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OZET

Bu c¢alismada, substrat kaynagi olarak c¢ay atiklarn kullanilarak farkli
mikroorganizmalar ile biyoetanol {iretimi incelenmistir. Cay atiklarina asidik, bazik ve
enzimatik On islem teknikleri uygulanarak holoseliiloz (seliilloz+hemiseliiloz) yapidan
indirgen sekerler elde edilmistir. Seyreltik asit hidroliz deneylerinde sicaklik, siire, kati
konsantrasyonu, asit konsantrasyonu ve partikiil biiyiikliigii parametrelerinin optimizasyonu
yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore cay atiginin seyreltik stilfiirik asit ile hidroliz
edilmesinde optimum kosullar sicaklik 120 °C, siire 130 dk., cay konsantrasyonu 55 g/L,
asit konsantrasyonu % 1,15 (v/v) ve geometrik ortalama partikiil boyutu 840 p olarak
belirlenmistir. Optimum kosullarda gerceklestirilen hidrolizde holoseliiloz yapida bulunan
sekerlerin % 38’1 hidrolizat ortamina alinmistir. Fermantasyon c¢alismalar1 250 mL’lik
erlenlerde 100 mL c¢alisma hacminde oksijensiz kosullar saglanarak kesikli olarak
yirltilmistir. Bu kosullarda farkli mikroorganizmalar kullanilarak gerceklestirilen
fermantasyonda hidrolizat ortaminda bulunan 20 g/L indirgen sekerden E.coli KO11 ile 5,1
g/L ve S. cerevisiae ile 3 g/L biyoetanol iiretim verimi elde edilmistir. Ayrica tez
calismalarinda fabrika atig1, yesil ¢ay ve paket cay olmak tlizere farkli caylarin da hidroliz ve

biyoetanol iiretim verimleri incelenerek atik ¢ay ile karsilagtirmalar yapilmustir.

Anahtar kelimeler: Biyoetanol, Cay atiklari, E.coli KO11, S. cerevisiae, Optimizasyon
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SUMMARY

INVESTIGATION OF BIOETHANOL PRODUCTION FROM TEA WASTES BY
USING DIFFERENT MICROORGANISMS

In this study, bioethanol production using tea wastes as a substrate source has been
investigated by different microorganisms. The reducing sugars in holocelulose structure
were obtained by applying acidic, basic and enzymatic pre-treatment techniques to the tea
wastes. In dilute acid hydrolysis experiments, the parameters of temperature, time, solid
concentration, acid concentration, and particle size have been optimized. According to the
results obtained from the hydrolysis experiments by dilute sulphuric acid, the optimum
conditions were determined as the pre-treatment time of 130 min., tea concentration of 55 g
/ L, acid concentration of 1,15 % (v / v), the geometric mean particle size of 840 p and at the
temperature of 120 °C. In the hydrolysis carried out at the optimum conditions, % 35 of the
sugar with holocelulose (cellulose+hemicellulose) structure was passed to the hydrolysate
media. The fermentation experiments were performed as batch and by supplying anaerobic
conditions. The working volume was 100 mL in the 250 mL volumetric flasks. As a result
of the fermentation experiments, production yields values for E. coli KO11 and S. cerevisiae
were obtained as 5,1 g/L and 3 g/L. from 20 g/L reducing sugar, respectively. Furthermore,
in this thesis, the hydrolysis and bioethanol production yields of another tea samples such as
factory waste, green tea and packets were also investigated and compared with the tea waste

used.

Key words: Bioethanol, Tea wastes, E.coli KO11, S. cerevisiae, Optimization
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1.GIRIS

Insan niifusunun her gecen giin artmasiyla enerjiye olan bagimlilik da artmaktadir.
Enerjinin biiyiik bir kismi ise yenilenebilir olmayan fosil kaynakli yakitlardan
saglanmaktadir. Ancak fosil kaynakli yakitlarin gelecekte tiikenecegi yontindeki goriisler
herkes tarafindan kabul edilmektedir. Diger taraftan, fosil kaynakli yakitlarin
kullanilmasiyla dogaya karbondioksit ve metan gibi ¢esitli sera gazlar1 salinmaktadir. Bu
gazlar diinya iizerinde birikerek hem ozon tabakasina zarar vermekte hem de kiiresel

1sinmayi tetikleyerek diinyamizi tehdit etmektedir.

Fosil kaynakli yakitlarin kritik durumu arastirmacilart cesitli yenilenebilir enerji
kaynaklar1 aramaya yonlendirmistir. Biyoetanol iyi bir alternatif yenilenebilir enerji kaynagi
olarak goriilmektedir. Biyoetanol tiretiminde Amerika Birlesik Devletleri ve Brezilya ilk
siralarda yer almaktadir ve genellikle sakkaroz ve nisasta bazli materyaller kullanilmaktadir.
Bu materyaller, birincil gida kaynaklar1 olduklarindan dolayi, biyoetanol {iretiminde
kullanim1 sinirhdir. Ornegin yayginlasan biyoetanol {iretim tesislerinin birgok tarrmsal
alanda yalniz biyoetanol iiretimi i¢in kullanilmasi, misir fiyatlarini zaman zaman iki katina
¢ikarmistir. Son zamanlarda aragtirmacilar, direkt gida olarak tiiketilemeyen, seliiloz ve
hemiseliilloz igeren lignoseliilozik materyalleri kullanarak biyoetanol {iiretimi iizerine
calismalarin1 yogunlastirmislardir. Dogada ¢cok miktarda ve siirekli olarak bulunmasi buna

ek olarak oldukc¢a ucuz olmasi bu materyalleri cazip kilmistir.

Bu tez calismasinda iilkemizde oldukca 6nemli bir miktarda iiretim ve tiiketimi olan
cay bitkisinin atiklarindan biyoetanol {iretiminde substrat olarak kullanilabilirligi

arastirilmastir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Diinya Enerji Ihtiyaci

Diinya enerji ihtiyaci 2013 yilinda yaklasik 13,5 Milyar Ton Esdeger Petrol (MTEP)
seviyesindeyken 2035 yilinda 17,2 MTEP’ye ulasmasi1 beklenmektedir (IEA 2015). Enerji
ihtiyacim1  karsilamada petrol, komiir ve dogal gaz gibi ¢esitli kaynaklardan
faydalanilmaktadir. Bu kaynaklarin dagilimi Sekil 1°de gosterilmistir. Petrol, basta ulagtirma
sektorii olmak {izere diinya enerji tiikketimi i¢inde en biiyiik paya sahip enerji kaynagidir.
2013 yil1 sonu itibari ile diinya enerji talebinin yaklagik % 31’ini petrol, % 29’unu kdmiir ve
% 21’ini dogal gaz karsilamistir (IEA, 2015). Bu veriler goz oniine alindiginda diinya enerji
ithtiyacinin yaklasik % 81’ini fosil kaynakl yakitlardan saglandigi goriilmektedir. Ancak her
gecen yil fosil kaynaklar tikenmektedir. Buna karsilik enerjiye olan ihtiyag ve petrol
tiiketimi ise artmaktadir. Oniimiizdeki yillarda petrol fiyatlarmin artacagi gercegi artik
rahatlikla tahmin edilebilmektedir (Chiaramonti ve ark., 2012; Sarkar ve ark., 2012).

Fosil kaynakli yakitlarin azalmasi ve buna bagli olarak fiyatlarinin artmasi diger
taraftan dogaya verdigi zarar da goz Oniine alindiginda alternatif enerji arayislarina duyulan
ihtiya¢ giderek artmaktadir. Bu amagla insanlar gilines enerjisi, riizgar enerjisi, biyokiitle
enerjisi ve hidrotermal enerjiler gibi cesitli alternatif, yenilenebilir ve zararsiz enerji
kaynaklarina yonelmektedir ve bu konuda yapilan ¢alisma sayis1 da kayda deger bir bicimde
artmaktadir. Enerji kaynaklar1 bazinda talep artis oranlarinin 2035 yilina kadar petrolde %
13, komiirde % 17, dogal gazda % 48, niikleerde % 66, yenilenebilir kaynaklarda ise % 77

olacag1 6ngoriilmektedir (Limayem ve Ricke, 2012).

Dogalgaz

Niikleer
22% 59
Hidro
Yenilenebilir Biyoyakit 2%

12% 10%

Sekil 2.1: 2013 yilinda enerji kaynaklarinin dagilim oranlari, (IEA, 2015)



2.2. Yenilenebilir Enerji Kaynaklari

Yenilenebilir enerji kaynaklar1 temelde giines enerjisi, riizgar enerjisi, jeotermal
enerji, hidroelektrik enerji ve biyokiitle enerjisi gibi dogal kaynaklardan elde edilen enerji
tiirleridir. Bu kaynaklar fosil yakitlara gére atmosfere sera gazlar1 vermezler ve gevreye ¢cok

daha az zarar verirler (Johansson, 1993; Twidell ve Weir, 2015).
2.2.1. Giines Enerjisi

Giines c¢ekirdeginde flizyon silireci sonucunda olusan yiiksek enerjili 1sinlarin
yerylizline ulagmasi ile yeryiizii 1sinmakta ve 151k ile bitkiler fotosentez yapmaktadir. Bu
1sinlardan faydalanmak icin ise glines enerjisi panelleri gelistirilmistir. Glines enerjisi
panelleri i¢lerinde yer alan koyu renkli yilizeyleri yardimiyla enerjiyi sogururlar. Daha sonra
elde edilen bu 1s1, giines enerjisi paneli tarafindan suya aktarilarak kullanilabilir sicak su elde
edilmis olur. Ayrica panellerde kullanilan fotovoltaik hiicreler ile elektrik de

uiretilebilmektedir (Twidell ve Weir, 2015).
2.2.2. Riizgar Enerjisi

Riizgar; birbirine komsu bulunan iki basing bolgesi arasindaki basing farklarindan
dolay1 meydana gelen ve yiiksek basing merkezinden algak basing merkezine dogru hareket
eden hava akimidir. Bu hareketi saglayan enerji, riizgar tiirbinleri sayesinde mekanik veya

elektrik enerjisine doniistiiriilebilmektedir (Johansson, 1993; Twidell ve Weir, 2015).
2.2.3. Jeotermal Enerji

Jeotermal enerji yer kabugunun derinliklerinde sicak bdlgelerde birikmis sicak su,
buhar ve gazlarin yeryiiziine ulasmasiyla elde edilir. Geleneksel olarak sera, 1sitma, saglik
ve pisirme alaninda kullanilsa da artik elektrik iiretiminde de cesitli tiirbin sistemleri
kullanilarak buhar ya da sivinin tasidigi enerji depolanabilmektedir (Fridleifsson, 2001;

Armstead, 1978).
2.2.4. Hidroelektrik Enerji

Deniz, gol veya nehirlerdeki sular gilines 1sisiyla buharlasarak dag yamaglar1 veya
yiikseklere ¢ikmaktadir ve sonra yogunlasarak yagmur veya kar halinde yeryiiziine

donmektedir. Bu ¢evrim sirasinda akan su ytiksek bir noktadan diisiiriildiigiinde potansiyel



enerjisi kinetik enerjiye doniistiiriilerek enerjisi depolanabilmektedir. Suyun akis veya diisiis

hiz1 su giiciinii etkilemektedir (Johansson, 1993; Twidell ve Weir, 2015).
2.2.5. Biyokiitle Enerjisi

Biyokiitle kelime anlami olarak canli organizma ya da yakin bir zamana kadar
yasamis olan organizma demektir. Biyokiitle i¢cin agac¢lar ve orman {iriinleri, misir, bugday
gibi 6zel olarak yetistirilen tarla iiriinleri, otlar, yosunlar, denizdeki algler, hayvan digkilari,
giibre ve sanayi atiklari, evlerden atilan tiim organik ¢opler (meyve ve sebze artiklari)
kaynak olusturmaktadir. Bitkisel kaynakli biyokiitlenin var olan enerjisinin kaynagi temelde
giinesten gelen 1s1nlardaki enerjiyi fotosentez yaparak depolamasidir. insan ve hayvanlar ise
bu enerjiden faydalanmak amaciyla bitkileri gida olarak tiiketerek, yakip 1sinarak ve farkl
islemlere tabi tutarak gesitli yakitlar elde ederek biyokiitleleri kullanmaktadir. Biyokiitle
tiretilirken metabolik siirecte meydana gelen 6CO2 +6H20 — CsH1206 + 602 tepkimesi ile
havada serbest halde bulunan atmosferik karbon biyokiitledeki karbohidrat yapiya katilir.
Biyokiitlenin igerisindeki karbon havadan fotosentez ile elde edildigi icin biyokiitlenin
yakilmasi ya da parcalanmasi havada net karbondioksit artisina neden olmaz. Bununla
beraber enerji ihtiyacinin artmasi, fosil yakitlar yiiziinden atmosferde CO:> birikmesi,
ekonomik kalkinma, yerli enerji iiretimi ve fosil yakitlarin tilkenmesi gibi bircok faktor
biyokiitle esasli enerjilerin tercih edilmesinin sebepleri arasindadir (Kheshgi, Prince, ve

Marland, 2000).
2.3. Biyoyakatlar ve Tarihcesi

Tanim olarak; igeriginin hacimce % 80’ini son on yil igerisinde toplayan canli
organizmalardan elde edilmis her tiirlii yakita biyoyakit denmektedir. Biyokiitle materyalleri
cesitli cevrim teknikleriyle islenerek kati, sivi ve gaz yakitlara donistiiriilebilmektedir.
Cevrim sonunda biyodizel, biyogaz, biyoetanol, pirolitik gaz gibi ana {iriin olan yakitlarin
yani sira, giibre, hidrojen gibi yan iiriinler de elde edilebilmektedir (Kheshgi, Prince, ve
Marland, 2000). Biyoyakitlarin kullanim1 esasen oldukga eski zamanlara dayanmaktadir.
Insanoglu odun ve odun fiiriinlerini tarihin pek ¢ok devrinde 1sinma, pisirme ve saglik
amactyla kullanmistir (Junginger, Goh, ve Faaij, 2013). Misirlilar hint tohumu yagim
aydinlatma yakiti olarak kullanmislaridir. Cam ormanlarinin bol oldugu Norveg, Finlandiya
gibi kuzey iilkelerinde ¢am odunundan c¢iralar yakin zamanlara kadar kullanilmistir

(Larousse, 1986). ince dallarin zift ya da balmumuna batirilmasiyla hazirlanan mesaleler de



cok kullanilan ilkel aydinlatma araglariydi. Mesalelerden sonra insanlar atese damlayan
yaglarin alev aldigindan hareketle daha kullamighi bir 151k kaynagi olan kandili
kullanmislardir. 1928 yilinda Fransa’da en az 50 bin yillik bir tas kandil, Irak’ta da 10 bin
yillik pismis topraktan kandiller bulunmustur (Songstad ve ark., 2009; Britannica, 1992).
Ulkemizde halen kirsal kesimlerde tezek yakmak suretiyle 1stnma saglanabilmektedir.
Glinlimiizde kullanim alan1 bulan biyoyakitlar1 gesitli sekillerde siniflandirmak
miimkiindiir. Biyokiitle kaynagindan alinip direkt olarak kullaniliyorsa birincil biyoyakit,
cesitli doniisiim teknolojileri kullanilarak kati, s1v1 ya da gaz yakatlar elde ediliyor ise ikincil
biyoyakit olarak adlandirilmaktadir. Ayrica biyoyakitlar tiiriine gore de kati, sivi ve gaz

yakitlar olarak siniflandirilmaktadir (Sekil 2.2).

Birincil ikincil Kat1 Yakatlar Sivi Yakiatlar Gaz
Biyoyakitlar Biyoyakitlar Yakatlar
Odun Odun komiirti Odun komiirti Biyoetanol Biyohidrojen
Odun talas1 Biyoetanol Biyopellet Biyodizel Biyogaz
Hasat artiklar1 Biyodizel Biyobiriket Bitkisel yag
Biyogaz Biyometanol

Sekil 2.2: Biyoyakitlarin kullanim sekline ve tiirline gore siniflandirilmasi (Bengisu, 2014).

2.4. Biyoetanol

Biyoetanol bitkisel kaynaklt maddelerde var olan sekerin kullanilarak cesitli
mikroorganizmalarin fermantasyonla iirettigi bir c¢esit alkoldiir. Kimyasal ve fiziksel
ozellikleri bakimindan biyoetanol ile sentetik etil alkol arasinda bir fark bulunmamaktadir.
Sentetik etil alkol, ham petrol, dogal gaz veya komiirden petrokimyasal olarak etilenin
hidrasyonu yoluyla elde edilmektedir (Melikoglu ve Albostan, 2011). Biyoetanol fosil
yakitlardan farkli olarak seker kamisi, melas, misir, bugday, sorgum vb. tahillar ve
lignoseliilozik yapili hammaddelerden de fermantasyon yoluyla iiretilen ve tek basina
kullanilabildigi gibi benzine farkli oranlarda karistirilarak da kullanilabilen alternatif bir
biyoyakattir. ik olarak 1897 yilinda Nikolas Otto tarafindan icat edilen yanmali motorda
kullanilmaya baslanan etanol, sonralar1 "etanol i¢eren yakit" karisimlari seklinde benzine
ihtiyag¢ duyan araglar ve motorlarda basariyla kullanilmistir. Igten yanmali motorlarda

herhangi bir modifikasyon olmadan benzine hacimce % 10 (E10) karistirilarak



kullanilabilmektedir. Ayrica motorda ¢esitli modifikasyonlar yaparak daha yiiksek oranlarda
(E50, E85) biyoetanol karigimlari da yakit olarak kullanilabilmektedir. Biyoetanol ve
benzinin kimyasal, fiziksel ve termal baz1 6zellikleri Tablo 2.1°de verilmistir.

Biyoetanoliin yakitlara katilmasina neden olarak bir takim avantajlar1 mevcuttur.
Biyoetanol, miikemmel bir benzin karisim bileseni olarak yiiksek oktan sayisina, yliksek
alevlenme hizina ve yiiksek buharlasma 1sisina sahiptir. Bu 6zellikleri, daha kisa yanma
siireleri saglayarak, bu sayede i¢ten yanmali motorlarda benzine gore daha yiiksek verim
alinmasin1 ve bir aracin en iyi performansla yakit sistemini temiz tutarak g¢alismasina
yardimei1 olur. Ayrica, % 35 oksijen igeren bir yakit oldugu i¢in benzinin aksine yanmak i¢in

daha az havaya ihtiya¢ duymaktadir (Adigiizel, 2013).

Tablo 2.1: Biyoetanol ve benzinin kimyasal, fiziksel ve termal bazi 6zellikleri (Ma ve ark., 2009; Torres-
Jimenez ve ark., 2011).

Kimyasal 6zellik Biyoetanol Benzin
Kimyasal formiil C,HsOH (C4-Ci2n
Molekiiler agirligi (g/gmol) 46,1 114
Karbon (% agirlik), C 52 85-88
Hidrojen (% agirlik), H 13 15-12
Oksijen (% agirlik), O 35 0

Fiziksel ozellik
Yogunluk (kg/m?) 0,789 0,739
Kaynama noktasi (°C) 78,37 27-225
Suda ¢oziiniirlik (%) 100 <0,01
Viskozite (cp) 1,20 0,56
Termal 6zellik
Ozgiil 1s1 (kcal/kg®C) 0,6 0,5
Tutusma sicaklig (°C) 422 257
Yanma 1sist (j/g, 25 °C’de) 29676,7 47000
Donma noktasi (°C) -113 -40
Parlama noktasi (°C) 14 -45




2.4.1. Biyoetanoliin Tarihi ve Giiniimiizdeki Durumu

Biyoetanol, daha dnceleri de kismen kullanilsa da ikinci Diinya Savasi’ndan sonra
patlak veren petrol krizinde kendini gdstermistir (Heinberg, 2005). 1975’te Brezilya
hiikiimeti desteginde seker kamigsindan biyoetanol iiretim programi baglamistir. Brezilya’nin
biyoetanol {iiretiminde ilk siralarda olmasinin temelinde bu durum yatmaktadir. Diger
taraftan Amerika Birlesik Devletleri ise 1978’de misirdan biyoetanol iiretimine biiyiik
olgekli olarak baslamustir. Bu iilkelerin ardindan Kanada, Cin, Fransa, ispanya ve Isvec de
biyoetanol liretimine baglamistir. Diinya genelinde ise 2010 yilinda biyoetanoliin % 44°i
Kuzey ve Orta Amerika, % 36’s1 Giiney Amerika, % 14’1 Avrupa, % 5’1 Asya ve % 1’1
Afrika ve Orta Asya iilkelerinde tretilmektedir. Toplam iiretimin % 43 iinii tek basina
karsilayan ABD’den sonraki en biiyiik tiretici % 26 ile Brezilya’dir (Sekil 3). Avrupa’da ise
Almanya, Fransa ve Ispanya en biiyiik biyoyakit iireticileri konumundadirlar (Cardona ve
Sanchez, 2007; Prasad, Singh, ve Joshi, 2007; Soccol ve ark., 2010). Brezilya yilda yaklagik
500 milyar ton seker kamuisi {iretimi ile diinya genelinde % 30’luk paya sahiptir. Bu tiretim
rekoltesi seker kamist iirlinlerini ve artiklarini biyoetanol tiretiminde kullanmak i¢in oldukca
ekonomik kilmaktadir. Brezilya’da yilda yaklasik 185 milyon ton seker kamisi kiispesi elde
edilmektedir. Avrupa iilkelerinde ise seker sanayi atig1 ve artig1 olan pancar melasi ve kiispe
en ¢ok kullanilan hammaddelerdir. Seker pancart hemen hemen tiim Avrupa iilkelerinde
yetistirilebilmektedir. Ayrica bugday samani da Avrupa’da yilda yaklagik 130 milyon ton
civarinda tiretilmektedir. ABD ise yilda yaklasik 4 milyar kilogram muisir tirtinleri biyoetanol

endiistrisinde kullanmaktadir (Soccol ve ark., 2010; Chiaramonti ve ark., 2012).
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Sekil 2.3: Diinya geneli biyoetanol iiretiminde iilkelerin yillara gére dagilimi (RFA, 2016)
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2.4.2. Biyoetanol Uretiminde Kullanilan Hammadde Kaynaklar1

Biyoetanol iiretiminde mikroorganizmalarin temel ihtiyaci basta karbon kaynagidir.
Bu amagla yapisinda kayda deger miktarda fermente edilebilir seker (C) barindiran sakkaroz,
nisasta ve seliilloz yapida biyokiitleler kullanilmaktadir. Kullanilan hammadde kaynaklarimi
ti¢ sinifta toplamak miimkiindiir (Adigiizel, 2013; Meral ve Saydan, 2012) :
i. Sakkaroz igerikli kaynaklar (seker pancari, seker kamisi, sorgum vb.)
ii. Nisasta igerikli kaynaklar (bugday, misir, arpa vb.)

iii. Lignoseliilozik kaynaklar (odun, saman, ot vb. )

2.4.2.1. Sakkaroz I¢erikli Kaynaklar

Biyoetanol iiretiminde halihazirda en fazla seker pancari ve seker kamisi tiriinleri
kullanilmaktadir. Diinya seker iiretiminin 2/3’{inli seker kamisi, 1/3’linii ise seker pancari
olusturmaktadir (Linoj ve ark., 2006). Seker kamisinin % 27’sini Brezilya, % 18’ini ise Peru
iiretmekte olup bu iki iilke seker kamis1 iiretiminde bas1 cekmektedir. Uretimde agiga ¢ikan
seker kamist kiispesinin yaklasik olarak % 22°si lignin, % 30’u hemiseliiloz ve % 38’1 ise
selillozdan olugmaktadir (Kim ve Dale, 2004). Dolayisiyla bu {ilkeler i¢in seker kamisi
kiispesinden biyoetanol iiretmek olduk¢a verimli ve ekonomik olmaktadir. Avrupa
iilkelerinde ise daha 1liman cografyada olduklarindan seker pancar1 {irtinleri
kullanilmaktadir. Ozellikle seker fabrikas1 atigi melas, icerdigi yiiksek oranda sakkaroz
sayesinde biyoetanol iiretiminde olduk¢a uygun bir hammaddedir (Prasad, Singh, ve Joshi,

2007; Balat, Balat, ve Oz, 2008).

2.4.2.2. Nisasta I¢erikli Kaynaklar

Kuzey Amerika ve Avrupa’da yetistirilen misir ve piring triinleri biyoetanol
iiretiminde en ¢ok kullamlan hammaddelerdir. Ozellikle Amerika’da iiretilen biyoetanoliin
yaklasik % 90’1 misir iirlinlerinden olmaktadir (Cardona ve Sanchez, 2007). Nisasta D-
glikoz birimlerinden olusmus karmasik bir sekerdir dolayisiyla biyoetanol iiretiminde
kullanilabilmesi i¢in bu karmagik yapinin bozulmasi gerekmektedir. Nisasta bazli maddeler
fermantasyondan 6nce enzimatik ya da kimyasal hidroliz islemine tabi tutularak fermente
edilebilir sekerler iceren glikoz surubu elde edilir. Glikoz igeren bu ortam etanol iireten

mikroorganizmalar kullanarak biyoetanol iiretiminde kullanilmaktadir.



2.4.2.3. Lignoseliilozik Kaynaklar

Lignoseliilozik kaynaklar yapisinda lignin, seliiloz ve hemiseliilloz bulunduran,
bugday ve musir ¢opli gibi tarimsal atiklar, odun {iriinleri ve enerji bitkilerinden olusan
yeryliziinde en ¢ok bulunan materyallerdir. Hemiseliilozik ve seliilozik kisimlar glikoz,
mannoz, galaktoz, ksiloz ve arabinoz gibi monosakkaritlerden olusmaktadir. Ancak bunlarin
orani bitki tiirleri arasinda farkli olmakla birlikte ayrica bitkinin yasi, hiicre tipi ve tek bir
bitkinin farkli kisimlarina bagli olarak da degisiklik gosterebilmektedir. Piring sap1 diinyada
en bol bulunan lignoseliilozik atiktir. 667,6 milyon ton Asya’da, 37,2 milyon tonu
Amerika’da, 20,9 milyon tonu Afrika’da, 3,9 milyon tonu Avrupa’da ve 1,7 milyon tonu ise
okyanus iilkelerinde olmak iizere yilda yaklasik 731 milyon ton atik olusmaktadir. Piring
sapinin bu miktar1 yilda yaklasik 205 milyar litre biyoetanol iiretme potansiyelindedir (Balat,

Balat, ve Oz, 2008; Zhang, 2008; Adigiizel, 2011).

2.5. Lignoseliilozik Materyallerin Yapisi

Lignoseliilozik maddelerin yapisin1 lignin, seliiloz, hemiseliiloz iironik asitler ve
asetil gruplar olugturmaktadir.

Lignin: Polisakkaritlerden sonra hiicre ¢eperinde en fazla miktarda bulunan
dallanmis yapidaki amorf fenolik polimerdir. Bitkilerde, hiicre duvarinin yapisini olusturan
selilloz ve diger karbonhidratlarla birlikte giiclii direng ve dayaniklilifa sahip bir doku
meydana getirmektedir. Lignin aromatik yapida olup, bilinen ¢6ziiclilerde monomerlerine
ayrilmas1 miimkiin olmamaktadir. Delignifikasyon olarak bilinen ligninin uzaklastiriimasi
islemi sonucunda holoseliiloz elde edilmektedir. Ideal bir delignifikasyon ile ligninin
tamamen uzaklastirilmasi ve polisakkaritler {izerine herhangi bir kimyasal etkinin olmamasi
saglanmaktadir. Fizikokimyasal, termokimyasal ve biyolojik olarak kismi delignifikasyon
islemleri yapilabilirken ligninin tamamen uzaklastirilmasina yonelik bir yontem heniiz
gelistirilememistir (Fengel ve Wegener, 1984; Financie, Moniruzzaman, ve Uemura, 2016).
Mevcut delignifikasyon islemlerinde holoselilloz yapida kalan lignin miktarin1 en az
seviyede tutarak, fermente edilebilir seker kaybinin miimkiin olan en diisiik miktarda olmasi

hedeflenmektedir. (Ayla ve Nimz, 1984).



Seliiloz: Kimyasal olarak seliilloz B-(1,4) glikoz baglar ile baglanmig dogal bir
polimerdir. Iki glikoz molekiiliiniin yan yana ve zit yonde bir araya gelmesiyle bu yap1
olusmaktadir. Seliiloz elementel olarak % 44 C, % 6,2 H ve % 49 O igermektedir. Saf seliiloz
hidroliz ile yaklasik % 95 verimle D-glikoza doniisiir. Bu anhidro-glikoz monomerleri,
defalarca tekrarlanarak bir zincir molekiil meydana getirmekte ve bu birimlerin tekrarlanma
sayis1 hammaddeye gore degismektedir. Ornegin odunda 600'den 1000'e, pamuk ipliklerinde
ise 3500'e kadar deger alir. Her bir anhidro-glikoz biriminin ii¢ tane hidroksil (OH) grubu
bulunmaktadir. Seliiloz su ve benzen, alkol, aseton, kloroform gibi organik ¢oziiciilerde
¢oziinmezken, bazik bir ¢ozelti olan schweitzer reaktifinde (bakir-1I-hidroksit ve derisik
amonyum hidroksit karigimi1) ¢oziiniir (Schweizer ve Wiirsch, 1991).

Hemiseliiloz: Hemiseliilloz seliillozdan farkli olarak, farkli seker birimlerinin
(pentozlar, heksozlar ve seker asitleri) farkli sekillerde birlesmesi sonucunda olusmus dalli
bir heteropolisakkarittir. Seliilozda 3500 kadar glikoz molekiilii diiz zincir seklinde
birlesebilirken hemiseliilozda yaklasik olarak 200 farkli seker birimi kisa zincirler halinde
birlegsmektedir. Dogada toplam biyokiitlenin % 30-35'ini hemiseliilozlar olusturmaktadir.
Hemiseliillozun baslica bileseni ksilan olup, iskelet yapisinin yaklasik % 80'1 ksiloz
tinitelerine bagli arabinoz veya glukuronik asitten olusmaktadir. Hemiseliiloz hidrolizi ile
hammaddenin tiiriine gore hidrolizat i¢inde ksiloz, glikoz, arabinoz, galaktoz, ramnoz ve

mannoz gibi pentoz ve heksozlar yer alabilmektedir (Carvalheiro, Duarte, ve Girio, 2008).

Lignin

— 4
T Seliiloz

S

\ Hemisetiloz

Ester

Sekil 2.4: Lignoseliilozik yapinin bilesenleri, (McIntosh, 2016)
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2.5.1. Lignoseliilozik Materyallere Uygulanan On islemler

Lignoseliilozik biyokiitlenin, lignin igermesi ve kristal yapida olmasi hidrolizini
engelleyen iki onemli faktordiir. Bu nedenle iiretimde kullanilacak olan materyallerin
fiziksel, kimyasal, fizikokimyasal ve/veya biyolojik cesitli yontemler kullanilarak kristal
yapisinin bozulmasi ve ligninin uzaklagtirilmas1 gerekmektedir. Boylece yapist bozulan
materyalden fermente edilebilir sekerlerin hidrolizi kolaylagsmaktadir (Balat, Balat, ve Oz,
2008; Taherzadeh ve Karimi, 2008; Chiaramonti ve ark., 2012).

Etkili ve ekonomik bir 6n islemde asagidaki 6zellikler olmalidir;

v Enzimatik hidroliz i¢in selillozun fermente edilebilir sekerlerden baska bilesiklere
doniismesine imkan vermemelidir.

v Hemiseliiloz ve seliilozun bozunmasina neden olmamalidir.

v Hidrolitik enzim ve fermantasyon mikroorganizmalari ig¢in olugmasi muhtemel
inhibitor karakterli bilesiklerin olusumu minimum yada hi¢ olamamalidir.

v Hammadde igin fazla boyut kiigiiltme gerektirmemelidir.

v' Pahali ya da 6zel ekipmanlar gerektirmemelidir.

v Minimum kimyasal madde gereksinimi ve ucuz kimyasallarla yapilmaldir.

Lignoseliilozik maddenin 6n islemine etki eden cesitli faktorler vardir. Bunlari
kristallik derecesi, ylizey alani, lignin ve hemiseliiloz oranlari olarak siralamak miimkiindiir
(Taherzadeh ve Karimi, 2008).

Kristallik: Seliilloz mikrofibrillerinin yaklasik 2/3’1 kristalize (diizenli) haldedir. Bu
kristalize bolgeler enzimin temas etmesi gereken bdlgeleri azaltmaktadir. On islemler ile bu
kararli yap1 bozulmaya ¢alisilir.

Ulagilabilir Yiizey Alani: Gerek 6n islemde gerekse de hidroliz isleminde yiizey alaninin
fazla olmasi yapilan islemin etkinligini bliylik Ol¢lide artirmaktadir. Lignoseliilozik
materyaller i¢ ve disg olmak tizere iki tip yiizey alanina sahiptir. D1s yiizey alan1 materyalin
partikiil biiyiikliigii ve dogal gdzenekliliginden kaynakli alandir. Ornegin 15-40 pm’lik
materyalin yiizey alam 0,6-1,6 m?/g olabilmektedir. I¢ yiizey alam ise seliilozik fibriller ve
kapiler yapidan kaynakl1 yiizey alamdir. I¢ yiizey alan1 genellikle dis yiizey alanindan biiyiik
olmaktadir. Ozellikle materyal su veya baska bir ¢oziicii ile muamele edildiginde siserek
genisliyor ise i¢ yiizey alam1 ¢cok daha fazla olmaktadir. Enzimatik hidroliz esnasinda i

yiizey alan1 enzimin aktivitesinden dolayi siirekli degisir.
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Lignin etkisi: Hemiseliiloz ve seliiloz lignin ile birbirine baglanmis durumdadir. Lignin
burada yapisal sertlik ve genislemeye karsi direng de saglayarak ¢imento islevi gormektedir.
Bu yiizden 6n islem esnasinda direng gostermektedir. Lignin igerigi yiiksek yumusak
odunlar lignin icerigi diisiik sert odunlara gére daha direncli olabilmektedir (Taherzadeh ve
Karimi, 2008).

Hemiseliiloz etkisi: Hemiseliiloz seliilozu ¢evreleyerek kusattigi i¢in enzimlerin seliiloza
ulagmasinda ligninden sonra ikinci engeldir. Dolayisiyla hemiseliilozun tek basina yapidan
uzaklastirilmasiyla direkt olarak enzimatik hidrolizin arttigmmi sdylemek pek miimkiin

degildir.

2.5.1.1. Fiziksel On Islemler
2.5.1.1.1. Mekanik Ogiitme

Lignoseliilozik materyallerdeki seliilozun kristalligi kesme, parcalama, kirma ve
oglitme gibi islemlerle azaltilabilir. Mekanik 6giitme islemleriyle kristalligin azalmasi yiizey
alanimi arttirdig1 icin bir sonraki proses olan selilloz ve hemiseliilloz hidrolizasyonunda
verimlilik genellikle artmaktadir. Materyalin baglangic ve istenilen son partikiil biiytikligii,
nem igerigi ve materyalin yapisi (sert-yumusak odun, fibrin igermesi vb.) mekanik 6giitmeye
harcanan enerjinin biiyiik bir kismini1 olusturmaktadir. Kabaca 10-30 mm biiytikliikteki
lignoseliilozik  materyaller yaklagik olarak 0,2-2 mm partikiill — biyiikliiklerine
ogiitiilmektedir. Mekanik 6giitme islemleri esnasinda enerji tiikketimi oldukga fazladir ve
proses ekonomisini 6nemli oranda etkilemektedir (Taherzadeh ve Karimi, 2008; Adigiizel,

2011).

2.5.1.1.2. Piroliz

Bu proseste lignoseliilozik materyaller oksijensiz ortamda 300 °C’den yiiksek bir
sicaklikta muamele edildiginde, seliiloz hizla Hz ve CO gibi gaz iiriinleri ile aktif karbon gibi
kat1 iirlinlere donlismek iizere parcalanir. Bozunma islemi oldukca yavas gergeklesir ve
diisiik sicakliklarda ugucu bilesenler meydana gelir. Piroliz isleminden sonra elde edilen
aktif karbona su ya da hafif asit hidrolizi ile ileri bir 6n islem daha yapilir. Boylece elde
edilen hidrolizat ile biyoetanol iiretiminde kullanilabilecek basta glikoz (% 55) olmak {izere

karbon kaynagi elde edilir (Das, Ganesh, ve Wangikar, 2004; Sarkar ve ark., 2012).
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2.5.1.1.3. Mikrodalga ve Elektron Demeti

Mikrodalga 6n islemi sicak (termal, mikrodalga) ve soguk (non-termal, elektron
demeti) olmak ftizere iki sekilde uygulanabilmektedir. Termal metotta lignoseliillozik
materyalin yapisindaki polar baglarin ve ¢evresindeki sulu ¢6zeltinin i¢ enerjisi mikrodalga
151n gondermek suretiyle artirilir. Boylece materyal icerisinde olusan farkli sicak noktalar
lignin yapisina etki eder, lignin tamamen uzaklastirilamaz ancak direnci kirilir. Soguk
metotta ise siirekli olarak manyetik alan degistirilerek materyalin polar baglarinin
titresimleri artirilir ve yapilarinin bozunmasi saglanir, bu islem sonraki fiziksel, kimyasal ya
da biyolojik 6n islemin prosesini hizlandirmakla birlikte endiistriyel boyutta bu islemlerin

uygulamasi pahali ve fizibilite agisindan uygun degildir (Sarkar ve ark., 2012).

2.5.1.1.4. Ultrasonik Uygulama

Bu islemde materyalin de i¢inde bulundugu sivida yiiksek frekansta olusturulan (25-
170 kHz) milyonlarca mikroskobik hava kabarciginin lignoseliilozik maddenin yiizeyinde
meydana getirdigi tahribatla kimyasal baglarin kirilmasi saglanir. Ultrasonik uygulamanin
laboratuvar 6lgeginde uygulamalari bulunurken 6zel ekipmanlar gerektirmesi ve calisma
kosullarinin zor olmasindan dolayr endiistriyel Olcekte kullanilabilirligi miimkiin

olmamaktadir (Germec ve ark., 2016; Balat, Balat, ve Oz, 2008).

2.5.1.2. Fizikokimyasal On islemler
2.5.1.2.1. Buhar Patlamasi (Oto-hidroliz)

Bu yontemde sadece su buhar1 kullanilarak materyal yiiksek sicaklik (160-290 °C)
ve basingta (20-50 bar) birka¢ dakika bekletilir ve aniden atmosferik sartlara doniilerek
basing¢li buharla patlatilir. Bunun sonucu olarak lignoseliilozik yap1 pargalanir, hemiseliiloz
fraksiyonlar1 hidrolize, lignin bilesenleri ise depolimerize ve defibrilize olur. Bu yontem
ozellikle hemiseliiloz icerigi yiiksek materyallerde daha etkin olmaktadir. Ciinkii lignin ve
hemiseliiloz yapisinin bozulmasi avantaj iken buhar patlamasi yontemi seliillozun amorf
kisimlarinda kristalligi artirmaktadir ki bu da dezavantajdir. Diger taraftan bu yontem diisiik
enerji gereksinimi, ¢evreye zararli olabilecek soliisyonlar gerektirmemesi, geri doniisiim
kolaylig1 agisindan oldukga caziptir. Bu yontem yumusak odunlara kiyasla sert odunlar
acisindan uygun olmaktadir. Ekonomik ve etkili oldugu i¢in pilot ve biiyiik 6l¢ekli tesislerde
uygulama alan1 bulmustur (Balat, Balat, ve Oz, 2008; Sarkar ve ark., 2012).
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2.5.1.2.2. Sicak Su Ekstraksiyon

Sicak su ekstraksiyonu, kaynama noktasinda sicak su ile hemiseliiloz hidrolizinde
kullanilmaktadir. On islem kosullar1 genellikle 170-230 °C, 5 MPa ve 20 dk. Civarinda
olmaktadir. Bu yontemde, buhar patlamasma kiyasla daha az olmak iizere, muamele
sonrasinda furfural ve karboksilik asit gibi bir takim mikrobiyal biiylimeyi inhibe edici
ozellikteki bilesikler olugabilmektedir. Bununla beraber, proses yiiriitiiliirken baz eklenerek
bahsedilen inhibitor maddeler notralize edilebilmektedir. Yontemin avantaji ise pentozlarda
yilksek oranda doniisii (% 88-98) ile herhangi bir asit ya da bagka kimyasal
gerektirmemesidir. Ozellikle kagit endiistrisinde kullanilan hidrotermal bir 6nislemdir (Sun

ve Cheng, 2002; Taherzadeh ve Karimi, 2008).

2.5.1.2.3. Amonyak Fiber Patlamasi (AFEX)

Amonyak fiber patlamasi alkali bir fizikokimyasal proses olup materyal yiiksek
sicaklik ve basingta sivi amonyak ve buhar patlamasi prosesine tabi tutulur. On islem
kosullar1 genellikle 60-100 °C, 2 atm. ve 20 dk. civarinda olmaktadir. Bu metot alkali bir 6n
islem olarak gerceklestiginden proses sonunda inhibitdr madde olusmaz. AFEX herhangi bir
fermente edilebilir seker formu agiga ¢ikarmaz, ancak seliiloz ve hemiseliilozun enzimatik
hidrolizde yiizey erisebilirligine katki saglayarak sekerlere indirgenmesine olanak saglanir.
AFEX islemi var olan lignin ve bazi hiicre duvari bilesenlerini materyal yiizeyine tasiyarak
kismi seker kaybina neden olan ikinci bir yikama prosesi gerektirebilmektedir. Dolayisiyla
yiiksek lignin igerigine sahip materyallerde bu metodun kullanilmasi etkin olmamaktadir.
Bu metot uygulamasi kolay ve kisa slirmekle beraber amonyagin pahali olmas1 ve geri
kazanim gerektirmesi, toksik olmasi gibi baz1 dezavantajlara da sahiptir (Balat, Balat, ve Oz,

2008; Sarkar ve ark., 2012) .

2.5.1.2.4. CO2 Muamelesi

CO, muamelesi, buhar patlamasi ve AFEX uygulamasina benzemektedir. On islem
kosullar1 16 MPa basingta 90 dk. ve 50 °C de siiperkritik CO» ile gerceklestirilir ve verim %
99 civarina ulasabilmektedir. Burada kullanilan CO», karboksilik asit olusumuna neden olur
ve asidik etki saglayarak materyalin doniisiimiinii kolaylastir ve inhibitdr olusumu goriilmez.
Bu yontem etkin olmasmna ragmen endiistriyel uygulamalar i¢in oldukca pahalidir

(Hamelinck, Van Hooijdonk, ve Faaij, 2005; Prasad, Singh, ve Joshi, 2007).
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2.5.1.3. Kimyasal On islemler

2.5.1.3.1. Asidik On islem

Lignoseliilozik atiklara yapilan 6n islemler icerisinde olduk¢a énemli bir yere sahip
olan asidik 0n islem; siilfiirik asit, hidroklorik asit, nitrik asit ve fosforik asit ¢ozeltileriyle
yapilmaktadir. Asidik 6n islem seyreltik asitle yiiksek sicaklikta ya da derisik asitle diisiik
sicaklik sartlar1 uygulama olmak tizere iki tiirlii yapilmaktadir. Derisik asitle yapilan islemle
doniisiim verimi oldukga iyi olmakla beraber proses oldukca korozif ve tehlikeli olmaktadir.
Ayrica derigsik asit proseslerinde metalik yapida olmayan korozyona dayanikli 6zel
malzemeler gerekmekte ve kullanilan asit proses ekonomisi agisindan geri kazanilmalidir.
Bu dezavantajlar endiistride tercih edilmemesinde 6nemli faktorlerdir. Kimyasal 6n islem
metotlar1 arasinda en yaygin olan seyreltik asit yontemi; gerek kompleks sekerlerin
enzimatik hidrolizasyonu i¢in bir 6n islem olarak gerekse de direkt indirgen seker elde
edilmek amaciyla kullanilabilmektedir. On islem kosullar1 olarak seyreltik siilfiirik ya da
hidroklorik asit (% 1-5, v/v) cozeltileri ile yiiksek sicaklikta (160-210 °C) materyal ile
muamele edilir. Seyreltik asit muamelesinden sonra % 100’e yakin hemiseliiloz yikimi elde
edilebilir, diger taraftan etkin bir lignin par¢alanmas1 goriilememekle beraber lignin direnci
kirilarak seliiloza enzimlerin ulasilabilecegi yiizey alani artar. Bu yoOntemin temel
problemlerinden biri diisik pH araliginda islemler ger¢eklestiginden karboksilik asit,
furanlar ve bazi fenolik bilesenlerin olugma potansiyelinin olmasidir. Bu bilesenler
enzimatik hidrolize etki etmese bile verim ya da mikrobiyal aktiviteyi diisiirmektedir. Bu
yiizden asidik 6n islem yapilan 6rneklere detoksifikasyon islemi gerekmektedir (Balat,

Balat, ve Oz, 2008; Taherzadeh ve Karimi, 2008; Sarkar ve ark., 2012).

2.5.1.3.2. Alkali On islem

Alkali 6n islem NaOH, Ca(OH), ve NHj; cozeltileri kullanarak lignin ve
hemiseliilozun bir kismini uzaklastirarak enzimatik hidroliz i¢in seliiloza ulasilabilir alanlar1
artirmak amaciyla yapilmaktadir. Alkali hidrolizin etki mekanizmasi lignin ve hemiseliiloz
molekiilleri arasindaki ester baglarinin kirilmasi esasina dayanmaktadir. Bu baglar
kirildiginda materyal gozenekliligi artmakla birlikte sismektedir boylece seliilozun
kristalligi azalarak enzimatik hidrolizde yiizey alanina bagl olarak verim artirmaktadir. On
islem siiresi uzun tutularak diisiik konsantrasyonlu baz kullanilabilmekte ya da yiiksek

konsantrasyonlu baz ile daha kisa siirede 6n islem yapilabilmektedir (Zhang ve ark., 2007).
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2.5.1.3.3. Organik Coziicii Kullanima

Bu metotta materyal metanol, etanol, asetik asit, aseton, performik asit ve salisilik
asit gibi organik ¢oOziicii iceren c¢ozeltilerde delignifikasyon islemine tabi tutulurlar.
Cozeltiye materyal eklendikten sonra 150-200 °C sicaklik araliginda bekletilir ancak
¢Oziiciiniin  kimyasal oOzelliklerinin  degisme riski yiiksek sicaklikta calismay1
kisitlamaktadir. Coziicli kullanilan sistemlerde genellikle ¢oziiniin geri kazanilmasi hem
ekonomi ag¢isindan hem de fermantasyon ortami i¢in inhibitdr etkisinden dolay1 6nemlidir.
Coziiciiniin geri kazanilmasi veya uzaklastirilmasi amaciyla genellikle distilasyon diizenegi
gibi ek proses ekipmanlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu yontem daha ¢ok asidik hidroliz gibi
ek bir on islemle birlikte kullanilmaktadir (Taherzadeh ve Karimi, 2008; Sarkar ve ark.,

2012)

2.5.1.3.4. Ozonoliz

Ozon, oksijen molekiillerinden elektrik akimi gecirilerek elde edilen oldukga giiglii
bir oksitleyici ajandir. Nemsiz kati1 materyallere uygulandiginda olefinik ve aktif aromatik
bolgelere etki ederek parcalamaktadir. Nemli materyallere uygulandiginda ise lignin gibi
fenolik bilesenlere etki etmektedir. Ancak bu metotta fazla miktarda ozona ihtiyag
duyuldugundan ekonomik olamamaktadir. Ozonoliz isleminin verimine materyalin nem
igerigi, partikiil biyiikliigii ve gaz akimindaki ozon konsantrasyonu etki etmektedir (Sun ve

Cheng, 2002; Taherzadeh ve Karimi, 2008).

2.5.1.4. Biyolojik On Islemler

Mikroorganizmalar kullanilarak da lignoseliilozik materyaller par¢alanabilmektedir.
Lignin, hemiseliiloz ve seliilozun bir kismim par¢alamak amaciyla kahverengi, beyaz ve
yumusak cliriik¢iil mantarlar kullanilir. Bu amagla en sik kullanilan mantarlar
Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolo, Ceriporiopsis subvermispora’dir.
Ayrica bazi Aspergillus, Fusarium ve Penicillum tirleri de kati hal fermantasyonu
uygulamalarinda kullanilabilmektedir. Burada 6zellikle beyaz mantarlarin diger mantarlara
nispeten daha etkin ve verimli oldugu bilinmektedir. Bu yontemin avantajlarinin basinda
diisiik enerji gereksinimi gelmektedir ayrica iliman sartlarda calisma ve asir1 kimyasal

gerektirmeme gibi avantajlara sahiptir. Ancak endiistriyel kullanimda kisithi olmasinin temel
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nedeni doniisiim oraninin diisiik olmasi (% 20-30) ve hidrolizin uzun (2-3 hafta) siirmesidir

(Amore ve Faraco, 2012; Adigiizel, 2011)

2.6. Lignoseliilozik Materyallere Uygulanan Hidroliz Yontemleri

On islemler ile kristalligi ve lignin miktar1 azaltilan lignoseliilozik materyale hidroliz
islemi yapilir. Bu islemde yapida var olan karbonhidrat yapisina bir molekiil su eklenerek
lignoseliilozik madde parcalanir ve basit sekerlere ayrisir. Hidroliz ile lignin fonksiyonel
olmayan yan iirlin olarak kalirken hemiseliiloz ve seliiloz sekerleri gesitli fermantasyon
prosesleriyle biyoetanole doniistiiriilmektedir. Seliilozun hidroliz edilmesi ile glikoz elde
edilirken hemiseliilozun hidrolizinden ¢esitli pentoz ve hekzos sekerler elde edilir. Hidroliz
islemi ise kimyasal ve biyolojik olarak gergeklestirilebilmektedir. Sekil 4.1 seliiloz ve

hemiseliilozun hidrolizini gostermektedir (Sun ve Cheng, 2002).

2.6.1. Kimyasal Hidroliz

Kimyasal hidroliz, derisik ve seyreltik asit uygulamasi olmak iizere iki sekilde
yapilabilmektedir. Asidik islemler, genellikle enzimatik hidrolizi destekleyen bir 6n islem
ya da direkt fermente edilebilir seker elde etmek i¢in hidroliz amaciyla yapilabilmektedir.
Proseste enzimatik hidroliz de yapilacak ise seyreltik asit uygulamasi tercih edilmektedir.
Enzimatik hidroliz yapilmayacak ise istenmeyen yan {riinlerin olusumunu engellemek i¢in
iki asamali asit hidroliz yontemi tercih edilir. Seliilloz ve hemiseliilozun parcalanma
kosullarinin farkli olmasindan dolay: iki asamal1 yapilmaktadir. ilk asamada seyreltik asit
kullanarak hemiseliiloz sekerleri pargalanir, ikinci asamada ise derisik asit kullanarak seliiloz
sekerleri parcalanir. Bu islem siirekli akis reaktoriinde gerceklestirilebilmektedir. Ancak
kullanilan reaktorlerin yliksek basinca ve aside dayanikli kursun ya da tugla ile kaplanmasi
gerekmektedir ki bu maliyeti arttirmaktadir.

Asit hidrolizi sonrasinda hidrolizat fermantasyonu onleyici veya engelleyici ¢esitli
maddeler igerebilmektedir. Bu maddelerin olusumuna lignoseliilozik maddenin dogasi,
icerigi, On islem ve hidroliz yontemleri etki etmektedir. Enzim ve mikroorganizmalarin
etkilenmesini engellemek i¢in hidroliz ve fermantasyondan once ¢esitli notralizasyon ya da
detoksifikasyon yontemleri kullanmak gerekmektedir (Balat, Balat, ve Oz, 2008;
Chiaramonti ve ark., 2012).
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hidroliz fermantasyon

Seliiloz —————> glikoz ——"—=— biyoetanol

hidroliz Sfermantasyon

Hemiseliiloz———— pentoz ve hekzos ————""— biyoetanol

Sekil 2.5: Seliiloz ve hemiseliiloz hidrolizi

2.6.2. Enzimatik Hidroliz

Seliiloz sahip oldugu yiiksek kristalize yap1 sayesinde lignin ve hemiseliiloza gore 6n
islemlerden en az etkilenen bilesendir. Seliilozun yapisinin bozulmasi aktivitesi yiiksek
kompleks enzimler tarafindan gerceklestirilmektedir. Kullanilan farkli enzimler seliilozun
farkli bolgelerine etki ederek hidroliz gerceklesir. Enzimin endoglukanaz kismi seliiloz
fibrillerinin diisiik kristalize bolgelerine etki eder, eksoglukanaz kismi daha kristalize
haldeki sellobiyoz birimlerine etki eder, B-galatosidaz ise son {iriin olan glikoza indirgemeyi
saglar. Lignoseliilozik materyalin 6zelligine bagli olarak uygun bir 6n islemden sonra
yapilan enzimatik hidroliz ile % 99’lara varan glikoz verimlerine ulasilabilmektedir. Ayrica
hemiseliillozun enzimatik hidrolizasyonunda da ksilanaz, B-ksilosidaz, galaktomannaz ve
glukronidaz gibi enzimler kullanilabilmektedir.

Enzimatik hidroliz, kimyasal hidrolize gére daha masrafli olmakla beraber yan iiriin
olusum azligi, daha yiiksek verim, iliman sartlarda calisma ve daha ¢evreci olma gibi bir
takim avantajlara sahiptir. Seliilozun enzimatik hidrolizine lignoseliilozik maddenin yapisi
(kristalligi, polimerizasyon derecesi, yiizey alani), kullanilan enzimin aktivite ve safligi,
reaksiyon kosullar1 (pH, sicaklik) ve substrat konsantrasyonu etki etmektedir. Enzimatik
hidroliz islemi {ic basamakta gerceklestirilmektedir. ilk olarak seliilaz enziminin &n
islemlerle ulagilabilirligi artan seliiloza tutunmasi, sonra yapiy1 fermente edilebilir sekerlere
doniistiirmesi ve son olarak da enzimin ayristirilmasi. Enzimin etkinligini artirmak igin

cesitli aktivatorler ya da oncii enzimler kullanilabilmektedir.
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2.7. Fermantasyon Teknikleri

Lignoseliilozik kaynagin tiirline gore kullanilan hidroliz islemi sonucunda glikoz,
ksiloz, mannoz, galaktoz, arabinoz ve ramnoz gibi sekerleri iceren hidrolizat elde
edilmektedir. Uygun 6n islem ve enzimatik hidrolize tabi tutulmus hidrolizatlarda cesitli
mikroorganizmalar kullanarak fermantasyon ile biyoetanol iiretilmektedir. Fermantasyon
isleminde 5 ve 6 C’lu sekerler asagida verilen stokiometrik denklemlere gore biyoetanole
dontismektedir (Hamelinck, Van Hooijdonk, ve Faaij, 2005; Yasuda ve ark., 2012).

3CsH1005—5C2HsOH+5CO:>
CsH1206—2C2HsOH+2CO>

Bu reaksiyonlar g6z 6niine alindiginda herhangi bir mikroorganizmanin 1 kg (5 veya
6) C kaynagi ile teorik olarak ulasabilecegi maksimum verim 0.51 kg biyoetanol ve 0.49 kg
karbondioksit olmaktadir.

Fermantasyon iglemi biiyiik, i¢ ortam1 kontrol edilebilen ve etkin homojenizasyonun
saglandig1 biyoreaktorlerde gergeklestirilmektedir. Fermantasyonda maya, bakteri ve mantar
gibi  bircok mikroorganizma kullanilabilmektedir. Fermantasyonda kullanilacak
mikroorganizmanin ideal sartlarda; 5 ve 6 karbonlu sekerleri metabolize edebilme, etanol
toleransi, hidrolizattaki inhibitorlere direngli ve sicaklik toleransi gibi istenen 6zellikleri
tagimasi beklenir. Fermantasyon islemi as1 kiiltiiriin elde edilip reaktore inokiilasyonu ile
baslar, mikroorganizmalarin ortamdaki sekerleri degerli ticari {riinlere doniistiirmesiyle
devam eder ve nihayet atiklarin birikmesi, C kaynagmin son bulmasi ve yan iirlinler
nedeniyle mikroorganizmanin dlmesiyle sonlanir (Taherzadeh ve Karimi, 2008; Meral ve

Saydan, 2012).

2.7.1. Ayn1 Hidroliz ve Fermantasyon (SHF)

Enzimatik hidrolizin fermantasyondan 6nce bagimsiz olarak yapildigi ve sonra
fermantasyona ge¢ildigi bu teknik SHF (Separate Hydrolysis and Fermentation) olarak
adlandirilmaktadir. Burada hidrolizat ile 6nce glikoz fermantasyonu yapilir, karisim distile
edilerek biyoetanol kazanilir ve ardindan ksiloz fermantasyonu yapilarak ikinci distilasyonla
biyoetanol tekrar kazanilir. Bu yontemin en énemli avantaji hidroliz ve fermantasyonun
belirlenen optimum kosullarda ger¢eklestirilmesidir. Dezavantajlar ise hidroliz hiz1 diismeye
basladiginda glikoz ve sellobiyozun ortamda birikmesidir (Cardona ve Sanchez, 2007,

Sarkar ve ark., 2012).
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2.7.2. Eszamanh Sakkarafikasyon ve Fermantasyon (SSF)

Lignoseliillozik maddeye uygulanan 6n islemlerden sonra enzimatik hidroliz ve
fermantasyonun ayni anda yiiriitiildiigii bu teknik ise SSF (Simultaneous Saccharification
and Fermentation) olarak adlandirilmaktadir. Seyreltik asit ve yiiksek sicaklikta yapilan 6n
islem etkin oldugu i¢in daha c¢ok tercih edilmektedir. Bu yontemin temel avantajlari;
sekerlerin doniisiimii siirekli olarak gergeklestigi ve indirgenen sekerin de tiiketilmesi s6z
konusu oldugundan daha az miktarda enzim ile islem gergeklestirilebilmektedir. Ayrica
kiigiik hacimli reaktorlerde proses daha kisa siirmektedir. Temel dezavantaj ise
sakkarifikasyon ve fermantasyon i¢in optimum sicakliklarin genellikle farkli olmasidir

(Hamelinck, Van Hooijdonk, ve Faaij, 2005; Buaban ve ark., 2010).

2.7.3. Eszamanh Sakkarafikasyon ve Ko-Fermantasyon (SSCF)

SSF’nin bir modifikasyonu olan bu yontem ise SSCF (Simultaneous Saccharification
and Co Fermentation) olarak adlandirilmaktadir. Bu metotta birbiri ile ayni1 fiziksel sartlarda
ve uyum igerisinde yasayabilen mikroorganizmalar fermantasyon basamaginda 5 ve 6
karbonlu sekerleri metabolize edilebilmesi i¢in tercih edilir. Bu amagla Candida shehatae
ve Saccharomyces cerevisiae kombinasyonu tercih edilmektedir. Uygulanan ardisik
fermantasyonda once Saccharomyces cerevisiae hiicreleri ile 6 C’lu sekerler tiiketilir
sonrasinda ise Candida shehatae hiicreleri ile 5 C’lu sekerler metabolize edilir. S.cerevisiae,
Zymomonas mobilis, Pachysolen tannophilus, Pichia stipitis gibi bazi1 dogal ve yabani
mikroorganizma tiirleri biyoetanol {iretiminde kullanilabilmektedir. Bunlar arasinda
endiistriyel iiretimde en ¢ok tercih edilen tiirler S.cerevisiae ve Z.mobilis olmaktadir ancak
bu tiirler de 5C’lu sekerleri metabolize edememektedirler. Genetik miihendisliginde
kaydedilen gelismeler sayesinde bazi tiirleri modifiye edilerek 5 ve 6 C’lu sekerleri
tiiketmesinin yani sira sicaklik ve stres gibi ekstrem sartlara toleransli mikroorganizmalar
gelistirilebilmektedir. Bunlardan bazilarina 6rnek olarak rekombinant E.coli KOI11,
S.cerevisiae ATCC 26603 ve P.stipitis NRRL Y-7124 verilebilir (Hamelinck, Van
Hooijdonk, ve Faaij, 2005; Chiaramonti ve ark., 2012).
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2.7.4. Kat1 Uzerinde Proses (CBP)

Diger bir adi CBP (Consolidated Bio Processing) olan bu yontemde dort biyolojik
olay da (6n-islem, hidroliz, fermantasyon ve ayirma) tek bir biyoreaktérde gerceklestirilir.
Bu yontem direkt mikrobiyal donilisiim olarak da bilinmektedir. Ciinkii, burada tek bir
mikroorganizma kullanilarak enzimleriyle sakkarifikasyon ve fermantasyon yapmasi
saglanmaktadir. Clostridium thermocellum gibi bakteri ya da Neurospora crassa gibi mantar

hiicreleri bu amacla kullanilabilmektedir (Amore ve Faraco, 2012; Sarkar ve ark., 2012).

2.8. Biyoetanoliin Ayirma ve Saflastirma Islemleri

Yakit ya da yakit katki maddesi olarak kullanilacak biyoetanoliin % 95 saflikta
olmasi1 genellikle tercih edilmektedir. Bircok tesiste arka arkaya kurulan iki rektifikasyon
kolonuyla % 96’nin lizerinde saflikta biyoetanol elde edilebilmektedir. Su-etanol karisimi
azotropik karisim olusturdugundan dolayr etanol safligi en fazla % 95-97 civarinda
olabilmektedir. 1ikili distilasyon kolonunun ardindan molekiiler elek gibi ¢esitli
dehidratasyon iiniteleri ile su uzaklastirilir. Biyokiitle kalintilar1 ve partikiiller ise biiyiik
Olcekli santrifiij ya da doner filtreler ile uzaklastirilmaktadir. Biyoetanol iiretiminde alt akim
islemlerinin maliyeti genellikle iist akim iglemlerine kiyasla daha az olmaktadir. Maliyetin

bliyiik kismini 6n islemler olusturmaktadir.

2.9. Biyoetanol Uretiminde Kullanilan Mikroorganizmalar

Endiistriyel biyoetanol lretiminde yaygin olarak Saccharomyces cerevisiae ve
Zymomonas mobilis suslar1 kullanilmaktadir. Bu mikroorganizmalardan Saccharomyces
cerevisiae, oksijensiz ortamda Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) yolagini kullanarak 6 C’lu
sekerleri C¢H1206 — 2CHsOH + 2CO: stokiometrik denklemine goére biyoetanole
doniistiiriir. Teorik olarak metabolize edilen glikozun grami basina elde edilen biyoetanol
0,511 ve karbondioksit 0,489 gramdir. Bu yolak kullanildiginda 2 ATP iiretilerek maya
hiicrelerinin temel yasam faktorlerine harcanir. Bu nedenle biyoetanol iiretilirken aslinda
maya kendisini de cogaltarak endiistriyel verim agisindan bakildiginda bir yan iirlin

olusturmaktadir.

Zymomonas mobilis ise Entner-Doudoroff (ED) yolagini1 da kullanir ve teorik olarak

metabolize edilen biyoetanol verimi 0,485°dir. Ancak Z. mobilis bu yolagi kullandiginda
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glikoz bagimma 1 ATP iireterek maya hiicresine gore daha az biyokiitle iiretir ve daha fazla

C’u biyoetanol {iretimine aktarir.

2.10. Cay Bitkisi (Camellia sinensis)

Botanikte cay (Camellia sinensis), Angiospermea ¢i¢ek acganlar boliimiinden,
Dicotyledonea sinifindan, ¢aygiller (Theaceae ya da Camellia) familyasindadir. Cay, nemli
iklimlerde yetisen, yaprak ve tomurcuklari icecek maddesi iiretmekte, tohumu ise yag
tiretmek i¢in kullanilan bir tarim bitkisidir. Bitkisel yag elde etmek amaciyla iiretilen bazi
cay tiirlerinin tohumu % 60’lara varan oranda yag icerirken icecek amaciyla tiretilen ¢ay1
tohumu % 30’un lizerinde yag igermektedir. Hasat edilen yas cay yapragi miktari genellikle
yillik iiriin olarak kabul edilmektedir (Kacar, 2010).

Cay bitkisi yapragi oldukca karmasik olmakla beraber igeriginde polifenoller,
polisakkaritler (seliiloz ve hemiseliiloz), enzimler, vitaminler, mineraller, lignin, lipit ve
protein yapili farkli bilesikler bulunmaktadir. Yas cay yapraginda toplam karbonhidrat
miktar1 % 40 civarinda iken (Kacar, 2010), kuru ¢ay da % 48-50 arasinda olmaktadir
(Demirbas, 1999). Cay bitkisinin farkl tiirlerinde glikoz, ramnoz, arabinoz, ksiloz, mannoz,
galaktoz ve rafinoz gibi basit ve kompleks yapili sekerler bulunmaktadir (Chen ve ark.,
2009). Ayrica cay yapraginda % 3,5-7,1 arasinda bulunan azotun % 75’1 proteinlere % 25’1
ise kafeine baglidir (Taban, Okay, ve Kunter, 2001). Cay yapraklarinda bulunan makro ve
mikro elementler 1 kg kuru agirlik basina siirgiin dénemi ve ¢ayin cinsi dikkate alinmadan
Tablo 2.2°de verilmistir (Kacar ve ark., 1979).

Diinya cay tliretiminin yaklasik % 36’s1 Cin, % 22’s1 Hindistan, % 8’1 Kenya, % 6 Sri
Lanka, % 4’1 Vietnam ve % 5’1 ise iilkemiz tarafindan karsilanmaktadir. Ulkemizde yas cay
rekoltesi iklim ve tarimsal kosullara bagli olarak 1.000.000 — 1.260.000 ton arasinda
degisebilmektedir. Yillik kuru ¢ay iiretimi ise yaklasik 250.000 ton civarindadir (RTB, 2015;
CAYKUR, 2015).

Tablo 2.2: Cay yapraklarinin elementel icerigi (Kacar 2010).

Element Fe Mn Zn B Cu Cl Al
ppm 91 1225 40 17 18 593 645
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Siyah c¢ay iiretimi ve islenmesi sirasinda c¢ayin yaklasitk % 4-5’1 atik olarak
fabrikalarda agiga ¢ikmaktadir (Demirbas, 1999). Yillik fabrika atig1 ¢ay miktari ise 45.000-
50.000 ton arasinda degismektedir.

Cay tiiketimine bakildiginda ise lilkemiz kisi basina yillik 7.54 kg cay tiiketimi ile ilk
sirada yer almaktadir. Cay tiiketiminde iilkemizi 4,34 kg ile Fas, 3,22 kg ile Irlanda ve 2,74
kg ile Ingiltere takip etmektedir. Cay iiretiminde diinyada ilk sirada yer alan Cin ise yillik
kisi bagina ortalama 0,82 kg ile diinya ortalamasi olan 0,52 kg’in biraz iizerindedir. Bu
veriler goz Oniline alindiginda Tiirkiye g¢ay tiiketiminde acik ara farkla ilk sirada yer

almaktadir.

2.11. Literatiir Ozeti

Degisik lignoseliilozik materyallerden biyoetanol iiretimine iligkin literatiirde bir¢ok
calisma gergeklestirilmistir. Arpa sap1 ve sogiit agact atiklar1 (Gaykawad ve ark., 2013),
seker pancari kiispesi (Pattra ve ark., 2008), soya kabugu (Schirmer-Michel ve ark., 2008),
piring kabugu (Imamoglu ve Sukan, 2013), portakal kabugu (Plessas ve ark., 2007), mahula
bitkisi (Mohanty ve ark., 2009), seker kamis1 (Dawson ve Boopathy, 2007) gibi
lignoseliilozik materyallerin biyoetanol iretiminde kullanimi aragtirilmistir. Fakat bir
lignoseliilozik atik olan ¢ay ve cay atigindan biyoetanol iiretimi {izerine yapilan c¢alisma
sayist ¢ok azdir. Farkli biyokiitle kaynaklarindan fermente edilebilir sekerler igeren

hidrolizat elde edilmesi iizerine yapilan ¢aligsmalarin bir kismi1 asagida 6zetlenmistir;

Piring samaninin substrat olarak kullanildig1 bir ¢alismada 5-6 mm araligina kadar
ogiitiilmiis numuneler % 4,4 (v/v) H2SOs4 ile kaynama sicakligindaki suda 1 saat bekletilerek
hidrolizat elde edilmistir. 100 g/L konsantrasyonunda kullanilan piring samanindan 20 g/L
indirgen seker elde edilmistir. Aym &rnekler 170 °C ve 7,6 kg/cm®’de 30 dakika
bekletildikten sonra sogutularak elde edilen hidrolizatta ise 23 g/L konsantrasyonunda

indirgen seker tespit edilmistir (Abbi, Kuhad, ve Singh, 1996).

Bugday samaninin kullanildigr bir baska c¢alismada ise bigakli parcalayict ile
ogiitiilen numuneler % 1,85 (v/v) H2SOy4 ile 90 °C’de 18 saat bekleterek hidrolizat elde
edilmistir. 50 g/L konsantrasyonunda kullanilan bugday samanindan elde edilen indirgen

sekerler toplamda 14,5 g/L. konsantrasyonunda olmustur (Nigam, 2001).
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Cao ve arkadaglar1 misir kogan1 kullanarak yaptiklar: bir ¢caligmada optimum 6n
islem kosullar1 olarak % 2,13 (v/v) H2SO4, 121 °C ve 105 dakika hidroliz siiresi
uyguladiklar1 durumda 100 g/L konsantrasyonundaki misir koganindan hidrolizatta elde
edilen toplam seker konsantrasyonunu 12,23 g/LL olarak tespit etmislerdir (Cao ve ark.,

2009).

Cay atiginin degerlendirilmesi tizerine yapilan calismalarin bir kismi su sekilde

siralanabilir;

Cay atiklarindan ultrasonik destekli seyreltik asit hidroliz metoduyla indirgen seker
eldesinin arastirildigi bir ¢alismada optimum hidroliz kosullari; sicaklik 50 °C, kat1 s1v1 orani
166 g/L ve asit orant % 1 olarak bulunmustur. Bu sartlarda gerceklestirilen hidroliz sonunda
166 g/L cay atigindan 20.34 g/L indirgen seker elde etmislerdir. Sadece asidik hidrolizin
optimize edildigi ¢alismada ise indirgen seker konsantrasyonu 25,3 g/L olarak bulunmustur

(Germec ve ark., 2016).

Evsel cay atiklarinin biyoetanol iiretimi amaciyla substrat olarak kullanildigi bir
calismada Yiicel ve GOycincik asidik 6n aritma ve enzimatik hidroliz atiklara uygulanmis
olup 50 g/L cay atigindan 28,9 g/L indirgen seker elde etmislerdir. Elde edilen hidrolizatta
ticari maya hiicreleri kullanarak 12,72 g/L etanol iiretilmistir. Ayrica etanol iiretiminde
optimum kosullart NH4Cl1 2,7 g/L, maya ekstraktt 11,7 g/L. ve sicakligr 42,8 °C olarak
bulmuglardir (Yiicel ve Goycincik, 2015).

Ozmak ve ark. yaptiklart bir ¢calismada cay atigini aktif karbon baslangi¢c maddesi
olarak degerlendirilmislerdir. Cay atigindan iiretilmis olan aktif karbonun sularda kirlilige
neden olan metilen mavisi ve fenoliin uzaklastirilmasinda adsorbent olarak kullanilabilecegi

saptanmistir (Ozmak ve ark., 2010).

Cay fabrikas1 atiginin kiimes ve ¢iftlik hayvani yemi olarak kullanilabilirliginin
arastirildigi bir calismada kafeinsizlestirilen ve tannik asit oran1 % 5’in altina diisiiriilen ¢ay
atiklarinin  pilic ve domuz yemi olarak kullanilabildigi gosterilmistir. Hampshire
domuzlariin biiylime ve olgunlasmasi iizerine uzun siireli besleme denemeleri, ¢ay fabrikasi
atiklarina su uygulandiginda (1:50) higbir ters etki olmaksizin % 15 diizeyine kadar giivenle

domuz rasyonlarina dahil edilebilecegini gosterilmistir (Konwar ve Das, 2006).

Cay ile yapilan diger ¢alismalara bakildiginda, ¢ay atiklarindan mikrodalga enerji
varliginda kimyasal aktivasyonla (HNOs3 kullanarak) aktif karbon elde edildigi belirlenmistir
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(Yagmur, Ozmak, ve Aktas, 2008). Sulu ¢ozeltiden Cu ve Pb’un siyah cay atiklariyla
uzaklagtirllma performanslari arastirilmistir (Amarasinghe ve Williams, 2007). Siyah ¢ay
atiklarinin organik bir molekiil olan metilen mavisinin sulu ¢ozeltiden uzaklastirmasinda
kullanilmistir (Uddin ve ark., 2009). Yapilan bir baska ¢alismada ise ¢ay fabrika artiklarinin
kompostlagtirilarak orman fidanliklarinda organik gilibre olarak degerlendirilmesi
aragtirtlmistir (Yalinkilig, Altun, ve Kalay, 1996). Diger bir ¢calismada endiistriyel cay lifi
atitk materyalleri ses absorbsiyon ozelliklerinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir (Ersoy,
2007). Yapilan bir diger ¢alismada yas ¢ay yapraklarinin fabrikalarda siyah ¢aya islenmesi
sirasinda agiga c¢ikan kaba ve ince atik ile birlikte, ¢cay atigindan hazirlanan kompost ve
zenginlestirilmis kompostun topraktaki enzim aktivitesi ve nitrifikasyon {izerine etkileri
belirlenmeye calisilmistir (Arcak ve ark., 2011). Kizilkaya ve Ekberli yaptiklar1 bir
calismada findik zurufu ve ¢ay atiginin toprakta iireaz aktivitesi ve kinetigi tizerine etkisini

arastirmiglardir (Kizilkaya ve Ekberli, 2008).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Cay Atiklan

Evsel cay atign: Calismalarda Firat Universitesi Biyomiihendislik Béliimii’nde faal olan cay
ocagindan stirekli olarak aciga ¢ikan CAYKUR marka ¢ay posasi kullanildi. Demlenmis
posalar giinliik olarak toplanarak 3 kez saf su ile yikandiktan sonra oda sicakliginda
kurutmaya birakildi. Kurutulan numuneler daha sonra kullanilmak tizere agzi kapakl

siselerde muhafaza edildi.

Fabrika atig1 ¢ay: Artvin, Kemalpasa CAYKUR fabrikasindan aciga ¢ikan ve agirlikl

olarak sap kisimlarindan olusan drnekler ise ‘fabrika atig1 ¢cay’ olarak temin edildi

Yesil cay: Yesil cay 6rnegi Trabzon’da tarladan toplanan ve herhangi isleme tabi tutulmayan

cay yapraklariin kurutulmasiyla elde edildi.
3.1.2. Mikroorganizmalar
3.1.2.1. Escherichiae coli KO11 ATCC® 55124™

Escherichiae coli (E.coli) KO11 (pLOI 1910) rekombinant susu ATTC Kiiltiir
koleksiyonundan temin edildi. Liyofilize halde temin edilen sus Luria-Bertani (LB) sivi
ortaminda 37 °C ve 100 rpm de ¢ogaltilarak kiiltiire alindi. Rekombinant susun biyoetanol
denemelerinde kullanilacak stok kiiltiiri modifiye (LB)-agar da 37 °C’de 24 saat
bekletildikten sonra +4 °C’ye kaldirilarak muhafaza edildi. Ayrica mikroorganizmalar daha
sonra kullanilmak iizere kryotiiplerde % 20 gliserol igerisinde -86 °C’de dondurularak

saklandi.

Tablo 3.1:LB ve LB-Agar besi ortamlarimin igerikleri.

Bilesen Miktar (g/L)
Glikoz 20
Bakteriyolojik pepton 10
Maya ekstrakti 5
Sodyum kloriir (NaCl) 5
Kloroamfenikol (CHL) 0,6
Agar* 15

*: Agar yalnizca kat1 besi ortami i¢in kullanilmistir.
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3.1.2.3. Saccharomyces cerevisiae PAKMAYA®

Ekmek mayasi olarak da bilinen Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae ) hiicresi
yerel bir marketten yas pellet halde satin alindi. Hiicrelerin ¢ogaltilmas1 YPD (Yeast pepton
dekstroz) ve YPD-Agar besi ortamlarinda yapildi. Hiicreler YPDAda ¢ogaltildiktan sonra
+4 °C de saklandi.

Tablo 3.2: YPD ve YPD-Agar besi ortamlarinin igerikleri.

Bilesen Miktar (g/L)
Glikoz 20
Bakteriyolojik pepton 20
Maya ekstrakt1 10
Agar* 15

*: Agar yalnizca kat1 besi ortami igin kullanilmustir.
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3.2. Metot
3.2.1. Cay Atigimin Baz1 Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.2.1.1. Nem Tayini

Cay atigindaki nem igeriginin belirlenmesi amaciyla, 10 g 6rnek 105 °C'de 24 saat
kurutuldu ve desikatérde sogutulduktan sonra tartildi. Tartim sonrasi tekrar desikatore
yerlestirilen 6rnek 30 dakika sonra tekrar tartildi. Iki tartim arasindaki fark, 0,005 g
gecmeyinceye kadar isleme devam edilerek sabit tartim elde edildi. Daha sonra agirlik

azalmasina bagli olarak nem igerikleri Esit. 1’de verilen esitlik kullanilarak hesaplandi.

M,-M
%Nem:’M—leoo (1)

N

Burada M;: kurutma oncesi agirlik, Ms: kurutma sonrasi agirlik

3.2.1.2. Lignin, Seliiloz ve Hemiseliiloz Oraninin Belirlenmesi

Cay atiklarinin kimyasal bilesimi Li ve ark.’larinin ¢alismasinda yer alan analitik

metotlardan faydalanilarak yapildi (Li, Xu, ve ark., 2004).

Ekstraktif madde analizi; analizi yapilacak numuneden 12 gram (Go) tartilarak, iizerine
150 mL aseton ilave edildikten sonra geri sogutucu altinda 3 saat siire ile karistirilarak
ekstrakte edildi. Islem sonunda, siizge¢ kagidinda siiziilerek toplanan kalint1 (G,) bir siire
oda sicakliginda kurutulduktan sonra 80 °C’de tutulan etiivde sabit tartima gelene kadar

kurutuldu, son olarak sogutulup tartilarak ekstraktif madde miktar1 hesaplandi.

M, (%) =%x100 (2)

1
Hemiseliiloz analizi; ekstraksiyon analizi sonucunda kalan kalintidan (G;) 6 gram numune
balona konularak iizerine 150 mL, 0,5 M NaOH c¢ozeltisi ilave edildi. Karisim geri sogutucu
altinda 3,5 saat karistirildi. Kalint1 (G»), siizgec kagidinda siiziildiikten sonra su ile yikanarak
notral pH’a getirildi. Sabit tartima gelene kadar etiivde kurutulup, desikatérde sogutulup,

tartilarak hemiseltiloz miktar: belirlendi.

M, (%) =%x100 3)

0
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Lignin analizi; lignin analizi i¢in ekstraksiyon analizi sonucunda kalan kalintidan (G3) 1 g
alinarak sabit tartima kadar kurutuldu. Balona konulan 6rnek iizerine daha sonra yavasca %
72 (v/v)’lik 30 mL H2SO4 ¢ozeltisi eklendi ve bu karisim 14 °C sicaklikta 24 saat bekletildi.
Daha sonra 300 mL saf su ilave edilip geri sogutucu altinda 1 saat kaynatildi. Karigim
soguduktan sonra silizge¢ kagidinda siiziilerek saf su ile siilfat iyonu kalmayana kadar
yikandi. Kalint1 (G4) etiivde sabit tartima gelene kadar kurutulduktan sonra desikatorde

sogutulup, tartilarak lignin miktar1 hesaplandi.

G,(1-M,)

M, (%) = — 100 4)

3
Seliiloz analizi: Seliiloz miktar1 ise deneysel olarak belirlenen lignin, hemiseliiloz ve

ekstraktif madde yiizdeleri toplanip, yiizden cikarilmasi ile hesaplanda.
M, (%)=100—(M,+M,+ M) (5)

3.2.2 Cay Atigina Uygulanan islemler
3.2.2.1 Ogiitme

Cay atiklar1 normal oda sartlarinda kurutulduktan sonra 70 °C’deki etiivde de 24 saat
bekletildi. Kurutulmus olan ¢ay, bigakli parcalayici ile dgiitiildii. Ogiitiilen numuneler bir
seri elek setinde elenerek farkli partikiil biiyiikliigiinde fraksiyonlar elde edildi. Ogiitiilen
cay atiklar1 daha sonraki g¢aligsmalarda kullanilmak iizere hava gecirmez agzi kapakli
kaplarda saklandi. Calismada kullanilan eleklerin gozenek boyutlar1 Tablo 3.2°de
verilmistir. Numunelerin geometrik ortalama partikiil boyutunu (G.O.P.B) ifade etmek i¢in

Esit. (6) kullanildu.

G.O.P.B=\/ 1.elegin acikligr (1, ) x2.eleginagikligi (i,) 6)

Tablo 3.3: Elemede kullanilan eleklerin gézenek boyutlari, mesh numaralar1 ve G.O.P.B degerleri.

Elek No Elek acikhi@i (um) Mesh No G.O.P.B. (n
1 2000 ve Tsti 10 3669
2 1000 18 1414
3 707 25 840
4 500 35 595
5 250 60 353
6 0-250 Elek alt1 115
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3.2.2.2 Alkali islemler

Cay atiklarina bazik 6n islemlerin etkisinin gozlemlenmesi amaciyla Ca(OH), ve
NaOH olmak tizere 2 farkli baz ¢ozeltisi % 2,75 (v/v)’lik konsantrasyonda kullanildi. 10, 50
ve 100 g/L’lik cay konsantrasyonuna sahip ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanmis olan ¢ozeltiler
otoklavda 121 °C’de 60 dakikalik bir 1s1l isleme tabi tutuldu (Saha ve ark., 2005; Sun ve
Cheng, 2005). Numuneler soguduktan sonra kat1 kisim uzaklastirilarak sivi hidrolizat elde

edildi. S1v1 hidrolizatta indirgen seker analizi yapildi.
3.2.2.3. Asidik Islemler

Lignoseliilozik atiklarin hidrolizinde seyreltik asit metodu ve farkli asitler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Cay atiklarinin asidik hidrolizi i¢in H>SO4, HCI ve HNO3 olmak
tizere 3 fakl asit denendi. Asit konsantrasyonu % 2,75 (v/v) olacak sekilde asit ¢ozeltileri
hazirlanarak 10, 50 ve 100 g/L farkli kat1 oranlarinda cay atig1 eklendi. Hazirlanmis olan
¢ozeltiler 121 °C’de 60 dakikalik bir 1s1l isleme tabi tutuldu (Saha ve ark., 2005; Sun ve
Cheng, 2005). Otoklavdan alinan 6rnekler vakum filtrasyon ile kat1 kisim uzaklastirilarak
stvi hidrolizat elde edildi. Hidroliz islemlerinde takip edilen degerler asagida verildigi
gibidir;

Elde edilen indirgen seker miktar1 (g) %100

Verim yiizdesi (%)= —— - —— -
Elde edilebilecek maksimum indirgen seker miktari (g)

Seliiloz+Hemiseliiloz toplamu(atik gay igin %44,5 w/w)

3.2.2.4. Kimyasal Detoksifikasyon Uygulamasi

Lignoseliilozik biyokiitlenin 6n islem ve hidroliz asamalarinda indirgen sekerlerin
suya gee¢mesinin yani sira fermantasyon islemini inhibe eden bazi bilesikler de meydana
gelmektedir (Palmqvist ve Hahn-Hégerdal, 2000). Calismaya hazir hale getirilen cay
ornekleri 200 g/L olacak sekilde 80 g alinarak 0,40 M H2SOy igerisinde 121 °C de 60 dakika
otoklavda muamele edildi (Imamoglu ve Sukan, 2014). Siire sonunda siispanse haldeki
¢Ozeltinin sivi kismi aseptik kosullarda siiziilerek alinip esit iki erlene boliindii. Asidik
islemden sonra fermantasyon ortami olarak kullanilacak detoksifiye edilmemis 6rnek pH’1
2 M NaOH ile 5,5’e ayarlandi. Diger 6rnek ise detoksifikasyon islemine tabi tutuldu.
Detoksifikasyon islemi ise karisim son NaOH konsantrasyonu 340 mM olacak sekilde
bilinen konsantrasyonda NaOH ¢ozeltisi ilavesi ile 60 °C’de 30 dakika 400 rpm’de manyetik
karistirict kullanilarak gergeklestirildi (Larsson ve ark., 1999). Son olarak 6rneklerin pH’1 1
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M H>SO0s ¢ozeltisi kullanilarak 5,5 olacak sekilde ayarlandi (Imamoglu ve Sukan, 2013).

Biyoetanol verimi asagidaki denklem ile hesaplandi,

M CE max
Biyoetanol verimi = — @)
CsO

Burada Ce max (g/L) maksimum biyoetanol konsantrasyonu ve Cso, (g/L) ise baslangic toplam

seker konsantrasyonudur. Biyoetanol iiretim hiz1 ise asagidaki esitlik ile hesaplandi,

. .e . CE max
Biyoetanol iiretim hiz1 = — 8)
t

max

Burada; ¢, . : maksiumum etanol miktari (ppm), 7, : maksimum etanoliin tretildigi siire.

3.2.3. Deneysel Parametrelerin Optimizasyonu

Bu ¢alismada 6n islem parametrelerinin optimizasyonunun yapilmasi hedeflendi. Bu
amagla sicaklik (T), zaman (t), kat1 konsantrasyonu (g/L), asit konsantrasyonu (%) ve
pargacik boyutu (p) parametreleri incelenerek optimum degerler belirlendi. Calismada
Design Expert 8 deneysel programi kullanilarak merkez noktalarin dizayni 6n calisma
sonucunda belirlendi. Belirlenen deney araliklar1 ve tasarim tablosu Tablo 3.3’de verilmistir.
Merkez noktalara gore belirlenen parametreler i¢in toplamda 50 deney yapilarak her deneyde
elde edilen hidrolizatlarda indirgen seker analizi yapildi. Elde edilen indirgen seker
konsantrasyonu ve kullanilan ¢ay miktarindan verim degerleri hesaplandi. Verim degeri
bagimli degisken olarak degerlendirildi. Cevap Yiizey Metodu’na gore olusturulan deney

tablosu ve sonuclar Ek 1’de Tablo E1’de verilmistir.

Program tarafindan onerilen deneylerin yapilmasiyla bagimli degiskenlere ait elde
edilen veriler kullanilarak 6nerilen modelin istatistiksel olarak uygunlugu ANOVA testi ile
tespit edildi. Modelin uygunlugu R? ile ifade edilerek istatistiksel onemi F testi ile incelendi.
Elde edilen model esitlikleri yardimiyla bagimsiz ve bagimli degiskenler icin
maksimizasyon ve minimizasyon kriterleri ile onem agirliklar1 belirlenerek optimizasyon
yapildi. Optimizasyon isleminden sonra elde edilen model uygunlugu dogrulama deneyleri

yapilarak degerlendirildi.
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3.2.4. Enzimatik Hidroliz

Optimum kosullarda gergeklestirilen asidik hidrolizi takiben ¢ay atiklar1 yikanmadan
enzimatik hidroliz islemine tabi tutuldu. Bu amagcla asidik hidroliz sonrasi ¢ay posalar1 nuge
filtresi ile vakum altinda ayrildiktan sonra sivi kisim asidik hidrolizat (AH) olarak alindu.
Kalan ¢ay posasi ise 500 mL’lik erlene aktarilarak 250 mL pH’1 4,8 olan sodyum sitrat
tamponuna eklendi. Ticari enzim (Cellic® CTec3, Novozymes) karisiminin dozu 5 mL
enzim soliisyonu/ g atik olacak sekilde ayarlandi. Ornekler 50 °C ve 150 rpm de 72 saat
boyunca inkiibasyona birakildi. Daha sonra darasi alinmis stizgec¢ kagidindan siiziilerek sivi
enzimatik hidrolizat (EH) elde edildi. Fermantasyon denemelerinde kullanilmak iizere asidik
hidrolizat ve enzimatik hidrolizat birlestirilerek toplam hidrolizat (TH) elde edildi. AH, EH
ve TH numunelerinde indirgen seker analizleri yapildi. Analizlerden sonra drnekler sabit

tartima kadar etiivde kurutularak posanin kalan agirlig1 hesaplandi.
3.2.5. Fermantasyon

Fermantasyon islemi ilk olarak sadece 0n islem optimizasyonu yapilmis hidrolizatta
gerceklestirildi. Hidrolizat ortamina ii¢ farkli mikroorganizmanin besi ortamlar1 glikoz
eklemeden hazirlanmis olup diger besi ortami bilesenleri ve fiziksel kosullar Tablo 3.4’de
verildigi gibi uygulandi. Ekimi yapilan erlenlerde oksijensiz ortam ve CO; ¢ikist saglamak
amaciyla bir hava kilidi sistemi eklenerek calkalamali inkiibatérde fermantasyon yapildi.
Kiiltiir stiresince belirli saatlerde alinan numunelerde; mikroorganizma sayisi belirlendikten

sonra seker ve alkol miktarini belirlemek iizere analiz giiniine kadar -20 °C’de donduruldu.

Tablo 3.4: On islem optimizasyonunda incelenen parametreler ve caligma araliklari.

Faktor Ad -a -1 +1 +
A Sicaklik (°C) 99 120 150 170
Zaman (dk.) 11 60 130 178

C Kat1 konst. (g/L) 9,3 30 60 80
D Asit konst. (%, v/v) 0,06 0,65 1,50 2,09

E G.O.P.B () 3669 840 354 115
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3.2.6. E.coli KO11 ile Optimum Kosullarda Fermantasyon

Biyoetanol verimi diger iki mikroorganizmaya gore yiiksek olan E.coli KOI11 ile
tretim ortami ve fiziksel kosullarinin optimizasyonu da yapilarak verim artirilmasi
hedeflendi. Bu amagla; 6n islem, iiretim ortami ve fiziksel kosullarin optimize edildigi
durumda fermantasyon gercgeklestirildi. Fermantasyon islemi 250 mL’lik erlende 50 mL
calisma hacminde Tablo 3.5’te verilen kosullara gore gerceklestirildi. Kiiltiir sliresince
belirli saatlerde alinan numuneler, mikroorganizma sayisi belirlendikten sonra seker ve alkol

miktarini belirlemek iizere analiz gliniine kadar -20 °C’de donduruldu.

Tablo 3.5: Biyoetanol iiretiminde hidrolizata eklenen besi ortamu igerikleri ve fiziksel kosullar.

E.coli S. cerevisiae
KOl11 PAKMAYA
Besi Ortami LB YPD
Glikoz (g/L) 0 0
Maya ekstrakti (g/L) 5 10
Pepton (g/L) 10 20
NaCl (g/L) 5 0
Sicaklik (°C) 37 30
pH 6.5 55
Karistirma hizi (rpm) 100 100
Inokiilasyon hacmi (%, v/v) 10 10
flf i';:l'::::; L:: 3:![11 F”E Silikon hortum
0.45p filtre
Kauguk
tipa
250 mL erlen

Sekil 3.1: Oksijensiz fermantasyonun gergeklestirildigi erlen sistemi.
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3.2.4. Analitik Yontemler
3.2.4.1. Indirgen Seker Tayini

On islemler ve fermantasyon siiresi boyunca farkli zaman araliklarinda alinan
numunelerin indirgen seker igerikleri Miller’in (Miller, 1959) metoduyla tayin edilmistir.
Burada indirgen sekerler, DNS ¢ozeltisiyle verdigi sar1 renkli kompleksin 575 nm. dalga
boyunda verdigi absorbans degeri okunarak analiz edildi. Yontemde 3 mL Ornek iizerine 3
mL igerigi Tablo 3.6’da verilen DNS ¢d6zeltisi eklenerek vorteks ile karistirildi. Karigim 90
°C’deki su banyosunda 15 dk. bekletildikten sonra numunelerin iizerine 1 mL sodyum
potasyum tartarat (PST, 40 g/100 mL) ¢ozeltisi ilave edilerek buzlu suda sogutuldu.
Kalibrasyon egrisi i¢in glikoz standartlar1 kullanildi. Kalibrasyon egrileri ve egrilere ait

denklem EK 5°te verilmistir.

Tablo 3.7: DNS ¢dzeltisinin igerigi.

Bilesen Miktar (g/L)
3,5-Dinitrosalisilik asit 20
Fenol 10
Sodyum siilfit (Na,SO3) 5
Sodyum hidroksit (NaOH) 5

Rochelle Tuzu Cozeltisi (PST)
Sodyum Potasyum Tartarat 40

3.2.4.2. Toplam Furan Bilesikleri Derisimi Tayini

On islemler sonrasinda elde edilen hidrolizatlarda toplam furfural ve
Hidroksimetilfurfural (HMF) bilesiklerinin derisimini ifade eden furan konsantrasyonu
Martinez ve ark.(Martinez ve ark., 2000)’larinin belirlemis oldugu metoda gore yapildi.
Orneklerin spektrofotometrik olarak iki farkli dalga boyunda okundugu bu yontemde,

toplam furan miktar ile dalga boylar1 arasindaki korelasyon kullanildi.

Abs,g, — Abs,,, = 0,127 x toplam furan (mg /L )+ 0,056 9)
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3.2.4.3. Mikroorganizma Sayisinin Belirlenmesi

S. cerevisiae hiicrelerinin mL’deki sayis1 Thoma Lam’inda sayim yontemi kullanilarak
belirlendi. Maya hiicrelerinin sayilmasi i¢in kullanilan Thoma lamui, iizerinde iiglii ¢izgilerle
birbirinden ayrilmis 16 biiyiik kareden olusan yivler bulunan 6zel bir mikroskop lamidir. Lam
iizerinde 16 biiyiik kare, her biiylik karede ise 25 kiigiik kare olmak {izere toplam 400 kiigiik
kare vardir. Sayim bu karelerde yapilarak seyreltme faktorii ve Thoma Lamui sabitiyle carpilarak

mL’deki hiicre sayisina gecilmistir (Giirgiin ve Halkman, 2005).

X X x10000

ortalama X Qseyrelme orani ( 1 0)

hiicryml =

E.coli KO11 hiicreleri igin ise spektrofotometrede 600 nm. (OD600) dalga boyunda
okunarak hiicre sayist hesaplandi. Hiicre sayist E.coli'nin LB besi ortaminda absorbans
degerine karsilik gelen kuru hiicre agirligi ve ml basina hiicre sayisi korelasyonu kullanilarak
hesaplandi (Widdel, 2007; Sezonov, Joseleau-Petit, ve D'Ari, 2007; Agilent, 2016). Kor olarak
inokiilasyon yapilmamis hidrolizat kullanildi. Fermantasyon ortamindan farkli zaman
araliklariyla alinan numuneler 6nce kore kars1 600 nm. de okunduktan sonra santrifiij edilerek

hiicreler uzaklastirildi.

— - 8
)(hiicr7ml _Abslmo om S Qseyrelme orani x8.0x10 (1 1)

3.2.4.3. Biyoetanol Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Fermantasyon siiresince ortamda liretilen biyoetanol miktar1 farkli zaman araliklarinda
alman numunelerde Gaz kromatografisi (GC) ile belirlendi. Biyoetanol analizi GC’de
(Schimadzu, GC2010 Plus) kapiler alkol kolonu (BP20, 30m, 0,25 mm, 0,25um, SGE) ve FID
dedektor kullanilarak yapildi. Caligma kosullart ise; enjeksiyon blogu sicakligr 320 °C, kolon
sicaklig1 140 °C ve dedektor sicakligl 250 °C olarak ayarlandi. Enjeksiyon hacmi 1pl ve tasiyict
gaz olarak azot kullanildi. Numunelerdeki alkol miktar1 mutlak etanol soliisyonunun farkl
konsantrasyonlarda hazirlanmasiyla elde edilen kalibrasyon grafigi ile belirlendi (Tsuey ve ark.,

2006).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Cay Orneklerinin Bazi Ozelliklerinin Belirlenmesi

Cay atig1 numunelerinin bazi 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla yiizde nem orant,
partikiil dagilimi, tane ve gozenek boyut dagilimi, lignin, seliiloz ve hemiseliiloz analizleri
yapilmistir. Elde edilen analiz verileri Tablo 4.1°de verilmistir. Kurutulan ¢ay atiklarinin yiizde
nem oran1 % 3,73 (w/w) olarak bulunmustur. Elde edilen bu degerin literatiirle uyum i¢indedir
(Kacar, 2010). Kurutma etiiviinden ¢ikan ¢ay higroskopik 6zelliginden dolay1 her kosul altinda
bir miktar nem absorbe etmektedir. Kurutma etiiviinden ¢ikan ¢ay ise sogumaya birakildiginda
% 3-4 arasinda bir neme sahip olmaktadir (Kacar, 1991). Cay numunelerinin nem tutmasini
basta cevrenin nem miktar1 olmak iizere, cayin tlirli ve paketlenme kosullarina gore de

degismektedir.

Kullanim sonrasi 6giitiilmeden analizi yapilan ¢ay atiginin ortalama partikiil
biiyiikliigii 956 um ve spesifik yiizey alan1 ise 0.00817 m*g olarak elde edilmistir. Asitte
¢coziinmeyen kiil oran1 % 0,18 olarak elde edilmistir, bu degerin literatiirde belirtilen araliga
yakin (% 0,1-0,58) oldugu tespit edilmistir (Kacar, 2010). Cay atiginin i¢erdigi kuru madde
bazinda lignin, seliiloz ve hemiseliiloz analizi sonuglar1 Tablo 4.1°de verilmistir. Cay atiklarinin
biyoetanol iiretiminde substrat olarak kullanilmasi i¢in hemiseliiloz ve seliiloz toplamini temsil

eden holoseliiloz miktart dnemlidir.

Tablo 4.1: Cay atiginin bazi 6zellikleri.

Analiz Yontem Birim Sonug¢
Nem TS 1562 % (WIw) 3,73
Ortalama Partikiil Biiytikligii | Mastersizer Mikron (p) 956
Spesifik yiizey alani Mastersizer m?/gr 0,00817
Ham lif (seliiloz) Fiber Tech. Man % (WIw) 21,00
%10 HCI’de ¢oziinmeyen kiil | TS 1566 % (wW/w) 0,180
Suda ¢dziinen kiil TS 1565 % (W/w) 27,18
Lignin (Li, Xu, ve ark., 2004) % (W/w) 37,22
Seliiloz (Li, Xu, ve ark., 2004) % (W/w) 21,15
Hemiseliilloz (Li, Xu, ve ark., 2004) % (WIw) 23,31
Ekstraktif Madde (Li, Xu, ve ark., 2004) % (WIw) 18,32
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Yapilan analizde ¢ay atiginin holoseliiloz miktar1 kuru madde bazinda yaklasik % 44,5
olarak bulunmustur. Bu deger literatiirde ¢ay yapragi ile yapilan bir ¢alismada elde edilen
sonuca (% 47,7) yakindir (Demirbas, 1999). Holoseliiloz miktar1 goz 6niine alindiginda ¢ay

atigiin 6nemli oranda hemiseliiloz ve seliiloz igerdigi goriilmektedir.
4.2. Cay Atigina Uygulanan On Islemleri Etkileyen Parametreler

Lignoseliilozik yapinin hidrolizine birgok parametre etki edebilmektedir. Bir
lignoseliilozik materyal i¢in bulunan optimum kosullar1 bir diger materyal i¢in de optimum
kosul olarak degerlendirmek dogru bir yaklagim olmamaktadir. Ciinkii lignoseliilozik maddenin
seliiloz, hemiseliiloz ve lignin oran1 materyalin tiiriine, yasina, alindig1 doneme, alindig1 yere
ve mevsimsel bir¢cok faktore bagl olarak degisiklik gosterebilmektedir. Bu yiizden atigin 6n

aritiminda hangi yontemin hidroliz bileseni olarak kullanilacagina karar verilmesi 6nemlidir.
4.2.1. Asidik ve Alkali Hidroliz Sonug¢lari

Bu calismada ¢ay atiklarinin kimyasal hidrolizinde kullanilacak olan en verimli 6n
islemin secilmesi hedeflenmistir. Bu amagla farkli konsantrasyonlarindaki ¢ay atiklar1 farkl
asit ve baz c¢ozeltileriyle otoklavda 121 °C’de 15 dakika muamele edilmistir. Kullanilan
cozeltilere bagl olarak elde edilen fermente edilebilir seker verimi degerleri (elde edilen
indirgen seker/kullanilan ¢ay atig1) Sekil 4.1°de gosterilmistir. Buna gore genel olarak bazik
cozeltilerle yapilan 6n islemde hidroliz verimi diislik olurken asidik c¢ozeltilerde elde edilen
indirgen seker miktarlar1 daha fazla olmustur. Cay miktarinin artirilmasiyla kalsiyum hidroksit
cozeltilerinin hidroliz verim degerinde herhangi bir artis olmadig1 goriilmektedir. Sodyum
hidroksit i¢in ise ¢ay miktarmi 10 g/L den 50 g/L’ye yiikseltildiginde verim degerinin iki kat
arttig1 gozlenmistir. Cay miktarinin 50 g/L’den 100 g/L’ye ¢ikarildigi durumda ise sodyum
hidroksit veriminde Onemli bir artis goriilmemistir. Nitrik asit ¢ozeltisinin kullanildigi 6n
islemde cay konsantrasyonu 100 g/L’ye ¢ikarildigi durumda en yiiksek verim degerine
ulagilmistir. Cay miktarinin 10 g/L oldugu kosullarda en verimli hidroliz, hidroklorik asit
kullanildigr durumda elde edilirken ¢ay miktarinin artirilmasiyla hidroklorik asit veriminin

degismedigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.1: Farkl1 asit ve baz ¢ozeltileriyle gergeklestirilen 6n islemler i¢in ¢ay konsantrasyonu-yiizde verim grafigi.

Sekil 4.1°e gore elde edilen en yiiksek yiizde verim degerleri Tablo 4.2°de 6zetlenmistir.
Cay miktarinin 50 g/L ve 100 g/L. oldugu durumlarda en verimli asidin siilfiirik asit oldugu
Sekil 4.1’de goriilmektedir. Ancak ¢ay miktarit 50 g/L den 100 g/L ye artirildiginda hidroliz
verimi % 66,3 den % 60,7 ye diismektedir. Cay konsantrasyonunun artirtlmasiyla siilftirik

asidin hidroliz performansi diger asitlere gore daha yliksek oldugu goriilmiistiir.

Literatiir incelendiginde lignoseliilozik atiklarin kimyasal hidrolizinde asidik ¢ozeltiler
yaygin olarak kullanilmistir. Hidroklorik asit misir kiispesinde (Kurakake ve ark., 2005), nitrik
asit kereste atiklarinda (Brink, 1994) ve siilfiirik asit ise misir, bugday ve cesitli enerji
bitkilerinde kullanilmistir (Balat, Balat, ve Oz, 2008). Kullanilacak asidin seciminde
lignoseliilozik hammaddenin yapisi, daha az korozif olmasi, besi ortaminda besin olarak da
faydalanilmasi ve ucuz olmasi gibi kriterler g6z ontine alinmaktadir. Bazik ¢o6zeltilerle yapilan
caligmalarda ise yaygin olarak NaOH ve CaOH: kullanilirken bir enzimatik hidroliz
basamaginin da oldugu goriilmiistiir (Li, Ruan, ve ark., 2004). Bazik 6n islemlerde temel amag
sekerlerin hidrolizi olmayip materyalin sigsmesi ve gozeneklerinin agilarak enzim i¢in yiizey
alanini artirmasi olmaktadir. Yapilan calisma sonucunda en verimli asidin siilfiirik asit oldugu
belirlenmesine ragmen optimum hidroliz kosullarinin saglandigini séylemek miimkiin degildir.
Hidroliz verimine materyalin tiirii, sicaklik, siire, partikiill boyutu, kati miktar1 ve asit

konsantrasyonu gibi bircok parametre etki edebilmektedir.
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Tablo 4.2: Farkli kimyasallarin hidroliz performanslarinin karsilastiriimasi.

Kimyasal (% 2,75 v/v) | Cay Miktar1 (g/L) | Elde edilen indirgen seker (g/L) | % verim
Ca(OH): 50 0,09 0,4
NaOH 50 6.4 28,9
HNO; 50 10,73 48,2
HCl 50 12,73 55,4
H>SO04 50 14,74 66,3

4.2.2. Seyreltik H2S04 On Islemi I¢in Optimizasyonu Calismasi

Seyreltik stilfiirik asidin kullanildig1 6n islemde optimum kosullarin saglanmasi ve
hidroliz verimi {izerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla istatiksel deney tasarimi1 metotlarindan
cevap ylizey metodu (RSM) kullanilmistir. Merkez noktalara gore belirlenen parametreler i¢in
toplamda 50 deney yapilarak her deneyde elde edilen indirgen seker indirgen seker
konsantrasyonu bagimli degisken olarak takip edilmistir. Hidrolizatta var olan indirgen seker
konsantrasyonunu bagimsiz degiskenlerin fonksiyonu olarak ifade etmek i¢in kuadratik esitlik

kullanilmastir.

Modelin uyum derecesi, belirtme katsayisi (R) ve ¢oklu korelasyon katsayist (R?)
degerlerine bakilarak yorumlanir. R* degeri 1'e ne kadar yakinsa, deneysel ve model degerler
arasindaki korelasyon o dlgiide iyidir. Hidroliz verimi igin ngériilen modelin R* degeri (0,93)
deneysel verilerle model tarafindan 6ngoriilen degerlerin uyumunu ifade etmektedir. Baska bir
ifadeyle hidroliz veriminin degisiminin % 93’1 bagimsiz degiskenlerin etkisiyle olurken, % 7’s1

ise modelle ifade edilmemektedir.

Regresyon modeline eklenen her bagimsiz degisken, bagimli degiskeni agiklama
yetenegi olmasa bile R? degerinin biiyiimesine neden olabilir. Bu durumda ise modelin
aciklayiciliginin artmasi gibi yorumlanabilir. Bu yiizden modele katkis1 olmayan degiskenler
dikkate alarak daha gercekgi bir R? degeri hesaplanmakta ve bu deger ayarlanmis/diizeltilmis
R? (Adj. R?) olarak ifade edilmektedir. Tablo 4.3’te goriildiigii gibi modelin R* degeri % 93
iken, diizeltilmis R* degeri % 89’a diismiistiir.

Tablo 4.3: Model uygunlugunun test edilmesinde kullanilan istatistik degerleri.

Standart sapma 3,35 R? 0,93
Ortalama 23,42 Adj R? 0,89
CV. % 14,28 Pred R? 0,75
Press 1240,37 Adeq Precision 14,53
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Diizeltilmis R?> (Adj R?) degeri modelin belirleyiciliginin yorumlanmasinda ilk
basvurulacak biiyiikliiktiir. Yeterli kesinlik (Adeq. precision), sinyal giiriiltii oranin1 gdsterir.
Sinyal giiriiltli oraninin ise 4' iin iistiinde olmas1 beklenir. Bu ¢alismada elde edilen sinyal
giiriiltii oran1 (14,53) yeterli sinyale isaret etmektedir.

Kodlu degerler cinsinden onerilen kuadratik model denklemi asagida verilmistir.
Denklemde bagimsiz degiskenlerin katsayisi ve isareti, hidroliz verimini etkileme 6l¢iisii olarak
kabul edildiginde, sicaklik ve silirenin etkilesimi (AB) kuadratik denklemi en fazla

degistirmektedir.

Hidroliz verimi (%) = (77,12) +(0,58xA) +(5,25xB) +(5,09xC) +(2,49xD) +(1,27xE) —
(18,99xAxB) +(0,99xAxC) —(1,59xAxD) +(1,23xAxE) + (2,05xBxC) — (3,55xBxD) —
(1,45xBXE) +(1,00xCxD) —(0,64xCxE) —(9,15xA?) —(8,25xB?) —(4,95xC?) —(4,94xD?) —
(0,97xE?).

Tablo 4.4’te incelenen bagimsiz degiskenler ve birbiri ile etkilesiminin hidroliz

verimine etkileri verilmistir.

Tablo 4.4: ikinci dereceden (kuadratik) cevap yiizey modelin ANOVA sonuglar.

Kaynak Kareler Kareler F degeri p-degeri

Toplamm | Ortalamasi Prob > F

Model 23532,29 1238,5 21,92 <0,0001
A-Sicaklik (°C) 14,36 14,3 0,25 0,6179
B-Siire (dk.) 1197.4 1197.4 21,18 <0,0001
C-Kat1 konsantrasyonu (g/L) 1123,7 1123,7 19,88 0,0001
D-Asit konsantrasyonu (%, v/v) 2689 2689 4,75 0,0371
E- G.O.B.P (1) 70,8 70,8 1,25 0,2716
AB 11545,1 11545,1 204,29 <0,0001
AC 31,4 31,4 0,55 0,4614
AD 80,8 80,8 1,43 0,2409
AE 48.4 48.4 0,85 0,3619
BC 134,0 134,0 2,37 0,1341
BD 403,7 403,7 7,14 0,0120
BE 68,1 68,1 1,20 0,2809
CD 32,0 32,0 0,56 0,4570
CE 13,1 13,1 0,23 0,6326

A? 46532 46532 82,34 <0,0001
B? 3785,0 3785,0 66,97 < 0,0001

C? 1362.6 1362.,6 24,11 <0,0001
D? 1359,3 1359,3 24.05 < 0,0001
E? 52.6 52.6 0,93 0,3421
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Modelin F degerinin 21.92 olmasi modelin énemli oldugunu gostermektedir. Burada
incelenen parametreler i¢in Prob>F degeri 0,05 den kiiciik olanlar bagimli degisken olan
hidroliz verimi {izerine etkisi dnemlidir. F degeri 0.1’den biiyiik olan parametreler ise model
icin Onemsiz olarak degerlendirilir. Buna gore; siire (B), kati konsantrasyonu (C), asit
konsantrasyonu (D), sicaklik-siire (AB), siire-asit konsantrasyonu (BD), A2, B2, C? ve D?
onemli parametrelerdir. Bununla birlikte sicaklik, kat1 konsantrasyonu, asit konsantrasyonu ve
partikiil biiyiikliigii parametrelerinin birbiri ile etkilesiminin hidroliz verimi lizerine 6nemli bir

etkisinin olmadig goriilmektedir.
4.2.2.1. Sicakhigin Etkisi

Sekil 4.2°de sicakligin hidroliz verimi {izerine etkisini gosteren grafikler verilmistir.
ANOVA tablosu g6z oniine alindiginda sicakligin (A) Prob>F degeri 0,6179 olarak elde edilmis

olup hidroliz verimi tizerine etkisinin 6nemli olmadig1 goriilmektedir.

Sekil 4.2. (a)’de asit konsantrasyonu ile sicaklik (AD) arasindaki etkilesim ve hidroliz
verimi lizerindeki etkileri gosterilmistir. Buna gore asit konsantrasyonu ve sicakligin diisiik
oldugu noktalarda verim degeri oldukca diisiik gozlenirken, yiiksek asit konsantrasyonlarinda
sicaklik 130 civarina ulastiginda verim maksimum degerine yaklasmaktadir. Bu sicaklik
degerinin iizerine ¢ikildiginda, indirgen sekerlerin bozunarak fenolik bilesenleri meydana
getirdigi ve bunun sonucunda hidroliz veriminin azaldig1 diisiiniilmektedir (Palmqvist ve Hahn-
Hégerdal, 2000). Sicaklik ve asit konsantrasyonu arasindaki ikili etkilesimin hidroliz verimi

iizerinde dnemli bir etkisinin olmadigi (Prob>F degeri 0,2409) goriilmektedir.

Sekil 4.2. (b)’de sicaklik ve partikiil boyutu (AE) arasindaki etkilesimin hidroliz verimi
iizerine etkisini gosteren ii¢ boyutlu grafik verilmistir. Grafik g6z oniine alindiginda sicaklik
sabit tutulmak suretiyle partikiil biiyiikliigii degismesi durumunda hidroliz veriminde énemli
bir degisim gézlenmemektedir. Partikiil boyutunun sabit tutularak sicakligin artir1ldig1 durumda
ise hidroliz verimi 117-135 °C araligina kadar artmakta ve bu degerin iizerine ¢ikildiginda ise

azalmaya baslamaktadir.

Sekil 4.2. (c)’de sicaklik ve siire (AB) arasindaki etkilesimin hidroliz verimi {izerine
etkisini gosteren ii¢ boyutlu grafik verilmistir. ANOVA tablosu goz oniine alindiginda AB
kaynagina ait Prob>F degerinin < 0,0001 olarak elde edildigi goriilmektedir. Buna gore sicaklik
ve siirenin ikili etkilesiminin hidroliz verimi iizerine etkisinin 6nemli oldugu sdylenebilir.

Grafik g6z oniine alindiginda ise sicaklik ve siirenin her ikisinin de diisiik oldugu noktalarda
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verim oldukca diisiik gozlenmektedir. Ancak yiiksek sicaklik-diisiik siire ve diistik sicaklik-
yiiksek stire degerlerinde verim degerinin yiikseldigi goriilmektedir.

Deneysel sonuglara gore sicakligin 120-130 °C aralifinda optimum degerine ulastig

grafiklerde goriilmektedir. Diger parametreler optimum noktalarda olmak sartiyla sicakligin tek

basma hidroliz verimine olan etkisine bakildiginda Sekil 4.2. (d)’de sicakligi 135 °C’nin
iizerine ¢ikarmanin verimi etkin bir sekilde diisiirdiigii goriilmektedir.
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Sekil 4.2. a) Optimum deney sartlarinda sicaklik ve asit konsantrasyonunun etkilesiminin hidroliz verimine etkisi., b)
Optimum deney sartlarinda sicaklik ve partikiil biiyiikliigii etkilesiminin hidroliz verimine etkisi., ¢) Optimum deney

sartlarinda sicaklik ve siire etkilesiminin hidroliz verimine etkisi., d) Diger parametreler optimum noktalarda olmak
sartryla sicakligin hidroliz verimine tek basina etkisi.
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4.2.2.2. Siirenin EtKisi

Stirenin hidroliz verimine etkisini gosteren grafikler Sekil 4.3’ de gosterilmistir. Sekil
4.3. (a)’da goruldiigli iizere siire yaklasik 95-136 dakika araliginda optimum degerine
ulagmaktadir. Sekil 4.3. (b)’de ise siire-asit konsantrasyonu (BD) etkilesimini gosteren cevap
yiizey grafigi verilmistir. Siire ve asit konsantrasyonu arasindaki etkilesimin 6nemli (Prob>F
degeri 0,012) oldugu goriilmiistiir, en yiiksek hidroliz verimine ise % 1,1 (v/v) asit ve 135-140
dk. zaman araliginda ulasilmistir. Sekil 4.3 (c)’de ise diger parametreler optimum kosullarda
kabul edilmek iizere siirenin hidroliz verimine tek basina etkisi goriilmektedir. Buna gore siire
artirildiginda hidroliz verimi belirgin bir sekilde artmaktadir. Hidroliz siiresinin 150 dk. {izerine
cikarildigi durumlarda ise fermente edilebilir hale gelen sekerlerin ikincil bir bozunma ile gesitli

fenolik bilesenlere doniistiigii sdylenebilir (Palmqvist ve Hahn-Hégerdal, 2000).
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Sekil 4.3. a) Optimum deney sartlarinda siire ve ¢ay miktari etkilesiminin hidroliz verimine etkisi., b) Optimum
deney sartlarinda siire ve asit konsantrasyonu etkilesiminin hidroliz verimine etkisi., ¢) Diger parametreler
optimum noktalarda olmak sartiyla siirenin hidroliz verimine tek basina etkisi.
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4.2.2.3. Cay Konsantrasyonunun Etkisi

Sekil 4.4’de bagimli degisken olan hidroliz verimine kati (cay) konsantrasyonunun
etkisini gosteren grafikler verilmistir. Sekil 4.4 (a)’da cay miktar1 ve sicaklik etkilesiminin
hidroliz verimi {izerine etkisinin goriildiigii i¢ boyutlu cevap yiizey grafigi verilmistir. Buna
gore sicaklik ve cay miktarinin her ikisinin ayr1 ayr1 yliksek veya diisiik oldugu noktalarda
hidroliz verimi azalmaktadir. Ancak c¢ay miktarmin yliksek oldugu noktalarda sicakligi
artirmanin bir noktaya kadar verimi artirdig1 goriilmektedir. En yiiksek hidroliz verimine (%
86,24 g 1S/g cay) yaklasik 50 g/L c¢ay konsantrasyonu ve 135 °C sicaklik uygulandiginda
ulagilmaktadir. Ancak cay miktar1 ve sicakligin ikili etkilesiminin hidroliz verimi iizerine

etkisinin 6nemli (Prob>F degeri 0,4614) oldugunu séylemek miimkiin degildir.

Sekil 4.6 (b) kat1 miktarinin hidroliz verimine etkisini gostermekte olup diger bagimsiz
degiskenler optimum kosullarda degerlendirilmistir. Buna gdre ¢ay miktar1 diisiik (<40 g/L)
tutuldugunda hidroliz verimi diisiik elde edilirken yiiksek tutuldugunda verim yiikselmektedir.
Ancak belli bir noktadan (~60 g/L) sonra verimde azalma gdézlemlenmistir. Bu duruma sebep
olarak ¢ayin su tutma kapasitesinin yiiksek (higroskopik) bir materyal olmasi diistiniilmiistiir
(Kacar, 2010). Zira ¢ay miktarinin fazla tutuldugu durumlarda elde edilen hidrolizat, goreceli
olarak daha az olmakla birlikte suyun biiyiik bir kismi tutuldugu i¢in asit konsantrasyonu

optimum noktanin iizerine ¢ikarak indirgen sekerlerin de bozunmasina neden olmaktadir

(Lenihan ve ark., 2010).
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Sekil 4.4 a) Optimum deney sartlarinda ¢ay miktar1 ve sicaklik etkilesiminin hidroliz verimine etkisi., b) Diger
parametreler optimum noktalarda olmak sartiyla kati miktarinin hidroliz verimine tek basina etkisi.
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4.2.2.4. Asit Konsantrasyonunun Etkisi

Bagimli degisken olan hidroliz veriminin slire ve asit konsantrasyonu (BD) ile
degisimini aciklayan grafik Sekil 4.3 (b)’de verilmistir. Buna gore hidroliz siiresinin kisa
tutuldugu durumda asit konsantrasyonu artirilirsa hidroliz verimi énemli oranda artmaktadir.
Diger taraftan asit konsantrasyonunun yaklasik % 1 civarinda tutuldugu durumda sicakligin
artirilmasiyla hidroliz veriminin arttig1r tespit edilmistir. Modele ait ANOVA tablosu
incelendiginde BD kaynagina ait Prob>F degerinin 0,0120 olarak elde edildigi goriilmektedir.
Bu deger 0,05’den kiiclik olup istatistiksel olarak bu degiskenin etkisinin énemli oldugunu

gostermektedir.

Sekil 4.5. (a)’da ise hidroliz veriminin asit konsantrasyonu ve ¢ay konsantrasyonunun
ikili etkilesimi ile degisimini gosteren cevap ylizey grafigi verilmistir. Buna gore en yiiksek
hidroliz verimine (% 86,24 g iS/g ¢ay) yaklasik % 1,1 (v/v) asit konsantrasyonu ve 45-62 g/L
cay konsantrasyonu kullanildig1 kosullarda ulagilmaktadir. CD kaynagina ait Prob>F degeri ise
(0,0120) asit ve cay konsantrasyonlar1 arasindaki ikili etkilesimin 6nemli olmadigini ifade

etmektedir.

Sekil 4.5. (b)’de verilen grafikte ise asit konsantrasyonunun hidroliz verimine tek basina
etkisi goriilmektedir. Hidroliz verimini etkileyen diger bagimsiz degiskenler optimum
noktalarda tutuldugu durumda asit konsantrasyonu bir optimum degere ulagsmaktadir. Buna
gore asit konsantrasyonunun diisiik (< % 0,5) ve yiiksek (> % 1,5) oldugu noktalarda hidroliz
verimi Oonemli oranda azalmaktadir. Bu sonug literatiirde piring samani ile yapilan bir

optimizasyon ¢alismasiyla uyum igerisindedir (Baek ve Kwon, 2007).
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Sekil 4.5. a) Optimum deney sartlarinda asit konsantrasyonu ve cay konsantrasyonu etkilesiminin hidroliz
verimine etkisi., b) Diger parametreler optimum noktalarda olmak sartiyla asit konsantrasyonunun hidroliz
verimine tek bagina etkisi.
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4.2.2.5. Partikiil Boyutunun Etkisi

Sekil 4.6’da geometrik ortalama partikiil biiytikliigiine (G.O.P.B) bagl olarak hidroliz
veriminde meydana gelen degisimleri gosteren cevap yiizey grafikleri verilmistir. Sekil 4.6.
(a)’da bagimli degisken olan hidroliz verimine ¢ay konsantrasyonu ve partikiil boyutunun (CE)
eszamanli etkisi goriilmektedir. G.O.P.B sabit tutularak ¢ay konsantrasyonunun 62 g/L civarina
kadar artirilmasi durumunda hidroliz veriminin arttig1 goriilmektedir. Cay konsantrasyonunun
sabit tutularak G.O.P.B’nin degismesi durumunda ise hidroliz veriminde 6nemli bir degisiklik
gozlenmemektedir. Grafikte belirlenen konturlar géz oniine alindiginda yaklasik 595 G.O.P.B

ve 45-62 g/L cay konsantrasyonu araliginda optimum nokta belirlemektedir.

Bagimli degisken olan hidroliz verimi iizerine siire ve partikiil boyutunun (BE) ikili
etkilesiminin gosterildigi cevap yiizey grafigi Sekil 4.6 (b)’de verilmistir. ANOVA tablosu goz
online alindiginda BE kaynagina ait Prob>F degerinin 0,2809 olarak elde edildigi
goriilmektedir. Bu deger iki parametrenin degisiminin hidroliz verimi iizerine etkisinin 6énemli
olmadigini ifade etmektedir. Buna gore incelenen araliktaki tiim partikiil noktalarinda siirenin
artirilmasiyla birlikte hidroliz verimi 130. dakikalara kadar artmaktadir. Diger taraftan siire
sabit tutularak farkli boyutlara bakildiginda partikiil boyutunda artma yada azalmanin hidroliz

verimine etkisinin kayda deger miktarda olmadig1 anlagilmaktadir.

Bagimsiz degiskenlerden sicaklik ve partikiil boyutunun (AE) ikili etkilesimini gosteren
cevap yiizey grafigi Sekil 4.6 (¢) verilmistir. ANOVA tablosunda Prob>F degeri 0,3619 olarak
elde edilen AE etkilesimi 6nemli olmayip grafikte olusan konturlar goz dniine alindiginda ise
partikiil boyutu degisiminde olusan konturlarin sicaklik degisiminde gozlenen konturlara gore
daha uzun oldugu goriilmektedir. Partikiil boyutunun sabit tutularak sicakligin artirilmasi
durumunda hidroliz veriminin yaklasik 130-135 °C araligina kadar arttig1 goriilmektedir. Bu
degerin lizerine ¢ikildigina ise hidroliz verimi azalamaya baglamaktadir. Diger taraftan
sicakligin sabit tutularak partikiil boyunun degistirilmesi durumunda hidroliz veriminde kayda

deger bir degisiklik gézlenmemektedir.

Sekil 4.6. (d)’de ise diger parametreler optimum noktalarda tutulmak suretiyle partikiil
boyutunun hidroliz verimi {izerine tek basina etkisi goriilmektedir. Bu grafik goz Oniine
alindiginda ise partikiilii daha kii¢iik hale getirmenin kismen de olsa hidroliz verimini azalttig
goriilmektedir. Ayrica partikiil boyutunu kii¢iiltmek bazen de kiimelenme ve tekrar birlesme
gibi negatif etkilere neden olmaktadir (da Silva ve ark., 2010; Talebnia, Karakashev, ve

Angelidaki, 2010).
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Bugday o6rnekleriyle yapilan bir ¢galismaya gore; numuneleri 3200 um’ye kadar 6giitmek
icin gerekli enerji 11,4 kWh iken, 800 um’ye kadar 6gilitmek i¢in gerekli enerjinin 51,6 kWh
oldugu gosterilmistir (Sarkar ve ark., 2012). Ogiitiilmeyen cay atiklarmin ortalama partikiil
bliyiikligi 956 um (~18 mesh) olup bu deger incelenen aralikta kalmaktadir (bkz. EK 3). Bu

durumda elde edilen deneysel verilere gore, kullanim sonrasi agiga ¢ikan cay atiklariin
ogiitiilmesinin  hidroliz verimine katkisi

diisitk olacagi
ongoriilmektedir.
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Sekil 4.6 a) Optimum deney sartlarinda partikiil boyutu ve ¢ay konsantrasyonu etkilesiminin hidroliz verimine
etkisi., b) Optimum deney sartlarinda partikiil boyutu ve siire etkilesiminin hidroliz verimine etkisi., ¢) Optimum
deney sartlarinda partikiil boyutu ve sicaklik etkilesiminin hidroliz verimine etkisi., d) Diger parametreler
optimum noktalarda olmak sartiyla partikiil boyutunun hidroliz verimine tek basina etkisi.
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4.2.2.6 Seyreltik H2SO4 ile Optimizasyon ve Dogrulama Deneyi Sonuclar:

Optimizasyon c¢alismalar1 sonucunda elde edilen kosullar Tablo 4.5°te verilmistir.

Tablo 4.5: Hidroliz veriminin bagimsiz degiskenlere gore olusturulmus optimizasyon sonuglari.

Say1 | Sicaklik (°C) | Siire (dk.) Cay kons. (g/L) Asit kons. G.O.P.B Verim
(%, vIv) (W) (%)
18 120 130 55 1,13 840 86,24

Elde edilen sonucglarin giivenirliginin  belirlenmesi  amaciyla istatistiksel
degerlendirmeler sonucunda ulasilan optimum degerlerin dogrulama deneyi yapilmistir.
Dogrulama deneyi, optimizasyonda Onerilen 6n islem kosullarinda deneylerin tekrar yapilmast
olarak tanimlanmaktadir. Dogrulama deneylerinin yapilmasinda optimizasyon g¢aligmasinin
¢oziim Onerileri ile dogrulama deneyinden elde edilen gercek degerlerin karsilastirilmasi
hedeflenir. Optimum kosullarda gerceklestirilen bes paralel deneme sonucunda elde edilen
indirgen seker konsantrasyonu ve hidroliz verimi Tablo 4.6’da gosterilmistir. Uygulanan
dogrulama deneyinde asit konsantrasyonu % 1,15, G.O.B.P. 840 p ve diger parametreler
optimizasyon tablosunda verildigi gibi alinarak denemeler gerceklestirilmistir. Dogrulama
deneyi sonucunda 55 g/L. ¢ay igeren hidrolizat ortaminda 20,74 g/l konsantrasyonunda
indirgen seker saptanmistir. Bu durumda elde edilen verim degeri % 84,7 olup modelin tahmin
ettigi degere yakin oldugu gorilmiistiir. Holoseliilloz miktar1 % 44,5 (w/w) olan atik ¢ayin
optimum kosullarda hidroliz edilmesiyle toplam sekerlerin % 85’inin doniistiigiinii sdylemek

mumkundiir.

Sonug olarak bagimli degisken hidroliz veriminin, model tarafindan tahmin edilen ve
dogrulama deneyi sonunda elde edilen deneysel degerleri arasindaki hata yiizdesinin % 2’nin
altinda oldugu goriilmektedir. Bagimhi degisken {izerine etkisi arastirilan bes bagimsiz

degiskeni igeren deneysel tasarimin kullanilabilir 6zellikte oldugunu sdylemek miimkiindiir.

Tablo 4.6: Dogrulama deneyi sonuglari.

Cay | Cay konsant. Indirgen Verim Optimum Optimuma

atig1 (g/L) seker (%) verim (%) gore ulasilan
(g/L) verim (%)

Evsel 55 20.74 84.7 86.24 98.21
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4.2.3. Farkh Cay Orneklerinin Seyreltik H2SO4 ile Hidrolizi

Deneysel caligmalarda kullanilan evsel atik cay, yesil cay ve fabrika atifi cay
numunelerinin evsel atik cay i¢in saptanan optimum kosullarda asidik hidroliziyle elde edilen
indirgen seker konsantrasyonlari Tablo 4.7°de verilmistir. Bu verilere goére demlenmis ¢ay
posast, yesil ¢cay ve cay fabrikasi atigina gore daha fazla miktarda indirgen seker icermektedir.
Asidik hidroliz basamaginda deneysel tasarimi evsel ¢ay atig1 i¢in yapildigindan igin en yiiksek
verim (% 86,24) burada elde edilmistir. Elde edilebilecek en yiiksek verimin % 44,5 oldugu

g0z Oniine alindiginda tiim sekerlerin % 85’inin doniistiiglinti séylemek miimkiindiir.

Asidik 6n islemle elde edilen diger verim degerleri goz oniline alindiginda en diisiik
verim (% 66) fabrika atig1 cayda goriilmiistiir. Fabrika atig1 ¢ayin pirolizi iizerine yapilan bir
caligmada atigin holoseliiloz miktar1 % 51,6 olarak bulunmustur (Tiftik, 2006). Seyreltik asidik
hidroliz metodunun kullanildigr deneme de ise bu sekerlerin % 34’i hidrolizat ortamina

aliabilmistir. Cay fabrikas1 atig1 i¢in ise verimi % 66 olarak elde edilmistir.

Kullanilmamis paket ¢ay ornekleri ise ¢ayin demlenme sirasinda seker kaybina neden
olup olmadigini incelemek amaciyla kullanilmigtir. Buna gore cayin icecek amaciyla
demlenmesi sirasinda 6nemli bir miktarda seker kaybi1 olmamaktadir. Demlenmenin de bir 6n
islem oldugu kabul edilirse paket ¢gay numuneleri bu 6n islem asamasindan gegirilmedigi i¢in
verim degerinin % 36 olarak elde edildigi diistintilebilir. Doniisiim yiizdesine bakildiginda ise

atik caya yakin % 80 olarak elde edilmistir.

Yesil ¢ay yapragi kuru madde bazinda yaklasik % 64,4 holoseliiloz icermektedir (Chen
ve ark., 2009). Optimum kosullarda gerceklestirilen seyreltik asidik hidroliz islemiyle yesil ¢ay
orneklerinde bulunan holoseliiloz yapidan sekerlerin % 57’si hidrolizat ortamina alinabilmistir.
Diger cay orneklerine kiyasla en diisiik verim degerine sahip yesil cay Ornekleri, hidrolizat

ortaminda bulunan indirgen seker konsantrasyonu bakimindan gére en yiiksek degere sahiptir.

Tablo 4.7: Farkli ¢cay 6rneklerinin belirlenen optimum kosullarda asidik hidrolizi sonucu elde edilen indirgen
seker miktarlari.

Materyal Kullanilan miktar (g) | Elde edilen indirgen seker (g) | Verim (%)
Evsel cay atig1 13,75 5,19 84,7
Fabrika atig1 13,75 4,63 66
Yesil cay 13,75 5,20 57
Paket cay 13,75 5,01 81
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4.2.4. Farkh Cay Orneklerinin Enzimatik Hidrolizi

Asidik 6n islem uygulanan farkli ¢ay 6rnekleri filtre ile siiziildiikten sonra yikama islemi
yapilmadan enzimatik hidroliz islemine tabi tutulmustur. Optimum kosullarda uygulanan asidik
hidroliz sonras1 uygulanan enzimatik hidroliz islemi sonunda elde edilen IS ve verim degerleri
Tablo 4.8’de verilmistir. Optimizasyonun evsel ¢ay atig1 i¢in yapildigi géz oniine alindiginda
elde edilen verimin maksimum % 84,7 oldugu bulunmustu (Tablo 4.7). Analitik yontemle
holoseliiloz miktar1 % 44,5 (w/w) olarak bulunan evsel cay atigindan elde edilen toplam hidroliz
verimi ise % 107 olarak elde edilmistir. Demirbas yapmis oldugu bir ¢alismada atik ¢aymn
holoseliiloz miktarin1 % 47,7 (w/w) olarak elde etmistir (Demirbas., 1999). Bu veriler goz
oniline alindiginda cay atiginda bulunan sekerlerin tamamina yakininin hidrolizat ortamina
alindigin1 séylemek miimkiindiir. Toplam hidroliz veriminin (% 107) beklenen degerlerden

yiiksek ¢ikmasina posanin yikanmadan hidrolize alinmasinin sebep oldugu diistiniilmiistiir.

Yesil cay orneklerinde ise 13,75 g numuneden yaklasik 8 g seker elde edilmistir. Yesil
cay yapraginda holoseliiloz miktarinin (% 64,4) islenmis ¢aya gore yliksek olmasi beklenen bir
sonuctur (Chen ve ark., 2009). Yesil ¢ayin islenme prosesiyle siyah ¢aya doniistiiriilmesinde
kuru madde bazinda seker kaybetmesi s6z konusudur. Asidik ve enzimatik hidroliz sonucunda
yesil ¢cayin toplam hidroliz verimi % 90 olarak elde edilmistir. Seyreltik asit hidrolizi isleminde
fabrika atig1 caydan indirgen seker verimi % 66 olarak bulunmustu (Tablo 4.7). Asidik hidroliz
sonrasinda ticari enzim karigiminin kullanildig1 enzimatik hidrolizde ise yaklasik 3,4 g daha
indirgen seker s1vi ortama gegmistir. Boylece enzimatik hidroliz ile beraber yapidaki sekerlerin

yaklagik % 84’1 toplam hidrolizat ortamina alinmistir

Paket cayin asidik hidroliz verimi ise % 81 olarak elde edilmisti (Tablo 4.7). Enzimatik
hidrolizle birlikte toplam hidrolizatta elde edilen indirgen seker miktar1 ise 5,88 g olup yaklasik
% 96 verimle hidroliz islemleri gerceklesmistir (Tablo 4.8). Paket ¢cay 6rneklerinin bir 6n islem
olarak diistinlilmesi gereken demlenme asamasindan gegmemesi, verimin atik ¢aya gore diisiik

olmasinin etkenlerinden biri olarak diisiinebilir.

Tablo 4.8: Asidik hidroliz sonras1 yikanmamis 6rneklerin enzimatik hidrolizi sonrasi elde edilen toplam
hidrolizatin indirgen seker miktarlar.

Materyal Kullanilan miktar (g) | Elde edilen indirgen seker (g) | Verim (%)
Evsel cay atig1 13,75 6,66 107
Fabrika atig1 13,75 5,90 84
Yesil gay 13,75 8,03 90
Paket cay 13,75 5,88 96
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4.2.5. Kimyasal Detoksifikasyon

Kimyasal detoksifikasyon islemi atik, yesil ve paket ¢cay ornekleri i¢in gergeklestirilmis
olup farkl1 asit konsantrasyonu ve siirede hidroliz edilen 6rneklerin Martinez ve arkadaslarinin
metoduna gore iki farkli dalga boyunda spektrofotometrik absorbanslart okunmustur (Martinez
ve ark., 2000). Detoksifikasyon sonunda orneklerin bu iki dalga boyunda absorbansi tekrar
okunarak ppm cinsinden furan (HMF+Furfural) konsantrasyonu elde edilmistir. On islem
uygulanan tiim ¢ay Orneklerinin detoksifikasyondan Oncesi ve sonrasi i¢in toplam furan

(+furfural) miktarlar1 Ek 2°de verilmistir.

Tablo 4.9’da atik cay 6rneginin farkl asit konsantrasyonlarinda 10 dk. hidroliz edilmesi
sonucunda olusan ve giderilen furan miktarlar1 6zetlenmistir. Verilen sonuglara gore genel
olarak asit konsantrasyonunun artirtlmasiyla olusan furan miktarinin arttigimi sdylemek
miimkiindiir. Atik cay 6rneklerinin asidik hidrolizinde 26 ppm ile en fazla furfuralin olustugu
kosul % 3 (v/v) H2SO4 ve 30 dk. siireyle gergeklestirilen islemde gdzlenmistir. Yapilan
detoksifikasyon islemiyle hidrolizatta bulunan furfural konsantrasyonu 9,8 ppm degerine
diistiriilmiis olup yaklasik 16,2 ppm furfural nétralize edilmistir (bkz. Tablo E2.1). Atik ¢ay
orneklerinin detoksifikasyon verimine bakildiginda ise furfural gideriminim en az oldugu

kosulda % 21 verimle furfural konsantrasyonu 2,1 ppm den 1,6 ppm degerine azalmstir.

Yesil ¢ay orneklerinin asidik hidrolizinde ise en fazla furan olusumu 33,9 ppm olup bu
sonu¢ % 3 (v/v) H2SO4 ve 60 dk. hidroliz siiresinin uygulandigi kosulda goriilmiistiir (bkz.
Tablo E2.2). Detoksifikasyon verim degerlerinin farkli olmasini asit konsantrasyonu ve siirenin
etkisinin 6nemli oldugunu sdylemek miimkiindiir. Kullanilan ¢aym tiirii, asit konsantrasyonu
ve hidroliz siiresine gore detoksifikasyon metodunun optimizasyonunun gerekliligi

goriilmektedir.

Tablo 4.9: Atik cay drneginin farkli konsantrasyondaki asit ¢ozeltilerinde hidroliz edilmesi sonucunda elde
edilen detoksifikasyon degerleri.

Atik ¢ay Hidroliz Kullanilan asit | Detoksifikasyon | Detoksifikasyon Giderim
zamani (dk.) % (vIv) oncesi (ppm) sonrasi (ppm) yiizdesi (%)
A0 10 0 2,1 1,6 24
A0.5 10 0,5 2,6 0,0 100
Al 10 1 4,2 0,6 85
A2 10 2 0,1 0,0 100
A3 10 3 4,2 1,1 74
A4 10 4 2,2 1.4 32
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4.3. Fermantasyonla Biyoetanol Uretim Deneyleri
4.3.1. Farkh Mikroorganizmalarin Biyoetanol Uretim Performansi

Atik caydan elde edilen hidrolizatlarda biyoetanol tiretim deneylerine gecilmeden dnce
mikroorganizmalar kendi yapay besi ortamlarinda fermantasyona tabi tutulmustur. Bu amagla
E.coli KOI11 i¢in modifiye LB besi ortam1 ve S. cerevisiae ise YPD sivi besi ortamlar
kullanilmigtir. 72 saat siliren fermantasyon siiresince farkli zaman araliklarinda ortamdan
ornekler alinarak indirgen seker ve biyoetanol analizleri yapilmistir. Sonuglar Tablo 4.10’da
Ozetlenmistir. Tablo 4.10°de verilen sonuglar goz oniine alindiginda rekombinant E.coli KO11
glikoz igeren ortamda 12 saat sonunda ortamda substratin biiyiik bir kismini tiiketerek 8,65 g/L
biyoetanol tiretmistir. Tiiketilen glikoz E.coli KO11 igin yaklasik 20 g/L olup stokiometrik
denkleme gore (teorik) 10,2 g/L biyoetanol iiretmesi beklenirken maksimum 8,75 g/L
biyoetanol iiretebilmistir. Bu deger ile E.coli KO11 teorik olarak ulasabilecegi degerin yaklagik
% 86’s1na ulasabilmistir. Biyoetanol iiretme verimini karistirma hizi, sicaklik ve inokiilasyon
miktar1 gibi fiziksel parametrelerin de etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica E.coli KO11
kullanarak yapilan bir ¢alismada 72 saat siiren fermantasyonun ilk 8 saatinin aerobik olarak
gerceklestirilmesi durumunda verim degeri inokiilasyondan itibaren anaerobik gerceklestirilen

duruma gore % 50 daha verimli oldugu sonucu elde edilmistir (Deniz, 2011).

Sekil 4.7 gbéz oOniine alindiginda E.coli KOI11’in maksimum biyoetanol
konsantrasyonuna 12-24 saat aralifinda ulastig1 goriilmektedir. Yapilan ¢alismada ise E.coli
KO11 ile ulagilan verim degeri 0,43 g etanol / g substrat olarak elde edilmistir. Bu deger teorik
olarak ulasabilecegi verim degeri ile karsilastirildiginda ise (0,43/0,51) teorik verim degerinin
yaklagik % 85’ine ulasabildigini sdylemek miimkiindiir. Deneysel ¢alismalarda kullanilan
mikroorganizmalarin 5 ve 6 karbonlu sekerleri kullanarak ulagabilecegi teorik verim degeri 0,51

g etanol/ g substrat’tir.

Tablo 4.10: Mikroorganizmalarin kendi besi ortamlarinda fermantasyon sonucu elde edilen IS ve alkol degerleri.

Zaman (saat)
0 12 24 48 72
Indirgen Seker (g/L) | 21,1 | 1,12 | 1,11 | 1,10 | 1,10

Mikroorganizma | Besi ortamm Parametre

E.coli KO LB Biyoetanol (/L) 0 | 865 | 875 | 667 | 535
Indirgen Seker (g/L) | 20,2 | 1,12 | 1,10 | 1,10 | 1,10
S. cerevisiae YPD  Miyoctancl (/L) 0 | 759 | 7.30 | 690 | 5.35
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Sekil 4.7: Mikroorganizmalarin yapay besi ortaminda {irettigi biyoetanol konsantrasyonunun zamanla dagilimi.

Yapilan diger bir calisma olan ¢ay atiklarinin optimum kosullarda asidik hidrolizi
sonunda elde edilen hidrolizatta biyoetanol {iretim denemelerinin sonuglar1 ise Tablo 4.11°de
verilmistir. Elde edilen verilere gére mikroorganizmalar hidrolizat ortaminda normal besi
ortamina gore substrati daha yavas tiiketmektedir. Hidrolizat ortaminda 5 ve 6 karbonlu
sekerlerin yani sira bazi hidroliz yan iirlinleri bulunmaktadir. Bu bilesenler mikroorganizmalari
ortama daha uzun siirede adapte olmalarina neden olarak mikrobiyal aktivitenin diisiik seviyede
ilerlemesine neden olabilmektedir (Modig, Liden, ve Taherzadeh, 2002; Taherzadeh ve ark.,
2000).

Tablo 4.11: Mikroorganizmalarin atik cay hidrolizat (A.H.) ortamlarinda fermantasyon sonucu elde edilen IS ve
alkol degerleri.

Zaman (saat)
0 12 24 48 72
Indirgen Seker (g/L) | 19,3 | 11,3 7,2 5,4 3.4

Mikroorganizma | Besi ortamm Parametre

E.coli KO11 Hidrolizat

Biyoetanol (g/L) 0 3,6 5,1 34 3
Indirgen Seker (g/L) | 24,3 16,4 11,6 11,5 10,5
S. cerevisiae Hidrolizat Biyoetanol (g/L) 0 220 | 2.80 3.0 3.0
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Hidrolizat ortaminda yapilan fermantasyon islemi de Tablo 4.12°de verilen kosullarda
72 saat boyunca takip edilmistir. Buna gore E.coli KOI1 susu maksimum etanol
konsantrasyonuna 24. saatin sonunda ulagmis olup 5,1 g/L biyoetanol tiretmistir. S. cerevisiae
ise 48. Saat sonunda 3 g/L konsantrasyonunda biyoetanol iiretebilmistir. Mikroorganizmalarin
hidrolizat ortaminda biyoetanol iiretim verimleri karsilastirildiginda ise E.coli KO11 0,32 g
etanol/ g substrat olarak elde edilirken S. cerevisiae ise 0,12 g etanol/ g substrat olmustur (Sekil
4.8). Maya hiicrelerinin metabolik hizi yavas olmakla birlikte ortamda bulunan 5 karbonlu
sekerleri tiiketememesinden dolay1 substrat dan etanol iiretim verimi bakteri hiicresine kiyasla

daha diisiik olmustur.

——F.coli KOI1 S.cerevisiae

Biyoetanol (g/1)
W

0 12 24 36 48 60 72
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Sekil 4.8: Mikroorganizmalarin hidrolizat ortaminda iirettigi biyoetanol konsantrasyonunun zamanla degisimi.

Tablo 4.12: E.coli KO11 ile optimum kosullarda fermantasyon i¢in parametreler ve oranlari.

Optimizasyon Parametreler E.coli KO11
Sicaklik (°C) 120
Zaman (dk.) 130
On Islem Kosullari Katt konst. (/L) 55
Asit konst. (%,v/v) 1,15
G.0O.P.B (p) 595
Maya ekstrakt1 (g/L) 5
Uretim Ortami Pepton (g/L) 10
NaCl (g/L) 5
Sicaklik (°C) 35
Fiziksel Kosullar Karistirma hizi (rpm) 150
Inokiilasyon hacmi (%,v/v) 10
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4.3.2. Detoksifiye Hidrolizatta S. cerevisiae ile Fermantasyon

Detoksifikasyon etkisinin arastirildign bu c¢alisma yalnizca S. cerevisiae icin
gergeklestirildi. Detoksifikasyon etkisinin gézlemlenebilmesi i¢in 6n islem sonucu elde edilen
hidrolizat ikiye ayrildiktan sonra, birine detoksifikasyon islemi yapilarak, her ikisinde de
fermantasyon gercgeklestirildi. Sekil 4.9°dan goriildiigii gibi gergeklestirilen her iki 6n islem
icin de zamanla iiretilen biyoetanol miktar1 artmakta ve yaklasik olarak 60. saatte maksimum
degere ulagsmaktadir. Asidik 6n islem sonrasi detoksifikasyon uygulamasi ile elde edilen
biyoetanol miktarinin (maksimum 8.8 g/L) yalnizca asidik 6n islem uygulamasi sonucu elde
edilen biyoetanol miktarindan (maksimum 4.48 g/L) daha yiiksek oldugu Sekil 4.9°da
goriilmektedir.

Burada, tn.c en fazla biyoetanol miktarmin elde edildigi siiredir. Tablo 4.13°de
goriildigli gibi yalnizca asidik 6n islem yapilan Ornekler i¢in sekerden biyoetanol
konsantrasyonu 0,448 g/L ve iiretim verimi (Y,s,) 0,106, asidik islem sonrasi detoksifikasyon
yapilan Ornekler i¢in ise konsantrasyon 0,88 g/L. ve iiretim verimi (Y,s) 0,208 olarak
hesaplanmistir. Bu durum c¢ay atifindan maya hiicreleriyle biyoetanol iiretim verimliligi
acisindan asidik 6n islem sonrasinda bazik detoksifikasyon uygulamasiin verimi artirdigini
gostermektedir. Ayrica bazik detoksifikasyon da yapilarak gerceklestirilen ulasilan biyoetanol

iiretim hizinin yalnizca asidik 6n islem uygulamasina gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

10

Etanol konsantrasyonu (g/L)

O T T T
0 20 40 60 80

zaman (saat)

—@— Asidik+bazik detoksifikasyon =~ —O©— Asidik

Sekil 4.9: Biyoetanol konsantrasyonunun zamanla degisimi
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Tablo 4.13: Fermantasyon sonu bazi tiretim verimliligi parametreleri

Parametre Asidik 6n islem Bazik detoksifikasyon
Maksimum biyoetanol {iretim siiresi (saat) 60 60
Inokiilasyon miktar1 (%,v/v) 10 10
Biyoetanol Konsantrasyonu % (w/v) 0,448 0,88
Biyoetanol verimi, Y (g/g) 0,106 0,208
Biyoetanol iiretim hiz1 (g/L.saat) 0,075 0,146

Literatiirde belirtildigi gibi hemiseliiloz hidrolizi sonrasinda ortamda furan bilesikleri
olan furfural ve HMF olusmaktadir (Martinez ve ark., 2000). Sadece asidik 6n islem uygulanan
orneklerde biyoetanol veriminin diisiik olmasinin nedeni furfural ve HMF gibi furan
bilesiklerinin maya aktivitesini inhibe edici etki gostermesi olarak diisliniilebilir. Maya
hiicrelerinin furan bilesiklerine olan toleransi yiiksek olmadigi ve maksimum biyoetanol
konsantrasyonuna 60.saatte ulastig1 géz oniine alinirsa yiiksek verimli biyoetanol {iretimi igin
iki metot tercih edilebilir. Bunlarda biri asidik 6n islemle elde edilen hidrolizat detoksifikasyon
islemine tabi tutmak, digeri ise bahsedilen furan bilesiklerine dayanikli mikroorganizmalar
kullanmak. Bunlara ek olarak, HMF toleransinin artirilmasi amaciyla bazi maya tiirlerinde
genetik modifikasyonlar yaparak furan bilesiklerinin parcalanmasini saglayacak enzimlerin
iiretebilmesi iizerine ¢alismalar da yapilmistir (Liu ve ark., 2004; Petersson ve ark., 2006).
Mayalarin nispeten diisiik verim ve ¢ogalma hizlarindan dolay1 bu bilesiklere dayanikli, dogal
ya da rekombine bakteri tiirleri ile calismak daha iyi bir segcenek olarak diisiiniilebilir. E.coli
KO11 susu endiistriyel biyoetanol iiretimi igin gelistirilen suglardan birisidir ve yiiksek verimle
biyoetanol iiretilebilmesi i¢in metabolik yolaginda bazi degisiklikler yapilmak suretiyle diger
iirlinlerin sentezlenmesi baskilanarak engellenmistir (Ingram ve ark., 1998; Ohta ve ark., 1991;
Deniz, 2011). Bu gibi avantajlarindan dolay1 atik ¢ay 6rneklerinden biyoetanol liretmek icin bu

mikroorganizmanin da denenmesi bu tez ¢alismasinin hedeflerinden biri olmustur.
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4.3.3. Asidik+Enzimatik Hidroliz Sonrasi E.coli KO11 ile Fermantasyon

Kosullarin optimize edildigi sartlarda asidik ve enzimatik hidroliz sonucu elde edilen
toplam hidrolizat (T.H.) ortaminda biyoetanol verimi yiiksek olan rekombinant E.coli KO11 ile
fermantasyon denemeleri yapilmis olup sonuglar Tablo 4.14’de verilmistir. Fabrika atig1 ve
evsel atik ¢aylar kullanilarak gerceklestirilen fermantasyon isleminde farkli zaman araliklarinda
alman numunelerde mikroorganizma sayisi, indirgen seker ve biyoetanol konsantrasyonu
analizleri yapilmistir. Yapilan calismada biyoetanol konsantrasyonlarina goz oniine alindiginda
ise evsel cay atiginda maksimum 5,1 g/L ve fabrika atiginda 3,4 g/L’ye ulasilmistir. Evsel cay
atiginda maksimum biyoetanol konsantrasyonuna 24. saatte ulasilirken deneyin ilerleyen

saatlerinde biyoetanol konsantrasyonunda azalmalar gézlenmistir.

Sekil 4.10 gdz Oniine alindiginda inokiilasyon sonu mikroorganizma sayisinin 10%
hiicre/mL iken ilk 12 saat icinde belirgin bir sekilde artarak 10° hiicre/mL seviyelerine ¢iktig1
goriilmektedir. 24. saate kadar evsel atikta mikroorganizma sayisinin artarak, fabrika atiginda
ise sabit kalarak logaritmik faza ulastigi grafikte goriilmektedir. Her iki denemede de

mikrobiyal fermantasyonunun logaritmik fazda gerceklestigini sdylemek miimkiindiir.

Tablo 4.14: E.coli KO11 ile evsel ve fabrika at1ig1 ortamlarinda fermantasyon sonucu elde edilen IS ve alkol ve
mikroorganizma sayisi degerleri.

Zaman (saat)
Atik Parametre 0 12 24 43 7
Indirgen Seker (g/L) 18,7 2,72 1,71 0,62 0
Evsel Biyoetanol (g/L) 0 5,10 4,12 3,40 3,20
M.o sayisi (hiicre/mL) | 1,0.10% | 1,4.10° | 1,6.10° | 1,6.10° | 1,6.10°
Indirgen Seker (g/L) 17.95 0 0 0 0
Fabrika | Biyoetanol (g/L) 0 3,40 3,40 3,30 3,20
M.o sayisi (hiicre/mL) | 1,0.10% | 1,4.10° | 1,4.10° | 1,3.10° | 1,3.10°
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Sekil 4.10: Evsel ve fabrika atig1 cayda mL’ye diisen E.coli KO11 konsantrasyonlari.

Tablo 4.15°de evsel ve fabrika atig1 ¢ay hidrolizatlarinin fermantasyon boyunca alinan
numunelerine ait veriler 6zetlenmistir. Tablo 4.10’da verilen maya hiicrelerine ait verilerle
kiyaslandiginda bakteri hiicrelerinin metabolizma hizinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Maya
hiicreleri 72. saatin sonun kadar fermantasyona devam ederken bakteri hiicrelerinin substratin
biiylik bir kismin1 12 saatte tiikettigi gdzlenmistir. Evsel ve fabrika atig1 ¢cay hidrolizatlarinda
12. Saatte maksimum etanol konsantrasyonuna ulasilirken deneyin devam eden siireleri
boyunca etanol konsantrasyonunda kismi azalmalar g6zlenmistir. Buna sebep olarak 6rnek
alma sirasinda fermantasyon ortamina oksijen girerek mikroorganizmanin iiriinii tiiketmeye
baslamasi ve/veya analizler sirasinda yapilan seyrelme hatalar1 diigiiniilmiistiir. E.coli KO11 ile
yapilan bir c¢alismada substrat konsantrasyonunun yiiksek oldugu durumda (>60 g/L)
maksimum etanol konsantrasyonu yaklasik 60. saatte gozlenmistir (Deniz, 2011). Tez
caligmasinda diisiik substrat konsantrasyonlarinda calisildig1 icin maksimum etanole daha erken

saatte ulagilmistir.

Deneysel calismalar sonucunda elde edilen fermantasyon verimleri Tablo 4.15°de
Ozetlenmistir. Tablo 4.15°de verilen degerler goz Oniine alindiginda S. cerevisiae maya
hiicrelerinin rekombinant E.coli KO11 bakterisine gore daha diisiik verimle biyoetanol iirettigi
goriilmektedir. Fermantasyon ortaminin  kompozisyonu, hemiselilloz ve seliiloz
fraksiyonlarindan indirgenen 5 ve 6 C’lu sekerlerden olusmaktadir. Maya hiicrelerinin 5 C’lu
sekerleri metabolize edemeyip sadece 6 karbonlu sekerleri tiiketmesi ve fermantasyon
ortaminda (hidrolizat) bulunan HMF ve furfural gibi bazi1 fenolik bilesenlere kars1 dayaniksiz

olmas1 verim degerlerinin diisiik olmasina neden olmustur.

58



Deneysel c¢alismalarin tiimiinde teorik verim degeri olan 0.51°e en yakin sonug (0.43)
E.coli KO11’ile yapay LB besi ortaminda gergeklestirilen fermantasyonda elde edilmistir. S.
cerevisiae hiicreleriyle yapay YPD besi ortaminda gergeklestirilen fermantasyonda ise verim
0.40 olarak elde edilmistir. Bu veriler gz oniine alindiginda mikroorganizmalarin 6zellikle
hidrolizat ortaminda teorik verim degerlerine ulasmasi pek miimkiin olmamaktadir. Literatiirde
yapilan calismalar incelendiginde E.coli KO11’in % 90 civarinda verim degerlerine ulastigi
goriilmektedir. Deneysel verim degerinin teorik degere oranlanmasiyla elde edilen bu verim
degeri, tez ¢alismalarinda LB ortami i¢in % 84, asidik hidrolizat i¢in % 63 ve toplam hidrolizat

icin % 53 olarak elde edilmistir.

Mikroorganizmanin logaritmik faza ulagmasi i¢in belirli bir siire ve substrat
gerekmektedir. Logaritmik faza ulasan hiicreler substrati {iriin iiretmeye kullanirlar. Tablo
4.16’da glikoz konsantrasyonunun artirildigi durumda deneysel verim degerinde de artma
oldugu goriilmektedir. Bu veriler goéz oOniline alindiginda E.coli KO11’in teorik verim
degerlerine yakin verimle biyoetanol iiretebilmesi i¢in substrat konsantrasyonunun inhibisyon

noktasina kadar artirilmasi ¢6ziim olabilir.

Evsel ¢ay atiginin biyoetanol iiretim potansiyeli 0.224 kg biyoetanol/ kg atik olarak
bulunmustur. Deneysel calismalarla ise asidik hidrolizat ortami i¢in elde edilen verim 0.12 kg
biyoetanol/ kg atik olarak elde edilirken toplam hidrolizat ortami i¢in 0.16 kg biyoetanol / kg
atik olarak elde edilmistir. Bu sonuglara gore optimizasyonu yapilan asidik hidroliz ve
fermantasyon sonucunda teorik olarak ulasilabilecek verimin % 55’ine ulasilabilmistir. Asidik
hidrolizi takiben yapilan enzimatik hidrolizde ise hidrolize olmayan sekerlerde indirgenerek

teorik verimin % 72’sine ulasilabilmistir.

Tablo 4.15: Farkli mikroorganizmalarin farkli besi ortamlarinda fermantasyonu sonucunda elde edilen verim

degerleri.
Mikroorganizma | Besi ortamn | Substrat konsantrasyonu (g/L) | Deneysel verim Ypss
E.coli KO11 LB 20 0,43
E.coli KO11 AH. 20 0,32
E.coli KO11 T.H. 18 0,27
S. cerevisiae YPD 20 0,40
S. cerevisiae AH 24 0,11
S. cerevisiae A.H. detoks 20 0,21
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Tablo 4.16: E.coli KO11 ile biyoetanol iiretimi yapilan bazi ¢aligmalar.

Hammadde S.konsantrasyonu (g/L) | Deneysel verim (Yps) | Kaynak

Glikoz 40 0,20 (Deniz, 2011)

Glikoz 50 0,28 (Deniz, 2011)

Glikoz 60 0,30 (Deniz, 2011)

Siikroz 40 0,41 (Deniz, 2011)

Fruktoz 60 0,29 (Deniz, 2011)

Okaliptus 51 0,24 (Castro ve ark., 2014)
Evsel odun atig1 72 0,40 (Okuda ve ark., 2008)
Su stimbiili 33 0,43 (Mishima ve ark., 2008)
Su marulu 36 0,41 (Mishima ve ark., 2008)
Cay ~20 0,32 Tez galigmasi

Tablo 4.17°de baz1 lignoseliilozik atiklarin igerdigi holoseliilloz miktarlari, teorik
biyoetanol iiretim potansiyelleri ve bu atiklarla yapilan deneysel ¢aligmalarin verim degerleri
Ozetlenmistir. Tablo 4.17°de yer alan atiklar icerisinde kuru madde bazinda en az miktarda
holoseliiloz i¢eren biyokiitlenin ¢ay atig1 oldugu goriilmektedir. Diger taraftan yapilan deneysel
caligmalarin bircogunda teorik verimin % 70-85°1 arasinda bir degere ulasilabilmektedir. Cay
atiklarinin kullanildig: tez ¢alismasinda ise kuru madde bazinda holoseliiloz miktar1 % 44-50
aras1 degisen ¢ay atiklari ile ulagilabilecek teorik verim (0.51 g etanol/ g seker) 0.22 kg etanol
/ kg cay atig1 olarak elde edilmektedir. Deneysel ¢aligsmalar ile teorik olarak hesaplanan verimin

9% 73’line ulasilabilmistir.

Tablo 4.17:Bazi hammaddelerin kimyasal bilesimi ile teorik ve deneysel verim degerleri (Chan ve ark., 2007).

Hammadde Holoseliiloz (%) | Teorik verim (Yps) | Deneysel verim (Yps) Kaynak

Seker kamis1 kiispesi 66 0,33 0,28 (Kuhad ve Singh,
1993)

Bugday samani 54 0,27 0,24 (Kuhad ve Singh,
1993)

Yulaf samani 57 0,29 0,25 (Kuhad ve Singh,
1993)

Misir kogani 81 0,41 0,36 (Kuhad ve Singh,
1993)

Talas 69 0,35 0,30 (Olsson ve Hahn-
Hégerdal, 1996)

Cam 70 0,36 0,31 (Olsson ve Hahn-
Hégerdal, 1996)

Yunca sap1 55 0,28 0,21 (Shleser, 1994)

Cay Atigi 44 0,22 0,16 Tez calismasi
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5.SONUC VE ONERILER

Farkli

mikroorganizmalar kullanilarak ¢ay atiklarindan biyoetanol {iretiminin

arastirildigi bu tez calismasi sonucunda elde edilen sonu¢ ve Oneriler asagidaki gibi

Ozetlenebilir;

>

Cop olarak bertaraf edilen cay atigi kayda deger miktarda holoseliiloz
icermektedir.

Tez c¢aligmalar1 sonucunda elde edilen optimum kosullarda on islem
gerceklestirildiginde ¢ayin yapisindaki sekerlerin biiylik bir kismini (% 85)
hidrolizat ortamina almak miimkiindiir.

5 ve 6C’lu sekerleri metabolize edebilmesinden dolayr E.coli KO11 c¢ay
atiklarinda daha yiiksek verimle biyoetanol tiretmektedir.

E.coli KO11 gesitli inhibitorleri de igeren hidrolizat ortaminda S. cerevisiae gore
daha fazla biyoetanol iiretebilmektedir. Hidrolizat ortami detoksifikasyon
islemine tabi tutulmasi durumunda maya hiicrelerinin etanol iiretim verimi
artmaktadir.

Farkli substrat konsantrasyonlarinda E.coli KOI11’in biyoetanol {iretim
performansi degistiginden cay atiklarinda yiiksek substrat konsantrasyonlarinda
calisilarak verim artirilabilir.

Siirekli, yar1 kesikli veya belirli bir siire oksijenli sonra oksijensiz solunum gibi
farkli fermantasyon teknikleri denenerek verim degeri artirilabilir.

Fermantasyon ortaminin kimyasal (N, C, tuz vs) ve fiziksel parametreleri

(sicaklik, pH, rpm) optimize edilerek verim degerinde artig saglanabilir.
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EKLER

EK 1: Design Expert® 8.0 programi tarafindan onerilen cevap yiizey tasarimi deney setleri

Tablo E1: Design Expert® 8.0 programi tarafindan 6nerilen cevap yiizey tasarimi deney setleri

Sicakhik | Siire | Kati Kons | Asit Kons | G.O.P.B.| Seker Verim

Std |[Run | Q) | (@k) | @L) | (%ww) | ® | (@@L | (%)
1 22 120 60 30 0,65 840 3,00 22,47
2 12 150 60 30 0,65 840 6,99 52,40
3 20 120 130 30 0,65 840 9,48 71,00
4 15 150 130 30 0,65 840 4,50 33,70
5 39 120 60 60 0,65 840 7,50 28,00
6 150 60 60 0,65 840 15,00 56,10
7 120 130 60 0,65 840 18,96 71,00
8 41 150 130 60 0,65 840 14,50 54,30
9 26 120 60 30 1,50 840 3,50 26,20
10 28 150 60 30 1,50 840 7,50 25,00
11 36 120 130 30 1,50 840 9,99 56,20
12 38 150 130 30 1,50 840 3,00 22,47
13 31 120 60 60 1,50 840 7,50 28,00
14 43 150 60 60 1,50 840 19,50 73,00
15 49 120 130 60 1,50 840 22,50 84,26
16 14 150 130 60 1,50 840 9,50 35,57
17 13 120 60 30 0,65 353 3,00 22,47
18 45 150 60 30 0,65 353 8,50 63,66
19 17 120 130 30 0,65 353 9,48 71,00
20 29 150 130 30 0,65 353 5,00 37,43
21 42 120 60 60 0,65 353 6,00 22,47
22 11 150 60 60 0,65 353 16,00 59,91
23 120 130 60 0,65 353 20,46 76,62
24 4 150 130 60 0,65 353 13,50 50,56
25 10 120 60 30 1,50 353 3,99 29,88
26 27 150 60 30 1,50 353 9,99 74,83
27 47 120 130 30 1,50 353 8,49 64,00
28 34 150 130 30 1,50 353 3,00 22,47
29 32 120 60 60 1,50 353 8,50 31,82
30 48 150 60 60 1,50 353 20,50 76,76
3] 7 120 130 60 1,50 353 22,50 84,26
32 18 150 130 60 1,50 353 9,00 33,70
33 21 99.32 95 45 1,08 595 2,97 14,83
34 33 170,68 95 45 1,08 595 5,49 27,40
35 30 135 11,76 45 1,08 595 2,50 12,47
36 | 8 135 178,24 45 1,08 595 8,00 39,93
37 24 135 95 9,32 1,08 595 1,00 24,15
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38 1 135 95 80,68 1,08 595 23,55 65,59
39 16 135 95 45 0,06 595 0,99 4,94
40 25 135 95 45 2,09 595 12,50 62,40
41 19 135 95 45 1,08 3669 12,50 62,40
42 9 135 95 45 1,08 115 14,49 72,35
43 50 135 95 45 1,08 595 15,35 76,62
44 46 135 95 45 1,08 595 13,50 67,41
45 40 135 95 45 1,08 595 15,30 76,40
46 23 135 95 45 1,08 595 14,90 74,38
47 5 135 95 45 1,08 595 15,98 79,77
48 37 135 95 45 1,08 595 15,98 79,77
49 44 135 95 45 1,08 595 15,98 79,77
50 35 135 95 45 1,08 595 15,48 77,30
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EK 2: Cay 6rneklerinin kimyasal detoksifikasyonu ile elde edilen deneysel veriler.

Tablo E2.1: Atik ¢cay 6rneklerinin detoksifikasyonu ile elde edilen deneysel veriler.

Atik ¢cay Hidroliz zamani (dk.) | Kullanilan asit % (v/v) | Detoksifikasyon dncesi (ppm) Detoksifikasyon sonrasi (ppm) | Giderim yiizdesi (%)
Ao 10 0 2,1 1,6 24
Aos 10 0,5 2,6 0,0 100
A 10 1 4,2 0,6 85
As 10 2 0,1 0,0 100
Az 10 3 4,2 1,1 74
Ay 10 4 2,2 1.4 32
Ay 30 0 10,0 0,6 94
Aos 30 0,5 18,5 5.5 70
A 30 1 19,6 13,3 33
A 30 2 16,2 10,1 38
Az 30 3 26,0 9,8 62
Ay 30 4 15,0 9,0 40
Ao 60 0 13,3 0,9 93
Aos 60 0,5 9,6 4,4 54
Al 60 1 4,0 0,0 100
Az 60 2 11,1 1,9 82
A3 60 3 3,7 0,7 78
Ay 60 4 10,7 0,0 100
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Tablo E2.2: Yesil cay drneklerinin detoksifikasyonu ile elde edilen deneysel veriler.

Yesil cay Hidroliz zamam (dk.) | Kullanilan asit % (v/v) | Detoksifikasyon 6ncesi (ppm) | Detoksifikasyon sonrasi (ppm) | Giderim yiizdesi (%)
Yo 10 0 8,2 6,0 27
Yos 10 0,5 12,6 4,9 60
Y 10 1 10,7 3,1 71
Y, 10 2 13,3 9,6 29
Y; 10 3 19,5 11,4 42
Y, 10 4 23,7 15,0 37
Yo 30 0 5,0 0,2 96
Yos 30 0,5 5,2 0,0 100
Y, 30 1 33 2,0 39
Y, 30 2 4,9 32 35
Y; 30 3 4,9 0,0 100
Y, 30 4 3,5 2,2 37
Yo 60 0 24,8 7,0 72
Yos 60 0,5 18,7 9,1 51
Y 60 1 27,7 18,0 35
Y: 60 2 25,5 8,1 69
Y3 60 3 33,9 17,0 50
Y, 60 4 16,2 32 80
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Tablo E2.3: Paket ¢ay drneklerinin detoksifikasyonu ile elde edilen deneysel veriler.

Paket cay Hidroliz zamam (dk.) | Kullanilan asit % (v/v) | Detoksifikasyon dncesi (ppm) Detoksifikasyon sonrasi (ppm) | Giderim yiizdesi (%)
Py 10 0 9.9 6,9 30
Poss 10 0,5 7,0 3,1 55
Py 10 1 13,2 8,8 33
P> 10 2 12,2 5,6 54
P3 10 3 10,4 3,1 70
P4 10 4 12,6 4,5 65
Po 30 0 16,7 8,9 47
Pos 30 0,5 7,9 1,0 87
P 30 1 16,3 8,8 47
P, 30 2 16,1 4,5 72
P3 30 3 14,1 9,3 34
P4 30 4 11,6 2,1 82
Py 60 0 28,8 9,8 66
Pos 60 0,5 15,0 0,0 100
P, 60 1 16,2 8,4 48
P> 60 2 13,4 6,9 49
P3 60 3 17,9 9,2 49
Py 60 4 10,9 7,0 36
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EK 3: Cay 6rneklerinin asidik ve enzimatik olarak hidroliz edilmesi sonucu elde edilen deneysel veriler.

Tablo E3.1: Farkli cay drneklerinin evsel atik i¢in belirlenen optimum kosullarda uygulanan Asidik Hidroliz (A.H.) islemi sonucu elde edilen veriler.

Cay ornegi Kullanilan miktar (g) | Asidik Hidrolizat (g/1) | Asidik Hidrolizat (ml) | Elde edilen indirgen seker (g) | Asidik hidroliz verimi (%)
Evsel atik 13,75 20,34 250 5,19 38
Fabrika at1g1 13,75 18,52 250 4,63 34
Yesil 13,75 20,8 250 5,20 37
Paket 13,75 20,0 250 5,01 36

Tablo E3.2: Farkli cay drneklerinin A.H. sonras: yikanmadan uygulanan Enzimatik Hidroliz (E.H.) islemi sonucu elde edilen veriler.

Cay ornegi Kullanilan miktar (g) | Enzimatik Hidrolizat (g/1) | Enzimatik Hidrolizat (ml) Elde edilen indirgen seker (g) | Enzimatik Hidroliz verimi (%)
Evsel atik 13,75 10,6 250 2,65 19
Fabrika atig1 13,75 6,1 250 1,52 11
Yesil 13,75 9,8 250 2,45 18
Paket 13,75 9,6 250 2,40 17

Tablo E3.3: Farkli cay 6rneklerinin asidik ve enzimatik hidrolizi sonucunda elde edilen Toplam Hidrolizat (T.H.) verileri.

Cay ornegi | Kullanilan miktar (g) | Toplam Hidrolizat (g/) | Toplam Hidrolizat (ml) | Elde edilen indirgen seker (g) | Toplam Hidroliz verimi (%)
Evsel atik 13,75 14,8 450 6,66 48
Fabrika atig1 13,75 13,1 450 5,89 42
Yesil 13,75 15,0 450 6,75 49
Paket 13,75 14,7 450 6,61 48

Tablo E3.4: Farkli cay drneklerinin T.H. sonunda filtre kdgidina konularak kurutulmasi sonucu elde edilen agirlik verileri.

Cay ornegi | Kullanilan miktar (g) | T.H. sonrasi tartim (g) | Filtre agirhgi (g) | Kurutma sonrasi1 agirhk (g) | Fark (ekstrakte olan cay) (g)
Evsel atik 13,75 8,4982 2,0630 6,4352 7,3148
Fabrika at1g1 13,75 9,5280 2,0950 7,4330 6,3170
Yesil 13,75 6,2913 2,0990 4,1923 7,4587
Paket 13,75 6,7046 0,9944 5,7102 8,0398
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EK 4: Indirgen seker analizinde kullanilan standartlara ait veriler.

Tablo E.4.17: indirgen seker konsantrasyonunu analiz etmede kullanilan glikoz standartlar1 ve absorbanslari.

Standart (ppm) | Absorbans (575 nm)
200 0,455
400 0.88
600 1,303
800 1,825
1000 2.255
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Sekil E.4.1.6: indirgen seker konsantrasyonu hesaplamada kullanilan kalibrasyon grafigi ve egrinin denklemi.
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EK 5: Biyoetanol analizinde kullanilan standartlara ait veriler.

Tablo E.5.18: Biyoetanol konsantrasyonunu analiz etmede kullanilan standartlar ve pik alanlar.

Standart (ppm) | Pik alam
200 24412,6
400 35985,8
600 522023
1000 75982,1
2000 167360,7
3000 2553393
4000 386303,6
5000 425810,6

500000
450000
400000
350000
300000

250000
y = 88,737x - 1767,6
200000 / R2=0,9906
150000
100000
50000

0 L
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Etil alkol konsantrasyonu (ppm)

Alan (x10000)

Sekil E.5.1.7: Biyoetanol konsantrasyonu analizinde kullanilan kalibrasyon grafigi ve egrinin denklemi.
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