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Diinya iizerinde yenilenebilir enerji kaynaklarina olan ihtiya¢ giin gectikce
artmaktadir. Bu enerji tiirlerinden biri de giines 151811 enerji kaynagi olarak kullanan
biyokiitledir (biyoenerji). Biyoenerjinin global potansiyelini ise tarim mahsulleri ve
lignoseliilozik materyallerin kalintilar1 olusturmaktadir. Bu ¢aligmada, Dogu Akdeniz
bolgesinde en fazla iiretilen zirai iirlinler olan bugday ve misir’in atiklarindan biyo-
yakit amacli etanol {retiminin maksimum miktarda gerceklestirilebilmesi
amacglanmistir. Etanol fermantasyonu igin gerekli olan sekerlerin kullanilan
atiklardan saglanabilmesi icin gesitli on islemler uygulanmistir. On islemler kendi
icinde fiziksel (mekanik ve ultrasonik ©n islemler), kimyasal (piroliz, fenton
oksidasyonu, seyreltik ve derisik H,SO4 uygulamasi, alkali 6n islemler ve 1slak
oksidasyon) ve biyolojik (beyaz c¢iiriikciil funguslarla ve enzimatik 6n islemler)
islemler olarak gruplandirilmis ve elde edilen sonuclar degerlendirilerek bazi1 6n
islem metodlar1 kombine edilmistir. Maksimum sakarifikasyon verimi % 1,0 H,SO4
ile 1slak oksidasyon uygulanmis ve ardindan enzimatik hidroliz islemi
gerceklestirilmis kombinasyon ortaminda saglanmis ve 1 g/L musir sapi, misir
kogani, bugday kepegi ve bugday sapi i¢in saptanan heksoz (glukoz, mannoz, fruktoz
ve galaktoz derisimleri toplami) derigimleri sirasi ile 486,62; 361,78; 617,10 ve
201,86 mg/g olarak belirlenmistir. Gergeklestirilen 6n islemler sirasinda olusan ve
etanol fermantasyonunu inhibe eden bilesiklerin (furfural, asetik asit, levunilik asit)
saptanmas1 sonucu bu bilesiklerin giderimleri (detoksifiyasyonu) fiziksel (dietil eter
ve etil asetat ile ekstraksiyon) kimyasal (Ca(OH); ile yapilan alkali detoksifikasyon)
ve biyolojik (lakkaz enzimi ile) olarak ayr1 ayr1 denenmistir ve calisma sonunda
Ca(OH); ile yapilan alkali detoksifikasyon en uygun yontem olarak belirlenmistir.
Ardindan 6n islem ve detoksifikasyon uygulanmis 40 g/l numune kullanilarak etanol
fermantasyonu yapilmistir ve misir sap1, misir kogani, bugday kepegi ve bugday sap1
icin saptanan en yiiksek etanol derisimleri sirasi ile 6,22; 3,56; 8,01 ve 1,13 g/L.
olarak belirlenmistir. Calismada son basamak olarak teorik maliyet analizi yapilmis
ve bugday kepeginden sakkarifikasyon ve ardindan etanol iiretimi maliyet acisindan
uygun bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Lignoseliilozik hammadde, 6n islem, detoksifikasyon,
etanol fermantasyonu, maliyet analizi.

Damisman: Prof. Dr. Halili KUMBUR, Mersin Universitesi, Cevre
Miihendisligi Ana Bilim Dal1.
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INVESTIGATION OF THE PRETRATMENT METHODS ON THE
BIOETHANOL PRODUCTION FROM WASTES OF CORN AND WHEAT
GROWN IN EASTERN MEDITERRANEAN REGION

Emrah Ahmet ERKURT

ABSTRACT

Need for renewable resourses have been increasing. One of these renewable
energy sources is the biomass (bioenergy) that uses sunlight as energy source.
Agricultural products lignocellulosic materials are the global potentials of
bioenergy. Aim of this study was to produce maximum amount of ethanol that would
be used as biofuel, from the wheat and corn wastes which are the widespread
agricultural wastes of Eastern Mediterrenean region. Different pretreatment
procedures were used to increase the amount of sugar for ethanol fermentation from
wastes. Physical (mechanical and ultrasonic pretreatment methods) chemical
(pyrolysis, phenton oxidation, diluted and concentrated H,SO, applications, alkaline
pretreatments and wet oxidation) and biological (biodegradation with white rot fungi
and their enzymes) pretretment methods were used and after evaluating the results
some of the pretreatment methods were combined. Maximum saccharification was
obtained with wet oxidation by using % 1,0 H2SO4 followed by enzymatic
hydrolysis. After pretreatment, 486.62, 361.78, 617.10 and 201.86 mg/g hexose (sum
of the concentrations of glucose, mannose, fructose and galactose) were obtained
from 1 g/L corn-stalk, corncob, wheat bran and wheat stalk respectively. During
pretreatment processes formation of inhibitors of ethanol fermentation (furfural,
acetic acid, levunilic acid) were detected. Physical (extraction by using diethyl eter
and ethyl acetate), chemical (alkaline detoxification by using Ca(OH);) and
biological (by using laccase) removal (detoxification) were studied and alkaline
detoxification by Ca(OH), was found to be the appropriate detoxification method.
Pretreted and detoxified materials were subjected to ethanol fermentation. Maximum
concentartions of ethanol produced from corn-stalk, corncob, wheat bran and wheat
stalk were 6.22, 3.56, 8.01 and 1.13 g/L respectively. Last step of this was the
theoretical cost analysis. Saccharification followed by ethanol production from wheat
straw was found to be cost effective.

Key Words: Lignocellulosic raw-materials, pretreatment, detoxification,
ethanol fermentation, cost analysis.

Adyvisor: Prof. Dr. Halil KUMBUR, Department of Environmental
Engineering, University of Mersin.
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1. GIRIS

Diinya iizerinde enerji kaynaklarmin cok biiyiik bir kismim yenilenemez
enerji kaynaklar1 olusturmaktadir. Aym1 zamanda enerji kaynaklarina olan ihtiyag
giin gectikce artmaktadir. Diinyada Amerika Birlesik Devletleri en ¢ok petrol tiiketen
iilkedir, ancak Cin’in ¢ok hizli ekonomik gelisimi de petrol tiiketiminde Amerika
Birlesik Devletleri ile ayn1 rekabet ortaminda yer almasina neden olmaktadir. Orta
dogudaki devamli goriillen krizler, spekiilasyonlar ve diger faktorler petrol

fiyatlariin devamli olarak yiikselmesine sebep olmaktadir [1].

Petrol kaynakli yakitlarin iiretimi ve kullanim1 sirasinda ¢evreye verdikleri
cesitli negatif etkileri goz ardi edilemez. Ozellikle atmosfere salinan yanma artig1
gazlar kiiresel c¢apta kirlilik yaratmaktadir. Bu problemlerin ¢6ziimii iilkelerin
gelistirecegi ve uygulayacagi alternatif enerji kaynaklarinin ortaya ¢ikarilmasi ile
coziilebilir. Yenilenebilir enerji kaynaklarimin kullaniminin ise insan saglifina ve

cevreye zararl etkilerinin olmamasi gereklidir.

Yenilenebilir enerji tiirlerinden biri de giines 151811 enerji kaynagi olarak
kullanan biyokiitledir (biyoenerji). Biyoenerjinin global potansiyelini ise tarim
mabhsiilleri ve lignoseliillozik materyallerin kalintilar1  olusturmaktadir. Bu
malzemelerin biyoetanole doniisiimii hem alternatif enerji kaynaklarimn kullanimi
icin Onemlidir hem de kirletici gazlarin atmosferdeki emisyonlarinin diismesine

neden olur.

Biyoetanol kullamiminin yayginlagsmasimin 6nemli sosyal ve ekonomik
faydalar1 vardir. Biyoetanol kullammminin Amerika Birlesik Devletleri’nde
ekonomide ve is imkanlarinin artisinda bir etkisinin oldugu belirtilmistir [1]. Buna
ilaveten biyoetanol amach yetistirilen bitkilerin iiretiminin gelistirilmesi ise tarim
sektoriine itici bir gii¢ saglayacaktir. Bu durumlar elbette gelismekte olan iilkeler icin
cok daha fazla avantajli olabilir. Ciinkii gelismekte olan iilkelerin tarimsal
riinlerinin artig1 ile gelismis iilkelerin giin gectik¢e artan tarimsal iirlin talepleri

nedeni ile bir rekabete girmeleri ve gelismelerine hiz kazanmalarina neden olacaktir.
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Lignoseliilozik materyallerden biiyiik 6lcekli etanol iiretimi gelistirmek icin
diinyada ¢esitli calismalar yapilmaktadir. Proseste maddenin kompleks yapisi asil
siirlayict faktor olarak gosterilmektedir. Buda lignoseliilozik biyokiitlenin dogasi ve
bilesimi ile iligkilidir. Etanole doniisiim icin oncelikle iki ana polimerin (lignin ve
seliiloz) fermente olabilir sekerlere doniistiiriilmesi gerekmektedir. Fakat bu
doniisiim karisik, enerji tiiketen ve cevrimi tam olarak yapilamamis ve halen

tizerinde calisilan bir prosestir [1].

Bu caligmada, Dogu Akdeniz bolgesinde en fazla iiretilen zirai tiriinler olan
bugday ve misir’mn atiklar1 (Misir Sap1 [MS], Misir Kocan1 [MK], Bugday Kepegi
[BK], Bugday Sap1 [BS]) kullanilarak biyoetanol iiretiminin maksimum miktarda
gerceklestirilebilmesi amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda etanol fermantasyonu
icin gerekli olan sekerlerin s6z konusu atiklardan saglanabilmesi icin ¢esitli 6n
islemler uygulanmustir. On islemler kendi iginde fiziksel, kimyasal ve biyolojik
islemler olarak gruplandirilmig ve elde edilen sonuclar degerlendirilerek bazi 6n
islem metodlar1 kombine edilmistir. Ayrica maksimum seker tiretiminin saglandigi
ortamlarda fermantasyonu inhibe edebilecek maddelerin giderimleri calisilmistir.
Ardindan etanol fermantasyonu gerceklestirilmis ve son olarak teorik maliyet analizi

yapilmustir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. LIGNOSELULOZIK MADDELER

Lignoseliilozik maddeler temel olarak seliiloz, hemiseliiloz, lignin, iironik
asitler ve asetil gruplardan olusmaktadirlar [2]. Hemiseliilozik ve seliilozik kisimlar
glukoz, mannoz, galaktoz, ksiloz ve arabinozdan olusan monosakkaritleri icerirler ve
bilesimleri tamamen hammaddenin dogasina baghdir [3]. Etanol iiretimi igin
incelenen lignoseliilozik maddeler bugday sapi, piring samani, aycicegi saplari [4] ve
misir kocani [5], su siimbiilii [6] gibi bitkisel atiklardir. Lignoseliilozik bir bitki
hiicresinde lignin, seliiloz ve hemiseliilozun sematik gosterimi Sekil 2.1.’de ve model

kimyasal yapilar1 Sekil 2.2.’de verilmistir.

 Hermiseliloz

Sekil 2.1. Lignoseliilozik bir bitki hiicresinde lignin, seliiloz ve hemiseliilozun

sematik gosterimi.
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Sekil 2.2. Lignin, seliiloz ve hemiseliilozun model kimyasal yapilar1.

2.1.1. Lignin

Canli bitkilerde ligninin biyolojik rolii, hiicre duvarinin selilloz ve diger
karbonhidratlarla miikemmel bir direng ve dayanikliliga sahip bir doku meydana
getirmektir. Lignin amorf [7], heterojen ve polifenolik bir yapiya sahip olan, diinya
izerinde seliilozdan sonra bitkilerde miktar olarak en fazla bulunan dogal bir
polimerdir. Lignin molekiil yapis1 iic ayr1 monomer yapitagindan olusmaktadir.

Bunlar koniferil, sinapil ve kumaril alkoldiir [8, 9].

Lignin aromatik yapidadir ve bilinen coziiciilerde kolay kolay ve tiimiiyle
coziinmez. Monomer {nitelere hidrolizleri miimkiin degildir ve diger dogal
polimerlerin en 6nemli 6zelligi olan diizgiin yapidan yoksundur. Bu ozellikler

ligninin yapis1 hakkindaki ¢calismalar1 son derece zorlagtirir [8].
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Ligninin uzaklagtirdmasi (delignifikasyon) islemi ile {riin olarak
holoseliiloz elde edilmektedir. Ideal bir delignifikasyonun uygulanmasindan beklenti,
ligninin tamamen uzaklastirilmas1 ve polisakkaritler iizerine herhangi bir kimyasal
etkinin olmamasidir. Ancak biitiin bu beklentileri saglayacak herhangi bir
delignifikasyon teknigi bulunmamaktadir. Bu nedenle delignifikasyon islemi ile
oncelikle elde edilen holoseliiloz iceriginde kalint1 lignin miktarinin en az diizeyde
bulunmasi, ayn1 zamanda islem sirasinda polisakkarit kaybinin miimkiin olan en
diisik miktarda olmasi ve selilloz molekiiliinde oksidatif ya da hidrolitik

degradasyonun gerceklesmemesidir [8,10].

2.1.2. Seliiloz

Kimyasal olarak seliilloz -(1,4) glukoz baglar1 ile baglanmis dogrusal bir
polimerdir. Yan yana her iki glukoz molekiilii zit yonde bir araya gelerek yapiyi
olusturmaktadir. Seliilloz % 44 karbon, % 6,2 hidrojen ve % 49 oksijen ihtiva eder.
Bu bilesim (C¢H;¢Os)n bilesimine karsilik gelir. Saf seliilloz hidroliz edildiginde
takribi % 95 verimle D-glukoza doniisiir. Yani seliilozun yapi tasi, bir D-glukoz
molekiiliiniin bir su molekiilii eksigine karsiliktir. Bu anhidro-glukoz birimleri,
defalarca tekrarlanarak bir zincir molekiil meydana getirirler. Bu birimlerin
tekrarlanma sayisi, odunda 600’den 1000’e, pamuk ipliklerinde ise 3500’e kadar
deger alir. Her bir anhidro-glukoz biriminin {i¢ tane hidroksil (OH’) grubu vardir.
Seliiloz su ve benzen, alkol, aseton, kloroform gibi organik ¢oziiciilerde ¢dziinmez.
Seliilloz, schweitzer ¢ozeltisi adi verilen, bakir-II-hidroksit ve derisik amonyum

hidroksit karigiminda ¢oziiniir [11].

2.1.3. Hemiseliloz

Hemiseluloz farkli seker iinitelerinin (pentozlar, heksozlar ve seker asitleri)
farkli sekillerde birlesmesi ile olugsmus dalli bir heteropolisakkarittir. Selulozda
7000-15000 glukoz molekiilii diiz zincir seklinde birlesmisken hemiselulozda
yaklasik 200 farkli seker birimi kisa zincirler seklinde birlesmistir. Hemiselulozlar

dogada toplam biyokiitlenin %30-35’ini olusturmaktadir. Ksilan, hemiselulozun
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bashca bilesenidir. Ksilan iskelet yapisi yaklasik % 80’1 ksiloz {iinitelerine C-2
ve/veya C-3 ile bagh arabinoz veya glukoiironik asitten olugan monomerik yan
zincirden ve arabinoz, ksiloz ve bazende galaktoz iinitelerinden olusan oligomerik

yan zincirden olusur [12].

Sert odun hemiselillozu daha ¢ok ksilan icerirken yumusak odun
hemiseliilozu daha c¢ok glukomannan icermektedir. Dallanma tekrar1 ve
kompozisyonu ksilanin kaynagina baghdir. Degisik kaynaklardaki ksilanlarin
kompozisyonlar: farklilik gosterir. Ornegin; Piring kepegi ksilani: % 46 ksiloz, %
44,9 arabinoz, % 6,1 galaktoz, % 1,9 glukoz, % 1,1 anhidrouronik asit icerir. Bugday
arabinoksilani: % 65,8 ksiloz, % 33,5 arabinoz, % 0,1 mannoz, % 0,1 galaktoz, % 0,3
glukoz igerir. Misir lifi ksilamt B-1,4 bagi ile bagh ksiloz iinitelerinden olusmus
kompleks heteroksilanlardan biridir ve % 48-54 ksiloz, % 33-35 arabinoz, % 5-11
galaktoz, % 3-6 glukouronik asit igerir [12].

Genel olarak bitkilerde hemiseliilozun polimerlesme derecesi seliilozdan
diisiiktiir. Ana sekerleri D-ksilopiranoz, D-glukopiranoz, D-galaktopiranoz, L-
arabinofuranoz, D-mannopiranoz ve D- glukopiranosiluronik asit ile iz miktarlarda
diger sekerlerdir. Yumusak odun hemiseliilozunun ana iskelet polimer sekerleri D-

galaktoz, D-glukoz ve D-mannozdur [12].

2.2. LIGNOSELULOZIK BIYOKUTLEDEN ETANOL URETIMI

Lignoseliilozik biyokiitle etanol iiretimi i¢cin Onemli bir hammaddedir.
Lignoseliilozik bilesikler diinyada en fazla bulunan polimerlerdir. Lignoseliilozik
biyokiitlenin Diinyadaki toplam biyokiitlenin % 50’sini olusturdugu ve yillik

tiretiminin 10-50 milyar ton oldugu belirtilmektedir [1].

Genel olarak, biyoetanol iiretiminde kullanilan lignoseliilozik materyaller
bes ana gruba ayrilmaktadir. Ekin kalintilar1 (seker kamigst sap1, misir kocani, bugday
kepegi, pirin¢ kepegi, piring kabugu, arpa kepegi, tath siiplirge daris1 sapi, zeytin

cekirdegi, kagit hamuru), kesertelik agaclar (kavak, ¢cam, ladin vs), seliilloz atiklar1
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(gazeteler, ofis atiklari, kagit geri doniislimii sistem camuru), otsu bitkiler (yonca,

farkli ¢im tipleri, vs) ve belediye kati atiklaridir [1].

2.2.1. Lignoseliilozik Biyokiitlenin On Islemi

Lignoseliilozik biyokiitlenin parcalanmasin1 saglamak icin 6n islemler
uygulanmaktadir. Lignoseliilozik bilesik bir seliiloz ve lignin matrisinin hemiseliiloz
zinciri ile baglanmasiyla olusur. On islem, selillozun kristallesme derecesini
diisiirmek ve enzimatik par¢alanma icin en uygun yap1 olan amorf seliiloz miktarini
artirmak icin yapilmaktadir. Buna ilaveten hemiseliilozun biiyiik bir kismu hidrolize

olmal1 ve lignin a¢iga ¢cikmali hatta parcalanmalidir [1].

Seliilloz hidrolizinde lignoseliilozik materyalin gozenekliligi biiylik énem
tasir. On islem yapilmadiginda seliiloz hidroliz verimi teorik olarak %?20’nin
altindayken, 0on islemden sonra bu verimin % 90’1 gectigi rapor edilmistir [1]. Sonug
olarak on islemin amaci lignin ve hemiseliilozun giderimi, kristal yapidaki seliiloz

miktarinin azaltilmas1 ve gozenekliligin artirilmasidir.

On islem ya sekerlerin olusumunu saglamalidir ya da bir sonraki hidroliz ve
fermantasyon prosesleri i¢in inhibitorlerin olusumunu engelleyerek basarili bir
enzimatik hidroliz ile seker olusumu icin zemin hazirlamalidir. Lignoseliilozik

materyalerin 6n islemi i¢in kullanilan yontemler Cizelge 2.1.’de gosterilmistir.

2.2.1.1. Fiziksel metodlar

Parcalama ve 6giitme gibi fiziksel yontemlerle atik materyallerin kristal
seliloz miktar1 azaltilabilmektedir. Bu islemler seliilaz enzimlerinin biyokiitle
ylizeyindeki etkinligini artirarak seliiloz doniisiimiinii artwrmaktadir. Fiziksel 6n
islemlerin enerji gereksinimi lignoseliilozik materyal 6zelliklerine ve elde edilecek
partikiil biiyiikligline gore degismektedir. Mekanik on islem yontemleri enzim ile
seliiloz etkilesimini artirmalarina ragmen yiiksek enerji ve yatinm maliyetinden

dolay1 tercih edilmemektedir [13]. Seliiloz yiiksek sicakliklarda hizla parcalandigi
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icin  lignoseliilozik  biyokiitlenin 6n islemi i¢in piroliz yOontemi de

kullanilabilmektedir [1].
Ultrasonik uygulama

Ultrasonik uygulama siv1 icerisinde olusturulan yiiksek frekansta (25 kHz -
170 kHz) milyonlarca mikroskobik hava kabarciginin (kavitasyon) lignoseliilozik
maddenin yiizeyine carparak patlamasi sayesinde kimyasal baglar {izerine etki etmesi
esasina dayanmaktadir [14]. Sekil 2.3.’de ultrasonik kavitasyon kabarcigl ve normal

hava kabarcig1 verilmistir.

Ultrasonik Kavitasyon Kabarcigi: Normal Hava Kabarcigi:

tf
i .

i,
F?F £ %

M, \
‘j‘\n,___\_h CL /:::
K
D, CQ f‘f \
qr_ \\ /;

Negatif Basing Yiiklii, Yiiksek Enerjili Pozitif Basing Yiikli, Diisiik
Kabarcik Enerjili Kabarcik

Sekil 2.3. Ultrasonik kavitasyon kabarcigi ve normal hava kabarcig.

Ultrasonik uygulamanin fiziksel etkileri; kabarcik olusumu (yeterince biiyiik
siddetli ultrases dalgalar1 sivilarda kabarciklanma yaratir. Bu yol ile sivi iginde
bulunan kat1 cisimciklerin ve bakterilerin par¢alanmasi saglanir) ve 1s1 etkisi (Farkll
ortamlarda ve farkli ultrases dalgalar ile yapilan deneyler, ses titresim enerjisinin 1s1

enerjisine doniistiigiinii ve ortamin 1sindigim gostermistir) iken kimyasal etkileri ise;
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reaksiyonun hizlanmasi, oksitlenme, bilesim bozulmasi, kristallenme, kaynama

sicakligl degismesi, molekiil zincirlerinin par¢alanmasi olarak belirtilmistir [14].

2.2.1.2. Fiziko-kimyasal metodlar

Fiziko-kimyasal metodlar fiziksel yontemlerden daha etkilidir. Fiziko-
kimyasal metodlar arasinda en c¢ok kullamlan ydntem buhar uygulamasidir. Bu
proseste uygulanan basingli buhar hemiseliiloz ve ligninin bir kisminin ¢oziinebilir

oligomerlere doniisiimiinii i¢in otohidroliz reaksiyonunu saglamaktadir.

Bu prosesi etkileyen faktorler reaksiyon siiresi, sicaklik, partikiil boyutu ve
nem icerigidir. Proses ekonomisi acisindan bazi durumlarda (6rnegin otsu atiklar)
cok Kkiiciik partikiillerin kullanim1 uygun degildir [15]. Ayrica bu yontem ekonomik
acidan sert kereste (kavak, mese, hus agaci, ak¢aagac) ve zirai atiklar i¢in uygun

olmasina ragmen yumusak kereste (sedir, ¢am vs) i¢in uygun bir yontem degildir.

Yaygmn kullanilan 6n islem yontemlerden bir digeri ise sivi sicak su veya
termo-hidroliz yontemidir. Laser ve ark., optimum sartlarda bu yontemin seyreltik
asit On islemi kadar etkili oldugunu ve bu islemde notralize edilmesi gereken asidik
bir atik meydana gelmedigi i¢cin avantajli oldugunu belirmislerdir [16]. Ayni
zamanda bu teknoloji ile pentozlarin geri kazanim hiz1 artmakta ve inhibitdr olusumu
gozlenmemektedir. Ancak bu yontemde ham madde yiiklemesi buhar uygulamasina

gore % 50 daha azdir [1].

Diger fiziko-kimyasal yontemler ise amonyak uygulamasi (Ammonia Fiber
Explosion-AFEX) ve CO, uygulamalaridir. Bu ydntemlerin buhar uygulama

yontemine benzer olmasina ragmen verimlerinin diisiik oldugu belirtilmistir [17].
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Cizelge 2.1. Lignoseliilozik materyallerden etanol iiretimi icin 6n iglem metodlart.

Yontemler Prosediir/Ajanlar On  Islem  Uygulanmis | Kaynak
Materyal Ornekleri
Fiziksel
Mekanik Parcalama, 6giitme Odun, orman atiklar1 | [17]
Parcalama (kereste, saman), misir
kocgani, yonca, seker kamisi
sapl.
Fiziko-kimyasal
Piroliz T>300 °C, ardindan | Odun, atik pamuk ve musir | [17]
sogutma ve | kocani
yogunlagtirma
Buhar Uygulama 160-290 °C’de
doymus buharda | Kavak, okaliptiis ve yumusak
kereste, m bugd [18]
0,69-4,85 MPa 1 kag L€, MusSIt sapl, bugday
dk  bekeltme  ve | kepegi, piring kepegi, arpa
arsindan atmosfer kepeéi, tath'siipvu'rge Qar1s1,
basincina doniisim. | Zeytin  gekirdegi,  ¢imen,
yonca.
Sivi Sicak Su Basingh  sicak  su,
Basing 5 MPa'm Misir kogani, zeytin posasi,
iizerinde, T=170-230 | seker kamisi posasi, yonca | [19]
°C, 1-46 dk; kau | lifleri
yiiklemesi % 20’den
az.
Kavak talasi, bugday kepegi,
Amonyak 12 ngHg/kg kuru | hiring kabugu, misir kogani, [17]
Uygulamasi piyokitles 90 "C, 30 dk, yonca, cimen
(AFEX) p=1,12-1,36 MPa. ’ '
Seker kamis1 posasi, yonca, 17
CO, Uygulamas1 | 4 kg COx/kgir p=5,62 [17]

MPa

geri kazanim kagidi

10
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Cizelge 2.1. (Devam) Lignoseliilozik materyallerden etanol iiretimi i¢in 6n islem
metodlar1.

Kimyasal

Ozonla Parcalama | O3, oda sicakligi ve | Kavak talasi, cam, seker | [17]

basinci kamais1 posast, bugday
kepegi, pamuk, saman, yer
fistig1

. . % 0,75-5  HaSOu, | Kavak seker kamis1 posast
Seyreltik asit  ile HCL, HNOs, p~l| g kocani, cavdar kepegi, 201

hidroliz MPa, T=120-200 °C | pirin¢ kabugu, cimen

Konsantre asit ile % 10-30 H,SO.,
hidroliz T=120-190 °C, 1:1,6
kati:sivi oram, % 21-
60 per asetik asit, silo | Sert kereste, seker kamisi
tipi sistem posasi, misir kocani, diisiik
lignin icerikli kepek (%10-
18), seker kamis1 yapraklari.

Kavak talagi, seker kamusi | [20]
posast

Alkalilerle hidroliz | Seyretik NaOH, 24 | geker kamusi posast, (1]
saat, 60 °C; Ca(OH),,
4 saat, 120 °C; Daha
diisik  sicakliklarda
(35 °C) H,0; (% 0,5-
2,15 v/v) ilavesi ile
etkisi artirilabilir.

Oksidatif ~ Lignin 5 5 | [20,21]
Cidorim g Peroksi dilZ ve %0 Misir kogani, bugday kepegi,

H>O, 207C, 8 saat

1-2 MPa O, basinct, | Misir kogani, bugday kepegi, [20.21]
Islak Oksidasyon | 195 °C, 15 dk; su ve

az miktarda Na,CO;

yada H,SOy ilavesi
Organik Metanol, etanol, [17.22]
¢oziiciilerin aseton, etilen glikol, Kavak, —karigtk  yumugak ’
kullanim tri etilen glikol ya da | Kereste (ladin, cam vs)

bunlarin % 1 H,SO,
veya HCI ile Kkar.;
185-198 °C, 30-60
dk, pH 2,0-3,4.

11
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Cizelge 2.1. (Devam) Lignoseliilozik materyallerden etanol iiretimi icin 6n islem
metodlar1.

Biyolojik

Fungal 6n islem Kahverengi, beyaz ve | Misir kocani, bugday kepegi | [17]
yumusak  cliriikciil
fungslar.

Biyokiitlenin kat1 faz
ferementasyonu ile
seliilaz ve
hemiseliilaz tiretimi

Biyo-organik 2-8 hafta C. | Kayin agacu. [23]
¢oziiciiler ubvermispora
iretimini sonucu

olusan eden etanol ile
parcanma  (140-200
°C, 2 saat)

2.2.1.3. Kimyasal metodlar

Ozon, asitler, alkaliler, peroksit ve organik ¢oziiciiler gibi farkli kimyasal
maddelerin kullanildig1 6n islem yontemidir. H,SO,4 ve HCI gibi inorganik asitlerin
kullanimi daha yaygindir. Seyreltik siilfiirik asit ile yiiksek hizlarda seliiloz hidrolizi
saglanabilmektedir. Ancak bu yontemin maliyeti buhar ve amonyak uygulamasindan
daha yiiksektir [17]. Seyreltik asitle on islem iki basamakli bir yol ile de
tamamlanabilir. Ilk basamak furan bilesikleri ve karboksilik asit olusumunun
engellenmesini saglayan ve 140 °C’de 15 dk gergeklestirilen hemiseliiloz
depolimerizasyonudur. ikinci basamak ise 190 °C’de 10 dk geceklestirilen seliilozun

enzimatik hidrolize hazirlanmasidir [24].

On islem uygulamalarinda konsantre asit de kullanilmaktadir. Seliiloz
doniistimiiniin % 21 asit derisimiyle 120 saatte; % 60 asit derisiminde ise 24 saate %
93,1’e ulastig1 belirilmistir [1]. Bu yontem diisiik enerji gerektirir ve oda sicakliginda

uygulanmaktadir.
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Alkali 6n islemde biyokiitleye seyreltik bazlar eklenerek, sismeye bagl i¢
ylizey alaninin artmasi, polimerlesme ve kristallesme derecesinin azalmasi, lignin ve
diger polimerler arasindaki baglarin kirilmast ve ligninin parcalanmasini
saglamaktadir. Bu yontemin etkinligi biyokiitlenin lignin icerigine baghdir [17].
Genel olarak NaOH gibi bazlarin yada etanol ve metanol gibi organik coziiciilerin
kullanilmas1 lignin ¢Oziinmesini saglamaktadir. Ancak bu maddeler pahali

oldugundan bu yontem biiyiik dlcekli sistemlerde uygulanamamaktadir.

Fenton oksidasyonu

Fenton oksidasyon prosesi Fe** ve H,0, karisimi varliginda gergeklestirilen
bir seri oksidasyon ve pihtilastirma-yumaklastirma uygulamasidir. Oksidasyon
uygulamalarinda en giiclii oksidanlardan biri olan hidroksil radikali bu proseste

tiretilip kullanilmaktadir [25].

Cogu metal katalitik etki ile oksidasyon olayin1 hizlandirma ve verimli
kilma ozelligine sahiptir. Demir iyonunun varliginda hidrojen peroksit oksidanti,
ortama hidroksil radikalleri (‘OH) vermektedir. Bu radikal, flor gazindan sonra gelen
en kuvvetli oksitleyici 6zelligi tagimaktadir. Sucul ortamda hidroksil radikali mevcut
olmasiyla meydana gelen fenton reaksiyonu, genelde suda bulunabilen demir
iyonlarinin katalitik etkisi ile olusmaktadir [26]. Fenton reaksiyonunda "OH olusumu

asagida gosterilmigstir [26].

Fe** + H,0, > Fe’* + 'OH + OH 2.1

Fenton reaksiyonu elektron alig verisine dayali bir redoks tepkimesidir.
Etkinligi ise meydana geldigi ortamda radikallerin olugsmasiyla ortaya ¢ikar. Cok
aktif yapilara sahip olan kimyasal radikaller en hizli reaksiyona verirler. Fenton
uygulamasinda hidroksil radikallerinin dogrudan organik maddelerle tepkime

vermesi istenmektedir [27].
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Fenton reaksiyonunu etkileyen faktorler arasinda; Fe*? / H,O, orani,

sicaklik, pH, reaksiyon siiresi, sayilabilir.

Hidroksil (OH) kaynagi olarak H,O, konsantrasyonu da ortam Kkirlilik
ylikiine paralel olarak oksidasyonu gerceklestirebilecek seviyede olmalidir. Sicaklik
ve pH’1n yiiksek olmasi H,O, nin bozunmasini hizlandirdigr gibi yiiksek pH degeri
Fe(OH); olusmasina neden olarak katalitik etkiyi ortadan kaldirir. Oksidasyon siiresi
ise organik yapilarin direncine bagh olarak dakikalar periyodundan giinlerle ifade
edilen periyotlara uzayabilmektedir. Lignoseliilozik bir yapinin fenton

oksidasyonuna tabi tutulmasi ile indirgen seker olusumu Sekil 2.4.’de verilmistir.

oH OH

®OH
OCH
OCHs Fo'r 0CHy o, H&OCHE H& 3
+ Hy073 ——= | : | | |
CH30 (:Hgoy CH50 CH;0
OH CH o) gt

Sekil 2.4. Lignoseliilozik bir yapinin fenton oksidasyonu.

2.2.1.4. Biyolojik yontemler

Biyolojik ©on iglemler ilimli c¢evre kosullarinda uygulandigindan enerji
ihtiyaci duisiiktiir. Ancak bu proseslerin bircogunun yavas olusu endiistriyel dlgekte
uygulanmasint  sinirlamaktadir.  Bircok  beyaz  ciirlik¢iil  fungus  lignini
parcalayabildiginden bu canlilar ligninaz tiretimi ve lignoseliiloz parcalanmasinda
kullanilmaktadir. Lignin parcalayan enzimleri iireten baglica mikroorganizmalarin ve
enzim {retimi icin uygulanan fermantasyon tipinimin sivi faz ve kati faz

fermantasyon oldugu rapor edilmistir [1].

Biyokiitle 6n islemi ve hidrolizi sirasinda karsilasilan baslica sorunlardan
biri biyokiitlelerin lignin ve hemiseliiloz iceriklerindeki farkliliklardir. Bu farklilik,
biyokiitlenin elde edildigi bitki tipine, ekin yasina ve hasat etme ydntemine bagl
olmaktadir. Buna bagl olarak ayni on islem yontemi farkli hammaddelere

uygulanamamaktadir [1].
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Lignoseliilozik maddenin biyolojik on islemi, giivenli ve cevre dostudur. Bu
cazip yonii nedeniyle ilgi gormektedir [28 — 31]. Biyolojik 6n islemde beyaz
ciiriik¢iil funguslar en umut verici mikroorganizmalardir ¢iinkii onlarin lignini

parcalayabilme yetenekleri vardir.

Son yillarda cesitli beyaz ciiriikciil fungus tiirleri ile 6n islem ¢aligmalarinin
gerceklestirildigi rapor edilmistir. Bazi beyaz ciiriik¢iil funguslar ile bugday sapinin
enzimatik hidrolizinin gerceklestirildigi bildirilmistir. Pleurotus florida ile yapilan
calismada 60 giin sonunda seliilozun %30’unun glukoza cevrildigi rapor edilmistir
[32]. Hattaka tarafindan yapilan caligmada [33], 19 farkli beyaz ciiriik¢iil fungus tiirii
ile calisilmig ve 35 giinliik ¢calisma sonunda Pleurotus ostreatus ile maksimum verim
elde edildigi ve bugday sapindaki seliillozun % 35’nin glukoza c¢evrildigini rapor
edilmistir. Coriolus versicolor kullanillarak bambu ile yapilan 6n islemde % 37

oraninda sakkarifikasyon gergeklestigi Zhang ve ark. tarafindan bildirilmistir [31].

Bu makaleler gostermektedir ki biyolojik 6n islemler ile énemli dlgiide
lignoseliiloz cevrimi gerceklesmektedir. Ancak diisiik verim, karbonhidrat kayb1 ve
uzun bekleme zamani fungal 6n islemlerin en onemli dezavantajlaridir. Ayrica yeni
stratejilerin ~ gelistirilmesi ve kullanilmasi ile bu problemlerin {izerinden
gelinebilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin ultrasonik uygulama ile lignoseliilozik
maddelerden lignin ve hemiseliiloz uzaklastirilmas1 miimkiin olabilmektedir [34, 35].
Bu ydntemde hammaddelerin sivi cozeltileri olusturularak ultrasonik uygulama
gerceklestirildiginde hem yiizeylerde erozyon hem de tanecik yiizey alaninin
kiigilmesi gerceklesmektedir [36]. Bir baska calismada ise H,O, kullanilarak
seliilozun deliginfikasyonu calisilmistir. Bugday sapi, mese ve koknar ile yapilan
calismada artan H,O, derisimi ile selillozun ¢evrim veriminde artig saptandigi rapor

edilmistir [37].

2.2.1.5. Selilazlar

Seliilazlar, seliilozu glukoza pargalayabilme kapasitesindeki hidrolitik enzim

grubudurlar. Mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar (memeliler hari¢) tarafindan
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tretilirler ve genellikle bir seliilaz sistemi olarak birden fazla farkli enzimden
olugurlar. Seliilaz sistemi bilesenleri, baslangicta katalitik etki sekillerine gore
simiflandirilirken, giiniimiizde siniflandirma yapisal 6zellikler temeli dikkate alinarak

yapilmaktadir. Ug ana enzimatik aktivite tipi s6z konusdur. Bunlar:

a) Endoglukanazlar (endo-1,4-B-glucanases, yada 1,4-B-D-glucan-4-
glucanohydrolases, EC 3.2.1.4).

b) Ekzoglukanazlar (Sellodextrinazlar, 1,4- B-D-glucan glucanohydrolases)
(EC 3.2.1.74) ve sellobiyohidrolazlar (exo-1,4-B-glucanases, ya da 1,4-B-Dglucan
cellobiohydrolases, EC 3.2.1.91).

c¢) Sellobiyazlar (b-glucosidases, yada B-D-glucoside glucohydrolases, EC
3.2.1.21).

Endoglukanazlar, seliillozu meydana getiren polisakkarit zincirinin ig
bolgelerinde rastgele hidroliz yaparlar ve degisik uzunlukta oligosakkaritler meydana

getirirler.

Ekzoglukanazlar ise seliiloz zincirinin indirgenen ve indirgenmeyen
ucundan itibaren swrasal olarak hidroliz yaparlar ve son {iriin olarak glukoz
(glukanohidrolaz) ya da sellobioz (sellobiohidrolaz) aciga  cikarirlar.
Ekzoglukanazlar ayn1 zamanda mikrokristal seliilozu da hidrolize etmektedirler. [3-
Glukozidazlar sellodekstrin ve sellobiozu glukoza parcalayan enzimlerdir.
Seliilazlarin  ¢ogunlugunun genel oOzelligi, hem katalitik hemde karbonhidrat
baglayan yapilar1 iceren modiiler bir sekilde olmalaridir. Seliiloz baglayan modiil
(CBM: Cellulose Binding Module) ¢oziinmeyen seliillozda muhtemelen katalitik
bolgeyi substrata yaklastirip seliilozun hidrolizini kolaylastirmaktadir. CBM ozellikle
ekzoglukanazlarin hidroliz islevinin baslangicinda 6nemlidir. Seliiloz sistemleri, her
bir enzimin kendi bireysel aktivitelerinin toplamindan daha yiiksek bir sinerjik

aktiviteye sahiptir. Sinerjik aktivitenin 4 formu bildirilmistir [38]. Bunlar:

a) Endoglukanazlar ve ekzoglukanazlarin arasindaki endo-ekzo sinerji.
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b) Selilloz zincirinin indirgenen ve indirgenemeyen uclarindan
ekzoglukanaz uygulamalar arasindaki ekzo-ekzo sinerji.

¢) Ilk iki enzimin son iiriinii olarak sellobiozu (ve Sellodekxtrin) alan P-
glukozidaz ve ekzoglukanazlarin arasindaki sinerji.

d) Katalitik domain ve CBM arasindaki intra-molekiiler sinerji. Seliiloz
sistemleri sadece li¢ enzimi de temsil eden bir birliktelik degil, daha ¢ok seliilozun

etkin hidrolizi i¢cin koordinasyon sunan bir etkiye sahiptirler [38].

Mikroorganizmalar seliilozun tam hidrolizi icin, dogal olarak lignin ve
hemiseliiloz polimeri i¢ine gomiilmiis substratlar i¢in farkli adaptasyonlar
gelistirmiglerdir. Seliilolitik filament6z mantarlar ve aktinomisetlerin, lif uzantilari
boyunca seliilozik substratlara niifuz etme kabiliyetleri vardir. Serbest seliilazlarin
(CBM’li ya da CBM’siz) iiretimi bu sartlarda seliilozun etkin hidrolizi i¢in yeterli
olmaktadir. Bu sistemlerdeki enzimler molekiil agirlik bakimindan biiyiik stabil
kompleksler olusturmazlar. Bu yiizden kompleks olmayan (Non-Complex) sistem
olarak adlandirilir. Buna ragmen, anaerobik bakterilerin seliilozik materyal i¢ine
etkin olarak niifuz olma kabiliyetleri yoktur. Bu ylizden seliilozun parcalanabilmesi
icin diger mikroorganizmalar seliilaz sentezi yapabilmek icin ATP’nin sinirli olmasi
nedeniyle  alternatif = mekanizma  bulmak  zorundadilar. Bu  durum
mikroorganizmalarin seliilozom (cellulosomes) denen kompleks seliilaz sistemlerini

gelistirmelerini zorunlu hale getirmistir.

Kompleks olmayan seliilaz sistemleri

Son 50 yilin en fazla incelenen konusu Tricoderma reesei’ nin seliilaz
sistemi olmustur. 7T.reesei en az 2 ekzoglukanaz (CBH-I ve II), 5 endoglukanaz (EGI,
ILIIL, 1V, ve V), ve 2 B-glukozidaz (BGL-I ve II) iiretir.

Iki ekzoglukanazin (sellobiohidrolaz) varligi, mikrokristal seliiloz zincirinin
indirgenen (CBH-I) ve indirgenmeyen (CBH-II) uclar1 i¢in 7.reseei’ nin gosterdigi
o0zel tercihe baglanmistir. Bu diisiince iki enzim arasinda gbzlenen ekzo-ekzo sinerji

ile de desteklenmistir. Sellobiohidrolaz aktivitesi mikrokristal seliilozun hidrolizi i¢in

17



Erkurt, E.A. 2011. Dogu Akdeniz Bolgesinde Yetistirilen Misir ve Bugday Atiklanindan Biyoetanol Uretim Verimi Uzerine On
Islem Etkisinin Arastirilmast, Doktora Tezi, Mersin Universitesi

gereklidir. Sellobiohidrolazlarin her ikisi de seliiloz polimerizasyonunu (zincir
uzunlugu) diisirmede cok yavastirlar. Endoglukanazlarin amorfoz bdolgelerden
seliiloz zincirini keserek zincirin kisaltilmasindan birincil olarak sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir. Boylece CBH larin etkisine agik yeni selilloz zinciri
olusturulmaktadir. Heniiz T.reesei de 5 endoglukanaz varliginin nedeni tam olarak
aciklanamamistir.  Aym1 zamanda endoglukanazlar arasindaki sinerji de
gosterilememistir. Buna ragmen bazi endoglukanazlarin (EG-I) ksilanaz aktiviteleri

gibi genis substrat 6zgiilligl de vardir.

CBM nin varlig1 bir endoglukanaz aktivitesi ya da endo-ekzo sinerjisi i¢in
gerekli degildir. CBH-I ve CBH-II' nin temel iirlini olan sellobiozlar

sellobiohidrolazlarin ve endoglukanazlarin aktivitesini de inhibe ederler.

T.reesei nin en az iki B-glukozidaz enzimi iiretmesi sellobioz ve kisa
oligosakkaritlerin hidrolizini kolaylastirir. Hem BGL-I ve hem de BGL-II’nin biiyiik
cogunlugu hiicre duvarma baglh olarak kalsalar da, siipernatantlardan da izole
edilmislerdir. B-glukozidazin mantar hiicre duvarlarina yakin bulunmasi, seliiloz

hidrolizinden agiga cikan glukozun, ¢evreye dagilarak kaybini azaltmaktadir [38].

Kompleks seliilaz sistemleri (seliilozom)

Seliilozomlar, seliiloz, hemiseliiloz ve pektini parcalayabilen ekstraselliiler
enzim kompleksleridir. Selillozom sistemlerine sahip mikroorganizmalar anerobik
ortamlarda {irerler. Seliilozomlarin kompozisyonlar1 tiirden tiire degiskenlik
gostermesine ragmen, Clostridium ve ruminant bakterilerden Ruminococcus
tiirlerinde benzerlik gosterirler. Seliillozomlarin yapisi incelendigi zaman enzimatik
ozelligi olmayan, scaffoldin adi verilen temel bir protein ile buna baglanmig
enzimatik alt iinitelerden olustugu goriiliir. Skafoldin (Scaffoldin) proteini CbpA,
CipA ya da CipC denen proteinlerden olusur ve bunlarla kompleks olusturan bir ¢ok
selillozomal enzimler vardir. Nonenzimatik protein (scaffoldin) bir ¢ok kohezin
(cohesin) denen bolgeyi ve seliiloz baglayan bolgeleri (CBM yada CBD, Cellulose
Binding Domain) icerir. Bunlardan bagka, hidrofilik bolge, dockerin II bolgesi,
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enzim kodlayan bolge ve gorevi bilinmeyen tanimlanmamis bdlgeler mevcuttur.
Kohezin bélgeleri, skafoldin proteinlerde her zaman mevcut olup, seliilozomal
enzimlerin dockerin bolgeleri i¢in baglanma noktalarina sahiptir. Kohezin-dockerin
birlikteligi seliillozomun bir araya gelmesinde anahtar rol oynar. CBM seliilozomu,
seliilaz1 substrata sikica baglamakla gorevlidir. Kristal seliiloza amorfoz seliilozdan
daha etkin baglanma 06zelligi gostermektedir. Ayrica CBM seliilozomu, omurgasi

seliilozunkine benzeyen kitine de baglanir.

CBM seliillozomlar1 farklilik gosterebilirler ve aminoasit dizilerine gore
bir¢cok familyaya ayrilabilirler. Aym1 zamanda, CBM seliilozomlar sadece skafoldin
proteinlerle bulunmaz daha 6nce de bahsedildigi gibi seliilozomal ya da seliillozomal

olmayan seliilazlarla da bulunabilirler.

Seliilazlarin bazi uygulama alanlar

Ticari olarak kullamlan enzimlerin igerisinde seliilazlar, proteazlardan ve
amilazlardan sonra endiistriyel olarak iiclincli onemli biyoteknolojik enzimlerdir.
Seliilozu hidrolizde eden enzimler genis ¢apta mantar ve bakterilerden elde

edilmektedir. Boyle enzimler cesitli biyoteknolojik uygulamalarda kullanilmaktadir.

Ticari olarak en c¢ok kullamlan selillaz Trichoderma sp. tarafindan
tiretilmektedir. Ayrica seliillazlar Aspergillus, Penicillium, Basidiomycetes ve

Bacillus suslarindan elde edilmektedir [38].

Seliillozik materyallerin enzimatik hidrolizi {izerine gerceklestirilen
biyoteknolojik islemler giiniimiizde olduk¢a artmistir. Yenilenemeyen kaynaklarin
gittikce azalmasi; selillozu gida, enerji, yakit ve diger iirlinler i¢in temel ham

materyal haline getirmistir [38].
Ticari olarak kullanilan enzimlerin %59’unu karbohidrazlar, %3’iinii

lipazlar ve %10’unu ise diger enzimler olusturmaktadir. Enzim teknolojisinin giderek

gelismesi, Uriinlerin kullanim alanlarinin ¢esitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok
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yiiksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin endiistriyel enzimler ile ilgili alaninda

yapilan cesitli arastirmalar daha da dnem kazanmaktadir [39].

Seliilazlarin ana uygulama alanlar1 gida, hayvan yemi iiretimi, tekstil, biyo
yakit, kimya, kagit ve kagit hamuru endiistrisi, atiklarin giderimi, tibbi ve farmasétik
endiistrisi, protoplast iiretimi, genetik miihendisligi ve kirlilik giderimidir [39] Baz1
uygulamalar ayrintili olarak incelendiginde cok farkli kullanim alanlarinin oldugu

goriiliir.

Gida endiistrisinde seliilazlar

a) Tohumlardan yag ve meyve suyu ekstraksiyonunda,

b) Meyve sularinin berraklastirilmasinda,

c) Tahillarin homojen olarak su ¢ekmesini saglamak ve yeterince
1slanmasinin artirilmasinda,

d) Soya sosu gibi fermente soya gidalarin iiretiminde soyanin dis zarinin
uzaklastirilmasinda,

e) Kokonat ve soya fasulyesinden protein izolasyonunda,

f) Musir ve tath patatesten nigasta iiretiminde,

g) Sindirimini artirmak amaci ileyosunlarinin jelatinizasyonunda,

h) Su yosunlarindan agar ekstraksiyonunda,

i) Gida katkis1 maddesi olarak kullamilan 6giitiilmiis lignoseliilozik
materyalin par¢alanmasinda,

j) Seliilozik atiklardan c¢oziiniir seker, glukoz ve sellooligosakkarit
tiretiminde,

k) Bioetanol iiretimi i¢in substrat eldesinde,

) Kurutulmus sebze ve c¢orba karisimlarimin geri sulandiriminin
artirtlmasinda,

m) Polisakkarit, protein, enzim ve tat verici maddelerin aciga cikigini
kolaylagtirmak  amaciyla  bitki  hiicre  duvarlarinin  uzaklastirimalarinda

kullanilmaktadir [38].
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n) S1v1 kazancini artirmak ve iyi bir renk elde etmek icin alkol iiretiminde
kullanilmaktadir.
0) Zeytinyaglarinin ekstraksiyonunda da kullanilmaktadir [39].

p) Bira mayalanmasi ve sarap iiretiminde kullanilmaktadir [38].

Icecek ve sarap endiistrisinde seliilazlar

Rekombinant mayalardan elde edilen B-1,3 ve B-1,4 glukanazlar saplarda
aroma artiginin saglanmasi, biranin filtrasyonunun kolaylastirilmasi ve diisiik kalite

arpada bulunan B-1,3 ve -1,4 glukan hidrolizinde kullanilmaktadirlar [38].

Hayvan yemi endiistrisinde seliilazlar

a) Ruminant ve monogastrik hayvanlarin yemlerinde sindirilebilirligi
artirmak amaci ile

b) Lignoseliilozik materyallerin on islemden gegirilmesinde, hububatlarin
kabuklarindan arindirilmasinda, ruminant ve monogastrik hayvanlarin seliilozda

yararlanmalarini artirmak icin silaj yapiminda kullanilirlar.

Tekstil endiistrisinde seliilazlar

a) Kumaslarda boyanin fazlasini almada (biostoning),

b) Bir ¢cok yikama sonunda pamuk kumaslardan ¢ikan mikrofibrillerin
giderilmesinde,

c) Pamuk yada pamuklu kumaglarin yikanmasi, renk parlakliginin

artirtlmasit ve yumusakligimin geri kazandirilmasinda kullanilir [38].
Kagt endiistrisinde seliilazlar
Seliilaz enzimi kagit endiistrisinde de kullamilmakta olup kagit endiistrisi

denilince; hammadde olan odun ve hurda kagidin islenmesinden, agartilmasindan,

kagidin yapimi1 ve atik suyun aritilmasimi da icine alan islemler =zinciri
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kastedilmektedir. Seliillaz enzimi de bu islemler swasinda ozellikle kagidin

agartilmasi isleminde sik¢a kullanilan bir enzimdir [38].

Enzimatik hidroliz, enerjinin idareli kullanilmas1 ve toksik maddelerin veya
asindirict  asitlerin - kullamilmasma ihtiya¢ birakmamasindan dolayr oldukca
avantajlidir. Bu nedenle seliilozun, seliilaz ile hidrolizi genis Slclide arastirilan bir
konudur. On muamelenin ve seliilaz iiretiminin pahali olmasi gibi ekonomik
problemler ve hidroliz sirasinda enzimin inaktif olmasi gibi nedenler seliilozun,
glukoza enzimatik olarak hidrolizi 6niinde engel olusturmaktadir. Bu nedenle

aragtirmalar seliilaz aktivitesini artirmak tizerine gerceklestirilmektedir.

2.2.1.6. Lignoseliilozik maddenin enzimatik hidrolizi

Lignoseliilozik maddelerin enzimatik hidrolizinde en sik kullanilan enzimler
seliilazlardir. Ciinkii lignoseliilozik maddenin hidrolizinden elde edilecek {iriin
glukoz yada heksozlardir. Bu maddelerin olusumu selillozun hidrolizinden

gecmektedir.

Seliilaz ile lignoseliilozik maddelerin hidrolizinde tiim biyokimyasal
olaylarda oldugu gibi ortam sartlar1 biiyiik onem tasir. Bunlar oncelikle; pH ve
sicakliktir. Ardindan enzim derisimi, substrat derigimi, calkalma hizi ve enzim

inhibisyonuna neden olabilecek madde varlig1 da onem tagimaktadir.

Hidroliz basamaginin maliyetinde en Onemli kisim enzim fiyatlarinin
diistiriilmesi bir bagka deyisle kullanilan enzimden maksimum verimin elde edilmesi

ve bu sartlarda enzimin inaktif olana kadar tekrar tekrar kullanilmasidir [40].

Lignoseliilozik maddenin hidrolizinde seliilazlar 1970’1i yillarin baslarindan
beri kullanilmaktadir ve bu amagcla en cok kullanilan seliilaz ise 7. reesei’den elde
edilmektedir [41]. Ancak 7. reesei seliilaz sistemi beta-glukosidaz igermez ve bu
durum seliilozun glukoza ¢evriminde biiyiik verim kaybina neden olur. Bu engel son

yillarda Aspergillus niger’dan alinan genlerin 7. reesei’ye modifiye edilmesi ile
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asilmistir ve 7 FPU/mL den 60 FPU/mL’ye ulasan seliillaz aktiviteleri elde
edilebilmistir [42].

Enzim aktivitesi yiiksek olsa dahi kullanilan substratin derisimi de onem
tagir. Diislik substrat derisimlerinde yiiksek glukoz ¢evrim verimi elde edilse de,
miktar olarak elde edilen glukoz ise sistemi ekonomik kilmayabilir. Yiiksek substrat
yiiklemelerinde ise homojen bir karigimin elde edilememesi gibi fiziksel problemler

ortaya ¢ikabilmektedir [43].

Lignoseliilozik maddenin enzimatik sakkarifikasyonunda, enzim ile
muameleden Once On islem ya da islemlere gerek olmaktadir. Bu durum sistem
ekonomisini negatif yonde etkilemektedir ancak bu sayede ortamda var olan lignin
yapisinin bozulmasi ve kristal yapidaki seliillozun pargalamasi saglanmaktadir [44-
46]. Tipik 6n islem calismalari bu tezin kapsamina da alinan asidik 6n iglemler, 1s1l
on iglemler, alkali 6n iglemler ve bunlarin kombinasyonlaridir. Etkili bir 6n islem
icin, ticretlerin diisiiriilmesi, seliiloz ¢oziiniirliiglintin artirilmasi, alt ve iist operasyon

kosullarmin kolaylastirilmasi gibi caligmalar halen devam etmektedir [45].

Seker iiretiminde sakkarifikasyon kritik bir adimdir. Lignoseliilozik
biyokiitlenin porozitesini ortaya cikaran seliiloz kristalinitesi, lignin ve hemiseliiloz
icerigi nedeniyle seliilozun hidrolizi negatif yonde etkilenmektedir [47]. On islem
yontemleri genellikle materyallerin porozitesi azaltmak iizerinedir. Buda lignin ve
hemiseliiloz uzaklastirilmas1 ve kristal haldeki seliilozun indirgenmesi ile

gerceklestirilmektedir [12].

Maa ve arkadaslar1 pring kabugunun sakkarifikasyonunda enzimatik
uygulamadan Once mikro dalgalarin kullanilmasi ile 6n islem uygulamislaridir.
Enzimatik uygulamadan oOnce 24 dk, 680 W mikro dalga uygulama ile

sakkarifikasyonun % 30,3 arttigim rapor etmislerdir [49].

Gou ve arkadaglar1 bigilmis ¢imler iizerinde, enzimatik on islemden Once

seyreltik siilfiirik asitin etkisini aragtirmislardir. Calisma sonucunda sakarifikasyon
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veriminin 2 kat arttii, laktik asit fermantasyonu yapildiginda seker pancarinda
aliman verimden % 70 daha fazla verim alindig1 rapor edilmistir. Arastirmacilar bu
verim artiginin asitle muamele sonunda c¢im iizerindeki spesifik ylizey alami artisa
bagli oldugunu ve bu sekilde seliillazin daha fazla substrat ile reaksiyona girebildigini

rapor etmislerdir [50].

Bir bagka calismada Disteller’s isimli polimerik seker iireten bir firmanin
hammaddesi iizerinde enzimatik uygulamadan once 1slak oksidasyon ve amonyakli
1slak oksidasyon on islemleri uygulanmistir. Calisma sonucunda her iki on islem
uygulamasinda da verim artig1 oldugu ve 24 saatlik enzimatik uygulama sonunda bu
artiglarin sirast ile %70 ve %90’a ulastig1 rapor edilmistir. Ayrica arastirmacilar bu
yontem sonunda inhibitér olusumunun godlenmedigini ve sakarifikasyon isleminin
ardindan yapilacak olan etanol fermantasyonu ile teorik olarak %100 g¢evrimin

gerceklesecegini bildirmislerdir [51].

Martin ve arkadaslar1 gri ¢im den etanol liretimini yaptiklar1 calismalarinda
ilk olarak 195°C’de 10 dk 1slak oksidasoyon uygulamiglardir. Arastirmacilar bu 6n
islem ardindan hapilan enzimatik hidroliz ile seliilloz doniisiim veriminin % 93,6
arttigin1 rapor etmislerdir. Ayrica 1slak oksidasyonda asit kullanmadiklar1 icin
ortamda fermantasyonu engelleyecek hicbir maddenin olugmadigini da

bildirmislerdir [52].

Zheng ve ark, karaya vurmus deniz yosunlar1 ile yaptiklar1 sakarifikasyon
calismasinda enzimatik uygulamadan once seyreltik siilfiirik asit (%1,4) ile 165
°C’de 8 dk 6n iglem uygulamiglardir. Yalnizca enzimatik uygulama ile 22,5 mg/mL
glukoz elde ederken asitik 6n islem uygulamasi sonucunda bu degerin % 60 artarak

36 mg/mL’ye ulagtigini rapor etmiglerdir [53].
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23. ON ISLEM GORMUS LIGNOSELULOZIK MATERYALIN
DETOKSIFIKASYONU

Lignoseliilozik biyokiitlenin 6n islemi ve hidrolizi sirasinda fermente
edilebilir sekerlerin yani sira bir sonraki fermantasyon adimimi inhibe edebilecek
bilesikler de meydana gelmektedir. Inhibe edici bilesikler, hemiseliilozu meydana
getiren organik ve seker asitlerinin (formik, glukuronik galaktronik asit) ve suda
coziilebilir fenol tiirevlerinin hidrolizi ile meydana gelmektedir. Inhibitorler
coziinmils sekerlerin (furfural) ve ligninin (sinamaldehit, para hidroksibenzaldehit,
syringaldehidat) degredasyonu sirasinda da olusabilmektedirler. Ayrica korozif
maddeler (metal iyonlar1) de inhibisyona neden olmaktadir [54]. Bu nedenle
uygulanacak 6n islem ve hidroliz islemlerinin tipine gore fermantasyondan once
detoksifikasyona gerek duyulur. Detoksifikasyon islemleri fiziksel, kimyasal ve
biyolojik yollarla yapilabilmektedir. Detoksifikasyon metodlarindan bazilar1 Cizelge

2.2.’de gosterilmistir.

Alkali uygulama en c¢ok tercih edilen detoksifikasyon metodudur. Bu
metotla 6zellikle asidik 6n iglemler sirasinda olusan furaldehitler ve fenolik bilesikler
uzaklastirilabilmektedir. [55]. CaOH veya amonyakla detoksifikasyon, NaOH yada
KOH ile detoksifikasyondan daha iyi sonug¢ vermistir. Ancak bu farkliligin sebebi

anlagilamamuistir.

Diger detoksifikasyon yontemleri ise;

Kireg ile notralizasyon ardindan aktif karbon ilavesi ve asetik asit giderimi
icin filtrasyon,

Molekiiler eleklerle asetik asit, furfural ve c¢Oziinebilir ligninin kismi
giderimi,

Ucucu inhibitorlerin buharlastirilarak uzaklastirilmast,

Notralizasyondan sonra aktif karbon, diatomite, bentonit ve zeolit ile

adsorpisyon [56].
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Piroliz ile 6n islem yapilmis biyokiitleden kaynaklanan seyreltik ¢ozeltilerin

detoksifikasyon icin alternatif bir biyolojik yontem de Onerilmistir [57]. Bu

yontemde plastik bir destege tutuklanmig karisik aerobik bakteri

kialtiria

kullanilmistir. Bu sekilde biyofilm icerisindeki hiicreler biyokiitle 6n iglemi sirasinda

aci8a cikan toksik maddelere daha direncli olmaktadir.

Cizelge 2.2. Baz1 detoksifikasyon yontemleri

Yontem Prosediir/Ajanlar Kaynak
Fiziksel Yontemler
Evoporasyon Evoporasyon, ucucu ve ucucu olmayan | [54]
fraksiyonlarin ayrilmast ve wugucu olmayan
fraksiyolarin seyreltilmesi
Ekstraksiyon Organik cbziiciller, 3:1 organik faz:sulu faz | [94]
hacimsel orani,
Siiper kritik ¢oziiciiler, 20 MPa, 40 °C ardindan
basing azaltilmasi.
Adsorpsiyon Aktif karbon, 0,05-0,20 g/g glukoz o
Kehribartagi (hidrofobik polimerik adsrobent), %
8 (w/v), 1,5 saat, 25 °C, etanol ile rejenerasyon ve
ardindan kireg ile notralizasyon.
Kimyasal Yontemler
Notralizasyon Ca(OH), yada CaO, pH=6, ardindan membran | [56]
filtrasyonu yada adsorpsiyon.

' Ca(OH),, pH 9,0-10,5, ardindan H,SO,4 yada HCI
Alkalilerle detoks. | jje pH’nin 5,5-6,5°a ayarlanmast. [58]
Iyon degisimi Zayif baz recinesi (Amberlyst A20), NH; ile | [17]

rejenerasyon, Poli(4-vinil piridin)
Biyolojik Yontemler
Enzimatik detoks. | Trametes vericolor’dan lakkaz ve lignin | [1]
peroksidaz: 30 °C, 12 saat.
' ' Tricoderma reesei, Plastik destege tutuklanmig
g/hkrk(’blyal Pseudomonas putida ve Streptomyses setonii [57]
etoks.

karisik kiiltiirii.
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Oliva ve ark., kavak agacina buhar uygulanarak yapilan 6n islem sirasinda
olusan bilesiklerin termofil bir maya tiirii olan Kluyveromyces marxianus’a
inhibisyon etkisini calismislardir. Caligma sonuclar1 mikrobiyal biiyiimenin etanol
tiretiminden daha fazla etkilendigi ve bu mikroorganizmanin aromatik bilesiklere
kars1 onemli bir diren¢ gosterdigi rapor edilmistir [59]. Inhibitorlere kars1 direngli
tiirler olusturmak iizere genetik modifikasyon calismalar1 devam etmektedir. On
islem ve hidlroliz agamalarinda inhibitdor olusumunu minimuma indiren yontemlerin
secilmesinin gerektigini ve bunun en etkili detoksifikasyon metodu oldugunu

belirtilmigtir [1].
2.4. FERMANTASYON TEKNOLOJISI

Baslangici milattan 2500 yil 6ncelerine dayanan, Misirlilarin bira yapiminda
kullandiklari, fermantasyonun ilk adimlari, 1789 yilinda Lavosier tarafindan atilmas,
1815 yilinda Gay Lusac tarafindan formiile edilmistir.

C12H24012 > 4C02 + 4C2H50H (22)

Dums ve Bullay ise daha sonra bu Gay Lusac formiiliinii;

C6H1206 > 2CH3CH20H + 2C02 (23)
olarak diizenlemislerdir [60].

Fermantasyon 1839 yilinda da Alman kimyager Liebig tarafindan mekanik
bir parcalanma olarak tanimlanmistir. Pasteur ise 1857 yilinda fermantasyonun maya
tarafindan gergeklestirilen fizyolojik ve biyolojik bir olay oldugunu ispatlamistir.

Giiniimiizde bu teknoloji ile antibiyotik, vitamin, amino ve niikleik asitler ve
biyogaz, etanol gibi yakitlar {iretilmektedir. Bunlarin disginda atik sularin

mikrobiyolojik olarak aritilmasi gibi islemler de fermantasyon teknolojisinin baska

uygulamalarindandir [60].
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Tarim iilkesi olan Tiirkiye’de fermantasyon sektorii biyoendiistrimizin
biiyiik bir kisminit olusturmaktadir. 20 yili asan siireden beri fermantasyon teknolojisi
ile tiretim yapan kuruluslarimiz vardir. Ancak, bilimsel arastirmalarin eksik olmasi
nedeniyle egitim ve iiretimde daha c¢ok yabanci arastirmacilarin bulgularindan

yararlanilmais, {iretimde etkin olan kisimlar belirsiz kalmistir.

Cizelge 2.3. Fermantasyon teknolojisi ile iiretilen maddeler [60].

Yiyecek ve Endiistriyel | Farmosotik | Vitaminler | Enzimler
Icecekler

Bira Asetik asit Basitrasin Ergosterol | Amilaz
Ekmek Aseton Kandisisin Riboflavin | Seliilaz
Peynir Aspartik asit | Nistatin Vitamin A | Diestaz
Kakao Tartarik asit | Mitomisin C | Vitamin B2 | Intervaz
Kahve Siiksinik asit | Penisilin Vitamin Maltaz
Koji [tokonik asit | Polimisin Bl2 Zimaz
Cay Lizin Tetrasiklin

Sirke Vanilin Streptomisin

Sarap Fuzel yagi Vankomisin

2.4.1. Glikoliz

Canlilar yasamlarin1 devam ettirebilmek i¢in siirekli enerji elde etmek
zorundadir. Enerjiyi de ancak besin maddelerini yakarak yani daha kiiciik
molekiillere parcalayarak elde ederler. Canlilarin besin maddelerini yakarak onlardan
enerji elde etmelerine solunum denir. Bazi canlilar hiicrelerinde bulunan yapilar
sayesinde ortamda da oksijen varsa besinleri CO, ve H>O’ya kadar yakabilirler.
Oksijen kullanmayan canlilar ise glukoz molekiiliinii ancak piirivata kadar

yakabilirler.
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Piirivat molekiilii heniiz tam olarak yakilmadigindan baglar1 arasinda hala
enerji vardir. Bu ylizden piirivata kadar yikabilen canlilar yani oksijen kullanamayan
canlilar 1 mol glukozdan daha az enerji elde ederler. Canlilar ister oksijenli ister
oksijensiz solunum yapsin baglangic reaksiyonlar1 hiicrenin stoplazmasinda
gerceklesir ve hep aymidir. Bu reaksiyon dizisine glikoliz denir. Maya hiicreleri
salgiladiklar1 invertaz enzimi yardimiyla ortamdaki sakkarozu D-glukoz ve D-

fruktoza doniistiiriirler.

Ci2 H»O11 + H,O > CsH 1206 + CsH20¢ (2.4)
(sakkaroz) (D- glukoz) (D- fruktoz)

2.4.2. Fermantasyon

Fermantasyon (mayalanma), karbonhidratlarin alkol ve asitlere
doniistiiriilmesidir. Fermantasyon islemi pek ¢ok farkli besin maddesinin tiretiminde
kullanmlmaktadir. Yogurt, boza, alkollii ickiler fermantasyon yoluyla iiretilen pek ¢cok

besinden bazilaridir. Sembolle esitligi:

CeHi1206 2 2C,H50H + 2CO; + 2ATP (agiga cikan enerji:118 kJmol™) 2.5)

Hiicre icine giren glukoz stoplazmada bir seri tepkimeye girerek piirivata
doniigiir. Maya hiicreleri oksijensiz solunum yapabildikleri i¢in, piirivat
kademesinden ancak biraz daha ileri bir parcalanmay1 gerektirirler. Fermantasyonda
son elektron alicisi, oksijenin yerine hayvanlarda laktik asit, mayalarda etanol, bazi
bakterilerde gliserol ya da sirke bakterilerinde asetik asittir. Maya hiicrelerinde
gkiloz, dekarboksile (CO, ¢ikarilarak) edilerek asetaldehite doniistiiriiliir. Daha sonra
asetaldehit etanole indirgenir. Gerekli enzimler olmadigi icin hayvanlarda ve
insanlarda asetaldehit ve etanol meydana gelmez. Bu oksijensiz solunuma ise Etanol

Fermantasyonu denir [60].
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2.4.3. Fermantasyonda Kullanilan Mikroorganizmalar

Bir¢cok organik maddenin elde edilisinde oldugu gibi etil alkoliin elde
edilisinde de mayalarin biiyiik 6nemi vardir. Diger yontemlerle elde edilmesi zor
olan organik maddeler, mayalar kullanmilarak fermantasyon yolu ile kolayca elde
edilirler. Bu nedenle etil alkol iiretimi yapan fabrikalarda maya iiretim {initeleri de

bulunmaktadir.

Fermantasyon teknolojisinde daha yiiksek verim elde edilmesi,
fermantasyon igleminin daha ekonomik olmasi ve cevre kirliligine neden olmamasi
acisindan fermantasyon i¢in kullanmlacak mikroorganizmalarin belli 6zelliklere sahip
olmas1 gereklidir. Cok sayida substratla kullanilabilme 6zelligine sahip olmasi,
kontaminasyondan arinmis olmasi, fermantasyon ortamindan kolayca ayrilabilmesi,
genetik degisiklige direngli olmasi, yiiksek karbon-biyokiitle doniisiimii saglamas,
genis pH araliginda iireyebilmesi, son {iriiniin zehirleyici olmamasi, yiiksek oranda
sindirilebilmesi, bitki, hayvan ve insanlar iizerinde patojen etkisinin olmamas1 gibi

ozelliklere sahip olmalidir [60].

Alkolik fermantasyonda en biiyiik rolii iistlenen mayalar; tek hiicreli, spor
yaparak veya tomurcuklanarak ¢ogalan 8-10 pm biiyiikliigiinde bitkisel kokenli
mikroskobik canlilardir. Mayalar dogada cok yaygindir. Toprakta 6zellikle de seker
ve karbonhidrat bakimindan zengin olan besin maddelerinde bulunurlar. Uziim ve
meyve lizerinde yabani olarak yasarlar, meyvelerin sikilmasi ile 6z suya gecerler,
uygun sartlarda iirerler, 1sitmakla (kaynatmak, pastorize etmek) Oliirler.
Tomurcuklanma ile ¢ogalmada, maya hiicresinin ug tarafinda bir siskinlik meydana
gelir. Bu siskinlik giderek biiylir ve bir tomurcuk seklini alir. Uygun biiyiikliige
gelince ana hiicreden kopar. Bu hiicre de ayn1 sekilde ¢cogalmaya devam eder. Maya
hiicrelerini morfolojik olarak aywt etmek zor olmasmna ragmen kural olarak
genellikle yuvarlak veya eliptik bir sekil gosterir [60]. Saccharomyces cerevisiae
yumurta seklinde, tek hiicreli, uzun cap1 0,01 mm olan bir mayadir. Azot ve tuzlara
(P20s, SO, K,0O, MgO) ihtiyact vardir. Bu nedenle saf seker c¢ozeltilerinde

fermantasyon baglayabilir fakat devam etmez.
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2.5. BIYOETANOL

Biyoetanol (etil alkol, musir, arpa, bugday alkolii, CHs—CH>—OH veya
EtOH) bircok farkli biyolojik hammadde ve degisik teknolojilerle iiretilebilen bir s1v1
biyoyakittir. Biyoetanol cazip bir alternatif yakittir ¢linkii biyolojik kaynaklidir ve bu
nedenle yenilenebilir bir enerjidir. Ayrica yiiksek oksijen ylizdesi (% 35) nedeniyle
yanmali motorlarda egsoz gazinda CO, NOx ve partikiil miktarinda da azalma

olmaktadir [61].

Biyoetanol yiiksek oktan sayis1 (107), yiikksek yanma hizi ve benzine gore
daha yiiksek buharlasma sicakligina sahiptir. Bu 0zellikler sayesinde yiiksek
sikisgtirma orani, kisa yanma siiresi ve motorun daha az isinmasina neden olur.
Biyoetanoliin bu teorik avantajlarinin yam sira bazi dezavantajlart da mevcuttur.
Ornegin benzine gore daha diisiik enerji icerigi (% 66 daha az), korozif etkisi, diisiik
alev boyutu, diisiik buhar basinci (soguk havalarda motorun ¢aligma problemi) ve
ekosisteme olan toksik etkisidir [61]. Biyoetanoliin baz1 yakit ozellikleri Cizelge

2.4.de verilmistir.

Cizelge 2.4. Biyoetanoliin yakit 6zellikleri [61].

Yakit Ozelligi Etanol
Setan sayisi 8
Oktan sayis1 107
Kendi kendine alev alma sicakligi (K) 606
Potansiyel buharlagma 1s1s1 (MJ/kg) 0,91
Alt 1511 deger (MJ/kg) 26,7

Etanol sivi biyo-yakitlar arasinda benzine ve diger yakitlara en fazla
karistirilarak kullanilan biyo-yakittir. Baz1 iilkeler benzine etanol ilave etmeye ya
onceden beri devam etmektedir ya da yeni yeni baslamaktadir (Cizelge 2.5.).
Diinyada biyoetanol iiretimine bakildiginda dikkate deger bicimde artig
goriilmektedir. Ciinkii baz1 iilkeler ithal ettikleri petrol miktarin1 azaltmak icin yollar
aramaktadir ya da tarimsal ekonomilerini artirmak istemekte veya hava kalitelerini

iyilestirmek istemektedir [1].
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Cizelge 2.5. Ulkelere gore etanoliin yakit olarak kullanimi

Ulke Hammadde Benzin icindeki etanol yiizdesi, % (v/v)
Brezilya Seker kamisi 24
ABD Misir 10
Kanada Misir, bugday, arpa 7,5-10
Kolombiya | Seker kamisi 10
Isvec Bugday 5
Hindistan Seker kamisi 5
Tayland Manyok, seker kamaisi, 10
piring

2007°de Diinyada etil alkol iiretimi yaklasik 51 milyar litreye ulagmistir.
ABD ve Brezilya bir numaral iiretici iilkelerdir. Ortalama olarak iiretilen etanoliin %
73’1 yakat olarak, % 17’si iceceklerde ve kalan % 10’u endiistriyel uygulamalarda
kullanilmaktadir [62].

Etanoliin bir yakit olarak kullanilabilmesi i¢in suyun uzaklagtirilmasi
gerekmektedir. En eski yontem, basitce damitmaktir, fakat bu yontemle, su etanol
karisimi1 azeotrop olusturdugu icin % 95-96 safliktan 6teye gitmek miimkiin degildir.
Cozelti karisimi damitmay: siirdiirerek, % 96'dan daha saf etanol elde edilmesi
miimkiin degildir. Benzinle karistirabilmek i¢in, en az % 95.5 ile % 99.9 arasinda bir
safliga ihtiyac duyulmaktadir. En yaygin saflagtirma yontemi, molekiiler elek

kullanarak fiziksel adsorplama prosesidir [60].

Genel olarak, bir benzin karigimindaki etanol miktar: yiikseldikce, standart
araba motorlart i¢in uygunlugu azalmaktadir. Saf etanol kauguk ve plastiklerle
reaksiyona girdigi ya da onlar1 ¢ozdiigli icin tadilat gérmemis motorlarda direk
olarak kullanilamaz. Bu nedenle, en fazla yarar icin, atesleme zamani ve sikigtirma
oraninin degistirilmesi gerekir. Saf benzin yakitli bir araci, saf etanol yakith bir araca
doniistiirmek, alan olarak % 30-40 kadar daha biiyiik karbiiratér kullanimini
gerektirir. Etanolle c¢alisan motorlar, 13 °C'nin altindaki sicakliklarda yanmayi
maksimize edebilmek ve yanmamig, buharlagmamis etanolii minimize edebilmek
icin, soguk ortamda c¢ahstirma sistemine ihtiya¢ duyarlar. Etanoliin %10 ile %30

arasinda bir karigimda kullanilmast durumunda, hicbir motor tadilatina ihtiyac
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duyulmamaktadir. Pek cok yeni arag, bu oranlardaki karigimlarda giivenle

caligabilirler [60].

Biyoetanol lignoseliilozik biyokiitleden ve diger tarim {riinlerinin
atiklarindan elde edilebilmektedir. Ham maddenin tiiriine gore {iiretim prosesi
farklilik gostermektedir. Bu nedenle tasarim spektrumu ve uygulanan teknolojiler
degisiklik gosterir. Fakat hepsinde asil amac lignoseliilozik materyalin cok basamakl
olarak sekerlere cevrimi ve elde edilen sekerlerin ise fermantasyonla etanole
cevrimidir. Bu konudaki yeni arastirmalar etanol endiistrisi maliyetlerinin azaltilmas1

ve benzin ile olan rekabetin artirilmasini i¢in proses integrasyonunu icermektedir.

2.6. SEKERLERDEN ETANOL URETIMI

Sekerlerden etanol {iiretiminde ana hammadde seker kamisidir. Seker
kamiginin suyu yada seker fabrikalarindan cikan melasdan iiretim yapilmaktadir.
Brezilya’da etanoliin % 79’u taze seker kamisi suyundan ve kalan miktar1 ise
melasdan elde edilmektedir [63]. Hindistan’da seker kamisi melasi etanol iiretimi
icin ana hammadde olarak kullanilmakta, seker kamisi suyu ise bu amagla
kullanilmamaktadir [13]. Pancar melaslar1 da etanol fermantasyonu icin kullanilan

diger kaynaklardir.

Seker kamisindaki sukrozu kolayca kullanilabilir heksozlar olan glukoz ve
fruktoza hidroliz edebilme yeteneginden dolayr en ¢ok kullanilan mikroorganizma
Saccharomyces cerevisiae’dir. Havalandirma S. cerevisiae’dan etanol iiretiminde ve
gelisiminde 6nemli bir faktordiir. Bu mikroorganizmanin anaerobik sartlar altinda
gelisebilme yetenegi olmasina ragmen, yag asitleri ve steroller gibi maddelerin
sentezi icin az miktarda da olsa oksijene ihtiya¢ duyar. Oksijen biiyiime ortamina
bazi kimyasallarin (6rnegin karbamid peroksit) ilavesi ile saglanabilir. Bu sekilde

ayn1 zamanda bakteriyel kontaminasyonun da Oniine ge¢ilmis olur [64].

Diger mayalardan Schizosaccharomyces pombe yiiksek basing ve yiiksek

kat1 igerigine karsi toleranshi oldugu icin bazi avantajlar saglar [1]. Bakteriler
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arasinda en ¢ok umut verici tiir ise Zymomonas mobilis’dir ¢linkii bu
mikroorganizma diisiik enerji gereksinimi ile yiiksek etanol iiretimini (teorik olarak
maksimum % 97) saglayabilmektedir. Bununla birlikte fermente edebildigi

substratlar (glukoz, fruktoz ve sukroz) oldukga azdir [1].

Yiiksek osmatik basing seker kamisi melasindan etanol iiretiminde negatif
bir etki dogurur. Bu osmatiklik ise dogrudan seker ve tuz derisimi ile iligkilidir.
Farkli caligmalar gostermistir ki S. cerevisiae tiirleri yiiksek tuz ve sicaklik
toleransin1 saglamaktadir. Ornegin protoplazma birlestirmesi ile flokiile kiiltiirleri 35
°C’de ve % 22 melas derisiminde gelistirmistir [1]. Bu sartlar altinda kesikli kiiltiir
ile etanol derisimi 91 g/L’ye, ve verimlilik ise 2,7 g/L..h’e olarak saptanmistir. Buna
ragmen tuz ve melas biinyesindeki farkl1 maddelerin inhibisyonlar1 nedeni ile negatif
etki devamli olmaktadir. Tiim bunlara ragmen melas yine de maya gelisimi ic¢in

icerigindeki diger niitrientler nedeni ile onerilmektedir.

2.6.1. Kesikli ve Yar1 Suirekli Sistemler

Kesikli sistem ile etanol iiretiminde en tipik sistem Melle-Boinot prosesidir.
Bu proses ham maddenin tartimi ve sterilizasyonunu takiben H,SO4 ile pH
diizenlenmesi ve Brix degerinin 14-22 arasinda ayarlanmasindan gecer. Ardinda
mayalar ile fermantasyona tabi tutulur. Sarap icin iirlin santrifiijlenir ve etanol
separatore gonderilir, ¢cokelen maya tekrar fermentore gonderilir yada yiiksek hiicre
derisimine ulasan kiiltiir ayrilarak kurutulur. Geri dongiilii kiiltiir ile fermantasyonda
diisiik substrat derisimi kullanilir. Etanol ortamda birikir. Bu tiir kiiltiir rejimi hiicre
geri dongiisii ile yapilir. Besleme akis hiz1 olduk¢a 6nemli bir parametredir ¢iinkii
yiiksek substrat ya da iiriin derisimleri inhibisyona neden olarak fermantasyonu

durdurabilir.

Sukrozun lineer yada eksponansiyel olarak artirilmasi ile etanol {iretiminin
9 10-14 oraninda azaldig belirtilmistir [65]. Beslemeli kesikli sistemlerde besleme
miktarinin optimizasyonu etanol iiretimi yiizdesinin artirilmasinda kritik rol oynar.

Yine bu tiir sistemlerde oksijen limitlemesi biiyiik nem tagir.
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Tekrarli fermantasyon sistemlerinde flokiile maya tiplerinin kullanilmasi
onemli bir rol oynar. Bu proseste fermentsyon tamamlandiktan sonra mayalar ayr1 bir
ortamda toplanir ve taze ortama tekrar agilanirlar. Bu yolla yiiksek hiicre derisimine
ulagilir ve inihibisyon etkisi azaltilmis olur. Bu tekrarli kiiltiirler kiiltiir 6zelligini
kaybedene kadar yada hiicreler 6lene kadar devam ettirilir. Bu durumda sistem

durdurulur ve yeni hiicreler sisteme ilave edilir [65].

2.6.2. Siirekli Sistemler

Siirekli sistemlerin tasarimi ve gelisimi daha fazla maliyet gerektirmektedir.
Ancak siirekli sistemlerin bir¢ok avantaji vardir. Bu avantajlarin bazilar1 reaktorlerin
yapim maliyetlerinin diisiik olmasi, daha az bakim ve operasyon gereksinimleri,
kolay proses konrolii ve yiiksek verimliliktir. Bu avantajlarindan dolay1 Brezilya’da
etanol iiretiminin % 30’u siirekli sistemlerle yapilmaktadir [66]. Bu avantajlarin
hepsi bu proseslerde yiiksek hiicre derisimine dayanir. Bu yiiksek yogunluga ise

hiicrelerin immobilizasyonu, geri kazanimi1 ve geri beslenmesi ile ulagilir.

En 6nemli dezavantaj1 ise maya kiiltiirlerinin anaerobik sartlar altinda uzun
zaman etanol iiretim verimlerini sabit tutamayip verimin diismesidir. Buna ilaveten
yiiksek sulandirmalarla verimliliklerini artirmanin yollar1 mevcuttur. Buda substrat

titkketimi tamamlanmadan yeniden ilave edilmesinden geger.

Havalandirmanin da siirekli sistemlerde onemli bir rolii vardir. Glukoza
bagli olarak hiicre derisimi havalandirmanin artirilmasiyla artar ancak bu
mikroaerobik ve aerobik sartlarda ise etanol iiretimi azalir. Mikroaerobik sartlarda
etanol ile hiicre biiyiimesi inhibisyonu tam anaerobik kiiltivasyon ile kiyaslandiginda

azalir [67].

Siirekli prosesler iirin inhibisyonu etkisini azaltir. Kademeli siirekli
sistemlerde, ilk reaktdrde elde edilen etanol kolaylikla uzaklastirilir ve bu sekilde
devaminda goriilebilecek inhibisyon azaltilir. Diger konfigiirasyonlarda (6rnegin

Biostill teknoloji) tek fermentorde bile inhibisyon azaltilabilmektedir. Bir¢ok farkli
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reaktdr versiyonu inhibisyonu azaltmak i¢in Onerilmistir. Ancak bunlarin hi¢ biri
ticari seviyeye heniiz ulasamamistir. Bunlarin bir ¢cogu maya floklar1 olusturan kule
yada akigkan yatakli reaktor tipleridir. Bu tip reaktorler yiiksek hiicre derisimlerinde
(70-100 g/L) ve yiiksek etanol verimi ile uzun siire stabil olarak ¢aligabilirler. Ayrica
kendi kendini yenileyebilirler ve karistirma ya da santrifiije gerek duymazlar [1].
Verimliligi artirmak i¢in bir baska yaklasimda sentezlenen etanolii vakumla ya da

membranlarla ortamdan uzaklagtirmaktir. Ancak bu uygulama maliyet artirmaktadir.

Siirekli sistemlerde kiiltiiriin stabilizasyonu diger 6nemli parametrelerden
biridir. Eger sistem istikrarsiz bir duruma yaklasirsa, giris parametrelerinde (diliisyon
hiz1, sicaklik, substrat derisimi gibi) bir degisim olursa ve durum dengelenmezse

sistemde verim hizla diiser ya da tamamen durur [68].

Siirekli sistemlerde etanol fermantasyonunda kullanilan yontemlerden bir de
tutuklanmis hiicrelerin kullanimidir. Bu yontemle diisiik hiicre derisimi kullanilarak
yiiksek verim elde edilebilmektedir. Bu yontemde hiicreler gozenekli kat1 desteklere
(kalsiyum aljinat, karaginan, poliakrilamid gibi) tutuklanir. Son zamanlarda
tutuklanmis hiicrelerin kullanim1 sadece arastirmalarla sinirlidir. Ticari olarak halen

uygulamaya gecilememistir [1].

36



Erkurt, E.A. 2011. Dogu Akdeniz Bolgesinde Yetistirilen Misir ve Bugday Atiklanindan Biyoetanol Uretim Verimi Uzerine On
Islem Etkisinin Arastirilmast, Doktora Tezi, Mersin Universitesi

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. MATERYAL

Calismada kullanilan misir kocam1 (MK) ve musir sap1 (MS), Giinyurdu
Koyli, Yenice, Mersin’den Eyliil 2008 tarihinde iiriinlerin hasati sirasinda temin
edilmigstir. Bugday sap1 (BS) da yine aymi bolgeden alinmistir. Bugday kepegi (BK)

ise ilaclanmamis olarak Hidiroglu Un Fabrikasindan (Tarsus/Mersin) alinmigtir.

Etanol fermantasyonu i¢in gerekli olan fermente edilebilir tiriinlerin (glukoz,
galaktoz, fruktoz, mannoz) agiga ¢ikarilmasi amaciyla dogu Akdeniz bolgesinde en
fazla iiretilen zirai liriinler olan misir ve bugdaya ait kalintilar (misir kogam [MK] ve
misir sap1 [MS] ile bugday kepegi [BK] ve bugday sap1 [BS]) kullanilmistir. Bu
materyaller birbirini takiben iiretilmektedir. Ekim ayinda bugday ekilmekte, Mayis
aymda hasat edilmektedir. Ardindan musir ekilmekte ve Eyliil ayinda hasat

edilmektedir. Bu sekilde yil icinde devamli olarak iiretim s6z konusudur.

Materyal secimi asagida belirtilen kosullara gore yapilmistir:

- Uretilen atigin igerigi (uygulanacak ©on islem ve hidroliz islemleri
sonucunda fermente edilebilir bilesiklerin olugabilme potansiyeli),

- Yillik iiretim miktarinin olast bir sistemde islenecek kadar fazla ve kolay
bulunabilir olmasi,

- Toplama ve depolama olanaginin olmasi (drnegin yiiksek nem igerigine
sahip atiklarin depolanma problemi vs)

- Tehlikeli olabilecek madde igermemesi (6rnegin ayni amagla kullanilan
seker pancar1 melaslar1 agir metal icermektedir yine evsel kati atiklarda sagliga

zararli maddeler bulunabilir).
Calismada kullanilan kimyasal maddelerin tamami analitik saflikta olup,

Sigma-Aldrich ve Merck’den saglanmistir. Ayrica, HPLC (Yiiksek performansh sivi

kromotografisi) analizleri i¢cin HPLC safliginda kimyasallar kullanilmistir.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Hammadde Igeriginin Belirlenmesi

MK, MS, BK ve BS’da nem orani (%), lignin, seliiloz, hemiseliiloz, toplam
karbonhidrat (TK) ve indirgen seker (IS) miktarlar1 “Analitik Prosediir” bashkli

kisim altinda verilen yontemlere gore belirlenmistir.

3.2.2. Hammaddelere On Islemlerin Uygulanmasi

MK, MS, BK ve BS iizerinde fermente olabilir sekerlerin agiga c¢ikarilmasi
amaciyla fiziksel, kimyasal ve biyolojik on islemler uygulanmis ve On islem
verimleri, saptanan TK ve IS degerlerine gore belirlenmistir. Ardindan verimin
artirilabilmesi amaciyla ©n islem kombinasyonu uygulanmusti. On islem
uygulamalarindan Once zirai alandan gelen hammaddeler 4 defa cesme suyu ile

yikanmig ve 40 °C’de 24 saat kurutulmustur.
3.2.2.1. Fiziksel 6n iglemler
Mekanik on islemler

Kurutulmus hammaddeler oncelikle celik bicakli parcalayici (Waring) ile
parcalanmig ardindan kahve degirmeni (Bosh) ile 6giitiilmiistiir. Ogiitiilen
hammaddelerin tanecik boyutlarina gore ayrilmasi amaciyla, hammaddeler elekten

(Retsch) gecirilmistir. Kullanilan eleklerin gozenek boyutlar1 Cizelge 3.1.°de

verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan eleklerin gézenek boyutlar

Elek No Gozenek boyutu (um) Mesh No
1 1400 ve tistii 14
2 600-1400 30
3 500-600 35
4 300-500 50
5 212-300 70
6 75-212 200
7 45-75 325
8 0-45 (elek alt1)

Tanecik boyutunun fermente edilebilir iirlin olusumuna etkisinin saptanmasi

amaciyla her elekten alman numunelerde TK ve IS tayinleri yapilmustir.

Uygulanan tim ©6n islem calismalarinda mekanik 6glitme sonucu her bir
hammadde icin en yiiksek TK ve IS miktarinin saptandigi tanecik boyutu aralig

kullanilmustir.

Ultrasonik islemler

Ultrasonik 6n islem ile en yiiksek TK ve IS degerlerinin saptanmasi
amaciyla, oncelikle optimum hammadde derigiminin (1, 5, 10 ve 20g/L) ve zamanin
(15, 30, 60, 90 ve 120 dk) etkisi ayr1 ayr1 calisilmistir. Ardindan, optimum
hammadde derisimi ve islem siiresi kosullarinda farkli derisimlerde NaOH (0,5; 1,0;
1,5 ve 2,0 M), H,SO4 (% 0,5; 1,0; 2,5 ve 5,0) ve H,Oy’ile (% 0,5; 1,0; 2,5 ve 5,0)
ultrasonik islemler yapilmistir. Bu maddelerin, hammaddelerdeki TK ve IS
degerlerine etkilerinin arastirilmasi amaciyla NaOH, H,SO4 ve H,O; ayr1 ayr1 ve
birlestirilerek calisilmistir. Calismalarda TK ve IS analizlerinden once ortamlarin
pH’1 notralize (pH 6-8) edilmistir. Notralizasyon icin 1,0 M NaOH ve % 70’lik

H,SO4 kullanilmigtir. Ayrica kalan H,O;’in uzaklagtirilmasi amaciyla ortama 1,0 M
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KMnOy eklenerek reaksiyonun gerceklesmesi i¢in 30 dk beklenmis, daha sonra 6000
rpm de 15 dk santrifiijlenerek TK ve IS analizleri yapilmistir. Calismalar Emla S 100
H (20 kHz, 550 W) model ultrasonik banyoda siirdiiriilmiistiir.

3.2.2.2. Kimyasal 6n islemler
Piroliz

Calismada kullanilan piroliz reaktorii Lefkosa/KKTC organize sanayinde,
paslanmaz celikten yaptirilmigtir. Reaktor temel olarak {izerinde gaz girisi ve

cikisinin yapilabilmesine olanak veren bir kapak ve cift cidarli bir gévdeden

olusmaktadir (Sekil 3.1.). Reaktoriin 6rnek yerlestirme kismi hacmi 75,36 cm” tir.

Azot + hava gikag Lzot girig

Crvata (teflon sargln

Sekil 3.1. Piroliz reaktorii
Piroliz uygulamas: i¢in 70 °C’de 24 saat ve ardindan 105 °C’de 2 saat

kurutulmus numuneler, desikatérde sogutulduktan sonra tartilarak, reaktore

yerlestirilmistir. Ardindan teflon contali kapak sikica kapatilmig ve reaktor
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icerisinden azot gazi gecirilerek ortamda bulunan oksijen gazi uzaklastirilmistir. Gaz
giris ve cikis kapaklar1 da teflon contali civatalar ile sikica kapatilmis ve 5 g
hammadde i¢in ayr1 ayr1 300, 350 ve 400 °C’de 20 dk piroliz islemi yapilmistir [56].
Piroliz uygulamasi sonrasi reaktdrden alinan numuneler tartilmigtir. 1 g/L olacak
sekilde sulandirilan numuneler siyah bant filtre kagidindan siiziilmiis, ardindan 6000
rpm’de santrifiijlenmis ve duru fazdan alinan kisimlarda TK ve IS analizleri

yapilmustir.
Fenton oksidasyonu

MS, MK, BK ve BS’nin 1 g/LL derisiminde hazirlanan ¢6zeltilerinde fenton
oksidasyonu ile TK ve IS degerlerinin degisimi arastirilmistir. Fenton
oksidasyonunun verimini dogrudan etkileyen pH, Fe®* derisimi (Fe** kaynag olarak
FeSO,4.7H,0 kullanilmistir) ve H,O, derigimi ayr1 ayri ¢alisilmig ve son olarak

reaksiyon siiresinin etkisi arastirilmistir.

pH’nin optimize edilmesi amaciyla Fe** 150 mM ve H,0, 250 mM olacak
sekilde hazirlanan cozeltilerde 7 farkli pH degeri (1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 ve 7,0)
caligilmastir.
**nin etkisi 5
farkli derigsim ile (100, 150, 250, 350 ve 500 mM) cahsilmis ve en uygun deger

Optimum pH degerinin saptanmasinin ardindan ilk olarak Fe

saptanmistir. Daha sonra optimum H,0, degerinin saptanmasi amaciyla optimum pH
ve Fe* derisiminde 5 farkli H,O, (100, 250, 350, 500 ve 750 mM) derisimi

caligilmastir.
pH, Fe** ve H,0; icin belirlenen optimum degerlerde reaksiyon siiresinin
etkisinin arastirilmast amaciyla 10 dk, 20 dk, 30 dk, 60 dk, 90 dk, 120 dk, 240 dk,

360 dk, 720 dk (12 sa) ve 1440 dk (24 sa)’lik reaksiyonlar gerceklestirilmistir.

Optimizasyon sirasinda deneyler; oncelikle pH’1in ayarlanmasi ardindan

Fe**nin ilavesi ve son olarak H,O, ilavesi ile baglatilmis ve 30 dk 200 rpm’de
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calkalanarak, oda sicakliginda (18 + 3 °C) gergeklestirilmistir. Siire sonunda
ortamlardan alinan numunelerde pH nétralizasyonu yapilmis (1,0 M NaOH ve %
70’lik H,SOy ile) ve kalan H,O;’in uzaklastirilmasi amaciyla ortama 1,0 M KMnOy4
eklenerek reaksiyonun gerceklesmesi i¢in 30 dk beklenmis, daha sonra 6000 rpm de

15 dk santrifiijlenerek elde edilen duru fazda TK ve IS analizleri yapilmustir.

Seyreltik H,SOy ile on islemler

MS, MK, BK ve BS’nin 1 g/LL derisiminde ayr1 ayr1 % 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 ve
5,0 H,SOy, iceren c¢ozeltileri ve H,SO4 icermeyen (kontrol) ¢dzeltisi hazirlanmistir.
Bu c¢ozeltilerin 5 mL’si 1siya dayamkli kapakli cam tiiplere eklenmis ve
termoreaktorde (Hack) 121 + 5 °C’de 0, 10, 30, 60, 120 ve 180 dk reaksiyonlar
gerceklestirilmistir. Siire sonunda ahnan orneklerde TK ve IS analizlerinden 6nce
ortamlarin pH’1 nétralize (pH 6-8) edilmistir. Notralizasyon i¢in 2,0 M NaOH
kullanilmis ve ardindan 6rnekler 6000 rpm de 15 dk santrifiijlenmistir.

Derisik H,SO, ile on islemler

MS, MK, BK ve BS’nin 1 g/L. derisiminde ayr1 ayr1 % 10,0; 15,0; 20,0; 25,0
ve 30,0 H>SOs; iceren ¢ozeltileri ve H»>SOs4 igermeyen (kontrol) cozeltisi
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin 5 mL’si 1s1ya dayanikli kapakli cam tiiplere eklenmis
ve termoreaktorde (Hack) 121 + 5 °C’de 0, 10, 30, 60, 120 ve 180 dk reaksiyonlar
gerceklestirilmistir. Siire sonunda ahnan orneklerde TK ve IS analizlerinden 6nce
ortamlarin pH’1 notralize (pH 6-8) edilmistir. Notralizasyon i¢in 12,0 M NaOH
kullanilmis ve ardindan 6rnekler 6000 rpm de 15 dk santrifiijlenmistir.

Alkali on islemler
MS, MK, BK ve BS’nin 1 g/L derisiminde ayr1 ayr1 % 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0
ve 5,0 NaOH ve Ca(OH), iceren (w/v) c¢ozeltileri ve NaOH/Ca(OH), icermeyen

(kontrol) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin 5 mL’si 1s1ya dayanikli kapakli cam

tiiplere eklenmis ve termoreaktérde (Hack) 121 £ 5 °C’de 0, 10, 30, 60, 120 ve 180
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dk reaksiyonlar gergeklestirilmistir. Siire sonunda alman 6rneklerde TK ve IS
analizlerinden once ortamlarin pH’1 nétralize (pH 6-8) edilmistir. N6tralizasyon icin
% 70’lik H,SO4 kullanilmis ve ardindan Ornekler 6000 rpm de 15 dk

santrifiijlenmistir.

Islak oksidasyon

Hammadeler {izerinde basing ve sicakligin her ikisinin birden uygulanmasi
islemine 1slak oksidasyon islemi ismi verilmektedir [1]. Bu nedenle ¢aligmanin bu
kisimi 1.2 Mpa basingta, 121 °C’de farkli zaman araliklarinda (10, 20, 30, 60, 120 ve
180 dk) gerceklestirilmistir. Hammaddeler 1 g/L. derisimde calisilmistir. Islak
oksidasyon isleminin veriminin belirlenmesi amaciyla asidik, alkali ve ndtr ortamlar

olusturulmus ve TK ve IS degerlerindeki degisimler saptanmustir.

Asidik sartlar % 98’lik H,SOy ile alkali sartlar ise % 40°lik NaOH ¢ozeltisi
ile saglanmigtir. Caligmada hem asidik hem de alkali sartlar % 0,5; 1,0; 2,0 ve 4,0
olacak sekilde ayarlanmistir.

Otoklavda (Simgek) 1,2 Mpa ve 121 °C’nin saglanmasi ile zaman
baglatilmig ve siire sonunda alinan Ornekler buzlu su banyosunda hizla
sogutulmustur. Ardindan pH nétralizasyonu (2,0 M NaOH ve % 70’lik H,SOy ile)
yapilmis ve ornekler 6000 rpm’de 15 dk santrifiijlenerek TK ve IS analizleri i¢in

hazir hale getirilmistir.
3.2.2.3. Biyolojik 6n islemler
Beyaz ciiriikgiil funguslarla on islem
Calismada kullamilan Funalia trogii ATCC 200800 (F. trogii) ve
Phanerochaeta chrysosporium (P. chrysosporium) ME 446; Mersin Universitesi,

Miihendislik Fakiiltesi, Cevre Miihendisligi Boliimii, Cevresel Biyoteknoloji

laboratuarindan saglanmigtir. Funguslarin devamliligi Potato Dextrose Agar (PDA)
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besi yerine aylik ekimler yapilarak saglanmistir. PDA’ya ekim yapilan funguslar 30
°C’de 7 giin inkiibe edildikten sonra +4 °C’de muhafaza edilmistir.

PDA’da iiretilmis funguslarin sivi ortama adaptasyonunun ve Kkiitle
miktarinin artirilmast amaciyla Jeya ve arkadaslarinin [48] Onerdigi sekilde
hazirlanan sivi  besiyerine (Cizelge 3.2.) asilama yapilmistir. Funguslarin
asilanmasindan 6nce besiyeri 121 °C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir. Ardindan
PDA’da iiretilmis funguslardan 1 cm’ biiyiikliige sahip 5 par¢a kesilerek 100 mL besi
yerine ayr1 ayr1 olacak sekilde asilama yapilmis ve asilanan ortamlar 12000 rpm’de
15 sn politron homojenizator ile homojenize edilmistir. Asilama yapilmis ortamlarda
fungus gelisiminin saglanmasi amaciyla calkalamali su banyosunda 150 rpm, 30

°C’de 7 giin inkiibasyon uygulanmistir.

Cizelge 3.2. Funguslarin iiretiminde kullanilan sivi besiyeri icerigi.

Kullanilan madde Derisim (g/L)
Glukoz 10,00
KH,PO, 0,80
NH4NO; 2,00
Na,HPO, 0,40
MgS0,4.7H,0 0,50
ZnS0,4.7H,0 0,001
FeS0O4.7H,O 0,005
CaCl,.2H,0 0,06
CuS0O4.7H,O 0,005
MnSO,4.H,O 0,005

Beyaz ciiriik¢iill funguslarla caligmada kullanilan hammaddelerin
sakkarifikasyonunun arastirilmas1 amaciyla Jeya ve arkadaslarinin [48] ©nerdigi

besiyeri (Cizelge 3.3.) modifiye edilerek kullanilmistir.
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Cizelge 3.3. Sakkarifikasyon i¢in hazirlanan besiyeri igerigi.

Kullanilan madde Derisim (g/L)
Hammaddeler Farkl1 derisimlerde
(MS,MK,BK,BS)

KH,PO, 0,80

NH4NO; 2,00

Na,HPO, 0,40

MgS0,.7H,0 0,50

Hammaddeler 75-212 um olacak sekilde ogiitiilmiistiir ve sakkarifikasyon
icin hazirlanan besiyerine ayr1 ayr1 1,0; 5,0; 10,0 ve 20,0 g/l olacak sekilde
eklenmistir. Ayrica kontrol amaciyla 5 g/ hammadde iceren (fungus asilamasi
yapilmamigtir-Kontrol) ve hammadde icermeyen (fungus asilamast yapilmistir-
Fungus Konrtol) ortamlar hazirlanmistir. 250 mL’lik erlenlere 100 mL olacak sekilde
alman ¢ozeltiler 121 °C’de 15 dk otoklavda steril edilerek agilamaya hazir hale

getirilmistir.

Sakkarifikasyonun gergeklesecegi ortama asilanmalar1 i¢in sivi ortamda 7
giinliik inkiibasyon sonucu iiretilen funguslar 12000 rpm’de 15 sn homojenize
edilmigtir ve 100 mL’lik sakkarifikasyon ortamlarina 5 mL olacak (% 5) sekilde

asillanmustir.

Asilamanin ardindan numuneler ¢alkalamali su banyosuna yerlestirilerek
150 rpm, 30 °C’de 35 giin boyunca inkiibe edilmis ve inkiibasyonun baglangicinda,
2., 4., 6., 8., 10., 15., 20., 25., 30. ve 35. giinlerinde erlenlerden steril ortamda
numuneler alinmigtir. Alinan numuneler 6000 rpm’de 15 dk. santrifiijlenmis ve

ardindan TK ve IS tayinleri yapilmistir.

Enzimatik on islem

Beyaz ciiriik¢iil funguslarla 6n islem ¢aligmalarinin ardindan ticari seliilaz

(Sigma C 2605, Aspergillus sp.’dan izole) ile sakarifikasyon ¢alismalar1 yapilmastir.
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Bu amagla ayn ayrt1 pH’min, sicakligin, temas siiresinin, c¢alkalama hizinin,

hammadde ve enzim derisimlerinin etkisi aragtirilmistir.

Seliilaz aktivitesinin maksimum oldugu pH’ nin belirlenmesi amaciya 0,1 M
Sitrik asit — sodyum sitrat tamponu kullanilarak baslangic pH’lar1 4,0; 4,2; 4:5,; 4,8;
5;0 ve 5;2 olacak sekilde ayarlanmistir. pH optimizasyonu sirasinda diger ortam
kosullari ise sicaklik, ¢alkalama hizi, temas siiresi, hammadde ve enzim derisimi i¢in

sirast ile 50 °C, 150 rpm, 48 saat, 5 g/L ve 15 FPU/g olacak sekilde ayarlanmustir.

Maksimum sakarifikasyon verimi icin 6 farkh sicakligin (35, 40, 45, 50, 55,
60 °C) etkisi arastirilmistir. Sicakligin optimizasyonu sirasinda diger ortam kosullari
ise pH, calkalama hizi, temas siiresi, hammadde ve enzim derisimi i¢in sirasi ile 4,8;

150 rpm, 48 saat, 5 g/L ve 15 FPU/g olacak sekilde ayarlanmistir.

Enzimatik hidroliz islemlerinde temas siiresinin etkisini belirlemek amaciyla
ilk 24 saat 6 saat ara ile ve ardindan 12 saat ara ile toplam 96 saat olacak sekilde
denemeler yapilmistir. Temas siiresinin optimizasyonu sirasinda diger ortam
kosullar1 ise pH, sicaklik, calkalama hizi, hammadde ve enzim derisimi i¢in sirasi ile

4,8; 50 °C, 150 rpm, 5 g/L ve 15 FPU/g olacak sekilde ayarlanmisgtir.

Maksimum sakarifikasyon verimi i¢in 5 farkli ¢alkalama hizinin (0, 50, 100,
150, 200 rpm) etkisi arastirilmigtir. Bu islemler sirasinda diger ortam kosullar: ise
pH, sicaklik, temas siiresi, hammadde ve enzim derigimi i¢in sirasi ile 4,8; 50 °C, 36

saat, 5 g/LL ve 15 FPU/g olacak sekilde ayarlanmistir.

Maksimum selilloz ¢evriminin gerceklesebilmesi amaciyla c¢alismada
kullanilan hammaddenin (MS, MK, BK ve BS) 4 farkli derisimi (1, 5, 10 ve 20 g/L)
calisilmigtir. Calismalar sirasinda diger ortam kosullar1 ise pH, sicaklik, temas siiresi,
calkalama hiz1 ve enzim derisimi icin sirasi ile 4,8; 50 °C, 36 saat, 100 rpm ve 15

FPU/g olacak sekilde ayarlanmistir.
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Maksimum sakarifikasyonun gergeklestirilebilmesi amaciya 5 farkli enzim
derisimi (10, 15, 20, 25, 30 FPU/g) calisilmistir. Bu islemler sirasinda diger ortam
kosullar1 ise pH, sicaklik, temas siiresi, ¢alkalama hizi ve hamadde derisimi i¢in

sirast ile 4,8, 50 °C, 36 saat, 100 rpm ve 5 g/L olacak sekilde ayarlanmistir.

Calkalamali su banyosunda gergeklestirilen islemin sonunda epondorf
tiiplerine alinan numuneler 6000 rpm’de 15 dk santrifiijlenmis ve duru fazdan alinan

numunelerde TK ve IS analizleri yapilmustir.

3.2.3. On Islem Kombinasyonu

Fiziksel, kimyasal ve biyolojik ©n islem c¢aligsmalarinin ardindan her
asamada saptanan maksimum TK ve IS degerleri ile sistem ekonomisi goz oniinde
tutularak TK ve IS miktarlarini daha fazla artirmak amaciyla farkli 6n islem

kombinasyonlar1 olusturulmustur.

3.2.3.1. Islak oksidasyon - enzimatik 6n islem kombinasyonu

[k olarak 1slak oksidasyon igin 1,2 MPa basing ve 121 °C sicaklikta 30 dk
islem siiresine tabi tutulan 5 g/L. derisime sahip hammaddeler, 6n islem sonunda oda
sicakligina kadar sogutulmus ve ependorf tiiplerine 6rnek alinmistir. Daha sonra tiim
ortamlarin pH’s1 4,8 olacak sekilde ayarlanmis ve iizerlerine 25 FPU/ghimmadde Seliilaz
ilave edilerek 50 °C’de 36 saat boyunca 100 rpm’de ¢alkalamali su banyosunda
tutulmustur. Islemin sonunda epondorf tiiplerine alman numuneler 6000 rpm’de 15
dk santrifiijlenmis ve duru fazdan alinan numunelerde TK ve IS analizleri

yapilmistir.
Ikinci basamakta ise yukarida anlatilan kombinasyonun tam tersi yani ilk

olarak enzimatik uygulama ardindan islak oksidasyon denemeleri yine yukarida

yazili sartlar degistirilmeden caligilmistir.
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3.2.3.2. Asidik 1slak oksidasyon - enzimatik 6n islem kombinasyonu

Asidik 1slak oksidasyon — enzimatik 6n islem kombinasyonu calismalarinda
ilk olarak asidik 1slak oksidasyon i¢in % 1,0 siilfiirik asit i¢ceren ortamlar (hammadde
derisimi 5 g/L) 1,2 MPa basing ve 121 °C sicaklikta 30 dk islem siiresine tabi
tutulmus, 6n islem sonunda oda sicakligina kadar sogutulmus ve ependorf tiiplerine
ornek alinmistir. Daha sonra tim ortamlarin pH’st 4,8 olarak ayarlanmis ve
tizerlerine 25 FPU/ghammadde Seliilaz ilave edilerek 50 °C’de 36 saat boyunca 100
rpm’de galkalamali su banyosunda tutulmustur. Islemin sonunda epondorf tiiplerine
alman numuneler 6000 rpm’de 15 dk santrifiijlenmis ve duru fazdan alinan

numunelerde TK ve IS analizleri yapilmustir.

Ikinci basamakta ise yukarida anlatilan kombinasyonun tersi, yani ilk olarak
enzimatik uygulama ardindan 1slak oksidasyon denemeleri yine yukarida yazili

sartlar degistirilmeden caligiimigtir.

3.2.4. Detoksifikasyon Calismalar1

On islem uygulamalar1 sirasinda olusabilecek asetik asit, furfural ve
levunilik asit daha sonraki etanol fermantasyonunu inhibe edebileceginden [69] bu
maddelerin ortamdan uzaklastirilmast gerekmektedir [1]. Bu amagla fiziksel,

kimyasal ve biyolojik detoksifikasyon islemleri yapilmistir.

3.2.4.1 Fiziksel detoksifikasyon ¢aligmalar1

Ekstraksiyon isleminde organik ¢oziicii olarak dietil eter ve etil asetat
kullanilmig ve iglemler ¢6ziicli : numune orani 3 : 1 olacak sekilde 3 kez yapilmistir.
Ayrimlarin gerceklesmesi sonrasi toplanan orneklerde herhangi bir seker kaybinin
olup olmadigimin tespit edilmesi amaciyla inhibitdrlerin yami sira heksozlar da
HPLC’de analizlenmistir [70]. Analizlerden énce numuneler 6000 rpm’de 15 dk
santrifiijlenmis ve duru fazdan alinan Ornekler 0,2 mikron’luk enjektor tipi

filtrelerden (Millipor) gegirilmistir.
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3.2.4.2. Kimyasal detoksifikasyon ¢alismalar1

5 g/l Ca(OH); kullanilarak alkali detoksifikasyon uygulanmistir. Yontemde
pH oncelikle 10,5’e kadar yiikseltilmig, ardindan 1,0 N H,SO; ile tekrar 6,5’a
diisiiriilmiistiir [S8]. Heksozlarin ve inhibitorlerin analizinde seyrelmeler gbz oniinde
tutulmustur. Deneme sonunda numuneler 6000 rpm’de 15 dk santrifiijlenmis ve duru
fazdan alinan 6rnekler 0,2 mikron’luk enjektor tipi filtrelerden (Millipor) gegirilerek

HPLC’de analiz edilmistir.

3.2.4.3. Biyolojik detoksifikasyon calismalar1

Ticari olarak satilan lakkaz (fenol oksidaz) enzimi ile enzimatik
detoksifikasyon uygulanmistir. Calismalar; calkalamali su banyosunda, 100 mL’lik
erlenler kullanilarak 30 mL 6rnek hacminde, 50 °C’de, pH’nin 6,0 olarak 0,1 M
sodyum-fosfat tamponu ile tamponlandig1 ortamlarda, 125 rpm ¢alkalama hizinda, 3
farkli lakkaz aktivitesi (45,0; 90,0 ve 200,0 CU) iceren ortamlarda 12 saat boyunca
stirdiirtilmiistiir [71]. Ayrica 12 saat boyunca herhangi bir kontaminasyon olmamasi
amaciyla ortamlara 200 mg/L olacak sekilde amoksisilin trihidrat ilave edilmistir.
Deneme sonunda numuneler 6000 rpm’de 15 dk santrifiijlenmis ve duru fazdan
alman Ornekler 0,2 mikron’luk enjektor tipi filtrelerden (Millipor) gecirilerek
HPLC’de analiz edilmistir.

3.2.5. Etanol Fermantasyonu

Cesitli On islemlerden gecirilen misir (MS, MK) ve bugday (BS, BK)
atiklarinda, etanol fermantasyonu gerceklestirilmistir. Fermantasyon icin
Saccharomyces cerevisiae kullanilmistir.

3.2.5.1. Maya iireme ortaminin hazirlanigi

Fermantasyondan once, Saccharomyces cerevisiae’nin ortam kosullarina

adaptasyonunun kolay olmasi i¢in 6n iiretim ortam1 hazirlanmistir. Ureme ortamina;
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10 g/L. glukoz, 5 g/L. (NH4),SOq4, 1 g/l MgS04.7H,0, 5 g/l maya oziitii, 0,5 g/L
CaCl, ilave edilmis ve baslangic pH degeri % 0,1’lik H,SOy ile 4,25 olacak sekilde
ayarlanmustir [72]. Ardindan ortama; otoklavda, 121 °C’de, 1,2 atm basingta, 15 dk
sterilizasyon uygulanmigtir. Sterilizasyon sonras1 10 g/l maya ortama ilave edilerek
30 °C ve 150 rpm olacak sekilde galkalamali su banyosunda 48 saatlik maya iiretimi

gerceklestirilmistir.

3.2.5.2. Ureme egrisinin elde edilmesi

Fermantasyon ortaminda aktifligi yiiksek mikroorganizmalarin kullanilmasi
amaciyla iireme egrisi olusturulmustur. Bu dogrultuda calismada belirli zaman
araliklarinda (3., 6., 9., 12., 15., 18., 21. 24. 30. 36. 42. ve 48. saatler) iireme
ortamindan numuneler alinmistir.  Alman numuneler 600 nm’de absorbanslari
okunmus ve mikroorganizma sayisindaki degisim izlenmistir. Absorbans

okumalarinin 0,6-0,9 arasinda olabilmesi i¢in gerekli seyreltmeler yapilmistir.

3.2.5.3. Fermantasyon ortamlari

Onceden saptanan optimum kosullarda 6n islem gérmiis MS, MK, BK ve
BS’nin 40 g/L’lik ¢ozeltilerinin baslangic pH’lart % 0,1’lik H,SOy ile 4,25 olacak
sekilde ayarlanmis [72] ve Saccharomyces cerevisiae On iiretim ortamindan, aktifligi
en yiiksek mikroorganizmalarin bulundugu (logaritmik iireme safhas1) aralikta alinan

asidan hacimce % 7 olacak sekilde asilama yapilmistir.

Fermantasyon sirasinda olugan CO; gazimin uzaklastirilmasi ve oksijen
girisinin engellenmesi amaciyla agizlarina serum hortumu yerlestirilerek parafilm ile
kapatilan erlenlerin i¢inden agilama yapildiktan hemen sonra, mevcut oksijen gazini
uzaklastirmak i¢in azot gazi gecirilmis ve ardindan hortumlarin ucu, fermantasyon
ortamlarinin dis ortam kosullarindan etkilenmemesi i¢in, i¢i su dolu olan bir erlenin
icerisine yerlestirilmistir. 250 mL’lik erlenler igerisinde 100 mL fermantasyon
ortaminda, 28 °C’de, 150 rpm’de 60 saat boyunca fermantasyon devam ettirilmistir.

Fermantasyon siiresi boyunca cesitli zamanlarda (0., 6., 12., 18., 24., 30., 36., 42.,
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48., 54. ve 60. saatler) alman 6rneklerde pH, toplam heksoz (glukoz + fruktoz +

mannoz + galaktoz) tayini ve etanol miktar1t HPLC ile analiz edilmistir.

Calismada baglangi¢ seker miktar1 belirli olan her bir hammadde i¢in ayr1
ayr1 sentetik olarak olusturulmus kontrol gruplar1 da kullanilarak, kontrol/numune
etanol verimi kiyaslanmistir. Bu sekilde on islemler sonrasi yapilan detoksifikasyon
calismalar1 neticesinde, ortamda giderilmeden kalan inhibitorlerin etkisinin olup
olmadig arastirilmistir. Kontrol gruplarina inorganik besin maddeleri, numunelerde

I-XRF (Jeol, jsm-6610) ile olciilen miktarlara esit olacak sekilde ilave edilmistir.

Fermantasyon islemi sonunda hammaddeler icin saptanan degerler asagida

belirtilen ifadelere dayanarak hesaplanmistir.

Ce,max
. . 10
Maksimum etanol (hacimce %) =—— 3.1)
0,789
. . C€ max
Maksimum etanol miktar1 (g/Zhamdde) = — (3.2)
h,0
.o . C€ max
Etanol iiretim hiz1 (g/L.saat) = — (3.3)
. . . C€ max
Mayanin alkol iiretim verimi (%) = 2 x100 (3.4)
(€, —C, un J¥0511
. Cemn
Etanol verimi (%) = (C;jxloo 3.5)
5,0

Cso :baslangic seker derisimi (g/L),

Ce.max:maksimum etanol derisimi (g/L)

Cho :baslangic hammadde derisimi (g/L)

tmax : maksimum etanol miktarinin saptandig siire (saat)

C.max : tmax da seker derisimi (g/L)

0,511: teorik olarak (% 100) heksozlarin (C¢H;206) etanole cevrim oranidir.
detanol = 0,789 g/mL
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3.2.6. SEM Analizleri

Numuneler iizerinde yapilan 6n islem ve detoksifikasyon ¢alismalar1 sonrasi
yapilarda meydana gelen degisimlerin gorsel olarak ortaya cikarilmasi amaciyla
numuneler ayr1 ayr1 baglangic ve 6n islem sonrast olmak iizere SEM (scanning
electron microscope — JEOL, JSM-6610LV marka)’de analizlenmistir. Goriintiilerin
daha net elde edilmesi amaciyla hazirlanan preparatlar oncelikle vakum altinda Altin

ile kaplanmistir (EMITECH SC7620 Sputter Coter).

3.2.7. Maliyet Analizleri

Calismada en uygun On islem olarak belirlenen sartlarin ve fermantasyon
basamaginin, 1 ton hammadde icin giderleri hesaplanmistir. Ardindan 1 ton
hammadde i¢in elde edilen etil alkol ve fermantasyon sonrasi kalan posa kisiminin
(ham protein miktar1 belirlenerek yem katki maddesi olarak kullanilip
kullanilamayacagi arastirilmistir) gelirleri hesaplanarak onerilen sistemin fizibilitesi

(teorik) olusturulmustur.
3.2.8. Analitik Prosediir
3.2.8.1. Nem tayini

Numunelerin nem igeriklerinin belirlenmesi amaciyla, 10 g 6rnek 105 °C’de
2 saat kurutulmus ve desikatorde sogutulduktan sonra tartilmistir. Tartim sonrasi
tekrar desikatore yerlestirilen ornek 30 dk sonra tekrar tartilmistir. Iki tartim
arasindaki fark, 0,005 g’i1 gecmeyinceye kadar devam edilerek sabit tartim elde
edilmigstir. Daha sonra agirlik azalmasina bagli olarak nem icerikleri belirlenmistir.

3.2.8.2. Lignin tayini

Lignin tayini i¢in 1,0 g 105 °C’de 2 saat kurutulmus numune iizerine (m,)

15 mL % 72’lik H,SOy4 ilave edilerek 20 °C’de 2 saat bekletilmistir. Ardindan
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karisgim 1Llik erlene alinarak tizerine 560 mL distile su eklenmis ve geri sogutucu
altinda 4 saat kaynatilmistir. Siire sonunda karisim mavi bant filtre (125 mm Filtrak)
kullamlarak filtrelenmis, asitten armdirmak i¢in 500 mL kaynar distile su ile
yikanarak pH 6-7 araligina kadar yiikseltilmistir. Daha sonra numune 2 saat siireyle

105 °C’de kurutulmus ve desikatdrde sogutulmus ve tartilmistir [73].

3.2.8.3. Seliiloz tayini

Seliiloz tayini i¢in 1,0 g 105 °C’de 2 saat kurutulmus numune (m,) 1 L’lik
erlene aktarilmis ve iizerine 200 mL 0,255 N’lik sicak siilfiirik asit ¢ozeltisi ilave
edilmigtir. Cozelti, geri sogutucu altinda 30 dakika kaynatilmis ve numune filtre
kagidindan (mavi bant, 125 mm Filtrak) gecirilerek ve kaynar haldeki damitik su ile
asitlik giderilene kadar (pH 6-7) yikanmustir.

Filtrede kalan numune 200 mL 0,313 N’lik kaynar sodyum hidroksit
cozeltisi kullanilarak 1 L’lik erlene aktarilmis ve geri sogutucu altinda 30 dakika
kaynatilmigtir. Daha sonra numune filtre kagidindan (mavi bant, 125 mm Filtrak)
gecirilerek ve kaynar haldeki damitik su ile yikanarak tiim sodyum hidroksit
cozeltisinin tamaminin geri alinmas1 (pH 6-7) saglanmistir. Ardindan filtrat 15 mL %
95’lik etil alkol ile calkalanmis ve porselen krozeye aktarilmis, 105°C’deki etiivde 2

saat kurutulmus ve numune kiitlesi (m.) kaydedilmistir.
Krozedeki kurutulmus malzeme 30 dakika siireyle 600°C’deki firinda
yakilmis, desikatdrde sogutulup tartimistir. Bu degerden krozenin darasi ¢ikarilarak

yakma sonucu eritme kabmnda kalan numune kiitlesi (my) kaydedilmistir.

Orneklerdeki seliiloz miktar1 (mg) asagidaki baginti ile hesaplanmustir [74]:

m =—2 (3.6)
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3.2.8.4. Hemiseliiloz tayini

Hemiseliilloz miktariin tayin edilmesi amaciyla holoseliilloz miktar1
saptanmis ve seliiloz miktariyla farkli alinarak hesaplanmistir. Analizde 250 mL’lik
kapakli cam sise icerisine 150 mL seyreltik (%1) asetik asit 2 g NaClO, ve 1,0 g 105
°C’de 2 saat kurutulmus numune eklenmistir. Ardindan karisim 80 °C’de su
banyosunda (FElektro-mag) 1 saat tutulmustur. Daha sonra karigim mavi bant filtre
(125 mm Filtrak) ile filtrelenmistir. Bu islem ii¢ defa tekrar edilmis ve filtrat once
aseton ardindan distile su ile yikanarak 105 °C’de 2 saat etiivde (Niive) kurutulmus

ve 1 mg hassasiyet ile tartilarak holoseliiloz miktar1 saptanmistir [75].

3.2.8.5. Toplam karbonhidrat (TK) tayini

TK tayini Rao ve Pattabiraman’in [76] Onerdigi Fenol-Siilfiirik asit
kolorimetrik yontemiyle yapilmistir. Deney; 1 mL 6rnek iizerine 1 mL % 5’lik fenol
ve 5 mL derisik H,SOy, ilavesi, ardindan vorteks ile karistirma ve 30 dk reaksiyonun
ardindan 488 nm’de spektrofotometrede okuma ile tamamlanmaktadir. Sonuglar
glukozun standart ¢6zelti olarak kullanilmasi ile olusturulan kalibrasyon egrisi (Sekil
3.2.) ile derisim olarak ifade edilmistir. Deneyler li¢ paralel olarak yapilmis ve

sonuclarin ortalamalar1 alinarak degerlendirilmistir.

3 y=0,012x
2.5 R*=0,9971

Absrobans
T

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Glikoz derisimi (mg/L)

Sekil 3.2. TK tespiti i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi.
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3.2.8.6. Indirgen seker (IS) tayini

1nd'1rgen sekerler glukoz, fruktoz, mannoz, galaktoz, gliseraldehit, laktoz,
arabinoz ve maltoz’u igeririler. Bagka bir deyimle pentoz ve heksozlardir. Ancak

sukroz ve trihaloz indirgen sekerlerin disinda tutulurlar [77].

Seker molekiiliindeki anomerik karbon (oksijen atomlarma ¢ift bag ile
baglanmis karbon —C=0) serbest hale gelince indirgen seker meydana gelir. Seker
molekiilleri zincir yapili molekiiller olabildikleri gibi halka yapida da
olabildiklerinden bu iki form arasinda bir denge kurulabilir. Asetal ya da ketal
baglar1 olan sekerler serbest aldehit zincirleri olusturamadigindan indirgen seker
degildirler dolayisiyla bunlar herhangi bir “indirgen seker test soliisyonu” ile
reaksiyon vermezler. Indirgen olmayan bir seker, seyreltik hidroklorik asit ile
hidrolize edildiginde yapisindaki asetal ya da ketal hemiasetal ya da hemiketala
doniigiir. Hidrolizden ve asit noétralizasyonundan sonra elde edilen iiriin test

soliisyonlariyla reaksiyon veren indirgen bir seker olabilir [77].

[S’lerin tayininde Miller’in onerdigi [77] dinitro salisilik asit (DNS) ile
kolorimetrik yontem kullamlmistir. Yontemde kullanilan c¢ozeltiler ve deneyin
yapilis1 agagida agiklanmistir:

DNS ¢ozeltisi:

10,0 g DNS, 2,0 g fenol, 0,5 g Na,SOs, 10,0 g NaOH 1L distile su icerisinde

coziilmiistiir.

Potasyum Sodyum Tartarat (PST) ¢ozeltisi:

40,0 g PST 100 mL distile su igerisinde ¢oziilmiistiir.
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Deneyin yapilisi:

3 mL oOrnek iizerine 3 mL DNS cozeltisi ilave edilerek vorteks ile
karigtirtlmigtir.  Karigim 90-100 °C’de 15 dk bekletilmistir. Siire sonunda olusan
kahverengi-kirmizi rengin korunmasi amaciyla karisim iizerine 1 mL PST cozeltisi
ilave edilerek numuneler buzlu suda hzla sogutulmustur. Sogutulan numuneler
spektrofotometrede 575 nm dalga boyunda okunmustur. IS tayininde kalibrasyon
egrisi glukoz kullamlarak olusturulmustur (Sekil 3.3.). Deneyler ii¢ paralel olarak

yapilmig ve sonuglarin ortalamalar1 alinarak degerlendirilmistir.

Abrosbans
o

0 I I I I I 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Glikoz Derisimi (mg/L)

Sekil 3.3. IS tespiti i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi.
3.2.8.7. Seliilaz tayini

Deneylerde kullanilan seliilazin (Sigma C2605) aktivitesinin FPU (fitler
paper unit) cinsinden belirlenmesi ve deney siiresi boyunca analizlenmesi amaciyla
Ghose’un [79] onerdigi yontem kullanilmistir. Bu yontemde seliillaz tarafindan

olusturulan glukozun belirlenmesi hedef alinmistir.

Yontemde kullanilan ¢ozeltiler ve deneyin yapilist asagida agiklanmigtir:
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DNS ¢ozeltisi:

10,6 g DNS ve 19,8 g NaOH 1416 mL distile su icerinde ¢oziilmiis ve
ardindan ortama 306 g sodyum potasyum tartarat, 50 °C’de eritilmis 7,6 mL fenol ve

8,3 g sodyum metabisiilfit eklenmistir.

Sitrat tamponu:

210 g sitrik asit mono hidrat 1 L’de distile suda ¢6ziilmiis ve pH’1 4,5 olana
kadar NaOH, ilave edilmistir. pH’1 4,5 olarak sabitlenen 1 M’lik ¢cozeltiden deneyde
kullanilmak iizere 0,05 M olacak sekilde sulandirma yapilmistir. Sulandirma

sonucunda ortam pH’1 4,8 olarak belirlenmistir.

Deneyin Yapilisi

1. Substrat olarak kullanilmak iizere 1,0 cm x 6,0 cm (yaklagik 50 mg)
olacak sekilde Whatman No. 1 filtre kagitlar1 hazirlanmistir.

2. Filtre kagitlann sargi yapilmigs bicimde cam tiiplerin diplerine
yerlestirilmis ve iizerlerine 1 mL sitrat tamponu ilave edilerek 50 °C’ye ayarlanmig
su banyosuna yerlestirilmistir

3. 5 farkh sekilde sitrat tamponu ile seyreltme yapilan enzim kaynagindan
0,5 mL tiiplere ilave edilmis ve 60 dk reaksiyon gerceklestirilmistir.

4. Reaksiyon sonunda su banyosundan alman tiiplere 3 mL DNS c¢ozeltisi
ilave edilmis ve kaynayan suyun bulundugu ortamda 10 dk beklenmistir.

5. Siire sonunda tiipler buzlu suya alinarak aniden sogutulmustur.

6. Sogutulan Ornekler spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda

okunmustur.

Kontrol guruplart

1. kontrol: sadece 1,5 mL sitrat tamponu igeren ortam.
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2. kontrol (enzim kontrol): 1 mL sitrat tamponu ve 0,5 mL enzim igeren
ortam.
3. kontrol (substrat kontrol): 1,5 mL sitrat tamponu ve Whatman No. 1 filtre

kagit1 iceren ortam.
Hesaplama

1. Oncelikle DNS c¢ozeltisi kullamlarak Asso’da glukoz standart egrisi
olusturulmustur.

2. Ardindan seyreltme yapilmig seliilaz numunerinde glukoz degerleri
saptanmig ve seyreltmeye karsilik glukozu gosteren lineer bir egri olusturulmustur.

3. Bu egri lizerinde 2,0 mg/0,5 mL’ye karsilik gelen seyreltme miktari
belirlenerek asagidaki formiilde gosterildigi sekilde seliilaz aktivitesi FPU cinsinden

belirlenmistir:

0,37
FF1I= — - (3.7)
2,0 mg ghikoz olugturan seyreltilims enzm

*0,37 sabit terimi glukozun equivalent degeridir:

2,0 mg ghikoz / U,IIBF]]&-' mg glukoziprnaol — 0,37 prolidic L.
(0,5 mL seyreltilmiz enzim x 60 dk) 3.8)

3.2.8.8. Lakkaz tayini

Lakkaz (02:p-difenol oksido-rediiktaz, EC. 1.10.3.2) aktivitesinin
Olciimiinde Guaikol (Sigma) substrat olarak kullanilmistir ve guaikoliin
oksidasyonuna bagl olarak olusan rengin 465 nm dalga boyunda spektrofotometrede
(Shimadzu UV 2550) 6l¢iimii ile lakkaz aktivitesi saptanmistir. Lakkaz aktivitesi
Olciimiinde reaksiyon karigimi 10 um guaikol /SmL 0,1 M sodyum fosfat tamponu
(pH 6,0) icerecek sekilde hazirlanmis guaikol ¢ozeltisinin 4,9 mL’sine 0,1 mL enzim
kaynagi eklenerek 30 °C’de 60 dakika siire ile inkiibe edilmistir. Lakkaz aktivitesi
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inkiibasyon karigiminin optik yogunlugunda 0,1 birim artisa neden olan enzim

aktivitesi kolorimetrik iinite (Colorimetric Unit:CU) olarak tanimlanmaktadir [80].

3.2.8.9. Heksozlarin tayini

Numuneler heksoz analizlerinden 6nce; 6000 rpm’de 15 dk santrifiijlenmis
ve duru fazdan alman ornekler 0,2 pm’luk enjektor tipi filtrelerden (Millipor)

gecirilmistir.

HPLC’de heksozlarin (glukoz, mannoz, fruktoz ve galaktoz) analizi; tasiyici
fazin deiyonize su olarak kullamldigi, 0,5 mL/dk akis hiziyla, 65 °C’de, 10 puL
ornekleme yapilarak, 40 dk kromatografi uygulanarak yapilmistir [81]. Heksozlarin
tayini icin Shimadzu marka HPLC sistemde Coregel-87H3 (Transgenomic) kolon
kullanilmig ve refraktif indeks detektor (Shimadzu RID-10A) ile sonuglar alinmistir.
Numunelerin analizlerinden ©nce heksozlar icin ayr1 ayr standart egriler
olusturulmustur. Heksozlar icin standart derisimleri 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 ve 5,0 g/LL

olarak hazirlanmustir.

3.2.8.10. Inhibitorlerin tayini

HPLC’de etanol fermantasyonunu inhibe eden maddelerin (asetik asit,
levunilik asit ve furfural) analizleri ise tasiyic1 fazin 5 mM H,SOj olarak kullanildig,
0,5 mL/dk akig hiziyla, 65 °C’de, 10 pL o6rnekleme yapilarak (Shimadzu Auto
sampler), 50 dk kromatografi uygulanmistir [81]. Bu maddelerin tayini icin
Shimadzu marka HPLC sistemde Coregel-87H3 (Transgenomic) kolon kullanilmig
ve UV/VIS detektor (Shimadzu SPD-20A) ile 227 nm’de sonuclar alinmistir.
Numunelerin analizlerinden 6nce bu maddeler icin ayr1 ayr1 standart egriler
olusturulmustur. Standart derisimleri 25,0; 50,0; 100,0; 250,0 ve 500,0 mg/L. olarak

hazirlanmistir.
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3.2.8.11. Etil alkol tayini

Numuneler heksoz analizlerinden 6nce; 6000 rpm’de 15 dk santrifiijlenmis
ve duru fazdan alman ornekler 0,2 pm’luk enjektor tipi filtrelerden (Millipor)

gecirilmistir.

HPLC’de etil alkol analizi; tagiyict fazin 5 mM H,SO4 olarak kullanildig,
0,5 mL/dk akig hiziyla, 65 °C’de, 10 uL 6rnekleme yapilarak, 40 dk kromatografi
uygulanmistir [82]. Etanol tayini icin Shimadzu marka HPLC sistemde Coregel-
87H3 (Transgenomic) kolon kullanilmis ve refraktif indeks detektor (Shimadzu RID-
10A) ile sonuglar alinmistir. Numunelerin analizlerinden once etanol standart egrisi
olusturulmustur. Etanol icin standart derisimleri 3,79; 7,57; 37,87; 75,74 ve 113,62

g/L olarak hazirlanmaigtir.
3.2.8.12. Ham protein tayini

Fermantasyon sonrasi, etil alkol distilasyonunun ardindan, ortamda kalan
posanin ham protein miktarmin belirlenmesi amaciyla numunelerin, AOAC

992.15:1992’ye gére Mersin 11 Kontrol Laboratuarinda protein miktarlar1 analiz

edilmistir [83].
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. HAMMADDE ICERIKLERI

Deneylerde kullanilan hammaddelerin icerikleri Materyal ve Metod
boliimiinde ifade edilen yontemlerle gerceklestirilmis ve sonuglar Cizelge 4.1.’de

verilmistir.

Cizelge 4.1. Hammadde icerikleri (tanecik boyutu 75-212 pm).

Hammadde Nem | Lignin | Selilloz | Hemiseliiloz | TK IS

(%) | (mg/g) | (mglg) | (mg/g) (mg/g) | (mg/g)
MK 3,63 159,32 | 394,26 | 376,42 20,88 10,40
MS 1,53 134,71 | 471,37 |313,92 132,31 | 114,22
BK 5,20 149,80 | 411,32 | 418,88 76,54 6,18
BS 2,92 161,72 | 424,29 | 363,91 27,80 3,83

4.2. FIZIKSEL ON ISLEMLER
4.2.1. Mekanik On Islemler

Seliiloz hidrolizinde ligninoseliillozik materyalin gdzenekliligi biiyiilk nem
tasir. On islem yapilmadiginda seliiloz hidroliz verimi teorik olarak %?20’nin

altindayken, on igslemden sonra bu verimin % 90’1 gectigi rapor edilmistir [1].

Calismada her bir hammadde icin 8 farkli elek {izerinde toplanan 6rneklerde

fermente olabilir sekerlerin saptanmas1 amaciyla TK ve IS analizleri yapilmustir.

MK ile yapilan ¢aligmalar sonucunda tanecik boyutunun kiiciilmesi ile TK

ve IS miktarlarinda artis saptanmistir. Sonuclar Cizelge 4.2.’de verilmistir.
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Cizelge 4.2. MK’ nin farkli partikiil boyutlarinda saptanan TK ve IS miktarlar:.

Elek No TK (mg/g) IS (mg/g)
1 3,99 2,97

2 7,15 4,56

3 9,27 6,54

4 11,78 7,56

5 17,18 7,79

6 20,88 10,40

7 22,44 13,16

8 2427 13,70

MS ile yapilan calismalar sonucunda da tanecik boyutunun kiigiilmesi TK
ve IS miktarlari ile orantili oldugu saptanmistir. Ancak 4 numarali elekten (300-500
pum) sonra TK miktarlart hemen hemen sabit kalirken IS miktarlarinda artis soz
konusudur. Sonuglar Cizelge 4.3.’de verilmistir. IS miktar1 partikiil boyutunun
kiiciilmesi ile artis gostermektedir. Ancak elegin gdzenek biiyiikliigiiniin kii¢iilmesi
ile maliyet ters orantil1 oldugu i¢in uygun elek numarasi 6 olarak belirlenebilir. MS
ile yapilan calismada yiiksek miktarda TK ve IS saptanmistir. Bu bulgu TK
icerisindeki fermente olabilir iiriinleri ifade eden IS’nin fazla oldugunu ve

fermantasyon sonucu daha yiiksek iiriin elde edilebilecegi anlamina gelmektedir.

Cizelge 4.3. MS’nin farkli partikiil boyutlarinda saptanan TK ve IS miktarlar1.

Elek No TK (mg/g) IS (mg/g)
1 75,84 39,93

2 107,29 75,01

3 120,92 93,44

4 134,01 103,58

5 132,93 109,30

6 132,31 114,22

7 134,01 121,33

8 132,80 122,20
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BK ile yapilan c¢alismalarda ogiitiilmemis tanecik boyutunun diger
hammaddelere gore daha kiiciik olmasi nedeniyle 1 numarali elekte numune
toplanamamistir. BK ile yapilan ¢alismalarda 6 numarali elege kadar TK ve IS
miktarinda artig saptanirken 7 ve 8 numarali eleklerde ise bu degerlerde diisiis
saptamigtir. Bu diisise neden olarak BK igerisinde bulanabilecek tanecik boyutu
kii¢iik olan toz ve diger maddelerin neden oldugu diisiiniilmektedir. Sonuclar Cizelge

4.4.de verilmistir.

Cizelge 4.4. BK’mn farkl partikiil boyutlarinda saptanan TK ve IS miktarlar:.

Elek No TK (mg/g) IS (mg/g)
1 _ _

2 61,09 0,29

3 63,79 0,50

4 70,19 2,40

5 72,97 4,29

6 76,54 6,18

7 43,51 3,87

8 41,64 3,41

Yukaridaki cizelgede de goriildiigii gibi IS derisimi oldukca diisiiktiir. Bu
sonu¢ BK icerigindeki ligninoseliilozik materyalin daha yiiksek oldugunu ve sadece
elekten gecirilerek uygulanan 6n islem ile IS miktarmin istenilen seviyeye

cikarilamayacagini gostermektedir.
BS ile yapilan ¢alismalar sonucunda da diisiik IS miktar1 saptanmistir. Elek

numaras1 artist ile TK ve IS miktarlari artmaktadir. Sonuglar Cizelge 4.5.’de

verilmistir.
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Cizelge 4.5. BS mn farkl: partikiil boyutlarinda saptanan TK ve IS miktarlari.

Elek No TK (mg/g) IS (mg/g)
1 8,93 0,97
2 10,22 1,39
3 11,72 1,81
4 14,75 1,89
5 24,52 2,99
6 27,80 3,83
7 31,42 4,88
8 32,62 4,50

Mekanik o6giitme ve eleme ile farkli tanecik boyutlarina ayrilan

hammaddelerde saptanan TK ve IS degisimini gosteren grafikler Sekil 4.1. de

verilmistir.
1509 1509 —- MK
—h—
1254 1254 MS
—¥-BK
2 100 5 1007 ——BS
E =
E 751 E 757
M ur
= 504 = 504
ZS-M 257
0' T T T T T T T 1 0'%
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Elek No Elek No

Sekil 4.1. Mekanik 6giitme ve eleme islemleri sonras1 saptanan TK ve IS degerleri.

Sekil 4.1.’de goriildiigii gibi hammaddeler arasinda TK degeri en yiiksek
olan MS’dir. Ardindan BK, BS ve MK gelmektedir. En yiiksek IS degeri de MS’de
saptanmistir. Ardindan MK, BK ve BS gelmektedir. Mekanik 6giitme caligmalari
sonucunda tanecik boyutunun TK ve IS miktarlar1 acisindan ©nem tasidigi

saptanmigtir.
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Ozellikle MS ile yapilan calisma bulgularimin diger hammaddelere gore
daha verimli oldugu belirlenmistir. Ayrica 4 farkli hammadde i¢in de 6 numarah
elegin daha verimli oldugu saptanmistir. Elek boyutunun daha fazla azaltilmasi ile
verim artig gostermektedir ancak ekonomik acidan degerlendirildiginde ise verim

artig1 ile maliyetin birbirini dengelemeyecegi diisiiniilmektedir.

Ligninoseliilozik yapica zengin olan materyallerde (kavak, ladin vs)
mekanik Ogiitme ile tanecik boyutunun kiiciiltiilmesi igleminin, kristal haldeki
seliiloz yapisinin bozulmasinda ©Onemli rol oynadigi, bu sekilde daha sonra
uygulanacak olan igslemlerde fermente olabilir {iriinlerin ortaya c¢ikarimasinin daha
kolay olacagi rapor edilmistir [17]. Spesifik ylizey alanmimin artirilmasi ile
ligninoseliilozik materyelin hidrolizinde materyal tiirii, 6glitme sekli ve siiresine
bagl olarak % 5 — 25 oraninda artig, ayn1 zamanda hidroliz siiresinde de % 23-59
oraninda azalmanin oldugu rapor edilmistir [84]. Tanecik boyutu 40 mesh’in (385
pum) tizerinde yapilan dglitmenin ise hidroliz verimi ve hizinda daha az etkili oldugu

bildirilmistir [85].

4.2.2. Ultrasonik On Islemler

Tanecik boyutunun etkisinin ¢alisildigi kisim sonunda her bir hammadde
icin optimum TK ve IS miktarinin saptandig1 6 numarali elekten alinan numuneler ile
ultrasonik on islem caligmalar1 da dahil olmak iizere diger tiim 6n iglem caligmalari
yapilmustir. Ultrasonik 6n islemlerin TK ve IS miktarlar1 iizerindeki etkisinin
arastirilmas1 amaciyla MK, MS, BK, BS nin ayr1 ayr1 1g/L, 5 g/L, 10 g/LL ve 20
g/L’lik ¢ozeltileri hazirlanmis ve bu cozeltiler 100 mL erlenlere 50 mL olacak
sekilde eklenmistir. 15-120 dk arasinda degisen siirelerde ultrasonik dalgalarin etkisi

arastirilmistir.

MK ile yapilan caligmalar sonucunda 1g/L. derisim icin TK degerinde
zamanla artis saptanmig, c¢alisilan diger derisimlerde ise anlamli bir artig
belirlenmemistir. IS degerlerinde ise tiim konsantrasyonlar i¢in zamanla belirgin bir

artis saptanmamustir (Sekil 4.2.). 1 g/LL derisimde Ultrasonik uygulama siiresi ile 1
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g/L i¢in TK degerinin 60.dk’ya kadar lineer bir sekilde arttigini ve daha sonra azalan
bir artis gosterdigi goriilmektedir (Sekil 4.2.). Ayrica yiiksek derisimlerde daha
diisik TK ve IS saptanmasi ultrasonik dalgalarin artan derisimle birlikte yeterli

etkilesime girmedigi fikrini dogurmustur.
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"1 ‘ZE%{;;Z
o) —
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34 ——20 g/L
0 ) ) ) ) ) ) L) 1 0 T ) ) ) ) ) L) 1
0 15 30 45 60 75 90 105 120 0 15 30 45 60 75 90 105 120
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Sekil 4.2. MK ile yapilan ultrasonik islemler sonucu TK ve IS degisimi.

MS ile yapilan calismalarda ise 1, 5 ve 10 g/L derisimlerde ilk 15 dakika
sonunda TK miktarinda hizli bir artig goriiliirken 20 g/L’lik ortamda artig
saptanmamistir. 120 dk boyunca 1, 5 ve 10 g/L’lik ortamlardaki IS miktar1 artis
gosterirken, 20 g/L’lik ortamlarda artis s6z konusu degildir. MK’ya benzer sekilde
yogun ortam olan 20 g/L’de ultrasonik dalgalarin etkisi ile TK degisimi, seyreltik
ortam olan 1g/L’ ye gore oldukca diisiik olmustur (Sekil 4.3.).

2001

lsoﬁf
)
)
5100‘ _._lg/L
=z ——5g/L
504 —¥—10g/L
——20¢g/L
O T T T T T T T 1 C T T T T T T T 1
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Sekil 4.3. MS ile yapilan ultrasonik islemler sonucu TK ve IS degisimi.
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BK ile yapilan calisma bulgularina gore, zamanla TK degisimi kullanilan
materyalin derisimi ters orantili olarak artmustir. IS miktarlarinda ise tiim derisimler

icin artig gbzlemlenmistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. BK ile yapilan ultrasonik islemler sonucu TK ve IS degisimi.

BS ile yapilan calismada ise 1 g/L derisimde TK degerinde 90. dk’ya kadar
artts gozlemlenmistir. Diger derisimlerde ise 6nemli bir artis gézlenmemistir. IS
degerlerinde ise 1 ve 5 g/L i¢in artig gozlemlenirken 10 ve 20 g/L icin artig

Onemsenecek seviyede saptanmamistir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. BS ile yapilan ultrasonik islemler sonucu TK ve IS degisimi.

Ultrasonik 6n islem c¢aligmalarinin bu kisiminda 120 dk’lik islem siiresi
yeterli olmasina ragmen ortamin isimnmasi ve ilk 60 dk’dan sonra TK ve IS
miktarlarinda 6nemli degisimlerin gdzlenmemesi nedeni ile 60 dk’lik islem siiresi
optimum siire olarak belirlenmistir. TK a¢isindan degerlendirilme yapildiginda biitiin

hammaddeler i¢cin 1 g/L derisim de saptanan artislar diger derisimlere gore daha
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fazladir. Bu nedenle ultrasonik caligmalar sonunda optimum hammadde derigimi 1
g/L olarak saptanmistir. Tiim hammaddeler i¢in 1 g/L derisimde 60 dk sonunda

saptanan TK ve IS miktarlar1 Sekil 4.6.’da verilmistir.
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Sekil 4.6. Ultrasonik 6n islem calismalar1 sonunda saptanan TK ve IS degerleri (1

g/L derisim ve 60 dk’lik islem sonrasi).

On islem calismalarmin amac1 TK miktarini artirmak ve ayn1 zamanda TK
biinyesinde olan IS miktarlarim ortaya cikartmaktir. Sadece TK’daki artis
fermantasyon icin gerekli olan heksozlar ve pentozlardaki artig1 ifade etmemektedir.
Bu c¢ahismada IS oraminin artirilmasi ile fermente olabilir iiriinlerin artirilmasi

hedeflenmektedir.

MS ile yapilan calismada 1g/L derisim i¢in 60 dk sonunda TK miktar1
220,21 mg/g’ye ulagmustir. Ayni kosullarda IS miktar1 ise 120,33 mg/g olarak
olciilmiistiir. 10g/L’de ise 60 dk sonunda 174,65 mg/g IS ve TK degeri ise 188,67
mg/g olarak Olctilmiistiir. Calismanin amaci yliksek TK’lar elde edip bu TK’lar

icindeki IS miktarini artirmak oldugu icin optimum deger 1 g/L olarak belirlenmistir.
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4.2.2.1. Ultrasonik islemlerde ortama eklenen H,O,, NaOH, ve H,SO,’iin etkisi

MS ile yapilan ¢alismalar

MS ile ultrasonik islem uygulanmadan yapilan islemlerde 60 dk’lik islem
sonunda TK miktarlarinda eklenen H,O, derisimine bagli olarak artig saptanirken
(kontrol: 135,44; % 5,0 H,O, iceren ortam 243,11 mg/g) 1S miktarlarinda ise artis
belirlenmemistir. Ultrasonik islem uygulandifinda ise siire sonunda TK ve IS
miktarlarinda ultrasonik islem uygulanmadan yapilan calismalara gore artiglar
saptanmistir. Ornegin % 5,0 H,O, iceren ortamda ultrasonik islem sonunda 313,25
mg/g TK ve 132,05 mg/g IS elde edilirken bu degerler ultrasonik islem
uygulanmayan ortamda 243,11 ve 119,07 mg/g olarak saptanmistir. Sonuclar Sekil
4.7.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.7. MS ile yapilan ultrasonik 6n iglemlere farkli derisimlerde H,O,’in etkisi (1
g/ MS, ultrasonik iglem siiresi 60 dk, oda sicakligi, 100 mL caligma hacmi, NUS:

ultrasonik islem gormeyen numuneler, US: ultrasonik islem géren numuneler).

MS ile ultrasonik islem uygulanmadan yapilan islemlerde 60 dk’lik islem
sonunda TK miktarlarinda eklenen NaOH derisimine bagh olarak artis saptanirken
(kontrol: 135,44; 2,0 M NaOH iceren ortam 429,15 mg/g) 1S miktarlarinda ise artis
belirlenmemistir. Ultrasonik islem uygulandifinda ise siire sonunda TK ve IS

miktarlarinda ultrasonik islem uygulanmadan yapilan calismalara gore artiglar
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saptanmugtir. Ornegin 2,0 M NaOH igeren ortamda ultrasonik islem sonunda 456,68
mg/g TK ve 139,45 mg/g IS elde edilirken bu degerler ultrasonik islem
uygulanmayan ortamda 429,15 ve 127,427 mg/g olarak saptanmistir. Sonuglar Sekil
4.8.”de goriilmektedir.
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Sekil 4.8. MS ile yapilan ultrasonik 6n islemlere farkli derisimlerde NaOH’in etkisi
(1 g/L MS, ultrasonik islem siiresi 60 dk, oda sicakligi, 100 mL ¢alisma hacmi, NUS:

ultrasonik islem géormeyen numuneler, US: ultrasonik islem géren numuneler).

MS ile ultrasonik islem uygulanmadan yapilan islemlerde 60 dk’lik islem
sonunda TK miktarlarinda eklenen H,SO, derisimine bagh olarak artis saptanirken
(kontrol: 135,44; % 5,0 H,SO, iceren ortam 262,12 mg/g) IS miktarlarinda ise artis
belirlenmemistir. Ultrasonik islem uygulandifinda ise siire sonunda TK ve IS
miktarlarinda ultrasonik islem uygulanmadan yapilan calismalara gore artiglar
saptanmistir. Ornegin % 5,0 H,SO; iceren ortamda ultrasonik islem sonunda 270,11
mg/g TK ve 147,84 mg/g IS elde edilirken bu degerler ultrasonik islem
uygulanmayan ortamda 262,12 ve 120,99 mg/g olarak saptanmistir. Sonuglar Sekil

4.9.°de verilmistir.
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Sekil 4.9. MS ile yapilan ultrasonik 6n islemlere farkli derisimlerde HoSO4’in etkisi
(1 g/L MS, ultrasonik islem siiresi 60 dk, oda sicakligi, 100 mL ¢alisma hacmi, NUS:

ultrasonik islem gormeyen numuneler, US: ultrasonik islem géren numuneler).

MS ile yapilan ¢aligsmalar sonucunda TK acisindan en etkili kimyasalin
NaOH oldugu IS acisindan ise kimyasallar arasinda gozle goriiliir bir farkin olmadig1

saptanmistir.
MK ile yapilan ¢alismalar

MK ile ultrasonik islem uygulanmadan yapilan islemlerde 60 dk’lik islem
sonunda TK miktarlarinda eklenen H>O, derisimine bagh olarak artis saptanirken
(kontrol: 25,01; % 5,0 H,O, iceren ortam 48,98 mg/g) IS miktarlarinda ise artis
belirlenmemistir. Ultrasonik islem uygulandifinda ise siire sonunda TK ve IS
miktarlarinda ultrasonik islem uygulanmadan yapilan calismalara gore artiglar
saptanmistir. Ornegin % 5,0 H,O, iceren ortamda ultrasonik islem sonunda 71,33
mg/g TK ve 13,32 mg/g IS elde edilirken bu degerler ultrasonik islem uygulanmayan
ortamda 4898 ve 11,23 mg/g olarak saptanmistir. Sonuclar Sekil 4.10.°da

goriilmektedir.
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Sekil 4.10. MK ile yapilan ultrasonik 6n islemlere farkli derisimlerde H,O,’in etkisi
(1 g/lL MK, ultrasonik iglem siiresi 60 dk, oda sicakligi, 100 mL ¢alisma hacmi,

NUS: ultrasonik islem gérmeyen numuneler, US: ultrasonik islem géren numuneler).

MK ile ultrasonik islem uygulanmadan yapilan islemlerde 60 dk’lik islem
sonunda TK miktarlarinda eklenen NaOH derisimine bagh olarak artis saptanirken
(kontrol: 25,01; 2,0 M NaOH iceren ortam 266,41 mg/g) IS miktarlarinda ise artis
belirlenmemistir. Ultrasonik islem uygulandifinda ise siire sonunda TK ve IS
miktarlarinda ultrasonik islem uygulanmadan yapilan calismalara gore artiglar
saptanmistir. Ornegin % 5,0 NaOH iceren ortamda ultrasonik islem sonunda 323,18
mg/g TK ve 16,76 mg/g IS elde edilirken bu degerler ultrasonik islem uygulanmayan
ortamda 266,41 ve 14,30 mg/g olarak saptanmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. MK ile yapilan ultrasonik on iglemlere farkli derisimlerde NaOH’in etkisi
(1 g/L MK, ultrasonik islem siiresi 60 dk, oda sicakligi, NUS: ultrasonik islem

gormeyen numuneler, US: ultrasonik islem géren numuneler).
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MK ile ultrasonik islem uygulanmadan yapilan islemlerde 60 dk’lik islem
sonunda TK miktarlarinda eklenen H,SO4 derisimine bagh olarak artis saptanirken
(kontrol: 25,01; % 5,0 H,SOy, iceren ortam 77,16 mg/g) IS miktarlarinda ise artis
belirlenmemistir. Ultrasonik islem uygulandifinda ise siire sonunda TK ve IS
miktarlarinda ultrasonik islem uygulanmadan yapilan calismalara gore artiglar
saptanmistir. Ornegin % 5,0 H,SO, iceren ortamda ultrasonik islem sonunda 111,25
mg/g TK ve 16,87 mg/g IS elde edilirken bu degerler ultrasonik islem uygulanmayan
ortamda 77,16 ve 14,76 mg/g olarak saptanmistir.  Sonuclar Sekil 4.12.°de

goriilmektedir.
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Sekil 4.12. MK ile yapilan ultrasonik 6n iglemlere farkli derisimlerde H,SO4’in etkisi
(1 g/lL MK, ultrasonik iglem siiresi 60 dk, oda sicakligi, 100 mL ¢alisma hacmi,

NUS: ultrasonik islem gérmeyen numuneler, US: ultrasonik islem géren numuneler).

MK ile yapilan caligmalar sonucunda TK agisindan en etkili kimyasalin

NaOH oldugu IS agisindan ise kimyasallar arasinda bir farkin olmadig1 saptanmustir.
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BK ile yapilan calismalar

BK ile ultrasonik islem uygulanmadan yapilan islemlerde 60 dk’lik islem
sonunda TK miktarlarinda eklenen H,O, derisimine bagh olarak artis saptanirken
(kontrol: 77,04; % 5,0 H,O, iceren ortam 75,60 mg/g) IS miktarlarinda ise artis
belirlenmemistir. Ultrasonik islem uygulandiginda ise siire sonunda TK ve IS
miktarlarinda ultrasonik islem uygulanmadan yapilan calismalara gore artiglar
saptanmistir. Ornegin % 5,0 H,O, iceren ortamda ultrasonik islem sonunda 112,01
mg/g TK ve 10,09 mg/g IS elde edilirken bu degerler ultrasonik islem uygulanmayan
ortamda 75,60 ve 8,55 mg/g olarak saptanmistir.  Sonuclar Sekil 4.13.°de

goriilmektedir.
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Sekil 4.13. BK ile yapilan ultrasonik on islemlere farkli derisimlerde H,O;’in etkisi
(1 g/L BK, ultrasonik iglem siiresi 60 dk, oda sicakligi, 100 mL calisma hacmi, NUS:

ultrasonik islem gormeyen numuneler, US: ultrasonik islem géren numuneler).

BK ile ultrasonik islem uygulanmadan yapilan islemlerde 60 dk’lik islem
sonunda TK miktarlarinda eklenen NaOH derisimine bagh olarak artis saptanirken
(kontrol: 77,04; 2,0 M NaOH iceren ortam 398,08 mg/g) IS miktarlarinda ise artis
belirlenmemistir. Ultrasonik islem uygulandifinda ise siire sonunda TK ve IS
miktarlarinda ultrasonik islem uygulanmadan yapilan calismalara gore artiglar
saptanmistir. Ornegin 2,0 M NaOH iceren ortamda ultrasonik islem sonunda 428,91

mg/g TK ve 12,87 mg/g IS elde edilirken bu degerler ultrasonik islem uygulanmayan
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ortamda 398,08 ve 11,89 mg/g olarak saptanmistir. TK artis1 IS’ ye gore daha yiiksek
olmustur. Sonuclar Sekil 4.14.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.14. BK ile yapilan ultrasonik 6n iglemlere farkli derisimlerde NaOH’in etkisi
(1 g/L BK, ultrasonik iglem siiresi 60 dk, oda sicakligi, 100 mL calisma hacmi, NUS:

ultrasonik islem gormeyen numuneler, US: ultrasonik islem gdren numuneler).

BS ile ultrasonik islem uygulanmadan yapilan islemlerde 60 dk’lik islem
sonunda TK miktarlarinda eklenen H,SO,4 derisimine bagh olarak artis saptanirken
(kontrol: 77,04; % 5,0 H,SOy iceren ortam 127,65 mg/g) IS miktarlarinda ise artis
belirlenmemistir. Ultrasonik islem uygulandifinda ise siire sonunda TK ve IS
miktarlarinda ultrasonik islem uygulanmadan yapilan calismalara gore artiglar
saptanmistir. Ornegin 9 5,0 H;SO, iceren ortamda ultrasonik islem sonunda 146,54
mg/g TK ve 16,01 mg/g IS elde edilirken bu degerler ultrasonik islem uygulanmayan
ortamda 127,65 ve 14,00 mg/g olarak saptanmistir. TK artis1 IS’ ye gore daha yiiksek
olmustur. Sonuclar Sekil 4.15.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.15. BK ile yapilan ultrasonik 6n iglemlere farkli derisimlerde H,SO,’in etkisi
(1 g/L BK, ultrasonik iglem siiresi 60 dk, oda sicakligi, 100 mL calisma hacmi, NUS:

ultrasonik islem gormeyen numuneler, US: ultrasonik islem géren numuneler).

BK ile yapilan ¢aligmalar sonucunda TK acisindan en etkili kimyasalin

NaOH oldugu IS agisindan ise kimyasallar arasinda farkin olmadig1 saptanmustir.

BS ile yapilan calismalar

BS ile ultrasonik islem uygulanmadan yapilan islemlerde 60 dk’lik islem
sonunda TK miktarlarinda eklenen H>O, derisimine bagh olarak artis saptanirken
(kontrol: 28,52; % 5,0 H,O, iceren ortam 36,70 mg/g) IS miktarlarinda ise artis
belirlenmemistir. Ultrasonik islem uygulandifinda ise siire sonunda TK ve IS
miktarlarinda ultrasonik islem uygulanmadan yapilan calismalara gore artiglar
saptanmistir. Ornegin % 5,0 H,O, iceren ortamda ultrasonik islem sonunda 55,21
mg/g TK ve 10,45 mg/g IS elde edilirken bu degerler ultrasonik islem uygulanmayan
ortamda 36,70 ve 8,99 mg/g olarak saptanmistir. TK artis1 IS’ ye gore daha yiiksek
olmustur. Sonuclar Sekil 4.16.’da goriilmektedir.
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Sekil 4.16. BS ile yapilan ultrasonik 6n islemlere farkli derisimlerde H,O,’in etkisi
(1 g/L BS, ultrasonik islem siiresi 60 dk, oda sicakligi, 100 mL calisma hacmi, NUS:

ultrasonik islem gormeyen numuneler, US: ultrasonik islem géren numuneler).

BS ile ultrasonik islem uygulanmadan yapilan islemlerde 60 dk’lik islem
sonunda TK miktarlarinda eklenen NaOH derisimine bagh olarak artis saptanirken
(kontrol: 28,52; 2,0 M NaOH igeren ortam 251,08 mg/g) IS miktarlarinda ise artis
belirlenmemistir. Ultrasonik islem uygulandifinda ise siire sonunda TK ve IS
miktarlarinda ultrasonik islem uygulanmadan yapilan calismalara gore artiglar
saptanmistir. Ornegin 2,0 M NaOH iceren ortamda ultrasonik islem sonunda 300,81
mg/g TK ve 8,34 mg/g IS elde edilirken bu degerler ultrasonik islem uygulanmayan
ortamda 251,08 ve 7,98 mg/g olarak saptanmistir. Sonuglar Sekil 4.17.°de

goriilmektedir.
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Sekil 4.17. BS ile yapilan ultrasonik on islemlere farkli derisimlerde NaOH’in etkisi
(1 g/L BS, ultrasonik islem siiresi 60 dk, oda sicakligi, 100 mL caligma hacmi, NUS:

ultrasonik islem gormeyen numuneler, US: ultrasonik islem géren numuneler).

BS ile ultrasonik islem uygulanmadan yapilan islemlerde 60 dk’lik islem
sonunda TK miktarlarinda eklenen H,SO, derisimine bagh olarak artis saptanirken
(kontrol: 28,52; % 5,0 H,SOy iceren ortam 41,33 mg/g) IS miktarlarinda ise artis
belirlenmemistir. Ultrasonik islem uygulandifinda ise siire sonunda TK ve IS
miktarlarinda ultrasonik islem uygulanmadan yapilan calismalara gore artiglar
saptanmistir. Ornegin % 5,0 H,SO, iceren ortamda ultrasonik islem sonunda 71,11
mg/g TK ve 8,80 mg/g IS elde edilirken bu degerler ultrasonik islem uygulanmayan
ortamda 41,33 ve 7,02 mg/g olarak saptanmistir. Sonuclar Sekil 4.18.°de

goriilmektedir.
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Sekil 4.18. BS ile yapilan ultrasonik 6n iglemlere farkli derisimlerde H,SO,’in etkisi
(1 g/L BS, ultrasonik islem siiresi 60 dk, oda sicakligi, 100 mL calisma hacmi, NUS:

ultrasonik islem gormeyen numuneler, US: ultrasonik islem géren numuneler).

BS ile yapilan caligmalar sonucunda TK acisindan en etkili kimyasalin

NaOH oldugu IS agisindan ise kimyasallar arasinda farkin olmadig1 saptanmustir.

Calismalar sonucunda tiim hammaddeler icin NaOH derisimini artmasiyla
TK miktarlarinda artis saptanmistir. IS miktarlarina bakildiginda ise kullanilan
kimyasal maddelerin TK degisiminde oldugu gibi bir etkisinin bulunmadigi
goriilmektedir. En yiiksek TK ve IS degerlerine MS ile yapilan ¢alismada 2,0 M
NaOH ile ulagilmistir.

H>0; ile birlikte NaOH ve H>SOy’lin etkisi

H,0,, NaOH ve H>SO4 ayr1 ayr1 denenmesinin ardindan optimum degerler
olarak belirlenen miktarlar olan % 2,5 H,0, - 1,0 M NaOH ve % 2,5 H,O, - % 2,5
H,S0, karisimlar1 olusturulmus ve bu sekilde ultrasonik 6n islemlerin TK ve IS’ye

etkisi arastirilmistir.

MS ile ultrasonik islem uygulanarak yapilan islemlerde; NaOH-H,O»
karisiminda saptanan TK degeri (333,74 mg/g) H,SO4-H,0O, karisiminda saptanan
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degerlden (313,25 mg/g) daha fazla bulunmustur. IS acisindan bakildiginda ise

karigim ¢ozeltilerin  etkisinin olmadigi saptanmistir. Sonuglar Sekil 4.19.°da

verilmistir.
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Sekil 4.19. MS ile yapilan ultrasonik 6n islemlere karigim ¢ozeltilerin etkisi (1 g/L
MS, ultrasonik iglem siiresi 60 dk, oda sicakligi, 100 mL caligma hacmi, NUS:

ultrasonik islem gormeyen numuneler, US: ultrasonik islem gdren numuneler).

MK ile ultrasonik islem uygulanarak yapilan islemlerde; NaOH-H,O»
karigiminda saptanan TK degeri (309,22 mg/g) H>SO4-H>O, karisimindan (110,24
mg/g) daha yiiksek bulunmustur. IS acisindan bakildiginda ise karisim cozeltilerin

etkisinin olmadig1 saptanmistir. Sonuclar Sekil 4.20.’de verilmistir.
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Sekil 4.20. MK ile yapilan ultrasonik 6n islemlere karigim c¢ozeltilerin etkisi (1 g/L
MK, ultrasonik iglem siiresi 60 dk, oda sicakligi, 100 mL c¢alisma hacmi, NUS:

ultrasonik islem géormeyen numuneler, US: ultrasonik islem géren numuneler).
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BK ile ultrasonik islem uygulanarak yapilan islemlerde; NaOH-H,O,
karigiminda saptanan TK degeri (en yiiksek degerdir: 340,08 mg/g) H,SO4-H20,
karisimindan (145,87 mg/g) daha yiiksek bulunmustur. IS acisindan bakildiginda ise

karisim ¢ozeltilerin  etkisinin olmadig1 saptanmustir. Sonuglar Sekil 4.21.°de

verilmistir.
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Sekil 4.21. BK ile yapilan ultrasonik 6n iglemlere karisim c¢ozeltilerin etkisi (1 g/L
BK, ultrasonik islem siiresi 60 dk, oda sicakligi, 100 mL caligma hacmi, NUS:

ultrasonik islem gormeyen numuneler, US: ultrasonik islem géren numuneler).

BS ile ultrasonik islem uygulanarak yapilan islemlerde; NaOH-H,O,
karigiminda saptanan TK degeri (250,14 mg/g) H>SO4-H,0, karigimina (48,54 mg/g)
gore oldukga yiiksek bulunmustur. IS agisindan bakildiginda ise karisim ¢ozeltilerin

etkisinin olmadig1 saptanmistir. Sonuclar Sekil 4.22.’de verilmistir.
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Sekil 4.22. BS ile yapilan ultrasonik 6n islemlere karisim c¢ozeltilerin etkisi (1 g/L
BS, ultrasonik islem siiresi 60 dk, oda sicakligi, 100 mL calisma hacmi, NUS:

ultrasonik islem gormeyen numuneler, US: ultrasonik islem gdren numuneler).

9 2,5 H,O, - 1,0 M NaOH ve % 2,5 HO, - % 2,5 H,SO4 karisimlart ile
gerceklestirilen ultrasonik olmayan ve ultrasonik 6n islemlerin sonucunda en yiiksek

verimler BK’inde en diisiik verimler ise BS’de saptanmuistir.

Sun ve ark [86], seker kamis1 posasi igerigindeki hemiseliiloz ve lignini
ortamdan ayirabilmek icin ultrasonik 6n iglemlerin etkisini ¢alismiglardir. Caligma
safsu, alkali (NaOH, 0,5-2,0 M aras1) ve alkali H;O, (% 0,5-3,0 arasi1) ortamlarda
yapilmistir. Arastirmacilar c¢alisma sonucunda alkali H,O, iceren ortamlarda
ultrasonik dalgalarin etkisiyle hiicre duvarinda bulunan lignin ve hemiseliiloz
arasindaki baglarin kirildigini, lignin ve hemiseliillozun % 90’a kadar serbest hale

geldigini ve ekstrakte edilebildigini rapor etmislerdir.

4.3. KIMYASAL ON ISLEMLER

4.3.1. Piroliz

Hammaddelere farkli sicakliklarda 20 dk’lik piroliz uygulamasi sonrasi

saptanan TK ve IS degerleri Sekil 4.23.’de sunulmustur.
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Sekil 4.23. Piroliz uygulamasi sonrasi saptanan TK ve IS degerleri.

Yukandaki sekilde de goriildiigi gibi TK degerlerinde uygulama
sicakligindaki artisa paralel olarak artis saptanirken, IS degerlerinde ise anlamli bir
artis belirlenememistir. MS, MK, BK ve BS i¢in baslangicta saptanan TK degerleri
sirast ile 134,58; 24,01; 76,89 ve 28,76 mg/g olarak saptanmis ve bu degerler 400
°C’lik piroliz uygulamasindan sonra sirasi ise 321,34; 103,21; 241,31 ve 77,23
mg/g’a ulasmustir. IS degerleri ise MS, MK, BK ve BS icin baslangicta 113,09;
11,25; 5,87; ve 3,72 mg/g ve 400 °C’lik piroliz uygulamasindan sonra sirasi ile
117,10; 14,98; 12,13 ve 9,34 mg/g olarak saptanmistir. Yu ve Zhang [56], piroliz ile
uygulamanin odunsu bitkiler gibi lignin icerigi yiiksek hammaddeler i¢in daha uygun
oldugunu, pirolizin tek bagma bir sakkarifikasyon yontemi degil bir on basamak
olabilecegini ve en Onemli dezavantajinin yliksek enerji gereksinimi oldugunu
bildirmislerdir. Calisma bulgular1 15181inda piroliz isleminin; IS olusumu acisindan
verimsiz ve yiiksek enerjiye ihtiyaci olmasi nedeniyle, sakkarifikasyon icin uygun

olmadig1 kararina varilmistir.
4.3.2. Fenton Oksidasyonu
4.3.2.1. pH optimizasyonu
Yiiksek pH degerlerinde H,O, daha fazla ¢oziinecegi icin teorik olarak

reaksiyon veriminin daha yiiksek olmasi beklenmektedir. Ancak fenton oksidasyonu

icin Fe* kullamiliyor olmasi yiiksek pH’larda (>6,0) demirin Fe(OH); seklinde
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cOkelmesine neden olmaktadir. Buda verimin diismesine neden olur. Bu nedenle
arastirmacilar fenton oksidasyonu i¢in optimum pH araliginin 2 ile 4 arasinda
oldugunu belirtmislerdir [87]. Bu calismada 7 farkhh pH’da denemeler yapilmis ve
optimum pH 3 olarak saptanmistir. Sonug¢lar Sekil 4.24.°de verilmistir.
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Sekil 4.24. Fenton oksidasyonunda pH optimizasyonu (1 g/L. hammadde, oda
sicakligi, 100 mL calisma hacmi, Fe™ 150 mM, H,0, 250 mM, 30 dk reaksiyon

siiresi).

Sekil 4.24.’de de goriildiigii gibi verimli pH araligi 2-4’tiir Ancak pH 3’de
tiim hammaddeler icin en yiiksek degerler elde edilmistir. MK, MS, BK ve BS i¢in
pH 3’de saptanan TK degerleri sirasi ile 28,18; 187,87; 108,92 ve 36,14 mg/g, IS
degerleri ise 24,22; 171,12; 86,54 ve 24,19 mg/g olarak saptanmuistir.

4.3.2.2. Fe** derigiminin optimizasyonu

pH’nin 3 olarak belirlenmesinden sonra Fe®* derisiminin etkisini saptamak
amaciyla 5 farkl Fe* derisimi (100, 150, 250, 350 ve 500 mM) calisilmistir. Fenton
oksidasyonunda Fe**/H,0,’in molar orani reaksiyon verimin etkiledigi icin ncelikle
Fe** derisimi optimize edilmistir. Calismada H,O, 250 mM olarak sabitlenmistir.

Reaksiyon sonunda (Sekil 4.25.) optimum Fe?* derisimi 250 mM olarak saptanmustir.
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Sekil 4.25. Fenton oksidasyonunda Fe®* derigiminin optimizasyonu (1 g/L
hammadde, oda sicakligi, 100 mL c¢alisma hacmi, pH 3, H,O, 250 mM, 30 dk

reaksiyon siiresi).

250 mM Fe** derisimine kadar hem TK miktarinda hem de IS miktarinda
artisin gerceklestigi Sekil 4.25.’de goriilmektedir. Ancak 250 mM Fe** derigiminden
daha yiiksek derisimlerde TK ve IS degerlerindeki artis hemen hemen durmustur.
Ayrica daha fazla demir kullanilmas1 ekonomik ag¢idan da uygun degildir. Optimum
deger olarak belirlenen 250 mM Fe’* derisiminde MK, MS, BK ve BS icin saptanan
TK degerleri sirasi ile 42,12; 213,22; 154,23 ve 44,34 mg/g, 1S degerleri ise 33,21;
198,23; 138,23 ve 34,21 mg/g olarak saptanmistir.

4.3.2.3. H,0, derisiminin optimizasyonu

pH’nin 3, Fe’*’nin 250 mM derisimde optimum degerlerinin belirlenmesinin
ardindan H,O;, miktarinin etkisini belirlemek amaciyla 5 farkli H,O, derigimi (100,
250, 350, 500 ve 750 mM) calisilmigtir. Calisma sonunda artan H,O, ile birlikte TK
ve IS degerleri artarken 500 mM’dan daha yiiksek derisimlerde be degerlerdeki artis
onemsizlesmistir. Bu nedenle optimum deger 500 mM olarak belirlenirken, optimum
Fez+/H202’in molar orant ise 0,5 olarak saptanmistir. Sonuglar Sekil 4.26.’de

verilmistir.
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Sekil 4.26. Fenton oksidasyonunda H,O, derisiminin optimizasyonu (1 g/L
hammadde, oda sicakligi, 100 mL c¢aligma hacmi, pH 3, Fe** 250 mM, 30 dk

reaksiyon siiresi).

Optimum deger olarak belirlenen 500 mM H,0, derisiminde MK, MS, BK
ve BS icin saptanan TK degerleri sirasi ile 98,34; 298,12; 233,45 ve 77,65 mg/g, 1S
degerleri ise 86,12; 265,28; 199,34; 63,12 mg/g olarak saptanmistir.

4.3.2.4. Reaksiyon siiresinin etkisi

Fenton oksidasyonunda reaksiyon siiresinin kullanilan hammaddeye gore
saniyelerden giinlere kadar devam edebilecegi bildirilmistir [26]. Bu nedenle
optimum kosullarin saptanmasinin ardindan reaksiyon siiresinin belirlenmesi
amaciyla 10 — 1440 dk arasinda degisen siirelerde reaksiyonlar gergeklestirilmistir.
Calisma sonucunda hammaddelerin timii i¢in genel olarak reaksiyonun 60. dk’dan
sonra sabitlendigi (MK ile TK degisiminde 120 dk) saptanmistir. Sonuglar Sekil

4.27.’de verilmistir.
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Sekil 4.27. Fenton oksidasyonunda reaksiyon siiresinin etkisi (1 g/L. hammadde, oda
sicakligi, 100 mL caligma hacmi, pH 3, Fe’* 250 mM, H,O, 500 mM).

Sekilde de goriildiigii iizere 60 dk reaksiyon siiresi yeterlidir. 60 dk’lik islem
sonunda MK, MS, BK ve BS icin saptanan TK degerleri siras1 ile 99,13; 313,23;
234,40 ve 77,89 mg/g, IS degerleri ise 88,22; 268,23; 200,12 ve 63,44 mg/g olarak

saptanmistir.

Fenton oksidasyonu ¢alismalar1 sonucunda TK ve IS miktarlarinda kontrol
gruplarma gore artiglar saptanmistir. Ancak reaksiyon sonunda olusan camur,
demirin oksitlenmesi sonucu olusan renk ve kullanilan kimyasal madde miktarinin

fazla olusu bu sistemin 6nemli dezavantajlaridir.

4.3.3. Seyreltik H,SO,’iin Etkisi

4.3.3.1. MS ile yapilan calismalar

MS ile yapilan caligmada TK degisimi Sekil 4.28.’de verilmistir. En yiiksek
TK miktar1 180. dakika sonunda % 2,0 H,SOy iceren ortamda 542,12 mg/g olarak
saptanmistir. Ancak 120. dk’dan sonra TK 536,61 mg/g olarak belirlenmistir. Bu
nedenle optimum 1s1l islem siiresi 120 dk olarak belirlenmistir. Asit icermeyen ortam
(Kontrol) ile asit iceren ortamlar kiyaslandiginda ise 1s1l asidik on islemin oldukca
etkili oldugu goriilmektedir. % 4 ve % 5 asit iceren ortamlarda ise 30 dk. dan sonra

TK derisiminde azalma saptanmistir (6rnegin % 5,0 H,SO, iceren ortamda 30 dk’da
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TK; 454,81 mg/g iken bu deger 180. dk sonunda 375,43 mg/g olarak belirlenmistir).
Bu azalisa neden olarak karbonhidrat yapisinin artan asidik ortam ve 1s1 ile

bozuldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.28. MS ile yapilan 1s1] seyreltik asit 6n isleminin TK iizerindeki etkisi (1 g/L
MS, 120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).

MS ile yapilan calismada asit derisiminin % 2’ye kadar artisiyla IS
degerinde de artis saptanmustir. IS degisimine bakildiginda en yiiksek IS miktar1 10.
dk sonunda % 0,5 H,SO, iceren ortamda 385,04 mg/g olarak saptanmistir. Bu
dakikadan sonra ise daha fazla artig saptanmamustir. Asit icermeyen ortam (kontrol)
ile asit iceren ortamlar kiyaslandiginda ise 1s1l asidik 6n islemin oldukg¢a etkili oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.29.). TK degisiminde oldugu gibi IS’de de % 4 ve % 5 asit

iceren ortamlarda 10. dk’dan sonra azalis goriilmektedir.
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Sekil 4.29. MS ile yapilan 1s1l seyreltik asit 6n isleminin IS iizerindeki etkisi (1 g/L
MS, 120 °C, 5 mL calisma hacmi).

Aldoz ve ketozlar (Indirgen sekerler) asit cozeltilerinde 1sitildiklarinda
dehidrasyona ugrayarak furan tiirevleri olusmaktadir [89]. Aldopentozlarin
dehidrasyonuyla furfurallar, aldoheksozlarin dehidrasyonuyla hidroksimetil
furfurallar (HMF) olusur. HMF ve furfurallar daha sonra parcalanarak leviilinik asit,
formik asit, laktik asit, asetik asit, asetal gibi {iriinlere doniisiirler [89]. Bu durum
yapilan calisma ile paralellik gostermektedir. Oncelikle TK ve IS artis1 goriiliirken

zamanla bu degerlerin azalis1 sonuclarin literatiir ile Ortiistiigiinii gostermektedir.

4.3.3.2. MK ile yapilan ¢aligmalar

MK ile yapilan ¢aligmada TK degisimi Sekil 4.30.’da verilmistir. En yiiksek
TK miktar1 180. dakika sonunda % 5,0 H,SOy iceren ortamda 534,24 mg/g olarak
saptanmistir. Ancak tiim ortamlar icin 60. dk’dan sonra TK miktarlarinda degisimler
saptanmamigtir. Asit icermeyen ortam ile asit iceren ortamlar kiyaslandiginda ise 1sil

asidik 6n islemin oldukga etkili oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.30. MK ile yapilan 1s1l seyreltik asit 6n isleminin TK iizerindeki etkisi (1 g/L
MK, 120 °C, 5 mL ¢alisgma hacmi).

MK ile yapilan ¢alismada IS degisimine bakildiginda (Sekil 4.31.) en
yiiksek IS miktar1 120. dk sonunda % 2,0 H,SO; igeren ortamda 490,23 mg/g olarak
saptanmugstir. Yiiksek asit iceren ortamlarda ise (% 4 ve 5) 30. dk’dan sonra azalig
belirlenmistir (6rnegin % 5,0 H,SO, iceren ortamda 30 dk’da TK; 446,81 mg/g iken
bu deger 180. dk sonunda 329,86 mg/g olarak belirlenmistir). Asit icermeyen ortam

ile asit iceren ortamlar kiyaslandiginda ise 1s1l asidik 6n islemin oldukga etkili oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.31. MK ile yapilan 1s1l seyreltik asit on isleminin IS iizerindeki etkisi (1 g/L
MK, 120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).
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4.3.3.3. BK ile yapilan ¢aligmalar

BK ile yapilan ¢aligmada TK degisimine bakildiginda (Sekil 4.32) en
yiiksek TK miktar1 180. dakika sonunda % 0,5 H,SOy iceren ortamda 625,39 mg/g
olarak saptanmistir. Ayrica % 2 asit iceren ortamda da 30. dk sonunda 611,73 mg/g
olarak saptanmigtir. Uzun sicaklik uygulama daha fazla maliyet getirecegi icin % 2
asit iceren ortamda 30 dk.’lik uygulama optimum deger kabul edilebilir. 30. dk’dan

sonra asit iceren ortamlarda saptana TK degerlerinde dikkate deger bir degisim

saptanmamistir.
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Sekil 4.32. BK ile yapilan 1s1l seyreltik asit 6n isleminin TK {izerindeki etkisi (1 g/L
BK, 120 °C, 5 mL c¢aligma hacmi).

BK ile yapilan calismada IS degisimine bakildiginda (Sekil 4.33) en yiiksek
IS miktar1 180. dk sonunda % 1,0 H,SOs igeren ortamda 612,14 mg/g olarak
saptanmistir. % 0,5 H>SOs igeren ortamlarda 180. dk’dan sonra ise 601,34 mg/g
olarak belirlenmistir. Diger ortamlarda ise 60. dk’dan sonra artig gozlenmemistir.
Asit icermeyen ortam ile asit iceren ortamlar kiyaslandiginda ise 1s1l asidik 6n

islemin oldukga etkili oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.33. BK ile yapilan 1s1l seyreltik asit on isleminin IS iizerindeki etkisi (1 g/L
BK, , 120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).

4.3.3.4. BS ile yapilan ¢aligmalar

BS ile yapilan ¢alismada TK degisimine bakildiginda en yiiksek TK miktar1
180. dakika sonunda % 4,0 H,SO, iceren ortamda 357,53 mg/g olarak saptanmistir.
Ayrica tiim ortamlarda diger hammaddelere ters olarak 180. dk’ya kadar TK artis1

devam etmistir. Sonuglara Sekil 4.34.’de verilmistir.
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Sekil 4.34. BS ile yapilan 1s1l seyreltik asit 6n isleminin TK tizerindeki etkisi (1 g/L
BS, 120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).
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BS ile yapilan ¢alismada IS degisimine bakildiginda en yiiksek IS miktar
180. dk sonunda % 5,0 H,SOs iceren ortamda 352,11 mg/g olarak saptanmistir. Asit
icermeyen ortam ile asit iceren ortamlar kiyaslandiginda ise 1sil asidik 6n iglemin

oldukga etkili oldugu goriilmektedir (Sekil 4.35.).
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Sekil 4.35. BS ile yapilan 1s1l seyreltik asit 6n isleminin IS iizerindeki etkisi (1 g/L
BS, 120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).

Seyreltik H,SO; ile yapilan calisma bulgular1 degerlendirildiginde 6zellikle
IS acisindan onceden yapilan 6n islemlere gore cok biiyiik bir artis ve verim soz
konusudur. Fermantasyon icin gerekli olan yiiksek IS miktarlar1 bu 6n islemler ile
saglanabilmektedir. Tiim hammaddeler icin elde edilen maksimum TK ve IS

degerleri Sekil 4.36°da verilmistir.
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Sekil 4.36. Seyreltik asitler ile tim hammaddeler i¢in elde edilen maksimum TK ve

IS degerleri (1g/L hammadde, 120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).
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Yukaridaki sekilde de goriildiigii gibi en biiyiik degerden en kiiciik degere
dogru sirast ile TK miktar1 BK>MS>MK>BS iken IS miktar1 ise BK>MK>MS>BS
olarak saptanmistir. Ancak tiim hammaddeler icin sistem ekonomisi de goze
alindiginda optimum asit derisimi % 1,0 ve reaksiyon siiresi ise 60 dk. olarak

belirlenmistir.
4.3 .4. Derisik H,SO,’iin Etkisi
4.3.4.1. MS ile yapilan calismalar

MS ile yapilan calisgmada TK degisimine bakildiginda (Sekil 4.37.) en
yiikksek TK miktar1 10. dakika sonunda % 25 H,SO, iceren ortamda 597,85 mg/g
olarak saptanmistir. Ayrica 10. dk’dan itibaren tiim derisimler icin TK degeri
azalmistir (6rnegin % 30,0 H>SOy iceren ortamda 10 dk’da TK; 576,14 mg/g iken bu
deger 180. dk sonunda 469,22mg/g olarak belirlenmistir).
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Sekil 4.37. MS ile yapilan 1s1l derisik asit on isleminin TK iizerindeki etkisi (1 g/L
MS, 120 °C, 5 mL calisma hacmi).

MS ile yapilan ¢alismada IS degisimine bakildiginda en yiiksek IS miktar
10. dk sonunda % 25 H,SOs igeren ortamda 587,01 mg/g olarak saptanmistir. 10
dk’lik islemden sonra tiim derisimler icin IS miktar1 azalis gostermistir. Azalis

derisime orantili olarak artmistir (6rnegin % 25 H,SOy iceren ortamda 10 dk’da 1S;
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587,01 mg/g iken bu deger 180. dk sonunda 365,10 mg/g olarak belirlenmistir).

Sonuglar Sekil 4.38.’de verilmistir.
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Sekil 4.38. MS ile yapilan 1s1 derisik asit on isleminin IS iizerindeki etkisi (1 g/L

MS, 120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).

4.3.4.2. MK ile yapilan ¢aligmalar

MK ile yapilan calismada TK degisimine bakildiginda (Sekil 4.39.) en
yiiksek TK miktar1 30. dakika sonunda % 25 H,SO, iceren ortamda 584,02 mg/g

olarak saptanmistir. Ayrica % 25 ve % 30 asit iceren ortamlarda 30. dk’dan itibaren
TK degeri azalmistir (6rnegin % 30 H,SO, iceren ortamda 30 dk’da TK; 520,26
mg/g iken bu deger 180. dk sonunda 291,62 mg/g olarak belirlenmistir).
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Sekil 4.39. MK ile yapilan 1s1l derisik asit 6n isleminin TK {izerindeki etkisi (1 g/L

MK, 120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).

96



Erkurt, E.A. 2011. Dogu Akdeniz Bolgesinde Yetistirilen Misir ve Bugday Atiklanindan Biyoetanol Uretim Verimi Uzerine On
Islem Etkisinin Arastirilmast, Doktora Tezi, Mersin Universitesi

MK ile yapilan ¢alismada IS degisimine bakildiginda en yiiksek IS miktar1
60. dk sonunda % 20 H,SOs igeren ortamda 546,39 mg/g olarak saptanmustir.
Sonuglar Sekil 4.40.’da erilmistir.
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Sekil 4.40. MK ile yapilan 1s1l derisik asit 6n isleminin IS iizerindeki etkisi (1 g/L
MK, 120 °C, 5 mL ¢alisgma hacmi).

4.3.4.3. BK ile yapilan ¢aligmalar

BK ile yapilan caligmada TK degisimine bakildiginda (Sekil 4.41.) en
yiiksek TK miktar1 60. dakika sonunda % 20 H,SO, iceren ortamda 675,22 mg/g
olarak saptanmistir. Bu deger suana kadar en yiiksek deger olarak belirlenmistir.
Ayrica 60. dk’dan itibaren tiim derisimler i¢in TK degeri azalmistir (6rnegin % 20
H,SO, iceren ortamda 60 dk’da TK; 675,22 mg/g iken bu deger 180. dk sonunda 609

mg/g olarak belirlenmistir).
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Sekil 4.41. BK ile yapilan 1s1l derisik asit on isleminin TK iizerindeki etkisi (1 g/L
BK, 120 °C, 5 mL c¢alisma hacmi).

BK ile yapilan calismada IS degisimine bakildiginda en yiiksek IS miktar1
60. dk sonunda % 15 H>SOs iceren ortamda 653,18 mg/g olarak saptanmistir. Ayrica
ayni ortamda 30 dk. sonunda ise 642,07 mg/g olarak saptanmistir. IS degeri % 15
H,SOy; iceren ortamda 30 dk’lik islem sonunda ham numuneye gore yaklasik 90 kat
artarak suana kadar saptanan en yiiksek degere ulagmistir. Sonuglar Sekil 4.42.’de

verilmistir.
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Sekil 4.42. BK ile yapilan 1s11 derisik asit on isleminin IS iizerindeki etkisi (1 g/L
BK, 120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).

98



Erkurt, E.A. 2011. Dogu Akdeniz Bolgesinde Yetistirilen Misir ve Bugday Atiklanindan Biyoetanol Uretim Verimi Uzerine On
Islem Etkisinin Arastirilmast, Doktora Tezi, Mersin Universitesi

4.3.4.4. BS ile yapilan ¢aligmalar

BS ile yapilan ¢alismada TK degisimine bakildiginda en yiiksek TK miktar1
30. dakika sonunda % 25 H,SO; iceren ortamda 485,92 mg/g olarak saptanmustir.
Ayrica 30. dk’dan itibaren tiim 6zellikle % 25 ve % 30 H,SOy, iceren ortamlarda TK
degeri azalmistir (6rnegin % 30 H,SO, iceren ortamda 30 dk’da TK; 349,39 mg/g
iken bu deger 180. dk sonunda 123,08 mg/g olarak belirlenmistir). Sonuglar Sekil

4.43.’de verilmistir.
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Sekil 4.43. BS ile yapilan 1s1 derisik asit 6n isleminin TK {izerindeki etkisi (1 g/L

BS, 120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).

BS ile yapilan ¢alismada IS degisimine bakildiginda en yiiksek IS miktar
60. dk sonunda % 15 H,SO. igeren ortamda 424,01 mg/g olarak saptanmustir.
Sonuglar Sekil 4.44."de verilmistir.
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Sekil 4.44. BS ile yapilan 1s1l derisik asit 6n isleminin IS iizerindeki etkisi (1 g/L BS,
120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).

Derisik H,SO4 ile yapilan ©6n islem caligmalart  sonuglari
degerlendirildiginde 6zellikle hem TK hemde IS degerleri seyreltik asit ile yapilan
caligma bulgularina gore daha yiiksek saptanmistir. Tiim hammaddeler icin elde

edilen maksimum TK ve IS degerleri Sekil 4.45.’de verilmistir.
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Sekil 4.45. Derisik asitler ile tiim hammaddeler icin elde edilen maksimum TK ve IS
degerleri (1g/L hammadde, 120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).

Sekil 4.45.”de de goriildiigii gibi en biiyiik degerden en kiigiik degere dogru
siras1 ile TK miktar1 BK>MS>MK>BS iken IS miktar1 ise BK>MS>MK>BS olarak

100



Erkurt, E.A. 2011. Dogu Akdeniz Bolgesinde Yetistirilen Misir ve Bugday Atiklanindan Biyoetanol Uretim Verimi Uzerine On
Islem Etkisinin Arastirilmast, Doktora Tezi, Mersin Universitesi

saptanmistir. Calisma sonunda optimum reaksiyon siiresi 10 dk ve asit miktar1 ise %

20 olarak belirlenmistir.

Derigik asit kullanimi ile verim seyreltik asit kullaniminda elde edilenden
daha yiiksektir ancak ayni zamanda maliyeti de artirmaktadir. Ayrica yiiksek asit
derisimleri ile yapilan hidroliz islemleri sonucunda pentozlarin olusumu sirasinda
furfural, heksozlarin olusumu sirasinda ise 3,5 hidroksi metil fufural olustugu ve bu

maddelerin etanol fermantasyonunu engelledigi (inhibe edici 6zelligi) bildirilmistir

[1].

4.3.5. Alkali On Islemler

4.3.5.1. NaOH ile yapilan 6n islemler

MS ile yapilan ¢calismalar

MS ile yapilan 6n islem ¢alismalar1 sonucunda NaOH derisimi arttikga TK
degeri de artis gostermistir. En yiiksek TK degeri 180. dk sonunda % 5,0 NaOH
iceren ortamda 330,12 mg/g saptanmistir. Ancak 30. dk sonunda % 4,0 NaOH iceren
ortamda ise 313,44 mg/g olarak belirlenmistir. Bu nedenle optimum deger olarak bu
kosullar belirlenebilir. Genel olarak 30 dk.’lIik 1s1l islemin tiim ortamlar icin yeterli

oldugu Sekil 4.46.’da da goriilmektedir.
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Sekil 4.46. MS ile yapilan 1s1l NaOH 6n isleminin TK tizerindeki etkisi (1 g/LL MS,
120 °C, 5 mL ¢aligma hacmi).
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MS ile yapilan alkali (NaOH) ©n islem c¢alismalar1 sonucunda IS
degerlerinde kontrol ile karsilastirma yapildiginda artis cok az gerceklesmis ve
180.dk sonunda % 5’lik baz iceren ortamda 197,8 mg/g olarak saptanmistir. Sonuglar
Sekil 4.47.’da verilmistir.
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Sekil 4.47. MS ile yapilan 1s11 NaOH 6n isleminin IS iizerindeki etkisi (1 g/L MS,
120 °C, 5 mL ¢aligma hacmi).

MK ile yapilan ¢alismalar

MK ile yapilan alkali (NaOH) 6n islem calismalari sonucunda NaOH
derisimi arttikca TK degeri de artis gostermistir. En yliksek TK degeri 180. dk
sonunda % 5,0 NaOH igeren ortamda 324,51 mg/g saptanmistir. Ancak 30. dk
sonunda % 4,0 NaOH iceren ortamda ise 301,34 mg/g olarak belirlenmistir. Bu
nedenle optimum deger olarak bu kosullar belirlenebilir (Sekil 4.48.).
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Sekil 4.48. MK ile yapilan 1s11 NaOH 6n isleminin TK iizerindeki etkisi (1 g/LL MK,
120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).

IS degerlerine bakildiginda MS’de saptanan sonugclara benzer sekilde bir
artis (asidik On islemlerle kiyaslandiginda) saptanmamis olup (Sekil 4.49.),
maksimum IS degeri % 5 NaOH igeren ortamda 22,01 mg/g olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.49. MK ile yapilan 1s11 NaOH 6n isleminin IS iizerindeki etkisi (1 g/L MK,
120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).

BK ile yapilan calismalar

BK ile yapilan ¢aligmalar sonucunda % 3, 4 ve 5 NaOH iceren ortamlarda

saptanan TK degerleri birbirine yakin olarak saptanmistir (Sekil 4.50.). Uygun 1s1l
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islem siiresi 30 dk ve 30. dk sonunda saptanan en yiiksek TK degeri ise 520,84 mg/g
olarak % 4,0 NaOH iceren ortamda saptanmistir. Ancak bu deger asidik ©n

islemlerde saptanan degerden daha diisiik olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.50. BK ile yapilan 1s11 NaOH 6n isleminin TK {iizerindeki etkisi (1 g/L BK,
120 °C,5 mL ¢alisma hacmi).

IS degerlerine bakildiginda MS ve MK’de saptanan sonuclara benzer
sekilde artig (asidik on islemlerle kiyaslandiginda) saptanmamustir (Sekil 4.51.).
Maksimum IS degeri % 4 NaOH iceren ortamda 180. dk.’da 15,06 mg/g olarak

saptanmustir.
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Sekil 4.51. BK ile yapilan 1s11 NaOH 6n isleminin IS iizerindeki etkisi (1 g/L BK,
120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).
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BS ile yapilan calismalar

NaOH ile gerceklestirilen on islem caligmalarinda en diisiik TK degerleri
BS ile saptanmistir. Diger hammaddelerde oldugu gibi BS’de de NaOH derigsimine
bagl olarak TK degeri artis gostermistir (Sekil 4.52.). Maksimum TK degeri 180. dk
sonunda % 5,0 NaOH iceren ortamda 295,43 mg/g olarak belirlenmistir. Sonuglar
Sekil 4.52."de verilmistir.
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Sekil 4.52. BS ile yapilan 1s11 NaOH 6n isleminin TK iizerindeki etkisi (1 g/L BS,
120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).

IS degerlerine bakildiginda MS, MK ve BK’nde saptanan sonuglara benzer
sekilde artig (asidik on islemlerle kiyaslandiginda) saptanmamugstir (Sekil 4.53.).
Kontrol grubunda maksimum IS 180. dk sonunda 9,25 mg/g olarak saptamrken, %
5,0 NaOH iceren ortamda bu deger ancak 16,23 mg/g olarak dl¢iilmiistiir.
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Sekil 4.53. BS ile yapilan 1511 NaOH 6n isleminin IS iizerindeki etkisi (1 g/L BS, 120

°C, 5 mL ¢aligma hacmi).

Farkli NaOH derisimleri ile gerceklestirilen 6n islem ¢alismalar1 sonucunda

TK degerlerinde artis saptanirken IS degerlerinde degisimler belirlenmemistir. Tiim

hammaddeler icin elde edilen maksimum TK ve IS degerleri Sekil 4.54.’de

verilmistir.
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Sekil 4.54. Tiim hammaddeler icin elde edilen maksimum TK ve IS degerleri (1g/L

hammadde, 120 °C, 5 mL c¢alisma hacmi).

Sekil 4.54.’de de goriildiigii gibi en biiyiik degerden en kiigiik degere dogru
siras1 ile TK miktar1 BK>MS>MK>BS iken IS miktar1 ise MS>MK>BK>BS olarak
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saptanmistir. Optimum degerler ise 60 dk reaksiyon siiresi ve % 5,0 NaOH miktar1

olarak belirlenmistir.

4.3.5.2. Ca(OH); ile yapilan 6n islemler

Hammaddelerin hidrolizinde NaOH ile yapilan alkali 6n islemin ardindan,
Ca(OH),’nin de etkisinin arastirilmasi amaciyla NaOH ile yapilan caligmada oldugu
gibi; MS, MK, BK ve BS’nin 1 g/LL derisiminde ayr1 ayr1 % 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ve
5,0 Ca(OH), iceren (w/v) c¢ozeltileri ve Ca(OH), icermeyen (kontrol) c¢ozeltisi

hazirlanarak 1s1l iglem uygulanmstir.

MS ile yapilan ¢calismalar

MS ile yapilan alkali (Ca(OH),) 6n islem calismalar1 sonucunda Ca(OH),
derisimi arttikca TK degeri de artis gostermistir. En yliksek TK degeri 180. dk
sonunda % 5,0 Ca(OH); i¢eren ortamda 285,17 mg/g saptanmistir. Genel olarak 120
dk.’lik 1s1] islemin tiim ortamlar icin yeterli oldugu Sekil 4.55.’de de goriilmektedir.
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Sekil 4.55. MS ile yapilan 1s1l Ca(OH), 6n isleminin TK iizerindeki etkisi (1 g/ MS,
120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).
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MS ile yapilan alkali (Ca(OH),) 6n islem calismalari sonucunda IS
degerlerinde kontrol ile karsilagtirma yapildiginda belirgin bir artis gerceklesmis ve
180.dk sonunda % 3’lik baz iceren ortamda 216,21 mg/g olarak saptanmistir.
Sonuglar Sekil 4.56.’da verilmistir.
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Sekil 4.56. MS ile yapilan 1s11 Ca(OH); 6n isleminin IS iizerindeki etkisi (1 g/L MS,
120 °C, 5 mL ¢aligma hacmi).

MK ile yapilan ¢alismalar

MK ile yapilan Ca(OH); 6n islem c¢aligsmalar1 sonucunda Ca(OH), derisimi
arttikca TK degeri de artis gostermistir. En yliksek TK degeri 180. dk sonunda % 5,0
Ca(OH); iceren ortamda 162,51 mg/g saptanmustir. (Sekil 4.57.).
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Sekil 4.57. MK ile yapilan 1s11 Ca(OH), 6n isleminin TK tizerindeki etkisi (1 g/L
MK, 120 °C, 5 mL ¢alisgma hacmi).
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IS degerlerine bakildiginda; 1s11 islemin siiresine bagli olarak artis
goriilmektedir. Calisma sonucunda maksimum IS degeri % 5 NaOH iceren ortamda
180. dk sonunda 61,04 mg/g olarak belirlenmistir. Sonuclar Sekil 4.58.’de

verilmistir.
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Sekil 4.58. MK ile yapilan 1s11 Ca(OH), n isleminin IS iizerindeki etkisi (1 g/L MK,
120 °C, 5 mL ¢aligma hacmi).

BK ile yapilan calismalar

BK ile yapilan caligmalar sonucunda uygun 1sil islem siiresinin 30 dk
oldugu Sekil 4.59.’den de goriilmektedir. En yiiksek TK degeri ise 180. dk sonunda
342,91 mg/g olarak % 5,0 Ca(OH), iceren ortamda saptanmistir. Ancak bu deger

asidik on iglemlerde saptanan degerden daha diisiik olarak hesaplanmistir.

4004
—&— Kontrol
—4— % 0,5
5 3004 %10
? ——% 2,0
E —B8—% 4,0
100 —A—%5,0
C ) ) ]

) ) 1
0 30 60 90 120 150 180
Zaman (dk)

Sekil 4.59. BK ile yapilan 1s1l Ca(OH); 6n isleminin TK {izerindeki etkisi (1 g/L BK,
120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).
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IS degerlerine bakildiginda ise belirgin ya da istenilen miktarda artis
saptanmamistir (Sekil 4.60.). Maksimum IS degeri % 5 Ca(OH); iceren ortamda 180.
dk.’da 19,06 mg/g olarak saptanmuistir.
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Sekil 4.60. BK ile yapilan 1s11 Ca(OH); 6n isleminin IS iizerindeki etkisi (1 g/L BK,
120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).

BS ile yapilan calismalar

Ca(OH); ile gerceklestirilen On islem ¢aligmalarinda en diisiik TK degerleri
NaOH ile yapilan 6n islem ¢aligmalarinda da oldugu gibi BS ile saptanmistir. En
yiiksek TK degeri 180. dk sonunda % 5,0 Ca(OH), iceren ortamda 161,23 mg/g

olarak belirlenmistir. Sonuclar Sekil 4.61.’de verilmistir.
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Sekil 4.61. BS ile yapilan 1s11 Ca(OH), 6n isleminin TK {izerindeki etkisi (1 g/L BS,
120 °C, 5 mL ¢aligma hacmi).
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IS degerlerine bakildiginda ise 1s1l islem siiresine bagli olarak artis

saptanmistir. (Sekil 4.62.). Calisma sonunda maksimum IS degeri 180 dk. sonunda %

5 Ca(OH); iceren ortamda 85,18 mg/g olarak saptanmistir.
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Sekil 4.62. BS ile yapilan 1s11 Ca(OH), 6n isleminin IS iizerindeki etkisi (1 g/L BS,
120 °C, 5 mL ¢aligma hacmi).

Farkli Ca(OH), derisimleri ile gerceklestirilen ©n islem caligmalari

sonucunda tiim hammaddeler icin elde edilen maksimum TK ve IS degerleri ve

kosullar1 Sekil 4.63."de verilmistir.
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Sekil 4.63. Tiim hammaddeler icin elde edilen maksimum TK ve IS degerleri (1g/L

hammadde, 120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).
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Sekil 4.63.’de de goriildiigii gibi en biiyiik degerden en kiigiik degere dogru
stiras1 ile TK miktar1 BK>MS>MK>BS iken IS miktar1 ise MS>BS>MK>BK olarak
saptanmistir. Optimum degerler ise 120 dk reaksiyon siiresi ve % 5,0 Ca(OH),

miktar1 olarak belirlenmistir.

4.3.6. Islak Oksidasyon

Islak oksidasyon igleminin veriminin belirlenmesi amaciyla asidik, bazik ve
notr ortamlar olusturulmus ve 1,2 MPa basing altinda 121 £ 2 °C’de 1slak oksidasyon

islemi yapilarak TK ve IS degerlerindeki degisimler arastirilmistir.

4.3.6.1. MS ile yapilan ¢aligmalar

MS ile asidik 1slak oksidasyon islemi ¢aligmasi sonucunda TK degisimi
Sekil 4.65.’da verilmistir. En yiiksek TK miktar1 30. dakika sonunda % 0,5 H,SO4
iceren ortamda 611,27 mg/g olarak saptanmistir. Farkli derisimlerde asit iceren
ortamlarin hepsinde 30 dk’ya kadar artis goriiliirken 30. dk’dan sonra ise diisiis
saptanmistir (6rnegin % 4,0 H,SO, iceren ortamda 10 dk’da TK; 426,81 mg/g iken
bu deger 180. dk sonunda 380,19 mg/g olarak belirlenmistir). Bu azalisa neden
olarak karbonhidrat yapisinin yiiksek asidik ortam, 1s1 ve basing ile bozuldugu
diisiiniilmektedir. Seyreltik asitlerle yapilan 1s1l 6n islem caligmasi ile bu calismanin
sonuclarinin paralellik gostermesi aldoz ve ketoz yapilarin asidik ortamda
parcalandigim ve TK-IS degerlerinin diistiigiinii gostermektedir. Asit icermeyen

ortamda ise TK miktarinda 180 dk’ya kadar artis s6z konusudur.
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Sekil 4.64. MS ile yapilan asidik 1slak oksidasyon calismasi (1 g/LL MS, 120 °C, 1,2
MPa, 5 mL ¢alisma hacmi).

IS degisiminde ise TK’da oldugu gibi 30 dk.’da sonra azalis s6z konusu
degildir. Maksimum IS degeri 180. dk’da % 2 asit iceren ortamda 289,87 mg/g
olarak saptanmistir (Sekil 4.64). Sadece 1s1l islem ile yapilan asit uygulamasinda
saptanan maksimum IS degeri (385,04 mg/g) ile 1slak oksidasyonla saptanan IS
degeri kiyaslandiginda 1s1l islemle elde edilen IS daha yiiksektir. Bu sonug basing
alunda IS miktarinin  azaldigim bir baska deyisle yapilarin bozuldugunu

gostermektedir.

MS ile yapilan alkali (NaOH) 1slak oksidasyon ©n islem calismalari
sonucunda en yiiksek TK degeri 30. dk sonunda % 0,5 NaOH igeren ortamda 380,02
mg/g saptanmigtir. Ancak 30. dk sonunda TK degerlerinde azalis belirlenmistir.
Genel olarak 30 dk. 1s1l islem ise tiim ortamlar i¢in yeterli olmustur. Sonuclar Sekil

4.65.”de goriilmektedir.
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Sekil 4.65. MS ile yapilan alkali 1slak oksidasyon ¢alismasi (1 g/ MS, 120 °C, 1,2
MPa, 5 mL ¢alisma hacmi).

Alkali ortamda IS artis1 ise hemen hemen hi¢ belirlenmemistir. Maksimum
IS degeri % 2,0 NaOH iceren ortamda 166,17 mg/g olarak saptanmustir. Alkali ortam
ile asidik ortam kiyaslandiginda asidik ortamda saptanan IS ve TK degerleri daha

yiiksektir. Ancak basing altinda degerlerde basing olmayan ortama gore azalig

belirlenmistir (Sekil 4.65).

4.3.6.2. MK ile yapilan ¢aligmalar

MK ile asidik 1slak oksidasyon islemi calismasi sonucunda en yiiksek TK
miktar1 10. dakika sonunda % 2,0 H.SOs igeren ortamda 453,16 mg/g olarak
saptanmugstir. Farkli derisimlerde asit iceren ortamlarin hepsinde 10. dk’ya kadar artig
goriilitken bu dakikadan sonra ise diisiis saptanmistir. Sonuglar Sekil 4.66.’da

verilmistir.
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Sekil 4.66. MK ile yapilan asidik 1slak oksidasyon ¢aligmasi (1 g/L MK, 120 °C, 1,2
MPa, 5 mL ¢alisma hacmi).

IS sonuclarina bakildifinda ise (Sekil 4.66.), 10 dk’ya kadar artis
saptanirken daha sonra hemen hemen sabitlenmistir. En yiiksek IS degeri 10 dk

sonunda % 4,0 asit iceren ortamda 248,61 mg/g olarak saptanmistir.

MK ile yapilan alkali (NaOH) 1slak oksidasyon ©On islem calismalari
sonuclar1 Sekil 4.67.’de verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi en yiiksek TK degeri
30. dk sonunda % 4,0 NaOH iceren ortamda 418,82 mg/g saptanmistir. Ancak 30. dk
sonunda TK degerlerinde azalis belirlenmistir (6rnegin % 4,0 NaOH iceren ortamda
30 dk’da TK; 418,82 mg/g iken bu deger 180. dk sonunda 318,20 mg/g olarak
belirlenmistir). Genel olarak 30 dk. 1s1l islem ise tiim ortamlar i¢in yeterli olmustur.

Asit icermeyen ortam ile asit iceren ortamlar arasinda oldukga biiyiik fark

belirlenmistir.
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Sekil 4.67. MK ile yapilan alkali 1slak oksidasyon calismasi (1 g/L MK, 120 °C, 1,2
MPa, 5 mL ¢alisma hacmi).
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MK ile alkali ortamda IS artis1 artis1 ise Sekil 4.67.’de goriilmektedir
Maksimum IS degeri % 4,0 NaOH igeren ortamda 22,20 mg/g olarak saptanmustir.
Alkali ortam ile asidik ortam kiyaslandiginda asidik ortamda saptana IS ve TK

degerleri daha yiiksektir.

4.3.6.3. BK ile yapilan caligmalar

BK ile asidik 1slak oksidasyon islemi ¢alismasi sonucunda en yiiksek TK
miktar1 30. dakika sonunda % 1,0 H.SOs igeren ortamda 640,49 mg/g olarak
saptanmugstir. Farkli derisimlerde asit iceren ortamlarin hepsinde 30 dk’ya kadar artig
goriiliirken bu dakikadan sonra (kontrol hari¢) ise diisiis saptanmistir. Sonuglar Sekil

4.68.’de verilmistir.
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Sekil 4.68. BK ile yapilan asidik 1slak oksidasyon caligmasi (1 g/l BK, 120 °C, 1,2
MPa, 5 mL calisma hacmi).

IS artis1 da 30. dk’ya kadar devam etmistir. En yiiksek IS degeri % 2,0 asit
iceren ortamda 30 dk sonunda 418,01 mg/g olarak saptanmistir. Sonuglar Sekil
4.68.’de goriilmektedir.

BK ile alkali islak oksidasyon caligmalar1 sonucunda TK, % 2,0 NaOH
iceren ortamda 10 dk sonunda 530,67 mg/g olarak saptanmistir. 10. dk’dan sonra ise
TK degeri tiim alkali ortamlarda azalmistir (6rnegin % 4,0 NaOH iceren ortamda 10
dk’da TK; 262,64 mg/g iken bu deger 180. dk sonunda 424,52 mg/g olarak

belirlenmistir). Sonuclar Sekil 4.69.’da verilmistir.
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IS degeri ise asidik uygulamaya gore oldukca diisiik belirlenmistir. Alkali

uygulama sonucunda saptanan maksimum IS degeri 180. dk sonunda % 4,0 NaOH

iceren ortamda 16,21 mg/g olarak saptanmistir (Sekil 4.69.).
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Sekil 4.69. BK ile yapilan alkali 1slak oksidasyon ¢alismasi (1 g/L BK, 120 °C, 1,2

MPa, 5 mL ¢alisma hacmi).

4.3.6.4. BS ile yapilan ¢aligmalar

BS ile asidik 1slak oksidasyon islemi ¢alismasi sonucunda TK degisimi

Sekil 4.70.’de verilmistir. En yiiksek TK miktar1 60. dakika sonunda % 4,0 H,SO4

iceren ortamda 312,01 mg/g olarak saptanmistir. Asit icermeyen ortamda ise TK

miktarinda 180 dk’ya kadar artis s6z konusudur.
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Sekil 4.70. BS ile yapilan asidik 1slak oksidasyon ¢alismasi (1 g/L BS, 120 °C, 1,2

MPa, 5 mL ¢alisma hacmi).
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Asidik islem sonucunda IS degisimi Sekil 4.70.’de verilmistir. En yiiksek IS
degeri 180 dk. sonunda % 4,0’lik asidik ortamda 87,14 mg/g olarak saptanmistir.

Sekilde de goriildii gibi IS artis1 asit derisimi ile orantili olarak degismistir.

BS ile alkali 1slak oksidasyon caligmalar1 sonucunda TK, % 4,0 NaOH
iceren ortamda 60 dk sonunda 276,14 mg/g olarak saptanmistir. 60. dk’dan sonra ise
TK degeri tiim alkali ortamlarda hemen hemen sabit kalmistir. Sonuglar Sekil

4.71.’da verilmistir.
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Sekil 4.71. BS ile yapilan alkali 1slak oksidasyon ¢alismasi (1 g/L BS, 120 °C, 1,2
MPa, 5 mL calisma hacmi).

BS ile alkali 1slak oksidasyon calismalar1 sonucunda IS degisimi Sekil
4.71."de goriilmektedir. NaOH derisimi arttikga IS degeride artis gostermistir. Ancak
asidik ortamla kiyaslandiginda bu artis oldukca diisiiktiir. NaOH ile yapilan
calismada maksimum IS degeri % 4,0 NaOH igeren ortamda 180. dk sonunda 40,71

mg/g olarak saptanmistir.
Farkl asidik ve alkali ortamlarda gergeklestirilen 1slak oksidasyon on islem

calismalar1 sonucunda tiim hammaddeler igin elde edilen maksimum TK ve IS

degerleri Sekil 4.72.’de verilmistir.
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Sekil 4.72. Islak oksidasyon calismalar1 sonunda elde edilen maksimum TK ve IS
degerleri (1g/L hammadde, 1,2 MPa, 120 °C, 5 mL ¢alisma hacmi).

Sekil 4.72.’de de goriildiigii gibi TK ve IS i¢in asidik 1slak oksidasyonda
elde edilen degerler alkali 1slak oksidasyonda saptanan degerlerden daha yiiksek
saptanmistir. En biiyilkk degerden en kiigciik degere dogru sirasi ile TK miktar1
BK>MS>MK>BS iken IS miktar1 ise BK>MS>MK>BS olarak saptanmistir.
Optimum degerler ise sistem ekonomisi géz Oniinde tutularak % 1,0 H.SOs igeren

ortamda 30 dk’lik reaksiyon siiresi olarak belirlenmistir.

4.4. BIYOLOJIK ON ISLEM CALISMALARI

4.4.1. Beyaz Ciiriikciil Funguslarla Yapilan On Islem Caligmalari

Calismanin bu kisminda 6zellikle beyaz ciiriik¢iil funguslar tarafindan daha
fazla tiretildigi bilinen lignoseliilazlardan faydalanarak sakkarifikasyon uygulanmasi
amaciyla, sivi faz fermantasyon yontemi kullamlarak F. trogii ve P.
chrysosporium’un MS, MK, BK ve BS ile 6n islem uygulamas1 gergeklestirilmistir.
Calismada; 35 giin siirdiiriilen fermantasyon boyunca maksimum TK ve IS
miktarlarinin  saptanmasi ve bu miktarlarin saptandigi fermantasyon siirelerinin

belirlenmesi amaclanmistir.
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4.4.1.1. F. trogii ile yapilan ¢aligmalar

F. trogii son zamanlarda lignoseliilazik enzim iiretiminde ve diger
biyoteknolojik yontemlerde sik¢a kullanilan bir beyaz ciiriik¢iil fungustur. Sivi, kati
ve yar1 kat1 fermantasyon yontemleri gibi cesitli yontemlerle gerceklestirilen fungus
tiretiminde en Onemli nokta maksimum enzim sentezinin gerceklestirilmesi i¢in
fungusu strese sokmaktir. Bunun icin en sik kullanilan yontem ise iiretim ortaminin
azot ve karbonca smirlandirilmasidir. Bu c¢alismada da sakkarifikasyon icin
hazirlanan besiyeri (Cizelge 3.3.) fungus tarafindan kolayca kullanilabilecek azot ve
karbon kaynagi icermemektedir. Bu ana fikirden yola cikarak calisma amaci,
fungusun strese sokulmasi ile iretilen lignoseliilaz miktarinin artirilmasi ve bu
sekilde hammaddelerin daha hizli parcalanarak TK ve IS miktarlarmin da

artirilmasidir.

MS ile yapilan ¢calismalar

F. trogii ile gergeklestirilen sivi faz fermantasyon calismasi sonucunda,
Sekil 4.73.’de de goriildiigli gibi kontrol olarak kullanilan grupta (Fungus Kontrol-
MS igermeyen) TK miktar1 baslangictan itibaren 6. giine kadar azalmis ve daha
sonraki giinlerde azalis hemen hemen sabitlenmistir. Baslangicta 66,02 mg/g olarak
oOlciilen TK, 6. giiniin sonunda 40,82 mg/g’a diismiis ve bu deger 35. giiniin sonunda
ise 38,27 mg/g olarak dl¢iilmiistiir. Bu durum fungusun 6. giinden sonra ilave besin
maddesine ihtiyag duydugunu gostermektedir. Ayrica kontrol grubundaki fungus
gelisimi, hammadde iceren ortamlarla yapilan kiyaslama (gorsel) dogrultusunda daha

yavas ve daha az gerceklesmistir.

Yalnizca MS iceren (fungus icermeyen-Kontrol) grupta ise baslangictan 35.
giiniin sonuna kadar TK degisimi olmamustir. Inkiibasyonun baslangicinda olgiilen
TK 61,40 mg/g iken bu deger 35. giin sonunda 56,82 mg/g olarak Ol¢iilmiistiir. Bu
sonu¢ ortamda bulunan MS’nin kontamine olmadigini, zamanla ve ¢alkalamanin

etkisi ile parcalanarak ortama TK ilavesi yapmadigini ortaya koymustur (Sekil 4.73.).
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Sekil 4.73. F. trogii’nin MS ile gergeklestirilen inkiibasyonu boyunca saptanan TK
degisimi (150 rpm, 30 °C).

Farkli derigsimlerde MS igeren ortamlardaki TK degisimine bakildiginda;
inkiibasyonun baslangicinda 1, 5, 10 ve 20 g/ MS i¢in swras1 ile 122,23; 121,17,
120,26 ve 128,41 mg/g olarak saptanmis ve bu degerler 4. giine kadar azalarak yine
siras1 ile 104,06; 90,14; 89,37 ve 90,43 mg/g’a diismiistiir. Ancak 4. giinden sonra
fungusun strese girmesi ve enzim iiretmesi sonucunda lignoseliilozik materyali
parcalamasina bagl olarak TK artig1 saptanmistir. 8. giine kadar devam eden artig
sonucunda ortamlarda 109,06; 110,23; 55,20 ve 39,47 mg/g TK belirlenmistir. 8.
giinden inkiibasyonun sonuna kadar yine TK azalislar1 ve artiglar1 Sekil 4.74’de de
goriilmektedir. Ancak inkiibasyon boyunca ol¢iilen hicbir TK degeri baglangic TK
degerini yani MS’den gelen miktar1 gecememistir. Bu tezin amact hammaddelerdeki
TK ve IS degerlerinin artirilmasi oldugu icin F. trogii ile yapilan MS fermantasyonu

On igleminin TK artirimi i¢in yeterli olmadigini ortaya koymustur.

IS degerlerine bakildiginda, kontrol gruplari (kontrol, fungus kontrol) icin
TK’da saptanana benzer sekilde degisimler gozlenmistir (Sekil 5.11.). Farkhi
derisimlerde MS igeren ortamlardaki IS degisimine bakildiginda; inkiibasyonun
baslangicinda 1, 5, 10 ve 20 g/LL MS icin siras1 ile 87,14; 87,92; 86,45 ve 85,10 mg/g
olarak saptanmis ve bu degerler 5, 10 ve 20 g/LL MS iceren ortamlarda inkiibasyon

sonuna kadar azalig gostermistir. 1 g/ MS iceren ortamda ise azalig ve artig

121



Erkurt, E.A. 2011. Dogu Akdeniz Bolgesinde Yetistirilen Misir ve Bugday Atiklanindan Biyoetanol Uretim Verimi Uzerine On
Islem Etkisinin Arastirilmast, Doktora Tezi, Mersin Universitesi

saptanmistir. Ancak TK’da da oldugu gibi olgiilen hicbir IS degeri baslangic IS

degerini yani MS’den gelen miktar1 gecememistir. Sonucglar Sekil 5.74.°de

verilmistir.
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Sekil 4.74. F. trogii’nin MS ile gerceklestirilen inkiibasyonu boyunca saptanan IS
degisimi (150 rpm, 30 °C).

MK ile yapilan ¢alismalar

Yalnizca MK iceren (fungus icermeyen-Kontrol) grupta beklendigi gibi
inkiibasyonun baglangicindan 35. giiniiniin sonuna kadar TK degisimi olmamuistir.
Inkiibasyon baslangicinda 6lgiilen TK 31,17 mg/g iken bu deger 35. giin sonunda
29,74 mg/g olarak Olclilmiistir. Bu sonu¢ ortamda bulunan MS’nin kontamine
olmadigini, zamanla ve calkalamanin etkisi ile parcalanarak ortama TK ilavesi

yapmadigim gostermistir (Sekil 5.75.).

Farkli derisimlerde MK iceren ortamlardaki TK degisimine bakildiginda;
inkiibasyonun baglangicinda 1, 5, 10 ve 20 g/LL MK i¢in siras1 ile 60,32; 63,03; 62,11
ve 61,88 mg/g olarak saptanmis ve bu degerler 4. giine kadar azalarak yine siras1 ile
52,26; 48,51; 28,39; ve 33,19 mg/g’a diismiistiir. 20 g/l MK iceren ortamdaki azalig
35. giine kadar devam etmis ancak 1, 5 ve 10 g/LL MK iceren ortamlarda TK 4-6.
giinler arasi artarken 6. giinden inkiibasyon sonuna kadar azalmustir. Inkiibasyon

sonunda ortamlarda saptanan TK degeri sirasi ile 22,04; 36,22; 20,62 ve 14,40 mg/g
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olarak saptanmustir. Inkiibasyon boyunca olciilen higbir TK degeri baslangic TK
degerini gecememistir. Bu sonug; F. trogii ile yapilan MK fermantasyonu ©n

isleminin TK artirimi i¢in yeterli olmadigini ortaya koymustur (Sekil 5.75).
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Sekil 4.75. F. trogii’nin MK ile gerceklestirilen inkiibasyonu boyunca saptanan TK
degisimi (150 rpm, 30 °C).

MK ile yapilan inkiibasyon boyunca IS degisimine bakildiginda (Sekil
4.76.), kontrol gruplar1 (kontrol, fungus kontrol) icin TK’da saptanana benzer sekilde
degisimler gozlenmistir. Farkli derisimlerde MK iceren ortamlardaki IS degisimine
bakildiginda ise; inkiibasyonun baslangicinda 1, 5, 10 ve 20 g/ MS icin sirasi ile
41,12; 39,17; 39,81; 40,40 mg/g olarak saptanmis ve bu degerler 1, 5, 10 ve 20 g/L.
MK iceren ortamlarda inkiibasyon sonuna kadar azalis gostererek sirasi ile 9,91;

9,80; 2,32 ve 1,09 mg/g olarak belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.76.’de verilmistir.
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Sekil 4.76. F. trogii’nin MK ile gergeklestirilen inkiibasyonu boyunca saptanan IS
degisimi (150 rpm, 30 °C).

BK ile yapilan ¢alismalar

BK’nin kontrol (fungus icermeyen-Kontrol) grubunda baglangictan 35.
giiniin sonuna kadar TK degisimi olmamustir. Inkiibasyonun baslangicinda 6lciilen
TK 66,40 mg/g iken bu deger 35. giin sonunda 60,13 mg/g olarak Ol¢iilmiistiir. Bu
sonu¢ ortamda bulunan MS’nin kontamine olmadigini, zamanla ve ¢alkalamanin

etkisi ile parcalanarak ortama TK ilavesi yapmadigini ortaya koymustur (Sekil 4.77.).
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Sekil 4.77. F. trogii’nin BK ile gerceklestirilen inkiibasyonu boyunca saptanan TK
degisimi (150 rpm, 30 °C).
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Farkli derigimlerde BK iceren ortamlardaki TK degisimine bakildiginda;
inkiibasyonun baslangicinda 1, 5, 10 ve 20 g/l BK icin siras1 ile 100,37; 102,08;
102,14; ve 99,79 mg/g olarak saptanmis ve bu degerler 1 g/LL BK i¢in 15. giine kadar
(57,91 mg/L) ve 5, 10 ve 20 g/LL BK icin ise 20. giine kadar azalarak siras1 ile 37,73;
39,00; 34,26 mg/g’a kadar diigmiistiir. 1g/lL BK iceren ortamda 15-20. giinler
arasinda TK artis1 saptanirken 5, 10 ve 20 g/L 20 g/L icin ise 20-25. giinler arasinda
TK artist saptanmistir. Ancak inkiibasyon boyunca oOlgiillen hicbir TK degeri
baslangic TK degerini gecememistir. Bu sonug; F. trogii ile yapillan BK
fermantasyonu on igleminin TK artirimi i¢in yeterli olmadigin1 ortaya koymustur.

Sonuglar Sekil 4.77.’de verilmistir.

IS degerlerine bakildiginda, kontrol gruplar1 (kontrol, fungus kontrol) icin
TK’da saptanana benzer sekilde degisimler gozlenmistir (Sekil 4.78.). Farkhi
derisimlerde BK iceren ortamlardaki IS degisimine bakildiginda ise; inkiibasyonun
baslangicinda 1, 5, 10 ve 20 g/LL BK i¢in sirast ile 32,90; 31,23; 31,70 ve 32,47 mg/g
olarak saptanmig ve bu degerler tiim ortamlarda inkiibasyon sonuna kadar azalig
gostererek 35. giin sonunda siras1 ile 5,81; 3,47; 4,05 ve 2,23 mg/g olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.78. F. trogii’nin BK ile gerceklestirilen inkiibasyonu boyunca saptanan IS
degisimi (150 rpm, 30 °C).
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BS ile yapilan calismalar

Yalnmizca BS iceren (fungus igermeyen-Kontrol) grupta inkiibasyonun
baslangicindan 35. giiniiniin sonuna kadar TK degisimi olmamistir. Inkiibasyon
baslangicinda olgiilen TK 25,62 mg/g iken bu deger 35. giin sonunda 25,12 mg/g
olarak ol¢iilmiistir. Bu sonu¢ ortamda bulunan BS’nin kontamine olmadigini,
zamanla ve calkalamanin etkisi ile parcalanarak ortama TK ilavesi yapmadigini

gostermigtir (Sekil 4.79.).

Farkli derisimlerde BS iceren ortamlardaki TK degisimine bakildiginda F.
trogii’nin ortamlarda gelisemedigi goriilmektedir. Ciinkii TK azalig1 hi¢cbir ortamda
gerceklesmemistir. Bu sonug; F. trogii ile yapilan S fermantasyonu 6n isleminin TK

artirnmi i¢in yeterli olmadigim ortaya koymustur (Sekil 4.79.).
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Sekil 4.79. F. trogii’nin BS ile gerceklestirilen inkiibasyonu boyunca saptanan TK
degisimi (150 rpm, 30 °C).

Farkh derisimlerde BS iceren ortamlardaki IS degisimi de TK degisimine
benzer sekilde gerceklesmistir. Sonuclar Sekil 4.80.’de verilmistir.
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Sekil 4.80. F. trogii’nin BS ile gerceklestirilen inkiibasyonu boyunca saptanan IS
degisimi (150 rpm, 30 °C).

4.4.1.2. P. chrysosporium ile yapilan ¢aligmalar

P. chrysosporium uzun zamandir lizerinde sik¢a calisilan ve halen
caligmalar yapilan, 6zellikle seliilaz liretiminde ve diger biyoteknolojik yontemlerde
kullanilan bir beyaz ciiriik¢iil fungustur. Literatiirde sik¢ca kullanilmasi ve bu sekilde
diger caligmalarla kiyaslamanin daha kolay yapilabilmesi amaciyla secilmistir.
Calismalar F. trogii ile yapilan c¢aligmalarda oldugu gibi azot ve karbonca

sinirlandirilmis besin iceren ortamda (Cizelge 3.3.) gerceklestirilmistir.

MS ile yapilan ¢calismalar

P. chrysosporium ile gerceklestirilen sivi faz fermantasyon calismasi
sonucunda, Sekil 4.81°de goriildiigii gibi kontrol olarak kullanilan grupta (Fungus
Kontrol-MS igermeyen) TK miktar1 baslangictan itibaren inkiibasyonun sonuna
kadar azalis gostermistir. Baslangicta 68,04 mg/g olarak olgiilen TK, 35. giiniin
sonunda 34,12 mg/g’a diismiistiir. Kontrol grubundaki fungus gelisimi, hammadde
iceren ortamlarla yapilan kiyaslama (gorsel) dogrultusunda daha yavas ve daha az

gerceklesmistir.
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Yalnizca MS iceren (fungus icermeyen-Kontrol) grupta ise baslangictan 35.
giiniin sonuna kadar TK degisimi olmamustir. Inkiibasyonun baslangicinda 6lciilen
TK 61,40 mg/g iken bu deger 35. giin sonunda 56,82 mg/g olarak Ol¢iilmiistiir. Bu
sonu¢ ortamda bulunan MS’nin kontamine olmadigini, zamanla ve ¢alkalamanin

etkisi ile parcalanarak ortama TK ilavesi yapmadigini ortaya koymustur (Sekil 4.81.).
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Sekil 4.81. P. chrysosporium’un MS ile gerceklestirilen inkiibasyonu boyunca
saptanan TK degisimi (150 rpm, 30 °C).

Farkli derisimlerde MS igeren ortamlardaki TK degisimine bakildiginda;
inkiibasyonun baslangicinda 1, 5, 10 ve 20 g/l MS i¢in swras1 ile 129,21; 127,65;
126,11 ve 124,98 mg/g olarak saptanmis ve bu degerler baslangic MS derisimindeki
artiga paralel olarak hizla azalmistir. Bir baska deyisle fungus gelisimi hammadde
miktarina paralele olarak artmistir. Inkiibasyon boyunca TK artisina saptanmamis ve
inkiibasyon sonunda TK miktarlar1 sirast ile 75,20; 41,32; 17,88 ve 14,03 mg/g
olarak belirlenmistir. Bu durum; P. chrysosporium ile yapilan MS fermantasyonu 6n
isleminin TK artinmi1 i¢in yeterli olmadigini ortaya koymustur. Sonuglar Sekil

4.81.’de verilmistir.

IS degisiminde bakildiginda da TK degisimine benzer sekilde azalislar
saptanmustir. Inkiibasyonun baslangicinda 1, 5, 10 ve 20 g/L MS igin siras1 ile 82,11;
80,79; 81,2 ve 80,48 mg/g olarak saptanirken, bu degerler 35. giiniin sonunda yine
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siras1 ile 38,12; 27,77; 5,19 ve 2,84 olarak saptanmistir. Sonuclar Sekil 4.82.’de

gosterilmistir.
100
—&— Kontrol
——1 g/l
—¥—5 g/l
—— 10 g/LL
——20 g/L

—B8— Fungus Kontrol

Zaman (giin)

Sekil 4.82. P. chrysosporium’un MS ile gerceklestirilen inkiibasyonu boyunca
saptanan IS degisimi (150 rpm, 30 °C).

MK ile yapilan ¢alismalar

MK’nin kontrol (fungus icermeyen-Kontrol) grubunda beklendigi gibi
baslangigtan 35. giiniin sonuna kadar TK degisimi olmamustir. Inkiibasyonun
baslangicinda olgiilen TK 31,46 mg/g iken bu deger 35. giin sonunda 27,99 mg/g
olarak oOl¢iilmiistir. Bu sonug¢ ortamda bulunan MK’nin kontamine olmadigini,
zamanla ve calkalamanin etkisi ile parcalanarak ortama TK ilavesi yapmadigini

ortaya koymustur (Sekil 4.83.).

Farkli derisimlerde MK iceren ortamlardaki TK degisimine bakildiginda;
inkiibasyonun baslangicinda 1, 5, 10 ve 20 g/LL MK icin siras1 ile 60,13; 58,99; 61,10
ve 58,98 mg/g olarak saptanmis ve bu degerler 10. giine kadar azalarak yine sirasi ile
35,71; 21,33; 17,46 ve 18,67 mg/g’a diismiistiir. Ardindan 10-15. giinler arasina TK
artarak sirasi ile 47,12; 45,95; 42,46 ve 30,66 mg/g’a yiikselmistir. 15. giinden
inkiibasyon sonuna kadar ise tiim ortamlarda TK hizla tiiketilmistir. 10-15. giinler
arasinda gerceklesen TK artisi umut vericidir ancak inkiibasyon boyunca ol¢iilen

hicbir TK degeri baslangic TK degerini yani MK’den gelen miktar1 gecememistir.
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Bu nedenle P. chrysosporium ile MK fermantasyonu 6n isleminin TK artirimi i¢in

gerekli olmadigini ortaya koymustur.
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Sekil 4.83. P. chrysosporium’un MK ile gerceklestirilen inkiibasyonu boyunca
saptanan TK degisimi (150 rpm, 30 °C).

IS degisiminde bakildiginda ise TK da oldugu gibi artislar s6z konusu
degildir inkiibasyon baslangicindan bitisine kadar IS degerleri azalis gostermistir
(Sekil 4.84) Inkiibasyonun baglangicinda IS degeri; 1, 5, 10 ve 20 g/ MK icin siras1
ile 38,10; 38,42; 37,88 ve 38,91 mg/g olarak saptamrken, bu degerler 35. giiniin
sonunda sirast ile 14,65; 10,83; 4,41 ve 3,05 mg/g olarak saptanmistir.
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Sekil 4.84. P. chrysosporium’un MK ile gerceklestirilen inkiibasyonu boyunca
saptanan IS degisimi (150 rpm, 30 °C).
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BK ile yapilan calismalar

BK’nin kontrol (fungus icermeyen-Kontrol) grubunda baglangictan 35.
giiniin sonuna kadar TK degisimi olmamustir. Inkiibasyonun baslangicinda 6lciilen
TK 66,40 mg/g iken bu deger 35. giin sonunda 66,01 mg/g olarak l¢iilmiistiir. Bu
sonu¢ ortamda bulunan BK’nin kontamine olmadigini, zamanla ve calkalamanin

etkisi ile parcalanarak ortama TK ilavesi yapmadigini ortaya koymustur (Sekil 4.85.).

Farkli derigimlerde BK iceren ortamlardaki TK degisimine bakildiginda;
inkiibasyonun baslangicinda 1, 5, 10 ve 20 g/LL BK icin siwrast ile 101,22; 100,63;
98,78 ve 102,37 mg/g olarak saptanmistir. 20 g/LL BK iceren ortamda TK
inkiibasyonun sonuna kadar azalis gostermis ve 35. giinde 27,54 mg/g olarak
Olciilmiistiir. 1, 5 ve 10 g/ BK iceren ortamlarda ise TK; 10. giine kadar azalmis ve
10. giiniin sonunda siras1 ile 48,74; 30,11; 15,05 mg/g olarak belirlenmistir. Ardindan
10-15. giinler arasina TK artarak 15. giin sonunda sirasi ile 47,12; 45,95 ve 42,46
mg/g bulunmustur. 15. giinden inkiibasyon sonuna kadar ise bu ortamlarda TK hizla
tilkketilmistir. Caligma sonuclarina bakildiginda; inkiibasyon boyunca 6l¢iilen hicbir
TK degeri baslangic TK degerini yani BK’den gelen miktar1 gecememistir. Bu
nedenle P. chrysosporium ile BK fermantasyonu 6n isleminin TK artirimi i¢in yeterli

olmadigini ortaya koymustur. Sonuglar Sekil 4.85.”de verilmistir.
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Sekil 4.85. P. chrysosporium’un BK ile gergeklestirilen inkiibasyonu boyunca
saptanan TK degisimi (150 rpm, 30 °C).
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BK ile yapilan calismada IS degisiminde bakildiginda ise TK da oldugu gibi
onemli artislar sz konusu degildir. inkiibasyonun baslangicinda IS degeri; 1, 5, 10
ve 20 g/LL BK i¢in sirast ile 35,21; 33,23; 34,12 ve 31,27 mg/g olarak saptanirken, bu
degerler 35. giiniin sonunda sirasi ile 4,07; 3,14; 3,81 ve 4,61 mg/g olarak

belirlenmistir. Sonuclar Sekil 4.86’da verilmistir.
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Sekil 4.86. P. chrysosporium’un BK ile ger¢eklestirilen inkiibasyonu boyunca
saptanan IS degisimi (150 rpm, 30 °C).

BS ile yapilan calismalar

Kontol grubunda (fungus icermeyen-Kontrol) inkiibasyonun baslangicindan
35. giiniiniin sonuna kadar TK degisimi olmamustir. Inkiibasyon baslangicinda
Olciilen TK 25,11 mg/g iken bu deger 35. giin sonunda 25,40 mg/g olarak
Olciilmiistir. Bu sonug¢ ortamda bulunan BS’nin kontamine olmadigini, zamanla ve
calkalamanin etkisi ile parcalanarak ortama TK ilavesi yapmadigini gostermistir

(Sekil 4.87.).
Farkli derisimlerde BS iceren ortamlardaki TK degisimine bakildiginda P.

chrysosporium’un ortamlarda yetirince gelisemedigi goriilmektedir. Ciinkii TK

azaligt hi¢bir ortamda gergeklesmemistir. Bu sonug; P. chrysosporium ile yapilan BS
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fermantasyonu on igleminin TK artirimi i¢in gerekli olmadigini ortaya koymustur

(Sekil 4.87.).
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Sekil 4.87. P. chrysosporium’un BS ile gerceklestirilen inkiibasyonu boyunca
saptanan TK degisimi (150 rpm, 30 °C).

Farkh derisimlerde BS iceren ortamlardaki IS degisimi de TK degisimine
benzer sekilde gerceklesmistir. IS degisiminin olmayisi fungusun gelisemedigini bir

kez daha ispatlamistir. Sonuglar Sekil 4.88.’de verilmistir.
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Sekil 4.88. P. chrysosporium’un BS ile gerceklestirilen inkiibasyonu boyunca
saptanan IS degisimi (150 rpm, 30 °C).
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Shi ve ark. [90], P. chrysosporium ile pamuk sapinda lignin giderimi ve
karbonhidrat kazanimini calismiglardir. Calisma siv1 fazda, ¢alkalamali (150 rpm) ve
statik olmak {izere iki farkli inkiibasyon ortaminda gerceklestirilmistir. 14 giin
stirdiiriilen inkiibasyon boyunca her iki giinde bir 6rnek alinarak; lignin, karbonhidrat
(glukoz, ksiloz, arabinoz ve galaktoz) ve seliilaz analizleri yapilmistir. Calisma
sonunda statik ortamda % 20,7 lignin giderimi saglanirken, % 29,0 karbonhidrat geri
kazanimi saglanmigtir. Calkalamali ortamda ise lignin giderimi % 33,9 olarak
belirtilirken, karbonhidrat kazaniminin % 18,4 oldugu rapor edilmistir. Ayrica ilk 10
giin boyunca her iki ortamda da seliilaz aktivitesinin oldukga diisiik oldugu ve 10-14.
giinler arasinda aktivitenin belirgin bir sekilde artis gosterdigini belirtmislerdir.
Arastirmacilar ¢alkalamali ortamda lignin gideriminin statik ortama gore daha fazla
olmasina ragmen karbonhidrat geri kazaniminin daha fazla oldugu statik ortamin
uygulanmasinin uygun olacagm ve inkiibasyondan Once asit hidrolizi yapilarak

verimin artirilabilecegini belirtmislerdir.

Bu calismada beyaz ciiriik¢iil funguslarla gergeklestirilen sakkarifikasyon
calismalar1 sonucunda denenen tiim hammadde tiirleri ve derisimleri icin TK ve IS
degerlerinde baslangic miktarlarini agan artislar saptanamamaistir.

4.4.2. Enzimatik On Islem Calismalar

Ticari seliilazin aktivitesi Ghose’nin [79] onerdigi sekilde yapilmis ve 19,3
FPU/mL olarak saptanmistir. Bu sonu¢ dogrultusunda ortamlardaki hammadde
miktarma (FPU/g) gore seliilaz eklemesi yapilmistir
4.4.2.1. Seliilaz enzimi ile 6n iglemde pH nin etkisi

Tiim hammaddelerin 5 g/L ¢6zeltileri hazirlanmig ve iizerlerine 15 FPU/g

olacak sekilde seliilaz ilave edilmistir. 50 °C ve 150 rpm’de 48 saat siirdiiriilen

islemin sonunda saptanan TK ve IS degerleri Sekil 4.89.’da verilmistir.
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Sekil 4.89. Seliilaz ile 6n islem c¢alismalarinda pH’ min etkisi (sicaklik: 50 °C,
calkalama hiz1: 150 rpm, temas siiresi: 48 saat, seliilaz derisimi: 15 FPU/ghammadde

ve hammadde derisimi: 5 g/L).

Sekil 4.89.’da da goriildiigii iizere TK ve IS igin optimum pH 4,8 olarak
saptanmustir. Islem baslangicinda MS, MK, BK ve BS icin saptanan TK degerleri
strast ile 134,11; 23,66; 77,01 ve 27,19 mg/g iken bu degerler 48 saatlik temas siiresi
sonunda yine sirasi ile 214,10; 65,99; 191,23 ve 51,22 olarak belirlenmistir. pH
optimizasyonu sirasinda IS degerleri ise baslangicta MS, MK, BK ve BS icin sirasi
ile 112,77; 11,02; 5,99 ve 3,61 mg/g iken islem sonunda ise 161,71; 45,54; 81,23 ve
12,56 mg/g olarak saptanmistir.

Sharma ve ark [91], aycicegi kocaninda enzimatik sakarifikasyon
gerceklestirdikleri ¢calismalarinda pH’in etkisini aragtirmiglardir. pH 4-6 arasi (4,0;
4,5; 5;0-5,5 ve 6;0) yaptiklar1 ¢alismada, ortam sartlarin1 bu calismadaki sartlara
benzerdir (sicaklik: 50 °C, ¢alkalama hizi: 150 rpm, temas siiresi: 72 saat, seliilaz
derisimi: 25 FPU/ghammadde ve hammadde derisimi: % 5). Arastirma sonucunda
optimum pH olarak 5,0 belirlerlerken bu degerde saptanan IS degerini ise 436,6 mg/g

olarak rapor etmislerdir.
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4.4.2.2. Sicakligin etkisi

Maksimum sakarifikasyon verimi icin 6 farkh sicakligin (35, 40, 45, 50, 55,
60 °C) calisildig1 arastirmanin sonunda 50 °C’de gergeklestirilen enzimatik hidroliz
sonuclar1 diger sicakliklara gore daha yiiksek saptanmistir. Sonuclar Sekil 4.90.’da

verilmistir.
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Sekil 4.90. Seliilaz ile 6n islem ¢aligmalarinda sicakligin etkisi (pH 4,8; ¢alkalama
hizi: 150 rpm, temas siiresi: 48 saat, seliillaz derisimi: 15 FPU/ghammadde ve

hammadde derisimi: 5 g/L).

Islem baslangicinda MS, MK, BK ve BS i¢in saptanan TK degerleri sirasi
ile 134,11; 23,66; 77,01 ve 27,19 mg/g iken bu degerler 48 saatlik temas siiresi
sonunda yine sirast ile 216,22; 64,29; 192,34 ve 51,20 olarak belirlenmistir. Sicaklik
optimizasyonu sirasinda IS degerleri ise baslangicta MS, MK, BK ve BS icin sirasi
ile 112,77; 11,02; 5,99 ve 3,61 mg/g iken islem sonunda ise 162,28; 44,91; 79,97 ve
12,11 mg/g olarak saptanmistir.

Yang ve ark [92], ultrasonik 6n islem ve ardindan enzimatik hidrolizin
seliiloz sakarifikasyonuna etkisini arastirmislardir. Caligmalarinda enzimatik
hidrolizde sicakligin etkisini de arastiran ¢alismacilar, li¢ fakli sicaklikta (40, 50 ve
60 °C) 24 saat hidroliz reaksiyonu gergeklestirmisler ve optimum sicaklik olarak 50

°C’yi belirlemislerdir. 10 mg/mL derisiminde selilloz kullandiklar1 ¢alismada 40
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°C’de % 83,36, 50 °C’de % 93,09 ve 60 °C’de ise % 80,09 oramnda seliiloz

cevriminin gerceklestigini rapor etmislerdir.

Bir bagka calismada ise aycice8i kocami kullanilarak 40, 45, 50, 55 ve 60
°C’de seliilaz ile gergeklestirilen 72 saatlik enzimatik hidroliz denemeleri sonucunda

optimum sicaklik 50 °C olarak saptanirken verim % 54,6 olarak rapor edilmistir [91].

4.4.2.3. Temas siiresinin etkisi

Enzimatik hidroliz iglemlerinde temas siiresinin etkisini belirlemek amaciyla
ilk 24 saat 6 saat ara ile ve ardindan 12 saat ara ile toplam 96 saat olacak sekilde
denemeler yapilmistir. Caligma bulgular1 Sekil 4.91.’de verilmigtir. Sekil 4.91.’de de
goriildiigii gibi TK ve IS 36. saate kadar artis gosterirken daha sonraki zamanlarda

yapilan Olctimlerde artisin hemen hemen sabitlendigi goriilmektedir.
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Sekil 4.91. Seliilaz ile 6n islem caligmalarinda temas siiresinin etkisi (pH 4.8;
sicaklik 50 °C, calkalama hizi: 150 rpm, seliilaz derigimi: 15 FPU/ghammadde ve
hammadde derisimi: 5 g/L).

Islem baslangicinda MS, MK, BK ve BS i¢in saptanan TK degerleri sirasi
ile 134,11; 23,66; 77,01 ve 27,19 mg/g iken bu degerler ilk 36 saat sonunda sirasi ile
212,30; 64,11; 169,70 ve 48,37 olarak, 96. saatin sonunda ise 221,34; 67,99; 196,22

ve 53,99 olarak belirlenmistir. temas siiresinin optimizasyonu sirasinda IS degerleri
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ise baglangicta MS, MK, BK ve BS icin siras1 ile 112,77; 11,02; 5,99 ve 3,61 mg/g
iken bu degerler ilk 36 saat sonunda siras1 ile 159,34; 44,11; 78,14 ve 11,65 olarak,
96. saatin sonunda ise 164,10; 46,78; 82,93 ve 13,60 olarak belirlenmistir.

Zheng ve ark [53], substrat olarak deniz yosunu kullandiklar1 ¢aligmalarinda
selillaz ile gerceklestirdikleri hidroliz reasiyonunun ilk 24 saatte % 87 sinin
tamamlandigim1 ve 120. saatin sonunda ise bu degerin % 92,2 olarak 6lciildiigiinii
rapor etmislerdir. Bir bagka caligmada ise seliiloz hidrolizinin (enzimatik) ilk 24
saatlik reaksiyonu 2’ser saatlik periyotlar halinde incelenmis ve 24 saat sonuna kadar
reaksiyonun lineer bir bigimde artis gosterdigini ve 36. saat sonunda sabitlendigi
bildirilmistir [92]. Seliilaz ile gerceklestirilen sakarifikasyonda temas siiresinin
optimizasyonunun arastirildigi bir bagka calismada da aycicegi kocani kullanilmistir.
72 saat devam ettirilen reaksiyon sonunda optimum siire 48 saat olarak belirlenmistir

[91].

4.4.2.4. Calkalama hizinin etkisi

Maksimum sakarifikasyon verimi i¢in 5 farkli ¢alkalama hizinin (0, 50, 100,

150, 200 rpm) etkisi arastirilmis ve sonuclar Sekil 4.92.’de verilmistir.
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Sekil 4.92. Seliilaz ile 6n islem cahsmalarinda calkalama hizinin etkisi (pH 4,8;
sicaklik 50 °C, temas siiresi 36 saat, seliilaz derisimi: 15 FPU/ghammadde ve

hammadde derisimi: 5 g/L).
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Sekil 4.92.’de de goriildiigii gibi TK ve IS degerleri icin 100 rpm ¢alkalama
hiz1 optimum degerdir. Statik ortamda saptanan TK ve IS degerleri MS, MK, BK ve
BS i¢in sirasi ile TK: 189,44; 52,10; 145,66 ve 41,2 mg/g, iS: 134,45; 29,87; 45,55
ve 7,50 mg/g olarak belirlenirken 100 rpm’de saptanan TK ve IS degerleri MS, MK,
BK ve BS icin sirasi ile TK: 207,60; 57,70; 161,31 ve 46,72 mg/g, IS: 151,32; 38,71;
71,3 ve 10,16 mg/g olarak belirlenmistir. Bu bulgu 36 saatlik islem i¢in ¢alkalama

gereksinimi ortaya koymaktadir.
4.4.2.5. Hammadde derigiminin etkisi
Maksimum seliiloz ¢evriminin gerceklesebilmesi amaciyla calismada

kullanilan 4 farkli lignoseliilozik maddenin (MS, MK, BK ve BS) 4 farkli derigimi
(1, 5, 10 ve 20 g/L) calisilmistir. Bulgular Sekil 4.93.’de verilmistir.
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—~ _/-— 1254 —¥—BK
) M — Y &
5 1507 / g 1004 ——S
g £
1001 = 7157
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50
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Hammadde derisimi (g/L) Hammadde derisimi (g/L)

Sekil 4.93. Seliilaz ile 6n islem ¢alismalarinda hammadde derisiminin etkisi (pH 4.,8;
sicaklik 50 °C, temas siiresinin 36 saat, ¢alkalama hiz1 100 rpm ve seliilaz derigimi:

15 FPU/ghammadde).

5 g/ derisimde yapilan hidroliz islemi optimum deger olarak
saptanmustir. Sekil 4.93.’de de goriildiigii gibi hammadde derisimi arttikca TK ve IS
degerlerinde bazi kiiciik azalislar belirlenmistir. Benzer bulgular Sharma ve ark [91]
tarafindan yapilan caligmada da rapor edilmistir. Arastirmacilar aygicegi kogani
kullandiklar1 calismalarinda hammadde derisimi % 5’in iizerine ¢iktiginda enzim
derisimi g hammadde basina ayni olmasma ragmen selilloz c¢evriminin oldukca

diistiigiinii rapor etmislerdir. Bu durum ortamda bulunan hammadde yogunlugu
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nedeniyle hidroliz hizinin diigsmesi ile agiklanabilir. Esit verimlerin elde edilmesi i¢in
hidroliz temas siiresinin uzatilmasinin gerekliligi diisiiniilmektedir. Ancak temas

siiresinin uzatilmasi ise sisteme ek maliyet doguracaktir.

Zheng ve arkadaslar ise seliilaz ile yaptiklar1 hidrolizde substrat derigimi
artistyla seliilloz cevriminin orantili olarak azaldigini ve bu azalisin artan substrat

derisimi ile enzim substrat birlesiminin azalmasi nedeniyle gerceklestigini rapor

etmiglerdir [53].
4.4.2.6. Seliilaz derisiminin etkisi

Enzimatik optimizasyon ¢alismalarinin son basamagi olarak 5 farkl seliilaz
derisimi (10, 15, 20, 25, 30 FPU/g) calisilmistir. Caligma sonunda belirlenen TK ve
IS degerleri Sekil 4.94."de verilmistir.
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cl g
M v 100
= 100 =
50
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Sekil 4.94. Seliilaz ile 6n islem calismalarinda enzim derisiminin etkisi (pH 4.8;

sicaklik 50 °C, temas siiresi 36 saat, calkalama hizi 100 rpm ve hammadde derigimi:

5 ¢g/L).

Sekil 4.94.’de de goriildiigii gibi TK ve IS degerleri enzim derisimi 25
FPU/g’a kadar artig gostermistir. 10 FPU/g’da saptanan TK degerleri MS, MK, BK
ve BS icin sirast ile 175,27; 45,88; 141,73 ve 33,21 mg/g, bu degerler 25 FPU/g i¢cin
270,25; 80,69; 242,84 ve 76,29 mg/g olarak saptanmistir. I degerleri de benzer
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sekilde 10 FPU/g’da MS, MK, BK ve BS i¢in sirast ile 134,22; 29,50; 37,12 ve 6,60
mg/g, bu degerler 25 FPU/g icin 187,51; 62,34; 93,06 ve 21,23 mg/g olarak

belirlenmistir.

Zheng ve ark. karaya vurmus deniz yosunlar1 ile yaptiklar1 ¢aligmalarinda
seliilaz derisimini optimizasyonunu 10-160 FPU/g arasinda c¢alismiglar ve artan
seliilaz derisimi ile verimin arttigimi1 ancak bu artisin 60 FPU/g’a kadar hizla, daha
ist derisimlerde ise daha yavas oldugunu bu nedenle optimum deger olarak 60

FPU/g’1n belirlendigini rapor etmislerdir [53].

Bir bagka ¢alismada ise saf seliiloz’un (20 mg/mL) enzimatik hidrolizinde
10-60 FPU/g seliilaz derisimi denenmis ve optimum deger olarak 20 FPU/g
saptanmigtir [92].

Seliilaz ile hammaddelerin hidroliz iglemleri sonucunda optimum degerler
pH, sicaklik, temas siiresi, ¢calkalama hizi, hamadde ve enzim derigimi icin sirasi ile;
4,8; 50 °C, 36 saat, 100 rpm, 5 g/L ve 25 FPU/g olarak saptanmistir. Baglangicta TK
degerleri MS, MK, BK ve BS i¢in sirasiyla; 134,11; 23,66; 77,01 ve 27,19 mg/g iken
bu degerler optimum sartlarda gerceklestirilen hidroliz islemlerinden sonra siras1 ile

270,25; 80,69; 242,84 ve 76,29 mg/g olarak saptanmustir.

IS degerleri ise baslangigta MS, MK, BK ve BS icin sirasiyla: 112,77;
11,02; 599 ve 3,61 mg/g iken optimum sartlarda gergeklestirilen hidroliz
islemlerinden sonra sirasi ile 187,51; 62,34; 93,06 ve 21,23 mg/g olarak saptanmistir.

Enzimatik hidrolizde elde edilen verimler, 6zellikle asidik ve 1s1l 6n islem
caligmalarinda elde edilen verimlerden daha diisiiktiir. Bu nedenle verimin daha da
artirilabilmesi icin calismanin bundan sonraki kisimlarinda yiiksek verim elde edilen

sartlarin kombinasyonlar1 denenmistir.
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4.5. ON ISLEM KOMBINASYONU

4.5.1. Islak Oksidasyon - Enzimatik On islem Kombinasyonu

Bu 6n islem kombinasyonu 2 farkli sekilde gerceklestirilmistir. Birinci
basamakta ilk olarak islak oksidasyon uygulanmis ve ardindan enzimatik hidroliz
islemi gerceklestirilmistir. Ikinci basamakta ise ilk olarak enzimatik hidroliz islemi
ardindan 1slak oksidasyon uygulanmigtir. Islak oksidasyon calismalar1t 5 g/L
hammadde derisiminde, 1,2 MPa basing ve 121 °C sicaklikta 30 dk; enzimatik
hidroliz iglemleri ise optimum sartlarda (pH: 4,8; 50 °C, 36 saat, 100 rpm, 5 g/L
hammadde ve 25 FPU/g enzim derisimi) gerceklestirilmistir. Birinci basamak

sonuclart Sonuclar Sekil 5.95.°de, ikinci basamak sonuclari ise Sekil 5.96.’de

verilmistir.
600 4001 X
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5400 ~
< o0
2 &
E 300 £ 200
X 23
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Sekil 4.95. Islak oksidasyon ve ardindan enzimatik hidroliz islemi gerceklestirilmis

ortamlarda saptanan TK ve IS degerleri.

Islak oksidasyonun ardindan enzimatik hidroliz uygulandiginda verimlerin
oldukga arttig1 Sekil 4.95.’de de goriilmektedir. MS, MK, BK ve BS i¢in baslangicta
saptanan TK degerleri siras1 ile 134,11; 23,66; 77,01 ve 27,19 mg/g iken bu degerler
1slak oksidasyon sonunda 234,78; 58,4; 296,7 ve 54,30 mg/g, ardindan yapilan
enzimatik islem sonunda ise 440,61; 353,34; 572,30 ve 203,3 mg/g olarak
belirlenmistir. 1S degerleri ise MS, MK, BK ve BS icin baslangicta sirast ile 112,77,
11,02; 5,99 ve 3,61 iken bu degerler 1slak oksidasyon sonunda 129,21; 11,94; 7,57 ve
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12,30 mg/g, ardindan yapilan enzimatik islem sonunda ise 254,16; 211,45; 376,17 ve
109,93 mg/g olarak belirlenmistir.

Enzimatik 6n islem ve ardindan yapilan 1slak oksidasyon caligmalarinda ise
(2. basamak) birinci basamakta saptanan degerlerden daha diisiik verim elde
edilmistir (Sekil 4.96.). MS, MK, BK ve BS i¢in baslangicta saptanan TK degerleri
siras1 ile 134,11; 23,66; 77,01 ve 27,19 mg/g iken bu degerler enzimatik islem
sonunda 270,25; 80,69; 242,84 ve 76,29 mg/g, ardindan yapilan 1slak oksidasyon
sonunda ise 397,43; 115,27; 335;21 ve 89,55 mg/g olarak belirlenmistir. 1S degerleri
ise MS, MK, BK ve BS i¢in baglangicta siras1 ile 112,77; 11,02; 5,99 ve 3,61 iken
bu degerler enzimatik islem sonunda 187,51; 62,34; 93,06 ve 21,33 mg/g, ardindan
yapilan 1slak oksidasyon sonunda ise 178,22; 88,23; 265,20 ve 51,33 mg/g olarak

belirlenmistir.
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£ 200 g
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Sekil 4.96. Enzimatik hidroliz ve ardindan 1slak oksidasyon gerceklestirilmis

ortamlarda saptanan TK ve IS degerleri.
4.5.2. Asidik Islak Oksidasyon — Enzimatik On islem Kombinasyonu

Bu 6n islem kombinasyonu da 2 farkli sekilde gerceklestirilmistir. Birinci
basamakta ilk olarak % 1,0 H>SO. ile 1slak oksidasyon uygulanmig ve ardindan
enzimatik hidroliz islemi gerceklestirilmistir. ikinci basamakta ise ilk olarak
enzimatik hidroliz islemi ardindan % 1,0 H.SOsy ile 1slak oksidasyon uygulanmistir.

Islak oksidasyon ¢aligmalar1 5 g/L. hammadde derisiminde, 1,2 MPa basing ve 121 °C
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sicaklikta 30 dk; enzimatik hidroliz islemi ise optimum sartlarda (pH: 4,8; 50 °C, 36
saat, 100 rpm, 5 g/l hammadde ve 25 FPU/g enzim derisimi) gerceklestirilmistir.

Birinci basamak sonuglar1 incelendiginde suana kadar yapilan tiim
calismalar icerisinde en yiiksek TK ve IS degerleri saptanmistir (Sekil 4.97).
Baslangicta MS, MK, BK ve BS icin TK degerleri siras1 ile 134,11; 23,66; 77,01 ve
27,19 mg/g iken bu degerler asidik 1slak oksidasyon sonunda 521,93; 401,22; 640,81
ve 285,24 mg/g, ardindan yapilan enzimatik igslem sonunda ise 681,72; 549,21;
785,29 ve 369,18 mg/g olarak belirlenmistir. 1S degerleri ise MS, MK, BK ve BS
icin baglangigta sirast ile 112,77; 11,02; 5,99 ve 3,61 iken bu degerler asidik 1slak
oksidasyon sonunda 266,32; 171,47; 422,83 ve 39,30 mg/g, ardindan yapilan
enzimatik islem sonunda ise 539,59; 397,58; 686,72 ve 255,74 mg/g olarak

belirlenmistir.

Asidik Islak Oksidasyon

== Asidik Islak Oksidasyon +
Enzimatik Hidroliz

MS MK BK BS MS MK BK BS
Hammadde Hammadde

Sekil 4.97. Asidik 1slak oksidasyon ve ardindan enzimatik hidroliz islemi

gerceklestirilmis ortamlarda saptanan TK ve IS degerleri.

Ikinci basamak olan enzimatik 6n islem ve ardindan yapilan asidik 1slak
oksidasyon calismalarinda ise; birinci basamakta saptanan degerlerden daha diisiik
verim elde edilmistir. (Sekil 5.98). MS, MK, BK ve BS icin baglangigta saptanan
TK degerleri siras1 ile 134,11; 23,66; 77,01 ve 27,19 mg/g iken bu degerler enzimatik
islem sonunda 270,25; 80,69; 242,84 ve 76,29 mg/g, ardindan yapilan asidik 1slak
oksidasyon sonunda ise 570,63; 491,23; 701,37 ve 332,61 mg/g olarak belirlenmistir.
1S degerleri ise MS, MK, BK ve BS icin baglangicta siras1 ile 112,77; 11,02; 5,99 ve
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3,61 iken bu degerler enzimatik islem sonunda 187,51; 62,34; 93,06 ve 21,33 mg/g,
ardindan yapilan 1slak oksidasyon sonunda ise 429,33; 291,19; 537,70 ve 191,37

mg/g olarak belirlenmistir.

7507

B Enzimatik Hidroliz
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Oksidasyon

TK (mg/g)

NS MK B X i e .. : s ]
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Sekil 4.98. Enzimatik hidroliz ve ardindan asidik 1slak oksidasyon gerceklestirilmis

ortamlarda saptanan TK ve IS degerleri.

On islem kombinasyonu calismalar1 sonunda en uygun kombinasyonun
asidik 1s1l islem — enzimatik hidroliz oldugu saptanmistir. Bu ortamda digerlerine
gore daha yliksek verim elde edilmesinin sebebi olarak lignoseliilozik yapinin asit,
sicaklik basing altinda bozulmasi ve ardindan seliilazin ilave edilmesi ile enzimin

daha fazla seliiloz ile reaksiyona girmesi olarak diisiiniilmiistiir.

Calismada maksimum TK ve IS degerleri elde edilmis ve optimizasyon
islemleri bitmistir. Bundan sonraki basamakta ise optimum sart olarak belirlenen

ortamlarda HPLC ile heksozlarin ve inhibitorlerin analizleri yapilmistir.
4.6. HEKSOZLARIN TAYINI

Glukoz, fruktoz, mannoz ve galaktoz i¢in ayr1 ayr1 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 ve 5,0
g/LL derisimlerde standartlar hazirlanmis ve uygulanan kromatografi sartlarinda her
bir maddenin kolonda alikonma zamanina ya da gecikme zamanina (rt) gore
(Glukoz, fruktoz, mannoz ve galaktoz i¢in sirasiyla; 10,482; 11,267; 11,033; 11,093
dk) olusan pikler kullanilarak kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Olusan pikler ve

kalibrasyon egrileri Sekil 4.99.’da verilmistir.
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Sekil 4.99. Hektozlar icin HPLC ile olusturulan kalibrasyon egrileri.
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Maksimum TK ve IS’nin saptandigi 6n islem kombinasyonu olan % 1,0
H,SO, ile asidik - 1slak oksidasyon — enzimatik ©n islem kombinasyonu
calismalarindan elde edilen 6rneklerde yapilan heksoz tayinleri bulgular1 Cizelge 4.6.

ve Sekil 4.100.’de verilmistir.

Cizelge 4.6. On islem kombinasyonu sonrast hammaddelerde saptanan heksozlar.

Hammadde Glukoz Fruktoz Mannoz Galaktoz | Toplam
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) | (mg/g)
MS 163,03 323,59 - - 486,62
MK 28,17 - - 333,61 361,78
BK 468,99 - - 148,11 617,10
BS 6,18 - - 195,68 | 201,86
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Sekil 4.100. On islem kombinasyonu sonrast hammaddelerde saptanan heksozlar.
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Hammaddelerde HPLC ile saptanan heksozlarin toplam miktarlar1 (Tablo
4.6.) ve daha Onceden kolorimetrik yontemle belirlenen indirgen seker miktarlari
karsilastirildiginda, tiim hammaddeler igin IS degerleri daha yiiksek bulunmustur. Bu
durum 1S tayininde sadece Glukoz, fruktoz, mannoz ve galaktoz degil; bunlarin
yaninda diger olasi heksozlarin ve pentozlarin da 6lgiilmesinden kaynaklandigini
gostermektedir. Buna ragmen HPLC ile yapilan analizlerin daha giivenilir olmasi1 ve
sadece heksozlarin (kolaylikla fermente edilebilir sekerlerin) belirlenmis olmasi,

bundan sonra yapilacak olan etanol fermantasyonu i¢in daha net sonuglar vermistir.

4.7. INHIBITORLERIN TAYINI

Furfural, asetik asit ve levunilik asit icin ayr1 ayr1 25, 50, 100, 250 ve 500
mg/L derisimlerde standartlar hazirlanmis ve uygulanan kromatografi sartlarinda her
bir maddenin kolonda alikonma zamanina yada gecikme zamanma (rt) gore
(Furfural, asetik asit ve levunilik asit icin sirasiyla; 9,715; 18,683 ve 17,467 dk)
olusan pikler kullanilarak kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Olusan pikler ve

kalibrasyon egrileri Sekil 4.101.’de verilmistir.
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Sekil 4.101. Inhibitérler igin HPLC ile olusturulan kalibrasyon egrileri.

Maksimum TK ve IS’nin saptandigi 6n islem kombinasyonu olan % 1,0

H,SO, ile asidik -

islak oksidasyon — enzimatik 6n islem kombinasyonu

26 Omin

caligmalarindan elde edilen 6rneklerde yapilan inhibitér madde tayinleri bulgulari

Cizelge 4.7. ve Sekil 4.102."de verilmistir.

Cizelge 4.7. On islem kombinasyonu sonrasi hammaddelerde saptanan inhibitor

maddeler.
Hammadde Furfural Asetik asit Levunilik asit
(mg/g) (mg/g) (mg/g)
MS 5,93 37,28 18,42
MK 4,50 35,26 18,77
BK 7,29 37,58 22,90
BS 6,79 31,27 27,03
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Sekil 4.102. On islem kombinasyonu sonrast hammaddelerde saptanan inhibitorler.
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Hicbir 6n iglem yapilmamis hammaddelerin sudaki ¢ozeltilerinden alinan
orneklerde inhibitor maddelerin hicbirine rastlanmazken asidik 1slak oksidasyon ve
ardindan enzimatik 6n iglem goérmiis numunelerde aranan tiim inhibitorlerin
hepsinden belirli miktarlarda saptanmistir. Bu sonuglar dogrultusunda inhibitérlerin

farkli yontemlerle giderimleri ¢alisilmistir.
4.8. DETOKSIFIKASYON CALISMALARI
4.8.1. Fiziksel Detoksifikasyon

Dietil eter ve etil asetat (¢oziici:numune = 3:1) ile gerceklestirilen
ekstraksiyon deneyleri sonucunda saptanan heksoz ve inhibitér madde miktarlar1 ve
giderimleri, dietil eter ile yapilan ektraksiyon icin Cizelge 4.8.’de, etil asetat ile

yapilan ekstraksiyon icin ise Cizelge 4.9.’da verilmistir.

Cizelge 4.8. Dietil eter ile yapilan ektraksiyon ¢alismalar1 sonrasi saptanan heksozlar
ve inhibitorler (* baslangic, 2 ekstraksiyon sonrasi).

MS (mg/g) MK (mg/g) BK (mg/g) BS (mg/g)
Glukoz' 163,03 28,17 468,99 6,18
Glukoz® 146,33 23,44 411,42 6,09
Kayip (%) 10,24 16,79 12,34 1,45
Fruktoz' 323,59 - - -
Fruktoz’ 301,72
Kayip (%) 6,75
Mannoz' - - - -
Mannoz’
Kayip (%)
Galaktoz' - 333,61 148,11 195,68
Galaktoz? 296,63 122,52 174,61
Kayip (%) 11,08 17,28 10,81
Levunilik asit' | 18,42 18,77 22,90 27,03
Levunilik asit®> | 15,52 14,37 19,33 23,84
Giderim (%) 15,74 23,44 15,59 11,80
Asetik asit’ 37,28 35,26 37,58 31,27
Asetik asit? 26,77 23,41 27,22 2321
Giderim (%) 28,19 33,61 27,57 25,78
Furfural' 5,93 4,50 7,29 6,79
Furfural® 4,99 4,14 6,77 6,02
Giderim (%) 15,85 8,00 7,13 11,34
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Cizelge 4.9. Etil asetat ile yapilan ektraksiyon ¢alismalar1 sonrasi saptanan heksozlar
ve inhibitorler (1 baslangic, 2 ekstraksiyon sonrasi).

MS (mg/g) MK (mg/g) BK (mg/g) BS (mg/g)
Glukoz' 163,03 28,17 468,99 6,18
Glukoz® 131,24 20,28 395,27 5,98
Kayip (%) 19,5 28,01 15,72 3,23
Fruktoz' 323,59 - - -
Fruktoz? 297,63
Kayip (%) 8,02
Mannoz' - - - -
Mannoz’
Kayip (%)
Galaktoz' - 333,61 148,11 195,68
Galaktoz’ 287,31 117,16 164,48
Kayip (%) 13,88 20,90 15,94
Levunilik asit' | 18,42 18,77 22,90 27,03
Levunilik asit’ | 13,56 12,17 17,94 21,77
Giderim (%) 26,38 35,16 20,90 19,46
Asetik asit’ 37,28 35,26 37,58 31,27
Asetik asit’ 24,79 20,95 25,57 20,81
Giderim (%) 33,50 40,58 31,96 33,45
Furfural” 5,93 4,50 7,29 6,79
Furfural® 4,12 3,85 6,01 5,23
Giderim (%) 30,52 14,44 17,56 22,97

Etil asetat ile yapilan detoksifikasyon verimleri daha yiiksek olmasina
ragmen, heksozlarda meydana gelen kayiplar dietil eter ile yapilan igsleme gore daha

yiiksek bulunmustur. Bulgular tiim detoksifikasyon caligmalar1 sonunda tartigilmaistir.

4.8.2. Kimyasal Detoksifikasyon

Ca(OH), ile yapilan alkali detoksifikasyon bulgular1 Cizelge 4.10.’da
sunulmustur. Heksoz kayiplarinin daha diisiik ve inhibitor giderimlerinin daha
yiiksek olmasi fizikisel detoksifikasyon yontemine goére bu yontemin daha uygun

oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.10. Kimyasal detoksifikasyon calismalar1 sonras1 saptanan heksozlar ve
inhibitorler (* baslangic, 2 uygulama sonrast).

MS (mg/g) MK (mg/g) BK (mg/g) S (mg/g)
Glukoz' 163,03 28,17 468,99 6,18
Glukoz® 159,34 2744 460,84 6,03
Kayip (%) 2.26 2,59 1,74 243
Fruktoz' 323,59 - - -
Fruktoz? 315,37
Kayip (%) 2,54
Mannoz' - - - -
Mannoz’
Kayip (%)
Galaktoz' - 333,61 148,11 195,68
Galaktoz’ 309,34 141,45 191,79
Kayip (%) 7,27 4,50 1,99
Levunilik asit' | 18,42 18,77 22,90 27,03
Levunilik asit’> | 10,90 9,7 11,01 11,77
Giderim (%) 40,83 48,32 51,92 56,46
Asetik asit’ 37,28 35,26 37,58 31,27
Asetik asit? 16,34 13,17 17,01 11,92
Giderim (%) 56,17 62,65 54,74 61,88
Furfural” 5,93 4,50 7,29 6,79
Furfural® 2,71 1,92 297 281
Giderim (%) 54,30 57,33 59,26 58,62

4.8.3. Biyolojik Detoksifikasyon

Ticari lakkaz enziminin aktivitesi 493,44 CU olarak belirlenmis ve

detoksifikasyon icin ii¢ farkl aktivitesi (45,0; 90,0 ve 200,0 CU) ile detoksifikasyon

uygulamasi yapilmigtir. Calisma bulgular1 Cizelge 4.11.’de sunulmustur.

156




Erkurt, E.A. 2011. Dogu Akdeniz Bolgesinde Yetistirilen Misir ve Bugday Atiklanindan Biyoetanol Uretim Verimi Uzerine On

];slem Etkisinin Arastirilmast, Doktora Tezi, Mersin Universitesi

Cizelge 4.11. Biyolojik detoksifikasyon ¢aligsmalar1 (! baslangic, 2 uygulama sonrast).

Lakkaz MS (mg/g) | MK (mg/g) | BK (mg/g) | BS (mg/g)

Glukoz' 163,03 28,17 468,99 6,18
Glukoz? 160,22 27,98 460,23 6,11
Kayip (fl%;) 1,72 0,67 1,87 1,13
Fruktoz 323,59 - - -
Fruktoz’ 320,34
Kayip (%) 1,00
Mannoz' - - - -
Mannoz’
Kayip (%)

B Galaktoz! | - 333,61 148,11 195,68

= Galaktoz® 319,83 145,63 191,26

) Kayip (%) 4,13 1,67 2,26
Lev. asit’ 18,42 18,77 22.90 27,03
Lev. asit’ 18,11 18,72 22,31 26,54
Giderim (%) | 1,68 0,27 2,58 1,81
Asetik asit' | 37,28 35,26 37,58 31,27
Asetik asit® | 35,64 33,42 35,27 30,96
Giderim (%) | 4,40 5,22 6,14 1,00
Furfural' 5,93 4,50 7,29 6,79
Furfural® 5,51 4,42 7,01 6,52
Giderim (%) | 4,40 1,78 1,78 3,98
Glukoz' 163,03 28,17 468,99 6,18
Glukoz’ 160,93 27,25 458,34 6,14
Kayip (fl%;) 1,29 3,27 2,27 0,65
Fruktoz 323,59 - - -
Fruktoz’ 320,13
Kayip (%) 1,10
Mannoz' - - - -
Mannoz’
Kayip (%)

B Galaktoz! | - 333,61 148,11 195,68

S Galaktoz’ 325,23 14491 190,96

= Kayip (%) 2,51 2,16 241
Lev .asit" 18,42 18,77 22.90 27,03
Lev. asit’ 18,01 17,23 21,94 26,72
Giderim (%) | 2,23 8,20 4,19 1,15
Asetik asit' | 37,28 35,26 37,58 31,27
Asetik asit> | 36,49 34,11 34,65 30,28
Giderim (%) | 2,12 3,26 7,80 3,17
Furfural' 5,93 4,50 7,29 6,79
Furfural® 5,12 4,31 6,94 6,35
Giderim (%) | 13,66 4,22 5,12 6,48
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Cizelge 4.11.(devam) Biyolojik detoksifikasyon ¢aligmalari ( baslangic, 2 uygulama
sonrast).

Lakkaz MS (mg/g) | MK (mg/g) | BK (mg/g) | BS (mg/g)

Glukoz' 163,03 28,17 468,99 6,18
Glukoz’ 161,31 26,99 462,41 5,92
Kayip (%) 1,10 4,19 1,40 421
Fruktoz' 323,59 - - -
Fruktoz’ 321,37
Kayip (%) 0,69
Mannoz' - - - -
Mannoz?

) Kayip (%)

O Galaktoz' - 333,61 148,11 195,68

8 Galaktoz’ 319,37 146,13 192,47

S Kayip (%) 4,27 1,34 1,64

« Lev. asit' 18,42 18,77 22,90 27,03
Lev. asit’ 17,26 17,77 21,65 26,52
Giderim (%) | 6,30 5,33 5,46 1,89
Asetik asit' | 37,28 35,26 37,58 31,27
Asetik asit® | 35,65 33,42 35,63 29,98
Giderim (%) | 4,37 5,22 5,19 413
Furfural” 5,93 4,50 7,29 6,79
Furfural® 497 3,776 6,22 5,83
Giderim (%) | 16,19 16,44 14,68 14,14

Lakkaz enzimi ile gerceklestirilen detoksifikasyon islemleri sonuclari
incelendiginde; lakkaz enzimi aktivitesi artisi ile inhibitér maddelerin giderimlerinde
de artis saptanmistir. Ayrica lakkaz aktivitesi artis1 heksozlarin kaybina neden
olmamistir. Buna ragmen kimyasal detoksifikasyon uygulamasinda saptanan
inhibitér giderimleri diger yontemlerde saptanan degerlerden daha yiiksek olarak
belirlenmistir. Bu nedenle en uygun yontemin kimyasal detoksifikasyon olduguna
karar verilmistir. Ca(OH), ile yapilan islem sonrasi HPLC’den alinan piklerin

goriintiisii Sekil 4.103."de verigmistir.
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Sekil 4.103. Kimyasal detoksifikasyon sonras1t hammaddelerde saptanan inhibitorler.
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Zayif organik asitler olan levunilik asit ve asetik asidin meydana getirdigi
inhibisyonun furan aldehit bilesigi olan furfural’a gore daha diisiik oldugu rapor
edilmistir [93]. Bununla birlikte toksik etkinin fermantasyonda kullanilan
mikroorganizma tiirline gore degistigi bir baska makalede bildirilmistir [94]. Bu
calismada etanol fermantasyonu igin S. cerevisiae kullanilmistir. Xu ve arkadaslar1
[93] musir koganmnin asit hidrolizinden elde ettikleri monomer sekerler ile
gerceklestirdikleri  S.  cerevisiae fermantasyonunda inhibitorlerin  etkilerini
aragtirmislar ve asetik asit icin maksimum tolere edilebilir degeri 21,03 mg/ghammadde,
levunilik asit i¢cin 12,87 mg/ghammadde Ve furfural icin ise 3,94 mg/ghammadde Olarak
belirlediklerini rapor etmislerdir. Bu bilgiler 1s18inda; bu c¢alismada kimyasal
detoksifikasyon sonrasi saptanan inhibitér miktarlar1 S. cerevisiae igin tolare

edilebilir sinirlarin altinda bulunmustur (Cizelge 4.10).
4.9. SEM GORUNTULERI

MS, MK, BK ve BS’nin 6n iglem oncesi ve On islem sonrasi SEM
goriintiileri sirasiyla Sekil 4.104 - 4.107°de verilmistir. Sekiller incelendiginde 6n

islemler sonras1 hammaddelerde meydana gelen yapisal bozukluklar agikca

goriilmektedir.
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Sekil 4.104. MS’nin 6nigem Oncesi (iistte) ve sonrasi (altta) SEM goriintiisii.
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Sekil 4.105. MK’ nin 6nigem Oncesi (iistte) ve sonrasi (altta) SEM goriintiisii.
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Sekil 4.106. BK’nin 6nigsem oncesi (iistte) ve sonrasi (altta) SEM goriintiisii.
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Sekil 3.107. BS’nin 6nigsem Oncesi (iistte) ve sonrasi (altta) SEM goriintiisii.
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4.10. ETANOL FERMANTASYONU

4.10.1. S. cerevisiae Ureme Egrisinin Elde Edilmesi

3.,6.,9.,12., 15, 18., 21. 24. 30. 36. 42. ve 48. saatlerde iireme ortamindan
alman numunelerde 600 nm’de yapilan bulaniklik Olctimleri sonuclart Sekil

4.108.’de verilmistir.

124 « °®
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Zaman (saat)

Sekil 4.108. S. cerevisiae iireme egrisi.

Sekil 4.108.’de de goriildiigii gibi logaritmik iiriime safhasi1 0. — 30. saatler
aras1 gerceklesmektedir. Bu nedenle 0n iiretim ortamindan fermantasyon ortamina

asilama i¢in en uygun zaman 15. saat olarak belirlenmistir.
4.10.2. Fermantasyon

40 g/LL hammadde derisimi icin, calismanin bundan 6nceki boliimlerinde
saptanan optimum On islem sartlarinda asidik (% 1,’lik H,SOy ile) 1s1l (1,2 MPa
basing ve 121 °C sicaklikta 30 dk) on islem ve ardindan enzimatik hidroliz (pH: 4,8;
50 °C, 36 saat, 100 rpm ve 25 FPU/ghmmadde €nzim derigimi) uygulanmig
hammaddelere, optimum detoksifikasyonun da (5 g/L. Ca(OH), ile) uygulanmasinin

ardindan saptanan toplam heksoz miktarlar1t MS, MK, BK ve BS i¢in 17,761; 13,616;
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22,358 ve 7,328 g/L olarak saptanmistir. Bu degerlere esit miktarlarda heksoz iceren
kontrol gruplar1 da hazirlanmig, numunelerde yapilan pH ayarlamasinin ardindan
asilama islemi ile birlikte, hammaddelerden ve bunlarin kontrol gruplarindan
fermantasyon siiresi boyunca ¢esitli zamanlarda (0., 6., 12., 18., 24., 30., 36., 42., 48.,
54. ve 60. saatler) alinan orneklerde pH, toplam heksoz tayini ve etanol miktar1

analiz edilmistir.

Tiim drneklerde yapilan pH analizleri sonucundan 60 saatlik fermantasyon
islemi boyunca ortamlarda 6lciilen pH degerleri Sekil 4.109.’da verilmistir. 4,25 olan
baslangic pH’lar1 MS iceren ortamda 3,69’a gerilerken MK, BK ve BS i¢in ise siras1
ile 3,91; 3,73 ve 3,93 olarak saptanmustir. S. cerevisiae ile etanol iiretiminde
optimum pH degerinin 4,25 oldugu, bu degerin 3,5’e diismesi durumunda,
fermantasyon performansinin % 50 ye kadar azalabilecegi belirlenmistir [72].

Calismada pH 3,5 degerinin altina diismemistir.

—s— MS
—— MK
—— BK

——BS

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
Zaman (saat)

Sekil 4.109. Fermantasyon sirasinda pH degigimi.

MS ve MSionror ile yapilan fermantasyon caligmalart sirasinda heksoz

titketimi ve etil alkol iiretimini gosteren bulgular Sekil 4.110.’da verilmistir.
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Sekil 4.110. MS ile yapilan fermantasyon islemi sirasinda toplam heksoz ve etanol

degisimi (28 °C, 150 rpm).

Sekil 4.110.’da da goriildiigii gibi tretilen maksimum etanol miktarlar1
kontrol ve numende birbirine yakin olarak saptanmistir. Kontrol grubunda en yiiksek
etanol miktar1 36. saatte 6,43 g/L saptanirken, on iglemler géormiis hammadde de 30.
saatte 6,22 g/L olarak belirlenmistir. Bu sonug¢ yapilan detoksifikasyon islemini
sonrast maya gelisiminin gerceklesebildigini ve detoksifikasyonun basarili oldugunu
ortaya koymustur. 60 saatlik fermantasyon boyunca iki ortamda da seker tiiketimi ilk
30 saat boyunca hizla gerceklesmis, ancak 60. saat sonunda tamamu tiiketilememistir.
Kontrol ve numune i¢in 60. saat sonunda saptanan seker miktarlari sirasi ile 3,25 ve

3,87 g/L dir.

MK ve MKionror ile yapilan fermantasyon caligmalari sirasinda heksoz

titketimi ve etil alkol iiretimini gosteren bulgular Sekil 4.111.’de verilmistir.
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Sekil 4.111. MK ile yapilan fermantasyon islemi sirasinda toplam heksoz ve etanol

degisimi (28 °C, 150 rpm).

Sekil 4.111.’de de goriildiigii gibi, MS sonuclarina benzer sekilde, iiretilen
maksimum etanol miktarlar1 birbirine yakin olarak saptanmistir. Kontrol grubunda en
yiiksek etanol miktar1 36. saatte 3,76 g/L saptanirken, 6n islemler gormiis hammadde
de 36. saatte 3,56 g/L olarak belirlenmistir. Bu sonu¢ yapilan detoksifikasyon
islemini sonrast maya gelisiminin gerceklesebildigini ve detoksifikasyonun basarili
oldugunu ortaya koymustur. 60 saatlik fermantasyon boyunca MK iceren ortamda
seker tiiketimi lineer olarak devam ederken, kontrol grubunda 30. saate kadar hizla
gerceklesmistir. Kontrol ve numune icin 60. saat sonunda saptanan seker miktarlari

strast ile 3,21 ve 4,40 g/L’dir.

BK ve BKionol ile yapilan fermantasyon caligmalan sirasinda heksoz

titketimi ve etil alkol iiretimini gosteren bulgular Sekil 4.112.’de verilmistir.
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Sekil 4.112. BK ile yapilan fermantasyon iglemi sirasinda toplam heksoz ve etanol

degisimi (28 °C, 150 rpm).

Sekil 4.112.°de de goriildiigli gibi, BK sonuglar1 da MS ve MK’ya benzer
sekilde belirlenmistir. BK ve kontrol grubunda hizli bir seker tiiketimi ve etanol
iiretimi olmustur. Uretilen maksimum etanol miktarlar1 birbirlerine yakin olarak
saptanmistir. Kontrol grubunda en yiiksek etanol miktar1 36. saatte 8,25 g/L
saptanirken, on islemler gormiis hammadde de ise yine 36. saatte 8,01 g/L olarak
belirlenmistir. Bu sonu¢ yapilan detoksifikasyon islemini sonrasi maya gelisiminin
gerceklesebildigini ve detoksifikasyonun basarili oldugunu ortaya koymustur. 60
saatlik fermantasyon boyunca BK ve kontrolii icin seker tiiketimi ilk 24 saat boyunca
lineer olarak devam etmis ve daha sonra tiiketim hiz1 diigsmiistiir. Kontrol ve numune

icin 60. saat sonunda saptanan seker miktarlari siras1 ile 2,85 ve 3,12 g/L’dir.

BS ve BSionra ile yapilan fermantasyon caligmalar1 sirasinda heksoz

titketimi ve etil alkol iiretimini gosteren bulgular Sekil 4.113.’de verilmistir.
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Sekil 4.113. BS ile yapilan fermantasyon iglemi sirasinda toplam heksoz ve etanol

degisimi (28 °C, 150 rpm).

Sekil 4.113’de de goriildiigii gibi, BS ile yapilan fermantasyon isleminde,
baglangic seker miktarina bagli olarak maya gelisimi ve etanol iiretimi diger
hammaddelere gore daha diisiik olarak saptanmistir. BS ve onun kontroliinde seker
tilkketimi fermantasyon boyunca lineer olarak devam etmistir. Uretilen maksimum
etanol miktarlar1 birbirlerine yakin olarak saptanmistir. Kontrol grubunda en yiiksek
etanol miktar1 36. saatte 1,15 g/L saptanirken, on islemler gormiis hammaddede de
36. saatte 1,13 g/L olarak belirlenmistir. Bu sonu¢ yapilan detoksifikasyon islemini
sonrast maya gelisiminin gerceklesebildigini ve detoksifikasyonun basarili oldugunu
ortaya koymustur. 60 saatlik fermantasyon sonunda S ve kontrolii saptanan seker

miktarlar sirast ile 2,83 ve 3,76 g/L. olarak belirlenmistir.

Hammaddelere uygulanan fermantasyon islemi sonunda kontrol gruplarinda
etanol miktar1 ve seker tiiketimi, az bir farkla da olsa numunelere gore daha yiiksek
bulunmustur. Bu fark g6z ardi edilebilecek kadar diisiiktiir. Ancak, bu duruma sebep
olarak, giderimi gerceklestirilen inhibitér maddelerin disinda madde/maddelerin yada
literatiire gore inhibisyon limitlerinin altinda olmasina ragmen giderilmeden kalan

inhibitorlerin neden olabilecegi diistiniilmektedir.

Fermantasyon islemi sonunda hammaddeler i¢in saptanan degerler Cizelge

4.12.’de verilmistir.
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Cizelge 4.12. Fermantasyon iglemi sonunda hammaddeler icin saptanan degerler

(hesaplamalar bolim 3.2.5.3.”de ac¢iklanmustir).

MS MK BK S
Baslangi¢ seker derisimi (g/L) 17,76 | 13,62 | 22,36 | 7,33
Maksimum etanol {iretimi i¢in gecen zaman | 36 36 36 36
(saat)
Seker derisimi (36. saat, g/L) 4,45 5,34 3,95 4,65
Maksimum etanol (g/L) 6,22 3,56 8,01 1,13
Maksimum etanol (hacimce %) 0,79 0,45 1,02 0,14
Maksimum etanol (g/ghamdde) 0,16 0,09 0,20 0,03
Etanol iiretim hiz1 (g/L.saat) 0,17 0,10 0,22 0,03
Mayanin alkol iiretim verimi (%) 91,47 | 84,16 |85,12 | 82,48
Etanol verimi (%) 35,02 | 26,14 |3582 | 1542

Etanol iiretiminin baslangi¢ seker derisimine bagl olarak degistigi Cizelge

4.12.°den de acikca goriilmektedir. Bu sonuglar dogrultusunda teorik olarak

hesaplandiginda 1 ton MS, MK, BK ve BS i¢in swrasiyla; 202,78; 114,06; 253,49 ve

38,02 L etanol elde edilecektir.

4.11. MALIYET ANALIZI

Hammaddelerin kaynaklarindan alinarak, etanol distilasyonu sonuna kadar

tiim basamaklar i¢in hesaplanan teorik maliyetler asagida verilmisitir.

Hamadde fiyatlar

MS ve MK zirai alanda yakilarak yada parcalanarak birakildig icin

herhangibir masrafi yoktur. BK ve BS’nin 1 ton maliyeti sirast ile 380 ve 24 TL’dir

[95-96].
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Ulasim

Uygulamanin zirai alana uzaklig1 ortalama 40 km kabul ederek ton basina

10 TL olarak kabul edilmistir.

Yikama ve Kurutma:

Yikama i¢in 4 m’ su kullanilacagi ongoriilerek, 1 m’ su fiyat1 igyerleri icin

2,88 TL dir [97]. Buna gore masraf: 4 x 2.88 = 11,52 TL dir.

Parcalama ve Eleme

1 ton hammaddeyi parcalama, 6giitme ve eleme icin 10 TL masraf kabul

edilmistir.

Asidik islak oksidasyon

Su: 40 g/ hammadde olacak sekilde yapilacak ¢alisma i¢in 1 ton
hammaddeye gereken su miktar1 25 m?”diir. Suyun m”’ii 2,88 TL oldugundan masraf:

25 x 2.88 =72 Tl dir.

H,SO4: calismada % 1,0 H,SO4 kullamlmistir. Teknik H,SO4 (% 79°luk)
fiyat1 1,5 TL/L [98] olduguna gére 25 m’ ¢ozelti igin:
25000 L x (1/100) x (100/79) x 1,5 =493,42 TL

Karistirma ve i¢in harcanan elektrik: 25 m”’liik bir tanki karistirmak icin
gerekli pervane tipi karistiric1 icin gereksinim 0,08 kWh/m® [99] ve Sanayi tipi
elektrik ticreti 17,216 kWh/Kr [100] ise:

25x0,08 x 17,216 =0,35 TL

Toplam: 493,42 + 0,35 =493,77 TL
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Islak oksidasyon: asitlendirilmis hammaddelerin buharli basin¢lh 1s1] iglemi

icin kullanilacak olan otoklavin giicii 60 kWh ve calisma hacmi 2,5 m’ tiir [101].
Otoklavin 30 dk iglem (1,2 atm ve 121 °C) sartina gelebilmesi i¢in gegen siire 30 dk
kabulii ile 1 saat calisacagl ve Sanayi tipi elektrik iicreti 17,216 kWh/Kr olduguna
gore 25 m® ¢ozeltiye (10 defa calisacaktir) uygulanacak islemin masrafi:

60 x (17,216/100) x 10 = 103,30 TL

Notralizasyon: % 1 H,SOj iceren ortamin notralizasyonu:

H>SO4 + 2NaOH - Na,SO4 + 2H,0 reaksiyonu geregince olacagi i¢in 98 g
H,S0, i¢in 80 g NaOH gereklidir.

25 m’ ¢ozelti icerisinde:

25000 L x (1/100) x (100/79) = 316,46 L H,SO4 bulunmaktadir. H,SO,’iin
yogunlugu 1,84 kg/L olduguna gore:

1,84 x 316,46 = 582,29 kg olarak hesaplanir.

98 kg H,SO4 notralizasyonu icin 80 kg NaOH gerektigine gore 582,29 kg
icin:

(582,29%80)/98 = 475,34 kg NaOH gerektirir. 1 kg teknik NaOH 1 TL [102]

olduguna gore notralizasyon maliyeti 475,34 TL dir.

Karistirma ve i¢in harcanan elektrik: 25 m”’liik bir tanki karistirmak icin
gerekli pervane tipi karistirict i¢in gereksinim 0,08 KWh/m® [99] ve Sanayi tipi
elektrik ticreti 17,216 kWh/Kr [100] ise:

25x0,08 x 17,216 =0,35 TL

Toplam: 475,34 + 0,35 =475,69 TL

Enzimatik islem

Seliilaz: caligmada optimum seliilaz derisimi 25 FPU/g olarak saptanmistir.
Buna gore 1 ton hammadde icin gerekli enzim aktivitesi 25.106 FPU’dur. Cin
tiretimi sanayi tipi seliilazin aktivitesi 160000 FPU/g ve fiyati ise 1 $/kg’dir (1 $ 1,6
TL olarak hesaplanmigtir) [103]. Buna gore maliyet:

(25.106/160000) x 1,6/1000 = 0,25 TL
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Karistirma ve 1sitma icin harcanan elektrik: 25 m® liik bir tanki karigtirmak

icin gerekli pervane tipi karistiric1 i¢in gereksinim 0,08 KkWh/m® [10] ve 1sitma icin
gereksinim 4 adet 12 kWh’lik rezistans ile yapilacaktir [104]. Rezistanstarin
reaksiyon siiresinin % 75’inde calisir halde olacag: kabulii ve elektrik iicreti 17,216
kWh/Kr ise 36 saatlik iglem i¢in masraf:

(36x0,08 x25+36x4x12x0,75)x17,216/100 = 235,51 TL

Detoksifikasyon

Ca(OH), ilavesi: 5 g/L derisimde Ca(OH), ilave edilecegine gore 25 m’ igin
(25000 x 5)/1000 = 125 kg Ca(OH), gereklidir. 1 ton Ca(OH), 200 TL [105] ise
masraf: 200 x 125/1000 = 25 TL

Karigtirma masrafi ile: 25 + 0,35 = 25,35 TL dir.

pH dengeleme islemi: % 79°luk H>SOj ile pH 4,25’e ayarlanmistir.
H,SO4 + Ca(OH), = CaSO4 + 2H,0 reaksiyonu geregi 125 kg/25m3

Ca(OH); iceren ortamin pH’sin1 4,25 olarak ayarlanabilmesi i¢in:

H" + OH - H,0 reaksiyonuna gore

125 kg Ca(OH), den gelen OH miktar1 57,43 kg’dir.

1 kg H" ile 17 kg OH notrlestigine gore (normal sartlar kabul edilmistir)
57,43 kg OH igin 3,38 kg H" gereklidir. Ayrica 25 m’ ortamin pH’sinin 4,25

olabilmesi i¢in gereken H* derigimi ise

pH = -log[H] denklemine gore hesaplandiginda 1,77 kg olarak hesaplanir.
Buna gore gerekli H" miktar1 3,38 + 1,77 = 5,15 kg’dir. Asit olarak % 79’ luk HoSO4
kullamldigina ve 2 kg H" igin 98 kg HoSO4 gerektigine gore gerekli HoSO4 miktar1
(asit yogunlugu 1,84 kg/L):

(5,15x98/2)/1,84 x (100/79) = 173,60 L’dir.

% 79’luk H,SO4’in litresi 1,5 TL olduguna gore maliyet:

173,6 x 1,5 =260,40 TL dir.

Karigtirma ile toplam masraf: 260,40 + 0,35 = 260,75 TL’dir.
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Fermantasyon

Karigtirma ve 1sitma icin harcanan elektrik: 25 m’ liik bir tanki karigtirmak
icin gerekli pervane tipi karistirici icin gereksinim 0,08 kWh/m® [99] ve 1sitma icin
gereksinim 4 adet 12 kWh’lik rezistans ile yapilacaktir [103]. Rezistanstarin iglem
siiresinin % 50’sinde calisir halde duracagi kabulii ile, elektrik iicreti 17,216 kWh/Kr
ise her bir hammadde i¢in maksimum etanol iiretim siiresine gore masraflar:

MS: 36 x0,08 x25+42x4x12x0,5) x17,216/100 = 161,10 TL

MK: 36 x 0,08 x25 +36 x4 x 12 x0,5) x 17,216/100 = 161,10 TL

BK: (36 x0,08x25+30x4x12x0,5)x17,216/100 = 161,10 TL

BS: (36 x0,08 x25+42x4x12x0,5)x17,216/100 =161,10 TL

Etil alkol distilasyonu icin hacanan elektrik: pervane tipi karistirict [99]

kullanilacak ve 1sitma 6 adet 12 kWh’lik rezistans ile yapilacaktir [104].
Rezistanstarin islem siiresinin (12 saat kabul edilmistir) % 85’inde calisir halde
olacagi kabulii ile, elektrik icreti 17,216 kWh/Kr ise distilasyon masrafi:

(12x0,08 x25+12x6x12x0,85)x17,216/100 = 130,57 TL

Iscilik Ucreti

01.01.2011-31.06.2011 tarihleri aras1 16 yas tistii briit asgari iicret 26,55 TL
[106] ve 8 giinliik ¢calisma i¢in is¢i masrafi:
26,55 x 8 =212,40 TL dir

Etil Alkol

1 ton MS, MK, BK ve BS i¢in sirasiyla; 190,11; 114,07; 266,16 ve 38,02 L
etil alkol elde edilecektir. 1 L etil alkol fiyat1 7,5 TL [107] ise elde edilen gelirler:

MS: 202,78 x 7,5 = 1520,85 TL

MK: 114,06 x 7,5 =855,45 TL

BK: 253,49 x7,5= 1901,18 TL

BS: 38,02 x7,5=285,15TL
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Protein ve karbonhidrat icerigi yiiksek besi hayvant yemi

Numunelerin icerigindeki lignin, seliiloz ve hemiseliiloz’un yapilan 6n islem
calismalar1 neticesinde belirli oranlarda parcalanmasi sonucu besi hayvanlart igin
sinidirimi daha kolay yem haline geldigi diisiiniilmektedir. Bununla beraber
fermantasyon sonunda kalan sekerler ve daha da onemlisi maya igeriginden dolay1
yiiksek protein icerigi posamn besi hayvani yemi olarak degerlendirilebilecegini
gdstermigtir. Fermantasyon sonunda Mersin 11 Kontrol Laboratuar’inda yapilan
analizlere gore MK, MS, BK ve BS i¢in ham protein miktar1 siras1 ile % 14,88;
16,10; 30,78 ve 16,38 olarak belirlenmistir. % 18 protein icerigine sahip besin katk1
maddesini fiyat1 33,5 TL/50 kg’dwr [108]. Fermantasyon sonunda 1 ton
hammaddenin 100 kg’im1 kayip olarak varsayarak besin katki yemi gelirleri
hesaplandiginda:

MK: (14,88/18) x (1000 — 100) x (33,5 /50) = 498,48 TL

MS (16,10/18) x (1000 —100) x (33,5 /50) = 539,35 TL

BK: (30,78/18) x (1000 — 100) x (33,5/50) =1031,13 TL

BS: (16,38/18) x (1000 - 100) x (33,5 /50) = 548,73 TL

olarak bulunur.

Yukarida hesaplamalar1 yapilan maliyetlerin 6zet olarak gosterimi Cizelge
4.13.’de verilmistir. Yapilan hesaplama sonucunda BK’nin ©nerilen uygulamada
maliyet acisindan en uygun hammadde oldugu saptanmistir. Ancak ilk olarak pilot
Olcekli ardindan sanayi tipi bir sistemde bu maliyetlerin ¢ok daha altinda maliyetlerle

iretim yapilabilecegi bilinmektedir.
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Cizelge 4.13 Teorik maliyet hesaplar1 ¢izelgesi.

GIDER (TL/ton hammadde) GELIR (TL/ton hammadde)

UYGULAMA MS MK BK BS MS MK BK BS
Hammadde 0,00 0,00 380,00 [24,00
Ulasim 10,00 10,00 10,00 10,00
Yikama ve Kurutma 11,52 11,52 11,52 11,52
Parcalama ve eleme 10,00 10,00 10,00 10,00
Asidik Islak Oksidasyon

Su (25 m3) 72,00 172,00 72,00 72,00

H,SO4 (teknik % 79°Iuk) % 1 ve karigtirma 493,77 493,77 493,77 493,77

Islak Oksidasyon 103,30 [103,30 |103,30 103,30

Notralizasyon iglemi (NaOH + karistirma) 475,69 475,69 475,69 475,69
Enzimatik islem

Seliilaz 0,25 0,25 0,25 0,25

Karigtirma ve 1sitma i¢in harcanan elektrik 235,51 235,51 [235,51 [235,51
Detoksifikason

Ca(OH), (5g/L), karistirma 2535 12535 125,35 25,35

pH dengeleme islemi 260,75 1260,75 ]260,75 |260,75
Fermantasyon

Fermantasyonda karigtirma ve 1sitma icin
elektrik 161,10 |161,10 [161,10 |161,10

Etil alkol distilasyonu i¢in hacanan elektrik 130,57 |130,57 |130,57 |130,57
Iscilik iicreti (8 giin igin) 21240 (212,40 [212,40 212,40
Etil Alkol 1520,85 |855,45 |1901,18 |285,15
Protein ve karbonhidrat igerigi yiiksek besi
hayvani yemi 498,48 539,35 |1031,13 |548,73
Toplam 2202,21 [2202,21 [2582,21 |2226,21 [2019,33 |1394,80 |2932,31 | 833,88
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Dogu Akdeniz bolgesinde mevsimlere bagl olarak doniistimlii {iretilen misir
ve bugday atiklarina, cesitli on islemlerin ve bunlarin kombinasyonlarinin
uygulanmasi ile ozellikle fermente olabilir iiriinlerin (heksozlar) olusturulmasinin
amaclandig1 caligmanin sonuglart ve Oneriler boliimlere bagli olarak asagidaki

paragraflarda sunulmustur.

Calismada ilk olarak hammadde icerikleri saptanmistir. Ardindan
maksimum sakkarifikasyonun gerceklestirilebilmesi amaciyla fiziksel, kimyasal,

biyolojik 6n iglemler ve bu 6n iglemlerin kombinasyonlar1 uygulanmstir.

Fiziksel ©n islem calismalar1 mekanik ve ultrasonik islemlerinden
olugsmustur. Mekanik 6n iglemlerde hammaddeler 6giitiilmiis ve farkli gézeneklilige
sahip eleklerden gegirilerek tanecik boyutunun TK ve IS iizerindeki etkisi
arastirllmistir. Caligma sonucunda hammaddeler i¢in de 6 numarah elegin (75 -212

mikron) daha verimli oldugu belirlenmistir.

Ultrasonik 6n islemlerde ilk olarak farkli hammadde derisimi ve zamanin
etkisi ayr1 ayr1 ¢calisilmistir ve 1 g/ hammadde derisimi ve 60 dk’lik ultrasonik iglem
siresi optimum deger olarak saptanmistir. Ardindan, optimum hammadde derisimi
ve iglem siiresi kosullarinda farkli derisimlerde NaOH, H,SO,4 ve H,O,’ile ayr1 ayri
ve birlestirilerek ultrasonik iglemler yapimistir. Calisma sonucunda NaOH
derisiminin artmasiyla TK derisimlerinde artis saptanmistir. IS derisimlerine
bakildiginda ise kullanilan kimyasal maddelerin TK degisiminde oldugu gibi bir
etkisinin bulunmadig1 belirlenmistir. En yiiksek TK ve IS degerlerine MS ile yapilan
caligmada 2,0 M NaOH ile ulasimistir. H,O, ile birlikte NaOH ve H,SO,’iin
etkisinin arastirilmasi sonunda ise H,O, - NaOH ve H,0, - H,SO4 karigimlar1 i¢in en
yiiksek TK derisimi 340,13 mg/g ile BK’da, IS derisimi ise 185,01 mg/g olarak
MS’de saptanmuistir.
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Kimyasal 6n islem calismalarinda piroliz, fenton oksidasyonu, seyreltik ve
derisik H»SO4 uygulamasi, alkali on islemler ve 1slak oksidasyon uygulamalarinin

TK ve IS iizerindeki etkisi arastirilmistir.

5 g hammadde i¢in ayr1 ayr1 300, 350 ve 400 °C’de 20 dk piroliz islemleri
sonucunda ise 400 °C’lik piroliz uygulamasinin optimum sart olarak saptanmustir.
Ancak, calisma bulgular1 1s131nda piroliz isleminin; IS olusumu acisindan verimsiz
ve yliksek enerjiye ihtiyaci olmasi nedeniyle, sakkarifikasyon i¢in uygun olmadigi

kararina varilmstir.

Fenton oksidasyonu caligmalarinda pH, Fe** derisimi, H,O, derisimi ve
reaksiyon siiresinin etkisi arastiritlmig ve optimum degerler pH 3, Fe’* 250 mM, H,0,

500 mM, 60 dk reaksiyon siiresi olarak bulunmustur.

Farkli derisimlerde seyreltik H,SO4 ve reaksiyon siireleri ile yapilan 1s1l 6n
islem caligmalar1 sonucunda optimum H,SO4 miktar1 % 1,0 ve reaksiyon siiresi ise

60 dk olarak belirlenmistir.

Farkli derisimlerde derisik HoSO4 ve reaksiyon siireleri ile yapilan 1s1l 6n
islem caligmalar1 sonucunda optimum H,SO4 miktar1 % 20,0 ve reaksiyon siiresi ise

10 dk olarak belirlenmistir.

Farkli derisimlerde NaOH ve Ca(OH), ile yapilan alkali 1s1l on islem
caligmalar1 sonucunda optimum NaOH miktar1 % 5,0 ve reaksiyon siiresi ise 60 dk
olarak belirlenirken, Ca(OH), miktar1 ise % 5,0 ve reaksiyon siiresi ise 120 dk olarak

belirlenmistir.

Islak oksidasyon On islemi icin asidik, alkali ve ndtr ortamlar olusturularak
1,2 MPa basing altinda 121 + 2 °C’de 0-180 dk 6n islem uygulanmistir. Calisma
sonunda asidik 1slak oksidasyon veriminin alkali 1slak oksidasyona gore daha yiiksek
oldugu saptanmistir. Optimum H,SO4 derisimi % 1,0 ve reaksiyon siiresi ise 30 dk

olarak belirlenmistir.
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Biyoloijk ©n islem uygulamalarinda beyaz ciiriik¢iil funguslarla ve
enzimatik (seliilaz ile) calismalar yapilmistir. Beyaz ciiriik¢iil funguslarla sivi faz
fermantasyon yontemi kullanilarak F. trogii ve P. chrysosporium’un MS, MK, BK
ve BS ile on islem uygulamasi gerceklestirilmistir. Yapilan sakkarifikasyon
caligmalar1 sonucunda denenen tiim hammadde tiirleri ve derisimleri i¢in baslangic

TK ve IS derisimlerini asan derisimler belirlenememistir.

Seliilaz ile gergeklestirilen biyolojik on islem ¢aligmalarinda pH, sicaklik,
temas siiresi, calkalama hizi, baslangic hammadde derisimi ve seliilaz derisiminin
etkisi arastirilmis ve sonuglar sirasi ile 4,8; 50 °C, 36 saat, 100 rpm, 5 g/L ve 25
FPU/g olarak saptanmistir.

Islak oksidasyon - enzimatik on iglem ve asidik 1slak oksidasyon - enzimatik
On islem kombinasyonu olusturularak yapilan islem sonrast % 1,0 H.SOy ile 1slak
oksidasyon uygulanmis ve ardindan enzimatik hidroliz islemi gerceklestirilmis
kombinasyon ortaminda yapilan tiim c¢alismalar icerisinde en yiiksek TK ve IS
degerleri saptanmistir. Baglangigta MS, MK, BK ve BS icin TK degerleri sirasi ile
134,11; 23,66; 77,01 ve 27,19 mg/g iken bu degerler asidik 1slak oksidasyon sonunda
521,93; 401,22; 640,81 ve 285,24 mg/g, ardindan yapilan enzimatik iglem sonunda
ise 681,72; 549,21; 785,29 ve 369,18 mg/g olarak belirlenmistir. 1S degerleri ise MS,
MK, BK ve BS icin baglangicta siras1 ile 112,77; 11,02; 5,99 ve 3,61 iken bu
degerler asidik 1slak oksidasyon sonunda 266,32; 171,47; 422,83 ve 39,30 mg/g,
ardindan yapilan enzimatik islem sonunda ise 539,59; 397,58; 686,72 ve 255,74

mg/g olarak belirlenmistir.

Optimum 06n islem uygulamasi sonrasi ortamlarda etanol fermantasyonunu
inhibe eden maddelerin HPLC ile varliginin tespit edilmesi sonucunda bu maddelerin
giderim (detoksifikasyon) caligmalar1 yapilmistir. Detoksifikasyon caligmalar1 ise
fiziksel (dietil eter ve etil asetat ile ekstraksiyon) kimyasal (Ca(OH), ile yapilan
alkali detoksifikasyon) ve biyolojik (lakkaz enzimi ile) olarak ayr1 ayr1 denenmistir.
Calisma sonunda Ca(OH), ile yapilan alkali detoksifikasyon uygun yontem olarak

belirlenmistir.
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On islem calismalar1 6ncesi ve sonrast olmak iizere hammaddelerin SEM
goriintiileri alinmis ve goriintiilerde yapisal bozukluklar saptanmistir. Bu sonug

yapilan 0n islemlerin hammaddeler tizerindeki etkisini gorsel olarak da gostermistir.

Optimum 6n islem kombinasyonunda yapilan sakkarifikasyon ¢alismas1 ve
ardindan detoksifikasyon sonras1 40 g/ hammadde derisiminde etanol
fermantasyonu yapilmistir. Fermantasyondan ©Once maya On iiretim ortami
hazirlanmig ve aktif hiicrelerin yogun bulundugu fazdan alinan as1 ile fermantasyon
baslatilmistir. Uygulama sonucunda saptanan maksimum etanol derisimleri ise MS,

MK, BK ve BS i¢in sirast ile 6,22; 3,56; 8,01 ve 1,13 g/L olarak belirlenmistir.

Calismanin son basamaginda teorik maliyet analizi yapilmistir. Yapilan
hesaplama sonucunda BK’min Onerilen uygulamada maliyet acisindan en uygun

hammadde oldugu saptanmaistir.

Gliniimiiz petrol fiyatlar1 ile biyoetanol fiyatlar1 kiyaslandiginda petrol
kaynakli yakitlarin daha ekonomik oldugu bilinmektedir. Ancak Diinya’da petrol
fiyatlarmin devaml olarak artis1 ve kaynaklarin azalig1 gdz Oniinde tutuldugunda
ileride biyoetanol kullanimimin daha avantajli olacagi ve bu tiir ¢alismalara hz

katilmasinin gerekli oldugu diistiniilmektedir.

Onerilen 6n islem uygulamasinm, maliyetinin diisiiriilmesi ve teknolojik
olarak uygulanabilirligi icin pilot Olcekli bir sistemde denemelerin yapilmasi

gerekmektedir.

Maddi degeri olmayan zirai atiklarin islenmesi ile biyoetanol iiretimi ve
kullanimu ile;
Petrol kaynakli atiklara kiyasla, atmosfer kirliliginin azaltilabilecegi,
Ulkemizin petrol bagimliliginin azaltilabilecegi,
Yeni istihdam alan1 yaratilabilecegi,
gercekleri gbz Oniinde bulundurularak, bu tiir arastirmalarin iilkemiz bdlgelerine

bagli olarak iiretilen zirai iirlinlerin atiklarinda da calisilmasi 6nerilmektedir.
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Ayrica elde edilen sekerler (heksozlar) ile sadece etanol eldesi degil,
sekerlerin substrat olarak kullanilmasi ile farkli yollarla elde edilen asetik asit, sitrik
asit ve buna benzer iirlinlerin de elde edilebilecegi gbz oniinde tutularak, bu {iriinlerin

eldesinin de aragtirilmasinin gerektigi 6nerilmektedir.
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