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OZET

BUHAR PATLATMA UYGULANMIS AYCICEGi SAPLARINDAN
ENZIMATIK HIDROLIZ YONTEMIYLE FERMENTE SEKER URETIMIi

Selva KUTUK
Diizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Orman Endiistri Mithendisligi Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof.Dr. Yalgin COPUR
Temmuz 2015, 49 sayfa

Yenilenebilir enerji, siirekli devam eden dogal siireglerdeki var olan enerji akisindan
elde edilen enerji olarak tanimlanmaktadir. Bu kapsamda diinyadaki enerji acigim
azaltmak ve cevre kirliligini en aza indirmek amaciyla yenilenebilir enerji kaynaklarina
yonelim artig gostermistir. Biyoetanol iiretimi ile komiir, petrol ve dogalgaz gibi fosil
yakitlara bagimlilikta azalma olacag: diisiiniilmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda glikoz
verimini daha fazla arttiracagi diistiniilen NaBH,4 kimyasal 6n muamele islemi ay¢icegi
saplar1 lizerinde test edilmistir. Ham numune, buhar patlatma isleminin ardindan
NaBH,, NaOH ve bu kimyasallarin ii¢ farkli konsantrasyonlarda karigimlari ile 6n
muamele edilerek enzimatik hidroliz islemine tabi tutulmustur. Calisma sonucunda elde
edilen veriler NaBH, ile 6n muamele islemine tabi tutulan 6rneklerde enzimatik hidroliz
islemi sonucunda glikoz ve ksiloz doniistimlerinin %71,7 ve %59,7 (48 saat) oldugu
belirlenmistir. Diger taraftan kimyasal 6n muameleye tabi tutulmaksizin buhar patlatma
isleminin lignini uzaklastirmada (%21,2) en etkili yontem oldugu goriilmiistiir.

Anahtar sozciikler: Aygicegi, buhar patlatma, 6n muamele, enzimatik hidroliz, glikoz,
ksiloz



ABSTRACT

ENZYMATIC HYDROLYSIS OF STEAM EXPLODED SUNFLOWER STALKS
TO PRODUCE FERMENTABLE SUGARS

Selva KUTUK
Duzce University
Institute of Science and Technology, Forest Endustry Engineering
Master of Science Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Yalgin COPUR
July 2015, 49 pages

Renewable energy is defined as energy derived from natural biomaterials. In this
context, to reduce the energy deficit and to minimize the environmental pollution, the
use of renewable energy sources must increase. It is expected to diminish the
dependence on fossil fuels such as coal, petroleum products and gas by substituting
them by biomaterials. The aim of this study is to examine the effect of NaBH,
pretreatment on glucose conversion of sunflower stalks. In this study, sunflower stalks
were steam exploded and then pretreated with NaBH,4, NaOH and the mixtures of three
different concentrations of these chemicals. The material then hydrolyzed with enzymes
to convert polymers sugars to monomers. Results showed that SE+%2 NaBH,4
pretreatment was the most effective method gave the higher glucose and xylose
conversion (71.71% and 59.7%; 48 hours). On the other hand, steam explosion alone
was the most effective method for removing the highest amount (21.2%) of lignin.

Keywords: Sunflower, steam explosion, pretreatment, enzymatic hydrolysis, glucose,
xylose



EXTENDED ABSTRACT

ENZYMATIC HYDROLYSIS OF STEAM EXPLODED SUNFLOWER STALKS
TO PRODUCE FERMENTABLE SUGARS

Selva KUTUK
Duzce University
Institute of Science and Technology, Forest Endustry Engineering
Master of Science Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Yalgin COPUR
July 2015, 44 pages

1. INTRODUCTION:

Renewable energy could be defined as obtaining energy from the existing natural
materials. In this context, to reduce the deficit and to minimize the environmental
pollution, renewable energy sources should be utilized in energy production. Producing
energy from renewable sources, it is expected to diminish the dependence on fossil fuels
such as oil and gas.

The focus of recent research on biomass to produce energy has a significant alternative
potential. Wind and solar energy is also an energy source, but discrete, as long as there
is sunlight or wind, energy could be produced. On the other hand, solid renewable
biomass could be used to produce liquid and gaseous forms of energy. Consequently,

the biggest potential is biomass to produce energy.

2. MATERIAL AND METHODS:

Sunflower stalks used in this study were obtained from Diizce region. Sunflower stalks
were divided into pieces about 3 cm long (Duzce University, Faculty of Forestry
Laboratory) and then the samples were air dried. Moisture content of the samples were
determined (TAPPI T 264) and was stored at -5 ° C for subsequent treatments in locked
plastic bags. 500 g of sample was steam exploded in the steam explosion chamber
(high-pressure reactor). Steam explosion was made at 198 to 200 °C (15 bar pressure)
for 5 minutes. After explosion, the moisture of the solid was determined. The yield was

calculated and the resulting solid samples were stored at -20 °C for subsequent chemical



pre-treatment process.

After steam explosion, the material was chemically pretreated (10g) using 5 different
solutions. The prepared solid/liquid ratio was 10% (w/v). The chemical pretreatments
were performed at 121 °C (1034 bar) in an autoclave for 30 minutes. The liquid and

solid parts were separated by filtering the material under vacuum.

3. RESULTS AND DISCUSSIONS:

Results showed that SE+%2 NaBH, pretreatment was the most effective method gave
the highest glucose and xylose conversions (71.71% and 59.7%; 48 hours). On the other
hand, steam explosion alone was the most effective method for removing the highest
amount (21.2%) of lignin.

4. CONCLUSION AND OUTLOOK:
NaBH,; + NaOH mixture at low concentrations was observed to be highly effective on
sugar conversion. On the other hand, NaOH a conventional chemical utilized in

pretreatment should be studies in detail when utilized with NaBH,.



1.GIRIS

1.1. AMAC VE KAPSAM

Hizl1 sanayilesme, niifus artisi, kentlesme gibi faktorler her gecen giin enerji
tilketiminde artisa neden olmaktadir. Yeterli enerjiyi kendi liretemeyen {lilkeler daha
bagimli hale gelmektedir. Yakin gelecekte kiiresel enerji talebini karsilama konusunda
ciddi bir sorun teskil edecegi pek ¢ok bilim adami tarafindan kabul edilmektedir [1].
Ayrica fosil enerji kaynaklariin bu amagcla kullanim1 ¢evre kirliligine sebep olmakla
beraber diinyada enerji tiiketimi 1900°lii yillarin basinda 2x10"J iken 1998 yilinda 17
kat artarak 3,4x10%° J degerine ulagmistir. Diinyanm enerji tiketimi son yirmi yil
icerisinde beklenenden %57 daha fazla artmistir [2]. Sekil 1.1°de diinyada hizla
biiyliyen kiiresel enerji ihtiyacina iligskin bilgiler verilmistir. Burada ge¢mis otuz bes
yilin tiiketim bilgileri ve gelecek on bes yilin tahmin edilen tiketim degerleri

verilmigtir.
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Sekil 1.1. Diinya enerji tiiketimi(1980-2030) [3].

Geleneksel enerji kaynaklarindan elektrik tiretimi proseslerinde ¢evre kirliligi en biiyiik
sorundur. Bu baglamda diinyada yeni ve temiz enerji kaynaklaria olan ilgi giderek
biiyiimektedir. EIA(Energy Information Administration) tarafindan yapilan bir
aragtirmaya gore olusturan istatistiksel veriler dogrultusunda diinyanin toplam enerji

iiretim ve tiikketimine ait egriler Sekil 1.2°de gosterilmistir.

Ote yandan Tiirkiye’nin enerji iiretimi ile tiiketimi arasindaki fark giderek artis
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gostermektedir. Birincil enerji tiiketimi, 1990 yilinda 53 milyon TEP ten 2009 yilinda
92 milyon TEP’e ulagsmistir. Buna ragmen birincil enerji iiretimi 1990 yilinda 26 milyon
TEP’ten 28 milyon TEP’e ylikselmistir. Enerji tiikketimi %75 artarken iretim yalnizca
%38 artmustir.
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Sekil 1.2. Diinya enerji liretim ve tiiketim degerleri

Enerji tiiketiminde iilkemizde yliksek potansiyele sahip linyit ve hidrolikte bir azalma
meydana gelirken, ithalata dayali petrol, dogalgaz ve komiir gibi enerji kaynaklarinda
artis gortilmektedir. 1990-2009 yillar1 arasinda petrol ve dogalgazin enerji tiiketimindeki
pay1 %10 artig gostermistir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Birincil enerji kaynaklarinin tilketim paylarimin degisimi (1990-2009)

1.2 YENILENEBILIR ENERJi KAYNAKLARI

Diinyada yasanan enerji acigini1 kapatmak ve cevre kirliligini en aza indirmek amaciyla
yenilenebilir enerji kaynaklarina yonelim artmistir. Yenilenebilir enerji, siirekli devam

eden dogal siireglerdeki var olan enerji akisindan elde edilen enerjidir. Yenilenebilir


http://1.bp.blogspot.com/_kKjf9WaQ-BE/TQ542loL1VI/AAAAAAAAAFs/6shXrwJdPaU/s1600/bbb.png

enerji kaynaklar: komiir, petrol ve dogalgaz gibi fosil yakitlara bagimliligi azaltmada en
kritik rolii iistlenmektedir. Tiirkiye’deki yenilenebilir enerji potansiyelleri ve kullanim
degerleri Cizelge 1.1°de gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Tiirkiye yenilenebilir enerji potansiyelleri ve kullanimi degerleri

Yenilenebilir Enerji Yenilenebilir Enerji Yenilenebilir Enerji
Kaynaklari Potansiyeli (kKWh/yil) Kullanimi (KkWh/yil)
Glines enerjisi 380 milyar bilinmiyor
Riizgar Enerjisi 148 milyar 1,3 milyar
Jeotermal Enerji 295 milyar 29 milyar
Hidrolik Enerji 129,5 45,3
Biyokiitle Enerjisi ] )
(biyoyakatlar dahil) 10 milyon 7 milyon

Giines enerjisi giines yiizeyindeki hidrojenin helyuma doniismesiyle gerceklesen fiizyon
reaksiyonlaridir. Bu enerji 1s1, 151k ve elektrik seklinde degerlendirilmektedir. Tiirkiye
gibi ¢ok giines alan iilkelerde 6nemli bir enerji kaynagi olmakla birlikte tek dezavantaj
gece Uretim yapilamamasidir. Riizgar enerjisi giiniimiizde diinyanin elektrik ihtiyacinin
%?2’sini karsilamaktadir. Riizgar enerjisinden elektrik liretmek icin riizgar tiirbinleri,
mekanik enerji yaratmak i¢in yel degirmenleri kullanilir. Riizgar tiirbini teknolojisinin
diger elektrik tiretim tekniklerine nazaran gevreye zararli etkisi ¢ok azdir. Jeotermal
enerji eski ¢aglardan beri 1sinma ve pisirme amacl olarak kullanilmaktadir. Bu enerji
kaynagi biiytik bir enerji potansiyeline sahiptir. Ist veya elektrik iiretimi igin yer altinda
biriken 1sidan, kimyasallar iceren sicak sudan ve buhardan 6nemli 6lgiide faydalanilir.
Endiistriyel alanda elektrik iiretiminde ve sicak su gereksiniminde kesintisiz olarak

kullan1lma imkanina sahiptir.

Hidroelektrik santraller su anda Diinya’daki en biiyiik yenilenebilir enerji kaynagidir ve
diinya elektrik ihtiyacinin yaklasik beste birini karsilamaktadir. Hidroelektrik santraller
barajl1 ve nehir tipi olarak iki sekilde enerji tiretiminde rol oynar. Baraj tipi santrallerde
depolanan su belli bir yiikseklikten birakilarak mekanik enerjiye doniistiiriiliir, nehir tipi
santrallerde ise akan suyun kinetik enerjisi kullanilir. Bu enerji kaynagiin en biiyiik

dezavantaji ise ekolojik denge ve sosyal yasam lizerinde olumsuz etkiler birakmasidir.

Yeni gelisen yontemlerden biri de denizlerde ve okyanuslarda meydana gelen dalga ve




gel-git enerjisidir. Bu enerji ¢esidi diger enerji tiirleri ile kiyaslandiginda biiyiik 6lgiide
kesfedilmemis enerji tiirlerinden biridir. Bu ylizden dalga ve gel-git enerjisine yapilacak
yatirimlar ve sonucunda da gemicilik ve balik¢ilik sektorlerine olan etkisi ciddi sekilde

arastirilmalidir.

Biyokiitle, alternatif enerji kaynaklari igerisinde onemli Ol¢ilide biiylik bir potansiyele
sahiptir. Riizgar ve glines enerjisi gibi kesikli bir enerji kaynag1 olmay1p, giines 15181 var
oldugu siirece fotosentez yolu ile siirekliligini koruyan, kolay depolanabilir, ¢evre ile
dost, her Olcekte enerji verimi i¢in uygun bir enerji kaynagidir. Biyokiitle kullanilarak
farkli ihtiya¢ alanlarina yonelik kati, sivi, gaz formlarinda degisik enerji trtinleri elde
edilebilmektedir. Bu baglamda yenilenebilir enerji kaynaklarina olan ilginin artmasi ile
birlikte diinya genelinde en biiyiik karbon potansiyeline sahip fakat atil durumda
bulunan biyokiitle enerji kaynaklari 6nemli 6l¢iide Ar-Ge ¢alismalarinin odak noktasi

haline gelmistir.

1.3 BIYOETANOL

Biyoetanoliin yakit olarak motorlarda kullanim1 otomobilin icadina kadar uzanmaktadir.
A.B.D basta olmak tizere biyoetanol katkil1 yakit kullanimi 1970’lerin basindan itibaren
yayginlagsmistir. Giinlimiizde ise Brezilya’da yilda 20 milyon ton, A.B.D’de 32 milyon
ton, Avrupa Birligi iilkelerinde 3,7 milyon ton biyoetanol {iretimi gerceklesmektedir.
Cin’de diinyanin en biiyiik tiretim tesisi 600,000 ton/y1l kapasite ile devreye girmistir.
Hindistan bazi eyaletlerinde biyoetanol kullanimini zorunlu hale getirmistir. Bu {ilkeler
disinda Kanada ve Tayland’da da biiyilik 6lgiide tretilmektedir. Brezilya’da tiiketilen
yakitlarin %22’sini seker kamisindan iiretilen alkol olusturmaktadir. Ayrica iiretilen
biyoetanoliin m* maliyeti 160€, 1 m*® susuz biyoetanoliin fiyati ise 220€’dur. A.B.D’de
satilan benzinlerin %10’undan fazlas1 %10 oraninda alkol i¢ermektedir. Cizelge 1.2°de

diinyada ilk 10 biyoetanol iireticisi tilke goriilmektedir.

Diinya genelinde stirekli artan enerji talebi nedeniyle 2006 yili itibariyle biyoetanol
pazarr 50 milyar litreye ulagsmistir (Sekil 1.4). Bu miktarin 2020 yilinin sonuna kadar

150 milyar litreye ulasacagi ongoriilmektedir.



Cizelge 1.2. Diinyadaki ilk 10 biyoetanol iireticisi iilke [1].

Ik Yillik Biyoetanol Diinyadaki Uretim
e .. .
Uretimi, Milyon litre Icerisindeki %
Amerika Birlesik
i 24600 49,6
Devletleri
Brezilya 19000 38,3
Avrupa Birligi 2159 44
Cin 1840 3,7
Kanada 800 1,6
Tayland 300 0,6
Kolombiya 284 0,6
Hindistan 200 0,4
Avustralya 100 0,2
Tiirkiye 60 0,1
Diinya Geneli 49595 100,0
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Sekil 1.4. Diinyadaki biyoetanol iiretimi (1975-2005) [1].
Tiirkiye, biyoetanol iiretiminde diinyadaki ilk 10 {ilkeden birisidir. Ulkemizin biyokiitle
potansiyeli yaklagik 8.6 milyon TEP olmakla birlikte bunun 6 milyar TEP’i 1sinma
amagl kullanilmaktadir. Yerli kaynaklardan tiretilebilecek biyoetanol potansiyelimiz ise
3,5 milyon ton/yil olarak belirlenmistir. Ayrica tarima elverisli olup kullanilmayan
arazilerden {retilebilecek 3,5 milyon ton biyoetanol kaynagimiz bulunmaktadir [3].

Giiniimiizdeki tiretim potansiyeli biyoetanoliin benzine alternatif olarak kullanilacak



oOl¢iide talebi karsilayamamaktadir. Tiirkiye’de yillik biyoetanol iiretimi Tirkiye Seker
Fabrikalar1 tarafindan karsilanmaktadir. Fakat iilkemizin toplam biyoetanol iiretim
kapasitesi Avrupa Komisyonu’nun EC 2003/30 sayili karari uyarinca benzine %5,75
oraninda katki saglayacak seviyeye ulasamamistir. Bu baglamda bu alanda yapilmasi

gereken yatirimlar daha da 6nem arz etmektedir.

1.4 BIYOETANOL URETIMINDE KULLANILAN HAMMADDELER

Biyoetanol, kokeni nisasta ve seker olan tarimsal {iriinlerden elde edilen oktan sayisi
yiksek biyoyakitlardan biridir. Oktan sayisi, benzinin vuruntu kalitesinin
degerlendirilmesi i¢in kullanilan bir Olgiittiir. Biyoetanol, benzinle harmanlanarak
kullanilabilen bir yakittir. Benzinle karigim oranlarina gore ¢esitli sekillerde

siniflandirilabilir.

Biyoetanol iiretiminde seker pancari, seker kamisi, misir, bugday, tatli sorgum, patates,
odunsular, sekerli, nisastal1 ve seliiloz icerikli bitkiler ve atiklar kullanilabilmektedir.

Ancak yapilan aragtirmalara gore en ekonomik biyoetanoliin sekerpancari, sekerkamis,
musir ve bugdaydan tiretildigi belirlenmistir [4]. Bazi tarim tiriinleri ve etanol verimleri

Cizelge 1.3’te goriilmektedir.

Cizelge 1.3. Baz1 tarim Tirtinleri ve etanol verimleri

Uriin Uriin Verimi Uriin Etanol Etanol Uretimi
(ton/hektar) Verimi (litre/ton) (litre/hektar)
Seker Kamisi 50-100 60-80 3500-7000
Seker Pancari 40-50 90-100 3800-4800
Misir 4-8 360-400 1500-3000
Bugday 2-9 370-420 740-3800
Sorgum 4-15 330-370 1480-6300
Keg¢iboynuzu 8-10 150 1380

Kullanilan biyolojik hammaddenin maksimum diizeyde biyoetanole doniisebilen nisasta
veya seliiloz igerigine sahip olmasi 6nemlidir [5]. Fakat kullanilacak hammaddenin
yiyecek kaynaklarindan temin edilmesi ekolojik dongii acisindan 6nemli sorunlari

barindirmaktadir. Besin kaynaklarini azaltmaksizin atik haldeki, yakilmaya ya da
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gomiilmeye terk edilen sap, yaprak ve talas kisimlarin  bu alanda degerlendirilmesi

tiim canlilar i¢in bir avantaj teskil etmektedir.

Lignoseliilozik maddeler bol ve ucuz hammadde kaynagi olusturmalarina ragmen etanol
liretimi i¢in uygulanan prosesler son derece maliyetlidir. Etanol iiretimi i¢in incelenen
lignoseliilozik maddelerden bazilart; ekin sapi, misir kogani, misir sapi, su siimbiili,

piring sap1 ve aygigegi sapidir.

Aygcigegi saplarinin yiiksek miktarda indirgen seker igermesi sebebiyle lignoseliilozik
bir hammadde olarak kullanilmasi yeni bir alternatif yaratmaktadir . Her yil iilkemizde
yaklagik 950.000 ton aygicegi iiretilmektedir. Bunun yaklasik 550.000 tonu yag
fabrikasinda sikim artig1 olarak ayrilmakta ve bu sikim artiklar1 yakit ve hayvan yemi

olarak kullanilmaktadir [6].

Lignoseliillozik maddeler  seliilloz, hemiseliilloz, lignin, iironik asitler ve asetil
gruplarindan olusmaktadir. Seliilozik ve hemiseliillozik kisimlar glikoz, mannoz,
galaktoz, ksiloz ve arabinozdan olusan monosakkaritleri igerirler. Lignoseliilozik
maddelerden etanol iiretimi hemiseliiloz yapinin ¢esitli dnmuameleler ile sonrasinda
maya yardimiyla fermantasyon islemi seklinde gergeklesir. Seliiloz, lignoseliilozik
biyokiitlenin ana bilesenidir ve agirlikca %40-50’sini  olusturmaktadir [7].
Hemiseliilozlar 5 karbonlu pentoz, 6 karbonlu heksoz ve iironik asitlerden olusan
heterojen polimerlerdir. Lignoseliilozik odunsu biyokiitlenin yaklasik %30 unu
olustururlar ve seliilozdan sonra ikinci en 6nemli odun polisakkarit kismidir [8]. Yillik
bitkilerde bu oran %40’a kadar c¢ikabilir. Lignin, polisakkaritlerden sonra hiicre
ceperinde yiiksek oranda bulunan fenolik bir bilesiktir. Odunsu bitkilerde icerigi %20-
40 arasinda degisirken, otsu bitkilerde %10-40 arasinda degere sahiptir [9].

1.5 BIYOETANOL URETIM METOTLARI

Biyoetanol iiretimi dort asamadan olugsmaktadir. Bu asamalar; 6n muamele, hidroliz,

fermantasyon ve distilasyondur. Biyoetanol tiretimi Sekil 1.5’te gosterilmistir.
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Sekil 1.5. Biyokiitleden biyoetanol iiretiminde kullanilan prosesler [10].

Biyokiitlenin biyoetanole doniisiimiinde ilk adim 6n muameledir. On muamelenin
amaci, lignin ve hemiselillozlart uzaklastirmak, seliilozun kristalligini azaltarak
malzemenin porozitesini arttirmaktir. Optimum sartlarda bir 6n muamelenin 6zellikleri

su sekilde siralanabilir [11]:

1. Seker olusumunu artirict veya sonraki enzimatik hidroliz asamasinda seker
dontigiimiinti gelistirmeli

2. Karbonhidrat bozunumunu veya kaybini 6nlemeli

3. Sonraki hidroliz ve fermantasyon asamalarinda yan {iriin olan inhibitorlerin
olusumunu engellemeli

4. Diisiik maliyetli olmalidir.

On muamele seliiloz doniisiimii icin 6nemli bir adimdir. On muamele islemindeki amag,
seliilozik biyokiitle yapisini degistirmek, seliilloz molekiillerini enzimler tarafindan daha
ulagilabilir hale getirmek ve karbonhidrat polimerlerini fermente sekerlere
doniistiirmektir. Fakat seliilozik biyokiitlenin fermante sekerlere doniistiiriilmesinde 6n
muamele islemi en pahali adimlardan biri olarak goriilmektedir. Ayn1 zamanda ©n
muamele islemi, prosesin verimini artirmada ve arastirma gelistirme dogrultusunda
maliyet azaltmada etkili bir potansiyele sahiptir [12]. Sekil 1.6’da seliiloz, hemiseliiloz,

lignin demetleri ve 6n muamele etkisi goriilmektedir.
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Sekil 1.6. On muamelenin biyokiitle bilesenleri iizerindeki etkisi

On muamele tipleri ; mekanik, buhar patlatma, siiper kritik CO, muamelesi, ozon 6n
muamelesi, asit veya alkali 6n muamelesi, amonyak lif patlatilmas: ve biyolojik 6n
muamele olarak siniflandirilabilir.
On muamele teknolojileri arasinda buhar patlatma cazip bir segimdir. Buhar patlatma,
kuru biyokiitlenin yiiksek sicaklik ve basingtaki buhar ile doyurularak bunun akabinde
suyun ani buharlagsmasinin biyokiitleye uyguladigi termo-mekanik giiciin etkisiyle,
biyokiitlenin lifsel olarak birbirinden ayrilmasi ve ani bir serbest basingla zorlanarak
biyokiitlenin kiigiik bir delikten ge¢mesi siirecini kapsar. Bu proses iki ayr1 asamada
sonuglanir:

1. Hemiseliilozlardan gelen glikoz, ksiloz, galaktoz, mannoz ve arabinoz i¢eren sivi

faz (hidrolizat)

2. Lignin ve seliiloz bakimindan zengin 1slak kati faz.

Buhar patlatma 6n muamelesi ¢ogunlukla islenmis odun, musir sapi, findik ziirufu,
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aycicegi sap1 gibi kati atik materyallerden biitanol, etanol veya metan iiretiminde
lignoseliilozik maddede bulunan karbonhidratlar1 serbest birakmak amaciyla kullanilan
olduk¢a yaygin bir yontemdir [13]. Buhar patlatma islemi ile yiiksek sicaklik ve kisa
reaksiyon siiresi ya da diisiik sicaklik ve uzun reaksiyon siiresi uygulandiginda her iki
sekilde de hemiseliilozlarin degrade olmasi saglanabilir [14]. Buhar patlatma 6n
muamelesinin en biiyilk avantaji, diger 6n muamele yontemlerinden mekanik
liflendirme ile kiyaslandiginda enerji kullaniminin daha az olmasi ve maliyetinin dnemli

6l¢tide daha diistik olmasidir [10].

Ogiitme (milling), mekanik bir 6n muamele cesidi olup amaci seliiloz kristalligini
azaltmak ve boyut kiigiiltmektir. Boyut kiigliltme islemi biyokiitlenin polimerizasyon
derecesinin (DP) azalmasina neden olur. Ogiitme isleminin dezavantaji zaman alic1 ve
enerji gerektiren bir islem olmasidir. Ayrica kimyasal 6n muameleye gore de daha az
etkilidir [15].

Asit 6n muamelesi, lignoseliilozik biyokiitlenin icerisinde bulunan hemiseliilozlarin
¢Oziinmesini saglayarak seliiloz molekiillerinin daha erisilebilir hale gelmesini amaglar.
On muamele seyreltik veya konsantre asitlerle yapilabilir [16]. On muamele sirasinda
gerceklesen temel reaksiyon hemiseliilozlarin ozellikle de ksilan ve glukomannan
hidrolizidir. Sulfiirik asit [17], nitrik asit ve fosforik asit [18], perasetik asit [19]
kullanilan asitlerden bazilaridir. Genellikle seyreltik asit 6n muamelesi tercih edilir.
Seyreltik siilflirik asit 6n muamelesi sonucunda 6nemli Olciide seliiloz hidrolizi ve
yiiksek reaksiyon hizi elde edilmistir [20]. Seyreltik asit 6n muamelesi, %80-95
oraninda verim ile son yillarda 6énemli 6l¢iide tercih edilen bir 6n muamele yontemidir

[21]

Seyreltik asit 6n muamelesi iki farkli sekilde uygulanabilir:
1. Diisiik kat1 madde (%5-10 w/w) + Yiiksek sicaklik (T>433 K) siirekli sistemler
2. Yiiksek kat1 madde (%10-40 w/w) + Disiik sicaklik (T>433 K) kesikli sistemler
[22]

Alkali on muamelesi, diger kimyasal 6n muamele yontemleriyle karsilastirildiginda en
onemli Ozelligi, kullanilan alkalinin diger bilesenlerde etki birakmayarak lignini
uzaklagtirabilme 6zelligine sahip olmasidir. Giiglii alkalilerle yapilan 6n muamele; son

gruplarin soyulma reaksiyonlarina, ¢6ziinmiis polisakkaritlerin degrade olmasma ve
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ayrnismasina neden olabilir. Polisakkaritlerin asil kaybi soyulma reaksiyonlar1 ve
hidrolitik reaksiyonlar sonucu meydana gelir [16]. Alkali 6n muamelesinde en sik
kullanilan kimyasal seyreltik sodyum hidroksittir [23]. Lignoseliilozik materyalin
seyreltik sodyum hidroksit ile 6n muamelesi biyokiitlenin sismesine, kristallik

derecesinin diismesine, i¢ ylizey alaninin artmasma ve lignin yapisinin bozulmasina

neden olur [24].

Biyolojik on muamele isleminde lignini ¢dozmek i¢in mantarlar kullanilir. Biyolojik
delignifikasyon ligninin mikroorganizmalar tarafindan degradasyonu anlamina gelir.
1984 yili itibariyle bu yontemden ilk bahsedildiginde, yiiksek verim saglanamamasi,
maliyetli olusu, uzun islem stiresi gerektirmesi, mikroorganizmalarin lignin tiirevlerince
zehirlenebilir yapida olmasi ve bazi yonlerden yetersizligi nedeniyle kullanilabilirligi
sinirl olarak kalmistir. Fakat gelecekte bu islemin muhtemelen daha yararli olacag:
diistiniilmektedir. Bu nedenle ¢ogunlukla kimyasal 6n muameleler ile biyolojik 6n
muamele kombinasyonlar1 kullanilir. Buna ragmen disiik enerji kullanimi ve ¢evre

dostu olmasi en biiyiik avantajlarindandir [25].

Biyoetanol {iiretiminde 6n muameleden sonra ikinci temel adim su ilavesi ile
parcalanma anlamma gelen hidroliz islemidir [10]. Ikinci ve énemli bir basamak olan
hidroliz isleminde seliiloz molekiilleri glikoza doniisiir.

(CeH100s)y + NH,0 — n(CgH1206)

Bu reaksiyon seyreltik asit, konsantre asit yada enzimler (cellulase) ile katalizlenir.
Hidroliz 6ncesi 6n muamele verimi %20 civarinda iken, hidroliz sonras1 verimin %90’a

ulagtig1 gozlenmistir [25].

Asit katalizorlii hidroliz isleminde, lignoseliilozik biyokiitle asit ile hidroliz edildiginde
degismeden kalan lignin ve seliiloz fraksiyonlar1 oldugu gibi, ksilan da ksiloza
doniismektedir. Bunun nedeni ksilanin Kristalinitesinin ve polimerizasyon derecesinin
(DP) seliiloza gore daha diisiik olmasidir [26]. Asit hidrolizinin iki temel tipi vardir.

Bunlar; seyreltik asit ve konsantre asit hidrolizidir.

Seyreltik asit hidrolizi, seliillozu etanole doniistirmek ic¢in kullanilan en eski
yontemlerden biridir [25]. Seyreltik asit hidrolizi iki asamada gerceklesir. Oncelikle
hemiseliilozlarin hidrolizi i¢in diisiik sicaklikta bir reaksiyon gerceklesir, ardindan daha

yiiksek sicakliklarda seliillozun hidrolizi gergeklesir. Bu islemin en biiyiik dezavantaji
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seker veriminin diisiik olmasi, en onemli avantaji da siirekli olarak iglemi kolay hale
getiren hizli reakSiyon oranina sahip olmasidir [27].

Konsantre asit hidrolizi, seyreltik asit hidrolizine nazaran daha uzun reaksiyon siiresi
gerektirir. Fakat bu yontemin en 6nemli avantaji yiiksek seker verimi saglamasidir.
Bunun yaninda maliyet diisiiriicii 6zelligi bulunmaktadir. Diisiik basing ve sicaklikta
gerceklesmesi, kullanilan malzemelerin pahali olmasini gerektirmez, fiberglas gibi
nispeten ucuz materyaller kullanilabilir. Buna ek olarak konsantre asitlerden 6zellikle
siilfiirik ve hidroklorik asit ile c¢alismak olduk¢a zordur ve kullanilan asitlerin

ekonomiklik agisindan geri kazanilabilir nitelikte olmasi 6nem teskil etmektedir [28].

Bir diger hidroliz yontemi enzimatik hidrolizdir. Enzimatik hidrolizi etkileyen en 6nemli
etkenler; substratin lignin ve hemiseliiloz icerigi, ylizey alani, selillozun kristallik
derecesidir. Enzimatik hidroliz olduk¢a 6zel bir enzim olan seliilaz (cellulase) enzimi
ile gergeklestirilir [29]. Seliilaz enzim sistemleri ¢6ziinmez seliilozik substrata etki

ettiginde es zamanli {i¢ siire¢ gozlenir [30].

1. Coziinmemis kalint: selillozda kimyasal ve fiziksel degisiklikler.
2. Seliiloz molekiilleri ylizeyinde ¢6ziinebilir kisimlarimn birincil hidrolizi.

3. Coziilebilir ve diisiik molekiil agirlikli kisimlarin ikincil hidrolizi.

Hidroliz tirtinleri genellikle glikoz i¢eren indirgen sekerlerdir. Enzimatik hidroliz asit ve
alkali hidrolizine gore hafif kosullar1 (pH 4,8 ve 45-50°C sicaklik), korozyon problemi
olmamasi ve maliyeti diisiik olmasi nedeniyle daha ¢ok tercih edilir.[14]. Enzimatik
hidroliz ile lignoseliilozik materyallerde bulunan glukanin yalnizca %20’si ¢oziinebilir
hale getirilebilir fakat 6n muamele islemleri ile bu oranin daha da artirilabilecegi
gozlenmistir [31]. Yiiksek enzim maliyetine ragmen, daha ucuz enzimler gelistirildigi
takdirde enzimatik hidrolizin yiiksek verim, enerji ihtiyacinin nispeten diisiik olmasi,
pahali materyallere ihtiya¢ duyulmamasi ve {irlin kontroliiniin kolay olmasi gibi bir ¢ok

avantaj1 bulunmaktadir.

Fermentasyon prosesi etanol {iretimindeki temel adimlardan {igiinciisiidiir.
Lignoseliilozik biyokiitleden elde edilen hidrolizatin maya gibi mikroorganizmalar
vasitasiyla muamelesiyle gerceklestirilir. Hidrolizatin icerdigi glikoz, ksiloz, mannoz,
galaktoz ve arabinoz molekiillerini fermente edebilecek kapasitede mikroorganizmalarin

kullanilmasi gerekir [32]. Son yillarda fermantasyon islemi amaciyla en fazla kullanilan
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mikroorganizmalardan biri de Saccharomycescerevisiae’dir. Bu maya tiirii heksozlardan
biyoetanol iiretiminde yiiksek verim saglamasina ragmen, ksiloz ve arabinoz gibi
pentozlar1  fermente  edememektedir. Pichiastipitis,  Candidashehate  ve
Pachysolentannophilus gibi mayalar ise ksilozu etanole doniistiirebilen mayalardandir
[33]. Diisiik etanol toleransi, uzun fermentasyon siiresi, biyokiitlenin hidrolizi ve 6n
muamelesi esnasinda olusan inhibitorlere karst hassasiyet gibi dezavantajlar bu
mayalarin az tercih edilmesine neden olmaktadir. Sonu¢ olarak dogal halde bulunan
hicbir maya tiiri tim sekerleri fermente edebilme kapasitesine sahip degildir.
Fermentasyonda optimum sartlarin secilebilmesi lignoseliilozik biyokiitle tiiriine,
mikroorganizmalarin kinetik 6zelliklerine ve yontemin maliyetine baglidir [34].

Yapilan bir ¢alismada, ay¢icegi saplarma 180-220°C aralifinda buhar patlatma 6n
muamelesi uygulanmigtir. Optimum 6n muamele sicakligini belirlemek i¢in patlatilmis
numuneye Cellulast(1,5 L) enzimi Kkatalizorliigiinde enzimatik hidroliz islemi
uygulanmistir.  Seliiloz ve hemiseliilozlarin sekerlere doniisiim oranit goz Oniinde
bulundurularak ham numuneye oranla 220°C’de buhar patlatma ve 96 saat siireyle
enzimatik hidroliz sonucu maksimum hidroliz verimi %72 olarak belirlenmistir. Ayrica
ham numuneye nazaran glikoz veriminde 6,1 g /100 g’dan 16,7 g/100 g’a bir artis
gozlenmistir. Buhar patlatma sonrasi elde edilen sivi fraksiyondaki hemiseliiloz tiirevi
sekerlerin konsantrasyonu en yiiksek 210°C’de belirlenmistir [35]. Kiiresel ekonomi ve
besin stogu kullanimi géz Oniinde bulunduruldugunda fermantasyon verimi ve geri
kazanimin artirilmasi hedeflenmistir. Bagka bir calismada aycicegi saplart kiigiik
pargalara ayrilip 0,02 M H,SO4 ¢ozeltisi ile muamele edilerek bir gece bekletilmistir.
Bu islemin ardindan 207°C’de 3 dakika siireyle buhar patlatma 6n muamelesi
uygulanmigtir. Elde edilen numuneye 50°C’de 4,8 pH degerinde (sitrat tamponu
vasitastyla) numune/tampon orant %6 (w/w) ve Cellulast (1,5 L)/numune orani %2,67
olacak sekilde enzimatik hidroliz islemi uygulanarak maksimum glikoz verimi %11,97
olarak bulunmustur. Buhar patlatma 6n muamelesi lignoseliilozik hammaddenin
mevcut ana polimerlerinin dnemli oranda birbirinden ayrilmasini saglamigtir. Seliiloz ve
hemiseliilloz verimlerinin buhar muamelesinin siddeti ile dogru orantili olarak degistigi
saptanmistir. Monomerik seker igerigi de ayni sekilde patlatma siddetine baghdir.
Fraksiyonlagmanin optimum oldugu sartlar 2,1 MPa basing, 207°C sicaklik ve 3 dakika
reaksiyon siiresidir. Buna ek olarak maya varliginda enzimatik hidroliz sonucu elde
edilen etanol veriminin teorik verimden daha diisiik oldugu ve bu nedenle optimum

kosullarin daha kapsamli uygulanmasi uygun goriilmiistiir.
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Bu ¢alismadaki hipotezimiz; yiiksek polisakkarit igerigine sahip atik aycicegi saplariin
icermis olduklar1 seker {initelerini 6n muamele yardimiyla ve ¢esitli kimyasallar
kullanilarak 6zellikle NaBH, etkisinin sonuglarini inceleyerek ayristirip, sonrasinda
enzimatik hidroliz uygulanarak fermente seker eldesidir. Amacimiz ise; ekonomik
degeri diisiik veya yok olan ve yakilarak yok edilirken ¢evre Kirlenmesine neden olan
aycicegi sap1 atiklarinin ekonomik degere doniistiiriilmesi ve iilke ekonomisine

kazandirilmasidir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 MATERYAL TEMINi VE ORNEK HAZIRLAMA

Calismada kullanilan aygicegi saplari Diizce yoresinden temin edilmistir. Aycicegi
saplar1 Diizce Universitesi Orman Fakiiltesi 6rnek hazirlama laboratuvarinda bahge
makast yardimiyla yaklasik olarak 3 cm uzunlugunda parcalara ayrilmistir. Ayrilan
parcalarin i¢ kisimlarindaki siingerimsi 6z kisim kimyasal tiiketimini azaltmak amaciyla
bu calismada miimkiin oldugunca yapidan uzaklastirilmis ve numuneler hava kurusu
haline getirilmistir. Numunelerin rutubet miktarlar1 belirlenmis (TAPPI T 264) ve kilitli
plastik posetlerde daha sonraki uygulamalar i¢cin muhafaza edilmistir. Bu ¢alismada
aycicegi saplart buhar patlatma (steam explosion) ve kimyasal 6n muamele islemlerine

tabi tutulmuslardir.

2.2 ON MUAMELELER

2.2.1 Buhar Patlatma

Buhar patlatma (BP) islemi i¢in 500 gr numune (tam kuru) buhar patlatma haznesine
yerlestirilerek patlatma islemi yiliksek basingl reaktdrde gerceklestirilmistir. Buhar
patlatma 198-200°C sicaklik ve 15 bar basing altinda 5 dakika siirede
gergeklestirilmistir (Cizelge 2.1). Islem sonunda vana agilarak basing aniden diisiiriiliip

materyalin alt kisimdaki haznede liflerin bireysel hale gelmesi saglanmistir.

Muamele sonunda alt haznenin tahliye vanasi acilarak elde edilen sivi kisim plastik
siselerde muhafaza edilmek tlizere toplandiktan sonra patlatma islemi goren kati kisim
kilitli posetlerde rutubeti dengeye gelene kadar (ortalama 24 saat) muhafaza edilmistir.
Daha sonra kati materyalde rutubet tayini yapilmistir. Bu islemin sonucunda verim
hesab1 yapilmis ve buhar patlatma sonucunda yapidan ne kadar maddenin ¢6zlindiigii ve
uzaklastigr hesaplanmistir. Elde edilen kati numuneler sonraki kimyasal 6n muamele

islemi i¢in -20°C’de saklanmustir.
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Cizelge 2.1. Buhar Patlatma Parametreleri

Maksimum Bekleme Son Son
Basing
Hammadde | Sicakhga Cikis Siiresi (bar) Sicaklik Basing
ar
(dk.) (dk.) (C) (bar)
Aycicegi
TIEE 1,33 5 15 200 15,5
sapi1

2.2.2 Kimyasal On Muameleler

Buhar patlatma islemi sonrasinda hava kurusu hale getirilen katt numunelerden 10 g.
(firin kurusu) alinmistir. Kimyasal 6n muamele islemi Cizelge 2.2°de gosterildigi gibi 5
ayrt  sollisyon kullanilarak  gerceklestirilmistir. Hazirlanan  ¢dzeltilerin ~ kati
madde/soliisyon oran1 %10 (w/v) olacak sekilde diizenlenmistir. On muamele islemleri
121°C sicaklik ve 15 psi (1.034 bar) basing altinda 30 dakika siireyle otoklav igerisinde
gerceklestirilmistir. Siire sonunda numuneler vakum altinda siiziilerek kat1 kisim sivi
kisimdan ayrilmistir. Enzimatik hidroliz asamasina kadar, kati kisim Kkilitli plastik
posetlerde, s1vi kisim ise plastik siselerde +4°C’de muhafaza edilmistir.

Kat1 materyaller hava kurusu haline geldikten sonra rutubetleri belirlenerek (Tappi T
264) kimyasal 6n muamele sonras1 verimleri hesaplanmistir. Bu islemin ardindan kati
materyaller ogiitiiliip elenerek, elek iizerinde kalan 40 ve 60 mesh’lik kisimlar kilitli
posetlerde muhafaza edilmistir. Rutubet miktar1 belirlenen numuneler enzimatik

hidroliz islemleri i¢in muhafaza edilmistir.

Cizelge 2.2. Kimyasal On Muamelede Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Konsantrasyon
(Yow/v)
NaBH, (A) 2
NaOH (B) 2
NaBH,; + NaOH (C) 0,5
NaBH,; + NaOH (D) 1
NaBH, + NaOH (E) 2

2.3 ENZIMATIK HiDROLIiZ

Ham numuneye (HN) uygulanan buhar patlatma ve kimyasal 6n muamele islemlerinin
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ardindan elde edilen hava kurusu 6rnek ogiitiilerek 40 mesh® lik kisimdan tam kuru 1 g.
olacak sekilde tartilmistir. Tartilan bu materyallere Celluclast 1.5 (700 U/g) ve
Novozym 188 ( 250 U/g) enzim karisimlar1 (50 % v/v ) % 2 kat1 madde orani ile 50 ml
50mM sodyum asetat tamponuna % 0,02 (w/v) (0,0001 M) sodyum azid (mikrobiyal
kontaminasyonu onlemek amaciyla ) ilave edilerek pH 5,0 ‘de muamele edilmistir.
Enzimatik hidroliz, calkantili inkiibatorde 42°C‘de ve 100 rpm’de 72 saat siireyle
gergeklestirilmistir. Uygulamanin 0, 6, 24 , 48 ve 72. saatlerinde 1 ml 6rnek alinarak
Eppendorf tiiplere konulmustur. Alman Orneklerdeki enzimlerin etkinligini
sonlandirmak amaciyla Ornekler  kaynayan su banyosunda 10 dakika siireyle
bekletilmistir. Bunun ardindan santrifiij cihazinda 10 000 rpm’ de numune isleme tabi
tutulup 6rnek iginde kati madde var ise dibe ¢okmesi saglanmistir. Ornekler gerekli

analizler uygulanincaya kadar derin dondurucuda -5 C’de bekletilmistir.

2.4 ANALITiK METODLAR

Aygcicegi saplarma uygulanan kimyasal analizler ve metodlar Cizelge 2.3’te
gosterilmistir. Ham numune ve hidroliz sonrasi elde edilen kat1 ve sivi kisimlardaki
seker analizleri NREL yontemine (Laboratory Analytical Procedures (LAP) from the
National RenewableEnergy Laboratory) gore belirlenmistir [36]. HPLC analizleri
Agilent 1200 sistemi ve bu sisteme bagli RID (refractive index detector) ile
gerceklestirilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pL olarak uygulanmistir. Mobil faz olarak
5mM H,SO,4 kullanilmis ve akis hizi dakikada 0,5 ml olacak sekilde ayarlanmustir.
Sekerlerin (sellobiyoz, glikoz, ksiloz ve arabinoz) kromatografik tayinleri amaciyla
Shodex SH1011 No:H810110 kolonu kullanilmis ve kolon sicakhigi 60 C olarak
belirlenmistir. Asitte ¢oziinmeyen lignin igerikleri tartimla, asitte ¢oziinen lignin icerigi
ise 320 nm dalga boyunda saf su sahit olacak sekilde UV spektrofotometrede
belirlenmistir. Indirgen sekerler 540 nm dalga boyunda DNS (3,5 - Dinitro salisilik asit
2-hidroksi - 3,5 dinitro benzoik asit) metoduyla belirlenmistir. Farkli siirelerde
uygulanan enzimatik hidrolizden sonra indirgen seker igerigi tam kuru maddeye oranla

yiizde olarak hesaplanmistir.

Ayrica ham ve buhar patlatma uygulanmis numunelerde gerceklestirilen diger tim
analizler i¢in, Wiley tipi degirmende ogiitiilen aygicegi saplar1 laboratuvar tipi sarsak

elekte elenerek 60-80 mesh’lik elek tuzerinde kalan kisimlarin rutubet miktarlar
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belirlenerek kilitli plastik posetlerde saklanmistir.

Cizelge 2.3. Uygulanan kimyasal analizler ve kullanilan yontemler

Kimyasal Analiz Adi Kullanilan Yontem
Soguk Su Coziintirliigi TAPPI T 207 om-88.
Sicak Su Coziintrligi TAPPI T 207 om 88.

%1°1lik NaOH Coziiniirliigi TAPPI T 212 om 88.
Alkol-Benzen Coziiniirliigi TAPPI T 204 om 88.

Holoseliiloz Tayini Wise ninklorit metodu [37].
Lignin TAPPI T 222 om 98.
Kiil TAPPI T 211 om 85.

2.5 ISTATISTIK YONTEMLERI

Yapilan oOlgtimler sonucunda elde edilen degerler iki yonlii ANOVA ( Two way
ANOVA) ile MINITAB programinda degerlendirilmistir. Istatistiki analiz sonuglari
(EK 1-9), da gosterilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Aygigegi saplarinin  kimyasal igerikleri Cizelge 3.1°de gosterilmistir. Aycicegi
saplarinin alkol benzen ¢oziiniirliigii, yaprakli ve igne yaprakli agaglarin st limitine
yakin degerde fakat ekin sap1 ile kiyaslandiginda oldukga diisiik orandadir. Aygigegi
saplariin yaprakli ve igne yaprakli agaclara nazaran daha yiiksek oranda sicak ve soguk
Su ¢ozinirligi gozlemlenmistir [16]. Aygigegi saplarin seliiloz (glikoz) orani ekin
sapina oranla fazla fark gostermemekle birlikte ekin sapinin hemiseliiloz
(ksiloz+arabinoz) orani ay¢icegi sapina gore daha yiiksek oranda gozlemlenmistir [38].
Buna karsin yaprakli agaclarin seliilloz ve hemiseliiloz orani ay¢icegi sapina gore daha
yiiksek iken, igne yaprakli agaclarin hemiseliiloz orani aygigegi sapina gore daha diisiik
oranda oldugu tespit edilmistir [25]. HPLC analizi sonucunda aygigegi saplarinin
toplam seker miktar1 %45,5 (glikoz+tksiloz+arabinoz) olarak bulunmustur. Fakat ekin
sapinin hemiseliilloz igerigi de gbz onilinde bulunduruldugunda toplam seker miktari
aycicegi sapina gore daha fazladir. Odunsu materyaller yillik bitkilere oranla daha fazla

lignin igerigine sahipken diger taraftan kiil oranlar1 diistiktiir.
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Cizelge 3.1. Aycicegi saplarinin kimyasal bilesiminin literatiirle kiyaslanmasi

Kimyasal icerik (%) Aycicegi sap1 (%)* | Ekin sap1 (%)** | Yaprakh agac (%) | igne Yaprakh agac (%)

Alkol benzen ¢oziintirliigii 8,8+0,04 19,1 2-6%** 2-8***
Sicak su ¢oziiniirligi 15,9+0,14 - 2-T*** 3-6***
Soguk su ¢ozliniirligii 9,1+£0,28 - 4-6*** 2-3***
%1°lik NaOH ¢06ziiniirligii 45,0+0,42 - 14-20%** 9-16***
Holoseliiloz tayini 75,6+0,24 50,5 70-78*** 63-70***
Asitte ¢ozlinmeyen lignin 12,8+0,35 23,8 26, 7**** 27,67****
Asitte ¢oziinen lignin 1,5+0,01 3,80 - -
Glikoz 32,4+0,36 29,6 41,6%*** 44 HFxF*
Ksiloz 12,6+0,02 17,5 13,9**** 6,3****
Arabinoz - 2,10 0,94**** 1,6%***
Kiil 10,2+0,1 9,00 2,15%*** 0,32****

*:Tam kuru agirliga oranla yiizde degerler olup ii¢ 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasidir. Degerlerde alkol benzen diizeltmesi yapilmigtir.

*%:[16]
wxx: [38]
****: [25]
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Bu calismada %2’lik NaOH ve NaBHy cozeltilerinin ayr1 ayri, NaOH ve NaBH,
karigimlarinin farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinin kimyasal 6n muamele sonrasi
yapisal igerigi incelenmistir (Cizelge 3.2). NaBH,’lin bir katalizor etkisi gostererek
secici lignin delignifikasyonu saglayan [39] ayn1 zamanda hemiseliiloz degredasyonunu
Onleyen etkisi gozlemlenmistir. Bu uygulamada elde edilen sonuglara gore lignini
uzaklagtirmada en etkin kimyasalin %2’lik NaOH c¢ozeltisi oldugu, buna karsin %2’lik
NaBH, ¢ozeltisinin seliiloz yapis1 lizerindeki koruyucu etkisi literatiire paralel bir bulgu

olacak sekilde gozlemlenmistir [41].

Cizelge 3.2. Buhar patlatma ve kimyasal 6n muamelenin glikoz, ksiloz ve lignin

uzerindeki etkisi.

Ornek| Verim (%) Glikoz (%) Ksiloz (%) Lignin (%)
HN 100 30,4+1,09 11,9+0,73 13,8+0,20
BP 87,8 34,2+1,66 10,1+0,48 21,2+0,23

BP+A 81,4 41,4+1,25 8,3+0,87 18,1+0,18

BP+B 68,5 29,8+1,31 4,5+0,35 14,6+0,97

BP+C 67,5 31,9+0,64 5,3+0,96 17,1+0,28

BP+D 62,5 27,8+0,37 4,1+0,81 13,5+0,79

BP+E 60,1 24,0+0,28 4,3+1,01 10,7+0,02

Materyale uygulanan islemler sonucunda verim kaybi Sekil 3.1°de gosterilmistir. Buhar
patlatma islemi sonucunda elde edilen aygicegi saplarindaki kat1 madde geri kazanimi
%87,8 (w/w) olarak bulunmustur. Yapilan bir ¢alismada [41] ekin saplarmin %2’lik
NaBHy, ¢ozeltisi ile 6n muamelesinin ardindan kat1 madde geri kazanimi %79,4 (w/w);
%2’lik NaOH c¢ozeltisi ile 6n muamelesinin ardindan kati madde geri kazanimi %75,6
(w/w) olarak bulunmustur. Yaklasik %12,2’lik kiitle kaybinin yiiksek sicaklikta buhar
uygulamasi ile lif yapisinda bir kisim materyalin ¢6ziinmesi nedeniyle meydana geldigi
diisiiniilmektedir. Buhar patlatma islemi sonucunda kati maddeden ksiloz, lignin,
ekstraktif vb. materyallerin uzaklagsmasina bagli olarak yapidaki glikoz ve lignin
miktarinin oransal artis1 gézlemlenmistir. Buhar patlatma islemi sonucunda en yiiksek
kat1 madde geri kazanimi BP+A’da; buna karsin en fazla kati madde kaybi BP+E
karisiminda  gozlemlenmistir. Karigimlar kendi aralarinda degerlendirildiginde
konsantrasyon arttikca kati madde kaybinda da artis meydana gelmistir. BP+B 6n
muamelesinde gozlemlenen kati madde kaybi, BP+A 6n muamelesine oranla oldukga
yiikksektir.  BP+B 6n muamelesinin bu sekilde sonu¢ vermesinin nedeni olarak;

biyokiitledeki selilloz ve hemiseliilozlarin hidrojen baglarina etki ederek kopmasi,
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biyokiitlenin prozitesinin artarak [22] seliilozun sismesi ve bir kisim lignin ve

seliilozlart yapidan ¢ozerek uzaklagtirmis olmasi gosterilebilir [40].

100 |

80 |
60 |
S [
£ 40|
m -
>

20 |

0

HN BP+A BP+B BP+C BP+D BP+E

Sekil 3.1. Kimyasal 6n muamelelerin verime etkisi

Buhar patlatma 6n muamelesi, diisiik molekiil agirlikli karbonhidratlar1 ve seliilozlari
yapidan uzaklastirdigi igin lignin oram1 ham O&rnege gore artis gostermigstir (bagil
fark=%53,6) (Sekil 3.2). Buhar patlatma sonrast uygulanan kimyasal 6n muamelelerde
lignini uzaklagtiran en etkili 6n muamele BP+E olarak belirlenmistir (bagil
fark=%31,5). Karigimlar kendi aralarinda degerlendirildiginde, konsantrasyon arttik¢a
ortamdan uzaklagan lignin oraninda da artis gézlemlenmistir. BP+B 6n muamelesi
lignin miktarinda ciddi bir azalmaya sebep olmustur. NaOH, ligninde bulunan ester

baglarina etki ederek bir kisim lignin ve hemiseliilozlar1 yapidan uzaklastirmada 6nemli

bir rol oynar [41].
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Sekil 3.2. Kimyasal 6n muamelelerin lignin miktarina etkisi

Buhar patlatma sonrasi gergeklestirilen kimyasal 6n muameleler kullanilan kimyasal
tiiriine ve karisim konsantrasyonlarina bagli olarak birbirinden farkli etkiler gdstermis
olup uygulanan 6n muamelelere bagli olarak glikoz igerigindeki degisim Sekil 3.3’te
gosterilmistir. BP+A ve BP+B 6n muamele islemleri karsilastirildiginda BP+B
uygulamasinin numunelerden fazla oranda glikoz uzaklastirdigi goriilmektedir. Diger
taraftan BP+A 6n muamelesinin karbonhidratlar1 koruyucu etkisi belirgin bir sekilde

gozlemlenmistir [33].

Ham numuneye oranla, buhar patlatma oOn muamelesinin tek basina glikoz
coziinlirliigiine ¢ok fazla etkisi goriillmemektedir (bagil fark=%12,5). BP+A 6n muamele
islemi glikoz ¢oziiniirliigiinde en etkin sonucu gostermektedir (bagil fark=%21). BP+B
Oon muamelesi sonrasinda ise ortamdan uzaklasan glikoz miktarinda artig goriilmiistiir.
Bu da BP+A 06n muamelesinin glikoz koruyucu o&zelligini 6n plana ¢ikardig:
diistiniilmektedir. Karigimlar kendi aralarinda incelendiginde; konsantrasyon arttikca
glikoz ¢oziiniirligiinde azalma meydana geldigi gozlemlenmistir. Karisimlardan BP+C,

BP+E karisimina gore glikoz ¢oziiniirliiglinde etkin bir rol oynamustir.
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Sekil 3.3. Kimyasal 6n muamelelerin glikoz miktarina etkisi

Buhar patlatma 6n muamelesi sonrasi yapida kalan ksiloz oran1 ham numuneye oranla
azalma gostermistir (bagil fark=%17,8) (Sekil 3.4). BP+A 6n muamele islemi

sonucunda ksiloz orant diger 6n muamele islemlerine nazaran Onemli O&lgiide
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korunmustur. Karigimlar kendi aralarinda degerlendirildiginde konsantrasyon artiginin
ksiloz ¢Oziiniirligii lizerinde ©nemli bir etkisi bulunmazken az miktarda azalma
gbozlemlenmistir. BP+B ve BP+A 0n muameleleri karsilastirildiginda BP+B 6n
muamelesinin yapidan olduk¢a fazla oranda ksilozu uzaklastigi gézlemlenmektedir

(bagil fark=%84.4) [41].
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Sekil 3.4. Kimyasal 6n muamelelerin ksiloz miktarina etkisi
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Enzimatik hidroliz siiresince glikoz ve ksiloz konsantrasyonlar1 Cizelge 4.1°de
gosterilmistir. Enzimatik hidroliz igslemi sonras1 6rneklerdeki tam kuru maddeye oranla
glikoz doniisiimii Sekil 4.1°de gosterilmistir. Cellulast 1.5 L ve Novozyme 188 enzim
karisimina baglh enzimatik hidroliz islemi sonucu en yiiksek glikoz doniistimii BP+A
6n muamelesi uygulanan numunede 48 saat sonunda (%71,7) goézlemlenmistir.
NaBH,+NaOH’1n diisiik konsantrasyondaki karistminin diger karigimlara oranla seker
doniisiimii tizerinde oldukea etkili oldugu gozlemlenmistir. Yapilan bir ¢aligmada ekin
saplarinin %4’°liik NaBHy, ile 60 dakika 6n muamelesi sonrasinda ger¢eklesen enzimatik
hidroliz isleminde 72 saat sonunda glikoz dontisiimii %83.3; %2’lk NaOH ile 90 dakika
O6n muamelesi sonrasinda glikoz dontistimii %87,8 olarak bulunmustur [41]. NaOH’1n
enzimatik hidroliz tizerindeki etkileri bilinmektedir fakat NaBH4-iin glikoz doniistimii

tizerindeki etkisi konusunda daha detayli calismalara gereksinim goriilmektedir.
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Sekil 4.1. Enzimatik hidroliz sonras1 glikoz doniisiimii

Enzimatik hidroliz islemi sonrasi Orneklerdeki tam kuru maddeye oranla ksiloz
dontigimii Sekil 4.2’de gosterilmistir. Cellulast 1.5 L ve Novozyme 188 enzim
karigimina bagli enzimatik hidroliz islemi sonucu en yiiksek ksiloz doniigiimii BP+A 6n

muamelesi uygulanan numunede 48 saat Sonunda (%59,7) gozlemlenmistir [15].

26



Yapilan bir ¢aligmada ekin saplarinin %4’lik NaBH4 ile 60 dakika 6n muamelesi
sonrasinda gergeklesen enzimatik hidroliz isleminde 72 saat sonunda ksiloz doniisiimii
%44.2; %2’lik NaOH ile 90 dakika 6n muamelesi sonrasinda ksiloz dontisiimii %43,8
olarak bulunmustur. [41]. NaBH4+NaOH’n diisiikk konsantrasyondaki karigiminin diger

karigimlara oranla seker doniisiimii {izerinde oldukga etkili oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4.2. Enzimatik hidroliz sonrasi ksiloz doniigiimi
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Cizelge 4.1. Enzimatik hidroliz siiresince glikoz ve ksiloz konsantrasyonlar1

On muamele 0 saat 6 saat 24 saat 48 saat 72 saat
sartlari
Glikoz(%) | Ksiloz(%) | Glikoz(%) | Ksiloz(%) | Glikoz(%) | Ksiloz(%) | Glikoz(%) | Ksiloz(%) | Glikoz(%) | Ksiloz(%)

HN 0 0 23,1 22,9 21,7 22,6 21,9 21,1 21,7 20,9

BP 0 0 23,6 28,7 26,2 30,6 25,6 29,2 24,4 28
BP+A 0 0 50,8 42,2 69,4 57,7 71,7 59,7 70,1 58,3
BP+B 0 0 45 40,8 57,7 46,7 65,9 48,9 65,2 48,3
BP+C 0 0 30,6 33,9 38,8 41,1 42,1 44,6 44,4 45,5
BP+D 0 0 36,4 33,2 42,7 34,9 42,1 36 31,1 35,7
BP+E 0 0 22,9 34,6 34 35,2 40,4 35,3 32 33,5
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EKLER

EK1

Cizelge Ek 1: Farkli 6n muamele islemlerinin glikoz, ksiloz ve lignin iizerine etkisi

Standart | Minimum | Maksimum | Onemlilik

On muamele tipi |Ortalama® | Sapma | Deger Deger Diizeyi”

HN 28,6° 0,70 28,1 29,1

BP 32,9¢ 0,86 32,3 33,5

BP+A 41,7° 0,13 41,6 41,8
Glikoz |BP*B 30,5° 0,64 30,0 30,9 *

BP+C 32,6¢ 0,54 32,2 33,0

BP+D 27,8° 0,21 27,7 27,9

BP+E 24.2° 0,02 24,2 24,2

HN 12,6° 0,28 12,4 12,8

BP 10,3 1,02 9,58 11,0

BP+A 8,70° 0,51 8,34 9,06
Ksilog | BP*B 4,73: 0,26 4,54 4,92 *

BP+C 6,74 0,19 6,61 6,87

BP+D 3,78° 0,66 3,31 4,24

BP+E 4,06 0,70 3,56 4,55

HN 13,9° 0,07 13,8 13,9

BP 21,2 0,11 21,1 21,3

BP+A 18,1° 0,11 18,0 18,2
Lignin BP+B 14,82 0,18 14,6 14,9 *

BP+C 17,0 0,06 16,9 17,0

BP+D 14,1 0,04 14,1 14,1

BP+E 10,73 0,04 10,7 10,7

: Ortalama degerleri 2 drnegin ortalamasini yansitmaktadir .
Y: Onemlilik diizeyi. * p<0.001 ve glikoz, ksiloz ve lignin degerleri igin aym harfleri tagtyan (a, b, c, d, e,
f) 6n muamele yontemleri arasinda Duncan testi sonuglarina gore istatistiki olarak fark yoktur.
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EK?2

Cizelge Ek 2: On muameleler sonrasi glikoz icerigindeki degisimlere iliskin varyans

analizi (ANOVA)

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler Onem diizeyi
kaynagi toplami derecesi ortalamasi F degeri (P)
Gruplar arast 368,788 6 61,465 215,018 0,000
Gruplar i¢i 2,001 7 0,286
Toplam 370,789 13
EK3

Cizelge Ek 3: On muameleler sonras1 ksiloz igerigindeki degisimlere iliskin varyans

analizi (ANOVA)

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler Onem diizeyi
kaynagi toplami1 derecesi ortalamasi F degeri (P)
Gruplar arast 137,796 6 22,966 66,887 0,000
Gruplar i¢i 2,403 7 0,343
Toplam 140,200 13
EK 4

Cizelge Ek 4: On muameleler sonrasi lignin igerigindeki degisimlere iliskin varyans

analizi (ANOVA)

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler Onem diizeyi
kaynagi toplami1 derecesi ortalamasi F degeri (P)
Gruplar arast 139,059 6 23,176 2429,015 0,000
Gruplar igi 0,067 7 0,010
Toplam 139,126 13
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EK5

EK 6

Cizelge Ek 5: Glikoz i¢in Duncan Testi

Duncan®
Alfa i¢in alt kiime=0.05
Ornek N 1 2 3 4 5
BP+E 2| 24,174
BP+D 2 27,797
HN 2 28,587
BP+B 2 30,484
BP+C 2 32,615
BP 2 32,94
BP+A 2 41,739
Onem Diizeyi(p) 1 0,183 1 0,562 1
Cizelge Ek 6: Ksiloz i¢in Duncan Testi
Duncan®
Alfa i¢in alt kiime=0.05

Ornek N 1 2 3 4 5

BP+D 2| 3,7780

BP+E 2| 4,0573

BP+B 2 | 4,7290

BP+C 2 6,7428

BP+A 2 8,7033

BP 2 10,2988

HN 2 12,6010

Onem Diizeyi(p) 0,162 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
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EK7

Cizelge Ek 7: Lignin i¢in Duncan Testi

Lignin
Duncan®
Alfa i¢in alt kiime=0.05
Ornek N 1 2 3 4 5 6
BP+E 2110,6954
HN 2 13,872
BP+D 2 14,0838
BP+B 2 14,7699
BP+C 2 16,9839
BP+A 2 18,0991
BP 2 21,2015
Onem Diizeyi(p) 1 0,067 1 1 1 1
EK 8

Cizelge Ek 8: On muamele ve siire faktorleri ve bunlarmn karsilikl etkilesiminin

enzimatik hidroliz sonucundaki glikoz iceriginde meydana gelen degisimlere iligkin

varyans analizi.

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler Onem diizeyi
kaynagi toplami1 derecesi ortalamasi F degeri (P)
On muamele tipi 5121 6 376,83 11,71 0
Siire 9466,8 4 2002,58 62,22 0
Hata 1734,4 24 32,18
Toplam 16322,2 34
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EK9

Cizelge Ek 9: On muamele ve siire faktorleri ve bunlarin karsilikl etkilesiminin

enzimatik hidroliz sonucundaki glikoz igeriginde meydana gelen degisimlere iliskin

varyans analizi.

Varyasyon Serbestlik Kareler Onem diizeyi
kaynagi Kareler toplami derecesi ortalamasi F degeri (P)
On muamele tipi 2261,0 6 376,83 11,71 0,000
Siire 8010,3 4 2002,58 62,22 0,000
Hata 772,4 24 32,18
Toplam 11043,7 34
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