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OZET

Bu ¢alismada, iiziim posasindan farkli maya suslar1 (Saccharomyces cerevisiae NRRL
Y-12632 susu ve Saccharomyces cerevisiae) kullanilarak kesikli sistemle biyoetanol
tiretimi  incelenmistir. Deneysel c¢alismalar, i{iziim atiklarinin  bazi1  &zelliklerinin
belirlenmesi, iizim posasinin hidrolizi ile indirgen seker igerigi yiiksek hidrolizat eldesi ve
fermantasyonla biyoetanol iiretimi olmak iizere ii¢ asamada gerceklestirilmistir. Uziim
posasinin yaklasik olarak % 46 oraninda holoseliilloz (selillozt+hemiseliiloz) icerdigi
belirlenmistir.

Hidroliz yontemi olarak lignoseliilozik materyallerde yaygin olan asidik hidroliz
metodu kullanilmistir. Asidik hidroliz kat1 konsantrasyonu, asit konsantrasyonu, sicaklik
ve slire parametrelerinden olusan bagimsiz degiskenler i¢in merkezi kompozit dizayn
(MKD) ile optimizasyon yapilmistir. Cevap degiskeni ise indirgen seker
konsantrasyonudur. Cevap yiizey metodu (RSM) deneyleri ¢aligma hacmi 50 ml olan 250
ml’lik erlenlerde gergeklestirildi. Optimizasyon deneyleri sonucunda {izim posasinin
asidik hidrolizi i¢in elde optimum sartlar sicaklik 92,5 °C, siire 45,35 dk., kati
konsantrasyonu 80,9 g/L ve asit konsantrasyonu % 1,26 (v/v) olarak belirlenmistir. Bu
sartlarda tiretilen indirgen seker konsantrasyonu ise 36,07 g/L’dir.

Fermantasyon galismalar1 250 ml’lik erlenlerde 50 ml ¢alisma hacminde, oksijensiz
sartlarda, 30 °C’de, 150 rpm karistirma hizinda ve kesikli olarak yiiriitiilmiistiir. Calisilan
her iki maya tiriiniin ¢ogaltim islemleri yeast-peptone-dextrose (YPD) besi yerinde
gerceklestirilmistir. Fermantasyon deneyleri toplam 72 saat siireyle yiiriitiilmiis ve belirli
zaman araliklarinda ortamdan 6rnekler alinarak seker ve alkol analizleri yapilmistir. Seker
konsantrasyonlar1 dinitro salisilik asit (DNS) yontemiyle, alkol konsantrasyonlar ise gaz
kromatografisi (GC) ile olgiilmiistiir. Uziim posasindan Saccharomyces cerevisiae ile
gerceklestirilen fermantasyon sonucunda tipik teorik verim degerleri bulunmus olup en
yiiksek teorik verim degerinin % 69 oldugu belirlenmistir. Saccharomyces cerevisiae
NRRL Y-12632 ile fermantasyonla biyoetanol {iretimi ¢aligmalarindan ise % 87’lik gibi
yiikksek bir oranda teorik verim degerine ulagilmistir. Bu sonug ile Saccharomyces
cerevisiae NRRL Y-12632’nin {iziim posasinin asidik hidrolizi sonucu iiretilen hidrolizat
ortamindaki inhibe edici maddelere daha dayanikli oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Biyoetanol, fermantasyon, iizim posasi, S. cerevisiae, S.
cerevisiae NRRL Y-12632, Optimizasyon.
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SUMMARY

Investigation of Bioethanol Production From Grape Pomace

In this study, bioethanol production from grape pomace has been studied by different
yeast strains (Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 and Saccharomyces cerevisiae) in
a batch system. The experimental studies consisted of three main stages: determination of
some properties of grape pomace used, obtaining of hydrolysate with high reduced sugar
by hydrolysis of grape pomace, and bioethanol production by fermentation. It has been
determined that the grape pomace studied contains approximately 46 % holocellulose
(cellulose+hemicellulose).

Acidic hydrolysis method which is common for hydrolysis of lignocellulosic materials
has been used. The hydrolysis conditions have been optimized by central composite design
(CCD). Independent variables were solid (grape pomace) concentration, acid
concentration, temperature, and hydrolysis time. Response variable was also reduced sugar
concentration. Response surface method (RSM) experiments have been carried out in 250
ml volume of flasks with 50 ml working volume. The optimum conditions obtained from
results of hydrolysis experiments of grape pomace have been determined temperature of
92,5 °C, solid concentration of 80,9 g/L, acid concentration 1,25 % (v/v), and time of
45,35 minutes. In these conditions, reduced sugar concentration obtained was 36,07 g/L.

Fermentation studies have been performed in 250 ml volume of flasks with 50 mi
working volume, under oxygen free media, at the temperature of 30 °C, 150 rpm, and in a
batch rector. Both yeast strains studied have been grown in yeast-peptone-dextrose (YPD)
nutrition media. The fermentation experiments carried out during the 72 h and the samples
for sugar and alcohol analyses have been taken at specific time interval. Sugar and alcohol
concentrations have been measured by dinitro salicylic acid (DNS) and gas
chromatography (GC) technique, respectively. In the result of the fermentation carried out
by Saccharomyces cerevisiae, typical theoretical yield values have been determined. The
heights value of bioethanol yield obtained from grape pomace by Saccharomyces
cerevisiae is 69 %. The value of bioethanol yield obtained from grape pomace with
Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 is also 87 %. This result shows that
Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 is more resistant to the inhibitory agents in the
hydrolysate medium obtained from grape pomace by acidic hydrolysis method.

Keywords: Bioethanol, Fermentation, Grape pomace, S. cerevisiae, S. cerevisiae
NRRL Y-12632, Optimization.
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1. GIRIS

Enerji, insanligin en 6nemli gereksinimlerinden biridir. Diinyada en ¢ok kullanilan
enerji kaynag1 fosil yakitlardir. Fosil yakitlar geleneksel enerji kaynaklaridir ve diinya
niifusunun artmasina bagl olarak her gecen giin rezerv azalmasi1 meydana gelmektedir.
Bunun yaninda, fosil yakitlar kiiresel 1sinma basta olmak iizere bir¢ok ¢evre sorununa yol
acmaktadir. Geleneksel yakit kaynaklarinin gerek tiilkenmesi ve gerekse cevre sorunlari
olusturmasi alternatif enerji kaynak arayislarin1 zorunlu hale getirmistir. Bu tiir alternatif
enerji kaynaklar1 arasinda yenilenebilir enerji kaynaklar1 {izerine ¢aligmalarin
gerceklestirildigi en énemli enerji kaynaklarinin basinda gelmektedir. Yenilenebilir enerji
kaynaklar1 arayisi, cagdas toplumlarda hem siirdiiriilebilir kalkinma hem de cevresel
agilardan son derece 6nemlidir.

Yenilenebilir enerji kaynaklar1 gilines, riizgar, hidroelektrik, jeotermal ve biyokiitle,
hidrojen, gelgit gibi kaynaklar olarak siniflandirilabilir. Biyoyakaitlar, biyokiitleden iiretilen
ve geleneksel fosil yakitlara gore alternatif olabilecek yenilenebilir enerji tiirlerinden
onemli bir enerji kaynagidir. En yaygin yenilenebilir enerji kaynagi olarak kullanilan
biyoyakitlardan biri biyoetanoldiir. Ham petrol tiiketiminin ve ¢evre kirliliginin azalmasina
onemli 6l¢ilide katkida bulundugu icin diinya genelinde en ¢ok kullanilan biyoyakit olarak
tanimlanir. ABD ve Brezilya basta olmak iizere birgok iilkede yiiksek miktarlarda
biyoetanol {iiretilmektedir. Biyoetanoliin yakit olarak kullanilmasi ile enerji kaynaklarinda
cesitliligin ve enerji ihtiyacinin saglanmasi, diger enerjilere oranla sera etkisi yapan gaz
emisyon degerlerinin diisiiriilerek ¢evreye verilen zararin azaltilmasi, tarimsal agidan bir
pazar ve is giicii olusturulmasi gibi avantajlar saglamaktadir. Sahip oldugu bir¢ok avantajla
biyoetanol son yillarda iizerine olan yogun ilgi ile bir¢ok ¢alismaya konu olmustur.
Biyoetanol genelde seker, nisasta ve lignoseliilozik esasli kaynaklarin bir dizi on islemi
takip eden fermantasyon prosesleri sonucu iiretilmektedir.

Seker ve nisasta iceren kaynaklarin ¢ogunun dogrudan gida maddesi olarak
kullanmilmast  bu  tiir  hammaddelerin  biyoetanol  iiretiminde  kullanilmasim
sinirlandirmaktadir. Lignoseliillozik materyaller bircok endiistrinin atig1 olmasi sebebiyle
hammadde olarak bolca bulunma 6zelligine sahiptir. Biyoetanol iiretiminde lignoseliilozik

biyokiitlenin kullanimi1 seker ve nisasta esasli hammaddelere gore daha avantajhdir.



Tarimsal {irlinlerin iglenmesi sonucu olusan birgok fabrika artik ya da atifi
lignoseliilozik biyokiitle olarak biyoetanol iiretiminde hammadde olarak kullanilabilir. Bu
amagla degerlendirilebilecek tarimsal sanayi iiriinlerinden birisi de iiziimdiir. Uziim (Vitis
vinifera ) diinyada ve iilkemizde genis alanlarda yetistiriciligi yapilan en degerli geleneksel
meyvelerden biridir. Uziim direkt sofralik olarak tiiketildigi gibi, sarap basta olmak iizere
bircok endiistriyel isletmenin de hammaddesidir. Uziim atiklarinin biyoetanol iiretiminde
degerlendirilmesi siranin uzaklastirilarak geriye kalan posanin islenmesi seklindedir. Uziim
salkimlarinin sap1, tiziim tanelerinin kabuk kisimlar1 ve ¢ekirdek kismindan olusan ve bir
lignoseliilozik materyal olarak disiiniilen iiziim posasit diger birgok lignoseliilozik
hammaddelere gore yiiksek oranda seker icermektedir.

Bu tez ¢alismasinda, iilkemizde iiretim ve tiiketimi oldukca yiiksek olan iiziim meyvesi
atig1 olan {iziim posasinin biyoetanol iiretiminde substrat kaynagi olarak kullanilabilirligi

arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Enerji

Insanlik diinyada farkli tiirden enerji kaynaklarindan yararlanmaktadir. Enerji bir
formdan baska bir forma doniistiiriilebilir ve bu doniisiim genellikle 1sitma, sogutma ve
hareket etme seklinde degerlendirilebilir. Yeryiiziinde yasayan herhangi biri hayatta
kalabilmek i¢in enerjiye ihtiyag duymaktadir. Enerji insanlarin biiyiime ve gelismede
ihtiya¢ duyduklart en 6nemli gereksinimlerden biridir. 20. ylizyilda enerji tiiketimi yaklasik
13 kat artmis, ancak bu artig niifus artisindan daha hizl olmustur (Karagol vd., 2007).

Diinyada kiiresel ya da bolgesel dlcekte yasanan enerji krizleri, bir iiretim araci olarak
enerjinin 6neminin gostergelerinden biridir. Ekonomik gelismede en stratejik Olciilebilir
parametredir. Enerji tiketimi ve ilkelerin enerji bagimliligi her gegen giin artmaktadir
(Karagdl vd., 2007). Ornegin, 1970'teki kiiresel ekonomik kriz ve petrol maliyetlerinin
artmas1 gelismekte olan {ilkelerin ekonomik ac¢idan biiylimesini olumsuz yonde
etkilemistir. Bu durum, ekonomiyi gii¢clendirme ve enerji tiiketimi arasindaki iligkiyi analiz
etmek icin yapilan ¢alismalarin baslatilmasinda etkili olmustur (Aydin, 2010). Yapilan bu
caligmalar, gelismis tlkelerin kalkinabilmelerinin enerji kaynagi kullanma konusundaki
deneyimleri sayesinde oldugunu gostermistir (Ilginoglu, 1991).

Gayri Safi Milli Hasila (GSMH) artis oranmin yiikseltilmesi, enerji tliketimini
artirmaktadir. Enerji tiiketimi, enerji maliyeti ile iligkidir. Ayn1 zamanda iilke ekonomisi,
niifus yogunlugu, kirsal alan niifus miktar1 ve iklim kosullar1 gibi faktorler de enerji
tilketimini etkilemektedir. Ancak enerji tiiketimini belirleyen temel faktor, niifusun gelir
diizeyidir (Aydin, 2010). Gelir diizeyinin iyilestirilmesi, niifus talebini, {iretimi ve
kullanim1 arttirmaktadir. (Aydin, 2010).

Enerji, yapisindaki farkliliklara gore siniflandirilabilmektedir. Bu siiflandirmaya
dahil olan birincil enerji kaynaklar1 dogrudan dogal kaynaklardan elde edilir. Herhangi bir
islem gerektirmeden dogrudan kullanilabilen bu enerji kaynaklari, ikincil enerji formuna
da doniistiriilebilmektedir. Birincil enerji kaynaklar: geleneksel ve yenilenebilir kaynaklar
olarak iki sinifa ayrilir. Geleneksel kaynaklarin petrol, komiir ve niikleer enerji gibi sinirl
rezervleri mevcuttur. Geleneksel enerji kaynaklarinin tersine, yenilenebilir kaynaklarin

smirl rezervleri yoktur ve her defasinda yenilenebilme &zelligine sahiptirler. Ikincil enerji



kaynaklart ise primer enerji kaynaklarinin fiziksel doniisiimiinden elde edilir (Giilay,
2008).

2.2. Yenilenebilir Enerji

Gelisen teknoloji canli yasamini ve c¢evreyi tehdit eden bazi olumsuz etkileri de
beraberinde getirmektedir. Diinyada artan insan niifusu enerji gereksinimini artirmakta, bu
da yeni enerji kaynagi arayislarini zorunlu kilmaktadir. Enerji kaynaklar1 yenilenebilir ve
geleneksel kaynaklar olarak adlandirilan iki kisimda incelenebilir. Geleneksel kaynaklar
bir kez kullanilabilen kaynaklardir. Bu kaynaklarin maliyeti ve diinyadaki rezervlerinin
tikenme riskinin yaninda ¢evreye olumsuz etkilerinden dolayi, farkli enerji kaynaklari
aramak zorunlu hale gelmistir. Ornegin kiiresel 1smmma g¢evre sorunlarindan biridir.
Giinlimiizde karsilagilan ¢evre sorunlarina ¢oziim iiretmek ve siirdiiriilebilir kalkinma igin
uzun vadeli potansiyel eylemler gerekmektedir. Bu baglamda, yenilenebilir enerji
kaynaklar1 en etkili ¢ozlimlerin basinda gelmektedir. Yenilenebilir kaynaklar art arda
kullanilabilen kaynaklardir. Bu kaynaklar sinirsiz, temiz, pratik, ekonomik ve cevre
dostudur (Zeray, 2010).

Geleneksel enerji  kaynaklarindan kaynaklanan ¢evresel sorunlar ve petrol
fiyatlarindaki artisa bagh olarak, yenilenebilir kaynaklara olan ilgi 6nemli 6l¢iide artmis ve
arastirmacilar bu konu iizerine ¢aligmalar gerceklestirmislerdir. Yenilenebilir enerji, giines
15181, riizgar, hidroelektrik, yagmur, gelgitler ve jeotermal 1s1 gibi yenilenebilir dogal
kaynaklardan gelen enerjidir. Yenilenebilir kaynaklar (modern biyokiitle, riizgar, giines,
jeotermal ve biyoyakitlar) %3'liik bir oran olusturup cok hizli biiyiimektedir (REN2I,
2011). Sekil 2.1 2016 yili sonunda enerji kaynaklarina gére enerji tiikketimlerini ve Sekil
2.2 ise yenilenebilir kaynaklara gore enerji tiiketimleri oranini gostermektedir (IEA 2016).

Yenilenebilir enerjiler, elde edilen yeni enerjinin kaynagina gore su sekilde
siniflandirilabilir:  Biyokiitle enerjisi, glines enerjisi, riizgar enerjisi, jeotermal enerji ve

hidroelektrik enerjisidir.
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Sekil 2.1: 2016 yilinda enerji kaynaklarinin dagilim oranlari (IEA, 2016).
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Sekil 2.2: Yenilenebilir kaynaklara gore enerji tiikketimleri oran1 (IEA, 2016).

2.2.1. Yenilenebilir Enerji Kaynaklarimin Olusumu

Hicbir insanin katkisi olmadan gergeklesen ve her gecen giin yenilenebilen enerji
kaynaklari olarak adlandirdigimiz yenilenebilir kaynaklar dogal gevre iizerinde temiz ve
ekonomik bir kaynak olmaya devam etmektedir. Kisacasi, yenilenebilir enerji kaynaklar
yenilenerek, diinyada varligini siirdiirebilirken, tiikenmez kaynaklar olarak tanimlanabilir.

Insanlar, bitkiler ve hayvanlar varliklarini siirdiirebilmek igin ihtiyac duydugu

enerjinin tamamini glines tarafindan alirlar. Giines, biyokiitlelerde fotosentez yardimi ile



kimyasal enerji olarak bir enerji parcasi depolar. Giines, soguk olan birgok varligi 1sitir, bu
da hava hareketine neden olur ve boylece giines enerjisi riizgar enerjisi olarak bilinen hava
hareketiyle Kinetik enerjiye doniisiir. Riizgar enerjisi; hareket halindeki havanin enerjisini
temsil eder. Riizgar enerjisi giines enerjisinin sadece %1'ini kullanir.  Kullanilan
teknolojiye bagli olarak oOniimiizdeki yillarda riizgar giiciinin daha da artmasi
beklenmektedir (Giilay, 2008).

Yeraltt kaynaklar1 olarak ifade edilen jeotermal kaynaklar, yer kabugunun
derinliklerindeki 1s1 enerjisinden ve ¢esitli kimyasallar igeren sicak su, buhar ve gazlardan
olugsmaktadir. Jeotermal enerji olarak tanimlanan bu kaynaklardan dogrudan veya dolayli
olarak yararlanilmasi sz konusu olabilmektedir. Fosil yakitlara kiyasla daha az hava
kirliligine yol actig1 icin ¢evre dostu bir enerji kaynagidir. Elektrik enerjisi liretimi ve
enerji temini, dogrudan 1sitma uygulamalar1 i¢in jeotermal kaynaklarin kullanilmasiyla
saglanmaktadir. Ayrica binalarda jeotermal 1s1 pompalarinin kullanimi ile endiistriyel
elektrik ve dogal gaz tasarrufu saglanmaktadir. Diinyanin enerji ihtiyacinin biiyiik bir
kismin karsilayabilmek i¢in diinyanin kabugunda yeterli miktarda 1sinin varligi mevcuttur
(Erdogan, 2014).

Biyoyakitlardan biyoetanol, biyodizel ve biyogazin kullanimi hizla artmaya
baslamistir. Fosil yakitlarin yerine kullanilabilmesi, ekonomik olmasi ve g¢evre lizerinde
olumsuz etkilerinin neredeyse olmamasi bu artisin en énemli sebeplerindendir. Biyoetanol
dogrudan benzin ile karistirilabilmektedir. Biyoetanoliin iiretilebilecegi baslica iiriinler

icerisinde bugday, seker pancari ve misir gibi tiriinler bulunmaktadir (Bulut, 2006).

2.3. Biyoyakitlar ve Tarihcesi

Biyoyakatlar, cesitli biyokimyasal veya termokimyasal doniisiim siirecini tamamlamis
olan tarimsal triinler ile ¢esitli tiirden organik atiklardan elde edilen kati sivi ve gaz
halindeki tirtinlerin genel adidir. Biyoyakitlarin bir bagka tanimi ise, hacminin en az % 80'i,
canli organizmalardan elde edilmis olan bir yakit olmasidir. Genel olarak, biyoyakitlar
biyokiitle enerjisidir. Biyoyakitlar, petrol, komiir veya niikleer yakit gibi dogal yakitlardan
farkli olarak yenilenebilir enerji kaynaklarindan olusmaktadir. Biyoyakitlarin kullanimu,
insanlik tarihinin en eski donemlerine kadar uzanir. Insanlar, tarihin bircok déneminde
odun ve odun pargalarini 1sitma ve pisirme amagli biyoyakit olarak kullanmiglardir. 20.

yizylla yakin donemde komiiriin yayginlasmas: nedeniyle, odunun pisirme ve isitma



amaciyla kullanim1 azaltilmigtir. Ayni sekilde, yakin zamana kadar, gilibre yakilarak
biyoyakit olarak kullanilmaktadir. Sivi biyoyakitlar ilk defa Misirlilar tarafindan
kullanilmistir. Misirhilar, aydinlatma yakiti olarak lambalar i¢in kastor tohumu yagi
kullanmustir. Bir diger sivi biyoyakit olan biyodizel 1893'lerde iiretilmistir (Adigiizel,
2011). Biyoetanol de siv1 biyoyakitlardan olup 1930'lardan beri Brezilya'da iiretilmektedir.
Gaz biyoyakitlara biyohidrojen, biyogaz ve sentez gazi drnek verilebilir. Biyoyakitlarin

tiirtine gore simiflandirmasi Sekil 2.3’de gosterilmistir.

Biyoyakitlar
[ I
Kat1 Biyoyakitlar S1vi Biyoyakitlar Gaz Biyoyakaitlar
Odun komiirii Biyodizel Biyohidrojen
Biyopelet Biyoetanol Biyogaz
Blyobrlket Bitkisel yag

Sekil 2.3: Biyoyakitlari tiiriine gore siniflandirma

2.4. Biyoetanol

Biyoetanol, karbonhidrat esasli kaynaklardan fermantasyonla iiretilebilen, fosil
yakitlara en umut verici alternatiflerden biridir (RFA,2016).

Biyoetanol benzinle karsilastirildiginda; Biyoetanol daha yiiksek oktan sayisina, daha
yiiksek yanma hizina, daha diisiik buharlagma sicakligina sahiptir. Bu nedenle biyoetanol
motorlarda yakit olarak kullanilabilir. Bununla birlikte, biyoetanol yapisi nedeniyle, ayni
zamanda, benzinden daha diisiikk bir enerji yogunluguna sahiptir. Biyoetanoliin enerji
yogunlugu, benzinden %33 daha disiiktiir. Ayrica, yiiksek korozyon olasiligi, diisiik
yanma liiminesans1 ve su ile kolayca azeotropik bir karigim olusturma egilimi biyoetanoliin
dezavantajlar1 arasindadir (Acaroglu, 2013). Biyoetanol, ara¢ motorunda yaklasik % 35
oksijen igerigiyle daha verimli yanma saglar. Bu daha verimli yanmanin sonucu olarak
NOx, hidrokarbonlar ve partikiil emisyon degerlerinin azaldigi gozlenmektedir. COz,
bitkiler tarafindan fotosentez reaksiyonlarinda kullanilir. Boylece, atmosferdeki net CO2

miktarinda artig goriilmez (Cardona ve Sanchez, 2007).



Karbonhidrat kaynag: olarak lignoseliilozik biyokiitle kullanarak iiretilen biyoetanol
(bu tiir tiretim ikinci nesil biyoetanol iiretimi olarak da adlandirilir), sera gazi emisyonunu
en az % 60 oraninda azaltabilir. Lignoseliilozik biyokiitlenin biyoetanol'e biyokimyasal
doniisimii ¢ok adimli bir islemdir (Ladisch vd., 2010). Biyoetanol olusumu asamalari
sunlardir:

Biyokiitle hazirlanmasi: Hasat sonras1 biyokiitle toplanir, y1l boyunca siirekli olarak
kullanilacak sekilde depolanir. Genellikle bu asamada, 6giitme yoluyla biyokiitle tane
boyutu azaltilir ve daha sonra kurutulur.

On islem: Seliiloz ve hemiseliilozu fermente edilebilir sekerlere doniistiirebilmek icin
hammaddenin kristal yapisi zayiflatilir. Yiiksek basing, sicaklik ve bazi yontemlerde asit
veya baz ile birlikte uygulama yapilir.

Hidroliz: On islemler ile kristalligi ve lignin miktar1 azaltilan malzemeye hidroliz
islemi uygulanir. Bu islemde var olan karbonhidrat yapisina 1 molekiil su eklenerek
lignoseliilozik malzeme pargalanir ve basit sekerlere ayrisir.

Fermentasyon: Hidrolizata mikroorganizmalar eklenir ve mikroorganizmalar
metabolizmasinda ©On islem ve hidrolizle elde edilen sekerleri tiiketir; etanol bu
mekanizmanin bir yan tiriiniidiir.

Eteranol ayrinmn ve geri kazammmi: Fermantasyon ile iretilen etanoliin geri
kazanilmasi igin rektifikasyon islemi kullanilmasi yaygin bir uygulamadir. Biyoetanoliin

bazi fiziksel, kimyasal ve termal 6zellikleri sirasiyla Tablo 2.1, 2.2 ve 2.3’de verilmistir

Tablo 2.1: Biyoetanoliin fiziksel 6zellikleri (Acaroglu vd., 2004)

Ozgiil Agirhik (20°C) 0,79 kg/dm3
Buhar Basinci (38°C) 50 mmHg
Kaynama Noktasi 78,5°C
Dielektrik Katsayisi 24,3

Suda Coziinme Sonsuz




Tablo 2.2: Biyoetanoliin kimyasal 6zellikleri (Acaroglu vd., 2004)

Formiil C,HsOH
Molekiiler Agirlik 46,1
Karbon %52,1
Hidrojen %13,1
Oksijen %34,8
C/H Orani 4
Stokiyometrik Hava/Etanol 9,0

Tablo 2.3: Biyoetanoliin termal 6zellikleri(Acaroglu vd., 2004)

Alt Isil Degeri (kl/kg) 26.784
Kendi Kendine Tutusma Sicakligi (°C) 35
Ozgiil Is1 (k1/kg°C) 2,5
Donma Noktasi (°C) -115

Biyoetanol iiretim agamasinda yakittan enerji saglanirken ayn1 zamanda da, yan iiriin
olarak “damitilmis yem taneleri” (DDGS) ad1 verilen ve protein agisindan oldukga zengin,
hayvan yemi olarak kullanilabilen bir {iriin elde edilir (Lurgi, 2009). Biyoetanoliin
avantajlari asagidaki sekilde dzetlenebilir:

e Biyoetanol, benzin igin yenilenebilir bir alternatiftir ve benzinle her oranda

karisabilir.

e Biyoetanol sera gazi emisyonunu azaltir.

e Biyoetanol tarimsal hammaddeler yoluyla kirsal kalkinma saglar. Cevre kirliligini

azaltir.

¢ Ozonun tiikenmesine neden olan hidrokarbon emisyonunu azaltir.

e Kanserojen olan benzen ve biitadien gibi kirleticileri igermez.

¢ Kiikiirt emisyonuna neden olmaz (Gtilay, 2008).



2.4.1. Biyoetanoliin Tarihi ve Giiniimiizdeki Yeri

Biyoetanol terimi, kimyasal yontemlerden farkli olarak, biyolojik yontemlerle
biyokiitleden tiretilen etil alkol anlamina gelmektedir. Biyoetanoliin yakit olarak yaygin bir
sekilde kullanimi 20. yiizyilda artmistir. Ancak, motorlarda etanoliin ilk kullanimi, modern
dort silindirli igten yanmali motorun bulundugu ilk tarihlere dayanmaktadir. (Giiner, 2016).

Ikinci Diinya Savas1 sirasinda, Japonlar yakit ihtiyaglarim1 karsilamak igin savas
ucaklarinda biyoetanol ve benzin karigimi kullanmiglardir. 1937-1944 yillar1 arasinda
biyoetanol iiretiminin yilda yaklagik 170 milyon litre oldugu bildirilmistir. O tarihlerde,
yakit olarak etanoliin kullanimi yayginlagmis ve biyoetanol iiretiminin siv1 yakitlar igindeki
payt % 26,7' ye yiikselmistir. Bununla birlikte, II. Diinya Savasi'ndan sonra biyoetanol
tiretiminin artmasi petrol fiyatlarinda diisiise neden olmustur (Kouzumi, 2011).

1973-1979 yillar1 arasinda yasanan ciddi petrol krizi ve dolayisiyla benzinin birim
fiyatindaki artis nedeniyle, yakit olarak biyoetanol kullanilmasi giindeme gelmistir.
Gilinlimiizde halen Oncii olan Brezilya ve Amerika, 1975 ve 1978' de "Proalcool" adli
programla etanol iiretim endiistrisini gelistirerek seri etanol iiretimine ge¢mislerdir
(Solomon vd., 2007).

II. Diinya Savasi sirasinda, savas kosullari ekonomileri ve oncelikleri degistirmeye
basladikca lignoseliilozik kaynaklar1 kullanarak Almanya, Rusya, Cin, Kore, Isvigre ve
ABD gibi bazi iilkelerde etanol iiretim tesisleri insa edilmistir. Bu tesislerde firetilen
etanoliin diger iilkelere yakit olarak satilmasi ve bu sekilde yakit ihtiyacinin kargilanmasi
amaglanmaktadir. Lignoseliilozik etanol fiiretimi sentetik etanol iiretim tesislerinin
kapanmasina neden olmustur (Lin ve Tanaka, 2006). Nisan 2004'te Kanada'da ilk
lignoseliilozik hammaddeyi kullanan 6rnek bir iiretim tesisi kurulmustur (Tampier vd.
2004) . 2006 yilinda Brezilya, yilda 15 milyon litre saf biyoetanol iiretmek i¢in 300'den
fazla biyoetanol {iretim tesisi kurmustur. Amerika'da, ayni yillarda 80'den fazla kurulusta
10 milyar litre biyoetanol iiretilmistir. Ancak, 2008'de ABD, kiiresel etanol tiretiminde en
iist seviyeye ylikselmistir. Avrupa, toplam etanol iiretiminde, Almanya ve Fransaya gore en
yiiksek paya sahiptir (Wang vd., 2012). Ikinci nesil biyoetanol iiretimi icin diinya ¢apinda
yeni arastirma, yatirim ve iretim tesislerindeki artisa ek olarak, su anda Avrupa'da
cogunlukla tarim friinleri ve seker pancari kullanilmaktadir (Demirbas, 2009). Diinya
lideri ABD'de etanol, misirdan hidrolize edilmis nisasta ile iiretilir ve Brezilya'da ikinci

sirada seker kamisi tiirevlerinden etanol {iretilir (Sarris ve Papanikolaou, 2016). Bu
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cevresel sorun nedeniyle, bir¢ok lilke toplam enerji tiikketimindeki yenilenebilir enerjiyi
dikkate almaktadir. Alternatif Yakitlar Veri Merkezi raporlarina gore, ABD, 2015 yilinda
diinyadaki toplam biyoetanolin %58'ini iiretirken, Brezilya % 28 oraninda iiretim
yapmaktadir. Avrupa ve diinyanin geri kalam1 sadece biyoetanol iiretiminin % 14'lni
paylasiyor (Demirbas, 2017). 2015 kiiresel biyoetanol iiretim raporuna gore, liretim 2014
yilina gore % 4 artarak 98,3 milyar litre artmistir. Bu artisin nedeni, etanol iiretiminde
diinya lideri olan tlkelerin hammadde yetistiriciligi i¢in daha verimli tarimsal faaliyetler
gergeklestirebilmeleridir (RFA, 2016).

2006 yilinda Brezilya, 300'den fazla biyoetanol tesisini aktiflestirdi ve 3 milyon
otomobilde kullanilabilecek 15 milyar litrelik saf etanol iiretirken, Amerika Birlesik
Devletleri yalnizca 80'den fazla tesiste 10 milyar litrelik biyoetanol iiretti. Bununla birlikte,
2008'de Birlesik Devletler, biyoetanol iiretimini ve ulagtirmada kullanim oranini artirdi ve
tim diinyada 1 numaraya yerlestirildi (Wang vd., 2012). Mevcut talebe gore, kiiresel
biyoetanol tiretimi Sekil 2.4’de gosterildigi gibi zamanla artmistir (RFA, 2016).

30

25

20
W Diger
H Kanada

15 M Cin
W Avrupa
M Brezilya

10 - HABD

5
- n T T T T T T T T
2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

2014 2015

Milyon galon

Sekil 2.4: Diinyadaki biyoetanol iiretiminin dagilimi (RFA,2016).

Tiirkiye, Diinya Bankasi siniflandirmasina gore gelismekte olan bir iist orta gelirli

iilkedir. Sanayinin hizla biiyiimesinden dolay1 daha fazla enerji gerekmektedir. Ayrica,
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refah seviyesinin ve satin alma giiciiniin iyilestirilmesinin bir sonucu olarak; ulagim
araglarinin sayist da artmaktadir. Bu durum daha fazla yakit gerektirir ve daha fazla
emisyona neden olur. Bugiin, Tiirkiye'nin kullandig1 ana enerji kaynaklar1 fosil yakitlardir:
petrol, komiir ve dogal gaz gibi klasik enerji kaynaklari tiretimden ¢ok hizli bir sekilde
tilketilmektedir. Tirkiye'nin 2012 yilindaki birincil enerji talebi Sekil 2.5°de gosterilmistir
(Acaroglu ve Aydogan, 2012). Tiirkiye, OECD'de en ¢ok artan enerji kullanimu {ilkesidir
ve Ozellikle petrol ve dogal gaz basta olmaz lizere enerji kaynaklarina yabancidir. Elektrik
cogunlukla termik santraller tarafindan komiir, linyit, dogalgaz ve akaryakit kullanilarak
tiretilmektedir. Yenilenebilir enerjiden elektrik iiretimi azdir. Niikleer enerjiye gelince,

yeni ve ¢ok sinirlidir (Kaya ve Kilig, 2014).

Yenilenebilir Elektrik
4%

Gubre
4%

Sekil 2.5: Tiirkiye'nin 2012 yilindaki birincil enerji talebi (ETKB).

2.4.2. Biyoetanoliin Tiirkiye’deki Yeri

Petrol ve dogal gaz, Tiirkiye'nin en Onemli tiiketim kaynaklaridir. Ulastirma ve
endiistri ¢ogunlukla bu fosil enerji kaynaklarina dayanmaktadir. Bununla birlikte, iyi
bilindigi gibi, petrol kaynakli emisyonlar, sera gazlarima ve iklim degisikligine iliskin
durumlara neden olmaktadir. Enerjinin endiistride kritik bir dneme sahip oldugu ve uzun
vadeli ekonomik biiylimeye katkida bulundugu bilinmesine ragmen, fosil enerji kaynaklar
emisyonlart da siirdiiriilebilirlik i¢in bir tehdit olusturmaktadir. Bu nedenlerle, ¢ogu iilke

sera gaz1 emisyonlarini azaltmaya karar vermistir (Bayrakc1 Ozdingis ve Kogar, 2018).
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Tiirkiye'de yliksek enerji talebinden dolay1 petrol neredeyse tiimiiyle ihra¢ edilmekte
ve CO, CO, CH4 ve NOx gibi sera gazi emisyonlarina neden olmaktadir. Alternatif bir
yakit olarak ve petroliin 6zelliklerinede uymasi i¢in biyoetanol diisiiniilmiis ve ikinci nesil
biyoetanol (SGB) olarak bilinen bitki kalintilarindan iiretimi iyilestirmek i¢in genis bir
arastirma alan1 haline gelmistir. Tiirkiye, Birlesmis Milletler Iklim Degisikligi Cergeve
Sozlesmesi (UNFCCC) protokoliinii imzaladiktan sonra, Tiirkiye'de alternatif yakitlar daha
belirgin hale gelmistir. Tiirkiye'nin biyokiitle potansiyeli ve yabanci enerji kaynaklarina
bagimlilig1 dikkate alindiginda, biyoetanol iiretimi ve kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir
(Bayrakc1 Ozdingis ve Kogar, 2018).

11 Aralik 1997'de Kyoto Protokolii Kyoto'da kabul edildi ve 16 Subat 2005'te
Birlesmis Milletler Iklim Degisikligi Cerceve Sdzlesmesi Protokolii (UNFCCC) tarafindan
yirtirliige girdi. Tiirkiye dahil, 192 iilke bu protokolii imzalad1 (191 devlet ve 1 bolgesel
ekonomik entegrasyon orgiitii) ve kiiresel 1sinmanin var oldugu ve insan kaynakli CO2
emisyonlarinin neden oldugu oOnciiliine dayanarak sera gazi emisyonlarini azaltmaya
basladi. Kyoto Protokolii, Tiirkiye'nin INDC raporu ve Tiirkiye'deki birincil enerji talebi
dikkate alindiginda, fosil enerji kaynaklari yerine yenilenebilir enerji kaynaklarinin

kullanimi1 6n plana ¢ikmustir.

2.4.3. Biyoetanol Uretiminde Kullanilan Hammaddeler

Biyoetanol iiretmek icin kullanilan yenilenebilir kaynaklar sekerler, nisasta ve
lignoseliilozik biyokiitle olarak siniflandirilabilir. Seker esasli hammaddeler fermente
edilebilir sekerlerin elde edilmesi i¢in yalnizca bir ekstraksiyon islemine ihtiya¢ duyarken,
nigastali Uriinlerin nisastayr glikoza donistiirmesi i¢in hidrolize ugramasi gerekir.
Enzimatik hidroliz kullanilan proseslerde lignoseliilozlu biyokiitle enzimin erisilebilecegi
yiizey alani i¢in ve seliiloz yapilarini degistirmek i¢in hidroliz 6ncesinde bazi 6n islemlere

tabi tutulmalidir. (Zabed vd., 2017).
2.4.3.1. Seker Icerikli Kaynaklar
Seker kamisi, seker pancari, {iziim, hurma, kavun, elma, gibi bir¢cok meyve ve bu

meyveleri isleyen fabrikalarin atiklari (melas vb.) gibi materyallerden olusan kaynaklardir

(Nwufo vd., 2016). Seker mahsullerinin etanol ham maddeleri olarak sagladigi baslica
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avantajlar, yiliksek seker verimi ve diisikk donlisim maliyetidir. Fakat, bu iiriinlerin
mevsimsel iretimleri ve bircogunun gida ya da yem olmalari biyoetanol iiretiminde
kullanim agisindan ana sinirlayici faktordiir (Vohra vd., 2014). Seker kamisi, giines
1sinlarini biyokiitle haline doniistiirme yetenegine sahip ve tropik ve alt tropikal iilkelerde
yetistirilen bir C4 bitkisidir (Sindhu vd., 2016). Seker kamisi ve marmelat fabrikalarinin
yan lrilinleri uzun yillar boyunca biyoetanol {iretimi i¢in umut verici hammaddeler olarak
kullanilmistir. Seker pancari, Avrupa'da ve Kuzey Amerika'da 6nemli bir seker kaynagidir
ve Fransa'daki biyoetanol iiretimi i¢in kullanilir (Vohra vd., 2014). Seker pancari,
genellikle sekerlerin ¢ogunu igeren 0,5-2 kg'lik ortalama bir kok igerir. Seker pancari
kokiindeki seker konsantrasyonu cesitlilik ve biiyiime kosullarima bagli olarak degisir
(Marx ve Brandling., 2016).

Melas, seker rafinerisi endiistrilerinin koyu, yapiskan ve sekerce zengin yan {irlinidiir.
Tgili rafineride seker kamis1 ve seker pancari ile iiretilen kamis ve pancar melaslar1 olmak
tizere iki iyi bilinen yan iiriin igerir. Melas biyoetanol iiretimi i¢in cazip bir hammadde
olarak kullanilmaktadir. Seker pancar1 melasi bilesim ve seker igerigi, seker ekstraksiyonu
icin kullanilan islemlere ve baslangic malzemelerinin bilesimine bagl olarak degisebilir
(Sindhu vd., 2016). Ulkemizde melastan biyoetanol iiretimini gerceklestiren bir tesis
bulunmaktadir (URL-1, 2017). Uziim isleyen fabrika artik ve atiklar1 da biyoetanol
iretiminde kullanilabilecek materyaller arasinda diisiiniilmektedir. Sarap, pekmez,

marmelat fabrikalar1 bu alanda iiretim gergeklestiren tesislerden bazilaridir.

2.4.3.2. Nisasta I¢erikli Kaynaklar

Nisasta bitkileri, bol miktarda iiretilebilmeleri, doniisiim kolaylig1, uzun siire depolama
kapasitesi gibi nedenlerle biyoetanol iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
hammaddeler tahillar (% 60-80 nisasta), yumrular ve kokler (% 60-90 nisasta), baklagiller
(% 25-50 nisasta) yesil ve olgunlasmamis meyveler (% 70 nisasta kadar) icerir (Santana
Ve Meireles., 2014). Misir, bugday, arpa, manyok, patates ve tatli patates ¢ok bilinen
biyoetanol kaynaklaridir (Balat,2011).

Misir, ticari Olgekte biyoetanol iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilan 6nemli bir
hububat iiriiniidiir ve son yillarda kullanimi artmigtir. ABD, 2014 yilinda bu hammaddeden
14.3 milyar galon etanol iiretmis ve 51 iilkeye kabaca 825 milyon galon etanol ihrag

etmistir (RFA, 2015). Son zamanlarda, baz1 Avrupa iilkeleri misirdan etanol tiretmeye ilgi
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gostermektedir. Bu nedenle, misir etanolii kademeli olarak biiyiik bir ekonomik dnemi olan
kiiresel bir biyoyakit hammaddesi haline gelmistir. Ulkemizde de musirdan biyoetanol
tiretimini gerceklestiren bir fabrika mevcuttur (URL-2, 2017).

Patates, biyoetanol tiretimi i¢in potansiyele sahip 1liman iklim kosullarinda yetistirilen
mevsimlik 6nemli bir yumru bitkidir. Biiyiik oranda kuzey yarim kiirede yetisir.
Diinyadaki dordiincii 6nemli gida iirlinlerinden biridir. Cin, diinya patateslerinin yaklasik
% 20’ sini tireten biiyiik bir tireticidir. Diinyada patates iireten diger 6nemli iilkeler Rusya
% 12, Hindistan % 8 ve ABD % 8 scklindedir (Thatoi vd., 2014). Tath patates, 1liman
bolgede yillik bir {iriin oldugu halde, uzun 6miirlii bir {irtin olan tropik ve alt tropikal
bolgelerde yetistirilen bir kok mahsuliidiir (Kays ve Vang., 2001). Bununla birlikte, su
anda Cin, diinya tatli patates iretiminin yaklagik %80' ini; Uganda ve Nijerya, kiiresel
triiniin kabaca %3" inii iretmektedir (Duvernay vd., 2013). Tath patateslerin nisasta
igerigine bagli olarak beyazdan turuncuya ve hatta mor renge sahip cesitleri bulunur.
Genellikle, beyaza yayilmis ¢esitler daha biiytiktiir ve diger ¢esitlerden daha yiiksek nisasta
miktarlar1 (% 25-40) igerir (Thatoi vd., 2014).

Diinya gida ihtiyac1 diisiiniildiiglinde muisir, patates vb. materyallerin biyoetanol
tiretiminde kullanimlar1 icin alternatif tekniklerin gelistirilmesinin 6nemli oldugu

sOylenebilir.

2.4.3.3 Lignoseliilozik Kaynaklar

Lignoseliilozik biyokiitle, enerji bitkileri (¢cok yillik otlar ve diger enerji bitkileri), su
bitkileri (su siimbiilii), orman malzemeleri (yumusak agag, sert agag, talas, budama ve
kabuk inceltici kalintilar), tarimsal kalintilar (hububat samanlarl ve kiispeler) ve belediye
kat1 atiklarin organik kismini olusturur. Genel olarak, lignoseliilozik biyokiitle, gida ve
yem bitkileri iiretiminde fazladan toprak veya girisim gerektirmeden etanol iiretmek i¢in
kullanilabilecek en biiyiik, umut verici ve bol miktarda bulunan bir kaynaktir (Saini vd.,
2014). Bitkisel biyokiitle, esas olarak seliiloz, hemiseliiloz ve lignin ile birlikte az miktarda
pektin, protein, ve ekstraktlardan olugmaktadir. Bu bilesenlerin bilesimleri bitki tiiriine
gore degisebilir. Buna ek olarak, tek bir bitki i¢indeki gesitli bilesenler arasindaki oranlar
yas, bliylime asamasi ve diger kosullara gore degisim gosterir (Perez vd., 2002). Son
zamanlarda yapilan arastirmalar lignoseliilozik biyokiitleden biyoetanol {iretim

kaynaklarimin popiiler bir konu halinde diisiiniilebilecegini gdstermistir.
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2.5. Lignoseliilozik Materyallerin Yapisi

Lignoseliilozik materyaller genellikle ii¢ ana bilesenden olusur bunlar: seliiloz (%30-
50), hemiseliiloz (%15-35) ve lignindir (%10-20) (Pettersen,1984; Girio vd., 2010).
Seliiloz ve hemiseliilozlar, tim biyokiitlenin yaklasik %70'ini olusturur ve yapiya kovalent
ve hidrojen baglariyla son derece saglamlik kazandirir (Knauf ve Moniruzzaman, 2004).

Hemiseliilloz: Hemiseliiloz, heksozlar (D-glukoz, D-galaktoz ve D-mannoz) ve
pentozlar (D-ksiloz ve L-arabinoz) dahil olmak {izere heteropolimerlerden olusan amorf ve
degisken bir yapidadir. Seker asitleri (lironik asitler), yani D glukuronik, D-galakturonik ve
metilgalakturonik asitlerden olusur (McMillan,1993; Saha, 2003). Ana zinciri temel olarak
D-ksiloz (yaklasik% 90) ve L arabinoz (yaklasik% 10) iceren ksilan f(1/4) baglarindan
olusur (Girio vd., 2010). Yumusak agac¢larin hemiseliilozlar1 tipik olarak glikozanlardir,
sert aga¢ hemiseliilozu ise daha ¢ok ksilanlardan olusur (McMillan,1993). Sekerlerinin
cesitliligi nedeniyle, hemiseliilozlar serbest monomerlere tamamen hidrolize edilebilecek
cok cesitli enzimler gerektirir.

Seliiloz: Bitkilerde yaklasik % 30 oraninda bulunan organik polimerdir (U.S.,2009).
Pamuk ve keten seliilozun en saf kaynaklaridir (sirasiyla % 80-95 ve % 60-80), (Demirbas,
2005; Lugar 1999; Pettersen,1984). Uzun zincirli glikoz monomer zincirlerinden olusan bir
bitkinin hiicre duvarmin yapisal bir bilesenidir. Molekiiller arasindaki yogun hidrojen
baglari, kristalli ve gii¢lii bir matris yapisi olusturur (Ebringerova vd., 2005). Cok sayida
hidroksil grubunun capraz baglantisi, molekiili daha giigli ve kompakt hale getiren
mikrofibrilleri  olusturur. Selilloz yapisi, p-(1,4) glikoz baglar1 ile baglanmis
homopolimerdir. Seliiloz molekiiliiniin polimerizasyon derecesi bitki hiicresi duvarinda var
olan her molekiilde 500’den daha az sayida glikoz molekiiliiniin var olmasina bagl olarak
degisir (Ljungdal ve Eriksson, 1985). Bitki hiicre duvarinda seliillozun orani hiicrenin
evresine ve tipine gore degisiklik gosterir. Birincil hiicre duvarmin kuru agirhiginin
yaklasik %20-40’1, ikincil hiire duvarin %40-60’1 seliilozdan olusmaktadir (Nugzar, 1997).
Selilloz dogada tek basina bulunmayan, genellikle baska bitkisel maddelerle birlikte
bulunan bir yapidadir. Bu durum da seliilozun dogal ortamda pargalanmasini zorlastiran bir
durumdur.

Lignin: Bitkinin kok ve govdesindeki odunsu yapiy1 olusturan maddedir. Su gegirmez
bir yap1 6zelligine sahiptir. Yaslanmis ve 6lii hiicrelerdeki seliiloz ¢eperlerinde birikir ve

bitkiyi uygun olmayan ¢evre kosullarindan korur (Martinez vd., 2001). Lignin glikozit
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koniferin olup kolayca glikoza ve aromatik alkole ayristirilabilir. Bu glikozit koniferinden
tireyen alkole de koniferil alkol denir (Strayer vd., 2002). Lignin, karbonhidrat degildir
ancak fonksiyon bakimindan karbonhidratlara benzer bir maddedir. Bitki hiicresinde
sekonder c¢eperlerin yapisinda biiyilkk oranda bulunur. Hiicre c¢eperindeki seliiloz
misellerinin arasinda amorf lignin bulunarak dokularda odunlagsma meydana getirir.
(Hirofimi vd., 1999). Ligninin asitlerle muamelesi ile yapilan hidroliz islemi kolay

degildir.

2.6. Biyoetanol Uretiminde Hammaddelere Uygulanan On islemler

Biyokiitleden fermantasyon yoluyla etanol iiretiminde biyolojik doniisiimiin genel
slireci dort ana islemden olusur: 6n islem, hidroliz, fermantasyon ve etanol ayrimi veya
saflastirilmast (Amin, 2009).

Biyokiitleye uygulanan 6n islemler, genis capta lizerinde ¢alisilan 6nemli adimlardan
biridir (Rabelo vd., 2009). Hemiseliiloz ve lignin igerigi, seliiloz kristalligi ve biyokiitlenin
mevceut ylizey alani, seliiloz ve ksilozun fermantasyon i¢in hidrolizini etkileyen baslica
faktorlerden bazilaridir. Biyokiitlenin kristal yapisint bozmak ve mikroorganizma
tarafindan substrat tiikketiminin arttirllmasi amaciyla yapilan yiizey alanini arttirmada 6n
islem adim gereklidir. On islemler, hiicre duvarmin yapisini bozarak hidroliz isleminin
etkisini arttirir. Bozulmadan sonra, karbonhidratlar, monosakkaritlerin elde edilmesi i¢in
daha fazla iglem gerektiren hiicre i¢i ortamdan salinir (Hendriks ve Zeeman., 2009; Harun
ve Danquah, 2011; Brennan ve Owende, 2010).

On islemler, su kriterleri karsilamalidir: (a) Sekerin olusmasmi ya da daha sonra
hidroliz ile sekerin olusturulmasmin saglanmasi; (b) Karbonhidratin bozulmasmin veya
kaybmin o6nlenmesi; (c¢) Sonraki hidroliz ve fermantasyon islemlerine engel olan yan
driinlerin olusumundan kaginmasi; ve (d) Uygun maliyetli olmasidir. Hiicre duvarinin
bozulmasi igin ¢esitli yontemler test edilmistir bunlar; Fiziksel, fizikokimyasal, kimyasal
ve biyolojik islemlerdir (Brennan ve Owende, 2010; Harun ve Danquah, 2011; Sun ve
Cheng, 2002).
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2.6.1. Seker Icerikli Hammaddelere Uygulanan On islemler

Seker igerikli hammaddeler yiiksek oranda glikoz igeren kaynaklardir ve hi¢ bir 6n
islem yapma geregi duyulmaksizin fermantasyon ortamina eklenebilirler. Nisasta ve
lignoseliilozik materyaller gibi kompleks seker kaynaklarina kiyasla 5-6 karbonlu bir seker
kaynagmin etanol haline doniistiiriilmesi, daha kolaydir. Bu materyaller maya hiicreleri
tarafindan kolaylikla parcalanabildiklerinden dolay1 etanol iiretimi i¢in On isleme tabi

tutulmazlar (Balat, 2011).

2.6.2. Nisasta Kaynakh Hammaddelere Uygulanan On islemler

Bu tiir bir 6n islemde nisasta i¢indeki glikoz acgiga cikartilir. Bu doniisiim nisasta
zincirlerinin par¢alanmasi suretiyle gerceklestirilir. Nisasta sakkarifikasyonu i¢in oncelikle
yiikksek sicaklikta (yaklagik 450 K) 1sil islem uygulanarak nisasta jelatinizasyonu
saglanmaktadir. Jelatinize nigasta a-amilaz tarafindan parcalanarak sivilagsma saglanmakta
ve ardindan glikoamilaz ile fermente edilebilir sekerler agiga c¢ikarilmaktadir. Nisastanin
hidrolizi enzimatik yapilabildigi gibi asitle de yapilabilmektedir. Ancak asit hidrolizi
sirasinda istenmeyen bazi yan iriinler, 6rnegin toksik 5-hidroksimetilfurfural (HMF),
olustugu ic¢in enzim hidrolizi daha cok tercih edilmektedir (Aggarwal vd., 2001).

Enzimatik islemlerin ise yavag ve pahali olmas1 dezavantajdir.

2.6.3. Lignoseliiloz Kaynakh Hammaddelere Uygulanan On islemler

Lignoseliilozik biyokiitlenin 6n islemi, lignoseliillozik yapida mevcut selilloz ve
hemiseliiloz  fraksiyonunu depolimerize ederek fermente edilebilir  sekerlere
doniistiirmektir (Serensen vd., 2008). Bu tiir bir doniisiimii sematize eden bir sekil Sekil
2.6° da gosterilmistir. Bugiine kadar lignoseliilozik materyaller i¢in biyolojik fiziksel,
kimyasal ve fizikokimyasal olmak iizere dort kategoriye ayrilabilen basit veya teknolojik
ve lojistik agidan ¢ok yogun 6n iglem yontemleri arastirilmistir. Bu 6n islem yontemleri,

etki sekli, reaksiyon kosullar1 ve genel sonuglara gore birbirinden farkliliklar gosterir.
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Sekil 2.6: Lignoseliilozik materyalin 6n islem sonucu yapisal degisimi

2.6.3.1. Fiziksel ve Mekanik On Islemler

Fiziksel on islemler, tane biiyiikliigiiniin ve selilloz kristalinitesinin azaltilmasini
saglar. Tane biiyiikliiglindeki azalma yiizey alaninda bir artisa yol agar. Fiziksel 6n
islemler, genel olarak, biyokiitle materyallerini 6giitme, kirma, ultrasonik hiicre
bozulmalari ve diger mekanik yontemler kullanilarak pargalanmasiyla yapilir.

Mekanik o6n islem, Ogiitme ile parcacik boyutunu ve lignoselillozik materyalin
kristalinitesini azaltmay1 amaglar. Baz1 mekanik 6n islemler, kimyasal veya biyolojik 6n-
muameleden 6nce uygun partikiil boyutu elde etmek igin 6n kosuldur. Bilyali degirmende
oglitme gibi baz1 kapsamli mekanik 6n islemler, seliiloz kristalligini parcalayarak biyolojik
kiitlenin parcalanabilirligini artirmak icin bir 6n islem yontemi olarak tek basina
kullanilabilir. Bununla birlikte, 6glitme isleminin yiiksek gii¢ tiiketimi bu iglemin en biiyiik
dezavantajidir. Lignoseliilozik materyallerin enzimatik hidrolizini gelistirmek i¢in farkli
ogiitme islemleri (bilyal1 degirmende oOgiitme, iki silindirli 6giitme, ceki¢ frezeleme,
kolloid frezeleme ve vibro enerji frezelemesi) kullanilabilir (Taherzadeh ve Karimi, 2008).

Ekstriizyon: Etanol {iiretiminde yeni ve umut verici bir 6n islem yontemidir.
Ekstriizyonda, malzemeler ekstriider boyunca gecis esnasinda fiziksel ve kimyasal
degisiklikler ile sonuglanan 1sitma, karistirma ve kesme islemlerine tabi tutulur.
(Karunanithy vd., 2008). Proseste en yiiksek verimliligi elde etmek i¢in farkli biyoreaktor
parametreleri dikkate alinmalidir. Son ¢alismalarda, ekstriizyon islemi sirasinda enzimlerin

uygulanmasi, etanol iiretimi i¢in umut verici bir teknoloji olarak diistiniilmektedir.
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Piroliz: Biyokiitlenin 300°C'den yiiksek sicakliklarda islenerek 1s1l bozundurulmasiyla
parcalanmasi islemidir (Shafizadeh ve Bradbury.,1979). Bu islem oksijensiz ortamda
yapilir ve bozunma islemi oldukca yavas ger¢eklesmektedir. Diisiik sicakliklarda ayrisma
¢ok daha yavastir ve olusan iiriinler daha az ugucudur. Yapilan bir ¢alismada piroliz 6n-
muamelesinden elde edilen {iirlinlerin hafif asit hidrolizinin %50-80 glikoz igeren indirgen
sekerlere, %80-85 seliiloza donligiimiiniin saglanmasuyla ileri bir islem daha yapilabilecegi
gosterilmistir (Shafizadeh ve Bradbury,1979). Biyokiitle-FT-yakit donlisiimii igin 6n
islemler olarak talaslama, topaklastirma, torrefekasyon ve piroliz incelenmistir.
Torrefekasyon ile 6n iglemin pirolizden ¢ok daha etkin oldugu bulunmustur (Zwart vd.,
2006).

2.6.3.2. Kimyasal On islem

Kimyasal 6n islemler, biyokiitlenin kendi molekiillerine hidrolize edilmesi i¢in yapilan
ve bir asit veya alkali kimyasal ajanlarinin (6rnegin hidroklorik veya siilfiirik asit, sodyum
hidroksit) eklenmesiyle yapilan farkli bir tekniktir (Lee vd., 2010). Asitler hemiseliilozun
¢Oziindiiriilmesi, ligninin ayristiritlmasi ve seliilozun enzimatik hidrolize ugramasi igin
kullanilir. Asit 6n islemi derisik, seyreltik ve zayif organik asitlerle yapilir. Derisik ve
seyreltik formlarinda siilfiirik asit ve hidroklorik asit gibi giicli asitler, lignoseliilozik
biyokiitlenin fraksiyonlanmasinda kullanilmistir (Mosier vd., 2005). Alkali 6n isleminin
cesitli biyokiitle besleme stoklarinin aritilmasinda iyi bir 6n islem oldugu bildirilmistir. Bu
on islem yontemi, daha diisiik sicaklik ve basing nedeniyle tercih edilir. Ek olarak, alkali
on islemler, fermantasyon sirasinda inhibisyon derecesini azaltir ve diger 6n islem
yontemlerine kiyasla daha diisiik bir tiretim maliyeti saglar.

Lignoseliilozik biyokiitlenin sodyum hidroksit (NaOH) ile 6n igleminin, seliilozik
kristallikte ve polimerizasyon derecesinde bir azalmaya yol acan sismeye neden oldugu
bildirilmistir. Biyokiitlenin yiizey alaninda bir artis, lignin ve karbonhidratlar arasindaki
yapisal baglarin kirtlmasi ve lignin yapisinin bozulmasi, seyreltik sodyum hidroksit ile
yapilan 6n iglem ile miimkiin olur (Rabelo vd., 2009; Harun vd., 2011). Asit 6n islemleri,
seliilozik malzemelerin doniistiiriilmesinde daha yiiksek verimlilik sagladigi i¢in daha ¢ok
tercih edilir. Bir asit 6n islemi sirasinda, olusan toplam fermantasyon seker miktarini ¢esitli
parametreler (siire, sicaklik, substrat miktar1 ve asit konsantrasyonu) onemli oSlgiide

etkilemektedir (Harun ve Danqueh, 2011; Miranda vd.,2012).
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Seyreltik Asit On Islemi: Seyreltik asit 6n isleminin amac1 lignoseliilozik yapidaki
seltiloz yapisinin kristalin 6zelligini bozmaktir. Hemiseliiloz da bu islemle biiyiik oranda
fermente edilebilir sekerlere parcalanmaktadir. Bu arada, fermantasyon basamagindaki
mikroorganizma metabolizmasini etkileyebilecek, furfural, hidroksimetil furfural ve
aromatik lignin bozunum bilesikleri gibi bozunma bilesikleri olusabilir (Larsson vd.,
1999). Seyreltik asit 6n islemi, gereken On islem siddetine bagli olarak bir siire boyunca
genis bir sicaklik araliginda (120-200 ° C) gerceklestirilebilir. Seyreltik asit 6n igsleme
yiiksek reaksiyon hizi ve hidroliz verimliligi saglayabilmesine karsin, ndtralizasyon ve atik
su arttimina ihtiyag duymasi nedeniyle ekipman korozyonu, yiiksek miktarda bozunma
tiriinleri ve proses karmagiklig1 gibi bazi dezavantajlara sahiptir.

Alkali On Islemi: Alkali 6n islemi tipik olarak NaOH, KOH, Ca(OH),, amonyak, vb.
gibi ¢ozeltiler kullanilarak daha uzun siire oda sicakliginda veya daha kisa siire yiiksek
sicaklikta gergeklestirilmektedir. Alkali 6n isleminin amaci, biyokiitlenin sismesine neden
olmak, i¢ yiizey alanini arttirmak, seliiloz kristalinitesini azaltarak yiizey alanina bagh
olarak parc¢alanma verimi artirmaktir (Agbor vd., 2011). Alkali 6n isleminin, tarimsal
kalintilar gibi diisiik lignin igerikli biyokiitle ile daha etkili oldugu gosterilmis ancak agac
gibi yiiksek lignin icerikli biyokiitle {izerinde daha az etkili olmustur (Agbor vd., 2011).

Oksidatif On Islem: Oksidatif on islem, seliilozu basit sekerlere doniisiimiinii
artirmak i¢in basta lignin ve hemiseliillozu oksijen, ozon ve hidrojen peroksit gibi
oksidanlar kullanarak uzaklastirmayr amaglamaktadir. Bu islemde ligninin bozunmasina
yonelik mekanizmalar, kullanilan oksidanlara ve reaksiyon kosullarina bagli olarak degisir.
Ozon 6n arttimi i¢in, ozon konjuge ¢ift baglara ve yiiksek elektron yogunluguna sahip
fonksiyonel gruplara karst oldukca reaktiftir. Dolayisiyla, doymamis baglarla
zenginlestirilmis lignin, alifatik karboksilik asitler ve aromatik asitler de dahil olmak {izere,
daha az molekiil agirligina sahip ¢oziiniir asidik bilesikler olusturmak iizere ozon ile okside
olma ihtimali yliksektir. Bu islemden gegirilen maddenin in vitro parcalanabilirliginde
artisa neden olur ve diger kimyasal islemlerin aksine zehirli artiklar iiretmez. Ozon, lignin
ve hemiseliilozu bugday samani, kiispe, yesil saman (Ben-Ghedalia ve Miron.,1981), yer
fistig1, ¢cam, pamuk saman (Ben-Ghedalia ve Shefet.,1983) ve kavak testeresi gibi bir¢ok
lignoseliilozik materyalde pargalamak icin kullanilabilir. Par¢alanma esas olarak lignin ile
sinirlidir. Hemiseliiloz hafif¢e etkilenir, ancak seliiloz etkilenmez. Bir ozon 6n islemi
kullanarak lignin'in %60 oraninda uzaklastirilmasiin ardindan enzimatik hidroliz orani

bes kat artmistir. Enzimatik hidroliz verimi %57'ye kadar yiikselmistir, ¢iinkii ozonoliz
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kavak talaginin On isleme tabi tutulmasindan sonra lignin ylizdesi %29' dan %8' e
diismiistiir. Ozonoliz On-islemi, reaksiyonlarin oda sicakliginda ve normal basingta
gergeklestirilmesinde bir avantaja sahiptir. Yiksek secicilik ve ozon 6n isleminin olumlu
cevresel etkisine ragmen, ozonun maliyeti ve kiitle transferi sorunlar1 bu 6n islemi biiytlik
Olctide sinirlar (Garcia-Cubero vd., 2009; Quesada vd.,1999).

Organik Céziicii On Islemi: Organik ¢oziicii 6n isleminde lignin ve hemiseliilozun
genis bir sekilde ¢ikarilmasi amaciyla lignoseliilozik biyokiitlenin 6n isleminde, metanol,
etanol, aseton, etilen glikol, vb. veya bunlarin katalizorlii ya da katalizorlii olmayan
karigimlarint igeren organik ¢doziiciiler kullanilir. Boylece, seliilozun yiizey alani ve
gozenek hacmi artar (Alvira vd., 2010). Nispeten saf bir lignin ve karbonhidratlar sirasiyla
katilar ve surup olarak izole edilebilir ve ayrica yan iirlinler olarak geri kazanilabilir. Fakat
organik ¢oziiclinlin uguculugundan dolayi, kimyasal geri kazanim sorunu bu teknolojinin

endiistriyel 6l¢ekte uygulanmasini engellemektedir (Zhao vd., 2009).

2.6.3.3. Fiziko-Kimyasal On islem

Buhar Patlamasi (Otohidroliz): Buhar patlamasi, lignoselillozik malzemelerin 6n
islemden gecirilmesinde en yaygin kullanilan yontemdir (McMillan, 1994). Bu yontemde,
biyokiitle yiiksek basinglt doymus buharla islemden gegirilir ve sonra basing hizla azalir,
bu da malzemelerin patlayici bir dekompresyona ugramasina neden olur. Buhar patlamasi
tipik olarak malzemenin atmosfer basincina maruz kalmasindan sonraki birka¢ saniye ile
birka¢ dakika arasinda 160-260 °C (karsilik gelen basing 0.69-4.83 MPa) sicaklikta
baslatilir. Islem, yiiksek sicaklik sayesinde hemiseliilozun bozunmasini ve ligninin
doniistimiinii saglar, boylece selillozun hidroliz olma potansiyelini arttirir. Buhar patlamasi
yonteminde islem prosesinin bagli oldugu parametreler sunlardir; islem siiresi, sicaklik,
tane buylkligii ve nem igerigi (Duff ve Murray, 1996). Optimum hemiseliiloz
¢Oziindiirme ve hidroliz islemleri, yiiksek sicaklikta ve kisa islem siiresi (270 ° C, 1
dakika) veya daha diisiik sicaklikta ve daha uzun iglem siiresi (190 ° C, 10 dakika) ile elde
edilebilir (Duff ve Murray, 1996). Son ¢alismalar, daha diisiik sicaklik ve daha uzun islem
stiresinin daha elverisli oldugunu géstermektedir.

Buhar patlamasi, yiiksek kat1 madde girisi, kimyasal igermeyen siire¢ ve daha diistik

enerji girisi gibi pek ¢ok avantaja sahiptir; ancak, bu teknoloji biiyiik 6l¢ekli projelere
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geemeden Once, mayalara toksik bilesiklerin olusmasi ve Ol¢eklendirme sirasinda teknik

risk olusturmasi nedeniyle ele alinmalidir.

Sicak Su Ekstraksiyonu: Sicak su, hizli dekompresyon gerektirmeyen ve herhangi
bir katalizor veya kimyasal kullanmayan baska bir hidrotermal 6n islem yontemidir.
Basing, suyun yiiksek sicakliklarda (160-240 ° C) sivi halde tutulmasi ve lignoseliillozun
yapisinda degisiklige neden olmasi i¢in uygulanir. S1vi sicak suyun amaci seliilozun daha
erisilebilir olmasini saglamak ve inhibitorlerin olusumunu 6nlemek i¢in basta hemiseliilozu
¢oziindiirmektir. Filtrelenebilir iki fraksiyon elde edebilmek i¢in 6n iglemden sonra iiretilen
bulamag, kat1 selilloz bakimindan zengin fraksiyon ve hemiseliillozdan tiiretilmis
sekerlerden zengin bir siv1 fraksiyondur. Inhibitdrlerin olusumunu énlemek igin, 6n islem

pH 4 ila 7 arasinda gergeklestirilir (Mosier vd., 2005a).

Amonyak Fiber Patlamas1 (AFEX): Amonyak fiber patlamasi (AFEX),
lignoseliilozik biyokiitleye 60 ve 100 ° C arasindaki diisiik sicaklik ve belirli bir siire
yiiksek basingta sivi amonyak ile muamele edildigi etkili bir fizikokimyasal 6n islemdir.
Basincin daha sonra diigiiriilmesiyle amonyak gazinin hizli bir sekilde genlesmesi saglanir
ve bu da biyokiitle liflerinin sismesine ve fiziksel bozulmasina ve selillozun kismen
kristallesmesine neden olur (Alvira vd., 2010). AFEX'in, odun gibi yiiksek lignin igerikli
hammaddeye gore otsu bitkiler gibi diisiik lignin igerigine sahip biyokiitle iizerinde daha
etkili oldugu bildirilmistir (Wyman vd., 2005). Buhar patlamas: gibi bazi diger 6n
islemler, kati ve sivi fraksiyonlarda ayrilabilen bir karigim tretirken, AFEX sadece
onceden muamele edilmis bir kat1 madde iiretir. On islem esnasinda kat1 maddenin az bir
miktart ¢oziinlir hale getirilir ve hemiseliiloz ve lignin uzaklastirihir (Wyman vd., 2005).
Hemiselillozun deasetilasyonu da gozlemlenmistir.  AFEX 06n isleminden sonra
biyokiitlenin pargalanabilirligi artar ve bdylece enzimatik hidroliz daha yiiksek verimle
gerceklestirilebilir. Yiiksek uguculugu olmasina ragmen amonyak geri kazanimi miimkiin
olmakla birlikte karmasik ve zor olmasit AFEX 0On isleminin dezavantajlarindan en

onemlisidir (Eggeman ve Elander 2005).
CO2 Muamelesi: Bu yontem, CO2’ in gaz halindeki, ancak kritik noktanin tizerindeki

sicakliklarda siviya benzer bir yogunluga kadar sikistirilan bir siviy1 belirten siiper kritik

bir akigskan olarak kullanilmasi {izerine kuruludur. Siiper kritik karbon dioksit (SC-CO>)
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cogunlukla bir ekstraksiyon c¢oziiclisii olarak kullanilmaktadir ancak birgok avantaji
nedeniyle ekstraksiyon amagl kullanilmadig1 diisiinilmektedir (Schacht vd., 2008). Sulu
¢ozeltide CO2 polimerler hidrolizi destekleyen karbonik asit olusturur. CO2 molekiilleri,
bliyiikliik bakimindan su ve amonyak ile kiyaslanabilir ve lignoseliillozik materyalin kiiglik
gozeneklerine ayni sekilde niifuz edebilir. Bu mekanizma yiiksek basing ile kolaylastirilir.
Bu islem ile seliiloz ve hemiseliiloz yapisinin bozulmasi gézlenir ve sonug olarak fermente
edilebilir seker iiretimi gergeklestirilir ya da enzimatik on islem gibi diger baska bir 6n

isleme uygun ortamlar saglanir.

2.6.3.4. Biyolojik On Islemler

Biyolojik 6n islem, mayalanabilir sekerlerin serbest birakilmasi igin biyokiitleyi
doniistiirecek mikroorganizma ve enzimlerin kullanilmasi igerir (Harun ve Danquah,
2011). Bazi mantar ve bakterilerin lignin ve bazi hemiseliilozlar1 lignoseliilozik
materyallerden ayirma yetenegine sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu mikroorganizmalarin
seliiloz tizerinde ¢ok az etkisi vardir, ¢iinkii seliillozun biyolojik olarak 6n isleme ugramasi
icin lignoseliilozik malzemenin diger kisimlarina gore daha fazla diren¢ uygulanmasi
gerekir. Biyokiitle 6n-muamelesinde ¢esitli mantar tiirleri (6rnegin kahverengi, beyaz ve
yumusak c¢iiriik mantarlar) kullanilmistir (Kumar vd., 2009). Biyolojik 6n islemler, proses
asamasinin tamamlanma siiresini uzatan diisiik hidroliz orami verir ( Balat vd., 2008; Harun
ve Danquah,2011).

Bu 06n islemlerde, lignini bozabilen mikroorganizmalarin biyokiitle iizerinde
biiylimesine izin verilir ve bu da ligninin bozulmasina neden olur. Ana biyolojik 6n
islemler mantarlar1 ve bunlarin enzimlerini icerir. Lignin hidrolizi sirasinda hemiseliilozun
ksilan ve mannan bilesenleri énemli Ol¢lide giderilmis olur. Lignoseliilozik materyale
biyolojik 6n islem en umut verici 6n islem yontemlerden biridir.

Biyolojik 6n islem, agirlikli olarak kahverengi, beyaz ve ¢iirik¢iil mantar
mikroorganizmalarini kullanarak, lignin ve hemiseliilozlan segici sekilde parcalayarak geri
kalan katilarin enzimatik sindirilebilirligini artirir. Beyaz-¢liriik mantarlarin, peroksidazlar
ve lakkazlar gibi lignin parcalayict enzimlerin iiretimi yoluyla lignini indirgemek i¢in en
etkili mantar oldugu rapor edilmistir (Sun ve Cheng, 2002). Bu mantarlarin lignini
parcalamasi ¢ok segici ve etkilidir, ancak ¢ogu biyolojik dn-muamele siirecinde hidroliz

orani endiistriyel proses i¢in ¢ok diisiiktiir ( Sun ve Cheng.,2002).

24



Genel olarak bu tiir islemler diisiik maliyet, diisiikk enerji ve ¢evreye zararsiz olmasi
gibi avantajlar sunar. Bununla birlikte, biyolojik metodlarin gelistirilmesinde temel
dezavantaj diger biyolojik materyallerin ¢ogunda elde edilen diisiik hidroliz verimidir (Sun
ve Cheng, 2002).

2.7. Lignoseliilozik Materyallere Uygulanan Hidroliz Yontemleri

Hidroliz islemleri, 6n islemlerden sonra besleme stoklarinin biyoetanol iiretmesi igin
fermente olabilen sckerlere doniistiiriilmesinde gergeklesen islemlerdir. Bu islemde
asagidaki reaksiyonda gosterildigi gibi yapidaki karbonhidratlarin yapisina 1 molekiil su
eklenmesiyle lignoseliilozik malzeme parcalanarak basit sekerlere ayrisir. Hidroliz
sonucunda seliiloz ve hemiseliiloz basit sekerlere (5 ve 6 karbonlu monosakkaritler)
doniistiriilir. En yaygin kullanilan hidroliz metotlar1 asidik ve enzimatik hidrolizdir.
Asidik hidroliz en eski ve en sik kullanilan yontem olarak kabul edilir (Jeffries ve Jin,
2000).

(CeH1005)n + nH20 — nCsH1206

2.7.1. Kimyasal Hidroliz

Kimyasal hidroliz seyreltik ve derisik asit hidrolizi olarak iki sekilde ger¢eklesebilir.
Seyreltik asit hidrolizi: diisiik asit konsantrasyonunu kullanarak daha yiiksek sicaklikta
yapilirken, derisik asit hidrolizi, yiiksek asit konsantrasyonu kullanilarak daha diisiik
sicaklikta gergeklestirilir. Lignoseliilozik biyokiitlenin asit ile hidrolizi, pentoz sekerlerin
heksoz sekerlere kiyasla daha hizli bozunmasindan dolayr bazi durumlarda iki agamali bir
islemde gerceklestirilir. Hemiseliiloz, ilk asamada seyreltik asit kullanilarak hidrolize
edilirken, seliiloz derisik asit kullanilarak ikinci asamada hidrolize edilir. Derisik asit
prosesi, daha kisa siirede yiiksek oranda (% 90) sekere ayrisir. Derisik asit ile hidrolizde
lignini fenollere doniistiirme orani ve karbonhidratlarin karbonize olma riskleri seyreltik

asit hidrolizine gore daha yiiksektir (Johsi vd., 2011; Balat vd., 2008).
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2.7.2. Enzimatik Hidroliz

Bu yontemde, seliilozun hidrolizi i¢in yiiksek kompleks enzimler kullanilir. Enzimler,
seliilozun fermente edebilen sekerler haline gelmesine yardimci olan ve dogal olarak
meydana gelen bitki proteinleridir. Kullanilan enzimler doniisiim verimliligini ve tiretim
ekonomisini gelistirme potansiyeline sahiptir. Biyolojik yaklagimlarda iki teknolojik
gelisme mevcuttur bunlar: enzimatik ve dogrudan mikrobiyal doniisiim yontemleridir.

Endo-B-1,4-glukanaz, selobiohidrolaz ve B-glukozidazlar gibi seliiloz yikimi igin
yaygin olarak kullanilan {i¢ tip enzimdir. Selillaz enziminin aktivitesi, enzim
konsantrasyonu ve kaynagi tarafindan belirlenir. Reaktorlerde yiiksek seker verimi ile
sonuglanabilecek korozyon problemi olusturmaz. Enzimatik hidrolizin etkinligi, sicaklik,
slire, pH, enzim yiikleme ve substrat konsantrasyonu gibi kosullara baglidir (Canilha vd.,
2012). Hidrolizde enzimlerin kullanilmasiin dezavantaji, biyokiitleden etanol iiretim

maliyetinin yiliksek olmasidir.

2.8. Fermantasyon Teknikleri

On islem ve hidroliz islemleri ile elde edilen hidrolizat varsa bir seri inhibe edici
materyalin uzaklastirilmasi sonrasinda fermantasyona tabi tutulur. Fermantasyon fermente
edilebilir sekerleri mikroorganizmalar vasitasiyla istenen son {iriin olan biyoetanole
doniistiiriilmesidir. Organik asitler gibi muhtemel yan iiriinlerin olusumunu engellemek
icin en uygun mikroorganizmanin secilmesi olduk¢a 6nemlidir (Gamage vd., 2010;
Chandel vd., 2007; Wheals vd., 1999). Saccharomyces cerevisiae gibi sanayi mayalart,
binlerce yildir bira iiretimi ve sarap endiistrisinde alkol iiretiminde kullanilmaktadir. S.
cerevisiae ayni zamanda birincil fermentatif sug olarak misir bazli ve seker bazli biyoyakit
endiistrileri i¢in de kullanilmistir.

Reaksiyonlara gore teorik maksimum verim, kg basina ksiloz ve glikoz i¢in 0.51 kg

biyoetanol ve 0.49 kg karbondioksittir (Vessia, 2005; Stewart ve Russell 1987):

3CeH1005 — 5C,Hs0OH + 5CO»

CsH1206 — 2CoHs50H + 2C0O2
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Biyoetanol iiretiminde yaygin olarak kullanilan fermantasyon teknikleri hakkinda

bilgiler asagida verilmistir:

2.8.1. Ayr1 Enzimatik Hidroliz ve Fermantasyon (SHF)

Bu teknik, enzimatik hidroliz ve fermantasyon islemlerinin ayri olarak yiiritildigi,
yani On isleme tabi tutulmus lignoseliilozik biyokiitlenin enzimler yoluyla monomer
birimlerine (glikoz ve ksiloz) indirgenmesi ve ardindan bu sekerlerin fermantasyonu ile
gerceklesen iki asamali bir prosestir. SHF siirecinde, seliillozik malzeme, 6nce optimum
kosullarda seliilaz ve hemiseliilaz enzimleriyle indirgen sekerlere hidroliz edilir. Ikinci
asamada, hidrolizatlarda bulunan sekerler, maya veya diger fermantasyon bakterileri
tarafindan farkli calisma kosullar1 altinda biyoetanole doniistiiriiliir. Bu yontemin en
onemli avantaji hem enzimatik hidroliz hem de fermantasyonun kendi optimum
kosullarinda islev gormesidir, dezavantajlar ise enzim aktivitesini inhibe eden sekerlerin
birikimi sonucunda etanol veriminin etkilenmesidir (Vohra vd., 2014; Duff ve
Murray,1996).

2.8.2. Eszamanh Sakarifikasyon ve Fermantasyon (SSF)

Bu teknik, lignoseliilozik maddeye uygulanan enzimatik hidroliz ve fermantasyonun
ayni anda yiriitildiigii bir tekniktir. SSF icin optimum sicaklik, fermantasyon igin
kullanilan mikroorganizmalara bagli olarak hidroliz (45-50 °C) ve fermantasyon (20-40
°C) arasindadir. Bu islemin en onemli ozelligi, sekerlerin hizla etanole donistiiriiliip
indirgenen  sekerlerin  birikiminin ~ azalmasidir. ~ Selillozun  hidrolizinden  veya
sakarifikasyonundan iiretilen sekerler ayni anda etanolde fermente edildigi i¢in hidrolizle
tirtin inhibisyonunu biiyiik 6lgiide azaltir. En biiyiik dezavantaj ise, hem enzimler hem de
mikroorganizmalar aym1 anda g6z Oniine alindiginda islem parametrelerinin
optimizasyonunda giicliik olmasidir (Vohra vd., 2014). Ornegin, enzim hidrolizi icin
selillozik enzimler en ¢ok 50 °C' de calisirlar, ancak etanol fermantasyonu igin
mikroorganizmalara en uygun kosullar 28 °C ile 37 °C arasindadir. (Hasunuma ve Kondo,
2012). Bir diger dezavantaj seliillozu glikoza doniistiirmek i¢in uzun siire gereksinimidir.
Substrat tiiriine bagli olarak SSF 3 ila 7 giin arasinda siirebilir (Sun ve Cheng, 2002).

Hidroliz genellikle SSF' de hiz sinirlayict islemdir. Sicakligi optimum hidroliz sicakligina
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yakinlagtirmak i¢in SSF' de termo dayaniklt mayalar ve bakteriler kullanilmistir. Wu ve
Lee, bir SSF islemi sirasinda 38 °C'de seliilazin orijinal etkinliginin %9, %36 ve %64'inii,
sirasiyla 9, 35 ve 60 g/l etanol konsantrasyonlarinda kaybettiklerini bulmuslardir (Wu ve
Lee.,1997).

2.8.3. Eszamanh Sakkarifikasyon ve Ko-Fermentasyon (SSCF)

Bu teknik, lignoseliilozik biyokiitlenin 6n islem ve hidrolitik siirecleri esnasinda
onceden salinan tiim sekerlerin metabolize edilebilmesi i¢in tercih edilir. Yiiksek doniisiim
ve etanol verimine izin vermek i¢in hem heksozlar hem de pentozlari en iyi sekilde
metabolize edebilen ayn1 fiziksel sartlarda ve uyum icinde yasayabilen tek bir
mikroorganizma kullanilir (Sanchez ve Cardona, 2008). Diisiik maliyet, daha kisa ¢aligma
stiresi, daha diisiik kontaminasyon riski ve enzimatik hidroliz sirasinda daha az sorun

olmasi1 gibi avantajlar bu teknolojide arastirmalarin artmasina neden olmustur (Koppram
vd., 2013).

2.8.4. Konsolide Biyoproses ile Fermentasyon (CBP)

Bu islem biyokiitlenin etanoliin dontigiimii i¢in gerekli tiim reaksiyonlar1 yani 6n
islem, hidroliz, ayirma ve fermantasyonu tek bir biyoreaktdrde biitlinlestirir. Bu strateji
digerlerinden farklidir, ¢iinkii hem enzim iiretimini hem de fermantasyonu gergeklestirir,
yani enzimlerin {iretimi, enzimatik hidroliz ve fermantasyon tek bir adimda gergeklestirilir.
Bu islem, enzim {retimi i¢in herhangi bir sermaye veya isletme maliyeti
gerektirmediginden, sekerlerin serbest birakilmasi i¢in tiim substratin kullanildigi birkag
avantaja sahiptir. Ayrica, enzimatik ve fermentasyon iglemleri tamamen uyumludur.
Termofilik mikroorganizmalarin, geleneksel mayalara gore belirgin bir avantaji vardir,
¢linkii hammaddenin bir miktarin1 dogrudan kullanabilirler ve ayrica yiiksek sicakliklara
dayanabilirler. Diger Onerilen yaklasimlar, karigik kiiltiirlerin kullanilmasidir, boylece
lignoseliilozik biyokiitlenin hidrolizi ve fermantasyonu eszamanl yiiriitiiliir (Vohra vd.,
2014).
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2.9. Ayirma ve Saflastirma

Fermantasyon isleminden sonra elde edilen karisim rektifikasyon kolonunda % 96
saflikta biyoetanol elde etmek amaciyla distilasyon islemine tabi tutulur. Daha yiliksek
saflikta etanol liretmek i¢in ilave ayirma islemlerine ihtiya¢ vardir. Saflastirilan etanol
yakit olarak veya diger endiistriyel proseslerde kullanir. Biyoetanol tiretiminde genellikle
ist akim islemlerine kiyasla alt akim islemlerinin maliyeti daha az olmaktadir. Bu
maliyetin ¢ogunu 6n islem prosesleri olusturmaktadir. Tipik bir rektifikasyon kolonunun

sekli Sekil 2.7° de gosterilmistir.

Ust iiriin
Besleme

Alt tirlin

Sekil 2.7: Tipik bir rektifikasyon kolonu (1) kolon (2) 1s1 degistirici (soguk) (3) 1s1 degistirici (sicak) (4)

yogunlastirici (5) kazan
2.10. Biyoetanol Uretiminde Kullanilan Mikroorganizmalar

Biyoetanol iretiminde kullanilan S. cerevisiae ve Zymomonas mobilis tiirleri

hammadde olarak heksozlar1 kullanir ve pentozlar1 metabolize edemezler. Bu
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mikroorganizmalar, anaerobik kosullarda Embden-Meyerhof yolagi (EMP) ile glikozu
etanole doniistiiriirler. Zymomonas mobilis tiirleri bir mmol glukoz basina 1,9 mmol etanol
iretebilmektedir (Kosaric ve Vardar-Sukan, 2001).

Rekombinant olmayan Escherichia coli suslar1 ise bir¢ok heksoz ve pentozu (glikoz,
ksiloz vb.) karbon kaynagi olarak kullanabilmektedir. Anaerobik kosullarda mutant
olmayan E. coli bu sekerleri piriivik asit, format, asetat, laktat, suksinat ve eser miktarda
etanole metabolize edebilmektedir.

Z. mobilis ve S. cerevisiae suslarina goére daha kisa siirede daha yiiksek biiyiime
hizlar1, kompleks ortamda daha basit gereksinimleri nedeniyle, arastirmacilar rekombinant
E. coli tiirleri ile daha yiiksek verimde iiriin eldesi ¢alismalarina yonelmislerdir. Biyoetanol
tiretimine yonelik son ¢alismalar etanol verimini arttirmak i¢in rekombinant teknolojilerle
yeni suslar gelistirilmeye yoneliktir. Bunun i¢in 2 metot tercih edilebilir: (1) dogal etanol
tireticisi bir mayaya pentoz metabolik yolagi eklemek, (2) heksoz ve pentozlari
pargalayabilen dogal bir mikroorganizmaya etanol verimini arttiracak genleri eklemek
(Jeffries ve Jin, 2000). Ancak mayalarin nispeten diisiik tiretim ve ¢ogalma hizlarindan
dolayi ikinci yontem daha iyi goriillmektedir.

Escherichia coli, Klebsiella oxytoca ve Zymomonas mobilis genel bir endiistriyel
uygulama i¢in en uygun tiirler olarak belirlenmistir (Dien vd., 2003). Giiniimiizde yapilan
arastirmalardan biri SSF i¢in uygun gram pozitif ve termofilik bir rekombinant sus
gelistirmektir. Ancak bu konu ¢ok yeni giindeme gelmistir ve SSF i¢in heniiz uygun bir sus
olusturulamamustir. Mezofilik ve termofilik bakteriler ile etanol {iretiminde kullanilan baz1
tiirler ve etanol liretim verimleri sirastyla Tablo 2.4 ve 2.5 de verilmistir.

Etanol veriminin arttirilabilmesi igin kullanilacak olan susun yan reaksiyonlari elimine
edilmelidir. Bu suglarda ise gen ekspresyonu igin plazmidlere ihtiyag duyulur ki bu
plazmidler se¢ici olmayan ortamda biiyliyen kiiltiirlerde kaybolabilir. Bu nedenle uygun bir
sus gelisimindeki 6nemli adimlardan birisi de optimal etanol {iretimi i¢in uygun ve kalici
bir gen ekspresyonu ile entegre edilmis rekombinant genlerin olusturulabilmesidir. Bu
durum arastirmacilart uygun ortam optimizasyonu ve uzun donemli adaptasyon

stratejilerinin belirlenmesine yonlendirmistir.
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Tablo 2.4: Mezofilik bakterilerin esas fermentasyon {irlinii olarak etanol tiretimi (Kosaric ve Vardar-Sukan,
2001).

Mezofilik Bakteri mmol Glukoz basina iiretilen mmol Etanol
Clostridum sporogenes 4.15?
Clostridium indolis (patojen) 1.962
Clostridium sphenoides 1.82
Clostridium sordelli (patojen) 1.7
Zymomonas mobilis (syn. anaerobica) 1.9 (anaerob)
Zymomonas mobilis ssp. Pomaceae 1.7
Spirochaeta aurantia 15
Spirochaeta stenostrepta 1.46
Spirochaeta litoralis 1.1

Erwinia amylovora 1.2
Leuconostoc mesenteroides 11
Streptococcus lactis 1.0

Sarcina ventriculi (syn. Zymosarcina) 1.0

Tablo 2.5: Termofilik bakterilerin esas fermentasyon {irlinii olarak etanol iiretimi (Kosaric ve Vardar-Sukan,

2001).

Termofilik Bakteri Tmax (°C) mmol Glukoz bagina iiretilen mmol Etanol
Thermoanaerobacter ethanolicus 78 1.9

Clostridum thermohydrosulfuricum 78 16

Bacillus stearothermophilus 78 1

Thermoanaerobium brockii 78 0.95

Clostridium thermosaccharolyticum 68 1.1

Clostridium thermocellum 68 1

Metabolik miihendisligi ve rekombinant DNA teknolojisindeki gelismelerle, {iriin
olusum yolagi ya da hiicresel ozelliklerin gelistirilmesiyle verimi arttirmaya yonelik
onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Gen ekspresyonunun rekombinant DNA teknolojisiyle
modifikasyonu, spesifik verimliligi ve metabolik akiy1 arttirarak daha iyi iiretim yapabilen
suglarin dogmasma yol a¢mistir. Etanol {iretimi i¢in rekombinant E. coli suslari
gelistirilmeye baslanmig, boylece diger lriinlerin iiretimi baskilanarak etanol {iretim titresi
arttirtlmaya ¢aligilmistir (Ingram vd., 1998).

E. coli KO11 susu, endiistriyel uygulamalar i¢in gelistirilmis bir rekombinant sustur
(Ingram vd., 1998). Etanol iiretimi igin gelistirilmis rekombinant E. Coli tiirlerinin bir
biyokatalizor olarak kullanimi; genis spektrumda gesitli sekerleri fermente edebilme
yetenegi, kompleks biiyiime faktorlerine ihtiyag duymamasi endiistriyel olarak
kullanilabilirligini ispatlamasi (6rnegin rekombinant protein tiretimi) gibi birgok istiinliik

sunar (Ingram vd., 1998). E. coli sekerleri fermente ederek etanol ve gesitli organik asitleri
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olusturur. Etanol, piriivat format liyaz (PFL) kullanilarak piriivattan elde edilir. Bu
fermentasyon yolagi dengede degildir, ¢linkii sekerlerden olusturulan her bir piriivat igin
bir tane NADH,H+ iretilirken, piriivat1 etanole donistiirmek icin iki NADH,H+
gerckmektedir. Bu dengenin saglanabilmesi i¢in E. coli asetik asit ve siiksinik asit de
tiretir. S. cerevisiae ve Z. mobilis ise homoetanol fermentatiftirler, ¢iinkii bunlar piriivattan
etanol iretmek icin sadece bir tane NADH,H+ tiiketen piriivat dekarboksilazi (PDC)
kullanirlar. Bu nedenle pdc eksprese eden E. coli susu ile sadece etanol iiretiminin
saglanabilecegi disiiniilmiistir (Dien vd., 2003). Pirlivati etanole ¢evirmek igin
mayalardakine benzer bir yolagin eklenmesiyle yapilan ilk denemeler, E. coli tiiriindeki
dogal alkol dehidrogenaz (ADH) aktivitesinin etanol iiretimi agisindan yetersiz olmasindan

dolay1 basarisiz olmustur.

2.11. Uziim (Vitis vinifera)

Uziim (Vitis vinifera ) diinyada genis alanlarda yetistiriciligi yapilan en degerli
meyvelerden biridir (Garcia-Lomillo vd., 2017). Cig tiiketilebilir veya sarap, regel, meyve
suyu, jole, kuru iiziim, sirke ve tohum yag1 gibi iiriinlerin iiretiminde kullanilabilir. Uziim
meyvesi, yilda 50 milyon tonun {iizerinde iiretilen diinyadaki genis tarimsal ekonomik
faaliyetlerden biridir. Biitlin {izim Uretimi goz Oniine alindiginda, yaklasik % 75' 1 sarap
yapiminda kullanilmaktadir ve yilda 27 milyar litre civarinda kiiresel sarap iretimi
yapilmaktadir (Amienyo vd., 2014).

Son yillarda gevresel kirliligin onlenmesi ve atiklarin degerlendirilmesi amaciyla
bitkisel iiretim sonucunda olusan hasat atiklarinin veya hammaddesi tarimsal iiriin olan pek
cok fabrikasyon atiginin farkli alanlarda yeniden kullanilabilir hale getirilmesi

yayginlagmistir. Bu amagla degerlendirilen tarimsal sanayi tiriinlerinden birisi de tiziimdiir.

2.11.1. Tiirkiye’ de Uziimiin Yeri

Gida ve Tarmm Orgiitii’niin (FAO) 2011 y1li verilerine gére, Tiirkiye {iziim iiretiminde;
Italya, Amerika, Fransa, ispanya ve Cin’in ardindan 6. sirada yer almaktadir (Anonymous,
2011). Ulkemizde baglarda iiretilen iiziimiin tiiketim alanlar1 bakimindan ele alindiginda
(Sekil 2.8), % 40’1 pekmez, sucuk gibi mamullere, %17,5°1 ¢ekirdekli kuru iiziime, %15’

cekirdeksiz kuru tiziime, %25°1 sofralik olarak ve % 2,5°1 saraplik olarak kullanilmaktadir (
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Celik vd., 1998). Ortalama 4 kg yas liziimden 1 kg kuru iiziim elde edilmektedir (Erkal ve
Ergun, 1983).

Ulkemizin yas iiziim iiretimi her yil ortalama 4 milyon ton civarindadir. Uretilen
tiziimlerin yaklasik %3’ i saraplik olarak degerlendirilmektedir. Siralik olarak islenen
tiziimden %15-25 oraninda posa elde edildigi dikkate alinacak olursa, {iziim posasi tiretimi

kiicimsenmeyecek boyuttadir.

M Saraphk m Sofralik Cekirdeksiz kuru Gizim

B Cekirdekli kuru tGziim ® pekmez,sucuk vb.

3%

Sekil 2.8: Tiirkiye' de iiziim tiiketim alanlar1

Uziimiin islenmesi sonucu arta kalan posasi olan cibrenin, %50’ si kabuk, %25 i
cekirdek ve %25’ i iiziim sapindan olusur. Isleme sirasinda aciga cikan cibreden,
yetistiricilerin yeterince yararlanamamasi sonucu, iiretim noktalarinda 6nemli miktarlarda
birikmesine ve degerlendirilemedigi igin atilmasina, bu baglamda da dikkate deger

boyutlarda gevre kirliligine neden olabilmektedir (Sarigigek ve Kilig, 2002).

2.11.2. Diinya’da Uziimiin Yeri

Uziim diinyada, 7 155 187 ha alanda, 77 181 122 ton iiretim miktar: ile en fazla
tiretilen meyvelerin basinda gelmektedir (Anonymous, 2013). Tirkiye, diinya ilkeleri
arasinda 467 092 ha alan ile 5. sirada, Giziim Gretim miktar1 bakimindan ise, 4 175 356 ton
ile 6. sirada yer almaktadir. Bu durum Tablo 2.6> da 6zetlenmistir. Uretimin 2 166 749
tonu sofralik, 1 563 480 tonu kurutmalik ve 445 127 tonu saraplik olarak
degerlendirilmektedir (Anonymous, 2014).

2007'de diinya iizim tiretimi yaklasik 67 milyon metrik tondur. Uluslararasi Asma ve
Sarap Orgiitii 2007 istatistiklerine gore, Sekil 2.9°da goriildiigii gibi olumsuz kiiresel iklim

kosullar1 nedeniyle bazi 6nde gelen iilkelerde {iziim iiretimi azalmaktadir (OIV, 2007).
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Tablo 2.6: Diinyada ve iilkemizde tiziim {iretim alani, verim ve tiretim miktarlari.

Ui Uretim Verim Uretim
zum
Alan (ha) (kg ha-1) (ton)
Diinya 7 155 211 10 786 70 77 181 122
Tirkiye 467 092 8939 04 4175 356
90
81,5
20 B Azalan
) 72 [ Sabit
70 ) Artan
63.85, g
60 55,4
g: 50
S 39,2
g 40 31,3
- . = 29
- 21,8
20 17 168159157
148474
10 I
v&{a i'f‘ ??;C tnv»{‘@.&# \:ﬁa “:??\\ « & §¢w \C_\%ﬁ .{;@p {B‘ﬁ @2\:6 Q'ﬁ: -‘,Fi‘h
gt A ¥ ar Q-g:@* & o

Sekil 2.9: 15 6nde gelen iilkenin kiiresel iizim iiretimi (OIV, 2007)

2.11.3. Uziimiin Kullanim Alanlar

Uziim genel olarak sofralik, kurutmalik ve saraplik olmak iizere baslica ii¢ sekilde
degerlendirilmektedir. Ancak, iilkemizde geleneksel tiiketim sekilleri de oldukg¢a yaygin
olup, liziimden, pekmez, sirke, kofter, sucuk, pestil ve sirke gibi ¢ok farkli {iriinler de elde
edilmektedir. Bu iriinler daha ¢ok {iziimiin siras1 kullanilarak yapilmaktadir. Son yillarda
dogal iirlinlere karsi ilginin giderek artmasi sonucu, {izlimiin sirasindan elde edilen bu
tiriinlerin gerek i¢ tiiketimde, gerekse yurtdisi satislarinda 6nemli gelismeler gostermesi
beklenmektedir.

Ulkemizde iiretilen iiziimiin degerlendirme sekilleri dikkate alindiginda, yaklasik

olarak %40’ min c¢ekirdekli ve ¢ekirdeksiz kurutmalik, %30’ unun sofralik, %28’ inin
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siralik ve %2- 3’ {inlin de saraplik olarak degerlendirildigi belirtilmektedir. Sarap paymin
diisiik olmasina karsin, 6zellikle son yillarda iilkemizde sarap¢iliga olan ilginin giinden
giine arttig1 goriilmektedir. Biitiin bu acgiklamalar iiziimiin sadece taze tiiketilen bir meyve
olmayip, degisik tiiketim sekilleri ile tiiketici isteklerini farkli sekillerde karsilayan ¢ok
yonlii bir meyve oldugunu gostermektedir.

Yapilan diger aragtirmalar, sadece eczacilik ve kozmetik amagli degerli tiriinlerin elde
edilmesine degil ayn1 zamanda degisik analiz tekniklerinin gelismesine de neden olmustur
(Mumcu vd., 2003). Uziim iiriinleri iiretim fabrikalar1 ve tarimsal atik ya da artiklarin
degerlendirilmesi iizerine yapilan arastirmalar yeni iiretim teknolojilerinin hammaddesi
olusumuna yol agmustir. Sahip oldugu 6zellikler nedeniyle bu atiklarin enerji kaynagi, aktif
karbon ve kimyasal madde tiretimi i¢in etkin bir sekilde kullanimi, temiz ve yenilenebilir
enerji tiretimi, atiklarin uygun bir sekilde bertaraf edilmesi ve diisiik maliyetli hammadde

tiretimi gibi birgok avantaja sahiptir (Mumcu vd.,2003).

2.12. Literatiir Ozeti

Farkli lignoseliilozik maddelerden biyoetanol iiretimi ile ilgili literatiirde birgok
calisma mevcuttur. Kec¢iboynuzu kati atiklar1 (Bahry vd., 2017), seker pancari posasi
(Rodri’guez vd., 2010), dalli dart bitkisi (Dolgun, 2016), yer fistig1 (Dénmez, 2014),
kanola sap:1 (Karagdz, 2013), bugday sap1 (Kogoglu Soydan, 2012) gibi lignoseliilozik
maddelerin biyoetanol iiretiminde kullanimi arastirilmistir. Ancak iiziim posasindan
biyoetanol iiretimi ile ilgili yapilan ¢alismalar az sayidadir. Yapilan bu ¢alismalar ile ilgili
farkli biyokiitle kaynaklarindan biyoetanol iiretimi ile ilgili ¢alismalarin bir kism1 asagida
Ozetlenmisir;

Yer fistig1 kabugundan biyoetanol iiretiminin incelendigi bir calismada yer fistigi
kabugu kat1 ogiitiiciide fiziksel on islemden gegirilerek H2SO4 asit ¢ozeltisinin %0,5-3
(v/v) oranlari ile hidroliz edilmis ve olusan hidrolizatta Saccharomyces cerevisiae mayasi
ile fermantasyonu yapilarak biyoetanol iiretilmistir. Fermentasyon ortamma CaO
eklenmesi ile maya gelisimini etkileyecek toksik bilesiklerin olumsuz etkisi azaltilmistir.
%4 kabuk igeren hidrolizatta CaO ilavesi ile 7,384 g/L scker tiiketilerek 2,352 g/L
biyoetanol elde edilmistir. En uygun hidroliz kosulu %1 (v/v) asit derisimi olarak

belirlenmistir. Bu kosullar altinda %8 (w/v) kabuk igeren besiyerine ilave katkilar ve CaO
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miidahalesi sonrasinda 8,632 g/L seker harcanarak %16 — 18 araliginda degisen bir artisla
2,582 g/L biyoetanol elde edilmistir (Donmez, 2014).

Dalli dar bitkisinin (Panicum virgatum L.) substrat kaynagi olarak kullanildigi bir
caligmada biyoetanol iiretimi i¢in seyreltik asit ve kire¢ 6n uygulamalari ile optimizasyon
calismalar1 yapilmistir. Calisma sirasinda 3 farkli enzim (Novozymes Cellic CTec2)
konsantrasyonu kullanilarak 7 giin siireyle hidroliz islemi yapilmis ve optimum siire ve
optimum enzim konsantrasyonu belirlenmistir. Fermantasyon optimizasyon c¢aligsmalari
sonucunda Saccharomyces cerevisiae mayast ile 2 farkli sicaklik (25 ve 30 °C ) ile 4 gLt
maya ekstrakti (YE) ilaveli ve ilavesiz olmak iizere toplamda 4 farkli kosul ile denemeler
yapitlmistir. En yiiksek etanol verimi 0.0966 g etanol/g dalli dar1 olarak bulunmustur
(Dolgun, 2016).

Bugday ve kanola saplarindan biyoetanol iiretiminin incelendigi bir calismada kesikli,
stirekli ve serbest immobilize hiicreleriyle gergeklestirilen farkli fermantasyon prosesleri
kullanilmistir. Seyreltik asit 6n artimi i¢in en uygun sartlar altinda aritilan biyokiitleden
%12.95 (gr/gr atik) oraninda etanol tiretimi gerceklesmistir. Alkali peroksit aritimina tabi
tutulmus bugday saplart icin en yiiksek etanol lretim verimi %18.23 olarak tespit
edilmistir. Alkali peroksit aritim metodu ile aritilan kanola saplarinin ko-fermentasyonu
sonunda %11.66 oraninda etanol liretimi ger¢eklesmistir (Karagoz, 2013).

Bugday saplarinin substrat kaynagi olarak kullanildig1 bir ¢alismada, bugday saplari
ilk olarak yliksek sicaklikta buhar basinct ve asidik 6n hidrolize tabi tutulmus, daha sonra
enzimatik hidrolizle monomer sekerlere parcalanmistir. Olusan seker icerikli sivinin igine
Saccharomycess cerevisiae maya hiicreleri ekilerek etanol fermentasyonu yapilmistir. %1
asit konsantrasyonunun enzim aktivitesi ve etanol iiretimi i¢in optimum oldugu
goriilmiistiir. Uretilen glikoz miktar1 4 g/I’den 16 g/’ye ¢ikarilmistir. Etanol iiretim_teorik
veriminin % 20 civarinda artirildigi bulunmustur (Kogoglu Soydan, 2012).

Keg¢iboynuzu kati atiklarinin  substrat olarak tercih edildigi bir c¢alismada
Saccharomyces cerevisiae ile derin (SF) ve kati hal fermantasyonu (SSF) avantaj ve
dezavantajlart karsilastirilmistir. Calisma sonucunda keg¢iboynuzu kati atiklarinin, ikinci
nesil biyoetanol tiretimi i¢in 6nemli bir hammadde kaynag: olusturdugunu gostermislerdir.
S. cerevisiae kullanilarak SF ve SSF islemlerinin karsilastirilmasi sonucunda, ile daha
yiiksek verime (0.458 g etanol / g tiiketilen seker) ulasilmistir (Bahry vd., 2017).

Uziim ve seker pancari posasinin substrat olarak kullanildig: bir baska calismada

Saccharomyces cerevisiae ile SSF fermantasyon teknigi kullanilarak biyoetanol iiretimi
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yapilmigtir. Calismada kullanilan kiiltiir ortaminin baslangic pH’1 4,5’dir. SSF ile en
yiiksek verimin alindig1 siirenin 48 saat oldugu ve bu siire sonunda %82’den fazla teorik
verim degerine ulasildigi belirtilmistir (Rodr1’guez vd., 2010).

Uziim posasinin substrat olarak kullanildig: bir calismada kuru agirlik bazinda, {iziim
posasinin agirlikga % 31-54'lniin karbonhidrattan olustugu ve bunlarin % 47-80'inin sulu
ortamda ¢Ozlindiigii bildirilmistir. 0,5 M siilfiirik  asit 6n islemleri, enzimatik
sakarrifikasyon sonrasi serbest birakilmis glikoz miktarinda % 10'luk bir artig saglanmuistir.
Uziim posasinin fermantasyonu ile iiretilebilecek teorik biyoetanol miktar1 400 L/ton'a

kadar ¢ikarilmistir (Corbin vd., 2015).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Uziim Posasi

Elaz1g’in Hos kOyii yoresinden toplanan ve daha sonra sirasi ¢ikarilan tiziimler,
giineste kurutuldu. Giineste kurutma isleminden sonra etiivde 80°C’de ii¢ giin boyunca
kurutma islemine devam edildi. Bu sekilde kuruma islemi tamamlanan {iziim numuneleri
daha sonra calismalarda kullanilmak tiizere muhafaza edildi. Kullanilan tiziim posasi

bilesenlerinde kabuk ve sap mevcuttur.

3.1.2. Mikroorganizmalar

3.1.2.1. Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632

ARS kiiltiir koleksiyonundan Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 susu temin
edildi. Icerigi Tablo 3.1°de verilen YPD siv1 besi yeri ortamida ve YPD-Agar kat1 besi
yeri ortamlarinda hiicrelerin ¢ogaltim1 yapildi. YPD (Yeast pepton dekstroz) sivi besi yeri
ortaminda 30 °C ve 150 rpm de cogaltilan hiicreler daha sonra kiiltiir ortamina alindi.
Biyoetanol iiretim denemelerinde kullanilmak {izere stoklanan kiiltiir, YPD-agar da

30°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra +4 °C de saklanarak muhafaza edildi.

Tablo 3.1: Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 susu i¢in YPD ve YPD-Agar besi ortamlariin

igerikleri.

Besiyeri Bilesenleri Miktar (g/l)
Glikoz 20

Bakteriyolojik pepton 20

Yeast ekstrakt 10

Agar(kat1 besiyeri ortami i¢in) 15




3.1.2.2. Saccharomyces cerevisiae PAKMAYA®

Diger adi ekmek mayasi olan Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae ) hiicresi yerel
bir marketten satin alindi. Bilesimi Tablo 3.2’de verilen YPD (Yeast pepton dekstroz) sivi
besi yeri ortaminda 30 °C ve 150 rpm karistirma hizinda ve YPD-Agar kati besi yerinde
hiicrelerin ¢ogaltim1 yapildi. Cogaltilan hiicreler daha sonra kiiltiir ortamina alinarak
biyoetanol iiretim denemelerinde kullanilmak itizere YPD-agar da 30°C’de 24 saat

inkiibasyondan sonra +4 °C de saklanarak muhafaza edildi.

Tablo 3.2: Saccharomyces cerevisiae PAKMAYA i¢in YPD ve YPD-Agar besi ortamlarinin igerikleri.

Besiyeri Bilesenleri Miktar (g/l)
Glikoz 20
Bakteriyolojik pepton 20
Yeast ekstrakt 10
Agar (kat1 besiyeri ortami igin) 15
3.2. Metot

3.2.1. Uziim Atigimin Baz1 Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.2.1.1. Nem Tayini

Uziim posasindaki nem miktarmin belirlenmesi igin, 10 g alinan numune 105 °C'de 24
saat kurutulduktan sonra desikatorde sogutulup tartildi. Tartim isleminden sonra tekrar
desikatore koyulan 6rnek 30 dakika beklendikten sonra tekrar tartildi. Bu islem, her iki
tartim aras1 farkin 0,005 g’1 gegmeyip sabit tartima ulasmasina kadar yapildi. Daha sonra
azalan agirliga baglhh olarak nem miktarlar1 Esit. 1’de verilen formiil kullanilarak
hesaplandi.

%Nem = % x100 (3.1)

S
Burada M;: kurutma isleminden onceki agirlik, Ms: kurutma isleminden sonraki

agirlik
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3.2.1.2. Lignin, Seliiloz ve Hemiseliiloz Oraninin Belirlenmesi

Li ve ark.’larinin yapmis oldugu calisma metotlarindan faydalanilarak {iziim posasi

bilesimlerinin analizleri yapildi (Li, Xu, vd., 2004).

Ekstraktif madde analizi; analizlerde kullanilacak 6rnekten 12 gram alinarak (GO)
tartildi ve 150 mL aseton lizerine ilave edildi ve daha sonra geri sogutucuda 3 saat siire ile
karistirtlip kaynatilarak ekstrakte edildi. Bu islemin sonunda, agirligi belirlenen siizgeg
kagidi yardimiyla siiziilerek elde edilen kalinti (G1) 80 °C’de ayarlanmis etiivde sabit
tartima ulagana kadar kurutuldu, daha sonra ise sogutularak tekrar tartilip ekstraktif madde

miktarlar1 hesaplandi.

M, (%) = % x100 (3.2)

1

Hemiseliilloz analizi; ekstraksiyon madde analizi isleminden sonra geriye kalan
kalintidan (G1) 6 gram Ornek alinarak tizerine 150 mL, 0,5 M NaOH ¢dzeltisi hazirlanip
ilave edildi. Hazirlanan karisim geri sogutucu altina alinarak 3,5 saat siireyle karistirildi.
Islem sonunda arta kalan kalintilar(G2), siizge¢ kagidiyla siiziildiikten sonra nétral pH’a
gelene kadar su ile yikandi. Yikama isleminden sonra etiive birakilarak sabit tartima
gelmesi i¢in kurumasi saglandi, etiivden alinan 6rnek desikatorde sogutularak tartildi ve

hemiseliiloz miktarlar1 hesaplandi.

M, (%) = % x100 (3.3)

0

Lignin analizi; ekstraksiyon analizi isleminden sonra kalan kalinti (G3) sabit tartima
gelene kadar kurutuldu ve bu kurutulan 6rnekten 1 g tartilarak tizerine % 72 (v/v)’lik 30
mL H>SOs ¢ozeltisi eklendi. Hazirlanan bu karisim 14 °C sicaklikta 24 saat siireyle
bekletildi. islem sonunda 300 mL saf su numune iizerine ilave edilip geri sogutucu altinda
1 saat kaynatildi. Kaynayan karisim siizge¢ kagidinda siiziiliip siilfat iyonu bitene kadar saf
su ile yikandi. Geriye kalan kalinti (G4) etiivde kurutulup sabit tartima geldikten sonra

desikatorde sogutularak tartilip lignin miktar1 belirlendi.
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M, (%) = meo (3.4)

3

Seliiloz analizi: Selilloz miktarin1 belirlemek {izere analizleri yapilmig lignin,

hemiseliiloz ve ekstraktif madde yiizdeleri toplanip yiizden ¢ikarilarak hesaplandi.
M, (%) =100— (M, +M, + M,) (3.5)
3.2.2. Uziim Posasina Uygulanan On Islemler
3.2.2.1. Ogiitme

Daha once kurutma prosediirii anlatilan {izim posalart bir blender ile ogiitiildii.
Ogiitiilen 6rnekler, 100 meshlik eleklerde elendi. Elenmis fraksiyonlar daha sonraki

calismalarda kullanilmak i¢in agzi kapakli ve sizdirmaz kaplarda muhafaza edildi.
3.2.2.2. Asidik Hidroliz ve Optimizasyon

Uziim posasmin asidik hidrolizi i¢in seyreltik H2SOs ydntemi kullanilmistir. Uziim
posasindan fermantasyonla alkol iiretimi i¢in hammaddenin indirgen sekere
dontistiiriilmesi i¢in deneysel parametreler Design Expert programi ile Cevap Yiizey
Metodu (RSM) kullanilarak optimize edildi.

Optimizasyon icin sicaklik (T), zaman (t), kati konsantrasyonu (g/L), asit
konsantrasyonu (%) olmak iizere 4 tane bagimsiz degisken belirlendi. Calismada kullanilan
Design Expert 8 deneysel programi ile merkez noktalar yapilan 6n ¢aligmalar sonucunda
belirlenmistir. On calismalar 15131nda belirlenen deneysel parametre araliklar1 Tablo 3.3 de
verilmistir. Merkezi Kompozit Design (MKD) i¢in cevap degiskeni olarak ise hidroliz
sonrast elde edilen indirgen seker konsantrasyonu (g/L) kullanilmigtir. MKD ile belirlenen
noktalarla olusturulmus parametreler i¢in program toplamda 30 deney énermistir. Onerilen
deneysel ¢alisma sartlar1 Tablo 3.4’de verilmistir.

Program tarafindan belirlenen deneyler yapilarak bagimli degiskene ait olan analiz
sonuglart Design Expert programi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir.  Test

sonuglarinin uygunlugu ANOVA ile gerceklestirilmistir. Elde edilen model esitlikleri
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yardimiyla bagimli ve bagimsiz degisken i¢in maksimizasyon kriteri ile 6nem agirliklari
belirlenerek optimizasyon yapilmistir. Optimizasyon igslemlerinden sonra elde edilmis olan

modelin uygun olup olmadigi ise dogrulama deneyleri ile degerlendirilmistir.

Tablo 3.3: Asidik hidroliz i¢in optimizasyon isleminde incelenecek paremetreler ve galigma araliklari.

Faktor Degiskenler -0 -1 0 +1 +a

A Kat1 konsantrasyonu (g/L) 10 32,50 55,00 71,50 100
B Asit konsantrasyonu (%, v/v) 0 1,25 2,50 3,75 5,00
C Sicaklik (°C) 80 92,50 105,00 117,50 130
D 0 45,00 90 135,00 180

Siire (dk.)

Tablo 3.4: Hidroliz Sartlar1 i¢in MKD ile Elde Edilen Deneysel Calisma Sablonu ve Elde Edilen Sonuglar

Deney No Kat1 Kons. H2S04 Kons., Sicakhik Siire Indirgen Seker Kons.

(g/L) (%, vIv) (°0) (dak.) (o/L)
1 325 1.25 92.5 45 18.62
2 77.5 1.25 92.5 45 35.49
3 325 3.75 92.5 45 11.44
4 77.5 3.75 92.5 45 31.52
5 325 1.25 117.5 45 10.83
6 77.5 1.25 1175 45 18.83
7 325 3.75 1175 45 13.28
8 77.5 3.75 1175 45 23.63
9 325 1.25 92.5 135 18.12
10 77.5 1.25 92.5 135 32.83
11 325 3.75 925 135 15.01
12 77.5 3.75 92.5 135 30.01
13 325 1.25 117.5 135 10.41
14 77.5 1.25 117.5 135 11.87
15 325 3.75 117.5 135 5.10
16 77.5 3.75 117.5 135 19.05
17 10 25 105 90 5.014
18 100 2.5 105 90 36.06
19 55 0 105 90 23.83
20 55 5 105 90 15.16
21 55 2.5 80 90 22.56
22 55 2.5 130 90 10.02
23 55 2.5 105 0 17.94
24 55 2.5 105 180 15.51
25 55 2.5 105 90 12.30
26 55 2.5 105 90 12.30
27 55 2.5 105 90 12.30
28 55 2.5 105 90 12.30
29 55 2.5 105 90 12.30
30 55 2.5 105 90 12.30
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3.2.3. Fermantasyon

Fermantasyon isleminden once hazirlanan fermantasyon ortam sivisi, 50 ml hidrolizat
ornegi i¢in Tablo 3.5’de verilen Melin ve Shieh igerigine uygun olarak hazirlanmistir
(Melin ve Shieh,1992). Daha sonra olusturulan bu karisim otoklavda 121 °C’de 15
dakikalik sterilizasyon iglemine tabi tutulmustur. Steril hidrolizat ortamina ekmek mayasi
ya da NRRL Y-12632 susundan hazirlanan besi ortamlar1 glikoz eklenmeden hazirlanarak
diger besi ortami bilesenleri ve fiziksel kosullar Tablo 3.5’de wverildigi sekilde

uygulanmigtir.

Tablo 3.5: Melin ve Shieh’ye gore fermantasyon ortam igerikleri ve miktarlar: (Melin ve Shieh,1992).

Fermantasyon Ortam Icerikleri Miktar (g/l)
KH2PO4 2
NH,CI 2
MgSO4 0,1
CaCl.2 H,O 01

Fermantasyon oksijensiz ortam1 ve CO2 ¢ikisini saglamak amaciyla kapiler boru ve bir
hava kilit sistemine sahip erlenler kullanilarak c¢alkalamali inkiibatorde 250 mL’lik
erlenlerde 50 mL deney hacminde ve Tablo 3.6’da gosterilen sartlara gore
gerceklestirilmigtir. Kiiltiir boyunca belirli siirelerde alinan numuneler seker ve alkol

miktarlarini belirlemek iizere seker ve alkol analizlerine tabi tutulmustur.

Tablo 3.6: Biyoetanol iiretiminde hidrolizata eklenen besi ortamu igerikleri ve fiziksel kosullar.

S. cerevisiae S. cerevisiae NRRL-
PAKMAYA Y12632
Besi ortam icerigi YPD YPD
Maya ekstrakti (g/L) 10 10
Pepton (g/L) 20 20
Sicaklik (°C) 30 30
pH 5,5 5,5
Karistirma hizi (rpm) 150 150
Inokiilasyon hacmi (%, v/v) 10 10
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3.2.4. Analitik Yontemler

3.2.4.1. indirgen Seker Tayini

Hidroliz iglemleri sonunda ve fermantasyon islemi boyunca belirlenen siirelerde alinan
numunelerin indirgen seker igerikleri Miller’in (Miller, 1959) metoduyla Olclilmiistiir.
Indirgen seker miktarlar;, DNS ¢ozeltisi kullanilarak bu ¢ozeltideki sar1 rengin etkisiyle
575 nm’deki dalga boyunda verilen absorbans degerleri okunarak analiz sonuglar1 elde
edilmistir. DNS ve PST c¢ozeltilerin igerikleri Tablo 3.7 ve 3.8’de verilmistir. Bu yontemle
3 mL alinmis 6rneklerin lizerine 3 mL DNS ¢dzeltisi eklendi ve daha sonra vorteks ile
karistirildi. Daha sonra elde edilen bu karisim 90 °C’deki su banyosuna koyularak 15 dk.
bekletildi. Bu islemden sonra karigimlarin tizerine 1 mL sodyum potasyum tartarat (PST,
40 g/100 mL) cozeltisi ilave edilip sogumast i¢in i¢i buz dolu bir su banyosuna
birakilmistir. Kalibrasyon egrisi olusturmak ig¢in ise glikoz standartlar1 hazirlanarak

kullanildi. Kalibrasyon egrileri ve bu egrilere ait denklemler EK 3’te verilmistir.

Tablo 3.7: DNS ¢6zeltisinin igerigi

Bilesenler Miktar (g/L)
3,5-Dinitrosalisilik asit 20
Fenol 10
Sodyum siilfit (Na2SO3) 5
Sodyum hidroksit (NaOH) 5

Tablo 3.8: PST (Rochelle Tuzu Cozeltisi) ¢ozeltisinin igerigi

Bilesenler Miktar (g/L)

Rochelle Tuzu Cozeltisi 40

3.2.4.2. Biyoetanol Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Fermantasyon siiresi boyunca farkli siirelerde alinan numunelerde iiretilen biyoetanol
miktarlart Gaz kromatografisi (GC) ile belirlendi. Biyoetanol analizleri GC cihazinda
(Schimadzu, GC2010 Plus) kapiler alkol kolonu (BP20, 30m, 0,25 mm, 0,25um, SGE) ve
FID dedektor kullanilarak yapildi. Calisma kosullari; enjeksiyon blogu sicakligr 320 °C,
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kolon sicakligi 140 °C ve dedektor sicakligi 250 °C olarak ayarlandi. Enjeksiyon hacmi 1l
olarak ve azot gazi tastyict gaz olarak kullanildi. Orneklerdeki alkol miktarlar1 farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmis mutlak etanol soliisyonlariyla elde edilen kalibrasyon
grafigi ile belirlendi (Tsuey vd., 2006). Alkol 6l¢timleri i¢in kullanilan standart kalibrasyon
dogrusu EK3’de grafik olarak gosterilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Uziim Atiklarimin Baz1 Ozelliklerinin Belirlenmesi

Uziim atif1 Orneklerinin bazi ozelliklerini belirlemek amaciyla seliiloz, lignin,
hemiseliiloz ve yiizde nem orani analizleri yapilmistir. Analizler sonucunda elde edilen
veriler Tablo 4.1’de gosterilmistir. Kurutulan {iziim atiklariin yiizde nem oram1 %10,9
(w/w) olarak bulunmustur. Bulunan bu degerin literatiirle uyumlu oldugu sdylenebilir
(Payan, 2007). Kurutma islemi i¢in kullanilan etiivden ¢ikarilan tiziim higroskopik
ozelliklerinden dolay1 her kosulda bir miktar nemi absorbe edebilmektedir. Etiivden ¢ikan
liziimler sogumaya birakildiginda bir miktar nem bulundurabilir. Uziim &rneklerinin bu
sekilde bir miktar nem tutmasi, ¢evredeki nem miktarina ve liziim tiiriine gore degisiklik
gostermektedir.

Uziim atiklarmin igerigindeki kuru madde bazinda seliiloz, lignin ve hemiseliiloz
analizlerinin sonuglar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir. Uziim atiklarmin biyoetanol {iretiminde
substrat olarak kullanilabilmesi i¢in selilloz ve hemiselilloz toplamini temsil eden

holoseliiloz miktarini belirlemek dnemlidir.

Tablo 4.1: Uziim atigmin bazi 6zellikleri

Analiz Yontem Birim Sonug
Nem TS 1562 % (Wiw) 10,9
Lignin (Li, Xu, ve ark., 2004) % (w/w) 32,77
Seliiloz (Li, Xu, ve ark., 2004) % (Wiw) 26,33
Hemiseliiloz (Li, Xu, ve ark., 2004) % (w/w) 19,95
Ekstraktif madde (Li, Xu, ve ark., 2004) % (w/w) 20,29

Yapilan analizde {liziim atiginin holoselilloz miktar1 kuru madde bazinda yaklasik
olarak % 46,28 olarak bulunmustur. Bu degerin literatiirde yapilan bir ¢alismayla elde
edilen sonuca (%46,58) yakin oldugu soylenebilir (Coban, 2016). Holoseliiloz miktar1 goz
oniinde bulunduruldugunda iiziim atiklarindaki hemiseliiloz ve seliilloz igeriginin 6nemli

oranda oldugu goriilmektedir.




4.2. Uziim Atiklarina Uygulanan On Islemleri Etkileyen Parametreler

Lignoseliillozik  yapidaki maddelerin  hidrolizinde birgok parametre  etkili
olabilmektedir. Lignoseliilozik bir madde i¢in gegerli olan optimum kosullar1 baska bir
madde i¢in de optimum kosul olarak belirlemek dogru bir yaklasim degildir. Ciinkii
lignoseliilozik maddelerdeki hemiseliiloz, seliiloz ve lignin oranlari maddenin yasina,
tirtine, alindiklar1 doneme, alindiklar1 yere ve mevsimsel birgok faktoére gore degisiklik
gosterebilmektedir. Bu nedenle, atiklarin 6n aritiminda hidroliz bileseni olarak kullanilacak

yontemin ne olacaginin belirlenmesi 6nemli bir konudur.

4.2.1. Seyreltik H2SO4 ile Yapilan On Islem i¢in Optimizasyon Calismasi

Seyreltik siilfiirik asit ile yapilan 6n islemin optimum sartlarinin saglanmasi ve
hidroliz iizerine etkisinin belirlenmesi i¢in cevap ylizey metodu (RSM) kullanilmistir.
Design Expert programi kullanilarak merkezi kompozit dizayn (MKD) ile kati
konsantrasyonu (g/L), asit konsantrasyonu (%, v/v), sicaklik (°C) ve siire (dak.) bagimsiz
degiskenleri icin RSM analizleri yapilmistir. Bagimsiz degiskenlerin incelenen araliklari ve
kodlu degiskenler tablosu Tablo 3.3’de verilmistir. Tablo 3.3’e gore MKD ile 30 deney
tasarlanmis ve yapilan her deneyin sonucunda elde edilen indirgen seker konsantrasyonlari
(g/L) bagimli degisken olarak belirlenmistir. RSM lineer, kuadratik, 2FI, kiibik gibi bazi
modellere gore islem yapmaktadir. Bu tezde yapilan RSM degerlendirmesinde kuadratik
model ile yapilan degerlendirme en iyi sonucu vermistir.

Uziim posasinin asidik hidrolizi i¢in Kuadratik modele gére ANOVA test sonuglari
icin istatistiksel parametreler Tablo 4.2°de verilmistir. Modelin uyum derecesini
yorumlamada, coklu korelasyon katsayisi (R?) ve belirtme katsayisi (R) degerlerine
bakilir. R?nin degeri 1'e ne kadar yakin olursa, model ve deneysel degerler arasindaki
korelasyonda o o6lgiide iyi olur. Tablo 4.2’den goriildiigii tizere asidik hidroliz igin
ongoriilmiis modelin R? degeri (0,96) deneysel veriler ile model tarafindan belirlenen
degerlerin uyumlulugunu ifade etmektedir. Tablo 4.2°de goriildiigii iizere Pred R? ve Adj
R? degerleri arasindaki fark yaklasik olarak 0.15°dir. Bu degerin 0.2°den diisiik olmasi
RSM analizlerinde modelin uyumlulugu agisindan uygunlugun gostergesidir. Yeterli

kesinlik degeri Sinyalin giiriiltii oranin1 ifade eder. Yeterli kesinligin ise 4'lin iizerinde
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olmasi beklenir. Bu ¢alismada ise elde edilen yeterli kesinlik orani (16,323) yeterli sinyali

isaret etmektedir.

Tablo 4.2: Asidik hidroliz i¢in 6nerilen kuadratik modelin uygunlugunu test etmek i¢in elde edilen

istatistiksel parametrelerin degerleri

Standart Sapma 2,35 R? 0,9603
Ortalama 17,53 Adj R? 0,9232
Varyans Katsayisi (C.V) % 13,43 Pred R? 0,7712
Tahminlenmis kalint1 hata kareler toplami (Press) 478,48 Yeterli Kesinlik 16,323

RSM ile yapilan analiz ile modelin 6nemi, ¢oklu etkilesim analizleri gibi diger bazi
ANOVA test sonuclar1 Tablo 4.3’de verilmistir. Tablo 4.3’de goriildiigii gibi p-degeri
0,05’den ¢ok kiiciik (<0.0001) oldugundan model onemlidir. Yine Tablo 4.3’den
goriildiigii gibi A, B, C, D, AC, BC, A?, B? C? ve D? parametrelerinin p-degerleri de
0.05’den kiigiik oldugu i¢in model iizerinde bu parametrelerin etkili oldugu sdylenebilir.

Bununla beraber AB ve CD etkilesimleri de sinir diizeyde modelde etkilidir denebilir.

Tablo 4.3: Kuadratik modelin RSM ile elde edilen ANOVA test sonuglari

Kaynak Kareler Df Kareler Ortalamasi F-degeri p-degeri
Toplam

Model 2008.43 14 143.46 25.90 <0,0001 Onemli
A- Kat1 Kons. 1101.07 1 1101.07 198.82 <0,0001
B- Asit Kons. 27.37 1 27.37 4,94 0.0420
C-T 460.38 1 460.38 83.13 <0.0001
D-t 28.44 1 28.44 5.14 0.0387
AB 21.07 1 21.07 3.80 0.0701
AC 67.79 1 67.79 12.24 0.0032
AD 6.47 1 6.47 1.17 0.2968
BC 42.92 1 42.92 7.75 0.0139
BD 1.914E-003 1 1.914E-003 3.456E-004 0.9854
CD 22.61 1 22.61 4.08 0.0615
A? 133.46 1 133.46 24.10 0.0002
B2 101.79 1 101.79 18.38 0.0006
C? 36.01 1 36.01 6.50 0.0222
D? 43.22 1 43.22 7.80 0.0136
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Yapilan RSM analizi sonucu cevap degiskeninin kodlu degerler cinsinden onerilen
model denklemi:
Indirgen Seker Konsantrasyonu (g/L)=(12,30)-(6,77xA)-(1,07xB)-(4,38xC)-(1,09xD)+(1,15xAB)
-(2,06XAC)-(0,64xAD)+(L,64xBC)-(0,011xBD)-(1,19xCD)+(2,21xA?)+(1,93xB?) (4.1)
+(1,15xC?)+(1,26xD?)

Gergek degerler cinsinden 6nerilen model denklemi:

Indirgen Seker Konsantrasyonu (g/L)=(11,338)+(0,545xC, )-(20,251xC ,)-(1,559xT)+(0,121xt)
+(0,041XC, XC, )-(7,318x10°xC, XT)-(6,281x10*xC  xt)+(0,105XC ,XT)-(1,944x10*XC . xt)  (4.2)
-(2,113x10°XTxt)+(4,357x10°XC, *)+(1,233xC ,*)+(7,333x10°XT?)+(6,198x10™*xt?)

Burada, Ck kat1 konsantrasyonu (g/L), Ca asit konsantrasyonu (%,v/v), T sicaklik (°C)
ve t ise siire (dk.) dir. Uziim posasimin asidik hidrolizi i¢in deneysel cevap degiskeni ile
model sonucu hesaplanan cevap degiskeni arasindaki iligkiyi gosteren bir grafik Sekil
4.1°de gosterilmistir. Sekil 4.1’da goriildiigii lizere model ile gercek cevap degiskenleri

uyumludur.
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Sekil 4.1: Uziim posasinin asidik hidrolizi i¢cin MKD ile gerceklestirilen analiz sonucu deneysel ve

hesaplanan indirgen seker konsantrasyonlarinin degisimi
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4.2.1.1. Sicakhgin Etkisi

Sekil 4.2°de sicakligin incelenen diger bagimsiz degiskenler ile etkilesimini ve tek
basina indirgen seker iiretimi lizerine etkisini gosteren grafikler verilmisitir. ANOVA
tablosu dikkate alindiginda sicakligin (C) p-degeri 0,0001°den kiigiik olarak elde edilmis
oldugu i¢in hidroliz verimi tizerine etkisinin énemli oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.2(a)’da siire ile sicaklik (CD) arasindaki etkilesim ile hidroliz verimi
tizerindeki etkisini gosteren grafik verilmistir. ANOVA tablosu dikkate alindiginda CD
degerine ait p degerinin 0,0615>0.05 oldugu goriilmektedir. Buna gore siire ve sicakligin
etkilesiminin hidroliz verimi lizerinde pek fazla etkisinin olmadigi soylenebilir. Grafige
bakildiginda siirenin sabit tutularak sicakligin disiiriildiigii durumlarda verim degerinin
yiksek oldugu goézlenmektedir. Sekil 4.2b’de sicaklik ile asit konsantrasyonu (BC)
arasindaki etkilesim ile hidroliz verimi tizerindeki etkisini gosteren grafik verilmistir. 0.013
p degeri ile model etkilesiminde dnemli bir parametre oldugu Tablo 4.3 den goriilmektedir.
Buna gore asit konsantrasyonunun sabit tutuldugu ve sicakligin diisiik oldugu noktalarda
verim degerinin yiiksek oldugu gozlenmektedir. Sekil 4.2b’den yiiksek asit konsantrasyonu
ve diislik sicakliklarda indirgen seker iiretiminin arttigi da goriilmektedir. Sekil 4.2¢’de
sicaklik ve kat1 konsantrasyonu (AC) arasindaki etkilesim ile hidroliz verimi tizerindeki
etkisini gosteren grafik verilmistir. Bu grafige gore sicakligin sabit tutularak kati
konsantrasyonunun artirilmas: halinde verim degerinin yiiksek oldugu gozlenmektedir.
Sekil 4.2d’de verilen grafikte sicakligin tek basma hidroliz verimi iizerine etkisi
goriilmektedir. Sicakligin tek basina hidroliz verimi tlizerindeki etkisine bakilirsa sicakligi

arttirmanin verimi azalttig1 goriilmektedir.

4.2.1.2. Asit Konsantrasyonunun EtkKisi

Hidroliz verimi iizerine sicaklik ve asit konsantrasyonunun (BC) etkisini gosteren
grafik sekil 4.2 (b)’de verilmistir. Modele ait olan ANOVA tablosuna bakildiginda BC

degerine ait p degerinin 0,0139 oldugu goriilmektedir. Bu degerin 0,05°den kiiclik bir

deger olmas istatiksel agidan etkisinin 6nemli oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.2: Uziim posasiin asidik hidrolizi icin MKD tasarimi1 sonucu elde edilen etkilesim grafikleri (a)
slire-sicaklik ikili etkilesimi (b) sicaklik-asit konsantrasyonu ikili etkilesimi (C) sicaklik-kat1 konsantrasyonu

ikili etkilesimi (d) sicakligin tek bagina indirgen seker liretimi iizerine etkisi

Sekil 4.3°de asit konsantrasyonunun diger deneysel bagimsiz degisken parametreleri
ile etkilesimini ve asit konsantrasyonunun tek basina indirgen seker miktari tizerine etkisini
gostermektedir. Sekil 4.3 (a) asit konsantrasyonu ve kati konsantrasyonu (AB) arasindaki
etkilesim gosteren bir grafiktir. Grafige gore asit konsantrasyonunun sabit tutularak kati

konsantrasyonunun artirilmasi halinde verim degerinin yiiksek oldugu gézlenmektedir.
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Sekil 4.3. Uziim posasinin asidik hidrolizi i¢in MKD tasarimi sonucu elde edilen etkilesim grafikleri ()
asit konsantrasyonu-kati konsantrasyonu ikili etkilesimi (b) siire-asit konsantrasyonu ikili etkilesimi (C)

sicakligin tek basina indirgen seker iiretimi iizerine etkisi.

Sekil 4.3(b)’de asit konsantrasyonu ve siire (BD) arasindaki etkilesim ile hidroliz
verimi tizerindeki etkisini gosteren grafik verilmistir. Modele ait olan ANOVA tablosuna
bakildiginda BD degerine ait p degerinin 0,9854 olarak elde edildigi goriilmektedir. Bu
degerin 0,05’den biiyiik bir deger olmasi nedeniyle hidroliz verimi {lizerinde énemli bir
etkisinin olmadigi goriilmektedir. Sekil 4.3(c)’de verilen grafikte asit konsantrasyonunun
tek basina hidroliz verimi iizerine etkisi goriilmektedir. Asit konsantrasyonunun tek basina
hidroliz verimi iizerindeki etkisine bakilirsa asit konsantrasyonu igin optimum bir noktanin

var oldugu goriilmektedir.
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4.2.1.3. Kati Konsantrasyonunun Etkisi

Hidroliz verimi tizerine siire ve kati konsantrasyonunun (AD) etkisini gosteren grafik
sekil 4.4(a)’da gosterilmistir. Modele ait olan ANOVA tablosuna bakildiginda AD
degerine ait p-degerinin 0,2968 olarak elde edildigi goriilmektedir. Bu degerin 0,05’den
biiyiik bir deger olmasi istatiksel agidan etkisinin 6nemli olmadigini gostermektedir.

Sekil 4.4b’de verilen grafikte kati konsantrasyonunun tek basina hidroliz verimi
tizerine etkisi goriilmektedir. Kat1 konsantrasyonunun tek basina hidroliz verimi tizerindeki
etkisine bakilirsa kat1 konsantrasyonunun arttig1 noktalarda verimin arttig1 goriilmektedir.
ANOVA tablosu degerlerinde sicakligin tek basina etkisinin modelde etkin oldugu

anlagilmaktadir.

4.2.1.4. Siirenin EtKisi

Hidroliz verimi tizerine siire ve sicakligin (CD) etkisini gosteren grafik sekil 4.2 (a)’da
verilmisti. Modele ait olan ANOVA tablosuna bakildiginda CD degerine ait p degerinin
0,0615 olarak elde edildigi goriilmektedir. Bu degerin 0,05’den biiylik bir deger olmasi

istatiksel agidan hidroliz verimi lizerine pek fazla bir etkisinin olmadigin1 géstermektedir.

Prediction 34.1278

Indirgen Seker Konsantrasyonu (g/L)
Indirgen Seker Kons. (g/1)
i
3
\

A: Kati Kons. (2/L)

(b)

Sekil 4.4. Uziim posasinin asidik hidrolizi igin MKD tasarimi sonucu elde edilen etkilesim grafikleri (a)
slire -kat1 konsantrasyonu ikili etkilesimi (b) kati konsantrasyonunun tek bagina indirgen seker itiretimi

tizerine etkisi
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Hidroliz verimi iizerine siire ve asit konsantrasyonu (BD) etkisini gosteren grafik Sekil
4.2(b)’de gosterilmistir. Modele ait olan ANOVA tablosuna bakildiginda BD degerine ait p
degerinin 0,9854 olarak elde edildigi goriilmektedir. Bu degerin 0,05’den biiyiik bir deger
olmasi istatiksel agidan etkisinin 6nemli olmadigin1 gostermektedir.

Hidroliz verimi iizerine siire ve kat1 konsantrasyonu (AD) etkisini gosteren grafik sekil
4.4(a)’da gosterilmistir. Modele ait olan ANOVA tablosuna bakildiginda AD degerine ait
p-degerinin 0,2968 olarak elde edildigi goriilmektedir. Bu degerin 0,05’den biiyiik bir
deger olmasi istatiksel agidan etkisinin 6nemli olmadigin1 gostermektedir.

Son olarak Sekil 4.5’de verilen grafikte siirenin tek basina hidroliz verimi {izerine
etkisi gortilmektedir. Verilen grafikte siirenin tek basina hidroliz verimi tizerindeki etkisine
bakilirsa yaklasik 90 dk.’dan sonra artirilmasi kismen de olsa hidroliz verimini arttirmistir.

Yukarida ayrmtili olarak verilen RSM optimizasyon analizleri sonucunda iiziim
posasindaki mevcut yliksek molekiillii yapilarin asidik hidroliz ile indirgen sekerlere

doniistiiriilmesinin Tablo 4.4’te verilen sartlarda gergeklestirilebilecegi sdylenebilir.

Inchrgen Seker Kons, (L)

Stre (dak_)

Sekil 4.5. Siirenin tek basina hidroliz verimi iizerine etkisi.
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Tablo 4.4: Uziim posasinin asidik hidrolizi i¢in MKD ile gerceklestirilen RSM sonug tablosu

Sicaklik (°C) | Siire (dak.) | Kat1kons. (g/L) | Asit kons. (%, v/v) | Indirgen seker konsantrasyonu (g/L)

925 45,35 80,9 1.26 36,07

Tablo 4.4°de goriildigi gibi RSM ile 92,5 °C, 45,35 dk., 80,9 g/L kat1 konsantrasyonu
ve 1.26 asit konsantrasyonu sartlarinda yapilan hidroliz islemi sonucunda 36,07 g/L
indirgen seker iiretilebilecegi ongoriilmektedir. Bu sartlarda gergeklestirilen bir dogrulama
deneyi ile 34,5 g/L indirgen seker konsantrasyonuna ulasilmistir. Boylece % 5°lik bir hata

orani ile modelin uygunlugunun iyi oldugu sdylenebilir.

4.3. Fermantasyonla Biyoetanol Uretim Deneyleri

Uziim posasina uygulanan hidroliz isleminden sonra optimum kosullarda elde edilen
hidrolizatlar ile biyoetanol tiretim deneyleri yapilmistir. Bu amagla fermantasyonda S.
cerevisiae ve S. cerevisiae NRRL Y-12632 suslar1 kullanilmistir. 72 saat gergeklestirilen
fermantasyonda farkl siirelerde ortamdan numuneler alinarak biyoetanol ve indirgen seker
analizleri yapilmstir.
calismalar % 5-10 arasinda degisen inokiilasyon hacimlerinde, pH’nin 4,5, 5 ve 5,5 oldugu
ortamlarda gergeklestirilmistir. Tablo 4.5 kullanilan suslarla farkli inokiilasyon hacim ve
pH’larda iiretilen biyoetanol konsantrasyon degerlerini gostermektedir. Calisilan tiim
sartlarda S. cerevisiae NRRL Y-12632’nin, S. Cerevisiae’dan daha fazla biyoetanol tirettigi
Tablo 4.5°de goriilmektedir. Azhar ve ark., yaptiklari bir ¢alismada S. Cerevisiae’nin
cesitli suslart i¢cin belirli seker kaynaklarindan biyoetanol {iretim verimlerini
Ozetlemislerdir (Azhar ve ark., 2017). Bu ¢alismada S. cerevisiae i¢in iiretilen en yiiksek
biyoetanol konsantrasyonu pH 5,5 ve % 10 inokiilasyon orani i¢in elde edilmistir (Tablo
4.5). % 69 teorik verim degeri literatiir sonuglari ile uyumludur. Tablo 4.5’den goriildiigi
gibi en yiiksek biyoetanol S. cerevisiae NRRL Y-12632 ile 5,5 pH degeri ve % 10
inokiilasyon hacmi sartlarinda iiretilmistir. Bu sus ile {iziim posasindan biyoetanol
tiretimine yonelik literatiirde bir ¢alismaya rastlanmamistir. % 87’°luk biyoetanol iiretim
verimi degeri ile bu ¢alismada, Azhar ve ark.’min yaptig1 caligmadaki bircok {iretim

degerinden daha yiiksek alkol iiretim veriminin elde edildigi sylenebilir.
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Tablo 4.6 galisilan suslar i¢in en yiiksek verimin elde edildigi durumlarda zamanla
biyoetanol konsantrasyonu ve ortamda kalan seker konsantrasyonu degerleri verilmistir.
Sekil 4.6’da ise zamanla bu degisimlerin grafigi goOsterilmistir. S. cerevisiae ve S.
cerevisiae NRRL Y-12632 susunun maksimum biyoetanol konsantrasyonuna sirasiyla 24.

ve 48. saatlerinde ulastiklar1 goriilmektedir.

Tablo 4.5: S. cerevisiae ve S. cerevisiae NRRL Y-12632 susu i¢in 72 saat boyunca yapilan fermantasyonda 3

farkl inokiilasyon hacminde ve ortam pH’inda elde edilen sonuglar

Mikroorganizma tiirii pH | Inokiilasyon hacmi (%,v/v) Biyoetanol Uretim Verimi (%)
%5 39
4,5 %7,5 51
%10 56
%5 48
S. cerevisiae 5 %7,5 58
%10 63
%5 51
55 %7,5 61
%10 70
%5 53
4,5 %7,5 71
%10 80
%5 55
S. cerevisiae NRRL Y-12632 5 %75 65
%10 83
%5 65
55 %7,5 78
%10 89

Belirlenen optimum sartlarda {iziim atiklarina uygulanan asidik hidroliz ile elde edilen

hidrolizatta yapilan biyoetanol iiretim deneme sonuglar1 ise Tablo 4.7°de verilmistir.
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Tablo 4.6: Uziim atiklarinin asidik hidroliz (A.H.) ortamlarinda mikroorganizmalar ile fermantasyonu

sonucunda elde edilen indirgen seker ve alkol degerleri.

Zaman (saat)
Mikroorganizma Tiirii Parametre
0 12 | 24 | 36 | 48 | 60 | 72
Indirgen seker (g/L) 30 | 18 7 6,3 | 35| 29 | 27
S. cerevisiae
Biyoetanol (g/L) 0 |34 |81 |47 |41 4 3,2
o Indirgen seker (g/L) 30 | 21 17 14 8 2,7 2
S.cerevisiae NRRL Y-12632
Biyoetanol (g/L) 0 | 1,7 | 33 5 98 | 61 3
12 35
:0'7 10 ¢ - 30 _
1 3
S - 25 S
> 8 =
g s
= 200z
3 6 g
S - 15 2
X o
5 4 e
= - 10 3
g 3
> 2 L
= 5
0 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Siire (saat)
S. cerevisiae (EtOH) —a—S. cerevisiae NRRL Y-12632 (EtOH)
——S§. cerevisiae (Seker) S. cerevisiae NRRL Y-12632 (Seker)

Sekil 4.6: Mikroorganizmalarin {irettigi biyoetanol konsantrasyonlarinin zamanla degisimi

Asidik hidrolizat ortamlarinda yapilmis olan fermantasyon islemi Tablo 4.7°da
belirtilen kosullarda 72 saat siiresince takip edilmistir. Buna gore S. cerevisiae susu ile
maksimum biyoetanol konsantrasyonuna 24. saat sonunda ulagilmis olup 8,1 g/L
biyoetanol iretilmistir. S.cerevisiae NRRL Y-12632 susu ise 48. saat sonunda 9,8 g/L
konsantrasyonda biyoetanol {iiretmistir. Maya hiicrelerinin metabolik hizlar1 yavas
oldugundan dolay1 ortamda bulunan 5 karbonlu sekerleri tiiketememekte ve bundan dolay1
etanol iretim verimi de disiik olmustur. S.cerevisiae NRRL Y-12632 susunun tercih
edilmesinin nedeni hidroliz isleminden sonra olusabilecek HMF ve furfural gibi toksik etki

yaratan bilesenlere karsi toleransli olup etanol iiretebilir olmasidir (Liu vd., 2004).
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Tablo 4.7: S. cerevisiae / S. cerevisiae NRRLY-12632 ile optimum sartlarda fermantasyon parametre ve

oranlari.

Optimizasyon Parametre S. cerevisiae/NRRL Y-12632
Asit konst. (%,v/v) 1,25
Kat1 konst. (g/L) 77,5

On islem sartlar
Zaman (dk.) 45
Sicaklik (°C) 92,5

Uretim Ortamu Yeast ekstarkt (g/L) 10
Pepton (g/L) 20
NaCl (g/L) 0

Fiziksel Sartlar Sicaklik (°C) 30
Inokiilasyon hacmi(%,v/v) 10
Karistirma hizi (rpm) 150
pH 5,5
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5. SONUC VE ONERILER

S. cerevisiae ve S. cerevisiae NRRL Y-12632 susu kullanilarak {iziim atiklarindan

farkli inokiilasyon ve pH degerleri denenerek optimum fermantasyon siiresinin de

belirlenmesiyle biyoetanol tiretiminin arastirildigi bu tez ¢aligmasinin sonuglari ve oneriler

asagidaki gibi siralanabilir:

>

Uziim atiklar1 % 46,28 ile kayda deger miktarda holoseliiloz icerdigi ortaya
konulmustur.

Tez ¢alismasinda asidik 6n iglem ile optimum sartlarda islem yapildiginda iiziim
posasindan yliksek oranda indirgen seker elde edilmistir.

Yapilan fermantasyon islemlerinden sonra elde edilen verilerden yola ¢ikilarak S.
cerevisiae NRRL Y-12632 susundan S. cerevisiae (ekmek mayasi)’na gore daha
yiiksek verimde biyoetanol iiretildigi goriilmiistiir.

On islemlerden sonra agiga ¢ikan HMF ve furfural gibi toksik etki olusturan
bilesenlere olan toleransindan dolay: S. cerevisiae NRRL Y-12632 susu, ekmek
mayasina gore daha yiiksek verimle biyoetanol iiretmistir.

Her iki mikroorganizma igin de fermantasyon ortam pH’min 5,5, inokiilasyon
hacminin %10 oldugu degerde daha yiiksek biyoetanol iiretim verimine
ulagilmistir.

On islemlerden sonra ag13a gikabilecek HMF ve furfural gibi toksik etki olusturan
bilesenlerin ortamdan uzaklastirilmast (6rnegin aktif karbon kullanimi) ekmek
mayasinin biyoetanol {iretim verimini artirabilir.

Fermantasyon ortaminin fiziksel parametrelerinden olan karistirma hizi ve ortam

sicakligi da optimize edilerek verim degeri artirilabilir.
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EKLER

EK 1: Indirgen seker analizlerinde kullamlan standart verileri

Tablo E.1.1: indirgen seker konsantrasyonlarmi analiz ederken kullamlan glikoz standart verileri ve

absorbans degerleri

Standart (ppm) Absorbans (575 nm)
200 0,365
400 0,786
600 1,237
800 1,67
1000 2,004
2,5
y = 0,002x
R?=0,9968
2

1,5

Absorbans (575 nm)
=

0 200 400 600 800 1000 1200
Glikoz konsantrasyonu (ppm)

Sekil E.1.1: Indirgen seker konsantrasyonlarini hesaplarken kullanilan kalibrasyon grafigi




EK 2: Biyoetanol analizinde kullanilan standartlara ait veriler.

Tablo E.2.1: Alkol konsantrasyonunu 6lgmek igin kullanilan standartlar ve pik alanlar.

Standartlar (ppm) Pik Alanlari
200 24412.6
400 35985,8
600 52202,3
1000 75982,1
2000 167360,7
3000 255339,3
4000 386303,6
5000 425810,6
500000
450000
y = 88,222x
400000 / R¥=0,9905
350000
g 300000 /
2 250000 /
f=4
g 200000 /
150000
100000 /
50000 /
0
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Biyoetanol Konsantrasyonu (ppm)

Sekil E.2.1: Biyoetanol konsantrasyonu analizinde kullanilan kalibrasyon grafigi ve egrinin denklemi.
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