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OZET

Bu calisma kapsaminda lignoseliilozik materyallerden ekonomik degeri diisiik/yok
olan ve hasat edildikten sonra ¢iirlimeye birakilan veya yakilmak suretiyle yok
edilirken ¢evreye zarar veren sebze saplarindan biyoetanol {retim olanaklari
arastirilmistir. Bu materyaller yiiksek polisakkarit icerigine (%65-80) haiz olup bu
atik materyalin endiistriyel olarak degerlendirilmesi 6nem arz etmektedir. Biyoetanol
iretimi fosil yakitlara olan bagimlilig1 azaltacagi gibi petrol bazli yakitlarin neden
oldugu sera gazi emisyonu etkisini de azaltacaktir. Esasen etanol gibi bir yakitin
varlig1 ve kullanilabilirligi motorun ilk tretildigi tarihten beri biliniyor olmasina
ragmen ¢evre sorunu ve enerji krizlerinin artmasi ile diinyada gectigimiz 30 yilda,
iilkemizde ise son yillarda bu konu hakkindaki caligmalar artmistir. Etanoliin
yanmas1 sonucu, petrol iirlinlerine gére daha diisiik oranlarda CO, CO, ile yanici
olmayan hidrokarbonlar, azot oksitler ve ucucu organik bilesiklerin olugsmasi bu
konunun 6nemini daha da ¢ok artirmaktadir.

Bu calismada ornekler 6nce 6n muamele islemlerinden buhar patlatma ve 6giitme
islemine, sonrasinda ise kimyasallar ((%2’lik (w/v)) NaBH,, NaOH ve H,SOy,) ile 30
ve 90 dk. silireyle muamele edildikten sonra enzim uygulamalar: ile fermantasyon
islemine hazir hale getirilmistir. Bu kapsamda, bu ¢alisma i¢in, heniiz biyoetanol
iretiminde hammadde kaynagi olarak hi¢ arastirilmamis sebze saplari (domates,
biber, patlican) kullanilarak biyoetanol {iretim olanaklar1 degerlendirilmistir.

Bu arastirmada bulunan sonuglara gore; enzimatik hidrolizde en yiliksek tam kuru
hammaddeye oranla seker verimi buhar patlatma yapilmis 6rnegin 30 dk. NaOH
(%30.1) ve 6giitme 1slemine tabi tutulan 6rnegin 30 dk. NaOH (%27.4) ile mumelesi
sonucunda elde edilmistir. Bu tez arastirmasinda elde edilen sonucglara gore domates,
biber ve patlican saplarinin biyoetanol iiretiminde alternatif hammadde kaynaklar1
olabilecegi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler : Sebze saplar, lignoseliillozik materyaller, 6n muamele,
enzimatik hidroliz, fermantasyon
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EXAMINING ENZYMATIC DIGESTIBILITY OF VEGETABLE STALKS
(TOMATO, PEPPER and EGGPLANT) FOR BIO-ETHANOL PRODUCTION

(M.Sc. Thesis)

Omer OZYUREK

DUZCE UNIVERSITY
INSTITUTE OF SCIENCE AND TECHNOLOGY

July 2011

ABSTRACT

Increase in environmental pollution and energy dependency forces researchers to
search for alternative energy resources, and bio-ethanol seems to be an effective
alternative motor fuel. Compared to the petroleum based materials, bio-ethanol had
lower combustion and releases lower rates of CO, CO,, non-combustible
hydrocarbons, nitrogen oxides, and volatile organic compounds.

The aim of this study is to investigate bio-ethanol production from vegetable stalks
(tomato, pepper and eggplant). Vegetable stalks are lignocellulosic materials with no
economic value burnt or left in the field after harvests leading to environmental
pollution. These materials have high polysaccharide contents (%65-80), and they
seem to have potential for bio-ethanol production. For the study, integrated steam
explosion/dry-milling and chemical pretreatments were applied before enzymatic
hydrolysis. Stalks were steam exploded at 198-200 °C at 15 psi for 5 minutes and dry
milled using mechanical grinder. Subsequently, each sample was pretreated with
chemicals at a solid loading of 10% (w/v) of sodium borohydrate (NaBH4), sodium
hydroxide (NaOH), and sulfuric acid (H,SO4). The chemical pretreatments were
made with 2% (w/v) concentration under the temperature of 121 °C at 15 psi for
residence times of 30 and 90 min.

Results showed that after enzymatic hydrolysis of Celluclast 1.5 L (700 U/g) and
Novozym 188 (250 U/g) mixture, the highest sugar yields of 30.1% and 27.4% (%
out of dry matter) were observed for steam exploded and milled materials
respectively after they were both treated with NaOH for 30 min. According to the
observed results of this thesis research, vegetable stalks make good alternative raw
material for bio-ethanol production.

Science Code :

Key Words : Vegetable stalks, lignocellulosic materials, pretreatment,
enzymatic hydrolysis, fermentation
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1. GIRIS

Diinya niifusunun hizla artmasina paralel olarak insan ihtiyaclar1 her gecen giin
artmakta ve bu ihtiyaglarin karsilanabilmesi i¢in de {iretimin artirilmasi kagmilmaz
olmaktadir. Bu noktada Onemli iiretim fonksiyonlarindan biri olan enerjinin de bol
miktarda elde edilmesi gerekmektedir. Son yillarda daha temiz ve yasanabilir bir ¢evre
icin alternatif enerji kaynaklari bulunmasina yonelik galigmalar hiz kazanmustir. Ote
yandan fosil kokenli enerji kaynaklarinin yakin gelecekte tiikenme tehlikesi ile karsi
karstya olmasi, enerji fiyatlarinin hizla yiikselmesi ve c¢evresel problemlerle
karsilasilmast insanlar1 yenilenebilir temiz enerji kaynaklaria yoneltmistir. Ormanlarin
ve dogal kaynaklarin daha rasyonel kullanimi1 ve dogal ekolojik dengenin korunmasi
icin fosil yakitlardan yayilan karbon emisyonunun diisiiriilmesi 6nemli konularin
basinda gelmektedir. Bu gibi nedenlerden dolay:r alternatif yeni enerji kaynaklar:
iizerine ¢aligmalar artarak devam etmektedir. Bu hassas konuya yonelmenin bir yolu da
alternatif ve yenilenebilir bir enerji kaynagi olarak biyoatiklardan ve Ozellikle de
lignoseliilozik atiklardan biyoenerji iretilmesidir. Fosil kokenli yakit kaynaklarinin
yerine giinlimiizde sagladig1 avantajlariyla 6zellikle enerji sektoriinde bir devrim haline
gelen biyoetanol iiretiminin odun biyokiitlesi ve bugday, misir vs. gibi yiyecek
kaynaklar1 yerine farkli lignoselillozik yenilenebilir hammadde kaynaklarindan
saglanabiliyor olmas1 6zellikle bu sektor ve iilke ekonomisi i¢in 6nem arz etmektedir.
Yillik bitki ve tarimsal atiklarin enerji sektoriinde degerlendirilmesiyle hem ormanlara
olan talebin azalacagi hem de var olan potansiyelleri ile orman endiistrisinde ve enerji

iiretimi amagl kullanim alanlarinda 6nemli bir boslugu dolduracag: diisiiniilmektedir.

Bu amagla bol miktarda bulunan ve yenilenebilen kaynaklardan olan lignoseliilozik
maddelerden yararlanma konusunda, biyokiitle miktarinin yiikseltilmesine, kimyasal
maddelere doniistirmeye ve uygun isleme olanaklarma yonelik c¢alismalar
yapilmaktadir. Lignoseliilozik maddelerin stirekli bir sekilde temini i¢in bos alanlarin
hizl1 gelisen agac tiirleri ile agaclandirilmasi, agacin tamammin kullanimma gidilerek
atiklarin degerlendirilmesi ile iiretimin daha da artirilabilecegi diisiiniilmektedir. Buna
ilaveten lignoseliilozik maddelerden olan yillik bitkiler ve tarimsal atiklarin (saman, gol

kamisi, pamuk sapi, aycigegi ve tiitlin saplar1) enerji tiretiminde degerlendirilmesi hem



ormanlara olan miidahaleyi Onlemesi, hem de diger enerji kaynaklarina ikame

olabilmesi bakimindan olduk¢a onemlidir.

Biyoetanol tiretimi fosil yakitlara olan bagimlilig1 azaltacagi gibi petrol bazli yakitlarin
neden oldugu sera gazi emisyonu etkisini de azaltacaktir. Esasen etanol gibi bir yakitin
varlig1 ve kullanilabilirligi motorun ilk {tretildigi tarihten beri biliniyor olmasma
ragmen cevre sorunu ve enerji krizlerinin artmasi ile diinyada gegtigimiz 30 yilda,
iilkemizde ise son yillarda bu konu hakkindaki ¢alismalar artmistir. Ulkemiz biyoyakit
siirecinin daha ¢ok basinda yer almakla birlikte son zamanlarda 6zellikle misir ve
bugdaydan elde edilen biyoetanoliin benzinle harmanlanarak kullanildig1 ve bu sekilde
piyasaya biyobenzin olarak siiriildiigii goriilmektedir. Bu noktada su 6nemli konu
belirtilmelidir ki biyoetanol bugday, misir vs. gibi yiyecek kaynaklarindan kolaylikla
iiretilebilmesine karsilik boyle bir durumda her bir biyoyakit aclik ¢eken bir diinyay1
doyurabilecek iirlinleri tiiketmis olacaktir. Besin liretimini azaltmadan biyoyakitlardan
yarar saglamanin tek yolu, besin kaynaklarini1 biyoyakit {iretiminden ¢ikararak bunun
yerine genelde atilan, yakilan ya da topraga gomiilen sap, yaprak, hatta talas gibi
lignoseliilozik yan iirlinlerden etanol elde etmektir. Bu maddelerin biiylik bir bolimii,
bitkideki hiicre zarimi olusturan gii¢lii seker molekiilii zincirlerine sahip seliillozdur. Bu
selillozik kaynaktan glikoz fermente edilerek, besinlerle hi¢ rekabete girmeden bol
miktarda biyoyakit elde edilebilir. Bunun yaninda bu tarimsal atiklarm kullanimi hem
iireticiye ekstra bir gelir saglayacak hem de bunlarin yakilmasiyla ortaya ¢ikan gevre

problemlerinin 6niine gecilmis olacaktir.

Ulkemizin yillik enerji tiiketimi 2006 yilinda 93 milyon ton esdeger petrol (TEP)
oldugu ve bu tiikketim miktarinin yillik %35 oraninda arttigi belirlenmistir. 2006 yili
enerji agigint kapatmak icin enerji ithalatina 28 milyon dolar 6dendigi goéz Oniine
alindiginda artan enerji ihtiyacimizin ekonomik, giivenli, disa bagimliligi en az
seviyeye indirecek yenilenebilir kaynaklardan —biyokiitle, riizgar, giines— lretiminin

iilkemiz i¢in ne kadar 6nem arz ettigi goriilmektedir (Anon 2011d)

Bu c¢alisma kapsaminda lignoseliilozik maddelerden biri olan ve ¢iirlimeye birakilan
veya yakilmak suretiyle yok edilirken ¢evreye zarar veren domates, biber ve patlican

saplarindan biyoetanol iiretim olanaklar1 arastirilacaktir. Tiirkiye'nin yas sebze liretim



alan1 1994-2007 yillar1 arasinda 0.8 milyon hektardan %12.5°lik artisla 0.9 milyon
hektara ve buna bagl olarak yas sebze {iretimi 19.6 milyon tondan %24.5’lik artisla
24.4 milyon tona yiikselmistir. 2009 yilinda ise sebze iirlinleri liretim miktarinin bir
onceki yila gore %1.6 oraninda azalarak yaklasik 26.8 milyon ton olarak ger¢eklesmistir
(Anon 2010a). Bu rakamla Tirkiye; Cin ve Hindistan’dan sonra 3. swada yer
almaktadir. Yas sebzeler icinde domates %41°lik oranla ilk sirada yer almaktadir (Anon
2010c). Bu materyaller yiiksek polisakkarit icerigine (%65-80) haiz olup bu atik
materyalin endiistriyel olarak degerlendirilmesi 6nem arz etmektedir. Son yillarda bu
atiklardan levha {iriinleri tiretim olanaklar1 arastirilmistir (Giintekin ve dig., 2008, 2009,

Giintekin ve Karakus, 2008).

Bu calismadaki hipotezimiz; yiiksek polisakkarit igerigine sahip (%65-80) atik sebze
saplarmin (domates, biber, patlican) igcermis olduklar1 seker {nitelerini ayristirip
fermente ederek biyoetanol elde edilebilecegidir. Amacimiz ise; ekonomik degeri
diisiik/yok olan ve yakilarak yok edilirken c¢evre kirlenmesine neden olan sebze sap1

atiklarinin ekonomik degere doniistiiriilmesi ve iilke ekonomisine kazandirilmasidir.



2. GENEL KISIMLAR

Diinya niifusunun hizli bir sekilde artmasi sonucunda asiri kullanimdan dolay1 fosil
kokenli komiir, petrol, dogalgaz vb. gibi yenilenemeyen enerji kaynagi rezervlerinin
onlimiizdeki yillarda tiikenmekle karsi karsiya kalacagi asikardir. Diger taraftan enerji
kullanan endiistrilerin siirekli geligmesi enerji gereksiniminin artmasina neden
olmaktadir. Son zamanlarda iretilen enerji ile tiiketimi arasindaki farki kapatmak i¢in

yeni ve yenilenebilir enerji kaynaklarina olan ilgi artmistir.

Fosil kokenli yakit kaynaklar1 yillardir diinyanin her yerinde enerji kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Ham petroliin, diinya enerji kaynaklarinin %38’in1, komiiriin %25’ ini
ve dogal gazin da %?22’sini olusturmasiyla, diinya enerji gereksiniminin %85°1 fosil
kokenli yakit kaynaklarindan saglanmaktadir. Diinya petroliiniin ise yaklagik olarak
%751 Orta Dogu iilkelerinde bulunmakta olup, lilkemiz gibi petrol fakiri tilkeler yakit
teminindeki aksamalardan ve fiyat artiglarinin neden oldugu ekonomik ve stratejik
aksakliklardan bir hayli etkilenmektedirler (Zerbe, 1982). Bu sebeple de 1970’11 yillarda
meydana gelen petrol krizinden sonra iilkeler kendi kaynaklarini kullanarak disa
bagimliliklarini azaltabilmek i¢in yeni alternatif enerji kaynaklar1 bulma ve yararlanma

zorunlulugunu hissetmislerdir.

Son yillarda cesitli iilkelerde biyoyakit iiretim programlari uygulanmakta olup, bu
programlarin kisa vadedeki amaclar1 alternatif tasit yakitlari, katki maddeleri ve ¢esitli
yaglarin diisiik maliyetli biyokiitlelerden iiretimi i¢in gerekli teknolojileri tiretmek; orta
ve uzun vadeli programlarda ise enerji amagh bitkiler yetistirmektir. Giliniimiizde
diinyada yapilan caligmalarin biiyiik bir kismi ise yenilenebilir tarim bitkilerinden
biyoetanol ve biyodizel iiretimidir. Ozellikle son zamanlarda odun hammaddesi yerine
yillik bitki ve tarimsal atiklarin bu amag i¢in kullanilmasiyla hem ormanlara olan
talebin azaltilmas1 amaglanmakta hem de orman endiistrisinde ve enerji iiretimi amacl

kullanim alanlarinda bir boslugu doldurmasi amaglanmaktadir (Giiler ve Akgtil, 2001).

Fosil yakitlarinin enerji amagl kullanilmasi sonucu, atmosferdeki CO, emisyon miktar1
150 y1l i¢ginde biiylik oranda artarak 280 ppm’den 365 ppm’e ¢ikmistir. Atmosferdeki

CO; emisyonunun diinya ¢apinda smirlandirilmasi Kyoto protokolii ile kabul edilmis ve



Avrupa Birligi tlkeleri 2010 yilina kadar enerji tiiketiminin %12’sini yenilenebilir

dogal kaynaklardan iiretmeyi hedeflemislerdir (Galbe ve Zacchi, 2002).

Yiksek miktarda elde edilebilen bdlgelerde biyokiitlenin enerji lretmek ic¢in
kullanilmasi, teknolojilerdeki ilerlemeler ve c¢evresel ihtiyacglar ile beraber 6nem
kazanmistir. Bu noktada, yenilenebilir dogal kaynaklardan kimyasal ve biyolojik yolla
elde edilen yakit degeri yliksek biyoetanoliin kullanilmasi bir¢ok arastirmaci tarafindan
onerilmektedir (Zerbe, 1982). Ayrica etanoliin yanmasi sonucu, petrol liriinlerine gore
daha diisiik oranlarda CO, CO; ile yanict olmayan hidrokarbonlar, azot oksitler ve ugucu
organik bilesiklerin olusmasi bu konunun 6nemini daha da ¢ok artirmaktadir (Galbe ve

Zacchi, 2002).

Biyoetanoliin fosil yakitlara gore iistiinliikleri asagidaki gibi 6zetlenebilir:
e (Cevre ve iklim korumali olusu, dolayisiyla Kyoto antlagsmasima uygunlugu,
e Enerji bakimindan ele alindiginda; benzine gore 2-3 oktan daha yiiksek enerji
vermesi ve daha temiz bir enerji maddesi olmasi,
e Bilesiminde; daha az formaldehit bulunmasi, kiikiirt bulunmamasi, yandiginda
daha az karbondioksit ve karbonmonoksit vermesi,
e Biyolojik parcalanabilirligi, suda ¢oziinebilirligi, daha ucuz olusu, ayrica tarima

katk1 saglamasidir (Anon 2010b)

Biyoetanol 6zellikle polisakkarit ve disakkarit bilesimine sahip biyokiitleden iiretilen bir
driindiir. Benzin ile kullanildiginda oktan sayisini artirir, CO ve hidrokarbonlar gibi
zararli gazlarin emisyonlarini azaltarak tam yanma saglar. Biyoetanol buhar ile etilenin
kimyasal reaksiyonu sonucu tretilmesine ragmen genellikle sekerin fermantasyonu ile
iretilir (Anon 2011a, b). Etanol veya etil alkol temiz renksiz bir siv1 olup, biyolojik
olarak bozunur ve gevre agisindan bir tehdit olusturmaz. Etanol yiiksek oktanl bir yakit
olup, petrolde oktan artirict olarak kullanilir. Etanol ile benzin karistirilarak emisyonu
azaltmak ve tam bir yanma saglamak miimkiindiir. Yaygimn olarak karistirilan kullanma

oranlar1 %10 etanol ve %90 petrol seklindedir (Ballesteros ve dig., 1991).



2.1. BIYOETANOL URETIMINDE KULLANILAN HAMMADDELER

Biyofuel (biyoetanol, biyoyakit) bitki yaglarindan, seker pancarindan, tahillardan,
organik atiklardan ve islenmis biyokiitlelerden elde edilebilir. Kullanilan biyolojik
hammaddenin kayda deger miktarda etanole doniisebilen nisasta veya seliiloz gibi
icerige sahip olmasi bu noktada 6nem arz etmektedir (Malga ve Freire, 20006).
Biyoetanol iiretiminde kullanilan hammaddeler {i¢ siifa ayrilmaktadir:

1. Sakkaroz igeren hammaddeler (seker pancari, seker kamigi, sorgum vb.),

2. Nisastali materyaller (bugday, misir, arpa vb.),

3. Lignoseliilozik biyokiitle (odun, saman, ot, sebze saplar1 vb.).

Biyoetanol iiretiminde kullanilan farkli hammadde kaynaklar1 ve liretim potansiyelleri

karsilagtirmali olarak Cizelge 2.1 de verilmistir.

Cizelge 2.1: Biyoetanol iiretiminde kullanilan farkli hammadde kaynaklar1 ve {iretim
potansiyelleri (Linoj Kumar ve dig., 2006).

Biyoetanol iiretim
Hammadde pot:nsiyeli (litre/ton)
Seker kamist 70
Seker pancar1 110
Tatli patates 125
Patates 110
Kassava 180
Misir 360
Piring 430
Arpa 250
Bugday 340
Sorgum 60
Bagasse 280

Biyoetanol iiretiminde en Onemli problem iiretimde kullanilacak hammaddenin
varligidir. Kullanilacak hammaddenin mevsimsel degisimi ve cografik konumu
biyoetanol liretiminde 6nemli etkenler olmaktadir. Hammadde maliyetlerindeki degisim
biyoetanol iiretim maliyetlerini biiyiik Olglide etkilemektedir (Zarzyycki ve Polska,
2007). Bu noktada su onemli konu belirtilmelidir ki biyoetanol bugday, misir vs. gibi
yiyecek kaynaklarindan kolaylikla iiretilebilmesine karsilik boyle bir durumda her bir
biyoyakit aglik ¢eken bir diinyayr doyurabilecek iirlinleri tiiketmis olacaktir. Besin

iretimini azaltmadan biyoyakitlardan yarar saglamanin tek yolu, besin kaynaklarini



biyoyakit iiretiminden ¢ikararak bunun yerine genelde atilan, yakilan ya da topraga
gomiilen sap, yaprak, hatta talas gibi lignoseliilozik materyallerden etanol elde etmektir.
Bu maddelerin biiyiik bir boliimii, bitkideki hiicre zarin1 olusturan gii¢lii seker molekiili
zincirlerine sahip seliilozdur. Bu seliillozik kaynaktan glikoz fermente edilerek,
besinlerle hi¢ rekabete girmeden bol miktarda biyoyakit elde edilebilir. Ayrica bu
tarimsal atiklarin kullanimi hem {ireticiye ekstra bir gelir saglayacak hem de bunlarin

yakilmasiyla ortaya ¢ikan ¢evre problemlerinin oniine geg¢ilmis olacaktir.

Biyoetanol tiretiminde kullanilan sakkaroz iceren hammaddeler seker kamisi ve seker
pancarindan olugmaktadir (Zarzyycki ve Polska, 2007). Sakkaroz veya diger adlariyla
siikroz veya c¢ay sekeri, C;2H»,0,; formiilityle gosterilen ve bir glikoz ve bir fruktoz
molekiiliiniin bir araya gelmesiyle meydana gelen disakkarittir (Anon 2011d). Bunlar,
nisastali hammaddelere veya lignoseliilozik biyokiitlelere nazaran sadece disakkarit
yapisinda oldugu i¢in biyoetanole doniistimiiniin daha kolay olmasi nedeniyle iiretimde
tercih sebebidir. Ciinkii 6n hidroliz gerektirmezler ve disakkaritler sadece maya

hiicreleri tarafindan degradasyona ugratilabilir (Cardona ve Sanchez, 2007).

Avrupa iilkelerinde daha ¢ok pancar melaslar1 sakkaroz iceren hammaddeler olarak
biyoetanol tiretimde kullanilmaktadir (Cardona ve Sanchez, 2007). Seker pancari
kullannminin baslica avantajlar1 ise liretimde topragin nadas siiresinin kisa olusu, daha
yiiksek biyoetanol verimi saglanmasi, iklim degisikliklerine olan toleransi, iiretimde
daha az su ve giibre gerektirmesidir. Diger taraftan sorgum ise kurakliga dayanikli
onemli tarmmsal iiriinlerden biridir. Ozellikle gelismekte olan iilkeler icin bu hammadde
kaynag1 gerek biyoetanol iiretiminde gerekse kimyasal maddeler ve enerji iiretiminde

biiyiik potansiyele sahiptir.

Biyoetanol iiretiminde kullanilabilecek diger bir hammadde kaynagi da nisasta bazli
materyallerdir. Nisasta bir homopolimer olarak tanimlanan biyopolimer olup, sadece
tek monomer, D-glukozdan olusur (Pongsawatmanit ve dig., 2007). Nisastadan
biyoetanol elde edebilmek i¢in bu karbonhidrat zincirinin koparilarak glikoz surubunun

elde edilmesi amactyla mayalar kullanilmaktadir. (Cardona ve Sanchez, 2007).



Nisasta uzun zincirli glikoz molekiillerinden olugsmakta ve bu yapmin fermente
edilebilir sekerlere donilisimii icin c¢esitli hidroliz teknikleri uygulanabilmektedir.
Nisastanin fermente edilebilir sekerlere doniisiimii, nisastanin suyla reaksiyonunu
kapsayan hidroliz isleminden ge¢gmektedir (Yoosin ve Sorapipatana, 2007). Enzimatik
ve asit hidroliz islemleri uygulanarak da hidroliz islemi gergeklestirilebilmektedir.
Nisasta bazli biyoetanol endiistrisi yaklasik 30 yildir yasamakta olup, gegen zaman
icinde enzim verimliliginde saglanan iyilesmeler yaninda islem siiresi ve maliyetlerin

disiiriilmesi biyoetanol verimliligini olumlu yonde etkilemistir (Mabee ve dig., 2006).

Biyoetanol iiretiminde kullanilan diger bir hammadde ve ayni zamanda bu c¢alismanin
hammadde kaynag1 lignoseliilozik biyokiitledir. Lignoseliillozik biyokiitle seliiloz,
hemiseluloz ve lignin olmak {iizere ii¢ temel yap1 tasindan olugmaktadir. Seliiloz
lignoseliilozik biyokiitlenin ana bileseni olup biyokiitlenin agirlikca %40-50’sini
olusturmaktadir (Gurgel ve dig., 1995). Hiicrelerin diren¢ degerinden sorumludur.
Seliilloz B-1—4 glikozidik bagi ile baglh glikoz birimlerinden olugmaktadir. Binlerce
glikoz birimlerinin bir araya gelmesiyle selilloz zincirleri meydana gelir. Seliiloz
zincirlerinin, i¢erdikleri hidroksil gruplari ile hidrojen koprii baglar1 olusturarak bir
araya gelmesiyle fibriller meydana gelmektedir (Granstrom ve dig., 2000). Bitkideki
seliiloz miktar1 hiicre ¢eper icerigine bagli olup bitki tiirleri ve ¢esitleri arasinda farklilik

gostermektedir. Bitkinin yas1 ve bitki kisimlar1 ayrica seliiloz miktarni etkilemektedir.

Hemiseliilozlar yap1 tas1 olarak 5 karbonlu pentoz (ksiloz ve arabinoz), 6 karbonlu
heksoz (mannoz, glikoz, galaktoz) ve iironik asitlerinden olusan heterojen polimerlerdir.
Hemiseliiloz polimerlerinin igerikleri bitki tiirii ve dokusuna baglhdir. Ksilanlar yaprakli
aga¢ odunlarinda en fazla miktarda bulunan seliilozik olmayan polisakkaritlerdir. Ksilan
ana zincirinin yaklasik %80°1 ksiloz icermekte olup ana zincire O-2 ve/veya O-3 bagi ile
bagl arabinoz, ksiloz ve bazen de galaktoz birimlerini iceren oligomerik yan dallarla
karsilasmak miimkiindiir (Saulnier ve Thibault, 1999). Igne yaprakh agaclarda ise
galaktoglukomannanlar ve glukomannanlar ana hemiseliiloz bilesenleri olup ksilanlar az

miktarda bulunmaktadirlar.

Hemiseliilozlar lignoselillozik odunsu biyokiitlenin yaklasik %30’unu olusturan,

seliilozdan sonra ikinci en 6nemli odun polisakkkarit kismidir (McMillan, 1994). Odun



dis1 bitkilerde ise hemiseliiloz oran1 biraz daha yiiksek olabilmektedir. Misir sap1, misir
kogani, bugday sapi, piring sap1 ve seker kamisi gibi farkli tarimsal atiklarda
hemiseliiloz oran1 %40’lara ulasabilmektedir. Yaprakli aga¢c odunlarinda arabinoz orani
toplam pentozun %2-4’linii olustururken, bu oran otsu bitkilerde %10-20’lere
ulagmaktadir. Arabinoz igeriginin musir liflerinde ise %30-40’lara ulasabilecegi

bildirilmektedir (Kormelink ve Voragen, 1993).

Cogu yaprakli aga¢ odunu hemiseliilozlarinda en baskin pentoz sekeri ksilan iken, enerji
iirlinleri olarak ifade edilen switchgrass (dalli dar1) gibi diger otsu bitkiler ve tarimsal
atik hemiseliilozlarinda ise en baskin seker arabinoz olabilmektedir. Bu ise biyoetanol

iiretimi i¢in kullanilan hammadde ve bu hammadde igeriginin 6nemini gostermektedir.

Lignin polisakkaritlerden sonra hiicre ¢eperinde en fazla miktarda bulunan dallanmis
yapidaki fenolik bilesendir. Lignin dogada oldukg¢a fazla miktarda bulunan ve ekonomik
oneme sahip dogal hammadde olmasi nedeniyle yapisi ve biyosentezi konusunda bir¢ok
calisma gerceklestirilmektedir. Igne yaprakli aga¢ odun ve yaprakli aga¢ odunlarmin
lignin icerikleri %20-40 arasinda degisirken bu oran bagasse (bagas= seker kamisi artig1
veya sap1), misir kogani, fistik kabugu ve saman gibi otsu bitkilerde %10-40 arasinda

sinirli kalmaktadir (Yaman, 2004).

Lignin polimeri yapitaslar1 p-kumaril alkol, koniferil alkol ve sinapil alkol olarak
adlandirilan birimlerinden olusmaktadir. Her bir iinite bir digeriyle bir¢ok tipte baglanti
yaparak lignin polimerini olusturmaktadir. Lignin yapisindaki ve miktarmdaki
farkliliklar bitki gruplar1 ve tiirleri arasinda farklilik arz etmekte olup ayrica bitkinin
yasl, hiicre tipi ve tek bir hiicrenin farkli kisimlarinda farklilik arz etmektedir (Fengel ve
Wegener, 1984). Igne yaprakli agac lignini baslica guayasil (G-iiniteleri) birimlerini
icermekte olup, az miktarda p-hidroksifenil (H-iiniteleri) birimleri i¢ermektedir.
Yaprakli aga¢ lignini hem siringil (S-iliniteleri) hem de guayasil (G-liniteleri) birimleri
ve az miktarda p-hidroksi fenil (H-liniteleri) birimleri icermektedir (Fengel ve Wegener,

1984).

Lignin hiicre ¢eperinin mikrobiyal hiicumlara karsi direngli olmasini saglamaktadir.

Hiicre ¢eperinde diger temel bilesenler ile de bag yapmaktadir. Polisakkarit ve



proteinlerle olan karsilikli baglarla olduk¢a karmasik {i¢ boyutlu aglar olusturmaktadir.
Fenolik bilesikler ve karbonhidratlar arasindaki bu bag liflerin bireysel hale getirilmeleri

ve kullanimlarmi zorlastirmaktadir (Fengel ve Wegener, 1984).

Mineraller bitkilerin biiyiime ve gelismeleri i¢in gereklidir. Bunlarin bitkilerdeki
oranlar1 %0,1-1,5 (kuru madde) arasindadir. Makro besinlerden olan N, P, S, K, Mg ve
Ca gibi orgnanik bilesikler proteinler ve niikleik asitler i¢cin gereklidir ve bitkide
ozmotik basinci saglamaktadirlar. Mikro besinlerden olan Fe, Mn, Zn, Cu, B, Mo, CI ve
Ni gibi bilesenler genellikle enzim iiretimi veya aktivasyonunu etkilemekte olup
bunlarin bitkilerdeki miktarlar1 diisiiktiir. Bitkilerdeki mineral maddelerin oranlar1 bitki
yas1 veya gelisme donemi, bitki tiirli ve diger minerallerin konsantrasyonuna ve ayni
zamanda bitkide bulundugu kisma bagli olarak degismektedir (Fengel ve Wegener,

1984).

2.2. BIYOETANOL URETIMIi

Lignoseliilozik biyokiitlenin biyoetanole doniisiimii dort ana asamadan olusmaktadir:
On muamele, hidroliz, fermantasyon ve iiriinlerin ayrilmasi/distilasyon. Basit bir

sekilde biyokiitlenin biyoetanole doniisiimii Sekil 2.1 de gosterilmistir.

Biyokiitle Es zamanli sakkarifikasyon (SSF) Biyoetanol
oD j
; |
On muamele ' Enzimatik hidroliz Fermantasyon I Destilasyon
(hemiseliilozun  ——H» (seliilozun > (sekerlerin > ve
hidrolizi) i sekerlere biyoetanole ' Evaparasyon
i doniisiimii) doniisiimii) !
U i ¢
islemi Atiklarin Filtre
yemin islenmesi < Yikama
sirkiilasyonu

Atiklarin enerji amach —
kullanimi Lignin

Sekil 2.1: Biyokiitleden biyoetanol iiretiminde kullanilan prosesler (Balat ve dig., 2008)
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Lignoseliilozik maddelerin biyodoniisiimiinde birinci adim boyut kiigiiltme ve o6n
muameledir (Anon 2011c). On muamele seliilozun doniisiimiinde énemli bir aragtir.
Sekil 2.2°de gosterildigi lizere 6n muamele seliilozik biyokiitlenin yapisini degistirerek
seliillozu enzimler acisindan daha kolay ulasilabilir bir yapiya doniistiirmekte ve
karbonhidratlarin fermente edilebilir sekerlere ve seliilaz iiretici mikroorganizmalara
dontistimiinii kolaylastirmaktadir (Mosier ve dig., 2005, Patel ve dig., 2007)
On muamelenin basaril1 olabilmesi igin:
1. Sekerlerin formasyonunu artirmali ya da sekerleri daha sonraki hidroliz islemleri
icin uygun yapiya doniistiirebilmeli,
2. Karbonhidratlarin degredasyonunu ve kaybmi dnlemeli,
3. Sonraki hidroliz ve fermantasyon islemlerinde yan {iriin inhibitérlerinin olusumu
Onlemeli,

4. Maliyeti olumsuz etkilememelidir.

On muamele asamasi asit veya enzim katalizorlii hidroliz islemlerinin etkisini
kolaylastirmak amaciyla lignoseliillozik yapmin fiziksel bozulmasma katkida
bulunmakla birlikte yontemin ekonomikligini de biiyiik 6lciide etkilemektedir (Mabee
ve dig., 2006). Yapilan calismalar karbonhidratlarin biyoetanole doniisiimiinde maliyet
ve siire¢ acisindan en 6nemli belirleyici faktoriin 6n muamele oldugunu gostermistir. Bu
konuyla ilgili olarak 6n muamelelerin maliyetini diisiiriicii birgok arastrma ve
gelistirme (AR-GE) yaklasimi mevcuttur (Chandel ve dig., 2007). Maliyet arastirmalar1
ve etkin 6n muameleler biyoetanol iiretim teknolojisinin temelini olusturmaktadir

(Hamelinck ve dig., 2005).

On muamelenin etkisi

Seliiloz

.
[ ]
On "
Muamele

Lignin

Kristalin |
Bolge

Sekil 2.2: Lignoseliilozik biyokiitle lizerinde 6n muamelenin etkisinin sematik olarak gosterimi
(Hsu ve dig., 1980).

Hemiseliiloz
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On muameleler; mekanik (Rivers ve Emert, 1987), buhar patlatiimasi (Brownell ve
Saddler, 1987, Zhang ve dig., 2007), amonyak lif patlatiimasi (Alizadeh ve dig., 2005,
Indacoechea ve dig., 2006), siiperkritik CO, muamelesi (Kim ve Hong, 2001), alkali
veya asit on muamelesi (Silverstein ve dig., 2007, Champagne, 2007), ozon 6n

muamelesi (Indacoechea ve dig., 2006) ve biyolojik 6n muameleyi (Patel ve dig., 2007)

kapsamaktadir.

Cizelge 2.2 de cesitli 6n muameleler karsilagtirmali olarak verilmistir. Asagida on

muamele islemlerinden bazilar1 hakkinda detayl bilgi verilecektir.

Cizelge 2.2: On muamele yontemleri (lignin uzaklastirict ve hemiseliilozlar1 hidrolize edici)
(Hamelinck ve dig., 2003, 2005)

On muamele . Sicakhik/ | Reaksiyon KSI.l 0% Asagi yonde .
Kimyasallar .. verimi N . | Maliyet
metodu Basing siiresi (dk.) (%) enzimatik etki
(1]
Seyreltik asit Asit 433K 2-10 75-90 <%8 T
hidrolizi
Alkali hidrolizi Baz 60-75 %355 ++
Katalizlenmemis 433-533 o
buhar patlatiimasi i K 2 45-65 7090 i
Asit katalizorli . 433-493 o
buhar patlatiimasi Asit K 7088 (2 adim) i
- %50-
Amonyak lif Amonyak 363 K 30 %50-90 (2
patlatilmasi adim)
CO; patlatilmasi CO, 5.2 bar %75 (2 adim)

Biyokiitlenin 6n parcalanmasinda kullanilan ve bu calismamizda kullandigimiz
islemlerden biri buhar patlatmadir (steam explosion, otohidroliz). Buhar patlatma
islemi lignoseliilozik materyallerde kullanilan en genel 6n muamele islemlerinden birisi
olup bu yontemde hammadde basingli buharla patlatilir, basincin aniden diisiiriilmesiyle
lignoseliilozik yap1 parcalanir ve hemiseliiloz fraksiyonlarmin hidrolizine, lignin
bilesenlerinin depolimerizasyonuna ve defibrasyona neden olur. Bu islemde amag
hemiseliiloz ve seliillozda var olan monomerik sekerleri serbest birakmaktir (Cara ve
dig., 2008). Hammaddedeki pentozan igerigi buhar patlatilmasi isleminde uygulanacak
parametreleri belirlemede 6n bilgi saglamaktadir. Oyle ki, yiiksek sicakliktaki buhar
hemiseliilloz molekiillerindeki asetil gruplarini asetik asite, ksilan polimerlerini ise

ksiloz ve ksiloz oligomerlerine doniistiirmektedir. Dolayisiyla diisiik pentozan icerigine
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sahip hammaddelerde daha yogun kosullarda buhar patlatma yapmak yada asidik
kosullarda ¢caligmak gerekebilmektedir (Vaithanomsat ve dig., 2009).

Buhar patlatma islemiyle hemiseliillozun degradasyonu ve ¢oziilebilirligi yiiksek
sicaklik ve kisa reaksiyon siiresi (270 °C, 1 dk.) veya diisiik sicaklik, yliksek reaksiyon
stiresi (190 °C, 10 dk.) islemlerinin her iki sekliyle de saglanabilir (Duff, ve Murray,
1996). Uygulamada buhar lignoseliilozik materyal icerisine islemekte ve hemiseliilozun
hidrolizine katkida bulunarak dogal asitlerin hemiseliillozdan serbest kalmasini
saglamaktadir. Uygulama sonrasinda basing serbest birakilarak materyalde fazla kayip
olmaksizin lifler bireysel hale doniistiiriilmektedir (Mabee ve dig., 2006). Bu yontem
kavramsal olarak basit olmakla beraber hemiseliilozlardan elde edilen sekerlerin verimi
%65’lerden daha distliktiir (Wyman, 1999). Buhar patlatma 6n muamelesi siiresince
aciga c¢ikan asetik asit ve diger asitlerin hemiseliilozun hidrolizine katki sagladigi
diisiiniilmektedir. Buhar patlatma ardi ardina gelen reaksiyonlar1 ve bunlarin sonucunda
olusan kimyasal etkileri kapsamaktadir. Cilinkii hemiseliiloz igerisinde var olan asetil
gruplarmin hidroliziyle olusan asetik asit adeta bir katalizor olarak reaksiyon siiresince
ksiloz ve az miktarda glikoz degradasyonuna katki saglamaktadir. Ayrica su yiiksek

sicakliklarda asit gibi etki etmektedir (Mosier ve dig., 2005).

Buhar patlatma O6n muamelesinin lignoseliillozik hammaddeler {izerine etkileri
Ozetlenirse (Jeoh, 1998):

1. Selillozun amorf kisimlarinda kristalligi artirir.

2. Hemiseliilozlar kolaylikla hidrolize edilebilir.

3. Delignifikasyonu artirir.

Delignifikasyon ve hemiseliiloz hidrolizi bitki hiicrelerindeki por hacmini artirir ve bu
daha sonraki selilloz hidrolizi i¢in faydalidir. Bununla birlikte seliilozun kristaliginin
oran olarak artmasi buhar patlatilmas1 6n muamelesinin bir dezavantajidir. Ciinkii bu

seliilozun asit hidrolizini engelleyici bir etki gosterir (Ladisch, 1989).

Buhar patlatma 6n muamelesinin en 6nemli avantaji mekanik liflendirme (%70’ten fazla
enerji gerektirir) ile karsilastirildiginda daha diisiik enerji kullanimimi gerektirmesi ve

geri donilisim ve ¢evresel acidan ortaya cikabilecek maliyetleri azaltmasi olarak
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gosterilebilir. Bu yOntemin tarimsal atiklar ve sert odunlar icin maliyet agisindan
olduke¢a etkin oldugu diisiiniilebilir; ancak yumusak odunlar i¢in ayni durum séz konusu

degildir (Balat ve dig., 2008).

Ogiitme (milling, lignoseliilozik biyokiitlenin kii¢iik pargalara ayrilmasi) lignoseliilozik
biyokiitlenin mekanik bir 6n muamelesidir. Bu islemin amac1 biyokiitlenin boyutunu ve
seliillozun kristalligini azaltmaktir. Biyokiitlenin boyutunun kiigiiltiilmesi materyalin
spesifik alanin artmasina ve polimerizasyon dercesinin (DP) azalmasina yol agmaktadir
(Palmowski ve Muller, 1999). Ogiitme ayn1 zamanda biyokiitlede makaslama etkisine
sebep olmaktadir (Hendriks ve Zeeman, 2009). Ogiitme isleminin bu etkileri sebebiyle
lignoseliillozik materyal takip eden enzimatik hidroliz i¢in daha uygun hale
getirilmektedir. Bununla birlikte 6glitme islemi zaman alici, enerji yogun ve pahali bir
islemdir. Seliilozun ulagilabilirligini azaltan ve seliilaz enziminin etkisini kisitlayan
lignin materyalinin 6glitme ile uzaklastirilamadigi icin kimyasal 6n muamele islemine

gore daha az etkilidir (Zheng ve dig., 2009).

Lignoseliilozik materyaller seliilozun kristalinitesini azaltmak i¢in ¢esitli yontemlerle
ogiitiilebilirler. Lignoseliilozik materyalin boyutu genellikle yongalamadan sonra 10-30
mm arasinda, ogiitmeden sonra ise 0,2-2 mm arasinda degismektedir (Millet ve dig,
1976).  Ogiitmenin maliyeti elde edilmek istenen parca biiyiikliigiine ve atik

biyokiitlenin 6zelliklerine baglhdir.

Asit 6n muamelesi lignoseliilozik biyokiitleden yiiksek verimlerde seker iiretimini
amaclamaktadir (Lee, 2005). Asit 6n muamelesinin siilfiirik asit (Parajo ve dig., 1993),
perasetik asit (Teixeira ve dig., 1999), nitrik asit ve fosforik asit (Hussein ve dig., 2001)
gibi farkli cesitleri mevcuttur. Asit 6n muamelesinde seliilozu hirolize etmek amaciyla
seyreltik veya konsantre asitler kullanabilir (Lee, 2005). Biitiin bu 6n muamele metotlar1
icerisinde seyreltik asit 6n muamelesi en fazla tercih edilen metottur (Dale ve
Moelhman, 2000, Tucker ve dig., 2003, Karimi ve dig., 2006, Agbogbo ve Wenger,
20006).
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Genel olarak seyreltik asit 6n muamelesinin iki farkli uygulanis sekli mevcuttur:
1. Diisiik kat1 madde orani (%5-10 w/w) ve yiiksek sicakliktaki (T>433 K) siirekli
sistemler,
2. Yiksek kat1 madde orami (%10-40 w/w) ve diisiikk sicakliktaki (T<433 K)

kesintili sistemler (Silverstein, 2004).

On muamele kosullarma ve kullanilan substrata bagl olarak, seyreltik asit 6n
muamelesi ile lignoseliilozik hammaddeden %80-95 verimle hemiseliiozik sekerlerin
elde edilebilecegi belirtilmistir (Torget ve dig., 1996, Jeffries ve Jin, 2000, Karimi ve
dig., 2006). Son yillarda lignoseliilozik biyokiitlenin seyreltik siilflirik asit ile on
muamelesi, hemiseliilozun hidrolizi amaciyla veya seliilozun enzimatik hidrolizi i¢in

cogunlukla tercih edilen bir yontemdir (Howard ve dig., 2003).

Alkali on muamelesi, diger on muamele teknolojileri ile karsilastirildiginda daha diisiik
basing ve sicakliga ihtiyag duymaktadir. Alkali 6n muamelesi ¢evre kosullarinda
uygulanabilmesine karsilik muamele siiresi saat veya giinlerle ifade edilecek kadar
uzundur. Bazi alkalilerin geri doniisiimii olmayan tuzlara doniisiimii veya 6n muamele
sirasinda meydana gelen reaksiyonlarla biyokiitle icerisine tuz gibi islemeleri yontemin
kullanilabilirligini sinirlamaktadir (Silverstein, 2004). Alkali 6n muamelesinin en
onemli 0Ozelligi kullanilan akalinin diger bilesenler {izerinde biiyiik etkiler
olusturmaksizin lignini uzaklastirabilme kapasitesine sahip olmasidir (McMillan, 1997).
Alkali 6n muamelesi i¢in daha ¢ok seyreltik sodyum hidroksit kullanilmaktadir (Lee,
2005). Sodyum hidroksit muamelesi lignoseliilozik biyokiitlenin sismesine, i¢ ylizey
alaninin artmasina, kristallik derecesinin diismesine ve ligninin yapisinda bozulmalara
sebebiyet vermektedir. Ekonomik ve ¢evresel kosullar géz dniine alindiginda, seyreltik
sodyum hidroksit muamelesinin konsantre sodyum hidroksit muamelesine nazaran

kullanilmas1 daha uygun olmaktadir. (L1 ve dig., 2004).

Biyolojik 6n muamele isleminde lignoseliillozik madde igerisindeki lignini ¢6zmek
amactyla mantarlar kullanmaktadir. Biyodelignifikasyon olarak tanimlanan islemle
biyokiitle icerisindeki ligninin mikroorganizmalar tarafindan biyolojik degradasyonu
ifade edilmektedir. Bu yontem 1980’li yillarda ilk anildiginda pahali olmasi, uzun

muamele siiresi gerektirmesi, bazi1 yonleriyle yetersiz olmasi ve mikroorganizmalarin
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lignin tlirevlerince zehirlenebilir yapida olmasi gibi nedenler yontemin
kullanilabilirligini smirlamakla beraber gelecekte daha etkin bir yontem olabilecegi
disiiniilmektedir (Hamelinck ve dig., 2003, 2005). Biyolojik 6n muamele fazlasiyla
kolay olmakla birlikte elde edilen verim diisiik ve delignifikasyon orani oldukga
yavastir. Ayrica yapilan literatlir ¢alismalar1 incelendiginde bu 6n muamele islemini

kapsayan sinirli sayida caligma bulunmaktadir (Wyman, 1999).

On muamele isleminin ardindan biyokiitlenin fermente edilebilir sekerlere
doniisiimiinde gerekli olan ikinci adim su molekiiliiniin ilavesiyle ana molekiiliin

parcalanmasimni  ifade eden  hidroliz  islemidir (Balat ve dig., 2008).
(CH,,0;), + nH,0 - nC,H,,0, reaksiyonunda gosterildigi gibi seliilloz seyreltik asit,
konsantre asit veya enzim (selillaz) yoluyla katalizlenir. Seliiloz polimerini glikoza
hidrolizleyen yontemlerden bir kismi son birkag yil igerisinde gelistirilmistir. Bu
yontemler genellikle seliilolitik enzimleri veya farkli konsantrasyonlarda stilflirik
asitleri hidroliz amaciyla kullanmaktadir. Bu uygulamalarda enzim kullanimi
durumunda pahali yatrimlar gerekli olmakta, buna karsilik siilfiirik asitin bu islemde
kullannminin daha ucuz oldugu goriilmesine ragmen uygulamada siilflirik asit
kullaninminin en 6nemli dezavantaj1 yiiksek sicaklik derecelerinin gerekliligidir (Mosier
ve dig., 2002). Ayrica enzimatik uygulamada (pH 4.8 ve sicaklik 318-323 K) daha
yiiksek verim saglanabilmektedir. Alkali veya asit hidroliz islemlerinin neden oldugu

korozyon problemleri bu uygulamalar1 sinirlamaktadir (Balat ve dig., 2008).

Lignoseliilozik biyokiitlenin hidrolizi saf seliilloza nazaran glukan olmayan lignin ve
hemiseliiloz gibi bilesenler nedeniyle olduk¢a karmasiktir (Zhang ve Lynd, 2004).
Hidroliz islemi farkli uygulamalar ile gergeklestirilebilmekte olup asagida bunlardan

kisaca bahsedilecektir.

Asit katalizorlii seliiloz hidrolizi karmasik heterojen bir reaksiyondur ve hidrolitik
kimyasal reaksiyonlar kadar fiziksel bazi faktorleri de kapsamaktadir (Xiang ve dig.,
2003). Monosakkaritlerin yogun degradasyonu istenilmeyen kimyasallarin olusumuna
neden olabilmektedir. Meydana gelmesi miimkiin olan yan reaksiyonlarin sayisi,

tamamiyla uygulanan asidin lignoseliilozik metaryele niifuzuna baghdir. Ote yandan
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asit hidrolizi sonrasi uygulanan enzimatik hidroliz islemi ile misir sapinda verimin

%100 oraninda, mese odununda ise %90 oraninda arttig1 gozlemlenmistir (Jeoh, 1998).

Lignoseliilozik biyokiitle asitle hidroliz edildiginde, degismeden kalan lignin ve seliiloz
fraksiyonlar1 yaninda ksilanin ksiloza doniistiiriildiigii de belirtilmektedir. Bu durum
ksilanin seliiloza gore daha fazla amorf yapida olmasi, polimerizasyon derecesinin (DP)
diisik olmast ve asit muamelesi sonucunda hidroliz islemine daha ¢ok dayaniksiz
olmas: ile ag¢iklanabilir (Rahman ve dig., 2007). Asit hidrolizi ksilozu hizli bir sekilde
furfural ve diger kondenzasyon yan fiiriinlerine degrade etmektedir. Olusan bu
degradasyon iiriinleri ise mikroorganizmalarin etkisini yavaglatan inhibitorler olarak
kabul edilmektedir. Inhibitdr etkisi gdsteren bilesikler furfural, 5-hidroksimetil furfural

(HMF), asetat, hidroksibenzaldehit (HBA), siringaldehid (SGA) ve vanilin gibi
irlinlerdir (Rao ve dig., 2006). Asit hidrolizinin yaygin olarak kullanilan iki sekli var

olup bunlar seyreltik asit ve konsantre asit uygulamalaridir.

Seyreltik asit hidrolizi seliilloz biyokiitlesini biyoetanole doniistiirmede bilinen en eski
teknolojidir (Anon 2008c,). Seyreltik asit hidrolizinde hemiseliiloz fraksiyonlari, seliiloz
fraksiyonlarina nazaran daha diisiik sicakliklarda depolimerize olmaktadir. Bu
yontemde hemiseliillozdan ksiloz veya diger sekerleri elde etmek amaciyla seyreltik

asitle biyokiitle isleme sokulmaktadir (Chandel ve dig., 2007).

Seyreltik asit hidrolizi seliiloz ve hemiseliiloz arasindaki farkliliktan 6tiirii iki kademede
uygulanmaktadir. Birinci kademede daha diisiik sicakliklarda hemiseliilozun hidrolizi
saglanirken, ikinci kademede daha yiiksek sicakliklarda biyokiitlenin seliilloz kisminin
hidrolizi gergeklestirilir (Demirbas, 2006, 2007). Seyreltik asit yonteminin en dnemli
avantaji kesintisiz islemi kolaylastiran hizli reaksiyon orani olmakla beraber en biiyiik
dezavantaji ise elde edilen diisiik seker verimidir. Ayrica hizli kesintisiz yontemlerde
daha 1yi asit penetrasyonu saglayabilmek amaciyla hammaddenin boyutsal olarak

kiigiiltiilmesi 6nem arz etmektedir (Badger, 2002).

Konsantre asit hidrolizi yonteminde ise ekonomik uygulanabilirligi saglamak icin seker
veriminin optimizasyonu ve asit geri kazanimmin etkin sekilde gergeklestirilebilmesi

gerekmektedir (Demirbas, 2004, 2007). Konsantre asit yonteminde reaksiyon siiresi
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seyreltik asit yontemine nazaran daha uzundur (Anon 2011c). Bu yOntemin en 6nemli
avantaji yiiksek seker verimi saglamasidir. Konsantre asit yontemi, seyreltik asit
yontemine nazaran daha fazla maliyet diisiiriicii potansiyele sahiptir (Demirbas, 2005).
Konsantre siilfiirik veya hidroklorik asitle ¢alismak zor olmakla beraber, kullanilan tiim
asitlerin yontemin ekonomikligini saglamak amaciyla geri doniisebilir ve tekrar

konsantre olabilir nitelikte olmas1 gerekir (Jeffries ve Jin, 2000).

Bir diger hidroliz metodu enzimatik hidroliz islemi olup, enzimlerin bitki proteinlerinde
baz1 kimyasal reaksiyonlara sebep olmasi ile gerceklesmektedir. Bu yOntemin
uygulanmasinda son yillarda iki teknolojik gelisme saglanmis olup bunlar enzimatik ve

direkt mikrobiyal doniisiim metotlaridir (Demirbas, 2005).

Seliiloz hidrolizinde substratin lignin ve hemiseliiloz icerigi, ylizey alani ve seliillozun
kristallik derecesi gibi yapisal parametreler lignoseliillozik materyallerin enzimatik
hidroliz islemini oldukg¢a etkilemektedir. Enzimatik hidroliz islemiyle lignoseliilozlarda
var olan glukanin yalnizca %20’si (wt) ¢Oziilebilir hale getirilebilirken, yapilan 6n
muamele islemleri sayesinde enzimatik etkinin artirilabilecegi belirtilmistir. Uygun
kosullar altinda 6n muamele islemiyle selillozun neredeyse tamami orijinal materyal
icinde kalmakta ve bu da enzimatik hidrolizi biiylik 6l¢iide etkilemektedir (Zhang ve
Lynd, 2004).

Seliilaz enzim sistemleri ¢ozlinmez seliilozik substrat {izerine etki ettiginde es zamanli
olarak {i¢ silire¢ ortaya ¢ikmaktadir (Mosier ve dig., 2002):
1. Coziinmemis kalint1 seliilozda kimyasal ve fiziksel degisiklikler,
2. Seliilloz molekiiliiniin yilizeyinden ¢oziilebilir kisimlarin ayrilmasinit kapsayan
birincil hidroliz islemi,
3. Coziilebilir ve diisiik molekiiler agirlikli kisimlarin ve hatta glikozun hidrolizini

kapsayan ikincil hidroliz islemleridir.

Seliilozik materyallerin enzimatik hidroliz oran1 olduk¢a hizli bir sekilde diismektedir.
Genel olarak enzimatik seliiloz degradasyonu hizli birincil faz ve bunu takip eden ve
substrat tamamen tiikeninceye kadar devam eden daha yavas ikincil faz siireglerinin

toplamiyla karakterize edilebilir (Nutt, 2006).
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Seliilozun enzimatik hidrolizinde genis ¢er¢evede kullanilan enzimler endo-glukonazlar
veya endo-1,4-B-glukanazlar (EG), ekzoglukanazlar veya sellobiyohidrolazlar (CBH) ve
B-glukosidazlardir (BGL) (Howard ve dig., 2003, Zhang ve dig., 2006). Bahsedilen bu
enzim tiirleri i¢inde EG enzimleri seliilloz zincirinde rastgele kopmalara neden olarak
degradasyon etkisini artiran en etkin tlirdiir (Oyekola, 2004). EG seliiloz zincirinin
duyarl olan intramolekiiler B-1,4 glukozidik baglarini hidrolizlerken, ekzo-glukonazlar
coziilebilir sellobiyoz veya glikoz kisimlarimi serbest birakmak amaciyla seliiloz
zincirlerini u¢ noktalarindan koparir. BGL ise sellobiyoz inhibisyonunu engellemek

amaciyla sellobiyozu glikoza hidrolizler (Zhang ve dig., 2006). BGL sellobiyozun

glikoza hidrolizini katalizleyerek hidroliz islemini tamamlar (Heikinheimo, 2002).

Bakteriler ve mantarlar lignoseliilozik materyallerin hidrolizi i¢in kullanilan seliilaz
enzimini iretebilmektedirler. Bu mikroorganizmalar aerobik ya da anaeorobik,
mezofilikk ya da termofilik olabilirler. Clostridium, Cellulomonas, Bacillus,
Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora ve
Streptomyces smifina ait olan bakteriler seliilaz enzimi liretebilmektedirler (Sun, 2002).
Filamentli mantarlar seliilaz ve hemiseliilaz enzimlerinin asil kaynagmni olusturmaktadir.
Yapilan calismalarda Trichoderma sp. (T. viride, T. reesei, T. logibrachiatum) tiirlerinin
kristalin seliilozu degrade etme kapasitesine sahip en iiretken tir olduklar

belirlenmistir.

Misir lifleri %15 seliiloz ve %35 hemiselilloz yaninda %20 nisasta icermektedir (Saha
ve dig., 1998). Saha ve Bothast (1999), misir lifindeki nisasta, seliilloz ve hemiseliilozun
fermente edilebilir sekerlere doniisiimii i¢in c¢esitli 6n muamele islemlerini de kapsayan
(sicak su, alkali ve seyreltik asit) enzimatik sakkarifikasyon yontemlerini denemisler ve
sicak su On muamelesinin (121 °C, 1 sa.) nigasta ve seliilozun enzimatik
sakkarifikasyonunu kolaylastirdigini ancak hemiseliilozun enzimatik
sakkarifikasyonunu etkilemedigini ortaya koymuslardir. Alkali ile 6n muamele gormiis
mistr liflerinin (10:1 w/w, 121 °C, 3 sa.) hemiseliilaz enzimiyle hidrolizi de benzer
sonuclar vermistir. Elde edilen sonuclar misir lifi hemiseliilozlarini monomerik
sekerlere verimli bir sekilde doniistiiren higbir ticari hemiseliilaz enziminin olmadigini
ortaya koymustur. Ancak hemiseliilloz ve nisasta bilesiklerinin seyreltik asit on

muamelesiyle basit sekerlere doniistiiriilmesi ile arta kalan seliilloz kismi ticari olarak
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kullanim1 olan herhangi bir enzim ile glikoza doniistiiriilebilir. Bu yontem musir
liflerinin seyreltik asit ile 6n muamelesini (%15 kat1 madde w/v, %0.5 H,SO4 v/v,
121°C, 1 sa., pH 5.0) ve ardindan 6n muamele gormis liflerin ticari seliilaz ve B-
glukosidaz enzimleriyle sakkarifikasyonunu kapsamakta olup, elde edilen monomerik
sekerlerin verimi %85-100 arasinda degismektedir. Bu yontemle furfural ve HMF gibi
fermentatif mikroorganizmalar i¢in inhibitér olarak kabul edilen yan iiriinlerin olusumu
s0z konusu degildir. Bu ylizden seyreltik asit 6n muamelesi inhibitér bilesiklerinin
olusumunu engellemek ve devam eden enzimatik sakkarifikasyonda seliillozun fermente
olabilen sekerlere daha miitkemmel bir sekilde doniisiimiinii saglamak amaciyla nispeten

diistik sicakliklarda uygulanir.

Asit veya alkali hidroliz islemleriyle karsilastirildiginda enzimatik islem daha 1limli
kosullar altinda (pH 4.8 ve sicaklik 318-323 K) gerc¢eklestirilir ve kazanda korozyon
problemlerine neden olmaz (Sun, 2002). Enzimatik hidroliz islemi asit katalizorlii
hidroliz iglemlerine nazaran daha iyi verim saglamasi dolayisiyla daha fazla tercih
edilmekte olup, yontemin maliyet {izerindeki olumsuz etkileri ise son yillarda
ireticilerin iiretimlerinde modern biyoteknolojiyi kullanmalarma bagl olarak minimize

edilmeye calisilmaktadir (Pan ve dig., 2005).

Genellikle asit muamelesiyle hidrolize olmus lignoseliilozlardan elde edilen
hidrolizatlar biyoetanol iiretimi amaciyla daha ¢ok maya gibi mikroorganizmalar ile
muamele edilerek fermantasyon islemi  gerceklestirilmektedir.  Lignoseliiloz
hidrolizatlar1 glikoz haricinde ksiloz, mannoz, galaktoz, arabinoz ve oligosakkaritleri de
icermekte olup, kullanilan mikroorganizmalarin tim bu sekerleri etkin bir sekilde
fermente edebilme kapasitesine sahip olmasi gerekir (Katahira ve dig., 2006). Asagida
belirtilen reaksiyonlara bagli olarak ksiloz ve glikozdan kg basma elde edilen
maksimum teorik verim 0.51 kg biyoetanol ve 0.49 kg CO,’dir (Balat ve dig., 2008,
Hamelinck ve dig., 2003, 2005).

3C,H,,0, — 5C,H,OH +5CO,
C,H,0, — 2C,H.OH +2CO,

Fermantasyon isleminde kullanilan bazi mikroorganizmalar fermente edilebilir sekerleri

besin kaynag1 (yiyecek) olarak gorebilmekte ve bunun sonucunda etil alkol ve diger
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bazi yan iirlinler olusabilmektedir. Bu mikroorganizmalar daha ¢ok glikoz gibi 6
karbonlu sekerleri tikketmektedirler. Bu ylizden yiiksek glikoz icerigine sahip seliilozik
biyokiitlelerin biyoetanole doniisiimii daha kolay olmaktadir. Ote yandan etanolojenler
olarak isimlendirilen mikroorganizmalarin, biyokiitleden elde edilen sekerlerin yalnizca

cok az bir kismini biyoetanole doniistiirebildigi belirlenmistir (Demirbas, 2005).

Fermantasyon amaciyla yakin gelecekte cok daha fazla 6neme sahip olacagi diisiiniilen
etanolojenik bakteriler ise Escherichia coli, Klebsiella oxytoca ve Zymomonas mobilis
tiirleridir (Dien ve dig., 2003). Yapilan ¢alismalarda Z. mobilis bakteri tiirlerinin glikoz
bazli hammaddelerden hizli ve etkin bir sekilde biyoetanol iiretme kapasitesine sahip
oldugu gosterilmis olup, Z. mobilis ile yapilan Kkarsilastirilabilir performans
denemelerinde geleneksel mayalara nazaran %35 daha yiiksek verim ve bes katindan
daha fazla hacimsel verimlilik elde edildigi gozlemlenmistir. Z. mobilis glikoz
fermantasyonunda %97’den fazla biyoetanol verimi ve %12 (w/v)’den fazla biyoetanol

konsantrasyonu saglamaktadir (Mohagheghi ve dig., 2002).

K. oxytoca ise enterik bir bakteri tiirli olup kagit ve kagit hamurunda gelisme gosterdigi
gozlemlenmistir. Bu bakteri pH 5.0 ve 308 K sicaklik derecesinde gelisme gdsterme
kapasitesine sahip olup, sellobiyoz ve sellotriyoz kadar heksoz ve pentoz iceren
sekerlerde etkili olmaktadir. E. coli ve K. oxytoca, Z. mobilise nazaran daha fazla seker

substrati izerinde etkin olmaktadir (Dien ve dig., 2003).

Son yillarda ise, bakterilerle etanol fermantasyonunun (6zellikle pentozlarin etanole
fermantasyonu) smirli diizeyde gerceklesmesi nedeniyle, bakteriler {izerinde genetik
calismalar yapilarak (bakterilerin genleri ile oynanarak) 6zellikle 5 karbonlu sekerleri
fermente etme yetenekleri artirilmaya g¢alisilmaktadir. Nichols ve dig. (2001), glikoz
fosfo-transferans (ptsG) mutasyonuna sahip etanolojenik E. coli tiirleri ile yaptiklar
calismalarda mutantlarin karisik sekerleri (glikoz, ksiloz, arabinoz) sirali olmaktan
ziyade es zamanli olarak %87-94 verimlerde etanol fermente edebildiklerini
gostermislerdir.

Fermantasyon islemi amaciyla en fazla kullanilan mikroorganizmalardan biride
mayalardir. Saccharomyces cerevisiae, heksozlardan yiiksek biyoetanol iiretimi

saglamas1 ve lignoseliilozik biyokiitlenin asit hidrolizatlarinda inhibitor bilesikleri
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yiiksek toleransi nedeniyle biyoetanol iiretiminde kullanilan en etkin maya tiiriidiir;
ancak bu maya ksiloz ve arabinoz gibi 5 karbonlu sekerleri etanole fermente
edememektedir. Pachysolen tannophilus, Pichia stipitis ve Candida shehate mayalari
ise dogal yapilariyla ksilozu etanole fermente etme kapasitesine sahiptirler (Wang ve
dig., 1980, Schneider ve dig., 1981, Bothast ve Saha, 1997). Ksilozdan etanol
iretiminde bu mayalarin kullanimmi; mayalarin diisiik etanol toleransi, uzun
fermentasyon siiresi, optimal seviyede oksijen ile besleme oraninin kontroliindeki
zorluk ve ayrica lignoseliillozik materyalin 6n muamele veya hidrolizi siiresince olusan
inhibitorlere karsi hassas olmalar1 gibi faktorler smirlamaktadir. Ayrica izomeraz
enzimleri kullanilarak ksiloz ksiluloza doniistiiriilebilir ve ksilulozda ticari mayalar
kullanilarak etanole doniistiiriilebilir (Gong ve dig., 1981, Hahn-Hagerdal ve dig.,
1986), ancak bu yontem maliyet acisindan uygun degildir. Arabinoz ise hemiseliiloz
hidrolizatlarinda kaynaga bagli olarak var olan bir diger 5 karbonlu sekerdir ve yalnizca
birka¢ maya tiirii arabinozu etanole fermente edebilir (Dien ve dig., 1996, Chen ve
Gongi, 1985). Goriildigl iizere dogal olarak bulunan higbir maya tiirii tiim sekerleri
etanole fermente edememektedir. Fermantasyon islemi kesintili veya kesintisiz
sistemlerden olusabilmektedir. En uygun yontemin seg¢ilmesi ise mikroorganizmalarin
kinetik Ozelliklerine, lignoseliilozik hidrolizatin tipine ve ydntemin ekonomikligine

baghdir (Chandel ve dig., 2007).

Fermantasyon sonrasindaki islem etanol eldesidir. Biyokiitlenin hidrolizi ve
fermantasyonunda ilerleyen teknolojik gelismeler ve ticari uygulanabilirlik ¢alismalari
yaninda, fermantasyon sonucunda elde edilen iiriinlerin toplanmas iizerine de gerekli
calismalarm yapilmasi 6nem arz etmektedir. Oyle ki, fermantasyon iiriinleri gogunlukla
sudan daha ugucu olup, toplanmalar1 daha cok distilasyon yoluyla yapilmaktadir.
Fermantasyon sonucu olusan ve ugucu iirlinleri igeren silispansiyon halindeki
materyalden {iriinlerin toplanmasinda ticari olarak gelistirilmis distilasyon teknolojisi
oldukca yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Madson ve Lococo, 2000). Distilasyon
sistemiyle sivi karisim i¢inde biyoetanol sudan ayrilabilmektedir. Islenmemis
biyoetanoliin su icerigi ise genel olarak %80’den fazladir. Etanolii 9%95.6
konsantrasyonuna (etanoliin suyla es kaynar karisimi) ulastirmak amaciyla oldukca

yiiksek enerji gereksinimi vardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL TEMINi VE ORNEK HAZIRLAMA

Bu ¢alismada hammadde olarak kullanilan domates (Solanum lycopersicum), biber

(Capsicum annuum) ve patlican (Solanum melongena) saplar1 Antalya’nin Alanya

ilcesinin Payallar bolgesindeki seralardan temin edilmistir. Alinan hammaddeler Diizce

Universitesi Orman Fakiiltesi Laboratuvarlari’na getirilip kok ve yapraklar1 bag makasi

yardimiyla temizlenerek 3-5 cm uzunluklarda boyutlandirilmistir.  Numuneler hava

kurusu hale getirildikten sonra rutubet miktarlar1 (Tappi T 264) belirlenmis ve plastik

torbalar igerisinde muhafaza edilmistir.

Uygulamada domates biber ve patlican saplar1 esit miktarda olacak sekilde (tam kuru

agirhiga gore) karistirilarak ¢aligmanm bundan sonraki tiim asamalarinda bu karisim

kullanilmistir. On muamele islemleri bu calismada dgiitme (milling, grinding) ve buhar

patlatma (steam explosion) olmak {izere iki farkl sekilde gerceklestirilmistir.

Biyoetanol iiretiminde izlenen asamalar Sekil 3.1 de gdsterilmistir.

l—

BiYOETANOL |« FERMENTASYON |« ENZIMATIK HIDROLIZ
i Karisim i
i Novozym 188+Cellulast 1.5 L |
BIiYOKUTLE ON MUAMELE » KIMYASAL MUAMELE
i Karisim i | Buharpatlatma ' Sodyum borhidriir !
i Domates, Biber 1 Ogiitme ! i Sodyum hidroksit
i Patlican saplar1 |  *-----==-----mmmmm-ooos i Stlfiirik asit |

Sekil 3.1: Biyoetanol iiretiminde is akis1
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3.2. ON MUAMELELER

3.2.1. Ogiitme (Milling)

Boyut kiigiiltme islemi Wiley degirmeninde numunelerin mekanik olarak ogiitiilmesi
seklinde gerceklestirilmistir. ~ Ogiitiilen numuneler sarsak elekte ebatlarina
siniflandirilmis ve sinif dagilimi Cizelge 3.1 de verilmistir. %16’lik atik miktar1 fazla
olmakla  birlikte laboratuvar ¢aligmalarmin  hassashigin1  etkileyecegi  icin
kullanilmamistir. Endiistriyel 6lgekli calismalar icin bu kisim {iretim asamasinda
kullanilabilir. Ogiitiilen numunelerin rutubet miktarlar1 (Tappi T 264) belirlenmis ve

plastik torbalar i¢erisinde muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1: Ogiitiilmiis numunelerin simf dagilimi

Sebze Sap1 Karisim
20 mesh 40 mesh 60 mesh Atik
%35 %42 %7 %16

3.2.2. Buhar Patlatma (Steam Explosion)

Buhar patlatma (steam explosion) 6n muamele islemi icin 990 g numune (tam kuru)
buhar patlatma haznesine yerlestirilerek patlatma islemi yiiksek basingli reaktorde
gerceklestirilmistir. Buhar patlatmada yeknesakligin saglanmasi i¢in reaktorde 6n 1sitma
islemi uygulanmak suretiyle reaktdr once 100 °C sicakliga getirilmis ve daha sonra
numune buhar patlama cihazmin sizdirmaz haznesine (reaktor) konularak 198-200 °C
sicaklik ve 15 bar basing altinda 5 dakika siireyle buhar muamelesine tabi tutulmustur
(Cizelge 3.2). Islem esnasinda uygulanan buhar lignoseliilozik yapi igerisine islemekte
ve lignini yumusatmaktadir. Siire bitiminde basincin aniden diisiiriilmesiyle (buhar
patlatma- steam explosion) lifler bireysel hale getirilmistir. Ardindan buhar patlatma 6n
muamelesi  gergeklestirilen numuneler filtrasyona tabi tutulup sivi kismi
uzaklastirildiktan sonra numunenin kati kismi posetlenip tartilmis ve numunelerin
rutubeti tayin edilmistir (Tappi T 264). Buhar patlatma neticesinde ¢6zlinen ve yapidan
uzaklasan madde miktar1 verim hesaplanarak belirlenmistir. Numuneler bir sonraki

islem i¢in -20 °C de muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3.2: Buhar Patlatma Parametreleri

Hammadde Maksimum sicakhiga | Bekleme Siiresi | Basin¢ | Son Sicakhk Son Basing
cikis (dk.) (dk.) (bar) (&S} (bar)
Karigim 1.16' 5 15 200 15.5

3.2.3. Kimyasal On Muameleler

Ogiitme ve buhar patlatma 6n muamele islemleri sonrasinda elde edilen kati
materyallerden tam kuru agirlig1 40 g’a denk gelecek sekilde numuneler tartilarak kilitli
posetlere konulmustur. Kimyasal 6n muamele islemi i¢cin %2 (w/v) konsantrasyonunda
NaBH4, NaOH ve H,SOy soliisyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan soliisyonlardan 400 ml
almarak iclerinde numuneler olan posetlere konulalarak (10% (w/v) kat1 madde
oraninda) numuneler kimyasal 6n muameleye tabi tutulmuslardir. Kimyasal 6n
muamele islemleri 121 °C sicaklik ve 15 psi (103.4 kPA) basing altinda 30 ve 90 dakika
siireyle otoklav igerisinde gergeklestirilmistir. Siire bitiminde numuneler filtirasyona
tabi tutularak sivi ve kat1 kisma ayrilmistir. S1vi materyaller gerekli analizler yapilana

kadar -20 °C de muhafaza edilmistir.

Kat1 materyaller hava kurusu hale getirildikten sonra rutubetleri belirlenerek (Tappi T
264) kimyasal 6n muamele sonrasi verimleri (%) hesaplanmistir. Ardindan bu
materyaller gerekli kimyasal analizler ve hidroliz islemlerinin yapilmasi i¢in 6giitiiliip

elendikten sonra 60-80 mesh’lik kisimlar kilitli posetlerde muhataza edilmistir

3.3. ENZIMATIK HiDROLiZ

Hidrolitik deneylerde 6n islem (6giitme, buhar patlatma, buhar patlatma+kimysal 6n
muamele ve Ogiitmetkimysal 6n muamele) gérmiis olan 1 g (tam kuru) numuneler
Celluclast 1.5 L (700 U/g) ve Novozym 188 (250 U/g) enzim karigimlar1 (50% v/v) ile
%?2 kat1 madde oraniyla 50 ml 50mM sodyum asetat tamponuna 0.02% w/v (0.0031M)
sodyum azid (mikrobiyal kontaminasyonu onlemek icin) ilave edilerek pH 5.0’de
muamele edilmistir. Enzim reaksiyonu ¢alkantili inkiibatérde 42 °C ve 100 rpm’de 72
saat siireyle gerceklestirilmistir. Numunelerden periyodik araliklarla (0, 6, 24, 48 ve 72
saat) 1.5 ml 6rnek alinip epondorf tiiplere konularak devam eden enzimatik reaksiyonu

sonlandirmak i¢in 10 dk. boyunca kaynayan su banyosunda bekletilmis ve ardindan
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10.000 rpm de 5 dk. boyunca satrifiij edilmistir. Daha sonra numuneler ilgili analizler

yapilana kadar -20 °C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.4. FERMANTASYON

Enzimatik hidroliz islemi sonrasi elde edilen hidrolizatlar 5000 rpm’de 10 dk. santrifiij
edildikten sonra siiziintiiden 20 ml alinarak 100 ml’lik siselere bosaltilmistir. 5 g/L
konsantrasyonundaki maya oziitli ve 3.75 g/L (NH4)2SOy4, 2.1 g/L KoHPOy, 0.375 g/L
MgS04.7H,0, 0.5 g/L CaCl,.2H,0O ilave edilmistir. 5% (v/v)’lik Saccharomyces
cerevisiae ATCC 26602 mayasi ile 30 °C, 100 rpm’de 72 saat siireyle fermantasyona
tabi tutulmustur. Siseler icinden 0, 6, 24, 48 ve 72 sa. araliklarla 1 ml 6rnek ¢ekilmis ve
0.45um membran filtreden gecirilerek bu drneklerde HPLC analizi ile glikoz, ksiloz ve

etanol konsantrasyonlari tespit edilmistir.

3.5. ANALITiK METODLAR

Tim 6n muameleler ve hidroliz islemleri sonrasi elde edilen kat1 ve sivi kisimlardaki
seker analizleri ve kat1 kisimdaki asitte ¢ozlinen ve ¢oziinmeyen lignin igerikleri NREL
yontemine (Laboratory Analytical Procedures (LAP) from the National Renewable
Energy Laboratory) gore belirlenmistir. (Sluiter ve dig., 2008). HPLC’deki seker
analizleri oncesinde monosakkaritleri igeren asit hidrolizatlarinin pH derecesi kolonun
zarar gormemesi i¢in kalsiyum karbonatla 7 diizeyine getirilmistir. HPLC analizleri
Agilent 1200 sistemi ve bu sisteme bagli RID (refractive index detector) dedektor ile
gerceklestirilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pL olarak uygulanmistir. Mobil faz olarak 5
mM H,SOs kullanilmis ve akis hizi dakikada 0.5 ml olacak sekilde belirlenmistir.
Sekerlerin (sellobiyoz, glikoz, ksiloz ve arabinoz) kromatografik ayrilmasi islemi icin
Shodex SH1011 No: H810110 kolonu kullanilmis ve kolon sicakligi 60°C olarak
gerceklestirilmistir. Asitte ¢oziinmeyen lignin igerikleri tartimla, asitte ¢oziinen lignin
icerigi ise 320 nm dalga boyunda saf suya kars1 UV spektrometrede belirlenmistir.
Indirgen sekerler (540 nm dalga boyunda) DNS (3,5-Dinitrosalysilic acid, 2-hydroxy-
3,5-dinitrobenzoik acid) metoduyla belirlenmistir (Sluiter ve dig., 2008). Farkh
siirelerde (0, 6, 24, 48, 72 sa.) uygulanan enzimatik hidrolizden sonra indirgen seker

icerigi tam kuru maddeye oranla yiizde olarak hesaplanmastir.
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Ote yandan ham ve buharla patlatilmis numunelerde gergeklestirilen diger tiim analizler
icin, Wiley tipi degirmende 6giitiilen sebze saplar1 laboratuvar tipi sarsak elekte elenmis
ve 60-80 mesh’lik elek lizerinde kalan kisimlarin rutubet miktarlar1 (Tappt T 264)
belirlenerek cam kavanozlarda muhafaza edilmistir. Cizelge 3.3 de belirtilen kimyasal
ozellikler ayr1 ayr1 her bir hammadde i¢in ve {ic numune esit oranda karistirilip bu

karisim i¢in belirlenmistir.

Cizelge 3.3: Uygulanan kimyasal analizler ve kullanilan yontemler

Kimyasal Analiz Ad1 Kullanmilan Yontem
Soguk Su Coziniirligi TAPPI T 207 om-88.
Sicak Su Coziiniirligii TAPPI T 207 om-88.
%1°1lik NaOH Coziiniirligii TAPPI T 212 om-88.
Alkol-Benzen Coziinirligi TAPPI T 204 om 88.
Holoselilloz Tayini Wisg’nin klorit metodu
(Wise ve Karl 1962).
a-seliiloz TAPPI T 429 cm-84.
Lignin TAPPI T 222 om-98.
Kiil TAPPIT 211 om-85.

3.6. ISTATISTIK YONTEMLERI

Yapilan 6l¢iimler sonucunda elde edilen degerler tek yonlii (ANOVA) ve coklu varyans
analiziyle degerlendirilmis olup ortalamalar TUKEY testiyle karsilastirilmstir. Istatistik
analizlerden Once verilerin normal dagilima yaklastirilmas: icin verilere arcsiniis

dontistimii yapilmastir.
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4. BULGULAR

Cizelge 4.1: Domates, biber ve patlican saplarimin kimyasal bilesiminin literatiirle kiyaslanmasi

Literatiir
Ekin sap1 Misir kogam YA iva
Kimyasal icerik (%) Domates sap1 Biber sap1 Patlican sap1 Mustajzo(i(liove dig., Varg;ﬁzez dig., f;:ggeelll evre’ f;:ggeelll evre’
1984 1984
Alkol benzen ¢oziintirliigi 10.4+0.68" 2.49+0.43 10.5+0.52 2.10 2-6 2-8
Sicak su ¢oziniirligi 27.0+0.22 9.22+0.24 17.9+0.18 2-7 3-6
Soguk su ¢oziiniirligi 29.1+0.54 8.87+0.02 22.1+0.08 4-6 2-3
%1°1ik NaOH ¢oziintirligi 52.3+0.53 29.4+0.20 43.8+0.23 14-20 9-16
Holoseliiloz tayini 61.7+0.75 78.7+0.14 66.4+0.62 69.2 70-78 63-70
Asitte ¢oziinmeyen lignin 16.0+0.90 27.8+0.20 29.7+0.96
X - — 22.1 30-35 25-35
Asitte ¢oziinen lignin 1.98+0.79 0.56+0.02 0.78+0.03
Kiil 13.4+0.08 5.80+0.02 7.24+0.08 6.80 6.30 0.35 0.35
a-seliiloz 38.240.11 45.0+0.49 35.9+0.35 38-50 29-47
Glikoz 29.9+0.21 45.1+1.48 30.1+1.27 38.4
Mannoz 0.40
Ksiloz 20.8+0.78 26.1+0.57 20.7+0.28 20.1
Galaktoz 0.80
Arabinoz 1.90+0.43 2.90+0.07 1.10+0.06 3.00

E3
Tam kuru agirliga oranla yiizde degerler olup ii¢ 6l¢limiin ortalamasi ve standart sapmasidir. Degerlerde alkol benzen diizeltmesi yapilmustir.
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Cizelge 4.2: Buhar patlatma 6n muamelesinin hammaddelerdeki kiitlesel degisimi

Ham numune Buhar patlatma-kati
Kuru madde (g) 990 844
Holoseliiloz (g) 628 442
Lignin (g) 244 264
Kiil (g) 107 101

Cizelge 4.3: Numunelerin buhar patlatma 6n muamele 6nce ve sonrasi kimyasal bilesimi

Kimyasal icerik (%) Ham numune | Buhar patlatilmis numune
Alkol benzen ¢oziiniirliigii | 10.0+£0.00" 15.4+1.40
Holoseliiloz 63.440.66 52.44+0.49
Asitte ¢oziinmeyen lignin 23.8+0.71 31.3+0.00
Asitte ¢oziinen lignin 0.82+0.04 1.02+0.26
Kil 10.8+0.16 12.0+£0.14
Glikoz 32.3+0.57 35.2+1.25
Ksiloz 13.4+0.49 11.9+0.50
Arabinoz 1.40+0.07 0.36+0.05

*
Tam kuru agirhiga oranla yiizde degerler olup ii¢ 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasidir. Degerlerde alkol

benzen diizeltmesi yapilmustir.

Cizelge 4.4: Kimyasal 6n muamele islemlerinin verimi

v Kimyasal 6n muamele verimi (%)

Hammadde S(;ll: ° Sodyum Sodyum
(dk) borhidriir hidroksit | Sulurik asit

Buhar patlatilmis 30 92.3 77.2 75.6
karigim 90 77.5 49.7 59.0
.. 30 96.5 87.5 83.0
Ogiitiilmiis karigim

90 88.3 74.3 76.3

Cizelge 4.5: Kimyasal 6n muamele sonrasi siviya gegen seker

. Sividaki seker (%)

Hammadde S(;ll: ° Sodyum Sodyum
(dk.) borhidriir hidroksit | Sururik asit

Buhar patlatilmis 30 1.55+0.01° 1.25+0.08 2.80+0.09
karigim 90 1.50+0.04 1.63+0.09 3.26+0.17
.. 30 0.28+0.00 0.32+0.00 3.49+0.25
Ogiitiilmiis karigim

90 0.32+0.00 0.62+0.03 5.40+0.50

* ki 6l¢iimiin ortalama ve standart sapma degerleridir.

29



Cizelge 4.6: Kimyasal 6n muamele uygulamalarinin lignin, glikoz ve ksiloz tizerine etkisi (%)

Sodyum borhidriir Sodyum hidroksit Siilfiirik asit
Hammadde Siire (dk.) " :
Lignin Glikoz Ksiloz Lignin Glikoz Ksiloz Lignin Glikoz Ksiloz
Buhar patlatilmis 30 27.9+0.24" 40.5+1.34 13.6+0.57 31.5+1.45 38.6£1.63 10.5+0.81 42.1+1.88 43.9+1.13 | 13.0+.071
karigim 90 29.2+0.00 38.0+0.14 12.7+0.72 30.7£1.66 42.7+0.57 10.3£0.07 48.2+1.19 43.0£1.06 | 13.3+0.81
Ogiitiilmiis 30 20.6+0.47 32.4£1.74 16.6+0.28 20.8+0.24 36.3+£0.42 14.1£0.57 28.8+0.24 43.2+£2.26 | 17.3£0.71
karigim 90 23.5+0.01 37.0+£0.21 18.3+0.07 24.4+0.95 40.7+1.20 12.9+0.14 30.0+£0.45 42.7+0.85 | 15.4+0.30

*Asitte ¢oziinen ve ¢oziinmeyen lignin degerlerinin toplamudir.

** U 6lgilimiin ortalama ve standart sapma degerleridir.

Cizelge 4.7: Siire, islem ve kimyasal muamelenin glikoz, ksiloz ve lignin iizerine etkisi

Faktor Muamele Glikoz (%) Ksiloz (%) Lignin (%)
i 30 dk. 39.6" 14.4* 27.9°
Siire " " 5
90 dk. 40.6 13.8 30.3
, Ogiitme 39.4° 16.1° 24.0°
Islem b b
Patlatma 40.8° 12.2 34.2
Sodyum borhidriir 36.0° 15.1° 24.7°
Kimyasal | Sodyum hidroksit 41.2° 12.3° 26.0°
Siilfiirik asit 43.1° 15.0° 36.6°

**¢ Aymi harfle gosterilen degerler istatistiki olarak farki degillerdir (TUKEY)

* TUKEY ¢oklu kargilastirma testi sonuglarina gore (p<0.05)
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Cizelge 4.8: Enzimatik hidroliz sonrasi tam kuru hammaddeye oranla toplam seker verimi (%)

Siire (sa.) Ham Buhar BP+NaOH | Ogiitme+NaOH
numune patlatma 30 dk. 30 dk.
0 0.92+0.07*" | 1.0840.06° | 0.21+0.02° 0.04+0.01¢
6 10.6+1.51* | 10.1+0.28* | 14.7+0.65° 14.2+0.63°
24 16.4+0.60* | 17.9+1.78* | 23.7+1.03° 21.540.45°
48 21.440.22° | 24.1£0.38° | 30.4+1.39° 26.5+0.87¢
72 21.340.96* | 24.6+1.63° | 30.1£0.26° 27.440.77°

*Harflendirme % 95 giiven araliginda islemler arsimdaki farki gostermekte olup, siireler arasindaki farki
gostermemektedir.

** Dort olglimiin ortalama ve standart sapma degerleridir.

b4 Ayni harfle gosterilen degerler istatistiki olarak farkli degillerdir (TUKEY)

31



5. TARTISMA VE SONUC

5.1. HAMMADDENIN KiMYASAL KARAKTERIZASYONU

Domates, biber ve patlican saplarinin kimyasal bilesiminin literatiirle kiyaslanmasi
Cizelge 4.1 de verilmistir. Sebze saplarinin a-seliiloz ve holoseliiloz igerigi yapraklh ve
igne yaprakli agaglar araligindadir (Fengel ve Wegener, 1984). HPLC analizi
sonucundaki glikoz icerikleri ise en yiiksek %45.1 ile biber sapinda bulunurken,
patlican sapinda %30.1, domates sapinda ise %29.9 olarak kuru maddeye oranla tespit
edilmistir. Hemiseliilozun ana bilesenini olusturan ksiloz ise %?20 nin iizerindedir.
Arabinoz az miktarda bulunurken mannoz ve galaktoz bu c¢alismada tespit
edilememistir. Ekin sapiyla kiyaslandiginda biber sap1 yiiksek glikoz igerigine sahip
olsa da domates ve patlican sap1 daha diisiik glikoz icerigine sahiptir (Mustajoki ve dig.,
2010). Domates ve patlican saplarmin alkol benzen, sicak ve soguk su ¢oziintirliikleri
biber sapina ve yaprakli ve igne yaprakli agacglara gore daha yiiksektir. Patlican ve biber
sapmimn lignin igerigi misir kogani ve igne yaprakli ve yaprakli agaclarla benzer
goriilmektedir (Varga ve dig., 2002, Fengel ve Wegener, 1984). Domates sap1 diger
lignoseliilozik materyallerle kiyaslandiginda en diisiik lignin miktarina sahipken diger
taraftan en yiiksek kiil miktarina sahiptir. HPLC analizi sonucu toplam seker miktarlar
domates sapinda %51.5, biber sapinda %74.1 ve patlican sapinda %51.9 olarak tespit
edilmistir. Holoseliiloz igerigi ve HPLC analizi sonucundaki toplam seker miktarindaki
farkliliklarin HPLC analizindeki yogun stilfiirik asit hidrolizinin sebep oldugu seker
degredasyonundan kaynaklanabilecegi distiniilmektedir (Badger, 2002).
Hammaddelerdeki polisakkarit iceriginin yaklasik 60%’larda olmasi o hammaddenin
biyoetanol iiretimine elverisli oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilmekte olup ii¢

hammadde de bu acidan biyoetanol iiretimine uygunluk gostermektedir.

5.2. BUHAR PATLATMA ON MUAMELESI

Sebze saplar1 enzimatik hidroliz ve fermentasyon islemlerinin etkisini arttirmak icin
buhar patlatma (steam explosion), 6giitme ve daha sonra c¢esitli kimyasal 6n muamele
islemlerine tabi tutulmuslardir. Cizelge 4.3 de ham ve buhar patlatilmis sebze saplarinin
kimyasal bilesimi gosterilmistir. Buhar patlatma islemi sonucunda elde edilen sebze

sap1 karisimindaki kat1 madde geri kazanimi %85.2 (w/w) olarak bulunmustur. Yaklasik
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%15 lik kiitle kaybinin yiiksek sicaklikta buhar uygulamasinin lignin, hemiseliiloz ve
ekstraktifleri ¢oziinmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Buhar patlatma islemi
gerceklestirilmis Ornekler incelendiginde buhar patlatma islemi neticesinde kati
maddede olusan hemiseliiloz kaybi, lignin ve ekstraktif madde oraninda artiga neden
olmustur. Sekil 5.2 ve 5.3 de goriildiigii gibi buhar patlatma 6n muamelesi yapidan
agirhikli  olarak hemiseliilozlar1 ve distik molekiill agirlikli  karbonhidratlar
uzaklastirmakta ve yapidaki lignin miktarmni oran olarak artirmaktadir. Buhar patlatma
islemi  delignifikasyonu artrmis ve yapidaki hemiseliilozlarin  bir kisminin
parcalanmasina sebep olmustur. Bu nedenle, buhar patlatma islemi sonrasi holoseliiloz
icerigi  %63.4’ten  %52.4’¢  inmistir. Muamele gormemis sebze saplariyla
karsilastirildiginda glikoz oraninin yapidan hemiseliiloz ve lignin uzaklasmasina bagl

olarak arttig1 gorilmiistiir.

Buhar patlatma islemi glikoz miktarindaki degisim hari¢ (p>0.05) lignin ve ksiloz
miktarinda istatistiki olarak anlamli bir degisime sebep oldugu goriilmiistiir (p<0.05).
Ote yandan buhar patlatma islemi neticesinde elde edilen glikoz iceriginin oran olarak
artmast buhar patlatma muamelesinin hemiseliilozlar1 seliilozdan uzaklastiran ve
boylece sonraki enzimatik hidroliz islemlerinin verimliligini artran bir yOntem

oldugunu gostermistir.

Biyoetanol {iretimi i¢in dnem arz eden glikoz igerigi ve bir diger 6nemli bilesen olan
lignin igeriginin degisimi dikkate alinmis ve bu materyaller baglaminda kiitle balanslar1
degerlendirilmistir. Buhar patlatma sonrast DNS metoduyla sividaki seker miktar1 2 g
olarak tespit edilmistir. DNS metoduyla siviya gegen glikoz harici diger sekerler tespit
edilemedigi i¢in 2 g gibi diisiik bir deger elde edilmistir. Bu da buhar patlatma 6n
muamelesinin hemiseliilozlar1 pargaladiginin ve glikoza zarar veremediginin bir
gostergesidir. Buhar patlatilmasi 6n muamelesi sonrasinda hammaddelerdeki kiitlesel
degisim Cizelge 4.2 de verilmistir. Lignin miktarinin agiklanamayan bir sebeple daha

yiiksek oldugu goriilmektedir.
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5.3. KIMYASAL ON MUAMELELERIN LiGNINE ETKIiSi

Kimyasal 6n muamele uygulamalarmin lignin, glikoz ve ksiloz iizerine etkisi Cizelge
4.6 de gosterilmistir. Islem (6giitme ve buhar patlatma), siire (30 ve 90 dk.) ve kimyasal
(sodyum borhidriir, sodyum hidroksit ve stilfiirik asit) faktorleri ve bunlarin karsilikli
etkilesimlerinin lignin, glikoz ve ksiloz Tlzerindeki etkisi istatistiksel olarak

belirlenmistir (Cizelge 4.7).

Lignin {i¢ boyutlu, kompleks aromatik bir polimer olup, seliiloz ve hemiseliilozlarin
etrafinda bir zar gibi bulunmakta ve polisakkarit ve lifleri bir arada tutarak sert bir yap1
olusturmaktadir (Fan ve dig., 1987). Dolayisiyla da biyokiitlenin enzimatik hidrolizi
acisindan karbonhidratlara ulasmada bir engel olusturan bu yapinin ¢esitli 6n muamele
teknikleriyle uzaklastirilmas:t biiylkk Onem tagimaktadir. Kimyasal muameleler
sonucunda ¢ozilinen lignin oranlar1 Sekil 5.1 de ve kimyasal muameleler sonrasi verim
ylizdelerindeki degisim Cizelge 4.4 de gosterilmis olup artan siireye bagh olarak
verimin azaldigir gorilmiistiir. Sodyum borhidriir segici bir pisirme elemani olup,
geleneksel kraft pisirme yontemlerinde hali hazirda kullanilmaktadir. Sodyum borhidriir
bir katalizor gibi hareket ederek secici lignin delignifikasyonu saglamakta (Copur ve
Tozluoglu, 2007) ve soyulma reaksiyonlarmi Onleyerek hemiseliilozlarin
degredasyonunu onlemektedir (Hoije ve dig., 2005). Ancak NaBH,iin biyoetanol

iiretimi tizerine etkisi simdiye kadar ¢aligtlmamistir.

Sekil 5.1 de goriildiigii gibi buhar patlatma yapilmis numunenin sodyum borhidriirle
muamelesi lignin miktarida anlamli bir azalmaya sebep olmus ve bu azalis siirenin
artisina bagl olarak artmistir (p<0.05). Ogiitme 6n muamelesi yapilmis numunenin 30
dk. sodyum borhidriirle muamelesi lignin miktarinda anlamli bir azalmaya sebep olmus
(p<0.05), fakat 90 dk. muamelesindeki azalis daha diisiik olmustur. Bununla birlikte
sirenin artisina bagl olarak lignin miktarindaki degisimde anlamli bir fark

goriilmemektedir (p>0.05).

Sodyum hidroksit 6n muamelesi siilfiirik asit on muamelesine alternatif bir 6n muamele
metodudur. Sodyum hidroksit biyokiitledeki seliilloz ve hemiseliillozun hidrojen

baglarma etki etmekte ve lignin-ksilan arasindaki ester baglarini koparmaktadir ve
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boylece biyokiitlenin porozitesi artmaktadir (Fan ve dig., 1987; Ak ve dig., 1992;
Simpson ve dig., 2003; Sun ve dig., 2005; Silverstein 2007). Bu etkiler sonucunda
selilozu sisirmekte ve bir kisim lignin ve hemiselillozlar1 yapidan c¢ozerek

uzaklastirmaktadir (Chen ve Sharma-Shivappa, 2007).

Buhar patlatma yapilmis numunenin sodyum hidroksit ile muamelesi sonucunda énemli
miktarda lignin yapidan uzaklastirilmistir. Siirenin artmasma baglh olarak daha fazla
lignin yapidan uzaklastirilmistir (p<0.05). Yine oOgiitme On muamelesi yapilmis
numunenin sodyum hidroksit ile muamelesinde en fazla oranda lignin yapidan

uzaklagmis fakat siirenin artmasiyla anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05).

Lignoseliilozik biyokiitlenin 6n muamelesinde seyreltik asit muamelesi en fazla tercih
edilen muamele metotlarindan biridir. Bu 6n muamele siiresince yiiksek sicakliklarda
monomerik sekerler ve ¢oziilebilir oligomerler islem gOérmiis materyalden ¢oziilerek
serbest hale gelmektedir. Hemiseliilozlarm yapidan uzaklastirilmas1 poroziteyi
artrmakta ve enzimatik hidroliz isleminin verimliligini olumlu yonde etkilemektedir

(McMillan, 1994).

Buhar patlatma yapilmis numunenin siilfiirik asit ile muamelesinde beklendigi gibi
diger kimyasallara gore daha az lignin uzaklagsmistir. Siirenin artmasina bagli olarak
¢oziinen lignin miktarmda anlamli bir fark gériilmiistiir (p<0.05). Ogiitme 6n muamelesi
yapilmis numunenin siilfiirik asit ile muamelesinde ise buhar patlatma yapilmis
numunelere gore c¢Ozlnen lignin miktar1 daha olmakla birlikte benzer etkiler
goriilmiistiir. Yine siirenin artmasina bagli olarak ¢dzlinen lignin miktarinda anlamli bir

fark goriilmiistiir (p<0.05).
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Sekil 5.1: Kimyasal 6n muamelelerin lignin miktarna etkisi
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5.4. KIMYASAL ON MUAMELELERIN GLiKOZA ETKISi

Glikoz lignoseliilozik biyokiitlenin ana bilesenlerinden selillozun yap1 tasi olup
biyoetanol iiretiminde asil istenen bilesendir. Kimyasal muameleler sonucunda ¢oziinen
glikoz oranlar1 Sekil 5.2 de gosterilmistir. Cizelge 4.6 da goriildiigi lizere tiim kimyasal
muameleler sonucunda glikoz miktarinda oransal bir artis gozlenmekle birlikte
(p<0.05), Cizelge 4.7 da gorildiigii gibi 6glitme ve buhar patlatma 6n muameleleri

arasinda anlamli bir fark goriilmemektedir (p>0.05).

Her iki 6n muameleli numunelerin sodyum borhidriirle muamelesi sonucunda en diisiik
oranda glikozu yapidan uzaklastirdigir goriilmektedir. Bu da sodyum borhidriiriin
glikoza fazla zarar vermediginin bir kanitidir. Stirenin artmasina bagli olarak daha fazla
glikozun yapidan uzaklastigi goriilmektedir. Buhar patlatma ve oOgiitme On
muamelelerine tabi tutulan numunelerin sodyum hidroksitle muamelesi sonucunda
yapidan en fazla oranda glikozun uzaklastig1 goriilmektedir. Bu etki siirenin artmasiyla
daha fazla olmakla birlikte buhar patlatma 6n muamelesinde daha fazla belirgindir.
Sodyum hidroksitten sonra en fazla glikozu uzaklastiran kimyasal siilfiirik asit olmustur.
Yine siilfiirik asit muamelesinde de silirenin artisiyla uzaklagsan glikoz miktar1 da
artmistir. Benzer sekilde buhar patlatma 6n muameleli numunedeki etkinin daha fazla

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 5.2: Kimyasal 6n muamelelerin glikoz miktarma etkisi
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5.5. KIMYASAL ON MUAMELELERIN KSIiLOZA ETKIiSi

Kimyasal muameleler sonucunda ¢6ziinen ksiloz oranlar1 Sekil 5.3 de gosterilmistir.
Cizelge 4.7 da goriildigii gibi 6giitme ve buhar patlatma 6n muameleleri arasinda

anlaml bir fark goriilmektedir (p<0.05).

Buhar patlatma ve 6giitme 6n muameleli numunenin sodyum borhidriirle muamelesinde
ksiloz miktarindaki azalis diger kimyasallara gore en diisiik seviyededir. Siirenin
artmasma baglh olarak ¢oziinen ksiloz oram1 da artmaktadir. Hemiseliilozlar amorf,
diisiik molekiiler agirlikli, heterojen ve dallanmis polisakkaritler olmalar1 dolayisiyla
alkali atagma kars1 yar1 kristalin seliilloza nazaran daha hassastirlar. Buhar patlatma
yapilmis numunenin sodyum hidroksitle muamelesinde yapidan oldukga fazla oranda
ksilozun uzaklastig1 goriilmekte olup, slirenin artmasiyla birlikte daha fazla ksilozun
yapidan uzaklastign goriilmektedir. Ogiitme 6n muameleli numunenin sodyum
hidroksitle muamelesinde de benzer etkiler goriilmekte olup ¢dziinen kslioz miktari
biraz daha disiiktlir. Patlatma yapilmis numunenin siilfiirik asitle muamelesinde
¢oziinen ksiloz orani sodyum hidroksit muamelesine yakin olup biraz daha fazladir. Bu
etki buhar patlatma yapilmig numunede daha belirgindir. Siirenin artmasiyla her iki 6n
muameleli numunede de ¢oziinen ksiloz orani artmis olup bu fark buhar patlatma 6n
muamelesinde daha belirgindir. Kimyasal 6n muamele sonrasi siviya gecen toplam

seker ylizdeleri Cizelge 4.5 de gosterilmistir.
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Sekil 5.3: Kimyasal 6n muamelelerin ksiloz miktarina etkisi
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Elde edilen veriler diger kimyasal 6n muamelelerle karsilastirildiginda her iki 6n
muamele i¢cinde en fazla ¢oziinen ksiloz yiizdesi siilfiirik asit ve sodyum hidroksit 6n
muamelesi sonrasinda gergeklesmistir. Sodyum hidroksit muamelesi boylesine yiiksek
oranlarda gerceklesen ksiloz ¢Oziintirliigiine ek olarak sagladigi yiiksek lignin
redilksiyonu da enzimatik hidroliz isleminin  verimliligini olumlu ydnde

etkileyebilecektir.

Siilfiirik asit ile yapilan 6n muamele isleminde uygulama siiresinin 30 dakikadan 90
dakikaya uzamasma bagli olarak yapidan karbonhidratlarin bir miktar daha fazla
uzaklagtirildigr  goriilmektedir. Yiiksek miktarda karbonhidratlar1 uzaklastirmasi
sonucunda yapidaki lignin miktarinda oransal olarak belirgin bir artis oldugu
gbozlemlenmesine ragmen ¢oziinen lignin miktar1 diger kimyasallar gore en diisiiktiir.
Buhar patlatma 6n muamelesinde bir miktar karbonhidrat uzaklastig1 i¢in siilfiirik asit
ile muamele igleminde lignin miktarindaki oransal artis 6giitme 6n muamelesine gore
daha belirgindir. Literatiir incelendiginde lignoseliilozik biyokiitlenin siilfiirik asit ile
islemi neticesinde baskin olarak yapidaki hemiseliilozu etkiledigi ve lignin
degradasyonu iizerine etkisinin daha az oldugu belirtilmistir (Silverstein, 2004, 2007).
On muamele islemleri siiresince biyokiitlenin selilloz kismmin zarar gérmemesi
istenmekle birlikte, siilfiirik asitin glikoz lizerinde de etkisinin oldugu gozlemlenmistir.
Elde edilen bu sonuglar literatiir ile karsilastirilabilir nitelikte olup, her ic hammadde
icin de incelendiginde siilfiirik asit 6n muamelesinin lignin tizerindeki etkisi minimal
seviyededir. Sadece lignin rediiksiyonun enzimatik parcalanmay1 artiran bir etken

olmadig1 da literatiirde belirtilmektedir (McMillan, 1994).

Varga ve dig. (2002), misir koganini (corn stover) %10 luk sodyum hidroksit ile 1 saat
otoklavda bekleterek yaptigr 6n muamele sonucunda lignindeki azalmay1 %95 olarak
tespit etmistir. Lignindeki bu yiiksek azalis %10 gibi yiiksek konsantrasyonda sodyum
hidroksit kullanimindan kaynaklanabilir (Silverstein, 2007). Biz bu calismada %2
konsantrasyonla smirli kaldigimiz i¢in lignin miktarmdaki azalisin daha smirli oldugu
goriilmektedir. Lignin miktarindaki degisim gbéze alindiginda sodyum borhidriirle
sodyum hidroksitin benzer etkileri gozlemlenmistir. Dolayisiyla sodyum borhidriiriin
sodyum hidroksite alternatif bir kimyasal olarak biyokiitlenin enzimatik hidrolizi

oncesinde 6n muamele i¢in kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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5.6. ENZIMATIK HIDROLIZ

Enzimatik hidroliz i¢in optimum kimyasal muameleyi belirlemek i¢cin muamele gormiis
kat1 materyallerdeki glikoz/lignin oram1 ve aym1 zamanda ekonomik olmasi dikkate
almmistir. Buna gore buhar patlatma ve 6giitme 6n muameleli numunelerin sodyum
hidroksitle 30 dk. siiresince muamele gérmiis 6rnekler optimum olarak bu ¢aligmada
se¢ilmistir. Ayrica enzimatik hidroliz islemi, kontrol olarak kabul edilen ham ve buharla

patlatilmis numunelere de uygulanmistur.

72 saatlik hidroliz islemi sonunda hidrolizattan belirli araliklarla (0, 6, 24, 48 ve 72 saat)
alman sivida seker analizleri gerceklestirilmis ve tam kuru maddeye oranla toplam seker
doniisiimii  belirlenmistir. Enzimatik hidroliz islemi sonrasi Orneklerdeki tam kuru
hammaddeye oranla toplam seker doniisiimii Sekil 5.4 de ve tam kuru hammaddeye
oranla toplam seker verimi ve islemler arasindaki istatistiki degerlendirme Cizelge 4.8
de gosterilmistir. Celluclast 1.5 L ve Novozyme 188 enzim karigimina bagli enzimatik
hidroliz islemi sonucu en yiiksek seker doniisiimii buhar patlatma 6n muameleli
numunenin sodyum hidroksitle muamelesi (%30.1) i¢in belirlenmis olup, bunu 6gilitme
on muameleli numunenin sodyum hidroksitle muamelesi (%27.4) izlemistir. Buhar
patlatma ve sodyum hidroksit muamelesi %41, 6glitme ve sodyum hidroksit muamelesi
%29 oraninda enzimatik hidrolizi artirmistir. Yine buhar patlatma muamelesi yalniz

basina % 16 oraninda enzimatik hidrolizi arttirmistir.

Chen ve dig. (2009), misir kocanini (corn stover) %2 konsantrasyondaki sodyum
hidroksitle yapmis olduklar1 kimyasal muamele sonucunda daha fazla lignin
uzaklasmasina bagli olarak (alti kat daha fazla) enzimatik hidroliz sonrasi asit 6n
muamelesine gore iki kat daha fazla hidroliz verimi elde etmislerdir. Buna dayanarak
denilebilir ki, enzimatik hidrolizin etkisini artrmada lignin ¢ok Onemli rol
oynamaktadir. Yine sodyum hidroksit muamelesi sonrasinda yapilan enzimatik hidroliz
sonucundaki hidrolizat daha yiiksek oranda fermente edilebilir seker (6zellikle glikoz ve

kslioz) ve daha az inhibitor igermektedir (Chen ve dig., 2009).
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Sekil 5.4: Enzimatik hidroliz sonucunda tam kuru hammaddeye oranla toplam seker doniistimii

5.7. FERMANTASYON

HPLC analizi sonucunda 6rneklerin glikoz ve ksiloz igeriklerinin degismeden kaldigi ve
etanol konsantrasyonunun oldukc¢a diisiik oldugu gozlemlenmistir. Bunun nedeni
arastirildiginda enzimatik hidroliz i¢in hazirlanan tampon ¢ozeltisinde mikrobiyal
kontaminasyonu onlemek i¢in katilan sodyum azidin konsantrasyonunun yiiksek oldugu
anlasilmistir (Fales, 1952). Enzimatik hidrolizi, tekrar edecek numune bulunmadigindan

fermantasyon islemi bu caligma kapsaminda tekrar edilememistir.
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5.8. ONERILER

Ekonomik degeri diisliik/yok olan ve endiistriyel olarak kullanim alanina sahip olmayan
sebze saplar1 yiiksek polisakkarit iceriginden (yaklasik %65-80) dolay1 biyoetanol
iretimi i¢in alternatif bir biyokiitle kaynagi olabilir. Yiiksek holoseliiloz i¢eriginden
dolay1 (%78.7) biyoetanol iiretimi i¢in biber sapinin bu ¢alismada kullanilan materyaller
arasinda en uygun hammadde olacagi disiiniilmektedir. Bu kapsamda sadece biber

sapmdan biyoetanol iiretim olanaklar1 arastirilabilir.

Buhar patlatma 6n muamelesi ile Ogiitme O6n muamelesi arasinda glikoz verimi
acisindan anlamli bir fark olmasa da (p>0.05), ksiloz ve lignin {izerindeki etkisi
acisindan pozitif yonde fark vardir (p<0.05). Ayrica enzimatik hidrolizi kolaylastirict
etkisi de daha fazladir. Yine 6gilitme 6n muamelesine gore daha az zaman ve enerji
ihtiyact oldugundan dolay1 daha ekonomiktir. Bu c¢alismada uygulanan kimyasal 6n
muamele uygulamalar1 i¢inde en etkili kimyasalin sodyum hidroksit oldugu

goriilmiistiir.

44



KAYNAKLAR

AGBOGBO, F., WENGER, K., 2006, Effect of pretreatment chemicals on xylose
fermentation by Pichia stipitis, Biotechnol lett., (28), 2065-2069.

AKIN, D. E., HARTLEY, R. D., RIGSBY, L. L., MORRISON W. H., 1992, Journal of
the Science of Food and Agriculture, (58), 207-214.

ALIZADEH, H., TEYMOURI, F., GILBERT, T.I., DALE, B.E., 2005, Pretreatment of
switchgrass by ammonia fiber explosion (AFEX), Appl. Biochem. Biotechnol., 124
(1-3), 1133-1141.

ANON, 2011a, http://www.abengoabioenergy.com/bioethanol/index.cfmpage O&langl.
[Ziyaret Tarihi: 27 Aralik 2011].

ANON,2011b,http://www.esru.strath.ac.uk/EandE/Web _sites/0203/biofuels/what _bioet
hanol.htm#bio_production, [Ziyaret Tarihi: 27 Aralik 2011].

ANON, 2011c, www.ethanol-gec.org/information/briefing/20a. [Ziyaret Tarihi: 22
Haziran 2011].

ANON, 2011d, http://www.mmo.org.tr/genel/bizden_detay.php?kod=35&tipi=10006
[Ziyaret Tarihi: 11 Mart 2011].

ANON, 2010a, Meyve ve Sebze Uriinleri Uretim Miktarihttp:/www.tuik.gov.tr,
[Ziyaret Tarihi: 30 Mart 2010]. Anonim, 2006

ANON, 2010b, .www.pankobirlik.com.tr, [Ziyaret Tarihi: 29 Aralik 2010].

ANON, 2010c, http:/ww./faostat.fao.org. [Ziyaret Tarihi: 07.11.2010].

ANON, 2011d, http://tr.wikipedia.org/wiki/Sakkaroz [Ziyaret Tarihi: 24.05. 2011].

BADGER, P.C., 2002, Ethanol from cellulose: a general review, in: JANICK J,
WHIPKEY A, (eds.), Trends in new crops and new uses. ALEXANDRIA, VA:
ASHS Press; 17-21.

BALAT, M., BALAT, H., OZ, C., 2008, Progress in bioethanol processing, Progress in
energy and combustion science, 34 (5), 551-573.

BALLESTEROS, 1., BALLESTEROS, M., CABANAS, A., CARRASCO, 1],
MARTIN, C., NEGRO, J.M. 1991, Selection of thermotolerant yeasts for
simultaneous saccharification and fermentation process (SSF) of cellulose to
ethanol, Appl Biochem Biotechnol, (28-29), 307-315.

BOTHAST, R.J., SAHA, B.C. 1997, Ethanol production from agricultural biomass
substrates, Adv Appl Microbiol., (44), 261-286.

45



BROWNELL, H.H., SADDLER, J.N. 1987, Steam pretreatment of lignocellulosic
material for enhanced enzymatic hydrolysis, Biotechnol Bioeng., 29 (2), 228-235.

CARA, C. E., RUIZ, M., BALLESTEROS, P., MANZANARES, M.J., NEGRO and E.
CASTRO, 2008, Production of fuel ethanol from steam-explosion pretreated olive
tree pruning, Fuel 87 (6), 692-700.

CARDONA, C.A., SANCHEZ, 0O.J., 2007, Fuel ethanol production: Process design
trends and integration opportunities. Bioresource technology, (98), 2415-2457.

CHAMPAGNE, P., 2007, Feasibility of producing bioethanol from waste residues: A
Canadian perspective, Resources. Conserv Recycl., 50 (3), 211-230.

CHANDEL, A.K., ES, C., RUDRAVARAM, R., NARASU, M.L.,, RAO, L.V,
RAVINDRA, P. 2007, Economics and environmental impact of bioethanol

production technologies: an appraisal, Biotechnology molecular biology review,
2 (1), 14-32.

CHEN, L.F., GONGI C.S. 1985, Fermentation of sugarcane bagasse hemicellulose
hydrolyzate to xylitol by a hydrolyzate-acclimatized yeast, J. Food Sci., (50), 226—
228.

CHEN, Y., SHARMA-SHIVAPPA, R.R., 2007, Potential of agricultural residues and
hay for bioethanol production, Biochemistry and Biotechnology, 276-290.

CHEN, M., ZHAO, J., XIA, L., 2009, Comparison of four different chemical
pretreatments of corn stover for enhancing enzymatic digestibility, Biomass and
Bioenergy,(33), 1381-1385.

COPUR, Y., TOZLUOGLU, A. 2007, The effect of AQ and NaBHs On Bio-Kraft
Delignification (Ceriporiopsis Subvermispora) Of Brutia Pine Chips, Original
Research Article International Biodeterioration & Biodegradation, 60 (2): 126-
131.

DALE, M.C., MOELHMAN, M., 2000, Enzymatic simultaneous saccharification and
fermentation (SSF) of biomass to ethanol in a pilot 130 L multistage continuous
reactor separator, Ninth Biennial Bioenergy Conference, Buftalo, New York,
October 15-19.

DEMIRBAS, A., 2004, Ethanol from cellulosic biomass resources, Int. Journal of
Green Energy, 1 (1), 79-87.

DEMIRBAS, A., 2005., Bioethanol from cellulosic materials: A renewable motor fuel
from biomass, Energy Sources., (27), 327-337.

DEMIRBAS, A. 2006, Global biofuel strategies. Energy edu sci technol., (17), 32—63.

DEMIRBAS, A. 2007, Progress and recent trends in biofuels. Progress in energy
combustion science, 33 (1), 1-18.

46



DIEN, B.S., KURTZMAN, C.P., SAHA, B.C., BOTHAST, R.J. 1996, Screening for L-
arabinose fermenting yeasts. Appl Biochem Biotechnol., (57-58), 233-242.

DIEN, B.S., COTTA, M.A., JEFFRIES, T.W. 2003, Bacteria engineered for fuel
ethanol production: Current status, Appl Microbiol Biotechnol., (63), 258-266.

DUFF, S.J.B., MURRAY, W.D. 1996, Bioconversion of forest products industry waste
cellulosics to fuel ethanol: a review. Bioresource Technoogy, 55 (1), 1-33.

FALES, W. F., 1952, The effect of sodium azide on alcoholic fermentation, 157-167.

FAN, L.T., GHARPURAY, M.M., LEE, Y.-H., 1987, Cellulose hydrolysis, in:
Biotechnology Monographs. Springer, Berlin, pp. 8.

FENGEL, D., WEGENER, G., 1984, Wood chemistry, Ultrastructure, Reactions.
Walter de Gruyter, Berlin New York, 3-11-008481-3.

GALBE, M., ZACCHI, G. 2002. A review of the production of ethanol from softwood,
Appl Microbiol Biotechnol, (59), 618-628.

GONG, C.S., CHEN, L.F., FLICKINGER, M.C., CHIANG, L.C., TSAO, G.T. 1981,
Production of ethanol from D-Xylose By Using D-xylose isomerase and yeasts.
Appl Environ Microbiol., (41), 430—-436.

GRANSTORM, T., OJAMA, H., LEISOLA, M., 2001, Chemostat study of xylitol
production by candida guilliermondii, Appl. Microbiol. Biotechnol., (55), 36—42.

GURGEL, P.V., MANCHILHA, .M., PECANHA, R.P., SIQUEIRA, J.F.M., 1995,
Xylitol Recovery from Fermented Sugarcane Bagasse Hydrolyzate, Bioresource
Technology, 52 (3), 219-223.

GULER, C., AKGUL, M., 2001. Enerji iiretiminde odun ve tarmmsal artiklarin
degerlendirilmesi, Yenilenebilir enerji kaynaklart sempozyumu ve sergisi,
Bildiriler kitabi, Kayseri, TMMOB Yaym No: E/2001/275, 265-272.

GUNTEKIN, E, UNER, B., KARAKUS, B., 2009, Chemical composition of tomato
(Solanum lycporsicum) stalk and suitability in the particleboard pruduction.
Journal of Environmental Biology, 30 (5), 731-734.

GUNTEKIN, E., UNER, B., SAHIN, H.T. ve KARAKUS, B., 2008, Pepper stalks
(Capsicum annum) as raw material for particleboard manufacturing, Journal of
applied sciences 8 (12), 2333-2336.

GUNTEKIN, E., KARAKUS, B. 2008, Feasibility of using eggplant (Solanum

melongena) stalks in the production of experimental particleboard, Industrial
crops and prosucts,(27), 354-358.

47



HAHN-HAGERDAL, B., BERNER, S., SKOOG, K. 1986, Improved ethanol
production from xylose with glucose isomerase and Saccharomyces cerevisiae
using respiratory inhibitor azide, Appl Microbiol Biotechnol., (24), 287-293.

HAMELINCK, C.N., VAN HOOIJIDONK, G., FAAIJ, A.P.C., 2003, Prospects for
ethanol from lignocellulosic biomass: techno-economic performance as
development progresses, scientific report- NWS-E-55. Utrecht University,
Utrecht, The Netherlands: Copernicus Institute, Department of Science,
Technology and Society, 35pp.

HAMELINCK, C.N., Van HOOIJDONK, G., FAALJ, A.P.C., 2005, Ethanol from
lignocellulosic biomass: techno-economic performance in short-, middle- and
long-term. Biomass and bioenergy, 28 (4), 384-410.

HEIKINHEIMO, L., 2002, Trichoderma reesei cellulases in processing of cotton.
Espoo 2002, VTT Publications 483, VTT Technical Research Centre of Finland.

HOIJE A., GRONDAHL M., TOMMERAAS K., GATENHOLM P., 2005, Isolation
and characterization of physicochemical and material properties of
arabinoxylans from barley husks, Carbohydr Polym, (61), 266-275.

HOWARD, R.L., ABOTSI, E., VAN RENSBURG, E.L.J., HOWARD, S., 2003,
Lignocellulose biotechnology: 1ssues of bioconversion and enzyme production,
African Journal of Biotechnology, 2 (12), 602—-619.

HSU, T.A., LADISCH, M.R., TSAO, G.T., 1980. Alcohol from cellulose. Chemical
Technology 10 (5), 315-319.

HUSSEIN, M.Z.B., RAHMAN, M.B.B.A., YAHAYA, A.H.J., HIN, T.Y.Y, AHMAD,
N. 2001, Oil palm trunk as a raw material for activated carbon production, Journal
of Porous Material, 8 (4), 327-334.

INDACOECHEA, 1., BOLADO, S., GARCI’'A-CUBERO, M.T., DIEZ, R., 2006,
Pretreatment processes of lignocellulosic material for bioethanol conversion:
Ozonolysis. 17th international congress of chemical and process engineering,
Chisa, Prague.

JEFFRIES, T.W., JIN, Y.S., 2000, Ethanol and thermotolerance in the bioconversion of
xylose by yeasts, Advances in Applied Microbiology, (47), 221-268.

JEOH, T. 1998, Steam explosion pretreatment of cotton gin waste for fuel ethanol
production, Master’s Thesis, Virginia Tech. University.

KARIMI, K., EMTIAZI, G., TAHERZADEH, M.J., 2006. Ethanol production from
dilute-acid pretreated rice straw by simultaneous saccharification and fermentation
with mucor indicus, Rhizopus oryzae, and Saccharomyces cerevisiae, Enzyme and
microbial technology, 40 (1), 138—144.

48



KATAHIRA, S., MIZUIKE, A., FUKUDA, H., KONDO, A., 2006, Ethanol
fermentation from lignocellulosic hydrolysate by a recombinant xylose- and
cellooligosaccharide-assimilating yeast strain, App/ Microbiol Biotechnol., (72),
1136-1143.

KIM, K.H., HONG, J., 2001, Supercritical CO, pretreatment of lignocellulose enhances
enzymatic cellulose hydrolysis, Bioresource Technol., 77 (2), 139—144.

KORMELINK, F.JM., VORAGEN, A.G. 1993, Degradation of different
[(glucurono)arabino]xylans by A combination of purified xylan-degrading
enzymes. Appl. Microbiol. Biotechnol., 38 (5), 688—695.

LADISCH, M. R. 1989, Biomass Handbook, Gordon and Breach Science Publishers,
New York, 434-451.

LEE, Y.J., 2005, Oxidation of sugarcane bagasse using a combination of hypochlorite
and peroxide, Master’s Thesis, Department of food science, Graduate Faculty of
the Louisiana State University and Agricultural and Mechanical College.

LI, Y., RUAN, R., CHEN, P.L., LIU, Z., PAN, X., LIN, X., 2004, Enzymatic hydrolysis
of corn stover pretreated by combined dilute alkaline treatment and
homogenization. Transactions of the ASAE, 47 (3), 821-825.

LINOJ KUMAR, N.V., DHAVALA, P., GOSWAMI, A., MAITHEL, S. 2006. Liquid
biofuels in South Asia: resources and technologies. Asian Biotechnology and
Development Review 8§ (2), 31-49.

MABEE, W.E., SADDLER, J.N., NIELSEN, C., NIELSEN, L.H., JENSEN, E.S. 2006,
Renewable-Based Fuels for Transport. In: Renewable Energy for Power and
Transport. Riso Energy Report 5, November, 47-50.

MABEE, W.E., GREGG, D.J., ARATO, C., BERLIN, A., BURA, R., GILKES, N.
2006, Updates on softwood-to-ethanol process development, Appl. Biochem.
Biotechnol., (129—-132), 55-70.

MADSON, P.W., LOCOCO, D.B. 2000, Recovery of volatile products from dilute
high-fouling process streams, Appl Biochem Biotechnol., (84-86), 1049—-1061.

MCMILLAN, J.D. 1993, Pretreatment of lignocellulosic biomass. in: HIMMEL, M.E.,
BAKER, J.O., OVEREND, R.P. (eds) Enzymatic conversion of biomass for fuel
production. American Chemical Society, Washington, D.C., 292-323.

MCMILLAN, J.D. 1997, Bioethanol production: status and prospects, Renew energy,
(10), 295-302.

MILLER, G.L., 1959. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing
sugar, Anal. Chem., (31), 426-428.

49



MILLET, M.A., BAKER, A.J., SCATTER, L.D., 1976, Physical and chemical
pretreatment for enhancing cellulose saccharification, Biotech. Bioeng. Symp. 6,
125-153.

MOHAGHEGHI, A., EVANS, K., CHOU, Y.C., ZHANG, M. 2002, Cofermentation of
glucose, xylose, and arabinose by genomic DNA-integrated xylose/arabinose
fermenting strain of zymomonas mobilis AX101, App! Biochem Biotechnol., (98—
100), 885-898.

MOSIER, N.S., LADISCH, C.M., LADISCH, M.R., 2002, Characterization of acid
catalytic domains for cellulose hydrolysis and glucose degradation, Biotechnology
bioengineering, 79 (6), 610-618.

MOSIER, N., WYMAN, C., DALE, B., ELANDER, R., HOLTZAPPLE, Y.Y.L.M.,
LADISCH, M., 2005, Features of promising technologies for pretreatment of
lignocellulosic biomass. Bioresource Technology, (96), 673—686.

MUSTAJOKI, S., LEPONIEMI, A., DAHL, O., 2010, Alkaline peroxide bleaching of
hot water treated wheat straw, Bioresources, 5 (2), 808-826.

NICHOLS, N.N., DIEN, B.S., BOTHAST, R.J. 2001, Use of catabolic repression
mutants for fermentation of sugar mixtures to ethanol, App! Microbiol Biotechnol.,
(56), 120-125.

NUTT, A., 2006, Hydrolytic and oxidative mechanisms involved in cellulose
degradation, Acta Universitatis Upsaliensis, Upsala, Digital Comprehensive
Summaries of Uppsala Dissertations from the Faculty of Science and Technology
185.

OYEKOLA, O0.0., 2004, The enzymology of sludge solubilisation under
biosulphidogenic conditions: isolation, characterisation and partial purification
of endoglucanases, Masters Thesis, Rhodes University.

PALMOWSKI, L., MULLER, J., 1999, Influence of the size reduction of organic waste
on their anaerobic digestion. In: Il International Symposium on Anaerobic
Digestion of Solid Waste. Barcelona, 137-144.

PAN, X., ARATO, C., GILKES, N., GREGG, D., MABEE, W., PYE, K.L., 2005,
Biorefining of softwoods wusing ethanol organosolv pulping: preliminary
evaluation of process streams for manufacture of fuel-grade ethanol and co-
products. Biotechnology and Bioengineering, 90 (4), 473-481.

PARAIJO,” J.C., VA'ZQUEZ, D., ALONSO, J.L., SANTOS, V., DOMINGUEZ, H.
1993, Prehydrolysis of eucalyptus wood with dilute sulphuric acid: operation at
atmospheric pressure, Holz als Roh- und Werkstoff, (51), 357-363.

PATEL, S.J., ONKARAPPA, R., KS, S. 2007, Fungal pretreatment studies on rice husk

and bagasse for ethanol production, Electronic Journal of Environmental, Agric.
Food Chem., 6 (4), 1921-1926.

50



PONGSAWATMANIT, R., TEMSIRIPONG, T., SUWONSICHON, T., 2007, Thermal
and rheological properties of tapioca starch and xyloglucan mixtures in the
presence of sucrose. Food Research International, 40 (2), 239-248.

RAHMAN, S.H.A., CHOUDHURY, J.P., AHMAD, A.L., KAMARUDDIN, A.H.,
2007, Optimization studies on acid hydrolysis of oil palm empty fruit bunch fiber
for production of xylose, Bioresource Technology, (98), 554-559.

RAO, R.S., JYOTHI, C.P., PRAKASHAM, R.S., SARMA, P.N., RAO, L.V., 2006,
Xylitol production from corn fiber and sugarcane bagasse hydrolysates by
Candida tropicalis. Bioresource Technol., 97 (15), 1974—1978.

RIVERS, D.B., EMERT, G.H., 1987, Lignocellulose pretreatment: a comparison of wet
and dry ball attrition, Biotechnol Lett., 9 (5), 365-368.

SAHA, B.C., BOTHAST, R.J., 1999, Pretreatment and enzymatic saccharification of
corn fiber. Applied Biochemistry and Biotechnology, 76 (2), 65-77.

SAHA, B.C., DIEN, B.S., BOTHAST, R.J., 1998, Fuel ethanol production from corn
fiber: current status and technical prospects. Appl. Biochem. Biotechnol. (70-72),
115-125

SAULNIER, L., THIBAULT, J.F. 1999, Ferulic acid and diferulic acids as Components
of sugar-beet pectins and maize bran heteroxylans. Journal of the Science of Food
and Agriculture, (79), 396-402.

SCHNEIDER, H., WANG, P.Y., CHAN, Y.K., MALESZKA, R. 1981, Conversion of
D-xylose into ethanol by the yeast Pachysolen tannophilus, Biotechnol Lett., (3),
89-92.

SILVERSTEIN, R.A. 2004, A4 comparison of chemical pretreatment methods for
converting cotton stalks to ethanol, Master’s Thesis (adv: R. Sharma), Biological
And Agricultural Engineering, North Carolina State University.

SILVERSTEIN, R.A., CHEN, Y., SHARMA-SHIVAPPA, R.R., BOYETTE, M.D.,
OSBORNE, J., 2007, A comparison of chemical pretreatment methods for

improving saccharification of cotton stalks, Bioresource Technol., 98 (16), 3000—
3011.

SIMPSON, A. J., KINGERY, W. L., HATCHER, P. G., 2003, Environmental Science
& Technology, (37), 337-342.

SLUITER, A., HAMES, B., RUIZ, R., SCARLATA, C., SLUITER, J., TEMPLETON,
D., CROCKER, D., 2008, Determination of structuiral carbonhydrates and lignin
in biomass, Technical report NRELL/TP-510-42618, National Renewable Energy
Laboratory, Golden, Colarado.

51



SUN, Y., 2002, Enzymatic hydrolysis of rye straw and bermudagrass for ethanol
production, PhD thesis, Biological And Agricultural Engineering, North Carolina
State University.

SUN, J. X., XU, F., SUN, X. F., XIAO, B., SUN, R. C., 2005, Polymer Degradation
Stability, (88), 521-531.

TEIXEIRA, L.C., LINDEN, J.C., SCHROEDER, H.A. 1999, Optimizing peracetic acid
pretreatment conditions for improved simultaneous saccharification and co-

fermentation (SSCF) of sugar cane bagasse to ethanol fuel, Renewable Energy,16
(1-4) 1070-1073.

TORGET, R., HATZIS, C., HAYWARD, T.K., HSU, T.A., PHILIPPIDIS, G.P., 1996,
Optimization of reverse-flow, two-temperature, dilute-acid pretreatment to
enhance biomass conversion to ethanol, Applied Biochemistry and Biotechnology,
(58), 85-101.

TUCKER, M.P., KIM, K.H.,, NEWMAN, M.M., NGUYEN, Q.A., 2003, Effects of
temperature and moisture on dilute-acid steam explosion pretreatment of corn
stover and cellulase enzyme digestibility, Appl. Biochem. Biotechnol., (105), 165—
178.

VAITHANOMSAT, P. SINSUPHA  CHUICHULCHERM, WARAPORN
APIWATANAPIWAT, 2009, Bioethanol production from enzymatically
saccharified sunflower stalks using steam explosion as pretreatment, World
academy of Science, Engineering and technology, (49), 140-143.

VARGA, E., SCENGYEL, Z., RECAEY, K., 2002, Chemical pretreatments of corn
stover for enhancing enzymatic digestibility, Appl. Biochem. Biotechnol., 98—100,
73-87.

WANG, P.Y., SHOPSIS, C., SCHNEIDER, H. 1980, Fermentation of a pentose by
yeasts, Biochem Biophys Res Commun., (94), 248-254.

WYMAN, C.E., 1999, Biomass ethanol: technical progress, opportunities, and
commercial challenges, Annu. Rev. Energy Environ., (24), 189-226.

XIANG, Q., LEE, Y.Y., PETTERSSON, P.O., TORGET, R.W., 2003, Heterogeneous
aspects of acid hydrolysis of a-cellulose, Appl. Biochem. Biotechnol., (105-108),
505-514.

YAMAN, S. 2004, Pyrolysis of biomass to produce fuels and chemical feedstocks,
Energy conversion and management, (45), 651-671.

YOOSIN, S., SORAPIPATANA, C. 2007, A study of ethanol production cost for
gasoline substitution in thailand and its competitiveness. thammasat /nt. J. Sc.
Technol., 12 (1), 69-80.

52



ZHANG, Y.H.P., LYND, L.R., 2004, Toward an aggregated understanding of
enzymatic hydrolysis of cellulose: noncomplexed cellulase systems,
Biotechnology Bioengineering, 88 (7), 797-824.

ZHANG, Y.H.P., HIMMEL, M.E., MIELENZ, J.R., 2006, Outlook for cellulase
improvement: screening and selection strategies, Biotechnology Advances, (24),
452-48]1.

ZHANG, L., WANG, T., JIAO, S., HAO, C., MAO, Z., 2008, Effect of steam explosion
on biodegradation of lignin in wheat straw, 2007, Bioresource and tecnology, 99
(17), 8512-8515.

ZARZYYCKI, A., POLSKA, W. 2007. Bioethanol production from sugar beet-
European and polish perspective. In: The first TOSSIE Workshop on technology
improvement opportunities in The FEuropean sugar industry, January 25—
26" Ferrara, Italy.

ZHENG, Y., ZHONGLI, P., ZHANG, R., 2009, Overview of biomass pretreatment for
cellulosic ethanol production, /nt J Agric & Biol Eng, 2 (3), 51-68.

ZERBE, J.I. 1982. Energy properties of wood. in: Fuelwood management and
utilization seminar: Proceedings. East Lansing, MI; 6-13, USA.

53



EKLER

EK 1

Cizelge Ek 1: Siire, islem ve kimyasal muamele faktorleri ve bunlarin karsilikli etkilesiminin

glikoz iceriginde meydana gelen degisimlere iligkin varyans analizi

Varyasyon kayna@ Kareler Serbestli‘k Kareler F degeri Onem diizeyi
toplam derecesi ortalamasi (p)
Islem 5.76 1 5.76 2.534 0.124
Siire 3.300 1 3.300 1.452 0.240
Kimyasal 111.432 2 55.716 24.513 0.000
Islem * siire 1.013 1 1.013 0.446 0.511
Islem * kimyasal 17.743 2 8.871 3.903 0.034
Siire * kimyasal 10.167 2 5.083 2.236 0.129
Islem * siire * kimyasal 5.716 2 2.858 1.257 0.302

EK 2

Cizelge Ek 2: Siire, islem ve kimyasal muamele faktorleri ve bunlarin karsilikli etkilesiminin

ksiloz igeriginde meydana gelen degisimlere iligkin varyans analizi

Kareler

Serbestlik

Kareler

Onem diizeyi

Varyasyon kaynag: toplanm derecesi ortalamasi F degeri p)
Islem 93.767 1 93.767 152.673 0.000
Siire 2.007 1 2.007 3.268 0.083
Kimyasal 40.744 2 20.372 33.170 0.000
Islem * siire 2.614 1 2.614 4.256 0.050
Islem * kimyasal 1.037 2 0.519 0.844 0.442
Siire * kimyasal 1.427 2 0.714 1.162 0.330
Islem * siire * kimyasal 3.774 2 1.887 3.072 0.065
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EK 3

Cizelge Ek 3: Siire, islem ve kimyasal muamele faktorleri ve bunlarin karsilikli etkilesiminin
lignin i¢eriginde meydana gelen degisimlere iligskin varyans analizi

Varyasyon kayna@ Kareler Serbestli‘k Kareler F degeri Onem diizeyi
toplanm derecesi ortalamasi p)
Islem 369.280 1 369.280 1821.108 0.000
Siire 21.314 1 21.314 105.108 0.000
Kimyasal 388.027 2 194.014 956.779 0.000
Islem * siire 0.267 1 0.267 1.316 0.263
Islem * kimyasal 42.821 2 21.410 105.585 0.000
Siire * kimyasal 2.737 2 1.369 6.749 0.005
Islem * siire * kimyasal 12.044 2 6.022 29.697 0.000

EK 4

Cizelge Ek 4: Islem ve siire faktorleri ve bunlarm karsilikli etkilesiminin enzimatik hidroliz
sonucundaki glikoz igerigi igeriginde meydana gelen degisimlere iliskin varyans analizi

Varyasyon kayna@ Kareler Serbestli‘k Kareler F degeri Onem diizeyi
toplam derecesi ortalamasi (p)
Islem 409.664 7 58.523 156.742 0.000
Siire 12268.852 4 3067.213 8214.832 0.000
Islem * siire 643.910 28 22.997 61.592 0.000
EK 5

Cizelge Ek 5: Glikoz igerigindeki degisimlere iliskin varyans analizi (ANOVA)

Varyasyon kayna@ Kareler Serbestli‘k Kareler F degeri Onem diizeyi
toplanm derecesi ortalamasi (P)
Gruplar arasi 213.260 13 16.405 7.715 0.000
Gruplar igi 59.540 28 2.126
Toplam 272.800 41

55




EK 6

Cizelge Ek 6: Ksiloz i¢erigindeki degisimlere iligkin varyans analizi (ANOVA)

Varyasyon kayna@ Kareler Serbestli‘k Kareler F degeri Onem diizeyi
toplamm derecesi ortalamasi (P)
Gruplar arasi 158.464 13 12.190 18.685 0.000
Gruplar igi 18.267 28 0.652
Toplam 176.731 41
EK 7

Cizelge Ek 7: Lignin igerigindeki degisimlere iligskin varyans analizi (ANOVA)

Varyasyon kayna@ Kareler Serbestli'k Kareler F degeri Onem diizeyi
toplamm derecesi ortalamasi (P)
Gruplar arasi 857.037 13 67.311 373.454 0.000
Gruplar i¢i 5.047 28 0.180
Toplam 880.084 41
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