermantasyon, yüksek sıcaklıklara duyarlı 

farklı enzim türlerini içeren mikroorganizmalar tarafından gerçekleştirilir 

(Benjaphokee ve ark., 2012). Bu nedenle, daha iyi etanol verimi için fermantasyon 

sırasında kullanılan mikroorganizmaların optimum geliştirme sıcaklığının 

belirlenmesi çok önemlidir. Günümüzde biyoetanol endüstrilerinde en yaygın 

kullanılan maya olan S.cerevisiae'nin optimum sıcaklığı 25-35°C arasındadır 

(Alvira ve ark., 2010; Bai ve ark., 2008; Zhao ve ark., 2011). 

 

2.7.7. pH (hidrojen potansiyeli) 

Sıcaklık gibi, pH da fermantasyon sırasında dikkate alınması gereken 

önemli bir parametredir. Fermantasyon sırasında mikroorganizmaların aktivitesi 

üzerinde etkilidir, etanol verimini düşürebilir. Yüksek bir etanol verimi, optimum 

fermantasyon pH değeri ile bağıntılıdır ve genellikle 4 ila 6 arasındadır. Optimum 

pH, lag fazını azaltır ve mayanın optimal gelişimini etkiler (Larsson ve ark., 2001). 

S. cerevisiae'nın optimum pH'sı 4.0-5.5'tir ve 3.5'in altında, S.cerevisiae'nin 

besiyerinde inaktif kaldığı durumlarda kritik öneme sahiptir (Liu ve ark., 2008).  

 Sivamani ve ark. (2015) yaptıkları çalışmalarda, fermantasyon sırasında 

pH'ın incelemişler, en yüksek etanol veriminin pH 4.5'te elde edildiğini ve pH 3.5 

ve 5.5'te daha düşük bir etanol konsantrasyonu gözlemlediğini bildirmişlerdir. 
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2.7.8. İnokulum yaşı ve miktarı 

İnokulum yaşı ve miktrı, alkolik fermantasyonda çok önemli faktörlerdir. 

Şeker tüketimin verimi ve etanol verimliliği üzerinde önemli bir etkiye sahiptir 

(Taouda ve ark., 2017). Bunlar ayrıca fermantatif mikroorganizmaların 

geliştirmesini ve metabolizmasını da etkiler (Cheng ve ark., 2007). Bu mekanizma, 

inokulumun miktarı ve fizyolojik durumuyla doğrudan ilişkili olan lag fazının 

süresi, microorganizmaların geliştirme hızı ve verimi, son ürünün verimi ve kalitesi 

ile karakterize edilir (Sen ve ark., 2004). 

Zabed ve ark. (2014), farklı inokulum konsatrasyonlarda inokulum 

kullandıkları çalışmalarında inokulum konsantrasyonu 106'dan 107 hücre/ml'ye 

yükseltildiğinde etanol veriminin daha yüksek olduğunu bildirmişlerdir. Bununla 

birlikte, etanol konsantrasyonu, 107 ila 108 hücre/ml başlangıç konsantrasyonuyla 

hidrolizatı aşıladıklarında, etanol verimi sabit kalmıştır. Yüksek bir etanol verimi 

için, daha az yaşlanmış bir inokulum konsantrasyonu % 10-15 arasındadır 

(Anonymous, 2004). 

 

2.7.9. Fermentation süresi 

Fermantasyon süresi, alkolik fermantasyonda önemli bir rol oynar. Daha 

kısa bir fermantasyon, çok düşük bir etanol verimi ile sonuçlanan 

mikroorganizmaların yeterince gelişememelerine neden olur. Daha uzun bir 

fermantasyon süresi, yüksek etanol konsantrasyonundan dolayı mikroorganizmalar 

için istenmeyen koşullar yaratır. Fermantasyon süresi genellikle sıcaklıkla bağlıdır. 

Düşük bir fermantasyon sıcaklığı, uzun bir fermantasyon süresi gerektirir ve düşük 

bir etanol verimi ile sonuçlanır (Zabed ve ark., 2014). Optimum mikroorganizma 

geliştirmesi ve yüksek etanol verimi için fermantasyon süresi 3-5 gün arasındadır 

(Sivamani ve ark., 2015). 
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2.8. Lignoselülozik materyallerinin enzimatik hidrolizi 

Lignoselülozik biyokütlenin enzimatik hidrolizi (şekil 2.11), ılımlı sıcaklık 

koşulları altında (50-60°C) gerçekleştirilen spesifik bir yöntemdir. Kimyasal veya 

diğer ön muamelelerden elde edilenlerden daha yüksek hidroliz verimi sağlar. Bu 

nedenle enzimatik hidroliz, son 10 yılda enzim üretimini ve verimliliğini optimize 

etmek ve ön muamele aşamalarını iyileştirmek amacıyla birçok araştırmaya konu 

olmuştur.  

Lignoselülozik biyokütlenin enzimatik hidrolizi, selülaz ve hemiselülaz 

enzimleri tarafından biyokütle polisakkaritlerinin parçalanmasını sağlayan 

hidrolitik bir reaksiyondur. Hidrolitik reaksiyon suda gerçekleşir ve polimerlerin 

parçalanmasıya daha küçük zincirli oligomerlerin oluşması ile sonuçlanır. Sonunda 

selüloz ve hemiselüloz monosakkaritlere ve disakkaritlere kadar depolimerize olur 

ve bu moleküller bir sonraki aşama olan fermantasyon prosesinde karbon kaynağı 

olarak kullanılırlar. Selülazlar selüloz zincirinin amorf bölgelerindeki (14)-β–D-

glikozidik bağlarını kırar, daha kısa zincirli selüloz ve sello-oligomerler oluşturur. 

Sellobiyazlar sellobiyozu ve diğer sello-dekstrinleri hidrolize eder ve β-D glikozun 

oluşmasını sağlar (Obnamia, 2014). 

Endüstriyel bir enzimatik hidroliz ölçeğinde uygulama, hem dengeli bir 

enzim hazırlığı hem de bu enzimlerin uygulanması için iyi bir teknoloji gerektirir. 

Piyasada mevcut olan selülazların miktarı halen etanol üretim işlemlerinde 

kullanılamayacak kadar sınırlıdır. Esas olarak selüloz ve hemiselülozdan oluşan 

lignoselülozik biyokütle, tek bir enzim tarafından tamamen hidrolize edilemez, 

birkaç enzimin karıştırılmasını gerektirir. Bu enzimlerin rolü, uzun polisakkarit 

zincirini daha kısa zincire küçültmektir (şekil 2.11) β-(1,4) glikozidik bağ ile 

bağlanan selülozun enzimatik hidrolizi, üç tip enzimin sinerjik etkisinden 

kaynaklanır. 

Selülazların aşağıdaki şekilde gruplandırılabilir: Endo 1,4 ß-glukanazlar 

(EC3.2.1.4) genellikle selülozun amorf bölgelerinde bulunan ve iç kısımdaki 

glikozidik bağları kırar; ekzo 1,4 ß-glukanazlar (EC3.2.1.91) selüloz hidroliz 
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ederek, glikoz zincirinin sonundaki glikozidik zincirleri sellobiyozu (iki glikoz 

ünite), sello-dekstrinler olarak serbest bırakır ve ilerleyici endoselülazlar, selülozun 

hem amorf hem de kristal bölgelerine etki eder (Sills ve ark., 2012). 

Hemiselüloz, esas olarak ksilandan (1,4-β-D-ksilan) oluşan karmaşık bir 

yapıdır. Selüloz yapısından farklı olarak enzimatik hidroliz için daha basit 

özelliklere sahiptir. Ksilan, tek ünite olarak ksilozdan oluşan bir polisakarittir. 

Ksilanın hidrolizinde kullanılan iki temel enzim vardır, uzun ksilan zincirini daha 

kısa zincire (oli-gosakarit) hidrolize eden endo-β-1,4-ksilanazlar (EC3.2.1.8) ve 

daha sonra β-1,4-ksilosidaz  (EC3.2.1.37) bu oligosakaritleri ksilo-piranoza 

dönüştürür (Aditiya ve ark., 2015) 

 

 
Şekil 2.11:  Ön muamele edilmiş malzemenin enzimler tarafından monomer 

şekerlere hidrolizi (Aditiya ve ark., 2015). 
 

2.9. Alkolik fermantasyon ve fermantasyon sırasında kullanılan 

mikroorganizmalar 

2.9.1. Alkolik fermantasyon 

Fermantasyon, şekerler kullanılarak çok sayıda mikroorganizma tarafından 

gerçekleştirilen bir işlemdir. Fermantasyonun amacı, hidroliz sonucu oluşan 

şekerleri mikroorganizmalar yardımıyla etanol dönüştürmektir. Genellikle aerobik 
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veya anaerobik koşullar altında gerçekleşir ve  glikoz karbon kaynağı olarak 

kullanılır. Alkolik fermantasyonda, oluşan temel ürünler etanol ve CO2‘tir. Etanol 

mikroorganizmalar için hücrenin enerji elde etme yolundaki bir yan üründür. Beş 

ve altı karbonlu şekerler lignoselülozik biyokütlenin hidrolizinden oluşmaktadır 

(Ballerini, 2006; Lv ve ark., 2013).  

Enzimatik hidrolizden elde edilen süpernatant eğer selüloz ve hemiselüloz 

hidroliz edilmiş ise hem heksoz hem de pentoz şekerler içerir. Lignoselülozik 

kaynağa bağlı olarak, hidrolizat genellikle glikoz, ksiloz, arabinoz, galaktoz, 

mannoz, früktoz ve ramnoz içerir. Glikoz ve ksiloz bu karışımdaki baskın 

şekerlerdir. Anaerobik fermantasyonun Gay Lussac tarafından tepkimeleri, burada 

stoikiometrik bakış açısıyla hesaplanan verimler (teorik verim) 100 g şeker başına 

51.1g'dır (Jeffries ve ark., 2004). Heksozlarla ilgili olarak, Louis Pasteur, 100 g 

şeker başına 48.4 g maksimum etanol verimi belirlemiştir (Ballerini, 2006). Ayrıca, 

şekerin yaklaşık % 3'ünün gliserol, % 0.5'in süksinik asit ve % 0.5-0.8'in fuzel 

alkole dönüştürüldüğünü gözlemledi. Nişasta ve sellobiyozdan (2 birim glikoz) 

lignoselülozik biyokütleden elde edilen şekerler, maya S. cerevisiae tarafından 

kolayca etanol dönüştürülür.  

Rekombinant Zymomonas mobilis, pentozları (ksiloz, arabinoz vb.) 

fermente etme yeteneğine sahiptir ve etanol verimi ile 0.44 g/g şeker (teorik 

verimi)’dir. Oysa S. cerevisiae pentozların fermantasyonunda etkisiz kalmaktadır. 

Ksilozun etanole fermente edilememesine rağmen, S. cerevisiae, ksilozun 

izomerizasyonu ile elde edilen ksilulozun fermente edilmesine yönelik özelliklere 

sahiptir (McMillan, 1997). 

 Palmqvist ve ark. (1996) ksilozu fermente eden mayaların ticari 

kullanımlarıyla ilgili zorluklara dikkat çekmiştir. Bu mayalar; düşük etanol 

toleransı, fermantasyon parametrelerinin optimizasyonundaki zorluklar ve düşük 

fermantasyon hızına sahiplerdir. Bu duruma alternatif bir yaklaşım olarak ksilozun 

izomeri olan ksililoza dönüştürüldükten sonra gelenekesel mayalarla fermente 

edilmesidir. 
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Fermantasyon sırasında mayaların çoğalması farklı evrelerden geçer (Şekil 

2.12). Lag fazı, mikroorganizmanın yeni ortamına alıştığı bir aşamadır. Bu, 

ortamın neden olduğu strese bağlı olarak daha uzun veya daha kısa olabilir. 

Ardından bir üstel gelişim aşaması gelir ve besinler (karbon kaynağı, azot) 

azalmaya başladığında durağan faz, başlar. Etanol konsantrasyonu maksimum 

seviyeye ulaşır. Sonra mikroorganizmaların ölmeye başladığı ve başkalarının 

kendilerini spor formunda bir direnç formuna sokmaya başladıkları bir ölüm 

aşaması başlar. 

Alkolik fermantasyon, üç temel tür işlem kullanır: Batch, fed-batch ve 

continous fermantasyon. Devamlı (continous) fermantasyonlar sırasında önemli 

verimlilik ve kirlenme riskinin azaldığı gözlenmiştir (Ballerini, 2006; Sun ve ark., 

2011). 

 

 

Şekil 2.12:  Kesikli kültüründe mayalar geliştirmesinin çevrimi  (Stanbury ve ark., 
2013) 
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2.9.2. Fermantasyonda kullanılan mikroorganizmalar 

Birçok mikroorganizma, şekerlerden etanol üretme yeteneğine sahiptir. 

Biyoetanol üretiminde Saccharomyces cerevisiae ve Zymomonas mobilis yaygın 

olarak, kullanılır. Bir mikroorganizmanın seçimi yalnızca etanol (verim, verimlilik, 

substrat tipi) üretme yeteneğine değil, aynı zamanda kullanım kolaylığına 

(patojenik olmayan organizma, sağlamlık, geri dönüşüm olasılığı) ve çalışma 

koşullarına da bağlıdır. 

 

2.9.2.1. Saccharomyces cerevisiae 

Saccharomyces cerevisiae ya da Latin kökenli diğer adıyla “şeker mayası”, 

alkollü içecekler (bira, şarap) ve ekmek üretimindegibi bazı gıda ürünlerinin 

üretiminda binlerce yıldır insanlar tarafından yoğun olarak kullanılan bir mayadır. 

Antik çağlarda üzüm kabuklarında keşfedilmesinden beri hamuru kabartmak ve 

alkollü içkilerinüretiminde kullanılmaktadır. S. cerevisiae biyoetanolün endüstriyel 

üretiminde en çok kullanılan mikroorganizma birisidir. Bu maya, birincil nesil 

hammaddelerin (şekerli ve nişastalı) fermantasyonu için en çok kullanılan ve  etkili 

bir microorganizmadır. S. cerevisiae temel substrat olarak sadece glikoz ve früktoz 

gibi 6 karbonlu şekerleri (heksoz) kullanır.  

S. cerevisiae mantarların ailesinde sınıflandırılmıştır. Çünkü kitinden 

yapılmış hücre duvarına sahiptir. Hücre duvarında peptiglikon yoktur ve yağları 

ester bağlarıyla bağlanmıştır. Aynı zamanda protein sentezi için örnek bir DNA 

kullanır ve diğer mikroorganizmalardan daha büyük ribozoma sahiptir. Maya 

olarak adlandırılmasına rağmen diğer mayalar gibi meyve gövdeleri oluşturamayan 

tek hücreli yapısıyla diğer mayalardan ayrılır (Stanbury ve ark., 2013).  

Glikoz veya mannozun fermantasyonu için Embden-Meyerhof-parnas yolu 

adı verilen metabolik yolu  enerji üretmek kullanır (Şekil 2.13). Temel substratın 

glikozun olduğu ve  10 aşamadan meydana gelen glikolizde son ürünü olarak 

piruvat oluşur. Bu Embden-Meyerhoff-Parnas metabolik yoluyla Saccharomyces 

cerevisiae, 1 mol glikozdan, 2 mol piruvat, 2 mol NADH, H+, 2 mol adenozin 
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trifosfat (ATP) üretir. Piruvat daha sonra, piruvat dekarboksilaz ile 

dekarboksilasyon işlemi ile değişen oranlarda etanola indirgenir ve oluşan ürün 

etanal, glikoliz tarafından kullanılan NAD+ üretmek amacıyla etanolü üretmek  

üzere bir alkol dehidrojenaz enzimi ile dehidrojenasyona uğrar (Stanbury ve ark., 

2013). 

Saccharomyces cerevisiae hem aerobik solunum hem de anaerobik 

fermantasyon yapabilir. Böylece önemli bir süre için oksijenin olmadığı bir 

ortamda yaşayabilir. S.cerevisiae kullanılarak anaerobik ortamlarda fermantasyon 

daha etkilidir. 

 

 

Şekil 2.13:  Glikoliz yolu ve S.cerevisiae tarafından alkolik fermantasyon (Bauer 
ve ark., 2000) 

 

2.9.2.2. Zymomonas mobilis and recombined Zymomonas mobilis  

Zymomonas mobilis, pentozları fermente edemeyen ancak bir asimilasyon 

yolu (Entner Doudoroff yolu) ile glikozun etanol fermantasyonunda çok etkili olan 
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bir mezofilik bakteridir. Glikoz tüketimi için bu metabolik yol 1 mol 

glikozdansadece yarım mol ATP üretir. Bu ise,  S. cerevisiae'den daha az yol açar 

ve özellikle glikoz daha yüksek oranda etanol üretimine substrat tahsis edilir (Y. 

Lin ve S. Tanaka, 2006). S. cerevisiae gibi, Zymomonas mobilis de nispeten yüksek 

konsantrasyonlarda substrat ve etanol (120g/L) dayanır. Tüm bu avantajlara 

rağmen, Z.mobilis endüstriyel olarak önem kazanmamıştır, çünkü etanol üretmek 

için sadece bir substrat (glikoz) kullanmaktadır (Bai ve ark., 2008). 

Rekombinant Zymomonas.mobilis pentozları yüksek oranlarda fermente 

edebilen bir bakteridir (teorik verimin %97). Bu performans, Z. mobilis 4 E. coli 

genlerini, ksiloz izomeraz, ksilülokinaz, transketolaz ve transaldolazı kodlayan bir 

NREL araştırma ekibi tarafından elde edilmiştir. Rekombinant suş, 0.44 g/g etanol 

verimi ile tek karbon kaynağı olarak ksiloz üzerinden fermentatif bir performansa 

sahiptir. Etanol ve inhibitörlere toleransı, yüksek glikoz performansı, yüksek 

substrat konsantrasyonlarında (şekerler) gelişmesi, Zymomonas mobilis 

pentolardan biyoetanol üretimi için en umut verici mikroorganizmalardan biri 

haline getirmektedir. 

 

2.9.2.3. karışık  kültür 

Bu yaklaşım, glikoz ve ksilozu etanole fermente edilen iki 

mikroorganizmanın bir araya getirilmesinden oluşmaktadır. Birlikte kültürlemede 

ksiloz ve glikozun fermantasyonu aynı reaktörde yapılır. Bu da yatırım 

maliyetlerini düşürür. Çalışmaların çoğunda iki maya içeren kültür kullanılmıştır: 

S. cerevisiae ve P.stipitis, glikoz ve ksilozu sırasıyla fermente etmek için 

kullanırlar. Ancak, bu tür bir işleminin uygulanmasındaki engeller çoktur: ksilozun 

fermentasyonu glikozun fermentasyonundan her zaman daha yavaştır. Ksilozu 

fermente eden mikroorganizmanın etanol inhibisyonu sorunu vardır, Ksilozun 

kullanımında glikoz tarafından uygulanan katabolik bir baskı vardır. S. cerevisiae 

ve maya fermente edilen ksiloz arasında oksijen tüketimi konusunda bir rekabet 

vardır. 
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Bu rekabeti önlemek için, Laplace ve ark. (2001) yaptıkları çalışmalarda, 

oksijen kullanamayan Saccharomyces solunum mutantını geliştirmişler ve ortamda 

bulunan, % 88 substrat dönüşüm oranı ile 0.43g etanol /g şeker  ve 2 g/ l/s verimi 

elde edilmişlerdir. Bir glikoz (41g/ L) ve ksiloz (9 g/L) kaynağı olarak bir toplam 

kavak ağacı hidrolizatının kullanılmasıyla, % 96 substrat dönüşüm oranı ile 0.45 g 

etanol/g şeker verimi elde edilmiştir. 
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3. MATERYAL VE METOT 

 

3.1. Materyal 

3.1.1. Hammaddeler 

Bu çalışmada Fildişi Sahili'den toplanan iki tür hammadde kullanılmıştır. 

Bunlar, Abidjan'daki manyok işleme şirketinden toplanan manyok kabukları 

(Manihot esculenta ) ve Fildişi Sahili'nin orta kesimindeki bataklıktan toplanan  

Miscanthus giganteus bitkisidir. 

 

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Mikroorganizmalar 

Bu çalışmada kullanılan analitik dereceli kimyasal maddeler Merck 

(Merck KgaA, Darmstadt, Almanya), Sigma (Sigma kimya şirketi, MO, ABD) 

tarafından sağlanmıştır. Gerekli enzimler (Cellic® CTech2, termostabil α-amilaz 

termamil®, amyloglucosidase) Novenzyme (Danimarka) firmalarından temin 

edilmiştir.  Bu çalışmada, fermantasyon sırasında kullanılan maya,  aktif kuru maya 

Saccharomyces cerevisiae, Fermivin®'den Oenobrands (Fransa) tarafından temin 

edilmiştir. 

 

3.1.3. Araç ve Cihazlar 

Hammadde pirolizi için yüksek basınçlı reaktörü kullanılmıştır.  

Örneklerin kurutulması ve kuru maddelerinin belirlenebilmesi için Memmert (UNB 

400, Almanya)  marka etüv kullanılmıştır. Örneklerinin  toz halinde elde etmek için 

laboratuvar öğütücü, pH ölçümlerinde cam elektrodlu “Thermo Orion (ABD)” 

marka pH-metre, Enzimatik hidroliz ve fermantasyon için Thermo Thermo MaxQ 

5000 (ABD)” çalkalamalı (Almanya) inkübatörü kullanılmıştır. Hidrolizatların ve 

cam malzemelerin sterilizasyonu için “hırayama ha-3mıv (Japonya)” marka 

otoklav, inokulum işleminde kullanılmak üzere “Legrand” steril kabin, KUBOTA 

7780 (Japonya) marka santrifüj kullanılmıştır. Örneklerin şeker ve alkol 
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konsantrasyonu belirlemek için yüksek basınçlı sıvı kromatografisinde (HPLC) 

(Shimadzu LC-2030 C model ve RID 20A refraktif indeks dedektörlü (JAPONYA) 

SPD-20A UV) yapılmış ve kolon olarak Bio-Rad HPX-87H (300 mm x 7.8 mm) ve 

LCsolution yazılım paketi  kullanılmıştır. 

 

3.2. METOT 

3.2.1. Örneklerin  toplanması ve hazırlanması 

Manyok kabukları Fildişi sahili'de manyok işleme tesisinden elde 

edilmiştir. Miscanthus giganteus ise Fildişi sahili’de bulunan bir bataklıktan Eylül 

2017'de toplanmıştır. Örnekler tüm kirlerden arındırlak amacıyla  musluk suyuyla 

yıkanmıştır. Manyok kabukları (Şekil 3.1) doğranmış, Miscanthus (Şekil 3.2) ise  

küçük küpler  halinde kesilmiş ve daha sonra 3 gün süresince  50°C'de (nem düzeyi 

%10’un) altında olacak şekilde etüvde kurutulmuştur (Ebrahimi ve ark., 2008).  

Kurutulmuş örnekler daha sonra laboratuvar öğütücü kullanılarak öğütülmüştür ve 

öğütülmüş örnekler 0.4 mm'lik bir elekten geçirilmiştir (Han ve ark., 2011). 

Örnekler hazırlandıktan sonra hava geçirmez kaplarda (Nemli  geçirmez plastik 

torbası) saklanmıştır ve kullanılana kadar oda sıcaklığında depolanmış ve 

Çukurova Üniversitesi-Gıda Mühendisliği Bölümüne getirilmiştir. 
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Şekil 3.6: HPLC ile elde edilen şeker ve alkol bir kromatogram  

 

Lineer bir regresyon analizi kullanılarak şeker ve alkol konsantrasyonu 

dahil elde edilen tüm sonuçlar LCsolution yazılım paket programi kullanılarak 

aşağıdaki eşitlik ile hesaplanmıştır (Suilter ve ark., 2008). 

 

Y ൌ 58910.9X െ 15829.3;		R2= 0.999 

X=konsantrasyon (gL-1) 

Y= pik alanı (cm2) 
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değişimi Şekil 4.3’te verilmiştir Piroliz ve enzimatik hidroliz sonrası oluşan 

fermente olabilir şeker miktarı, sıcaklık ve konsantrasyondaki artışla belirli bir 

noktaya kadar şeker miktarını arttırsa da belirli bir noktadan sonra oluşan şeker 

miktarı düşmektedir. Bu duruma sebep olarak şiddetli koşulların (yüksek sıcaklık, 

yüksek konsantrasyonlarda kimyasal madde kullanımı ve/veya uzun işlem süresi) 

şekerlerin parçalanmasına sebep olması gösterilmektedir (Yeh ve ark., 2016). 
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Çizelge 4.1:   NaOH  pirolizi ve enzimatik hidroliz sonrası oluşan toplam fermene 
olabilir şeker miktarları (g/L) 

Piroliz koşulları Enzimatik hidroliz 

Sıcaklık 

(°C) 

% NaOH 

(a/h) 

Süre 

dak. 
Gün Früktoz Glikoz Sükroz 

T. 

Şeker 

120 

0.5 

10 

0 0.00±0.0

0 

0.00±0.00 0.00±0.00 

- 

1 5.47±0.3

8 

10.90±0.0

0 

0.19±0.00 

16.57 

3 7.01±0.0

1 

14.49±0.5

3 

0.28±0.00 

21.79 

90 

0 0.00±0.0

0 

0.00±0.00 0.00±0.00 

- 

1 7.20±0.0

1 

15.09±0.9

5 

0.57±0.01 

22.86 

3 9.25±0.0

5 

21.99±0.8

0 

1.53±0.40 

32.78 

1 

10 

0 0.00±0.0

0 

0.00±0.00 0.00±0.00 

- 

1 5.32±0.4

2 

12.12±0.1

4 

0.14±0.05 

17.58 

3 6.72±0.5

5 

13.55±1.0

5 

0.35±0.01 

20.63 

90 

0 0.00±0.0

0 

0.00±0.00 0.00±0.00 

- 

1 4.99±0.0

9 

11.43±0.5

6 

0.17±0.01 

16.60 
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3 5.03±0.4

6 

12.28±0.9

6 

0.27±0.00 

17.60 

180 

0.5 

10 

0 0.00±0.0

0 

0.00±0.00 0.00±0.00 

- 

1 4.92±0.0

5 

11.64±0.5

5 

0.20±0.00 

16.77 

3 5.13±0.0

5 

16.33±0.5

3 

0.48±0.01 

21.94 

90 

0 0.00±0.0

0 

0.00±0.00 0.00±0.00 

- 

1 4.23±0.0

7 

12.24±0.4

4 

0.10±0.00 

16.57 

3 7.60±0.3

4 

15.43±0.4

5 

0.46±0.00 

23.49 

1 

10 

0 0.00±0.0

0 

0.00±0.00 0.00±0.00 

- 

1 6.89±0.0

0 

10.65±0.4

3 

0.75±0.12 

18.30 

3 6.34±0.0

3 

14.01±0.0

6 

1.26±0.00 

21.62 

90 

0 0.00±0.0

0 

0.00±0.00 0.00±0.00 

- 

1 6.45±0.6

4 

12.66±0.0

8 0.09±0.01 19.21 

3 

7.06±0.5

6 15.75±0.9 0.12±0.00 22.94 
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Şekil 4.3:  Miscanthus örneğinin ön muamele sırasında zamana göre şeker 
miktarındaki değişim (% 0.5 NaOH, 120°C ve 90dak.) 

 

4.2.2. Miscanthus H2SO4 ile piroliz ve enzim hidrolizi 

Miscanthus örneği sülfürik asit (H2SO4) ile piroliz optimizasyonda iki 

farklı H2SO4 konsantrasyonu (% 0.5 ve %1), iki farklı sıcaklık (120 ve 180°C) ve 

iki farklı süre (10 ve 90 dak.) uygulanmış ve sonuçları Çizelge 4.2’de verilmiştir. 

Enzimatik hidroliz 0.09 mL Cellic® CTec2/g miscanthus oranında enzim 

kullanarak pH 5.0, 50°C, 150 rpm devirde, 3 gün süreile enzimatik hidroliz 

yapılmıştır. En yüksek fermente olabilir şeker miktarı 26.03 g/L olarak bulunmuş 

ve bu değere % 1 (h/h) H2SO4 konsantrasyonunda, 120°C’de ve 10 dak.’da 

ulaşılmıştır.  
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Çizelge 4.2:  Miscanthus örneğinde H2SO4 pirolizi ve enzimatik hidroliz sonrası 
oluşan toplam fermente olabilir şeker miktarları (g/L) 

Piroliz koşulları Enzimatik hidroliz 

Sıcaklık 

(°C) 

%H2SO4  

(h/h) 

Süre 

dak. 
Gün Früktoz Glikoz Sükroz T. Şeker 

120 

0.5 

10 

0 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.0

0 - 

1 3.91±0.01 6.80±0.05 0.08±0.0

1 10.80 

3 4.61±0.09 10.15±0.0

8 

0.10±0.0

0 14.87 

90 

0 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.0

0 - 

1 5.53±0.13 10.55±0.4

2 

0.23±0.0

4 16.32 

3 8.07±0.09 12.46±0.1

0 

0.20±0.0

4 20.73 

1 

10 

0 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.0

0 - 

1 5.45±0.38 12.77±0.5

9 

0.10±00 

18.34 

3 8.11±0.44 17.75±0.9

1 

0.16±00 

26.03 

90 

0 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.0

0 - 

1 7.56±0.60 12.51±1.4

5 

0.12±0.0

0 20.20 
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3 7.78±0.08 14.61± 

0.38 

0.13±0.0

0 22.52 

180 

0.5 

10 

0 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.0

0 - 

1 3.48±0.39 10.34±0.0

4 

0.10±0.0

0 13.93 

3 4.85±0.61 11.63±0.5

8 

0.14±0.0

0 16.63 

90 

0 0.00± 0.00 0.00±0.00 0.00±0.0

0 - 

1 4.30 ±0.42 9.57±0.42 0.15±0.0

0 14.03 

3 5.13±1.04 12.40±0.4

4 

0.14±00 

17.68 

1 

10 

0 0.00± 0.00 0.00±0.00 0.00±0.0

0 - 

1 4.59 ±0.01 11.88±0.0

0 

0.10±0.0

0 16.58 

3 5.29 ±0.00 13.78±0.4

8 

0.13±0.0

0 19.21 

90 

0 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.0

0 - 

1 4.91±0.02 9.95±0.01 0.38±0.0

0 15.25 

3 7.35±0.34 
13.24±0.0

1 

0.51±0.0

1 
21.11 

 



4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA                      Kouame Fulbert OUSSOU 

73 

Świątek ve ark. (2014) miscanthusun pirolizini 0.1g/g miscanthus NaOH 

konsantrasyonunda, 121°C’de, 1 saatte gerçekleştirmişlerdir. Ön muamele edilmiş 

örneği 50°C’de iki faklı Cellulast ve cellobiaz enzim dozajında 200 rpm’de 72 

saatte hidrolize etmişlerdir. Toplam fermente olabilir şeker miktarı 54.45 g/L 

olarak bulunmuştur. Bu şeker miktarı, bu çalışmada elde edilmiş toplam fermente 

olabilir şeker miktarınan daha yüksektir. 

Haque ve ark. (2013)’nin yapmış oldukları bir çalışmada miscanthus üç 

faklı NaOH  konsantrasyonunda (% 1.5, % 2 ve % 2.5) 120°C ve 30 dak 

koşullarında pirolize etmişlerdir. Enzimatik hidroliz, Sellülaz (15 FPU/g 

miscanthus) ve β-glikosidaz (30 UI/g miscanthus), 50°C, 150 rpm, 72 saat süre ile 

gerçekleştirilmiştir. Uyguladıkları piroliz ve enzimatik hidroliz sonucunda elde 

ettikleri maksimum şeker miktarını % 44 olarak bildirmişlerdir. 

Cha ve ark. (2015) yılında miscanthus üzerine yaptıkları çalışmada, NaOH 

ile pirolizin şeker oluşumuna etkisini 1.5 M NaOH konsantrasyon, 150°C ve 30 

dak. süre koşullarında çalışmışlardır. Enzimatik hidroliz koşuları 20 FPU sellülaz/g 

sellüloz, 50°C’de ve 48 saat olmuştur. Enzimatik hidroliz sonucu şeker miktarını  

30.7g/L olarak belirtmişlerdir. Elde ettikleri bu sonuç çalışmamıza yakın 

bulunmuştur. 

 

4.3. Manyok kabuğu piroliz optimizasyonu ve enzimatik hidroliz  

Manyok kabuğu nişasta yanında, önemli miktarlarda selüloz, hemiselüloz 

ve lignin de içerir. Selüloz, hemiselüloz ve ligninden oluşan lignoselülozik 

biyokütleler karmaşık ve dirençli bir yapı sahiptir. Bu karmaşık ve dirençli 

lignoselülozik biyokütle yapısını kırmak ve selüloz ve hemiselüloza selülotik 

enzimlerin ulaşmasını kolaylaştırmak için çeşitli yöntemler kullanılmaktadır. Bu 

amaçla manyok kabuğu örneği sodyum hidroksit ve sülfürik asit kullanarak farklı 

konsantrasyon, sıcaklı ve sürelerde pirolize tabii tutulmuştur. Daha sonra, optimum 

enzim dozajını belirlemek işin üç faklı enzim dozajı kullanılmıştır.  
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4.3.1. Manyok kabuğundan nişasta enzimatik hidrolizin optimizasyonu  

Manyok kabuğu içeren nişasta, nişasta yapısını parçalamak ve fermente 

edilebilir şekerleri serbest bırakmak için amilolitik enzimler (alfa amilaz ve 

glikoamilaz) kullanılır. Maksimum fermente edilebilir şekerleri oluşturan en uygun 

enzim konsantrasyonunu belirlemek için farklı konsantrasyonda α-amilaz ve 

glikoamilaz kullanılmıştır. Bu amaçla, manyok kabuğu sıcak su ile 85°C’de 20 

dak. süre ısıtılmış ve α-amilaz eklenerek pH’sı 4.8’e ayarlanmıştır. Bu koşullarda 

üç saat süre ile hidrolize bırakılmıştır. Daha sonra, glikoamilaz eklenmiş ve pH’se 

5.0’a ayarlandıktan sonra 60°C’de 6 saat süre ile sakkarifikasyona bırakılmıştır. 

Denemlerde E1, E2 ve E3 ile kodlanan üç farklı enzim konsantrasyonu 

kullanılmıştır.  

Enzimatik hidroliz sonucu elde edilen fermente edilebilir şeker miktarları 

sırasıyla, 31.63g/L (E3), 28.34.g/L (E2) ve 21.79g/L (E1) şeklinde gerçekleşmiştir 

(Şekil 4.4. ve Şekil 4.5.). Enzim konsantrasyonu arttıkça oluşan fermente edilebilir 

şeker miktarı önemli bir oranda artmıştır. Ancak, E2 ve E3 enzim uygulamaları 

sonucu elde edilen şeker miktarı birbirine yakındır. Bu nedenle, enzim maliyeti de 

düşünülerek en uygun enzim konsantrasyonu 0.2 mL enzim/100 mL manyok 

kabuğun hidrolizatı (E2), hidroliz süresi ise 3 gün olarak belirlenmiştir. E2 enzim 

konsantrasyon ile enzimatik hidroliz Şekil 4.4'te gösterilmiştir. 
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Çizelge 4.3:   NaOH  pirolizi ve enzimatik hidroliz sonrası oluşan fermente olabilir 
şeker miktarları (g/L) 

Piroliz koşulları Enzimatik hidroliz 

Sıcaklık 
(°C) 

%NaOH  
(a/h) 

Süre 
dak. Gün Früktoz Glikoz Sükroz 

T. 
Şeker 

120 

0.5 

10 

0 0.00± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00± 0.00 
- 

1 0.16±0.02 6.79±1.10 0.30±0.04 
7.25 

3 0.33±0.05 11.31±0.44 0.77±0.00 
12.42 

90 

0 0.00± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00± 0.00 
- 

1 0.42±0.87 12.68±0.79 0.73±0.05 
13.84 

3 0.98±0.11 16.03±0.2 1.8±0.19 
18.81 

1 

10 

0 0.00± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00± 0.00 
- 

1 0.76±0.01 11.85±0.89 2.24±0.34 14.86 
3 1.97±0.09 15.23±0.33 2.98±0.10 20.19 

90 

0 0.00± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00± 0.00 - 
1 0.77±0.00 9.71±0.07 1.44±0.00 11.92 
3 1.77±0.10 16.66±1.07 2.71±0.03 21.16 

180 

0.5 

10 

0 0.00± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00± 0.00 - 
1 0.83±0.03 12.01±0.67 2.02±0.06 14.88 
3 1.14±0.10 16.26±0.52 2.63±0.23 

20.06 

90 

0 0.00± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00± 0.00 
- 

1 0.60±0.13 10.81±1.02 0.75±0.05 
12.17 

3 1.41±0.37 16.37±0.57 1.23±0.10 
19.01 

1 

10 

0 0.00± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00± 0.00 
- 

1 0.51±0.05 8.24±0.70 1.80±0.00 
10.56 

3 0.94±0.07 14.22±0.74 2.11±0.01 
17.27 

90 

0 0.00± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00± 0.00 
- 

1 1.11±0.09 8.10±0.20 2.82±0.00 
12.05 

3 1.80±0.04 13.87±1.00 4.16±0.5 19.84 
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4.3.3. Manyok kabuğu H2SO4 ile piroliz ve enzim hidrolizi 

Manyok kabuğu örneğinin piroliz optimizasyonunda iki farklı  sülfürik asit 

konsantrasyonunda 120 ve 180°C’de 10 ve 90 dak.sürelerde denenmiştir ve 

sonuçlar Çizelge 4.4’te verilmiştir. Manyok kabuğunun nişasta içeriği 1.3.2’de 

belirtildiği şekilde gerçekleştirilmiştir. Daha sonra 0.09 mL Cellic® CTec2/g 

manyok kabuğu oranlarında enzim eklenerek pH 5.0, 50°C, 150 rpm devirde, 3 gün 

enzimatik hidroliz yapılmıştır. 

Örneklerin şeker analizlerin sonuçları Çizelge 4.4.’te göstermiştir. En 

yüksek fermente olabilir şeker miktarı 120°C’de 10 dak.’da elde edilmiş ve 

çizelgeden de görüldüğü gibi maksimum verim 30.12g/L olarak bulunmuştur. %1 

H2SO4 konsantrasyonunda 120°C ve 10 dak. ön uygulamadan elde edilen 

hidrolizatın enzimatik hidrolizi sırasında şeker profili Şekil 4.7 gösterilmiştir. 
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Çizelge 4.4:   H2SO4   pirolizi ve enzimatik hidroliz sonrası oluşan toplam şeker 
miktarları (g/L) 

Piroliz koşulları Enzimatik hidroliz 

Sıcaklık 
(°C) 

%H2SO4  
(h/h) 

Süre 
dak. Gün Früktoz Glikoz Sükroz T. Şeker 

120 

0.5 

10 

0 
0.38±0.00 9.04±0.70 0.54±0.08 9.97 

1 
0.68±0.05 10.82±0.07 0.96±0.09 12.47 

3 
0.96±0.09 16.20±0.5 1.64±0.00 18.81 

90 

0 
0.96±0.07 12.69±1.05 1.88±0.09 15.54 

1 1.62±0.42 15.83±0.74 3.45±1.30 20.94 

3 2.17±0.07 20.48±1.26 5.26±0.36 27.91 

1 

10 
0 0.80±0.07 12.31±0.13 2.10±0.60 15.22 
1 1.28±0.25 16.01±0.04 2.65±0.23 19.96 
3 1.97±0.08 22.04±0.76 6.10±0.74 30.12 

90 
0 1.84±0.11 10.80±0.94 1.56±0.32 14.21 

1 1.43±0.45 12.81±0.92 2.20±0.14 16.46 
3 2.16±0.07 17.17±0.70 4.97±0.91 24.31 

180 

0.5 

10 

0 0.14±0.02 6.90±0.5 0.26±0.02 7.30 
1 0.31±0.05 10.44±1.30 0.42±0.03 11.17 

3 0.45±0.02 14.10±0.68 0.81±0.03 15.07 

90 

0 0.08±0.00 6.69±0.2 0.22±0.04 6.99 

1 1.23±0.08 10.62±1.16 0.41±0.03 12.27 

3 0.11±0.02 17.06±0.58 0.56±0.02 17.74 

1 

10 

0 0.40±0.03 8.86±0.49 0.84±0.10 10.11 

1 0.82±0.00 12.82±0.06 1.13±0.09 14.78 

3 1.19±0.06 16.24±0.50 1.94±0.20 19.37 

90 

0 0.76±0.11 7.96±0.4 1.39±0.00 10.12 

1 1.06±0.06 10.90±0.15 1.81±0.06 13.78 

3 1.10±0.18 15.62±0.63 2.00±0.04 18.73 
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Şekil 4.7:  Piroliz ve enzimatik hidroliz (amilolitik ve selülolitik enzimlerle) 
sırasında manyok kabuğunun şeker profili  

 

Agu ve ark. (1997) yılında yaptıkları bir çalışmada manyok kabuğu, faklı 

sülfürik asit konsantrasyonda (0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 1, 2 ve 3M), faklı sürelerde (30, 60 

ve 90 dak.) ve 120°C’de bir ön muamele edilmişlerdir. Enzymatik hidroliz’den 

sonra en yüsek fermente olabilr şeke mıktarı 18.5g/L olarak, 3M H2SO4 

konsantrasyon, 30 dak., 120°C koşullarda elde edilmişlerdir. Bu değer bizim 

çalışmamızda elde edilen değerden azdir. 

Virunanon ve ark. (2013)’nın yapmış oldukları çalışmada, mayok kabuğu 

0.6 M sülfürik asit konsantrasyonu, 120°C ve 60 dak. koşullarda piroliz 

yapılmışlardı. Enzimatik hidroliz sırasında, ön muamele edilmiş örneği 50°C’de 

pH 4.5’te, dört faklı enzim dosaj (Liquozim, Spirizim), α amilaz pH 5.5’te, 

100°C’de, 2 saat’te ve glukoamilaz 60°C’de, 24 saat’te koşullarda 

uygulanmışlardır. Enzimatik hidroliz sonunda, en yüsek fermente olabilr şeke 

mıktarı 31.8 g/L olarak belirtmişlerdi. Bu değer bizim çalışmamızda elde edilen 

değerden yakındir. 
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Fermantasyonun gidişi şekerlerdeki azalma ve etanol oluşumu izlenmiş ve 

sonuçlar şekil 4.9 ve 4.10'da sunulmuştur. Her iki sıcaklık ve azot ilaveli ve 

ilavesiz koşullarda, hemen tüm fermente olabilir şekerler 24 saat’te Saccharomyces 

cerevisiae tarafından kullanılmıştır. 30°C ve 4 gL-1 pepton eklenmiş denemede en 

yüksek etanol konsantrasyonuna 24 saatte ulaşılmıştır (Şekil 4.9). Bu koşulardaki 

etanol verimi %38.40 (a/a) olarak hesaplanmıştır.  

 

Çizelge 4.5: Miscanthus hidrolizatı Fermantasyon optimizasyonu sonuçları 
Fermantasyon koşulları 

Verim  25°C 
25°C+ 

Azot 
30°C 30°C+Azot 

Etanol konsantrasyonu   

(g etanol/ L) 
7.27± 0.20 9.92± 0.53 10.89± 0.09 12.59± 0.03 

% Etanol verimi  22.17 30.26 33.22 38.40 

 

 
Şekil 4.9:  30°C’de pepton ilavesiz gerçekleştirilen miscanthus hidrolizatı 

fermantasyon sırasında şeker kullanımı ve etanol oluşumu  
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Şekil 4.10:  30°C’de pepton ilaveli gerçekleştirilen miscanthus hidrolizatı 

fermantasyon sırasında şeker kullanımı ve etanol oluşumu  
 

Tüm denemelerde fermantasyonun başlaması ile beraber glikoz 24-72 saat 

içerisinde tamamen tüketilmiş, buna karşın früktoz mayalarca tamamen 

kullanılamamıştır. Bunun nedeninin fermantasyon ortamındaki früktoz miktarının 

glikoz miktarından fazla olup mayanın glikozu kolaylıkla etanol dönüştürebilmesi 

ve ardından fermantasyonun durağan faza geçip früktozun etkili bir şekilde 

fermente edilememesi olduğu düşünülmektedir (Berthels ve ark., 2004; Tronchoni 

ve ark., 2009). Sükroz miktarında bir değişiklik gözlenmemiştir. Etanol oluşumu 

tüm denemelerde fermantasyonun 30°C ve 25°C’de 24 saat’te en yüksek değerine 

ulaşmış ve 30°C’de pepton ilavesiz gerçekleştirilen denemede 72 saat boyunca 

biraz sabit kalmış, pepton ilaveli denemelerde ise 48 saat’ten sonra azalmaya 

başlamıştır. Etanol miktarındaki bu azalmanın nedeni olarak, oluşan 

karbondioksitin etanolü beraberinde uzaklaştırdığı düşünülmektedir (Jackson ve 

ark., 2003). Önceki  çalışmalarda da en yüksek etanol verimine 24 saat sonucunda 

ulaşılmıştır (Yücel ve ark., 2015). Mayalar fermantasyon sırasında önemli miktarda 
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Fermantasyondan sonra ortalama % etanol verimi hesaplanmış ve sonuçlar 

Çizelge 4.6'te sunulmuştur. 30°C'de pepton ilaveli denemelerde elde edilen 

ortalama etanol miktarı ve teorik etanol verimi sırası ile % 46.71 (a/a) ve % 91.23 

iken azot ilavesiz denemelerde % 40.30 (a/a) ve % 78.72 olarak hesaplanmıştır. 

Buna karşılık, 25°C'de fermantasyon ortalama etanol verimi,  azot  ilaveli  

sonuçları sırası ile % 38.31 (a/a) ve  maksimum teorik etanol verimi  % 74.83 

bulunmuştur. Ancak, ortalama etanol verimi, azot ilavesiz, 25°C’de sonucu  % 

35.52 (a/a) ve maksimum teorik etanol verimi % 69.38 bulunmuştur.  

Manyok kabuğun hidrolizatın fermantasyonun profili (fermente olabilen 

şekerlerdeki azalma (sükroz, glikoz, früktoz), oluşan etanol 30°C’de azot ilavesiz 

ve ilaveli  Şekil 4.12 ve 4.13'te görstermiştir. Her iki sıcaklık ve azot ilaveli ve 

ilavesiz koşullarda, neredeyse tüm fermente olabilir şekerler 24 saat’te 

Saccharomyces cerevisiae tarafından kullanılmıştır ve en yüksek etanol verimi 24 

saat sonucunda 30°C ve 4 gL-1 pepton eklenmiş denemede etanol konsantrasyonu 

14.07 ± 0.63 g/L  ve etanol verimi % 46.71 olarak Çizelge 4.6’da bulunmuştur. 

Manyok kabuğun fermantasyonun sırasında en yüksek oluşan gliserol ve metanol 

miktarı sırası ile 0.658-1.72 g/L ve 0.126-0.53g/L arasında bulunmuştur. 

 

Çizelge 4.6: Manyok kabuğun hidrolizatı Fermantasyon optimizasyonu sonuçları 
Fermantasyon koşulları 

Verim  25°C 
25°C+ 

Azot 
30°C 30°C+Azot 

Etanol konsantrasyonu 

(g etanol/ L) 
10.70± 0.05 11.54± 0.28 12.14± 0.48 14.07± 0.63 

% Etanol verimi  35.52 38.31 40.30 46.71  
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Şekil 4.12:  30°C'de gerçekleştirilen kabuğunun hidrolizatı fermantasyon sırasında 
şeker kullanımı ve etanol oluşumu 

 

 

Şekil 4.13:  30°C'de azot ilaveli gerçekleştirilen kabuğunun hidrolizatı 
fermantasyon sırasında şeker kullanımı ve etanol oluşumu profili 
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Virunanon ve ark. (2013)’nın yapmış oldukları çalışmada, mayok kabuğu 

0.6M sülfürik asit konsantrasyonu, 120°C ve 60 dak. koşullarda piroliz 

yapılmışlardı. Enzimatik hidroliz sırasında, ön muamele edilmiş örneği 50°C’de 

pH 4.5’te, dört faklı enzim dosaj (Liquozim, Spirizim), α amilaz pH 5.5’te, 

100°C’de, 2 saat’te ve glukoamilaz 60°C’de, 24 saat’te koşullarda 

uygulanmışlardır. Manyok kabuğunun hidrolizatı Saccharomyces cerevisiae 

eklenerek, 37°C’de, 116 saat’te bir fermentasyon yapılmışlardır. Fermantasyon 

sonucu etanol verimini 8.76-12.92 g/L arasında bulunmuşlardır. 

Kongkiattikajorn ve ark. (2011) yılında yaptıkları bir çalışmada manyok 

kabuğu, 0.1M sülfürik asit (H2SO4) konsantrasyonunda, 130°C’de, 30dak.’da bir 

piroliz yapılmışlardır. Enzimatik hidroliz sırasında, ön muamele edilmiş örneği 

50°C’de pH 4.5’te, üç faklı enzim dosaj  (pektinaz, sellülaz ve xyllanaz) 

kullanılmışlardır. Manyok kabuğunun hidrolizatı Saccharomyces cerevisiae 

eklenerek, 30°C’de, 50 rpm, 48 saat’te fermentasyon yapılmışlardır. Sonuç olarak, 

etanol konsantrasyonu 28.07g/L elde edilmişlerdir.  

Sivamani ve ark. (2018)’nın yapmış oldukları çalışmada, mayok kabuğu, 

0.1M sülfürik asit konsantrasyonunda ile uygulanmışlardır ve enzimatik hidroliz 

aşamasında, sellülaz ve pektinaz enzimler 28°C’de, 1 saat’te, α amilaz 100°C’de, 2 

saat’te ve glukoamilaz 60°C’de 4 saat’te hidroliz yapılmışlardır. Manyok 

kabuğunun hidrolizatı Saccharomyces cerevisiae eklenerek, 37°C, 126 saat ve 

150rpm koşullarda fermentasyon edilmişlerdir. Fermantasyon sonucu etanol 

verimini 17.8 g/L olarak bulunmuşlardır. 
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Bu çalışmada, miscanthus ve manyok kabukları biyoetanol üretimi için 

potansiyel hammadde olarak incelenmiştir. Miscanthus ve manyok kabukları ilk 

önce farklı koşullar altında (farklı sıcaklık, süre ve farklı konsantrasyonlarda alkali 

ve asit çözeltisi) ön muamele edilmiştir. Ön muamele uygulanmış örneklere 

enzimatik hidroliz (pH 5.0, 50°C, 150 rpm, 3 gün) uygulanmıştır. Miscanthus 

örneğinde enzimatik hidrolizden sonra en yüksek toplam fermente olabilir şeker 

miktarı % 0.5 (a/h) NaOH, 120°C, 90 dak. koşullarında elde edilmiştir. Manyok 

kabuğunda ise en yüksek toplam fermente olabilir şeker miktarı % 1 (h/h) H2SO4, 

120°C, 10 dak. koşullarında elde edilmiştir.  

Elde edilen hidrolizatlar pH 5.5 ile 25 ve 30°C'de ve azot ilavesi ve 

ilavesiz ile 72 saat süre ile Saccharomyces cerevisiae kullanarak fermente 

edilmiştir. Miscanthus hidrolizatının 30°C’de azot ilaveli fermentsyonunda 

maksimum etanol konsantrasyonu ve verimi sırasıyla 12.59 ± 0.09g/L ve % 38.40 

olarak bulunmuştur. Manyok kabuğun hidrolizatı fermantasyonda da maksimum 

etanol konsantrasyonu ve verimi 30°C azot ilaveli koşularda elde edilmiş ve bu 

değerler sırasıyla 14.07 ± 0.63 g/L ve % 46.71 olarak hesaplanmıştır. 

Çalışmanın sonuçlarına göre miscanthus ve manyok kabukları, gıda 

fiyatları üzerinde zararlı bir etkisi olmayan biyoetanol üretimi için çok uygun 

hammaddelerdir.  

Bu hammaddelerin, özellikle manyok kabukları kullanımı atık yöntemi 

sorunlarına ilişkin bir çözüm getirebilir. Atıklar ve lignoselülozik malzemelerden 

enerji üretimi, enerji eksikliği, iklim değişikliği ve çevre sorunu ile ilgili olarak 

sürdürülebilir bir çözüm getirebilir. 
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