T.C.
MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZI
BiYOLOJi ANABILIM DALI
TEMEL VE ENDUSTRIYEL MiKROBIYOLOJI BiLiM DALI

BAZI MAYALARIN PENTOZCA ZENGIN ASMA CUBUGU
HIiDROLIZATINA ADAPTASYONU VE ETANOL URETIMIi

Yasemin DOGAN

Dan1§man
Dog. Dr. Evrim OZKALE KAYA

/

J

MANISA

CELAL BAYAR

UNIVERSITESI

MANISA-2018



Yasemin
DOGAN

BAZI MAYALARIN PENTOZCA ZENGIN ASMA CUBUGU HiDROLIZATINA
ADAPTASYONU VE ETANOL URETIMI

2018




TEZ ONAYI

Yasemin DOGAN tarafindan hazirlanan “Bazi Mayalarin Pentozca Zengin Asma
Cubugu Hidrolizatina Adaptasyonu ve Etanol Uretimi''adli tez calismast  / /
tarihinde asagidaki jiiri tiyeleri oniinde Manisa Celal Bayar Universitesi Fen Bilimleri

Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dah’nda YUOKSEK LISANS olarak................. ile
savunulmustur.
Danisman Do¢c. Dr. Evrim OZKALE KAYA

Manisa Celal Bayar Universitesi

Jiiri Uyesi Prof. Dr. Mustafa OSKAY

Manisa Celal Bayar Universitesi

Jiiri Uyesi Dog. Dr. Tansel OZTURK

Ege Universitesi



TAAHHUTNAME
Bu tezin Manisa Celal Bayar Universite Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’nde,

akademik ve etik kurallara uygun olarak yazildigmni ve kullanilan tiim literatiir
bilgilerinin referans gosterilerek tezde yer aldigini beyan ederim.

Yasemin DOGAN



ICINDEKILER

Sayfa
ICINDEKILER .. .ottt |
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT .......cooooiiiiiii, Il
SEKILLER DIZINT ..., Vi
TABLO DIZINI ....oooiiiiiiiii e, il
TESEKKUR ...t VIl
OZET oot XII
ABSTRACT ... XV
L. GIRIS ettt 1
2. GENEL BILGILER .......coeoviiiiitieeteeeceeeeeee e, 4
2.1. Biyoetanol Uretiminde Kullanilan Hammaddeler .............c..cccocveunn.e.... 4
2.2. Alternatif ve Siirdiiriilebilir Enerji Kaynag1 Olarak Biyokiitle Enerjisi . 5
2.3. BIYORIANO ... 10
2.4. Biyoetanol Uretiminde Kullanilan Mikroorganizmalar ........................ 12
2.4.1. SACCharomyCes CEreVISIAE .......cccverivieriieiiieiiie e 12
2.4.2. Zymomonas MODITIS ........oovviiiiiiiiii e 14
2.4.3. Pentoz Fermente Edici Diger Mayalar ..............ccooceiviiiiiiiinnnns 15
2.4.4. Etanol Uretebilen Bakteriler ...........ccccocovveeviieieeeireeneeeneeenenenen, 15
2.5. Lignoseliilozik Hammaddeler ...........ccccooviiiiiiiiiiiiniiieie e 18
2.5.1. SCIUIOZ oo 20
2.5.2. HEMISCIIIOZ ..coooiiiiiie e 22
pZE T T N 1o |0 | o USSR SUSRTR 23
2.6. Biyoetanol Uretiminde Kullanilan On Islemler ..........ccccocoeveeevivrvvenennnn. 24
2.6.1. ON-ISIEIM oot 24
2.7 HIATONZ .o 27
2.7.1. Hidroliz TeKniKIErT .......ccviiiiieiieiee e 27
2.8. Etanol FErmantaSyOnU ..........cccccccuveeiiieeeiiiieesiieessiie e siee e sen e e see e snee e 29
2.8.1. Fermantasyonla Ilgili Zorluklar ..................cccooiiiiiiiis v, 29
2.8.2. Inhibitdr Maddelerin Fermantasyona EtKisi ............cccccceevivevevennnn. 30
2.9. On Islem Gormiis Lignoseliilozik Substrattan Hidroliz ve Fermantasyon
SHALEJIEIT .eeeeeeeee e 30
2.9.1. Ayn1 Enzimatik Hidroliz ve Fermantasyon (SHF) ..........ccccoevenee. 30
2.9.2. Es zamanli Sakkarifikasyon ve Fermantasyon (SSF) ..................... 31
2.9.3. Non- Izotermal Es zamanl1 Sakkarifikasyon ve Fermantasyon (NSSF) 31
2.9.4. Es zamanli sakkarifikasyon ve kofermantasyon (SSCF) ................ 32
2.9.5. Birlestirilmis Biyoproses (CBP) ........ccccovvveiiiiie i 32
2.10. Strain Gelistirme ve Adaptasyon Calismalart ...........ccccoecvvveiniiinneennne, 33
3. DENEYSEL KISIM L..oiiiiiiiiiiie ettt 36
3L MALEIYAL ... s 36
3. L1 CHNAZIAN e 36
3.1.2. KIMYASAl ..o 36
3.1.3. MiKroorganizmalar ............cccceeoiieeiiie e 37
3.1.4. Asma Cubugu Lignoseliilozik AtiK .........ccccciiiiiiiiiiii 37
R 403117<] 111 < (TP PP UPPPRPRPPP 37
3.2.1. Ortam ve Kiiltiir Kosullart .........cccccooviiiiiiiiiiiiniiiiiee e 37
3.2.2. Maya Tiirlerinin Pentoz Seker Kullaniminm Aragtirilmast ............ 38
3.2.3. Asma ¢ubugunun Substrat Olarak Hazirlanmasi1 ve Hidrolizasyon
BasamakIart .......c.uvviiiiiiiiiii e 38



3.2.4. Fermantasyon Denemeleri .........cccooevieiiienii i 39

3.2.4.1. Inokulum Hazirlanmas1 .............cccveveveeeverereeireeeneneierenan, 39

3.2.4.2. Tanimli Ortamda Fermantasyon ...........cccccocevevvniiiniinicninnnen, 40

3.2.4.3. Hidrolizat igeren Besiyerinin Konsantrasyonunun Belirlenmesi 40

3.2.5. Kat1 Hidrolizat Ortammda On-Tarama ..............ccceeveeeeereereensnennn. 40
3.2.6. Adaptasyon Igin FErmantasyon ..............cccccceveveveeeeeieveseenenerenenene, 41
3.2.7. Fermantasyon Siirecinin izlenmesi Sirasinda Yapilan Islemler ....... 42
3.2.7.1. Hiicre Sayim ve Canliligm Olgimii ............coovevevevevererenne. 42

3.2.7.2. Indirgen Seker OIGHMI .....c..c.cvovveveveeeeeriieeeereereee e, 42

3.2.7.3. Btanol OIgiMI .....c.ovvvveveereeeereeeeeeeeeeeeeeiee e 45

3.2.7.4. Ksiloz OIgHMI ..veveveveeeeiieceieeeeeeeeeeeceve e 47

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA .....ccoiiiiiiiiiiieeee e 50
4.1. Calismada kullanilan molekiiler karakterize edilmis maya tiirleri ........... 50
4.2. Maya Tiirlerinin Pentoz Seker Kullaniminin Arastirilmast ..................... 51
4.3. Fermantasyon Denemeleri ........coceeieiiiieiiieiii e 52
4.3.1. Tanimli Ortamda Fermantasyon ...........cccoccevevivveiiiiesiiiieeniiee s 52
4.3.2. Hidrolizat Ortammda On-Tarama .............cceeevevveerrseieseinereenereennns 55
4.3.3. Hidrolizat Ortaminda Fermantasyon ...........ccccccoecveveeininnnecininennens 55
4.3.4. Ardisik Fermantasyon ...........cccccceeiiimmeienniiiiee e 57

5. SONUC VE ONERILER ......c.cccoviiiiiiieieceeieeeeeeeee e 66
KAYNAKLAR ...ttt e et e e e et e e e nees 68
OZGECMIS ..ottt 73



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

YPD Maya pepton dekstroz
YPX Maya pepton ksiloz
YNB Maya nitrojen baz
ATP Adenozin trifosfat

DNA Deoksiribo niikleik asit

SHF Ayr1 enzimatik hidroliz ve fermantasyon
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GAPDH  Gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz
PGK Fosfogliserat kinaz

PGM Fosfogliseromutaz

ENO Enolaz

PYK Piruvat kinaz

PDC Piruvat dekarboksilaz
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Dr. Mustafa OSKAY”’, Bu yola ¢ikmamda bana 6n ayak olup benim yanimda olan bana
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calismam boyunca benden bir an olsun yardimlarini esirgemeyen caligsma siiresince
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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Bazi Mayalarin Pentozca Zengin Asma Cubugu Hidrolizatina Adaptasyonu ve
Etanol Uretimi

Yasemin DOGAN

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Dog. Dr. Evrim OZKALE KAYA

Diinya niifusunun artmasi ve tiiketim aligkanliklarinin degismesi nedeniyle
enerjiye olan talep giin gegtik¢e artmaya devam etmektedir. Ancak mevcut kaynaklar
olduk¢a sinirlidir ve bu kaynaklarin giderek tiikkenmesi yenilenebilir enerji
kaynaklarina olan ihtiyaci arttirmaktadir. Ana bilesenleri karbohidrat bilesikleri olan
bitkisel ve hayvansal tiim maddeler ‘Biyokiitle Enerji Kaynag1i® olarak
tamimlanmaktadir ve bu enerji, tarimsal - organik atiklardan, mikrobiyal yolla elde
edilebilir/siirdiirtilebilinir bir enerji tiirtidiir.

Calismanin birinci boliimiinde, 13 adet sus ile, etanol liretiminde adaptasyona

secilecek tiiriin belirlenebilmesi i¢cin 6n siire¢ amagh olarak tanimli ortamda
fermantasyonlar gerceklestirilmistir. Bu asamada aktivite agisindan digerlerine gore
yiiksek olduklar1 gézlenen bes sus ile, saf hidrolizat ortaminda fermantasyon siirecine
gegilerek, tanimli ortam ile asma ¢ubugu bitkisi atiklarmin seyreltik asit ile hidrolizi
ile elde edilen hidrolizat ortamlarnda mayalarin iiretim ve verimlilikleri
karsilagtirilmistir. Hidrolizat ortaminda iiretim degeri agisindan en yiiksek oldugu
belirlenen P. kudriavzevii ile ardisik fermantasyon denemeleri ile adaptasyon
asamasina ge¢ilmistir. Biitiin fermeantasyon siirecleri boyunca hiicre sayimi yapilarak
biiyiime izlenmis seker ve alkol dl¢timleri yapilmstir.
Tanimli besiyeri ortamu ile saf hidrolizat ortaminda P. kudriavzevii susu ile yapilan
calismanin sonucunda elde edilen iiretim degerleri karsilastirildiginda; Etanol
konsantrasyonunda (g/L) % 63’liik ve Etanol veriminde (g/g) 1,6 katlik bir artis elde
edilmistir.

Sonug olarak, fermantasyon yoluyla biyoetanol iiretimi i¢in uygun tamamen
organik atik temelli hidrolizat ortammin, adapte edilmis mayalar ile
stirdiiriilebilir/biyoekonomik bir yontem olarak enerji eldesinde alternatif hammadde
olarak kullanilabilirligi gosterilmeye ¢aligilmustir.

Anahtar Kelimeler:(Lignoseliiloz, Hidrolizat, Hidroliz, Maya Fermantasyonu)

2018, 88 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

Adaptation of Some Yeasts to Pentose Rich Vineplant Wood Rods Hydrolysate
and Ethanol Production

Yasemin DOGAN

Manisa Celal Bayar University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Evrim OZKALE KAYA

Due to the increasing World population and changing consuming habits, the
need for energy is rising sharply. However, repository sources of energy are limited
and the demand for the renewable sources are continually increasing. All the plant or
animal based matters which contains carbohydrates as their main components are
termed as Biomass Energy Source. And this energy, is a kind of sustainable energy
that is obtained from the agricultural —organic wastes.

At the first part of this study according to their positiveness for pentose
utilization, 13 strains were submitted to fermantation on defined media as pre process.
At this stage, by the five strains that have higher than others in terms of activity,
fermentation on hydrolysate medium that was prepared by the hydrolysation of the
bunches with weak acid pretreatment were carried. Their productiveness and yields
were compared on both fermantation conditions. The strain belong to P. kudriavzevii
species was determined as superior than others. By using this strain, sequential
fermentation studies for the adaptation were carried on hydrolysate medium. During
the all fermentation processes, growth of the strains were monitored by counting the
cells and measuring the reducing sugar and alcohol concentrations, daily. As the results
of the fermentation by P. kudriavzevii on defined media and on hydrolysate media
were compared; 63% increase in ethanol concentration (g/L) and 1.6 fold (g/g)
increase in ethanol productiveness were obtained.

As conclusion, the hydrolysate medium which was prepared totally from

organic based waste could be used for the production of energy as an
alternative/sustainable by the adapted yeasts due to fermantation is shown.

Keywords :(_Lignocellulose, Hydolysate, Hydrolysis, Yeast Fermentation)

2018, 88 pages
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1. GIRIS

Enerji tiiketiminin yiiksek boyutlara ulastigi giiniimiizde genel olarak enerji,
fosil yakitlar olarak adlandirilan kaynaklardan saglanmaktadir. Fosil yakitlarin petrol
fiyatlarindaki istikrarsizligi gibi ekonomik gétiiriilerinin yan1 swra sera gazlarmin
atmosferdeki miktarmin 6nemli oranda artig1 gibi ekosistemde de yarattig1 biiyiik
oranda zararlar vardir. Son zamanlarda artan bu sikintilardan dolayi, ¢evresel ve politik
baskilar gibi bir¢ok olumsuzluga kars1 alternatif olarak yenilenebilir, stirdiiriilebilir,
etkili, disiik maliyetli ve gilivenilir enerji kaynaklarina gereksinimi beraberinde

getirmistir [1].

Yenilenebilir hammadde kullaniminin 6nemi bir¢ok Avrupa iilkesinde ve diger
iilkelerde Ar-Ge programlarinda vurgulanmaktadir. Cok ¢esitli tarimsal maddelere ve
degerlendirilemeyen bir¢ok tarimsal ve endiistriyel atiklara sahip olan {ilkemizde, bu
maddelerin hammadde olarak kullanildig1 biyoteknolojik prosesler i¢cin cok genis
imkanlar ve potansiyel bulunmaktadir. Lignoseliilozik materyaller yakin bir gelecekte

enerji ve hammaddenin en 6nemli kaynaklarmdan biri olacagi ongoriillmektedir [2].

Tahil iriinleri bakimindan oldukga zengin olan iilkemizde enerji tarmminin
yapilmasi Ve biyoetanol iiretilmesi petrole olan ihtiyacimizi biiyiik 6l¢iide azaltacaktir.
Diger yenilenebilir enerji kaynaklarinin diinya genelinde kullanim oran1 Sekil 1.1.”de
gosterilmistir [3]. Benzinden daha az enerji yogunluguna sahip olmasi, diisiik yanma
liminasyonu, diisiik buhar basmci, su ile kolayca karismasi ve oksijenlendirilmis bir
yakit olmasi nedeni ile nitrojen oksit emisyonunu arttirmasi gibi bazi ozellikler

etanoliin dezavantajlar1 arasindadir [4].



yenilenebilir
enj

glines eny. %s1

suenj*.36

jeotermal enj*s5

biyoyaklar*.53

rizgar enerjisi®s 5

Sekil 1.1. Enerji kaynaklarinin diinya genelinde kullanim orani [3].

Gilinlimiizde etanol {retimiyle 1ilgili endistriyel gelismeler ile gelen
caligmalarda amaglanan, mikroorganizmalar yardimiyla bitkisel biyokiitleden
biyoetanol elde etmeye yoneliktir. Diinyada ekonomisinin temelini olusturan fosil
yakitlara karsi alternatif biyokiitle tarimsal atiklardir. Yenilenebilir biyokiitleden
hemiseliilozik etanol iiretimi fosil yakitlara gére daha avantajli yonleri bulunmaktadir.
Ote yandan bu biyokiitle igerisinde bulunan lignoseliilozik hammaddelerin bilinen
yontemlerle etanole doniisiimii gerceklesmemektedir. Biyoetanoliin lignoseliilozik
biyokiitleden meydana gelmesi igin birgok farkli doniistirme teknolojisi vardir.
Lignoseliilozik materyaller bol ve ucuz olmalar1 nedeniyle biyoetanol iiretimi i¢in
olduk¢a uygun ve tercih edilen hammaddelerdir. Lignoseliillozik hammadde
kaynaklarinin i¢inde pentoz ve heksoz sekerlerden olusan seliiloz ve hemiseliillozdan
meydana gelen sert odun, yumusak odun, ormancilik ve tarimsal artiklar ve evsel ve
endiistriyel kati atiklar yeralabilir. Tarimsal atiklardaki lignoseliilozik materyalden
biyoetanol iiretiminde pentozlarin biyokonversiyonu biyoekonomiye katki
saglayabilecek Ve asilmayi bekleyen bekleyen bir konudur. Biyoetanoliin fosil
kaynaklara gore ekosisteme ve ekonomiye olumlu etkileri, lignoseliilozik maddelerden

biyoetanol iiretilmesi i¢in yenilenebilir kaynaklara yoneltmistir [1]



Tablo 1.1. Tirkiye deki tarima uygun fakat kullanilmayan arazilerde biyoetanol

tiretim potansiyeli [5].

Biyoetanol Uretim Benzin Thtiyacim
Potansiyeli, Karsilama
Ton Orani, %
Rekolte, Hasadinin Hasadinin Hasadimin | Hasadimin
Tahil Ton %0100 %20 %100 %20
hektar kullanihrsa | kullanihirsa | kullanihrsa | kullanihirsa
Arpa 2,204 1047 209 15 3
Misir 6,838 4677 935 68 14
Patates 27,642 5777 1155 84 17
Seker 41,539 8682 1736 126 25
Pancari
Bugday 21,282 13748 2750 200 40
Toplam - 6786 494 99
Lignoseliilozik bir madde olarak asma c¢ubugunun fermantasyonuyla

biyoetanol eldesi olduk¢a ucuz bir kaynaktir. Bu galismada asma ¢ubugu hidrolizatinin

cesitli gida oOrneklerinden elde edilen mayalar ile etil alkol iiretiminde kullanim

olanaklar1 amaglanmistir. Asma c¢ubugu hidrolizatinin mayalar ile fermente

edilebilirligine farkl adaptasyon yontemlerin etkisi incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyoetanol Uretimde Kullanilan Biyokiitle Temelli Hammaddeler

Fosil enerji kaynaklarinin kisitl oldugu, bunun yaninda bu kaynaklarin ¢evreye
verdigi dnemli oranda zarardan dolay1 biyokiitlenin kullanimi enerji sorununu ¢ézmek
icin 6nem kazanmaktadir. Bitkisel ve hayvansal kokenli dogal kaynaklardan elde
edilen yenilenebilir enerji “biyokiitle enerjisi”nin temel kaynaklar1 karbonhidrat
bilesikleridir ve bu kaynaklar olduke¢a cesitlilik gostermektedir. Sekil 2.1.°de biyokiitle
kaynaklar1 gosterilmistir. Bunun yaninda deniz veya karada var olan bitkisel veya

hayvansal biyokiitle enerji kaynaklar1 agagida verilmistir [6].
e Bitkisel atiklar
e Hayvansal atiklar
e Karbonhidrat bitkileri

e Yagli tohum bitkileri

e Schirsel ve endiistriyel atiklar ¢esitli biyokiitle kaynaklar1 arasinda

gosterilebilinir.
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Sekil 2.1. Biyokiitle kaynaklar.



2.2. Alternatif ve Siirdiiriilebilir Enerji Kaynagi Olarak Biyokiitle Enerjisi
Diinya iizerinde artmakta olan niifus ve sanayilesme ile birlikte enerjiye ihtiyag
hizla arttig1 gorilmektedir. Enerji, iiretimde zorunlu bir iretim faktoridir ve
gelismekte olan tilkelerin ekonomik ve sosyal kalkinma potansiyelini gostermektedir.
Enerji tiiketimiyle sosyal kalkinma arasinda yakindan bir iliski s6z konusudur ve buda
ekonomik gelisme ve refah seviyesinin artmasinin enerji tiiketiminin de arttigini
gostermektedir [7]. Giinlikk yasamda genelde; kimyasal, niikleer, mekanik (potansiyel
ve kinetik), termal (1s1l), jeotermal, hidrolik, giines, riizgar, elektrik enerjisi gibi enerji
sekilleri kullanilmaktadir. Ekonomik anlamda degisik yontemlerle enerji elde edilen
kaynaklar, enerji kaynaklar1 olarak isimlendirilmektedir ve bu kaynaklar farkli
gruplara ayrilmaktadir. Enerji kaynaklar1 kullanislarmma gbre yenilenebilir ve
yenilenemez enerji kaynaklari olarak ikiye ayrilir (Tablo 2.1). Fosil enerji kaynaklari,
kisa bir gelecekte tiikenebilecegi diisiiniilen enerji kaynaklar olup biyokiitle kaynakli
yenilenebilir enerji kaynaklar1 ise; kendisini yenileyebilen uzun vadede tiikkenmeden

kalabilecek enerji kaynaklaridir [8].

Tablo 2.1. Yenilenebilir ve yenilenemez enerji kaynaklari [9].

Enerji kaynaklari

=

Yenilenebilir Yenilenemez

—— RLizgar enerjisi —— Petrol

— Jeotermal enerji —— Dogalgaz

—— Hidroelektrik enerjisi — Kémur

— Dalga enerjisi —— Nuikleer enerji

—— Biyoklutle {odun) —— Fosfath kayaglar

—— Meralar — Metal madenler
Altin
Bakir
Civa
Krom

Yenilenemez enerji kaynaklarindan biri olan fosil yakitlar1 yakit konusunda
disa bagimlilik, yiiksek ithalat giderleri ve ¢evre sorunlari gibi nemli olumsuzluklara
sahiptir. Bugiin diinyada fosil yakit rezervlerinin hizla tiikenmesi nedeniyle

yenilenebilir enerji kaynaklarinm onemini arttirmakta ve bununla ilgili ¢aligmalar
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yapilmaktadir. Bununla birlikte siirdiiriilebilir enerji kaynaklari, siirekliligi olmasi
nedeni ile siirdiiriilebilir olmasmin yaninda diinyanin her iilkesinde bulunabilmesi
nedeniyle olduk¢a 6nemlidir. Ayrica ekosisteme verdikleri zarar yenilenemeyen enerji
kaynaklarma gore cok daha azdir. Yenilenebilir enerji kaynaklarmin kullaniminin,
mevcut teknik ve ekonomik sorunlarin ¢éziimlenmesi ile birlikte 21. yiizyilda nemini

artiracagi ongoriilmektedir [10].

Yenilenebilir enerji kaynaklari icinde ciddi bir teknik potansiyele sahip olan
biyokiitle, biyoetanol iiretimi i¢in kullanilan 6neml hammadde kaynagidir [11]. Bitkisel
ve hayvansal kokenli biyokiitlenin temel bilesenleri karbonhidrat bilesikleridir [12].

Odun ve yakacak olarak kullanilan bitki ve hayvan atiklar1 olarak tanimlanan
klasik biyokiitle enerjisi diger enerji kaynaklarindan yetersiz oldugu bolgelerde
ilkelden gelismise kullanilabilinen dogrudan yakma teknikleriyle elde edilen bir
enerjidir [13]. Bunun yaninda ormanciligi aga¢ ve endiistri atiklar1 hayvansal atiklar
ve kentsel atiklardan meydana gelen ve pazar islemleri ile karakterize edilmekte sanayi
ulastirmada ve ticaret sektoriinde kullanilmakta olan modern biyokiitle kaynaklarida
vardir [14]. Diinyada biyoetanol liretiminin %95’inden fazlasi bu tarimsal iirlinlerin

islenmesi ile elde edilmektedir [15].

Diinyada 1smma yakit dretme ve elektrik {iretmek amaciyla
kullanabilinmektedir. Biyokiitle enerjisinin ¢evreye verebilecegi zarar son derece az
olmaktadir. Bunun nedeni biyokiitle i¢inde fosil yakitlarda bulunan kansorejen madde
ve kiikiirt yer almamaktadir. Giines var oldugu siirece bitki yetistirilmesi devam
edecegi i¢in biyokiitle tilkenmez bir enerji kaynagi olarak kabul edilmektedir [16]. Her
yerde yetistirilebilmesi ve kirsal alanlar i¢in sosyo-ekonomik gelismelere yardimci
olmas1 nedeniyle biyokiitle uygun ve Onemli bir enerji kaynagi olarak tercih
edilmektedir [17]. Diinya lizerinde yenilenebilir enerji kaynaklarinin kullanimma dair

sayisal veriler Sekil 2.2.’de gosterilmistir [18].



Hayvansal ve bitkisel atiklar
%8 - Gines, Riizgar ve Biyoyakt
Odun -~
%2

Jeotermal 181
%2

) Hidrolik ve
Jeotermal elekirk
" % 68

Sekil 2.2. Yenilenebilir enerji kaynaklarinin diinya genelinde kullanim oranlari.

Giinesten aldig1 enerjiyi yapraklarinda ve koklerinde depolayan biyokiitle daha
sonra bu enerjiyi degisik islemlerle doniisiime ugratilabilir [19]. Bitkiler fotosentez
yoluyla giines enerjisini kimyasal enerjiye doniistiiriirler. Bunun sonucunda meydana
gelen enerji biyokiitle enerjisi olarak tanimlandirilir [20]. Biyokiitle i¢inde yer alan
basit sekerlerin biyoetanol ve karbondioksite doniistiiriiliirmesi asagidaki tepkime

yolunda gosterilmistir [21].
CnH2nOn (seker) — n /3 C2HsOH + n/3 CO2 +1s1

Biyoetanol iiretiminde karbonhidrat kaynaklar1 kullanilabilir. Biyoetanol
iiretimi i¢in primer kaynaklar olan seker, nisasta, seliiloz ve hemiseliilozun kullanimi

bugiin daha ¢ok tercih edilmektedir [22].

Biyoetanol olarak degerlendirilen biyokiitlenin elde edildigi odunsu
dokulardaki tiim bitki hiicre duvarlarinda bulunan kompleks olarak adlandirilan
lignoseliilozik materyal bitkiye sertlik kazandiran, bozunmaya direngli kimyasal
olarak 3 temel pargadan meydana gelir: seliiloz (%30-50), hemiseliiloz (15-35) ve
lignin (%10-20) Sekil 2.3.’de de gosterilen seliiloz ve hemiseliiloz tiim biyokiitlenin
%70’ini meydana getirirken, lignin kovalent ve hidrojenik baglarla seliilloz ve
hemiseliiloza baglanarak yapiya sertlik ve direng katar. Yumusak odunlardaki lignin

orani diger lignoseliilozik kaynaklara gore oldukc¢a fazladir [23].
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Sekil 2.3. Lignoseliilozik biyokiitle bilesenleri [24].

Biyoetanol iretimi i¢in kullanilan hammaddeler genel olarak ii¢ grupta

incelenir; [25].

e Sukroz igeren hammaddeler (seker pancari, seker kamisi, meyveler vs. ),

e Nisasta iceren hammaddeler (musir, arpa, bugday, patates vs. ),

e Lignoseliilozik hammaddeler (odun, saman, ¢imen).

Tablo 2.2. Farkli kaynaklar kullanilarak iiretilen biyoetanoliin tiretim potansiyellerinin

karsilagtirilmasi [26].

Kaynak Biyoetanol Uretim Potansiyeli (L\ton)
Seker Kamisi 70
Seker Pancari 110
Taze Patates 125
Patates 110
Manyok 180
Misir 360




Piring 430

Arpa 250
Bugday 340

Tath Sorgum 60
Seliilozik Biyokiitle 280

Tablo 2.2.de gosterildigi gibi biitiin karbonhidrat molekiilleri biyoetanol
iiretimi i¢in kullanilabilir. Bugiin lignoseliilozik hammaddelerden biyoetanol iiretim
stireci tam olarak yerine oturmamustir [3]. Lignoseliilozik atiklar yiiksek karbohidrat
icerigiyle etanol iiretiminde 6nemli bir hammaddedir. Biyokiitle atiklarmin etanol
fermantasyonunda hammadde olarak kullanimi {iretim maliyetini de 6nemli Olgiide
disiirmektedir. Biyoetanol {iretimindeki baslica problem {iretim i¢in hammaddenin

varhigidir [27].

Lignoseliilozik biyokiitleden etanol eldesi yenilenebilir enerjinin liretimi i¢in
onemli bir teknoloji olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu biyokiitlenin bollugu onu ilgi ¢ekici
bir kaynak kilmaktadir. Odun ve saman gibi iirlinlerden ya da musir sap1 ve bugday
copli gibi tarimsal atiklar lignoselillozik materyal olarak adlandirilabilinir.
Hammaddenin maliyeti biyokiitleden etanol iiretim siirecini etkileyen onemli bir
etmendir ve ucuz, dayanikli biyokiitle kaynaklarinin bulunabilirligi evrensel bir
sorundur. Lignoseliilozik materyaller yenilenebilir, genis bir kullanim alanina sahiptir
ve bol miktarda elde edilebilirler. Lignoseliilozik materyal orman atiklari, kentsel kat1

atiklar, atik kagit ve bitkisel atiklardan ucuz sekilde elde edilebilirler [28].

Lignoseliilozik biyokiitle saglam yapiya sahiptir. Bu nedenle biyoetanol
iretiminde kullanilabilmesi i¢in yapmin parcalanmasi gerekir. Bu yapmnin
parcalanmasinda segilen kaynaga gére en uygun yontem olarak fiziksel,
fizikokimyasal, kimyasal ve biyolojik yontemler belirlenip kullanilabilinir.
Lignoseliilozik biyokiitleden biyoetanol iiretilmesi igin ¢esitli doniistiirme teknolojisi
mevcuttur. Biyokiitle tiirline gore biyoetanol iretim asamalart Tablo 2.3.°de
gosterilmistir.  Lignoselillozik  temelli  biyokiitle = hammaddelerin  etanole

doniistiiriilmesi i¢in gerekli biyokimyasal yol 5 basamak ile 6zetlenebilir:

o Hammadde yetistirme



. Hiicre duvarinin degradasyonu Ve ligninin ayrigtirilmasi i¢in 6n-iglem

o Hemiseliilozun pentoz sekerlerine hidrolizi
o Sekerlerin etanole fermantasyonu
. Etanoliin ayristirilmasidir [25].

Tablo 2.3. Biyokiitlenin biyoetanole doniisiimiinde 6rnek bir akis semasi [26].

Esanh sakkarifikasyon ve
Bivokiitle fermentasyon
' Bivoetanol

f

‘ On islem : {

(hemiselillozun Enzmatk | Fermentasyon Destilasyon ve

¢ziinmest) : { Hidroliz ' ‘ Buharlagtiema
[ —

Filtre
| Atk yonetimi L Vikama

LT e
——

Enerji tretimi igin
atiklar
On islemin amac1 karbonhidratlarm fermente edilebilinir hidrolizinin daha hizli
ve daha fazla yapilmasit icin biyokiitlenin kimyasal igerigi Ve yapisinin
degistirilmesiyle birlikte, makroskopik ve mikroskopik boyutu ve yapisi da degistirilir.
Hidroliz isleminde karbonhidrat polimerleri monomerik sekerlere doniistiiriiliir [29].
Basarili bir 6n islem icin seker olusumunun gelistirilmesi veya hidrolizle seker
olusturma yetenegi degradasyondan kaginma veya karbohidrat kaybi hidroliz ve
fermantasyon prosesi i¢in inhibitor olabilecek yan iirlinlerin olusumundan kag¢inma,

ucuz olmasi 6nemlidir [30].

2.3. Biyoetanol

Biyoetanol hammadde olarak seker pancari, misir, bugday, yumusak odun sert
odunsular gibi karbonhidrat iceren hammaddelerden elde edilen alternatif ve
stirdiiriilebilir bir maddedir. Ulastrma sektoriiniin yani sira, kiigiik ev aletlerinin
kullaniminda, birtakim kimyasal iiriinlerin iiretiminde de biyoetanol kullanilmaktadir.

Biyoetanoliin sahip oldugu bazi 6zellikler agagidaki gibi siralanir [31]:
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e Berrak renksiz ve karakteristik bir yapiya sahip olan biyoaetnol yiiksek oktanlt
bir yakittir.

e Biyolojik olarak bozunurdur ve ¢evre i¢in olumsuzluk teskil etmezler,

e Biyoetanol 20 °C de 0,789 gr/ml yogunluga sahiptir,

¢ Biyoetanoliin kaynama noktas1 78,5°C, donma noktas1 -114,1°C dir,

e Fosil yakitlardan %80 oraninda daha diisiik miktarda sera gazi olustururlar,

e Biyoetanol, siilfiir dioksit ve partikiil emisyonlarinda belirgin diisiis saglar,

e Biyoetanol karsenojen etkisi bulunan benzen ve butadin emisyonlarini 50%
oraninda azaltir,

e Biyoetanolun en yaygin iki kullanim sekli E-10 (% 10 Biyoetanol+%90
Benzin) ve E-85 (% 85 Biyoetanol+%15 Benzin) ‘dir.

Biyolojik kaynaklardan mayalanma yolu ile firetilen biyoetanol geleneksel
yontemde gegerli hammaddenin maya ile fermantasyonuyla yapilmakla birlikte son
yillarda  genetik  olarak  tasarlanmig  bakterilerle de  fermantasyonu
gerceklestirilmektedir [32]. Tablo 2.4. ve Tablo 2.5.’de biyoetanoliin fiziksel, kimyasal
ozellikleri belirtilmistir [9].

Tablo 2.4. Biyoetanoliin kimyasal 6zellikleri

Biyoetanoliin Kimyasal Ozellikleri
Formiil C2HsOH
Molekiiler Agirhk 46,1
Karbon %52,1
Hidrojen %13,1
Oksijen %34,7
C/H Oram 4
Steiomerik (hava/ETOH) 9

Tablo 2.5. Biyoetanoliin fiziksel 6zellikleri

Biyoetanoliin Fiziksel Ozellikleri
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Ozgiil Agirhk 0.79 kg/dm 3
Buhar Basinci (38°C) 50 mmHg
Kaynama Sicakhg 78.50C
Dielektrik Katsayisi 24.3
Suda Coziinme o0

2.4.  Biyoetanol Uretiminde Kullanilan Mikroorganizmalar

Biyoetanol iiretimi i¢in kullanilan bakteri, maya ve mantar gibi pek ¢ok ¢esitli
mikroorganizma vardir. Gegmisten bugiine, alkolik fermantasyonda en biiyiik rolii ve
bu alanda en ¢ok kullanilan mikroorganizmalar ise mayalar olmustur. Mayalar dogada
¢ok yaygindir. Ozellikle seker ve karbonhidrat bakimmdan zengin olan besin
maddelerinde bulunurlar. Bunlar arasinda 6nemli bir yere sahip olan baslica tiir
Saccharomyces cerevisiae tiiriidiir. S. cerevisiae, fermantasyon besiyerini kullanarak
yiiksek konsantrasyonda etanol iiretebildigi ve hem basit sekerlerin bulundugu
besiyerinde hem de sakkaroz disakaritinin bulundugu besiyerinde gelisebildigi i¢in
diger mayalara gore daha ¢ok tercih edilmektedir. Bununla birlikte uzun yillardir
tizerinde ¢alisilan ve etanol iiretiminde S. cerevisiae ile yer degistirmesi i¢in bazi
aragtirmacilar tarafindan defalarca 6ne atilan bir diger tiir ise Zymomonas mobilis dir.
Zymomonas mobilis arastirmacilar tarafindan 6ne siiriilmesinin nedeni S. cerevisiae

tiiriine gore daha iyi 6zellik ve avantajlar gostermektedir [33].

2.4.1. Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae insanlar igin giivenli bir mikroorganizmadir. Ayruca S. cerevisiae
nin Okaryotik ve kararli bir yapiya sahip olmasi aerobik kosullarda yiliksek cogalma
hiz1 yiiksek etanol fermantasyon hizi giicli invertaz iiretimi, genis inhibitor

toleransliklari, onlar1 etanol {iretimi i¢in ilgi ¢ekici kilmaktadir.

Etanol fermantasyonunda yer alan temel metabolik yolak, bir glikoz
molekiiliiniin metabolize edildigi ve iki molekiil piruvatin {retildigi glikolizdir
(Embden-Meyerhof-Parnas veya EMP yolagi) ve Sekil 2.4.’de sematize edilmektedir
[34].

Anaerobik kosullar altinda, piruvat CO2‘nin salinmasiyla etanole indirgenir.

Teorik olarak, metabolize edilen glikoz kiitlesi basina verim etanol i¢in 0.511, CO; igin
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0.489‘dur. Glikolizde tiretilen iki ATP cesitli enerji-gerektiren biyoreaksiyonlarin
gerektirdigi maya hiicrelerinin biyosentezini siirdiirmek i¢in kullanilmaktadir. Bu
nedenle, etanol tiretimi maya hiicre biiylimesi ile siki bir sekilde birbirine baghdir ki
mayanin bir yan iiriin olarak iretilmesi anlamina gelmektedir. Maya hiicrelerinin
biiylimesi ile  ATP‘lerin siirekli tiikketimi olmaksizin, glikozun glikolitik
metabolizmasi, glikolizde en Onemli regiilasyon enzimlerinden biri olan
fosfofruktokinazi (PFK) inhibe eden intraseliiler ATP birikimi nedeniyle ¢ok hizli bir
sekilde durdurulmaktadir. Bu ¢ok temel ilke, 6zellikle jelde tutuklama gibi destekleyici
materyal ile immobilize edilen maya hiicreleri tarafindan gergeklestirilen etanol

fermantasyonuyla ¢elismektedir [26].
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Sekil 2.4 S. cerevisiae ile gergeklestirilen etanol fermantasyonu‘nun metabolik yolag.
HK: hekzokinaz, PGI: fosfoglukoizomeraz, PFK: fosfofruktokinaz, FBPA: fruktoz
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bisfosfat aldolaz, TPI: triyoz fosfat izomeraz, GAPDH: gliseraldehid-3-fosfat
dehidrogenaz, PGK: fosfogliserat kinaz, PGM: fosfogliseromutaz, ENO: enolaz, PYK:
piruvat kinaz, PDC: piruvat dekarboksilaz, ADH: alkol dehidrogenaz.

2.4.2. Zymomonas mobilis

Z. mobilis in fermantasyon kosullarindaki pH degeri 5,0 iken sicakligi 30-40°C
arasinda degismektedir. Z. mobilis, glikozun yikimi i¢in piruvat dekarboksilaz (PDC)
ve alkol dehidrogenaz (ADH) enzimleri ile Entner-Doudoroff (ED) yolag: lizerinden
glikozdan etanol tiretir [64]. Bu bakterinin dezavantajlarindan bir tanesi yalnizca
glikoz, fruktoz ve sukrozu fermente edebilmesidir. Siikrozdaki gelisimi, fruktoz
oligomerlerinin ve sorbitoliin ekstraseliiler olusumu ile birlikte olmaktadir. Bu durum
etanol veriminde o6nemli bir diisiise neden olmaktadir. Bu bakterilerin diger
dezavantaji i1se saf glikozu kullanamamalaridir. Diger 6nemli bir dezavantaj ise Z.
mobilis tiiriiniin siirekli etanol tiretimi dalgalanma egilimi gostermektedir [35]. Sekil

2.5.’de Z. mobilis teki karbohidrat metabolik yolagi gosterilmektedir.
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Sekil 2.5. Z. mobilis teki karbohidrat metabolik yolagi. LEVU: levansukraz, INVB:
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invertaz, GFOR: glukoz-fruktoz oksidorediiktaz, FK: fruktokinaz, GK: glukokinaz,
GPDH: glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, PGL: fosfoglukonalaktonaz, EDD: 6-
fosfoglukonat dehidrataz, KDPG: 2-keto-3-deoksi-6-fosfoglukonat, EDA: 2-keto-3-
deoksiglukonat alkolaz, GNTK: glukonat kinaz.

2.4.3. Pentoz Fermente Edici Diger Mayalar

Gecmisten bugiine, alkolik fermantasyonda en biiylik role sahip ve bu alanda en ¢ok
kullanilan mikroorganizmalar ise mayalar olmustur. Mayalar dogada ¢ok yaygindir.
Ozellikle seker ve karbonhidrat bakimindan zengin olan besin maddelerinde
bulunurlar. Ancak birkag tiir/strain pentozlari kullanabilme yetenegine sahiptir. Ksiloz
fermentasyonu i¢in genis ¢apta ¢alisilmis olan tiirler P. tannophilus, C. shehatae, P.
stipitis ve Kluyveromyces marxianus tur. Ksiloz fermente edebilme kapasitesine sahip
oldugu bildirilen birgok tiir de Brettanomyces, Clavispora, Schizosachharomyces,

Candida genuslaridandir.

2.4.4. Etanol Uretebilen Bakteriler
Mayalar disindaki etanol iireten bakteriler, substratlar1 ve etanol verimleri
Tablo 2.6.’da , ksilozu dogal olarak fermente edebilen ve {izerinde ¢alisilan bakteri tiirleri

Tablo 2.7.”de verilmistir.
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Tablo 2.6. Etanol iireten bakteriler, substratlari ve verimleri [37].

Etanol Hemiselilozlar Y Ozel
Organizma °C | Tolerans: | Heksozlar | Disakkaritler | Seliiloz | Nisasta (polimer ETOH | Substratlar
pentozlar)
Mezofilik {20-40°C)
Erwinia 27- ? * * - * * 60 -
amylovorans 30
Sarcina ventricul 30- ? * * - = * 50 -
37
Leuconostoc 20- ? * * - * * 55 Laktoz
mesenteroides 30
Zymoomonas 30 ? * * - = * 97 -
mobilis
Termofilik (40-
85°C]
Clostridium a0 ? * * - = * 50 Ksilan
thermao-
saccharolyticum
Clostridium a5 ? * * * - - 50 -
Thermocelium
Asin termofilik
(65°C)
Thermoaerobacter | 60 ? * * - = * 90 Ksiloz
ethanolicus
Clostridium 60 ? = * - * * 50 Sellobivoz
thermos- Ksiloz
hydrosulfuricu Pelitin
Thermoanaerobium | 93 ? ¥ * - ¥ * 48 Sellobiyoz
Brockli 70 Laktoz
Sellobiyoz

Tablo 2.7. Ksilozu fermente etme kapasitesine dogal olarak sahip olan ve iizerinde

calisilan bakteri tiirleri [76].

TURLER

OZELLIKLERI

Clostridium

acetobutilicum

Ksilozun aseton ve biitanole fermantasyonunda basarilidir,

biyoetanol verimi diisiiktiir.

Clostridium

thermocellum

Seliilozu direkt olarak etanole ve asetik asite doniistiirme

kapasitesine sahip, biyoetanol konsantrasyonlar1 genellikle 5

g/I’den daha azdir.
Escherichia | Ksilozu dogal olarak biyoetanol, sukkinik ve asetik asite fermente
coli etme kapasitesine sahip ancak etanol toleransi diisiiktiir, genetik
olarak ¢aligilmis tiirleri genel olarak biyoetanol iiretmektedir.
Klebsiella Ksiloz ve sellobiozu dogal olarak hizli bir sekilde fermente
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oxytoca

edebilirler, selillozun fermantasyonu ve biyoetanol {iretimi genis

bir sekilde ¢aligilmaktadir.

Lactobacillus

pentoaceticus

Ksiloz ve arabinozu tiiketir, glikoz ve sellobiozu yavag yavas

kullanir, asetik asit ve laktik asit 1/1 oraninda tiretilir.

Lactobacillus

casei

Laktozu ¢ok iyi bir sekilde fermente edebilir.

Lactobacillus

xylosus

Besin kaynagi gerekli oldugu durumda sellobiozu kullanir: n-

glikoz, D-ksiloz ve L-arabinozu kullanmaktadir.

Lactobacillus

pentosus

Homokatalitik fermantasyon saglar, bazi alt tiirleri siilfit atik

¢Ozeltisinden laktik asit tiretebilir.

Lactobacillus

Sellobiozu glikoz, ksiloz ve arabinozdan daha hizli bir sekilde

plantarum tiiketir, pektinleri depolimerize etmis gibi goriiniir, tarimsal
atiklardan laktik asit tiretir.
Zymomonas Normal olarak glikoz ve fruktozu fermente eder, ksiloz
mobilis fermantasyonu tizerine arastirmalar devam etmektedir.
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2.5.  Lignoselillozik Hammaddeler

Tarimsal islemler sirasinda elde edilen iiriinlerin direk kullanimidan 6nce
uygulanan hasat, kurutma, 6giitme, gibi islemler sirasinda geride kalan sap, saman,
cekirdek, kabuk gibi kisimlar tarimsal atik olarak adlandirilmaktadir. Pentoz karbon
kaynaklar1 i¢in 6nemli dogal bir kaynak olan lignoseliilozik materyaller bu tarimsal
atiklardan ucuz bir sekilde elde edilmektedir. Lignoseliilozik materyal alti-karbonlu
bir seker olan glikozun bir polimeri olan seliilozdan, ksiloz ve diger bes-karbonlu
sekerlerden olusan dallanmig bir polimer olan hemiseliilozdan ve fenil propan
birimlerinden olusan ligninden meydana gelmektedir [38]. Bu bilesenler yapinin %
90°m1 olustururken geri kalan kisim ¢oziinenler ve kiilden meydana gelir [39]. Cesitli

lignoseliilozik biyokiitle materyalleri‘nin i¢erikleri Tablo 2.8.’de verilmistir.

Tablo 2.8. Cesitli lignoseliilozik biyokiitle materyalleri’nin igerikleri (% kuruagirlik)
[40].

Ham Materyal Seliiloz Hemiseliiloz Lignin
Sert Odunlar
Hus Agaci 41 36,2 18,9
Ak Kavak 50,8-53,3 26,2- 28,7 15,5-16,3
Kizil Agaagac 44,1 29,2 24
Melez Kavak 41,7 20,2 29,3
Eucalyptus viminalis 41,7 14,1 31
Yumusak Odunlar
Pinus banksiana 41,6 25,6 28,6
Pinus pinaster 42,9 17,6 30,2
Koknar 43,9 26,5 28,4
Tarimsal Atiklar
Misir Kogam 33,7-41,2 31,9-36 6,1-15,9
Seker Kamisi 40-41,3 27-37,5 10-20
Bugday Samani 32,9-50 24-35,5 8,9-17,3
Pirin¢ Samani 36,2-47 19-24,5 9,9-24
Misir Sapi 35-39,6 16,8-35 7-18,4
Arpa Samani 33,8-37,5 21,9-24,7 13,8-15,5
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Soya Sapi 34,5 24,8 19,8
Pamuk Sapi 38,4-42,6 20,9-34,4 21,45
Muz Atigi 13 15 14
Kahve Hamuru 33,7-36,9 44,2-47,5 15,6-19,1
Findik Kabugu 25-30 22-28 30-40
Sorgum Samam 32-35 24-27 15-21
Yulaf Samam 31-35 20-26 10-15
Diger
Bambu 40-50 18-20 23
Okaliptus 45-51 11-18 29
Cim 25-40 25-50 10-30

Seliilozun, hemiseliillozun ve lignin 6zelligine gore lignoseliilozik maddeler
farklilik gosterirler [27]. Lignoseliizozda %40-60 seliiloz, %20-40 hemiseliiloz ve
%10-25 lignin, %10 ekstrat ve mineraller olusturmaktadir. Akcaagag, kavak,
okaliptus, mese agaci, kara kavak gibi sert odunlu materyallerde seliiloz %39-54,
hemiseliiloz %14-37 ve lignin %17-30 oraninda bulunmaktadir. Kéknar, ¢cam gibi
yumusak odunlu materyallerde ise seliiloz %41-50, hemiseliiloz %11-27, lignin %20-
30 oraninda bulunmaktadir. Genel olarak biyokiitle kaynaklarinda seliilloz %32-47,
hemiseliiloz %19-27, lignin ise %5-24 oraninda bulunmaktadir [41]. Bitki hiicre duvari

bilesenleri Sekil 2.6.’da verilmistir.

hilcre duvarn makrofibrilier

- OO
T @

hiicre duvan

hemiseliiloz

lignin

elementer selilloz
fibrilleri

» £ - mikrofibril
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Sekil 2.6. Bitki hiicre duvari bilesenleri [9].

2.5.1. Seliiloz

Bitki hiicre duvarinda yer alan yapisal polisakkaritlerden birisi de seliilozdur
[42]. Glikoz birimlerinin B-1-4 baglariyla birbirine baglanmasiyla olusan bir
polimerdir. Selilloz molekiiliiniin biiytikliigii bitki hiicresinin duvarinda bulunan
ikincil duvarda her molekiilde 500°den daha az glikoz biriminin bulunmasina bagl
olarak degisir [43]. Odunun agirlik¢a %40’1n1, ketenin %60-85’ini pamuk liflerinin
%85-90’11 seliiloz olusturur [44]. Genellikle seliilozun bitki hiicre duvarindaki orani
hiicre tipine ve evresine gore degismektedir. Ornegin; birincil duvarm kuru agirhgmm
%20-40’1 seliilozdan olusurken ikincil duvarin %40-60’1 selillozdan meydana
gelmektedir [34]. Sekil 2.7.’de bitki hiicresinde seliillozun yeri ve Sekil 2.8.’de

seliilozun genel yapis1 gosterilmistir [25].

Seliiloz iplikleri

Hiicre ceperi

Bitki hicresi

Sekil 2.7. Bitki hiicresinde seliilozun yeri
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Sekil 2.8. Seliilozun genel yapisi
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2.5.2. Hemiseliiloz

Hiicre c¢eperindeki polisakkaritlerin %20-35 ‘ini olusturan hemiseliilozlar
odunun ii¢ ana bileseni arasinda 1siya en duyarli olan ve ancak 200-260°C gibi yiiksek
sicaklik araliklarinda bozunabilen bilesiklerdir. Hemiselillozlar, seliilozdan bazi
ozellikleri ile ayrilmaktadir [46]. Odunun diger elemanlarindan ayrildiktan sonra
seyreltik alkali ¢ozeltisinde ve kaynayan suda c¢oziinebilirler. Hemiseliilozlarin

kimyasal yapis1 hakkinda bugiin ¢ok az sey bilinmektedir.

i
|
I
f
I
Primer / /7'\
Hicre 4 : —
Duvari | \ﬁ
1
: : Pektin
I
Plazma { -
Membrant \ Sellloz
50 nm Hemiseliloz

Sekil 2.9. Lignoseliilozik materyalde hemiseliilozun konumu [9].

Hemiseliilozlar seliilozdan daha heterojendir [47]. Hemiseliilozlar ksilanlar,
mannanlar, arabinoksanlar, glikomannanlar ve glikoksilanlar seklinde isimlendirilirler
[49]. Olgunlagmis odunlarmn % 20-251, otlarin % 15-20’si ve yumusak odunlarin biiyiik
bir kismu ksilanlar ve glikomannanlardan olusur. Tahil saplar1 ile tohum kabuklarinda
ise ksilan % 20-30 oranindadir [39]. Hemiseliilozun genel yapist Sekil 2.10.’da
verilmistir [26]. Lignoseliilozik materyalde hemisliillozun konumu Sekil 2.9.’da

verilmistir.



Sekil 2.10. Hemiseliilozun genel yapisi

2.5.3. Lignin

Damarl1 bitkilerde hiicre duvarlarina dayaniklilik saglayan suda ¢6ziinmeyen
kompleks bir bilesik olan lignin bitkide kok ve gdovdenin odunsu yapisini olusturan
maddedir [51]. Lignin ayn1 zamanda yaslanmis Oli hiicrelerin seliiloz ¢eperleri
iizerinde birikir ve bitkiyi uygun olmayan ¢evre sartlarma karsi korur [52]. Lignin
biyokiitle‘nin % 15-20‘sini olusturan fenilpropanoid birimlerinden olusturmaktadir.
Bir glikozit olan lignin kolayca glikoz ve aromatik bir alkole ayristirilabilmektedir. Bu

bilesikten tiireyen alkole de buna uygun olarak koniferil alkol denilmektedir [53].

Lignin hiicre ¢eperini olusturan seliiloz misellerin arasini1 amorf lignin doldurur
ve boylece dokuda odunlasma meydana gelirek bitkiye dayaniklilik saglar [54].
biyoetanol iiretiminde lignoseliilozik biyokiitlenin kullanilmasindaki zararlardan biri
ligninin lignoseliilozik materyalin yapisini kimyasal ve biyolojik parcalamaya direncli
hale getirmesidir [55]. Yumusak odunlar genellikle sert odunlardan daha fazla lignin
icermektedirler. Her iki tiirde de lignin icerigi genellikle % 20-40 araliginda
degismektedir. Misir kogany, fistik kabugu gibi otsu tiirlerde bu oran % 10-40 arasinda
degiskenlik gdstermektedir [56]. Lignin cam agaclarmin ignelerinde yogun olarak

birikmistir.
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Bu yapraklar ligninin kompleksli i¢eriginden dolayi ¢iiriiyiip topraga karigmasi
uzun bir zaman aldigindan dolay1 ¢am agaclarinin altinda birikmektedir. Bu biriken

maddeler zamanla ¢oziinor ve toprakta asit birikmesine neden olmaktadir. [57].
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Sekil 2.11. Ligninin genel yapis1 [29].

Lignin lignoseliilozik yap1y1 kimyasal ve biyolojik parcalamaya direngli kildig1
icin etanol tiretiminde lignoseliilozik biyokiitlenin kullanilmasindaki sakincalardan

biridir [56]. Ligninin genel yapis1 Sekil 2.11 de verilmistir.

2.6. Biyoetanol Uretiminde Kullanilan On Islemler

2.6.1. On-islem

On-islem, elde edilen iiriin miktarinm arttirilmasi i¢in dnemli bir basamaktir.
Organik asitler, fermentatif yakitlar ya da {irlinlerin {iretimi i¢in kullanilan biyokiitle,
sicak hava ile kurutma, gilineste kurutma, vakumla kurutma gibi islemlerden
gecirilerek depolanmasindan sonra On-isleme gegilir [58]. Bu metodlar ile bitki

biyokiitlesinde fiziksel ve kimyasal degisiklikler gergeklestirilir [59].
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Sekil 2.12. On-islemin lignoseliilozik yapi iizerine etkisi [59].

On islem ile hidroliz yapisal ve igeriksel engelleyicileri biyokiitleden ayirmak
ve bdylece hemiseliilozdan fermente edilebilir seker olusumu miktarini arttirmaktir
[62]. Sekil 2.12.’de 6n- isleminin lignoseliilozik yapi iizerine etKisi gosterilmistir. On-

islem sirasinda dikkat edilmesi gerekenler:

Biyokiitlenin kullanilabilirligini arttirmak

Seliilazlarin enzimatik hidroliz i¢in seliiloz yiizey alanina ulasilabilirliginin
arttirilmasi

Karbonhidrat kaybmin en diisiik seviyede tutulmasi

Hidroliz ve fermantasyon islemi sirasinda mikroorganizmalara ya da enzimlere karsi

inhibitor etki yaratan yan-iiriinlerin olusumundan kaginmak maliyeti diistirmektir

[60]
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Sekil 2.13. On-islem metodlar1 [9]

On-islem metodlari ise fiziksel, kimyasal, biyolojik ve termo/fiziko kimyasal

olarak 4 smifa ayrilir [61]. Tercihen, bu on-islem yontemlerinden herhangi biri ya da

birka¢ tanesi beraberce kullanilabilmektedir. Sekil 2.13. de 6n islem metaodlar:

basamaklandirilmistir.

Biyokiitlenin 6n-isleme ugramadan Once sicak hava ile kurutma, giineste

kurutma, vakumla kurutma gibi bazi islemlerden ge¢mesi gerekir [59]. Tablo 2.9°da

On islem metotlarindan bahsedilmistir.

Tablo 2.9. On Islem Metotlar1 [63].

Metod Siirecler Biyokiitle Degisiklikleri
Mekanizmasi
Bilyali freze
Ii silindirli freze Ulasilabilir yiizey alanindaki
Cekig frezelemesi ve gozeneklerin
Kolloid frezeleme biytikliigiindeki artis.
Vibro enerji freze Seliiloz kristalinitesinin
Hidrotermal azalmasi ve polimerizasyon
Yiiksek basing buhari derecesi.
Sikma Hemiseliilozun kismi hidrolizi.
Fiziksel Onislemler Genisleme Lignin kismi
Piroliz depolimerizasyonu.
Gama 1s1n1 1sinlamasi
Elektron 1s1n1 1s1nlamasi
Mikrodalga 1isinlamasi
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Fizikokimyasal ve Kimyasal
Onislemler

Patlama:

Buhar patlamasi
Amonyak lifi patlamasi
CO, patlamasi
SO, patmalasi
Alkali Sodyum hidroksit
Amonyak
Amanyum sulfat
Gaz:

Klor dioksit
Nitrojen dioksit
Asit:

Sulfirik asit
Hidroklorik asit
Sulfir dioksit
Oksitleyici ajanlar:
Hidrojen peroksit
Yas oksidasyon
Ozon
Seluloz cozuculeri:
Cadoxen
CMCS
Lignin'in ¢oziicii
ekstraksiyonu :
Etanol-su ekstrasyonu
Benzen-su ekstrasyonu
Etilen-glukol ekstrasyon
Butanol-su ekstrasyonu
Sisme ajanlar1

Delignifikasyon
Seliiloz kristalinitesinin
azalmas1 ve polimerizasyon
derecesi.

Biyolojik onislemler

Aktinomisetler
Mantar

Delignifikasyon
Hemiseliiloz ve seliilozun
polimerizasyon
derecesinde azalma.

2.7 Hidroliz

On-iglem bittikten sonraki asama hidroliz prosesinde lignoseliilozik materyal

icerisindeki karbonhidrat polimerleri fermantasyon isleminden Oncesinde basit

sekerlere donistiiriilmelidir. Lignin reaksiyondan sonra yan {iriin olarak kalir. Hidroliz

sonucu seliiloz ve hemiseliiloz fermantasyon ile biyoetanole doniistiiriilebilir [65].

2.7.1 Hidroliz Teknikleri

Hidroliz metodlarini kimyasal hidroliz ve biyolojik hidroliz olarak ikiye ayrilir.

Gama ya da elektron 1s1ma ve mikrodalga 1s1ma gibi bazi hidroliz proseslerinin ticari

acidan uygulamasi olmamaktadir. Yumusak odunlu materyallerdeki hemiseliilozlar
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temel olarak mannoz igerir. Bunun yaninda sert odunlularda bu bilesen bes karbonlu

ksilozdur [53].

Lignoseliilozik materyalin hidrolizi ile bir¢ok iiriin meydana gelebilir [33].
Lignoseliilozik materyal i¢indeki hemiseliiloz hidrolizlendiginde ksiloz, mannoz,
asetik asit, galaktoz ve glikoz gibi sekerler olusmaktadir. Hemiseliilozlarin
degradasyonu ile su, metanol, formik asit, asetik asit, propiyonik asit, hidroksi-1-
propanon, hidroksi-1-biitanon ve 2-furfuraldehid gibi sekiz ana iriin meydana
gelmektedir [65].

- Kimyasal Hidroliz

Bu yontemle lignoseliilozik materyal belirli bir siire uygun sicaklikta kimyasala
maruz birakilir. Bunun sonucunda hemiseliillozdan seker monomerleri meydana
gelmektedir. Bu prosesde genellikle asitler kullanilmaktadir [27]. Yogunluga bagh
olarak asitlerin hemiseliilozu hidrolize etmesi yogunluga bagli olarak derisik asit ile

hidroliz ve seyreltik asit ile hidroliz olarak ikiye ayrilir.

Kimyasal hidroliz yontemlerinden biri olan seyreltik asit hidroliz yontemi
yiiksek sicaklik ve basing altinda gergeklestirilir. Bu prosesde yiiksek sicaklikta siirekli
akis reaktoriinde yaklasik % 1 konsantrasyonda H2SOs cdzeltisi kullanilir. 1yi bir
seyreltik asit yonteminde yaklasik % 50 seker doniistim etkinligi ile sinirlanmaktadir.
Yiiksek sicaklik ve basing ile asidin kombinasyonu Ozel reaktér materyalleri
gerektirmektedir. Ancak bu da reaktdrii pahali hale getirir. Ik reaksiyon asamasi
seliilozik materyalin sekere doniisiimii ve ikinci reaksiyon asamasi ise sekerlerin diger

bilesiklere dontistimiidiir [26].

Seyreltik asit hidroliz yonteminin ilk adim1 hemiseliiloz verimini maksimuma
ulagtirmak i¢in diisiik sicaklikta gerceklestirilir. Prosesin diger adimi ise yiiksek
sicaklikta gergeklestirilir [66]. Bu asamada daha direngli olan seliiloz ile arta kalan
maddeler, alti-karbonlu sekerlerin kazanilmasi igin daha sert kosullara maruz
kalmaktadir (488°K, fakat % 0.4 H>SO.) [67]. Bu iki proses igin deneysel sonuglar
mannoz i¢in % 89, galaktoz icin % 82 ve glikoz i¢in % 50°dir [68]. Seyreltik asit
hidrolizi ile karsilastirildiginda, derisik asit hidrolizi daha az oranda seker
degradasyonuyla sonug¢lanir. Bunun yaninda derisik asit prosesi maliyetin diisiiriilmesi

acisindan seyreltik asit prosesinden daha etkindir.
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Derisik asit ile hidroliz prosesi, hemiseliilozik sekerleri meydana getirmek i¢in
asit On iglemi igerirken, daha sonraki agsama derisik siilfirik asidin eklenmesini takiben
biyokiitlenin kurutulmasini gerektirmektedir [69]. Diger yontemlere gére daha pahali
olan derisik asit hidrolizi yonteminde dilisyon ve 1sitmadan kaynakli ekipman
gerekleri seyreltik asit hidrolizi ydonteminden fazladir. Reaksiyon siireleri seyreltik asit
hidrolizinden biraz daha uzun olan derisik asit hidrolizi prosesinde kullanilan asit

konsantrasyonu % 10-30 araligindadir [70].

2.8. Etanol Fermantasyonu

Maya ve diger mikroorganizmalarin glikozu etanol ve CO;‘e fermantasyonu
Sekil 2.14.’de gosterilmektedir.. Mayalar glikozu, etanol ve COz‘e fermente ederler.
Glikoz, piriivata glikoliz ile cevrilir ve piriivat; etanol ve COz‘e iki adimla

doniistiiriilir:

[Ik olarak piriivat, piriivat dekarboksilaz enzimi tarafindan katalizlenen bir
reaksiyonda dekarboksillenir. Piriivat dekarboksilaz, Mg?* ve sikica bagli koenzim
olan tiamin pirofosfat‘a gereksinim duyar. Ikinci adimda ise; asetaldehit, gliseraldehit-
3—fosfatin dehidrojenasyonundan tiirevlenen NADH tarafindan saglanan indirgeyici

gii¢ ile alkol dehidrogenaz aktivitesi ile etanole indirgenmektedir [71].

Maya hiicreleri metabolik olarak enerji tiretmek i¢in etanolii de kullanmaya
basladiklari i¢in fermantasyon sirasinda etanol yogunlugu azalmaya baslar. Ortamda
oksijenin varliginda asetil koenzim A’y1 meydana getirecek enzimler vardir ve sitrik asit

¢evrimi meydana gelir. Maya hiicreleri etanolii kullanip ATP sentezlemektedir.

O 0 CO, NADH + H
N/ = ' b
(|3 tpp, 1 O H | NAD (l)H
_\Ig-l + \\ / \ /
—0 —= ¢ = CH,
o Alkol
Y Piriivat :
CHs D eyarboksilaz CHB_ Dehidrogenaz CHs
Piriivat Asetaldehit Etanol

Sekil 2.14. Pirlivatin etanole doniismesi [26].

2.8.1. Fermantasyonla ilgili Zorluklar
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Mikroorganizmalara veya enzimlere karsi hidroliz ve fermantasyon esnasinda
inhibitor etki yaratan bazi yan iiriinlerin olugsmasini engellemek gerekmektedir. Bu yan
trtinler furfural ve 5-hidroksimetilfurfural (HMF), karboksilik asitler gibi inhibitor
maddeler olabilirler. Bu maddelerin ortaya ¢ikmasmi saglayan etmenlerden ikisi
yiiksek sicaklik ve yiiksek asit konsantrasyonlaridir. Bu maddelerin toksik etkisini yok
etmek i¢in kimyasal ilaveler enzimatik islemler, 1sitma ve buharlastirma, sivi- sivi
ekstraksiyon sivi-kat1 ekstraksiyon gibi ilave iglemler gerceklestirilmelidir [72].

Ortamin pH’si, sicaklhigi, ortamda bulunan ilavelerin tiimii organizmanin
enzimlerinin ag¢iga c¢ikmasmda etkili olmaktadir. Ortaya ¢ikacak etanol de

mikroorganizma agisindan 6nemlidir.

Etanol fermantasyonlar1 sirasinda, nutrient eksikligi, yiiksek sicaklik ve
kontaminasyon gibi ¢esitli cevresel streslere maya hiicreleri maruz kalmaktadir. Bunun
yaninda etanol birikimi ve buna bagli olarak maya hiicre biiyiimesinin inhibisyonu,
etanol tiretimi gibi maya hiicresi metabolizmasiyla iligkilidir. Bunun yaninda
fermantasyon sirasinda ortaya ¢ikan yan iiriin inhibitorleri diisiik etanol liretimine

neden olmaktadir [26].

2.8.2. Inhibitor Maddelerin Fermantasyona EtKkisi

Hidrolizat lignoseliilozik yapmnin bozunmasi sirasinda, sadece fermente
edilebilir sekerleri igermez.  Bunun yaninda mikroorganizmay1 inhibe edici
bilesiklerde olusur. Inhibe edici fenolik/aromatik bilesiklerin ¢ogu seyreltik asit
hidrolizatlar1 arasinda bulunmustur [73]. Hidroliz esnasinda bu bilesiklerin ligninin
parcalanma iirlinti oldugu ya da aromatik bilesiklerin seker yikiminin bir sonucu olarak
da olusabilecegi diisiiniilmektedir. Fenolik bilesikler arasindan vanilin ve giringaldezin
en onemli inhibitér maddelerdendir [74]. Bunlarin yaninda seyreltik asitler, furfural,
hidroksimetilfurfural ve fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikleri ortamdan uzaklastirmak
icin, notrlestirme, CaO ile muamele, iyon degisimi, ¢Oziicii ekstraksiyonu, aktif

karbonla muamele gibi yontemler kullanimaktadir [75].

2.9. On islem gormiis lignoseliilozik substrattan hidroliz ve fermantasyon

stratejileri

2.9.1. Ayn Hidroliz ve Fermantasyon (Separate Hydrolysis and Fermentation=
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SHF)

Bu prosesde 6n isleme ugramig lignoseliilozlar glikoza hidrolizlenir ve ardindan
farkli tnitelerde etanole fermente edilirler. SHF yOnteminin avantaji hidroliz ve
fermantasyonun kendi optimum kosullarinda gergeklesiyor olmasidir. Etanol iireten
mikroorganizmalar i¢in bu deger 30-37°C civarinda iken seliilaz i¢in bu oran optimum
sicaklik degeri kaynagina bagli olarak 45-50°C dir. SHF yonteminde meydana gelen
bir sorun aciga ¢ikan sekerler tarafindan seliilaz aktivitesinin inhibisyonudur. SHF‘de
karsilagilan diger bir sorun ise, olas1 kontaminasyondur. Yapilacak olan hidroliz iglemi
1-4 giin gibi uzun bir slire almaktadir. Seyreltik seker cozeltileri 45-50°C‘de
kontaminasyon riskine sahiptir. Enzim kontaminasyonu olas1 engellerden biridir.
Biiyiik dlgekte seliilazi sterilize etmek giictiir. Enzim aktivitesini yitireceginden filtre

edilmesi gerekir [76].

2.9.2. Eszamanh Sakkarifikasyon ve fermantasyon (Simultaneous
Saccharification and Fermentation=SSF)

Lignoseliilozlardan etanol tiretimi i¢in en ¢ok kullanilan yontemlerden birisi
esanli sakkarifikasyon ve fermantasyon yontemidir. Bu ydntemin amaci
lignoseliilozlarin enzimatik hidrolizi ile fermantasyonu bir adimda birlestirmektir. Bu
proseste, enzimatik hidroliz ile agiga ¢ikan sellobiyoz ve glikoz, kiiltiirde mevcut olan
fermentatif organizmalar tarafindan hemen tiiketilerek ortamda inhibisyona sebep
vermeyecek konsantrasyonlarda bulunur. Sonu¢ olarak az miktarda enzimle fazla
etanol Tretilecektir. Eszamanli sakkarifikasyon ve fermantasyon yonteminde
kontaminasyon riski olusan etanolun kontaminasyon olasiligini azaltmasindan dolay1
SHF ‘ye kiyasla daha azdir. Bunun yaninda SSF i¢in gerekli olan reaksiyon kaplari

SHF i¢in gerekli olandan azdir ve bu da yatirim maliyetini diistirecektir.

SSF yonteminde 6nemli bir kosul enzimatik hidroliz ile fermantasyon i¢in
gerekli optimum kosullarin birbirine oldugunca yakin olmasi gerekmektedir. Bir diger
sorun, ortaya ¢ikan etanoliin seliillazi inhibe etmesi de SSF‘de karsilasilabilecek
olmasidir. Bazi arastirmacilar 30g/1 etanoliin enzim aktivitesinde % 25°lik bir diisiise

yol actigini bildirilmistir. [76].

2.9.3. Non- izotermal esanh sakkarifikasyon ve fermantasyon (Non-isothermaal

Simultaneous Saccharification and Fermentation=NSSF)
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Enzimatik hidroliz reaksiyonu, SSF prosesinde enzimatik hidrolizin optimum
degerinden daha diisiik sicakliklarda ger¢eklesir. Bu enzim aktivitesini potansiyelinin
altina iterek enzim gereksinimini artirr. Bu nedenle izotermal olmayan esanli
sakkarifikasyon ve fermantasyon prosesi (NSSF) yoluna bagvurulur. NSSF isleminde
sakkarifikasyon ve fermantasyon esanli fakat ayri tanklarda farkli sicakliklarda
gerceklestirilir. Prosesde, enzim kullanimini SSF ‘ye gore % 30-40 kadar azaltmistir.
Bu da alfa- glukozidaz aktivitesi iizerine sicakligin etkisinin diger seliilaz

enzimlerinden daha fazla olmasinin roliiniin oldugunu gostermektedir [76].

2.9.4. Eszamanh Sakkarifikasyon ve Kofermantasyon (Simultaneous
Saccharification and Co-Fermentation SSCF)

SSCF prosesi, SSFnin gelistirilmis versiyonudur. Calismalarda kullanilan bir
baska operasyon olan (SSCF), bes ve alt1 karbonlu sekerlerin etanole fermantasyonun
gerceklestigi eszamanli sakkarifikasyon ve kofermentasyodur (SSCF). On islemler
sirasinda hidrolizlenen hemiseliiloz bu islemler sonrasi ayrilmaz ve hemiseliiloz
sekerlerinin etanole doniistiirmesine imkan verilir. SSF biyoreaktorde, sadece
heksozlar etanole doniistiiriiliirken pentozlar bir diger reaktorde farkli organizmalar ile
fermente edildigi icin SSF ‘de iki biyoreaktor ve iki biyokiitle ayrilmasi gereklidir.
SSCF‘de hem seliilozlar hem pentozlar tek reaktérde tek organizma ile fermente
edilmektedirler. Bu nedenle 6n islem gormiis lignoseliiloziklerin hidrolizlenmis ve kat1

fraksiyonlarini islemek i¢in tek bir fermantasyon adimi gereklidir [76].

2.9.5. Birlestirilmis biyoproses (Consolidated Bioprocess=CBP)
Bu prosesde, etanol gerekli enzimlerle birlikte tek bir mikroorganizma
toplulugu tarafindan tek bir reaktorde tiretilir. Ayni zamanda birlestirilmis biyoproses

islemi direk mikrobiyal doniisiim olarak da bilinir.

Lignosellillozik materyallerden etanol {iiretiminin gelistirilmesinde ortaya
konulan son nokta konsolide biyoprosesdir. Bu prosesin uygulamalar1 enzim satin
alma veya liretme i¢in isletme masraflar1 ve sermaye yatirimlar1 gerektirmemektedir.
birlestirilmis biyoproses* de kullanilacak olan mikroorganizmalarin se¢iminin iki yolu
vardir;

[1k olarak miikemmel etanol iiretici yeterli seliilaz {iretici mikroorganizmalarin,

ikincisinde ise yeterli etanol miikemmel seliilaz {iretici mikroorganizmalarm
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modifikasyonu yer almaktadir. Enzimin iiretimi, etanol toleransi ve etanol se¢imliligi

her iki yolun mikroorganizmalar1 i¢in gdz Oniine alinir [76].

Etanol tiretimi kesikli, siirekli, kesikli beslemeli, yar1 siirekli olmak tizere dort
sekildedir. Bu islemlerin herhangi biriyle hiicre sirkiilasyonu, avantaj saglayacak
sekilde kullanilabilir. Ancak santrifiij sirasinda substrat, hiicrelerle kiimelesebilen ve
sistemde kabul edilemeyecek miktarlarda olusan c¢oziinmeyen materyallerden
bagimsiz olmasi gerekir. Kullanilacak olan islemin ¢esidi hammaddenin 6zelliklerine
veyaoperasyon maliyetlerine gore se¢ilmelidir. Endiistriyel fermantasyonda minimum

maliyet ve maksimum iiriin verimi i¢in birlestirilmis biyoproses tercih edilir [76].

2.10. Strain gelistirme ve adaptasyon calismalar

Maya suslarinin gelisimleri belirli etkenlere baglidir ve bu etkenler igeriklerine
ve devam siirelerine gore mayalarn yasami iizerine tesvik edici, durdurucu yada
Oldiiriicii etki yapabilirler. Bu etkenleri bilmek mayalardaki reaksiyonlar1 kontrol
etmeye ve istenen iyi 6zelliklere tesvik etmeye yaramaktadir. Mayalar1 gelistirmek igin

gerekli olan etmenler asagidaki gibi siralanmustir.

Su etkeni: Maya mikroorganizmasi hiicresinde suyun gerekliligi ile beraber hiicrede
bulunan gerekli besin maddelerinin erimesi i¢in de su onemli bir etmendir. Cilinkii

besin maddeleri ancak suda erimis bir halde hiicre i¢ine gegebilirler.

Oksijen ve redoks potansiyel etkeni: Mayalar acrob karakterdeki tiirler harig
tutulacak olursa, anoksidatif metabolizma bi¢imine 6zel bir egilim gosterirler.
Mayanin fermantasyon ve solunum yollariyla enerji saglamasi bir¢ok hallerde yan
yana giden iki olay olarak gozlenirse de havalandirma ile birini digerine gére daha ¢ok

tesvik etmek olanaklidir.

Sicakhk etkeni: Sicaklik mayalarin gelismesini ve ¢ogalmasmi smirlandiran bir
etkendir. Mayalar 0-45 °C arasinda optimum biiylime saglamaktadir. Ancak bazi
mayalar i¢in alt sinir + 8 °C'den, bir ¢cok mayalar i¢in de 0.5 °C'den baslarken {ist sinir
ise cogunlukla 34-42 °C arasindadir. Bununla beraber bazi mayalar i¢in bu dereceler
tehlikeli olabildigi halde, bazilari i¢in bu sinir 47 °C'ye kadar ¢ikabilmektedir. Optimal
sinira gelince, bu sinir kural olarak iist sinira daha yakin olmak iizere, bundan 5-7 °C

daha diisiik bir diizeyde bulunur. Cogunlukla 25-30 °C arasinda bulunan optimal
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sicaklik derecesi 35-37 °C'ye kadar ¢ikabildigi gibi, baz1 mayalar i¢in 20 °C'ye kadar
diisebilmektedir.

Isik ve 1sinlama etkeni: Maya {izerine etki yapan dig etkenlerden birisi de 1siktir.
Glines 15181 dolayli olarak geldiginde mayaya herhangi bir etkide bulunmaz. Fakat ayni
151k direkt geldiginde gelisme durur. Yapilan bir ¢alismada maya gilines veya elektrik
15181 altinda karanliktakine gore yar1 yariya daha az bir gelisme gostermistir. Kirmizi

151k da karanlik gibi olumlu bir etki yapmustir.

Metabolizma iiriinleri etkeni: Her ne kadar mayanin kendisi etil alkol ve
karbondioksit iiretsede mayalar bu iiriinlerin konsantrasyona sinirlt dayanabilirler ve

her maya i¢in durum farkli seyreder [77].

Inhibitér  toleransi, etanol toleransi ve ksiloz kullanimmi igeren
lignoseliilozdan etanol'e doniisiim silirecinde bazi engeller bulunmaktadir. Endiistride
kullanilan mayalarda istenilen oOzelliklerden en Onemlileri yiiksek alkol
konsantrasyonlarina, yiiksek seker konsantrasyonlarma ve yiiksek sicaklik
derecelerine dayanikli olmalaridir. Lignoseliilozik hidrolizatin fermantasyonu
sirasinda mayaya etki eden inhibisyon mekanizmalar1 metabolit analizi, enzim
aktivitesi analizi, metabolik akis analizi ve kinetik analiz gibi geleneksel yontemlerle
incelenmistir. Lignoseliilozik hidrolizatlarin baslica inhibitérlerinden biri Furfuraldir.
Lignoseliilozik hidrolizatlarda pentoz fermente edici mayalarin performanslarimni
artrrabilmek igin ¢esitli arastirmalar yapilmistir. Lignoselillozik hidrolizatlarda
karigim halindeki toksik bilesiklerin kompleks ve degisken dogasi bunlarin her birinin
hiicresel toksisitesini arttirip tanilamamizda giigliikler yaratmaktadir. Ayrica gesitli
inhibitdrler sinerjik olarak da toksik etki gdstermektedir. Onceki calismalarda goriilen
cogu vakada, furfuralin maya tarafindan furfural alkole doniistiiriilebilecegi
goriilmiistiir. Ayrica alkol iiretim siiresince maya hiicreleri, ozmotik basincin artmasi
etanol birikimi veya karbondioksitin artis1 gibi bazi ¢evresel degisikliklere maruz
kalmaktadirlar. Etanol, endiistriyel {iretim siirecindeki ana stres faktorlerinden biri
oldugu i¢in, maya susu i¢in yiiksek diizeyde etanol toleransi, fermantasyonun yiiksek
verimliligi i¢in bunun yaninda yiiksek etanol iiretimi i¢cin bir On sarttir. Yiiksek
konsantrasyonlarda seker substratlarinda fermantasyon esnasinda yiikselen etanol
seviyesi hiicre canliligmmi olumsuz etkileyerek suglarin biiylime oranlarmni ve

fermantasyon hizlarm azaltir [78]. Cesitli lignoseliilozik substratlardaki bes karbonlu
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pentoz sekerlerini fermente edebilen bazi maya tiirleri ve bu substratlardan elde edilen

etanol miktar1 ve verimi Tablo 2.10.’da gosterilmistir.

Tablo 2.10. Adaptasyon ve geri doniisiim ile gelistirilmis yerli pentoz fermantatif

mayalar.
Usynmln | Kullamlan | Max Verim (g
Maya Sus Substrat pH veva Geri ilk Seker | [EtOH] | EtOH'g
Diniisiimlii (%) (g/L) seker)
Piring WT
5. stipitis | BCRC21777 saman 5.0 Artan MD 9.39 0.40
hidroligat: yogunlasmaya ND 10.27 0.44
uyarlanms
CBS 5054 Misir sap WT MD ND
o hidrolizat Artan 0 0
Pl_d_"_a 5.0 vogunlasmaya 43.42 0.47
stipius uyarlanmig
CBS 5054 Misir WT 18
o kocani Artan a0
Prehia hemisell ND ofunlasmaya 15 0.21
emizeliloz yogunlasmay i .
stipitis asit uyarlanmig 15.3 0.41
hidrolizati
MBRC 1687 | Etanol (50- WT MD
. 70 ND Artan MD 38 MND
Pichia .
stipitis g/L) yogunlasmaya 44 ND
uyarlanmig
MRRL-Y- Kirmizi WT 80
Pichia 7124 mesge Artan 93.5 ER:] 0.25
stipitis hidrolizati 5.0 Yogunlasmaya 145 0.40
(30 % viv) uyanlmigz
MRRL-Y- Kirmizi WT
Pichia 7124 mesge 5.0 Artan 0 0 o
stipitis hidrolizati yogunlasmaya 66.94 8.3 0.31
(60 % v/v) uyarlanmig
MRRL-Y- Sentetik on WT
Pichia 7124 hidraolizat ) Artan 15.6 0.8 0.002
stipitis 95.g‘."|_ . 5.0 yogunlasmaya 30 13.3 0.35
asetik asit uyarlanmg
ile)
MRRL-Y- HMF WT
Pichia 7124 ND Artan ND 0 ND
stipitis yogunlasmaya MD 10 ND
uyarlanmg
MRRL-Y- Seker WT 0
Pichia 7124 akagag Artan MD 9.6 ND
stipitis hemiseliiloz 5.5 yogunlasmaya ND ND
hidrolizati uyarlanmig
(75 % viv)
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Materyal
3.1.1. Cihazlar
Bu calismada kullanilan ~ biitiin genel laboratuvar  cihazlar

asagida listelenmistir.

Otoklav (Niive OT 03)

Calkalamali inkiibator

Spektrofotometre (Varian Cary® 50 UV-Vis Spectrophotometer)
pH metre (Hanna HI 221)

Isitic1 (Stuart scientific magnetic stirrer hotplate)

Etiiv (Heraeus function line hot air sterilizer)

Sirkiilatorli su banyosu (Memmert wnb 10)

Vorteks (Niive NM110)

Blender (Waring Commercial blender)

3.1.2. Kimyasallar
Calismadaki deneylerde kullanilacak olan ortam kompozisyonlar1 Tablo

3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan ortam kompozisyonlari

Besiyeri (g/L) Bilesenler
Maya (Oziitii Merck)
YPD Pepton (Merck)

Agar (Merck)
Glikoz (J.T. Baker)
KH,PO,4 (Merck)
YPX (NH4)2SO. (Merck)
Ksiloz (Merck)
Arabinoz (Merck)

Sellobiyoz (Sigma)

YPC Glikoz
Maya Oziitii
Pepton
pH ayarlama NaOH (Merck)
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YNB Yeast Nitrogen Base (Becton, Dickinson and

Company)
Dinitrosalisilik asit (Fluka Chemika)
Indirgenmis Fenol
seker tayini Sodyum siilfit (Merck)

Sodyum hidroksit (Merck)
Sodyum potasyum tartarat (Merck)

Hidrolizasyon H,SO, (Carlo Erba)

3.1.3. Mikroorganizmalar
Maya tiirleri Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii arastirma grubu

izolatlarindan temin edilmistir.

3.1.4. Asma Cubugu Lignoseliilozik Atik
Bu ¢aligmada kullanilan asma gubugu bitkileri Manisa bag bahgelerindentemin

edilmistir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Ortam ve Kiiltiir Kosullar
Deneylerde kullanilan mayalarm izolasyonu cesitli gida Orneklerinden ve
atiklardan yapilmistir. Bu asamada Ege Uni. Fen. Fak. Biyoloji boliimii ile ortak

calisilmigtir. Tanimlanan maya izolatlar1 YPD/YPX agar slantlere alinmuistir.

Fermantasyon asamasinda kullanilacak farkli suslarin seleksiyonunda
oncelikle ksiloz kullanim yetenekleri tanimli besiyeri kosullari incelenmistir. Stok
halindeki mayalarin aktiflestirilmesi YPX ortaminda yapildiktan sonra, gelisen
kolonilerden alinan 6rnekler YNB Broth lara aktarilarak 30°C de bir gece bekletilmis
ve YPX ortamina mayalar inokiile edilmistir. En fazla pentoz sekeri kullanabilen suslar

belirlenerek fermantasyon asamasina gecilmistir.

Fermantasyon asamasmda kullanilacak strainlerin seleksiyonunda oncelikle
farkli pentoz kaynaklarmin (ksiloz, arabinoz) kullanim yetenekleri tanimli besiyeri
kosullarinda incelenmistir. Pentoz sekeri kullanabilen strainler ile fermantasyon

asamasina geg¢ilmistir.
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3.2.2. Maya Tiirlerinin Pentoz Seker Kullaniminin Arastirilmasi

Ortaminin bilesimi D-ksiloz/arabinoz 12,5 g/L, maya 6ziitii 0.75 g/L, pepton
0.75 g/L, KH2PO4 2.5 g/L, (NH4)2SOs 1 g/L olarak olusturulmustur (Tablo 3.2).
Ksiloz sekeri ve tuz bilesimi kristallesmeyi dnlemek amaciyla ayr1 iki erlende steril
edilmistir. Birinci erlenin igine 300 mL saf su iginde maya oOziitii pepton
KH2(NH4)2SO4 bilesikleri bulunurken ikinci erlenin i¢inde 200 mL saf su i¢ine ksiloz
sekeri ilave edilmistir. Steril edilen iki erlen i¢indeki tuz ve seker sonradan
karigtirilmigtir. Karisim daha sonra 30 mL olarak erlenlere paylagtirilmigtir.

Tablo 3.2. Pentoz kullanim tarama besiyeri bilesenleri

Kimyasallar Konsantrasyon (g/L)
D-ksiloz / Arabinoz 12,5
Maya 06ziitli 0,75
Pepton 0,75
KH2PO4 2,5
(NH4):SO4 1

3.2.3. Asma Cubugunun Substrat Olarak Hazirlanmasi ve Hidrolizasyon
Basamaklan
Asma odun atiklar1 dncelikle bag makas1 yardimiyla kiigiik parcalara ayrilmig
daha sonra fermente edilebilirligini ortaya ¢ikarmak amaciyla blendirdan gegirilip daha

kiigiik pargalar halinde hidrolizat deneylerinde kullanilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Farkli boyutlara ayrilmig asma ¢ubugu

Asit ile hidrolizasyonda kullanilacak substratin hidrolizi seyreltik asit ¢ozeltisi

ile gerceklestirilmistir.
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0,7 M HSOq4 ¢ozeltisi, ogiitiilmiis asma ¢ubugu ile 4:1 (kati:sivi) oraninda
stispande edilmistir. Hazirlanan karisim 30°C ayarlanmig su banyosunun igine
daldirilmis cam bir beherde 40 dakika bekletilmistir. Daha sonra erlenin igine 150 mL
kaynar saf su eklenerek 1siticida bekletilmistir. Erlenin i¢ine konulan magnetik balik
yardimryla hidrolizat 100 rpm de karistirilmistir. Hidroliz islemi sonucu elde edilen
hemiseliiloz hidrolizat1 6nce filtre kdgidindan siiziilerek posasindan ayrilmistir. Elde
edilen oldukca asidik asma hemiseluloz hidrolizatinin pH metre yardimiyla pH degeri
6,5-7 arasimnda bir deger alacak sekilde ayarlanmustir (Sekil 3.3). 1M’Iik NaOH
¢ozelitsi hazirlanarak hidrolizatin pH degeri ayarlanmustir. Cozelti, 1000 pl’ye
ayarlanan mikropipet yardimiyla asidik hidrolizata ortamin istenilen optimum pH

araliginda (6,5-7) oluncaya kadar ¢ozeltiden eklenmistir [79]

Sekil 3.2. Asma ¢ubugunun tartimi Sekil 3.3. Asma odun hidrolizatinin
ph

degerinin ayarlanmasi

3.2.4. Fermantasyon Denemeleri

3.2.4.1. Inokulum Hazirlanmasi

YPX petrilerinde 1 giin inkiibe edilmis kolonilerden alinan bir 6ze dolusu
ornek, 50 mL YPD Broth iceren 150 mL'lik erlenlerde 24 saat 200 rpm' de 30°C'de
inkiibe edilmistir. Daha sonra YNB ortamina (250 mL H,O - 16,75 gr yeast nitrogen
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base) inokule edilen mayalarm karbon kaynagini kullanip kullanmadiklarina

bakilmistir.

3.2.4.2. Tamimh Ortamda Fermantasyon

50 ml’lik fermantasyon ortamlarma (maya 6ziitii 7 g/L; pepton 2 g/L; KH2PO4
2,5 g/L, (NH4)2SO4 2 g/L; Na2HPO4 0,25 g/L, 25 g/L ksiloz/arabinoz) inokulasyonlar
gerceklestirilmistir. Fermantasyon kosullar1 aerobic kesikli olarak gergeklestirilmistir.

3.2.4.3. Hidrolizat iceren Besiyerinin Konsantrasyonunun Belirlenmesi
Hidrolizat ortami fermaantasyon denemelerine once %10- 20- 30-40
konsantrasyonlarinda hazirlanmig ve Oncelikle bu ortamda uyumlandirma
saglanmigtir. Bunun i¢in hidrolizat ortamina ilave edilmek iizere yeast ekstrakt (1g/L)
+ pepton (2g/L) karisimi elde edilmistir. Olusturulan ¢ozeltiden; 1. erlene 45 ml, 2.
erlene 40 ml, 3. erlene 35 ml, 4. erlene ise 30 ml konulup iizerine 50 ml ye
tamamlanacak sekilde hazirlanan hidrolizattan ilave edilmistir. Boylece ksiloz ve tuz
ortaminda en iyi lireyen mayalarimiz i¢in farkli 4 konsantrasyonda hidrolizat iceren
ortam olusturulmus, hazirlanan besi yeri ortamlarina ortamin % 3’ii kadar asilanmustir.

Siire¢ seker Ol¢iimii, hiicre bliyiimesi takibi seklinde izlenmistir.

Sekil 3.4. Fermantasyon ortami

3.2.5. Kati Hidrolizat Ortaminda On Tarama

Caligmada ilk olarak hidrolizat ortamina suslar adapte edilmistir. Daha sonra
ek karbon kaynagi olmayan kat1 hidrolizat ortami olugturulmus (Tablo 3.3). Daha sonra
ortam petri kablarina dokiilmiistiir. Kat1 hidrolizat ortamina daha sonra stoktaki

mayalar inokule edilmistir. inkiibasyon siiresi sonrasi hiicre canliligi &n tarama
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yapilmustir.

Tablo 3.3. Kat1 hidrolizat ortami bilesenleri

YNB (g/L) Agar (g/L) Hidrolizat (ml)

16,75 2,5 250

3.2.6. Adaptasyon I¢cin Fermantasyon

- Hidrolizat iceren Ortamda Fermantasyon

Yapilan  fermantasyon  ortamma  adaptasyon islemi  denemeleri
karsilastirildiginda seker kullanimmin en belirgin oldugu sus se¢ilmistir. Bu sus ile
yiiksek konsantrasyonlu saf hidrolizat ortami fermantasyon denemelerine gegilmistir.
Hidrolizat ortamma adaptasyonu saglanmis ve stoklar1 yapilmis mayalar bir giin
oncesinde YPX biiyiime ortamina alinmistir. 50 mL saf asma hidrolizat ayr1 erlenlere
konulmus ve bu erlenlere ortamin %3 i kadar YPX biiyiime ortamindan ilave
edilmistir. Birbirini takip eden 4 giin boyunca mayalarin DNS indirgen seker tayinleri

yapilmistir.

En yiiksek iiremenin oldugu gozlenen D12 kodlu P. kudriavzevii ile saf

hidrolizat (H-UD) ortaminda ardisik fermantasyon denemeleri gergeklestirilmistir.

- Ardisik Fermantasyon

Saf hidrolizat ortaminda (%100 hidrolizat, YP ile suplement edilmis olarak) 5
susla yapilan denemelerde, biiylime ve alkol {iretimlerinin birbirine yakin olduklar
gbzlenmistir. Bundan sonra, secilen D12 susu (Pichia kudriavzevii) ile hidrolizat
ortaminda dort giinliik periyodlar halinde 10 ardisik fermantasyon gerceklestirilmistir.
Ardisik inokiilasyonlarda bir dnceki fermantasyonda gelisen mayadan inokulasyon
gerceklestirilmistir. Fermantasyon asamalar1 dorder giinliik periyotlarla ardisik olarak
inokulumlar yapilmistir. YPX ortaminda 1 giin aktiflestirilen maya susu 50 mL lik saf
hidrolizat ortamina inokule edilmistir. Inokulasyonu izleyen 4 giin sonras1 ortamdaki
indirgen seker tayini yapilmistir. Fermantasyon ortaminin %3 ii oraninda alinan 6rnek
yeni saf hidrolizat ortamina aktarilmistir. Yapilan inokulumlar sonucunda indirgen

seker oran1 ve etanol tiretim degeri belirlenmistir.
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3.2.7. Fermantasyon Siirecinin izlenmesi Sirasinda Yapilan Islemler

3.2.7.1.  Hiicre Saymm ve Canhhgin Ol¢iimii

Diliisyon hazirlama ile incelenecek orijinal hidrolizat 6rnegi i¢indeki maya
sayisinin belli oranlarda sulandirilip seri seyreltmeler yaparak kademeli bir sekilde
hiicre yogunlugunu daha aza indirilmistir. Boylece petri kabinda fazla koloni

olusturulmadan mikroorganizma sayimi kolaylikla gerceklestirilmistir.

Fermantasyon ortamindan 1 mL alinip, 9 mL steril saf su i¢ine aktarilmis ve
-1
tiip vorteks yardimiyla karistirilmistir. Bu sekilde 10 seyrelti elde edilmistir. Buradan

-2
bir bagka steril pipet ile I mL alinip diger tiipe aktarilmistir ve 10  seyreltik soliisyon

elde edilmistir. Daha sonra karistirma islemi tekrarlandi. Tiipten alinan 1 mL'lik 6rnek

4
4. tiipe aktarilarak 10 seyreltik soliisyon elde edilerek islem tamamlanmuistir.

Petriye YPD agar olarak hazirlanan biiylime ortamlarma seyreltme plaka
-3
yontemi uygulanmistir. Bu yontemle steril petri kabina 10 seyreltisinden 1 mL diger

-4
bir steril petri kabina 10 seyreltisinden aktarilip tizerine donma sicakliginin biraz
iizerinde agarl besiyeri dokiilmiis ve karistirilmistir. Agar donunca petri kutusu 27°C

etiivde inkiibasyona birakilmstir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda koloniler sayilmistir.

3.2.7.2. Indirgen Seker Ol¢iimii

Indirgen seker tayininde 3,5-Dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi kullanilmustr.
DNS metoduyla, indirgen seker de denilen serbest karbonil gruplarin (C=0) varhg:
test edilir. Bu sekerler bir aldehid ve keton grubuyla acik zincir icerirler. Aldehid grubu
iceren monosakkaritlere aldoz, keton grubu igerenlere ise ketoz denir. 3, 5-
dinitrosalicylic acid (DNS), alkalin kosullarda 3-amino,5-nitrosalicylic acid”e
indirgenir. Analiz dinitrosalisilik asit soliisyonu (Tablo 3.4) ve %40”lik potasyum
sodyum tartarat soliisyonu kullanilarak yapilir [80]. Indirgen seker tayini ile saf asma
hidrolizat ortamindaki toplam seker ile fermantasyon ortamindaki seker orani
kiyaslanmistir ve inokule edilmis mayalarin sekeri kullanip kullanmadiklarina

spektrofotometrede bakilmistir
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Tablo 3.4. DNS soliisyonunun hazirlanisi [80].

Kimyasal Ad1 Miktar (g/L)
Dinitrosalisilik asit 10
Fenol 2
Sodyum siilfit 0,5
Sodyum hidroksit 10
Sodyum potasyum tartarat 40

Secilen mayalar ortamin %3 1 kadar 50 ml olarak hazirlanan saf hidrolizat
ortamina inokule edilmistir. 50 ml saf asma hidrolizata inokulum yapildiktan sonra
27°C de bekletilen fermantasyon ortamindan 4 giin art arda 6rnekler alinarak DNS

metodu ile indirgen seker analizleri yapilmstir.

Her fermantasyon ortami icin 1:1 ve 1:9 seyreltik iki ortam tiiplerde
hazirlanmigtir. 1:1 ortamu i¢in tiipe 500 pl saf su 500 ul fermantasyon ortami 1000 pl
DNS ¢ozeltisi 5000 pl saf su eklenmis ve ¢ozelti 7000 ml ye tamamlanmistir. 1:9
ortami i¢in tiipe 900 pl saf su 100 ul fermantasyon ortami 1000 pul DNS ¢6zeltisi 5000
ul saf su eklenmis ve bu ortamda 7000 ml ye tamamlanmustir. Bu islem her
fermantasyon ortami i¢in tekrarlanmistir. Hazirlanan tiipler 1siticida isitildiktan sonra
spektrofotometrede Oncelikle standartlar Olciildii daha sonra hidrolizat korleri ve
fermantasyon c¢ozeltileri seri sekilde Ol¢lilmiistiir. Korler ile fermantasyon ortami

arasinda kiyaslama yapilarak indirgen seker tayinine bakilmustir.

DNS yonteminde baslangigta standart ¢ozelti hazirlanmistir. Standart ¢ozelti
bir maddenin bilinen konsantrasyonundaki c¢ozeltisidir. Diger bir ifadeyle bir
maddenin i¢indeki miktar1 tam olarak bilinen ¢ozeltisine standart ¢6zelti denir. Stok
standart ¢ozeltisi 1,0 mg/ml 0,2 mg/ml 0,4 mg/ml 0,6 mg/ml 0,8 mg/ml olarak 5 tiipe
hazirlanmistir. Glikoz standartlar1 Sekil 3.5.’de oldugu gibi hazirlanmustir.
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2700 ul H20. .1__200 400 600 800
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300 ul Glikoz 800 H20 600 H20 400 H20 200 H20
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Sekil 3.5. DNS glikoz standart

Glikoz referans egrisi
0,18

0,16 y = 0,0314x + 0,0135
R = 0,997

0,14
0,12

o1
0,08
0,06
0,0
0,02

0,02 0,04 0,06 0,08 0,01

Sekil 3.6. Glikoz referans egrisi
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3.2.7.3. Etanol Ol¢iimii

Fermantasyon sirasinda olusan etanoliin 6l¢iimii 2. 3. ve 4. gilinlerde Ethanol
Assay Kit (Sigma-Aldrich, MAKO076) ile yapilmistir (Sekil 3.7.) Etanol
konsantrasyonu olusan {riiniin kolorimetrik olarak 570 nm dalga boyunda
absorbansinin 6lgiimii ile hesaplanmistir. Kit iceriginde yer alan bilesenler asagida

belirtilmistir:

- Ethanol Assay Buffer,
- Ethanol Probe,
- Ethanol Enzyme Mix

Kolorimetrik prosediir kisaca su sekildedir:

1- Etanol Standartlarinin Hazirlanmasa:

17.15 N’lik Etanol standart1 808,7 ul Etanol Assay Buffer ile 1 umol/ul standart
olusturmak tizere seyreltilmistir. Bu standardin 10 pmol’ii 990 ul Etanol assay buffer
ile seyreltilerek 10 nmol/ul lik soliisyon hazirlanmistir. Bu solusyiindan 1nmol/ul’lik
etanol standardi hazirlanir. 96 kuyucuklu platelere sirasiyla 0,2,4,6,8 ve 10ul
Inmol/ul’lik standarttan konulmustur. Her kuyunun iizerine hacmi 50 pl’ye
tamamlayacak sekilde Etanol Assay Buffer ilave edilmistir.

2- Ornek Hazirlanmasi: Orneklerin diliisyonu da Ethanol Assay Buffer ile
yapilmistir. Son hacim 50 pl olacak sekilde seyreltmeler yapilmistir.
3- Reaksiyon Kanisiminin Hazirlanmasi: Master reaksiyon karisimi Tablo 3.5.’da

belirtildigi sekilde hazirlanmstir:

Tablo 3.5. Master reaksiyon karigimi

Bilesen Hacim (ul)
Etanol Assay Buffer 46

Etanol Prob 2

Etanol Enzyme Mix 2

4- Her kuyucuga 50 ul Reaksiyon Karigimi konulmustur. Pipetleme ile karigimin
homojen olmasi saglanmistir. Karisim 30 dk 37 °C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sirasinda giin 1s181indan korunmustur.
5- Kolorimetrik olarak 570 nm dalga boyunda absorbans &lgiimleri TECAN Infinite
M200 Pro’da yapilmustir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.7. Etanol Assay platelerinin spektrofotometre absorbans degerlerinin dl¢iimii
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Sekil 3.8. Absorbans 6lgtimleri i¢in kullanilan plate okuyucu

3.2.7.4. Ksiloz Ol¢iimii

Hidrolizat icerisindeki ksiloz miktarmm 6l¢iimii icin D-Xylose Assay Kit
(Elabscience, BC0018) kullanilmistir (Sekil 3.10). Olgiim ydntemi, D-Ksiloz
dehidrasyonu sonucu olusan furfuralin, Phloroglucinol ile reaksiyona girip pembe
renkli bilesikleri olusturmasia ve olusan {iriinlerin 554 nm’de kolorimetrik olarak
saptanmasma dayanmaktadir. Ksiloz igeriginin belirlenmesinde kullanilan assay kiti

32 Kit bilesenleri Tablo 3.6.’da gosterilmistir.

- Reaktif 1: Phloroglucinol
- Reaktif 2: Konsantre edilmis 13,3 mmol/L (2g/L) D- Ksiloz standard1
- Reaktif 3: Standart Diluent

1.33 mol/L Ksiloz standardinin hazirlanmasi i¢in standart diluent

kullanilmistir. Kitin uygulamasi agagida belirtilmigtir:

Tablo 3.6. Ksiloz 6l¢iimii
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Tablo 3.6. Ksiloz dlgtimii

Bilesen (ml) Kor OI?.“;k Standard | Ornek
Phloroglucinol 3 3 3 3

Distile Su 0,03

Ornek kori 0,03
1,33 mmol/D

Ksiloz
Standart 0,03
soliisyonu
Test Ornegi 0,03

Biitiin tiipler 4 dk siire ile 100 °C’de (kaynar suda) inkiibe edilmistir. Hemen
buz tizerine alinarak sogutulmuslardir. Didistile suya kars1 biitiin tiipler 554 nm dalga

boyunda Olciilmiislerdir. Standart ksiloz ¢ozetli konsantrasyon egrisi asagida

gosterilmistir (Sekil 3.9).

x Standart konsantrasyonu (1,33 mmol/L).

1.8

1,6

Sekil 3.9. Standart ksiloz ¢ozeltisi konsantrasyonlarma (mg/ml) okunan absorbans

554 nm

degerleri
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y=0,3024x + 10,1013
R = 0,59708

Konsantrasyon hesaplamada asagida belirtilen formiil

Konsantrasyon (D-Ksiloz mmol/L)_ ODo6rnek — OD6rnek blank / OD6rnek - ODblank

kullanilmstir.




\

Sekil 3.10. Ksiloz igeriginin belirlenmesinde kullanilan assay kit
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Cahsmada Kullanilan Molekiiler Karakterize Edilmis Maya Tiirleri

Calismada kullanilan 26 rDNA bolgesinin D1/D2 domainine gdre uygun

primerler kullanilarak molekiiler tanilanmus tiirler Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. 26S r DNA bolgesi D1/D2 Domainin Sekans Analizine gore tanimlanan

tlirler
26s rDND Bélgesi D1 D2 Domaininin Sekans Analizi
izolat No. 26s rDNAbl;CR Uriinii | Homoloji % Tam Sonucu

D3 533 99 Candida parapsilosis
D12 556 99 Pichia kudriavzevii

D22 489 98 Candida sinolaborantium
D24 571 99 Cryptococcus albidus
D27 569 99 Cryptococcus albidus
D44 571 99 Cryptococcus diffluens
D45 561 98 Rhodotorula mucilaginosa
D46 562 99 Wickerhamomyces anomalus
D54 563 99 Rhodotorula mucilaginosa
D69 533 99 Candida parapsilosis
D79 579 99 Cryptococcus uzbekistanensis
D85 563 99 Rhodotorula mucilaginosa
D87 566 99 Rhodotorula mucilaginosa
D88 563 99 Rhodotorula mucilaginosa
D93 562 99 Rhodotorula mucilaginosa
D100 565 99 Candida davisiana
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4.2. Maya Tiirlerinin Pentoz Seker Kullaniminin Arastirilmasi

Izole edilerek tanilanan maya tiirlerinin pentoz (ksiloz ve arabinoz)
kullanimlar1 sonucunda, 33 izolatin 16’sinin her iki karbon kaynagini kullanabildikleri
belirlenmistir. Buna gore aktivitesi olan tiirler ve sus adetleri su sekildedir: Candida
parapsilosis (2), Pichia kudriavzeii (1), C. sinolaborantium (1), C. albidus (2),
Cryptococcus diffuens (1), Rhodotorula mucilaginosa (6), W. anomalus (1), C.
uzbekistaniensis (1), Candida davisiana (1). Aktivitesi olan taniml tiirler ve kod

numaralar1 Tablo 4.2°de belirtilmistir.

Tablo 4.2. Tanimli besiyerinde pentoz kullanim aktivitesine sahip olduklari

belirlenen suglar
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Izolat No. | 26s rDNA-PCR Tam Sonucu Tiir Ad1 Ksiloz-Arabinoz Kullanimi

D3 Candida parapsilosis +
D12 Pichia kudriavzevii +
D22 Candida sinolaborantium +
D24 Cryptococcus albidus +
D27 Cryptococcus albidus +
D44 Cryptococcus diffluens +
D45 Rhodotorula mucilaginosa +
D46 Wickerhamomyces anomalus +
D54 Rhodotorula mucilaginosa +
D69 Candida parapsilosis +
D79 Cryptococcus uzbekistanensis +
D85 Rhodotorula mucilaginosa +
D87 Rhodotorula mucilaginosa +
D88 Rhodotorula mucilaginosa +
D93 Rhodotorula mucilaginosa +
D100 Candida davisiana +

4.3.  Fermantasyon Denemeleri

4.3.1. Tanmmh Ortamda Fermantasyon

Tanimlh ortamda yapilan fermantasyon denemelerinin (25 g/L ksiloz/arabinoz
iceren) sonuglar1 Tablo 4.3.”de gosterilmistir. Lignoseliilozik substrat olarak kullanilan
asma c¢ubugundaki pentoz sekerlerini fermente edebilen bazi maya tiirlerinin bu
sekerleri kullanim yiizdesi ve buna bagli olarak elde edilen etanol verimi ve miktar1
asagidaki tabloda gosterilmistir. Ayrica petriler lizerineki hiicre sayimlar1 Sekil 4.1°de

oldugu gibi grafiklendirilmistir.
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Tablo 4.3. Tanimli besiyerinde 13 adet tanimli sus ile yapilan denemelerde elde

edilen dlgtimler

izolatin Tanimh tiir ad: Kullanilan Etanol kon. Etanol Hiicre
kodu seker-Ksiloz verimi Sayim
(%) (9/1) (9/9)
D3 Candida 44 4,6 0,41 YOGUN
parapsilosis
D12 Pichia kudriavzeii 50 5,2 0,52 YOGUN
D22 Candida 40 4,6 0,46 YOGUN
sinolaborantium
D24 Cryptococcus 50 4,2 0,33 54
albidus
D27 Cryptococcus 42 4,2 0,4 12
albidus
D44 Cryptococcus 40 4,8 0,53 YOGUN
diffuens
D45 Rhodotorula 46 3,5 0,30 YOGUN
mucilaginosa
D46 Wickerhamomyces 42 4,3 0,40 63
anomalus
D54 Rhodotorula 44 4,3 0,39 87
mucilaginosa
D69 Candida 50 4,2 0,33 YOGUN
parapsilosis
D79 Cryptococcus 42 4,2 0,46 54
uzbekistanensis
D85 Rhodotorula 48 3,4 0,37 66
mucilaginosa
D87 Rhodotorula 40 4,4 0,44 YOGUN
mucilaginosa
D88 Rhodotorula 44 4,9 0,44 94
mucilaginosa
D93 Rhodotorula 40 4,9 0,49 YOGUN
mucilaginosa
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Sekil 4.1. Hiicre sayim grafikleri

Tanimli besiyerinde yapilan seker Olglimlerinde 48 saatte ksilozun ¢ok biiyiik bir
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kisminin tiiketildigi gozlenmistir. Etanol 6l¢iimlerinin ise 48 saat icinde D12, D44 i¢in
en yiiksek daha sonraki giin icin de (72 saat) D88, D93, D22 suslarinda oldugu
gbzlenmistir. 72 saatte yapilan Ol¢iimlerde sekerin tamamina yakminm kullanildigi

gozlenmistir.

4.3.2. Hidrolizat Ortaminda On-Tarama

3.2.9°da anlatildig1 gibi uygulanan kati tarama besiyerinde gelisen koloniler asagida

gosterilmistir (Sekil 4.2.). Gelisim gosteren suslardan ayni tiire ait olanlarin bir tanesi

secilerek, ileriki fermantasyon denemeleri i¢in kullanilmistir.

Sekil 4.2. Kat1 tarama besiyerinde (YNB+H) gelisen koloniler

4.3.3. Hidrolizat Ortaminda Fermantasyon

Yontemde belirtildigi gibi Oncelikle kati hidrolizat ortaminda tarama
yontemine gore belirlenen 5 sus ile (P. kudriavzeii, Cryptococcus diffluens,
Rhodotorula mucilaginosa, R. mucilaginosa, Canida sinolaborantium), Hidrolizat
(UD) ve YNB+Hidrolizat fermantasyon denemelerine gecilmistir. Dort giinliik
fermantasyon siirelerinde yapilan Ol¢iimler Etanol iiretimleri Sekil 4.3°de, seker

Olgtimleri Sekil 4.4.”de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Bes susun hazirlanan hidrolizat (H-UD) ve YNB+ Hidrolizat (YNB+H)

ortamlarinda 3. ve 4. giinlerdeki etanol 6l¢giim degerleri

Hidrolizat (H-UD) ortaminda giinliik indirgen seker 6lgtim

degerleri
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Sekill 4.4. Bes susun hazirlanan hidrolizat (H-UD) giinliik indirgen seker 6l¢iim

degerleri

Elde edilen degerlere gére H (UD) ortamindaki etanol verim degerleri Tablo
4.4.°de gosterilmistir.
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Tablo 4.4. H (UD) ortamindaki fermanstayon siiresince yapilan dlgiimlere gore

etanol verim degerleri

zolatin Tanimh tiir ad1 Kullanilan Etanol kon. Etanol
eker (Y% verimi
kodu reker @ (9/) (9/9)
D12 Pichia kudriavzevii 32,8 3,6 0,58
D22 Candida 28,7 1,9 0,31
sinolaborantium
D44 Cryptococcus 30,6 3,31 0,55
diffuens
D88 Rhodotorula 30,6 2,0 0,30
mucilaginosa
D93 Rhodotorula 28,7 1,88 0,31
mucilaginosa

4.3.4. Ardisik Fermantasyon

Etanol iiretim degerlerine gore, tiretim degeri agisindan en yiiksek oldugu
belirlenen 12 kodlu P. kudriavzevii ile saf hidrolizat (H-UD) ortaminda ardisik

fermantasyon denemeleri gegeklestirilmistir.

Dorder giinliik periyotlarla ardisik olarak yapilan inokulumlar (10 periyot)
sonucunda etanol iiretim degeri 4.giinde 5,63 g/L olarak 6lciilmiis, adaptasyon dncesi

degere gore %13,8lik artis elde edilmistir.

Son periyot ardisik fermantasyon asamasinda elde edilen alkol verimlerine ve
seker kullanimi ile alkol tiretimi arasindaki iliski sekilde gosterilmistir (Sekil 4.5).
Seker kullanim orani ve alkol verimi —ardisik fermantasyon dncesi ve sonrasi Tablo

4.5de verilmistir.
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Sekil 4.5. 12 kodlu P. kudriavzevii susuna ait etanol ve seker 6l¢iim degerleri (son

periyot)

Tablo 4.5. Ardisik fermantasyon 6ncesi ve sonrasi P. kudriavzeii susu tarafindan

iiretilen etanol ve verim degerleri

Kullanilan seker Etanol kon. Etanol verimi
(%) (/) (9/9)
ik son Ik son ik son
P. kudriavzevii
32,8 69 3,6 5,63 0,58 0,87

Tablo 4.6. Asma ¢ubugu hidrolizatinin kullanildig1 etanol fermantasyonu sonuglari

izolatin kodu | Ortamdaki Son seker | Kullamlan Maya sayisi
toplam seker| (Son giin) seker % (Adet) (10—4 )
(9/L) (9/L)
D44 30 8,5 71,66 YOGUN
D27 30 10 66,66 12
D79 32 9 71,87 54
D89 32 11 65,62 34
D54 32 11,5 64,06 87
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D12 39 11 71,79 YOGUN
D24 39 12,5 67,94 54
D85 39 11,5 70,51 66
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Sekil 4.6. D44 Fermantasyon Sekil 4.7. D27 Fermantasyon
Strasmnda Hiicre Saymu Amach strasinda hiicre saymm amach
Gelisen Koloniler gelisen koloniler

Sekil 4.9 D54 Fermantasyon

Sekil 4.8. D12 $ekil Strasinda Hiicre Saymm Amach
Fermantasyon Swrasmda Hiicre Gelisen Koloniler =
Saymmu Amach Gelisen Koloniler
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Sekil 4.10. D88 Fermantasyon
strasmda hiicre savimu amach
gelisen koloniler

Sekil 4.12. D79 Fermantasyon
strasmda hiicre savmmu amach gelisen
koloniler

Sekil 4.11. D24 Fermantasyon
strasmda hiicre saymu amach
gelisen koloniler

Sekil 4.13. D85 Fermantasyon
strasinda hiicre saymmu amach gelisen
koloniler
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Calisma kapsaminda asma odun hemiseliilozik hidrolizatindan etil alkol
iiretimi Oncesi hidrolizata uygulanan 6n islem olarak seyreltik asit hidrolizi isleminin
uygun oldugu goriilmiistiir. Boylece lignoseliilozik materyalden istedigimiz sekerlerin
eldesi, diisiik asit tiikketimi ve kisa diren¢ zamaninda gergeklestirilmistir. Liu ve
arkadaglar1 benzer bir ¢alismada Akgaagag hidrolizatinda P.stipitis ve C.shehatae my
suslarinin  etanol verimini arastirmistir. P.stipitis  NRRL Y-11543 susu
fermentasyondan 7 giin sonra 13,51 g/L etanol tirettigi gdzlenmistir. Seyreltik asit ile
hidrolize edilmis polisakkaritler mayalar tarafindan kullanilabilir monasakkaritlere
dontstiiriilmistiir. Hidrolizatlar1 seyrettikten sonra calkalama sisesinde fermentasyon
dan 7 giin sonra NRRL Y-11543 etanol konsantrasyonu 18,4 g/L oldugunu
belirtmislerdir. Seyreltik asit ile muamele edilmis hidrolizattan 76 saat sonra elde

edilen etanol konsantrasyonu ise 35,3 g/L olarak gozlemislerir.

Nigam’in yaptig1 baska bir ¢alismada [81] Pichia stipitis susunun kirmizi mese
agacindan elde ettikleri hemiselilloz hidrolizatina fermentasyonu ve adaptasyonu
incelenmistir. Asetik asit iceren ortamda elde edilen etanol derisimi 0,8g/1 olarak
bulunmustur. P. stipitis hidrolizata once egik agar ortaminda daha sonra sivi
hidrolizata ortamina kademeli olarak adapte edilmistir. %30 hidrolizata i¢eren ortama
P.stipitis adapte edildigi kiiltiirle adapte edilmedigi ortamin fermentasyon tiremelerini
gozlemlemislerdir. Adaptasyon yapilmamis ortamda 9,8g/l1 etanol de edilirken

adaptasyon yapilmis ortamda 14,5¢g/1 etanol elde ettiklerini saptamislardir
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Calismada indirgen seker tayini ile elde ettigimiz verilere gore, pH deger
araligmin 6,5 ile 7, inkiibasyon sicakliginin 27°C oldugu ve basta 32 g/L pentoz seker
konsantrasyonun oldugu daha sonra bu oranm 11,5 g/L ye distiigii saf hemiseliilozik
asma cubugu hidrolizatinin igeriginde agiga ¢ikarilmis pentoz sekerini en diisiik
kullanan %64,06 verim gosteren D54 ‘nolu tiire ait oldugu tespit edilmistir. En yiiksek
pentoz kullanan ise ortamindaki seker miktarmm 39 g/L oldugu bilinen hidrolizat
ortamindaki sekerin 11 g/L ye diismesi ile % 71,79 oraninda verim gosteren D12‘nolu
tiirlin oldugu tespit edilmistir. Bu sonuca bakilarak D12 kodlu mayanin fermantasyon
icin en uygun oldugu yani seker kullanimmin gergeklestigi saptanmis ve fermantasyon
icin uygun oldugu belirlenmistir. Saf hidrolizat ve YNB+hidrolizat olmak iizere iki
ortamda devam ettirilen D12 ile yapilan fermantasyon calismalarinda 1.giin saf
hidrolizat ortaminda seker % 55,13 2.glin %358,98 , 3.glin %67,95, 4.giin % 71,98
oraninda azalma gostermistir. Tanimli besiyerinde yapilan indirgen seker
Olgtimlerinde 48 saatte ksilozun biiyiik bir kismmin tiiketildigi gozlenmistir. 72 saat
icinde ise D88, D93, D22 suslarmin seker kullanimmin tamamma yakin oldugu
gbdzlenmistir. 72. Saatte yapilan 6l¢limlerde sekerin tamamina yakminin kulladildg:
gozlemlenmistir. Hidrolizat ortaminda fermantasyon siiresince yapilan sonuglara gore
32,8 g/L ile en iyi seker kullanimina parallel olarak en iyi etanol konsantrasyonu 3,6
ile D12 susuna ait olddugu tespit edilmistir. Buna bagli olarak D12 susunun etanol
verimi 0,58 olarak gozlenmistir. Ardisik ferentasyon asamasinda 4 er giinliik
periyotlar ile ardigik olarak yapilan inokulumlar sonucu etanol tiretim degeri 4. Giinde
5,63 g/L olarak Olciilmiis ve adaptasyon dncesi degere gore bu deger % 13,8 artis

gostermistir.

Caligmada YPX mayalar1 kat1 hidrolizat ortamina inokiile edilmis ve bu
hidrolizat ortaminda bulunan kolonilere 6n tarama yapilmistir. Ard arda yapilan
seyreltik diiliisyon yontemi ile D12 mayasmin asma kat1 hidrolizat ortaminda yogun
tiredigi gozlenmistir. Ayrica 2 giin inkiibasyon siiresinden sonra ki 4. giin DNS metodu
ile es zamanl olarak biyokiitle artig1 seyreltik diliisyon yontemi ile koloni sayimimna
bagimli olarak yogun iiremenin oldugu gézlemlenmistir. Mikroorganizmanin biiyiime
ortaminda hidrolizata adapte edilmesi durumunda, ortamin hidrolizat miktarinin
artmasi ile mikroorganizmanin hidrolizata aligma evresinin zor oldugu ve ortamdaki

mikroorganizma biiyiimesinin daha az oldugu gézlemlenmistir. Ayrica adaptasyon ile
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mayanin geker tiiketim hizi arasinda paralellik oldugu gézlenmis. Caligmanin daha iyi
sonug verebilmesi i¢in kullanilan ¢evresel faktorlerinde fermantasyon performansini
onemli Olgiide etkiledigi goriilmiis ve bununla birlikte adaptasyon tekniginin
gelistirilmesiyle daha iyi sonucglar elde edilebilecegi 6n goriilmiistiir. Hidrolizat
icerisinde hidrolizasyon ile kaybolabilecek seker miktari, asma ¢ubugu hemiseliilozik
hidrolizatina uygulanan farkli zehir giderme metotlar1 gelistirilerek yada hidrolizasyon
sirasinda agiga ¢ikan inhibitor bilesenlere kars1 alinacak 6nlemler biyoetanol liretimine
olumlu etki edecegi disiiniilmektedir. Lignoseliilozik biyokiitle ile pentoz

fermantasyonu iizerine yapilan bazi calismalar Tablo 4.7°de gosterilmistir.

Tablo 4.7. Lignoseliilozik biyokiitle kullanarak pentoz fermantasyonu

tizerine yapilan arastirma ¢aligsmalarmin 6zeti [82]

Substratlar Organizma Seker (g/) Etanol (g/l) Etanol
Verimi (g/g)
Misir P. stipitis 40 15,92 0,4
Kahntilan
Prosopis P. stipitis 18 7,1 0,39
juliflora
P. stipitis 33 14,9 0,45
Pirin¢ Samani
Aycicegi P. stipitis 34 11 0,32
Tohumu
Seker Kamusi Pachysolen 63,5 19 0,34
Kiispesi tannophilus
AKkcaagac P. stipitis 35 12,4 0,35
Misir P. stipitis 40 15 0,37
Kahntilan
SekerKamuisi Candida 30 8,67 0,29
Kiispesi shehatae
Misir P. stipitis 60 25 0,42
Kahntilan
Kirmuz1 Mese P. stipitis 36 145 0,4
Ahsap
Yongalan
P. stipitis 49 20,2 0,41
Bugday P. stipitis 52 22,3 0,43
Samani

64



Misir Koc¢ani P. stipitis 30 10,4 0,34

Kavak P. stipitis 39 12 0,31

Dall Dan P. stipitis 39 14 0,36

Pirin¢ Samam Candida 20 9 0,45
shehatae

Pirin¢ Samani P. stipitis 15 6 0,4

L. camara P. stipitis 16,8 5,16 0,33
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5. SONUC VE ONERILER

Denemelerde asma ¢ubugu bitkisi, Ege bolgesi tariminda olduk¢a fazla ve
verimli olarak yetismesi nedeniyle secilmistir. Gelismekte olan teknikler ile bu {iriinle
ile birlikte tarimsal atiklarin da, farkli doniisiim yontemleri ile kullanilabilir karbon
kaynagi olarak elde edilmesi ve etanol iiretiminde de kullanilmasi, iilkemiz

ekonomisine onemli 6l¢iide katki saglayabilecektir.

Pentoz kaynaklarinin kullanimi her ne kadar mayalar i¢in ilk tercih olmasada,
dogal substratlar igerisinde hidroliz sonucu agiga ¢ikan bol olarak bulunan pentozlarin
kullanimi i¢in mayalarin gelistirilmesi, onemli katma degere sahip tiriinlerin eldesi i¢in

gecerli ve oncelikli bir stratejidir.

Bu c¢alismada, asma g¢ubugu hemiseliilozik hidrolizatinin 13 maya tiirti
kullanilarak biyoetanol eldesi i¢in kullanim olanaklar1 arastirilmistir. 26S rDNA
bolgesi sekans analizine gore tanilanan maya tiirleri ile calisilmistir. izole edilerek
tanilanan maya tiirlerinin pentoz kullanimlar1 sonucu 33 izolatn 16 sinin ksiloz ve

arabinoz karbon kaynaklarini kullnabildikleri belirlenmistir.

Stefan ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismalarmin [83] 6ncelikle toprakdan ve
seker pancar1 gibi sekerce zengin habitatlardan mayaari izole etmis daya sonra suslarin
karakteristik yonden incelemislerdir. ilk olarak maya tiirlerinin identifikasyon larmi
saglayarak fermentasyon caligmalarinda mayalarin inhibitorlere toleransi ve etanol
iiretimlerini gézlemlemislerdir. Identifikasyonda biiyiik rDNA bolgeleri kullanilarak
ve NL1 ve NL4 primerleri kullanilarak D1/D2 bdlgelerinin sekans analizlerinde PCR
ile yapmuslarrr. Identifikasyon sonunda mayalarin etanol tolerans: 5-10%v/v

gbzlemlenmis istenilen uygun suslar ¢alisilmak {izere ayrilmistir.

Fosil yakitlara alternatif yakitlardan en ¢ok umut vaad eden alternatif enerji
kaynag1 olan biyoetanoliin iiretimi i¢in son yillarda c¢ok Onemli c¢aligmalar
yapilmaktadir. Bu c¢alismalarda en c¢ok lignoseliilozik atiklar1 da iceren agro-
endiistriyel atiklarin degerlendirilebilmesi iizerinde yapilmaktadir. Tiirkiye’de
kullanilan enerji kaynaklarmm tiikenmesiyle son yillarda enerji ¢esitliligini artirmak,
yaygmlastirmak ve belli enerji kaynag: tiirlerine biiylik oranlarda bagimli olmamak

amaciyla alternatif yakit arayigina girilmistir. Ege Bolgesinde yetistirilen {iziimlerden
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elde edilen asma g¢ubuklar1 yakin zamana kadar sadece yakilarak uzaklastirilirken,
bunun toz hale getirilerek topraga karistirlmasi ile giibre olarak kullanimma da
baslanmistir. Bu durumun aksine Alasehir Ziraat Odasi Zirai Danismani Ziraat
Miihendisi Diindar Yal¢in, asma ¢ubuklarinin dayaniksiz bir agag tiirii oldugu i¢in
sanayi alaninda kullanilamadigina dikkati ¢ekerek, topraktaki potasyum miktarmin
artirilmasi i¢in kirilip, dgiitiilerek, topraga karistirtlmasini dnerdiklerini ancak asma
cubuklarinda 6li kol ve kiilleme hastaliklar1 var ise ogiitiiliip, giibre yapilmasini
tavsiye etmemektedir. Bu tiir hastalikli gubuklar, tespit edildiginde hemen kesilip,

bagdan uzaklastirilmasini, bag icerisinde birakilmamasini belirtmektedir.

Diinyada biyoetanol iiretimi ve kullanimi ile, tarim sekt6riiniin iiriinleri daha
iyl degerlenme imkani bulacak, bunun da ciftciye olumlu yansimasi kag¢inilmaz
olacaktir. Biyoetanol karigim oranina gelecek diizenlemelere bagli olarak, tilkemizdeki
tiiketim miktarmin artacagi beklenmektedir. Tiim bu beklentiler dogrultusunda; ¢esitli
maya tiirleriyle biyoetanol {iretimi i¢cin asma c¢ubugu bitkisinin kullanilabilirligini
gOstermesi, biiyilk ¢apta tretim igin en uygun parametrenin belirlenmesi ve
pervaporasyonla iiretilen etanoliin konsantre edilmesi, bu calismanm literatiirde

calisilan diger konulara gore 6zgiin degerini olusturmaktadir.
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