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oz

Ikinci nesil biyoyakitlarin nemi her gecen giin artmaktadir. Yer fistigt iilkemizde bol miktarda yetisen bir
tarim drdnddar. Lignoselilozik bir tarimsal atik olan yer fistig1 kabugu ikinci nesil biyoyakit Giretiminde
biyokiitle olarak kullanilabilmektedir. Yapilan deneylerde, tiretilen biyoetanoli optimize etmek amactyla farklt
kabuk konsantrasyonlari, hidroliz kosullar, Accellerase 1500 enzim kullanimi, inkiibasyon kosullari,
inokiilasyon orant ve farkli azot kaynaklar1 denenmistir. Denemeler sonucunda, enzimatik hidrolizle %10
kabuk ve 1 g/L soya unu ile hazirlanan besiyetlerinde, 12 saatte, acrobik kosullarda ve maya optik yogunlugu
0.86 oldugunda etanol iiretiminin 2.24 g/I. oldugu belirlenmistir. Inokiilasyon orant ve inkiibasyon siiresi
arttiginda maya gelisimi ODyoo: 6.0’a kadar ytkselmis ancak etanol Uretimi diismistiir.

Anahtar kelimeler: Yer fistg1 kabugu, biyoetanol, yenilenebilir enerji, biyokiitle.

BIOETHANOL PRODUCTION FROM PEANUT SHELL
ABSTRACT

The importance of second generation biofuels is increasing day by day. Peanut is an agricultural
product that is abundantly produced in Turkey. Peanut shell which is a lignocellulosic agricultural
biomass may be used to produce biofuel. In experiments to optimise bioethanol production, different
shell loading concentrations, pretreatment conditions, the usage of Accellerase 1500 enzyme,
incubation conditions, inoculation ratios and different nitrogen source were studied. In the media
preparing with peanut shell sugar, obtaining after enzymatic hydrolysis, the bioethanol concentration
and yeast growth was obtained as 2.24 g/L and 0.86 (ODy) in the presence of 10% shell loading
and 1 g/L soy flour at the end of 12 hours incubation time in aerobic conditions. Higher yeast
growth such as 6.0 (ODyeoo), lower bioethanol production were obtained when the inoculation ratio
and incubation times were increased.

Keywords: Peanut shell, bioethanol, renewable energy, biomass.
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GIRIS
Fosil yakitlarin tikenmeye baglamast ve artan
karbon emisyonu biyoetanole olan ilgiyi

arttrmustir (Martin ve Thomsen, 2007). Amerika
Bitlesik Devletleri basta olmak Uzere bircok
tlkede, etanol-yakit  karisimlart  araglarda
kullanilmaktadir. Karbon emisyonunu azaltmak
amaciyla tGlkemizin de imzaladigt Kyoto
Protokolu geregince tilkemizde de benzin-etanol
karisimi  kullaniminin - 6nd acilmustir.  Enerji
Piyasast Diizenleme Kurumu (EPDK) tarafindan
07.07.2012 tarih ve 28346 sayilt Resmi Gazetede
yayimlanan tebligi uyarinca 01.01.2014 tarihinden
itibaren benzinlere en az %3 (v/v) oraninda yerli
tarim urinlerinden Uretilmis etanoliin
harmanlanmis olmast zorunlu kilinmistir.

Diinyanin biyoetanol tretimindeki en biyik iki
ismi olan Amerika Birlesik Devletleri ve
Brezilya’da etanol tretmek icin kullanilan temel
kaynaklar sitkroz ve misir nisastasidir (Rouhollah
vd., 2007; Soccol vd., 2010). Birincil nesil olarak
adlandirilan  bu  biyoyakitlarin  en  biyik
dezavantajlart  yiyeceklerle olan rekabetleridir.
Artan dinya ntfusunun gida kaynaklarina olan
talebi arttirmasi, ikincil nesil biyoyakitlar olarak
adlandirilan  lignoselilozik  tarimsal — atiklarin
biyoetanol eldesinde kullanimini cazip hale
getirmistir (Sarkar vd., 2012; Zabed vd., 2017).

Ikinci nesil biyoyakitlar ve 6zellikle lignoseliilozik
biyoetanol tretimi, fosil yakitlardan tiretilen
kaynaklarin yerine gecebilecek potansiyele sahip
olduklarindan  ilgi  gérmektedirler  (Aguilar-
Reynosa vd., 2017). Biyoetanolin yenilenebilir ve
sturdirtlebilir olmast, depolamasinin kolay olmast,
yuksek oksijen icerigi ve yliksek oktan numarast
sebebiyle konvansiyonel yakitlara karst Gstinligi
vardir (Putra vd., 2015). Yer fisugi kabugu gibi
lignoseliilozik biyokiitleler, biyoetanol tretiminde
kullanilabilmektedir.

Her yil diinya genelinde yaklasik 200 milyar ton
saman, kabuk ve kiispe gibi lignoseliilozik tarimsal
attk aciga c¢tkmaktadir (Tuck vd., 2012). Bu
tarimsal atiklar ylksek miktarda lignoseltlozik
materyal (seliiloz, hemiseliloz ve lignin), dusiik
miktarda ham protein, ki, yapisal olmayan
karbonhidratlar ~ ve  sekonder  metabolitler

icermektedir (Naz vd., 2017). Fistik kabugu cok
bol bulunan bir tarimsal atiktir. Birlesmis milletler
gida ve tarim 6rgltl’ nlin raporuna gore, dinya
genelinde yer fistig1 Uretimi 46 milyon tondur. Yer
fisugiin - agurhiginin . %20°  sini kabugu
olusturmaktadir ki bu 9.2 milyon ton yapmaktadir
(Carneiro vd., 2017).

Yer fisugr kabugu %37.1 seliloz, %33.4
hemiselilloz ve %15 lignin (Polachini vd., 2010)
icermektedir (Demirbas, 1999). Yer fistig1 kabugu
gibi lignoseltilozik materyallerden  biyoyakit
Uretiminde fiziksel, kimyasal, fizikokimyasal ve
biyolojik 6n islemlerle, biyokiitlenin kompleks
yapist parcalanarak seliiloz ve hemiseliloz agiga
ctkarilmaktadir. Kullanilacak hammaddenin yapist
dikkate alinarak secilen 6n islemlerde, dusiik
enerjinin harcanacagy, diisiik inhibitér maddelerin
olusacagl ve yiksek basit sekerlerin olusacagt
yontem tercih edilmektedir (Sun ve Cheng, 2002)

Lignoselillozik materyalin yapisinda bulunan
lignin bazi durumlarda istenen bazi durumlar da
ise istenmeyen bir bilesendir. Lignoselilozik
materyal termokimyasal yontemler kullanilarak
enerjiye doénlsimi saglandiginda lignin aciga
ctkan enetji miktarini artirmaktadir.
Fermantasyon ile enerji donisiminde ise,
ligninin yapisinda bulunan fenolik bilesenlerin
inhibisyon etkisi nedeniyle a¢iga ¢tkan enetjinin
miktarinda azalma olmaktadir (Frei, 2013).

Bu calismada ilkemizde birer attk olan ve
dogrudan yakilmak suretiyle enerji kaynag: olarak
kullanilan yer fistig1 kabugunun ikinci nesil
biyoyakit ~ iretiminde biyokiitle olarak
kullanilabilirligi ve verimi aragtirdmistur. Bu
amagcla fermantasyon ortamt icin uygun kabuk
miktart, uygun hidroliz hidroliz  sicakhiklari,
Accellerase 1500 enzim kullanimi, inkibasyon
kosullari, inokiilasyon orani, azot kaynagt olarak
farklt miktarlarda soya unu ve amonyum silfat
denenmistir. Yer fistig1 kabugu ile farklt calismalar
olmasina ragmen, soya ununun azot kaynagi
olarak kullanildig1, enzimatik hidroliz asamasinda
Accellerase 1500 enziminin = kullanildigt  ve
fermantasyonun oda sicakliginda gerceklestiril-
mesi acgisindan diger calismalardan ayrimaktadir.
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MATERYAL VE YONTEM
Yer fistigi kabugu Adana/Cukurova’da bulunan
Erdogan Kuruyemis’ten temin edilmistir. Yer
fistig1 kabugu 0.097 um por ¢apinda APEX-MILL
ile ogutilmustiir ve O6glitme isleminin ardindan
60°C’de 24 saat kurutulmustut.

Mikroorganizmanin Hazirlanmas:
Denemelerde  Ankara  Universitesi ~ Biyoloji
Bolumi Biyoteknoloji  Arastirma Laboratuvari
kiltir  koleksiyonunda bulunan  Saccharomyces
cerevisiae  kullanilmistir. Potato  Dextrose Agar
(PDA; Merck) besiyerinde +4°C’de saklanan
maya kiiltird, 100 mLlik erlendeki 20 mL. Yeast
Peptone Glucose (YPG) besiyerine 6ze ile ekilmis
ve 24+2°C’de 24 saat inkiibasyona birakdmistir.
Inkiibasyon sonrast ii¢ kez yeni YPG besiyerlerine
%1 orannda ckim yapilarak  deneylerde
kullanilacak aktif maya kiltiri elde edilmisgtir.

Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan  kabuk,
distile su ve %1 (v/v) oraninda derisik stlftrik asit
(Sigma-Aldrich; %095-98 HoSOs) ile kargtirilarak
121°C’de 15 dakika otoklavlanmigtir. Oda
sicakligina kadar sogutulan karisim filtre kagidi
(Whatman No:1) ile siiziilmistir. Elde edilen
stizintinin pH’st  kalsiyjum  oksit  (CaO)
kullanilarak 10’a ayarlanmis ve oda sicakliginda 24
saat bekletilmistir. Olusan kat1 partikillerin filtre
kagids ile uzaklagtirilmasiyla elde edilen stziinti,
derisik H>SO4 kullanilarak pH 5’ ayarlanmis,
121°C’de 15 dakika otoklavlanmis ve deneylerde
besiyetleri olarak kullanilmustir.

Besiyerleri steril 100 mlIlik erlenlere 20 mL
(aerobik) ve 12 mI’lik vidall kapakli tipleri
dolduracak sekilde (anaerobik) steril kosullarda
aktarilmistir. Ug kez aktiflestirilmis mayali YPG
besiyerinden %1 oraninda hazirlanan
besiyetlerine ekim  yapimis ve set Ustd
calkalayicida (GFL 3005, Almanya) 100 rpm’de
2412°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

Kabuk konsantrasyonu ve oksijenin etkisi
Denemelerde %2.5, %5 ve %10 (w/v) kabuk
olacak sekilde distile su ile hazirlanan besiyerleri

aerobik kosullarda erlenlerde ve anaerobik
kosullarda vidal kapakl tiiplerde gelistirilmistir.

Sicakligin hidroliz ortamina etkisi

Kabuk orant %10 (w/v) olacak sekilde hazitlanan
¢ besiyetleti sirastyla 24°C’de, 90°C’de ve 121°C
1.5 atm basingta her biri 15 dakika siireyle
hidrolize birakilmistir. Hidroliz sonrasi elde edilen
stizintl, CaO ile muamele edilmis, pH1 5%
ayarlanmig, otoklavlanmis ve etlenlerde aerobik
sartlarda yapilan deneylerde kullandmistir.

Soya ununun etkisi

Erlenlerde aerobik sartlarda yapilan denemelerde,
%10 (w/v) kabuk iceren besiyetleri, 1 ve 5 g/L
soya unu (Dogalsan Marka) icerecek sekilde
hazirlanarak kullanidmistir.

Enzim uygulamasi ve farkli azot
kaynaklarinin etkisi

Distile su, %10 (w/v) kabuk ve %1 (v/v) oraninda
derisik HaSOy4 karistirilarak 121°C’de 15 dakika
otoklavlanmistir. Otoklav sonrast elde edilen
karisimin pH’t steril kosullarda NaOH ile 5
ayarlanmugtir. Karisima Accellerase 1500 enzimi
(%4 v/v) eklenerek 50°C’de 72 saat bekletilmistir.
Enzim uygulamast sonrast karisimlar steril
kosullarda steril filtre kagitlar ile stiziilmiis ve elde
edilen stziintiler besiyeri olarak deneylerde
kullantlmistir. Azot kaynaklarinin etkisini izlemek
amaciyla besiyetlerine 1 g/L amonyum siulfat (
(NH4)2S04), 0.5 ¢/L, 1 g/L, 2 g/L soya unu ilave
edilmigtir. Deneyler erlenlerde aerobik sartlarda
gerceklestirilmistir.

Enzim uygulamasinda inkiibasyon siiresi ve
inokiilasyon oraninin etkisi

Besiyetleri 1 g/L soya unu ile hazirlanmas, %1 ve
%10 oraninda inokiilasyon yapilarak aerobik
sartlarda erlenlerde 6, 12 ve 24 saat stre ile inktibe
edilmistir.

Analiz Yontemleri

Aragtirmada denenen her bir parametre i¢in optik
yogunluk (OD) ve seker analizi fotometrik olarak
(Shimadzu UV 12001 V), etanol tayini ise gaz
kromotografisi ile (Shimadzu 2010, restek kolon
rtx-wax 60m 0.25 mm i¢ cap) yapimustir. Gaz
kromotografisi  calisma  kosullar1  yapilan
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optimizasyon sonucu; enjeksiyon portu sicakligt
140°C, dedektor sicakligt 160°C, baslangi¢ kolon
sicakligt 50°C ve 19 dakika icerisinde150°C” ye
yukseltilmistir, kolon basinct 200kPa, kolon akis
hiz1 1.86 mL/dk, toplam akis hiz1 190.4 mL/dk ve
tastyict gaz olarak nitrojen kullanilmistir (Takeda
vd., 2011; Wistara vd., 2010).

Fermantasyon ortamlarindan alinan Srnekler (2
mL), 5000 rpm’de 10 dakika stre ile santriftj
edilmistir. Elde edilen stipernatant seker ve alkol
analizi i¢in, pelet ise OD tayininde kullandmistir.

Optik Y ogunluk tayini

Iki kez distile su ile yikanan peletlerin 600 nm
dalga boyundaki optik yogunluklari distile suya
karsi okunmustur.

Etanol tayini

Optik  yogunluk  analizinde  hazirlanan
stipernatantlar 0.45um por gapina sahip Millipore
filtrelerden  stziildikten  sonra  Hamilton

Enjektérti  yardimiyla 1 pL
kromatografisinde analiz edilmistir.
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Toplam indirgen seker tayini

Aragtirma boyunca denenen her bir parametrenin
scker analizi Miller' m (1959) 6nerdigi 3,5-
Dinitrosalicylic  acid (DNS) yéntemi ile
yaptlmistir. Ornekler 540 nm dalga boyunda
spektrofotometrede Sl¢iim yapilmustir.

SONUC VE TARTISMA

Kabuk konsantrasyonunun etkisi

Biyoetanol  tretiminde  kullamilacak  uygun
besiyerinin belirflenmesi amaciyla, %2.5, %5 ve
%10  olmak  tzere U¢  farkli  kabuk
konsantrasyonunda  besiyerleri  hazirlanmistir.
Denemelerde otoklav sonrast olusan furan

bilesiklerinin giderilmesi icin CaO kullanilmistur.
Hazirlanan besiyerlerinde aktiflestirilmis maya
kultirleri 100 mllik etlenlerde aerobik kosullarda
ve 12 mI’lik vidali kapakli tiplerde anaerobik
kosullarda 24 saatlik stre ile gelistirilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda maya optik
yogunluklart  Slctlip  sonuglar  Sekil  1’de
gOsterilmigtir.

%5.0 %10.0

Kabuk Miktar1

B Aerob/ Aerobe

Shell Amount

B Anaerob/ Anaerobe

Sekil 1. Farklt kabuk konsantrasyonlarinin ve aerobik- anaerobik sartlarin maya gelisimine etkisi
Figure 1. Effect of different amount of shell and aerobic-anaerobic conditions on yeast growth
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Yapilan denemelerde artan kabuk
konsantrasyonlarinin maya gelisimini olumlu
yonde etkiledigi ve en yiksek maya gelisimine
%10 fisttkk kabugu iceren besiyerlerinde ulagildigt
gOrilmustir. Kullanilan tim kabuk
konsantrasyonlarinda aerobik ve anaerobik
kosullarin maya gelisiminde belirgin bir farklilik
olusturmadig saptanmistir. Denenen en yiiksek
kabuk konsantrasyonu olan %10 kabuk igeren
besiyerinde ise her iki kosulda da 1.9 olarak ayni
maya gelisiminin oldugu bulunmustur. Uygulama
kolayligt ve endistriye uyumunun daha kolay
olmast nedeniyle sonraki deneylerde aerobik
sartlar ve %10 fisttk kabugu kullanilmustur.

Misir ve patates kabugu kullanilarak yapilan bir
calismada, arastirmacilar besiyeri hazirlarken %5
(w/v), %10 (w/v) ve %15 (w/v) olmak tzere lg
farkli substrat yogunlugu deneyerek etanol iiretimi
icin en uygun konsantrasyonu arastirmislardir.
Yapilan ¢alismada arastirmacilar en yiksek etanol
verimine %10 (w/v) substrat konsantrasyonunda
ulagsmuslardir (Meenakshi ve Kumaresan, 2014).

Sicakligin hidroliz ortamina etkisi
Lignoselilozik materyalden biyoetanol iretirken
en 6nemli basamak hidroliz kosullarinin optimize
edilmesidir  (Gu vd.,, 2013). Soya fasiilyesi
atgindan biyoetanol tretilen bir calismada
arastirmacilar biyokitleyi otoklavda 121°C* de 20
dakika hidrolize birakmuslardir (Choi vd., 2015).
Halofilik mikroalglerle yapilan calismada farklt
hidroliz kosullart denenmis ve en yitksek etanol
verimine %1 (v/v) derisik HoSO4 ve 121°C* de 15
dk hidroliz edilerek ulagtlmistir. Yine ayn1
calismada %00.5 (v/v), %1 (v/v) ve %2 (v/v)
derisik silfirik asit denenmis ve en yiiksek etanol
uretimine %1 (v/v) sulfirik asit degerinde
ulasilmistir (Karatay vd., 2016).

Maya gelisimine hidroliz sicakliginin etkisinin
arastirlldigt  denemelerde, %10 fisttk  kabugu
iceren besiyerleri sirastyla oda  sicakliginda
(24£2°C), 90°C’de ve 121°C 1.5 atm basinch
otoklav ortaminda hidrolize birakimis ve siire
sonunda CaO ile muamele edilerek furan
bilesikleri  besiyetlerinden  uzaklastirilmistir.
Sonuglar Cizelge 1’de gOsterilmistir. Yapilan
denemelerde  en  yiksek  maya  optik
yogunluklarina 90°C°de ve 121°C 1.5 atm basinch

otoklav ortaminda ulasilmis olup bu degerler
sirastyla 1.8 ve 1.9 olarak olcilmustir. Daha
sonraki denemelerde hidroliz icin otoklav
kosullari tercih edilmistir.

Cizelge 1. Farkli hidroliz sicakliklart ve maya
optik yogunluklarina etkileri.
Table 1. Effect of different hydrolysis temperatures on
yeast absorbance

Kosullar Optik Yogunluk
Conditions Optical Density
24°C 0.5
90°C 1.8
121°C + 1.5 atm 1.9

Soya ununun maya gelisimine etkisi

Soya maya  gelisimine etkisinin
aragtirilmasi amactyla, hazirlanan besiyerlerine 1
g/L ve 5 g/L soya unu ilave edilmis ve soya unu
icermeyen kontrol grubuyla birlikte aerobik
sartlarda 24 saat inkibasyona birakidmistir.
Inkiibasyon sonucu besiyerlerindeki maya optik
yogunluklari Cizelge 2’de gbsterilmistir.

ununun

Cizelge 2. Farkt miktarlardaki soya ununun maya
gelisimine etkisi
Table 2. Effect of different amounts soy flounrs on yeast

growth
Soya Unu (g/L) Optik Yogunluk
Soy Floun (g/1) Optical Density
Kontrol/ Control 1.9
1 2.1
5 1.9

Yapilan denemeler sonucunda besi ortamina ilave
edilen 1 g/L soya ununun maya gelisimini olumlu
yonde etkileyerek maya optik yogunluklarint
1.9°dan 2.1%e yiikselttigi saptanmistir. Besiyerine
ilave edilen 5 g/L soya ununun ise maya gelisimi
tzerinde herhangi bir etki gOstermedigi
bulunmustur. Deneylerin bu asamasinda fistik
kabugu kullanilarak en yitksek maya gelisimi olan
2.1 optik yogunluguna 1 g/L soya unu iceren %10
kabuklu besiyerinde ulasildigt gbrilmistir.
Enzim  uygulamasi ve  diger azot
kaynaklarinin maya gelisimine etkisi

Accellerase 1500 yiiksek B-glukozidaz ve seliilaz
aktivitesi sayesinde seltilozu parcalayarak onlart 6
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karbonlu seketlere donistirir. Bu déniisim orant
%98’ e kadar cikabilmektedir (Dadi vd., 2000;
Saha ve Cotta, 20006). Déntisiim verimini etkileyen
en 6nemli parametre ortamda bulunan seltiilozdur
(Wang vd., 2011). Seker kamust kispesinden
samana, kati atiklardan musir kocanina kadar
bircok farkli lignoseliilozik materyalin hidrolizi
icin kullaniabilir. Leitner ve Lindorfer (2016)
samant Accellerase 1500 ile 50°C’de 72 saat
inkiibasyona birakmistir.

Fermantasyon  ortamina maya  gelisimini
desteklemesi  acisindan  amonyum  silfat,
magnezyum stlfat, potasyum fosfat ve soya unu
gibi katkilar ilave edilebilmektedir (Tuncay, 1999;
Cho vd., 2011; Dussan vd., 2014; Trigueros vd.,
2016). Azot ile yapilan ¢alismalarda, azotun
Saccharomyces  cerevisiae’ nin  gelisimine, Uretilen
etanol miktarina ve kalitesine son derece olumlu
bir etki yaratt@1 gosterilmistir (Garcia-Rios vd.,
2014; Bely vd., 1990).

Maya gelisimini arttirmak amaciyla planlanan bu
caligmalarda, derisik H>SO4 hidrolizi sonrast
Accellerase 1500 ile sakkarifikasyon evresi
tamamlandiktan  sonra  besiyetlerine  farklt
miktatlarda soya unu ve 1 g/L (NH4)2SO4
eklenerek aerobik sartlarda erlenlerde maya
gelisimi 24 saat siire ile izlenmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda Slciilen maya optik yogunluklari
Gizelge 3’de verilmistir.

Cizelge 3. Farkli soya unu (SU) konsantrasyonlart

ve amonyum sillfatin (AS) maya gelisimine etkisi

Table 3. Effect of different amounts soy flours (SE) and
anmoninm sulphate (AS) on yeast growth

Azot Kaynagi (g/L) Optik Yogunluk
Nitrogen Sonrces (g/L) Optical Density
Kontrol/ Control 4.19
1 A.S. 3.88
0.5 S.U./S.F. 4.55
1S.U./S.F. 4.85
28.U./SF. 4.85

Enzim kullanilarak yapilan bu denemelerde
kontrol olan sadece kabuk iceren besiyetlerinde
maya gelisimi 4.19 olarak dl¢tlmiistiir. Bu degerin
onceki  denemelerde 1.9  olmasi, enzim

uygulamasinin maya gelisimini yaklasik iki kat
daha fazla etkiledigini g&stermektedir.

Daha o6nceki denemelerde soya ununun maya
gelisimine olumlu katkist gosterilmigtir. Enzim
uygulanan bu deneyde de soya ununun farkli
konsantrasyonlart  denenerek maya  gelisimi
arturilmak istenmistir. Yapilan deneylerde 0.5
g/L, 1 g/L ve 2 g/L olmak uzere tg farkli soya
unu konsantrasyonu ve ayrica 1 g/L (NH4)2SO4
iceren  besiyetleri  kullanilmigtir.  Denemeler
sonucu maya gelisiminin en yiksek oldugu soya
unu konsantrasyonu 1 g/L olarak belitlenmistir.
Bu konsantrasyonda maya gelisimi kontrolden
biraz daha artarak 4.85 olarak Sl¢tilmustir. Soya
ununun maya gelisimine olumlu etkisi 2 g/L’ye
kadar devam etmekle birlikte, 1 g/L ve 2 g/L
konsantrasyonlar: arasinda belirgin bir farklilik
gbzlenmemistir.

Besiyerine ilave edilen (NH4)2SO41in  maya
gelisimine olumlu bir katk: saglamadigi gérilmiis
ve sonraki deneylerde 1 g/L soya unu igeren
besiyerleri kullanilmistir.

Enzim uygulamasinda inkiibasyon siiresi ve
inokiilasyon oraninin etkisi

Enzimle hazitlanan besiyetlerine 1 g/L soya unu
eklenip %1 ve %10 oraninda ekim yapilarak 6, 12
ve 24 saatlik inkiibasyonlara birakilmistir. Deney
aerobik sartlarda erlenlerde gerceklestirilmistir.
Deney sonuglart Sekil 2 a ve b ve Cizelge 4’de
gOsterilmistir.

Uygulanan %1 inokilasyon sonucunda ilk 6.
saatte maya optik yogunlugu 0.48 etanol miktart
ise 0.81 g/L olarak Olgiilmistiir. Inkiibasyon
stresi 12. saate ulastiginda maya optik yogunlugu
0.48°den 0.86’a yukselmis etanol miktart ise
0.88’den 224 g/I. duzeyine yukselmistir.
Inkiibasyon siiresi 24. saate ulagtiginda maya optik
yogunlugu 4.85’ ulasmis ve etanol miktart da 1.60
g/L olarak olcilmustir. Denemeler sonucu en
yiksek etanol verimine inokiilasyon orant %l

olan besiyerinde 12. saatte ulasildigt gbrulmuistir
(Sekil 2 a).
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Sekil 2a. %1 inokiilasyon oraninin saatlik maya optik yogunluk ve etanol degetleri.
b. %10 inokiilasyon oraninin saatlik maya optik yogunluk ve etanol degerleri
Figure 2a. Yeast optical density and ethanol values under 1% inoculation.

b. Yeast optical density and ethanol values under 10% inoculation
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Cizelge 4. Farkli inokiilasyon oranlarinda inkiibasyon siiresi boyunca kullanilan seker yiizdeleri
Table 4. Different inoculation rates and consumed sugar percentages during the incubation

Saatler %1 Inokiilasyon %10 Inokiilasyon
Hours 1% Inoculation 10% Inoculation
6 25% 66.60%
12 66.60% 66.60%
24 75% 76%
Inokiilasyon orant %1’den %10%a arttirildiginda 6, SONUCLAR

12 ve 24. saatlerde maya optik yogunluklari
sirastyla 1.78, 2.48 ve 5.76 olarak oOlcilmistiir.
Buna bagli olarak etanol miktarinin 6. saatte 1.68
g/L, 12. saatte 1.97 g/L ve 24. saatte ise 1.13 g/L
oldugu  bulunmustur.  Denemelerde %l
inokitilasyondan farklt olarak 6. ve 12. saatlerde
yiksek etanol dretiminin oldugu géralmistir.
Sonuglar Sekil 2 b’de gosterilmistir. Her iki

inokiilasyon  oraninda da  maya  gelisimi
inkiibasyon stresiyle dogru orantii olarak
artmustir. En  yiksek etanol verimine %1

inokulasyonda 12. saatte, 0.86 optik yogunlukta,
2.24 g/L olarak, %10 inokilasyonda ise 6. ve 12.
saatlerde ulasildig1 g6rilmistiir.

Deneylerde kullanilan mayanin primer metabolit
olan etanoli  logaritmik evresinin
baslangicinda oldugunda yiiksek oranda irettigi,
artan inktUbasyon siliresinin maya gelisimini
arttirdigt ancak etanol miktarint diistirdiigi ortaya
cikmustir.

ureme

Gizelge 4’de farkh inokilasyon oranlarinda
inkiibasyon stresi boyunca kullanian seker
yuzdeleri verilmistir. En yiksek etanol tiretiminin
goruldigi %1 inokulasyon oraninda 12. saatte
maya yogunlugu birin altinda oldugunda
besiyerindeki  sekerin = %066’s1  kullanilmistir.
Denemelerde birden yiiksek optik yogunluk
degerlerinde mayanin besiyerindeki sekerin en
fazla %10’unu kullandigt ve maksimum kullanilan
seker yluzdesinin %76’ya ulastigr gériilmistiir. Bu
sonugclar hazirlanan besiyerinde maya tarafindan
kullantlamayan %25 oraninda seker benzeri
maddenin  oldugunu  gostermektedir.  Seker
analizinde kullanilan DNS y6ntemi ile mayanin
kullanmadig1 sekerler de dl¢tlmiistiir.

Yapilan ¢alisgmada, her yil dinyada ve tilkemizde
bol miktarda agiga ¢ikan yer fistigr kabugunun
biyoetanol dretim kapasitesi arastirilmis ve stre¢
optimize edilmeye c¢alisiimistr. Bu kapsamda

hazirlanan  besiyerindeki ~ uygun  kabuk
konsantrasyonlart,  uygun  azot  miktari,
fermantasyon stresi ve inokiilasyon orani

aragtirtlmustir. Calismada kullantdlan Saccharomyces
cerevisiae’nin gelisebilmesi icin gerekli altt karbonlu
sekerler, ham madde olarak secilen lignoseltlozik
atiklardaki seliloz ve hemiselillozun
déntisiminden  elde  edilmistit.  Calismada
kullanilan Accellerase 1500 ile aciga ctkan basit
seker miktar1 arttiridmistir ve buna paralel olarak
tretilen etanol miktart da artmistir.  Saccharomyces
cerevisiae’nin gelisimi ve etanol verimi i¢in oldukea
o6nemli bir yere sahip olan azot, soya unu gibi
eldesi kolay bir maddeden saglanmis ve amonyum
stlfat ile karsilastirildiginda daha ucuz ve etkili
oldugu gorilmustiir.

Yapilan calisma, Accellerase 1500  enzim
uygulamast ve fermantasyonun oda sicakliginda
gerceklesmesi  bakimindan ik olma  &zelligi
tastmaktadir. Azot kaynagi olarak ortama ilave
edilen soya unu, mikroorganizma gelisimi ve
etanol Uretimine olumlu katkida bulunmustur.
Béylece 12 saat gibi kisa bir stirede fisttk kabugu
ile hazirlanan besiyerinden %61.7’lik verimle 2.24
g/L etanol tretimi saglanmistir. Distik maliyetle
hazirlanan fisuk kabugu besiyeri, biyoetanol
tretiminde umut vericidir.
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