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Bu ¢alismada, Miscanthus giganteus ve manyok kabuklarindan biyoetanol
iiretimi aragtirllmistir. Hemiseliilozik materyalin fermente edilebilir sekerlere
dondstiiriilebilmesi  igin piroliz asamasinda NaOH ve H,SO, iki farkli
konsantrasyonda (0.5 ve % 1 (a/h)) 2 farkli sicaklikta (120 ve 180°C) ve siirelerde
(10 ve 90 dk) yiiksek basingli Parr reaktoriinde 6n muameleye tabi tutulmustur.
Seliizozik enzimler (Cellic CTec2) ve amilolitik enzimler hidrolize edilerek elde
edilen hidrolizatlar Saccharomyces cerevisiae ile fermente edilmistir. Manyok
kabugunun nisasta igeriginin hidrolizi i¢in ise o amilaz ve glikoamilaz
kullanilmigtir. Fermantasyonda sicaklik (25 ve 30°C) ve azot ilavesinin (pepton
ilaveli (4g.L™") ve pepton ilavesiz) etkisi de arastirilmistir. Fermantasyonlarda pH
5.5’e ayarlanmistir.

Miscanthus Orneklerinde piroliz ve enzimatik hidroliz sonrasinda en
yiiksek fermente edilebilir seker miktar1 32.78g/L ile 120°C, % 0.5 (a/h) NaOH
konsantrasyonu ve 90 dak. 6n muamele; manyok kabugu 6rneklerinde ise 30.12g/L
ile 120°C, %1 (h/h) H,SO, konsantrasyonu ve 10 dak. 6n muamele kosullarinda
kosullarinda edilmistir. Miscanthus ve manyok hidrolizatlarinin fermantasyonu
sonucu en yiiksek etanol miktar1 sirasiyla 12.59 + 0.03 g/L ve 14.07 = 0.63 g/L ile
30°C'de ve pepton ilavesi kosullarinda elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Miscanthus, Cassava kabuklari, Biyoetanol, Piroliz,
Enzimatik  hidroliz,  fermentasyon, Saccharomyces
cerevisiae.
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(MISCANTHUS GIGANTEUS) AND CASSAVA PEELS (MANIHOT
ESCULENTA) BY SACCHAROMYCES CEREVISIAE
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In this study, bioethanol production from Miscanthus giganteus and
cassava peel feedstocks was investigated. In order to convert hemicellulosic
content to fermentable sugars miscanthus and cassava peels were treated at two
different temperatures (120 and 180°C) for 10 and 90 min using NaOH ve H,SO,at
two different concentrations (0.5 ve % 1 (w/v)). The hydrolysates obtained after
enzymatic hydrolysis with cellulases (Cellic CTec2 ) and amylolytic enzymes were
fermented with Saccharomyces cerevisiae. Starch content of cassava peels was
hydrolysed using [J-amylase and glucoamylase. Effect of temperature (25 and
30°C) and nitrogen supplementation (with pepton additon (4g.L™") and without) on
fermentation was also investigated. The pH of the medium was adjusted to 5.5.

The maximum fermentable sugar obtained in the pyrolysis of miscanthus
samples was 32.78g/L at 120°C for 90 min using % 0.5 (w/v) NaOH, whereas that
for cassava peel was 30.12g/L at 120°C for 10 min using %1 (v/v) H,SO,. The
maximum ethanol obtained during fermentration of miscanthus and cassaava peel
hydrolysates were 12.59 + 0.03 g/L ve 14.07 &+ 0.63 g/L, respectively at 30°C with
peptone supplementation.

Keywords: Miscanthus giganteus, Cassava peels, Bioethanol, Pyrolysis,
Enzymatic hydrolysis, fermentation, Saccharomyces cerevisiae.
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GENISLETILMIS OZET

CO, emisyonundaki artig, enerji glivenligi endiseleri ve alternatif enerji
kaynaklarina olan ilgiyi petrol esasli olmayan enerji kaynaklarmin Onemini
artirmistir. Biyokiitle, kisa vadede biyoetanol veya biyodizel gibi alternatif ulagim
yakitlar1 saglayabilen tek uygun ve yenilenebilir birincil enerji kaynagidir.
Gilinlimiizde biyoetanol iiretimi nigasta ve sekerlerden iiretilen etanole dayanr,
ancak bu kaynaklardan etanol {iiretiminin siirdiiriilebilirligi konusunda onemli
tartismalar olmustur. Seker ve nigasta igeren hammaddelerden biyoetanol
Uretiminin artmasi, gida fiyatlar1 iizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir, ¢linkii bu
hammaddeler insan ve hayvan icin yenilebilir yiyeceklerdir. Bu baglamda,
lignoseliilozik biyokiitleden {iretilen biyoetanol, lignoseliilozik hammaddeler gida
mahsulleri ile rekabet etmediginden ve ayrica geleneksel tarimsal hammaddelerden
daha ucuz oldugu i¢in ilging bir alternatiftir.

Lignoseliilozik materyaller atik veya reddedilen yiyeceklerden biyoetanol
iiretimi bu konuda siirdiiriilebilir bir ¢6ziim olabilir. Bu c¢alismada miscanthus
giganteus ve manyok kabugundan biyoetanol iiretimi arastirilmistir. Bu amagla
lignonseliilozik hammadde NaOH seyreltik H,SO, farkli konsantrasyon (% 0.5 ve
% 1 (a/h)), sicaklik (120 ve 180°C) ve siirelerde (10 ve 90 dak.) 6n muameleye
tabii tutulmustur. Fermantasyon asamasinda azot ilavesinin biyoetanol verimine
etkisi de incelenmistir. Fermantasyonda Saccharomyces cerevisae (S. cerevisiae)
kullanilmastir.

Her iki piroliz yonteminden elde edilen oOnekler enzimatik hidrolize
ugratildiktan sonra toplam fermente olabilir seker miktarlar1 bakimindan
karsilagtirilmagtir.

Miscanthus giganteus piroliz optimizasyonunda, Sodyum hidroksit ve

seyreltilmig siilfiirik asit ile piroliz yontemlerinden elde edilen maksimum seker
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miktarlar1 sirasi ile 32.78 g/L (% 0.5 (a/h) NaOH, 120°C ve 90 dak.) ve 26.03 g/L
(% 1 (h/h) H,SO4, 120°C ve 10dak.) olarak belirlenmistir.

Manyok kabugu piroliz optimizasyonunda seyreltilmis siilfiirik asit ve
sodyum hidroksit ile elde edilen maksimum seker miktarlari sirasi ile 30.12 g/L (%
1 (h/h) H,SO,4, 120°C ve 10 dak.) ve 21.16 g/L (% 1 (a/h) NaOH, 120°C ve 90
dak.) olarak saptanmistir. On muamele icin optimum kosul olarak 120°C, % 1
(h/h) H,SO,4 ve 10 dak. olarak belirlenmistir.

Miscanthus ve manyok kabugu hidrolizatlar1 belirlenen optimum
kosullarda pirolize edildikten sonra alkol fermantasyonu optimizasyonu
gercelestirilmistir. Bu amagla, bir inkiibatorde 150 rpm devir karistirma hizinda, iki
farkli sicaklik ‘ta 25°C ve 30°C, pH 5.5’te, azot ilaveli olarak (peptonlu ve
peptonsuz) ve inokulum olarak aktif kuru maya Saccharomyces cerevisiae
kullanilmistir. Optimum fermantasyon kosulu 30°C’de gergeklestirilen pepton
ilaveli deneme olarak belirlenmistir. Miscanthus hidrolizat1 azot ilaveli, 30°C’de
maksimum etanol konsantrasyonu 12.59 + 0.03 g/L, etanol verimi % 38.40 (a/h) ve
maksimum teorik etanol verimi % 75.01 (a/h) bulunmustur. Buna karsilik azot
ilavesiz denemelerde maksimum etanol konsantrasyonu 10.89 + 0.09 g/L, etanol
verimi % 33.22 (a/h) ve maksimum teorik etanol verimi % 64.88 (a/h)
hesaplanmustir.

Manyok kabugu hidrolizatinin 30°C’de azot ilaveli denemelerinde,
maksimum etanol konsantrasyonu 14.07 + 0.36 g/L, etanol verimi % 46.71 (a/h) ve
maksimum teorik etanol verimi % 91.23 (a/h) bulunmustur. Buna karsilik azot
ilavesiz denemelerde maksimum etanol konsantrasyonu 12.14 + 0.48 g/L, etanol
verimi % 40.30 (a’h) ve maksimum teorik etanol verimi % 78.72 (a/h) elde
edilmistir.

Her durumda, azotlu ve azotsuz ilaveli 25°C'de fermantasyon, 30°C'de

fermantasyona kiyasla daha az etanol verilmistir.
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1. GIRIS Kouame Fulbert OUSSOU

1. GIRIS

Diinya niifusu, sanayilesme ve kentlesmenin diinyadaki birgok iilkede
artmasi nedeniyle kiiresel enerji kullanimi ve tiiketimi son yiizyilda hizla artmistir.
Bu nedenle fosil yakitlar ve yenilenemeyen enerji (komiir, ham petrol, dogal
gazlar) gibi dogal enerji kaynaklarin tilkenmesi s6z konusudur. Fosil yakitlar tiim
enerji taleplerini karsilamak i¢in yeryiiziindeki birincil enerji kaynaklar1 olarak
kabul edilmistir. Bu enerji kaynaklari, bir¢ok faydali {irtinler (elektrik, yakut,
plastik) ve diger bir¢ok iiriinlerin {iretiminde kullanilmistir (Uihlein ve ark., 2009).
Ancak, abartili iiretimler ve bu dogal enerji kaynaklarin kontrolsiiz tiiketimi, son
yillarda atmosferde sera gazlarinin (CO,, N,O, CH4 CF4 vb) artmasimna neden
olmustur.

Ulasim sektdrii biiylik oranda fosil yakitlarina bagimlidir. Bu oran diinya
yakit tiiketiminin % 60’ma denk gelmektedir. Ulasim sektori, kiiresel karbon
monoksit emisyonunun % 70’inden fazlas1 ve kiiresel karbondioksit emisyonunun
% 19’undan sorumludur. Ayrica, insan niifusu ve faaliyetlerinin artmasiyla birlikte,
kiiresel enerji kullanimu fosil yakitlarin yetersizligine neden olacak sekilde oldukca
artmigtir (Ray ve ark., 2011).

Bilim insanlarinin tahminlerine gore fosil yakit rezervleri yakin gelecekte
tamamen tiikenebilecektir. Yillik ham petrol iiretimi diismekte ve 2050'de 5 milyar
varil olacagi degerlendirilmektedir (Bajpai, 2013). Dogal enerji kaynaklarinin
tilkenmesi ve sera gazlarimin emisyonundaki artig sadece diinya iiretim ekonomisini
degil, ayn1 zamanda ekolojik ve g¢evresel diizeyde de ciddi sonuglar dogurabilir
(Aditiya ve ark., 2016). Bu nedenle, bu endiseyle ylizlesmek i¢in bagka alternatif
enerji kaynaklar1 aramak ¢ok dnemli ve vazgecilmezdir.

Yukarida belirtilen sorunlar ¢6zmek igin, yeni alternatif enerji
kaynaklarinin arastirilmasi ve kullanilmasiyla ilgili arastirmalari hizlandirmigtir
(Zakpaa ve ark., 2009). Bir¢ok iilke biyoyakit enerji kaynaklarini gelistirmeye ve

degerledirmeye baslamistir (Aditiya ve ark., 2016). Yenilenebilir enerjiler (riizgar,
1
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su, gilines, jeotermal ve biyokiitle) yalnizca ¢evre dostu degil, ayn1 zamanda biiyiik
enerji talebine cevap vermek ve fosil yakitlara olan bagimliligi azaltmak
bakimindan biiyiik ilgi gérmiistiir.

Bu bakimdan, belirtilen sorunlar1 cevaplayabilen en iyi aday biyokiitledir.
Biyokiitle enerji kaynaklar1 (biyoetanol, biyogaz, biyodizel, biyohidrojen, vb),
tarimsal {irtinler (musir, piring, bugday, seker kamigi ve pancar, patates, manyok,
vb), tarimsal atiklar, agag¢ atiklar1 ve diger lignoseliilozik materyaller gibi, siikroz,
seliloz ve nisastadan olusan biyolojik malzemelerden elde edilen alternatif
yenilenebilir enerji olarak tanimlanmaktadir. Bu tarimsal iirlinler arasinda, seker
kamisi, Brezilya ve Hindistan gibi tropikal ve subtropikal iilkelerde biyoetanol
iiretmek icin kullanilan temel hammaddedir (Raghavi ve ark., 2016). Amerika
Birlesik Devletleri ve Avrupa'da biyoetanol iiretiminde ¢ogunlukla misir, arpa ve
diger tahillar kullanilir (Li ve ark., 2010). En fazla biyoetanol {iretimi
gerceklestiren iilkeler ABD, Brezilya, Cin, Kanada olurken; en fazla biyodizel
tretimi gerceklestiren iilkeler Almanya, ABD, Arjantin, Brezilya, Fransadir

(Cizelge 1.1) (Senel ve ark., 2004).

Cizelge 1.1:  Ulkelerin 2011 Yili Biyoyakit Uretim Miktarlar1 (milyar litre) (Senel
ve ark., 2004)

Ulkeler Biyoetanol Biyodizel Toplam
ABD 54.2 3.2 57.4
Brezilya 21.0 2.7 23.7
Almanya 0.8 3.2 3.9
Arjantin 0.2 2.8 3.0
Fransa 1.1 1.6 2.7
Cin 2.1 0.2 23
Kanada 1.8 0.2 2.0
Endonezya 0.0 1.4 1.4
Ispanya 0.5 0.7 1.2
Diinya 86.1 21.4 107
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En umut verici yenilenebilir s1v1 yakit enerji olan ve diisiik ¢evresel etkiye
sahip biyoetanol fosil enerjiye alternatif bir enerji olarak kabul edilmistir (Bajpai,
2013). Benzer sekilde etanol, fosil enerji ve ¢evre kirliligi problemlerinde kiiresel
krizle miicadele ve ¢6zme agisindan da uygun enerjidir (Adams ve ark., 2009).
Yapilan bir arastirmada, diinya capinda biyoetanol iiretiminin 2001 yilinda 31
milyar litre olarak tahmin edildigi bildirildi (Berg, 2001). Bu {iretim 2011 yilinda
100 milyar litrenin {izerine c¢ikti ve 2012- 2015 yillarinda % 3-7 artmasi
beklenmetktedir (Publishing, 2011). Biyoetanoliin avantajlar1 asagida siralanmigtir

(Dominguez-Bocanegra ve ark., 2015):

Kiikiirt emisyonunda biiyiik oranda azalma saglar,

Fosil yakit kaynaklarina olan bagimlilig: azaltir,

Tarim kesimi i¢in yeni is olanaklar yaratir

Daha yiiksek yanma verimi saglar ve ¢cevreye olan olumsuz etkiyi azaltir,
Dogaya zarar vermeden ¢oziinir,

Egzoz emisyonlarini azaltir,

vV V V V V VYV VY

Hidrokarbon emisyonunu azaltir

Biyoetanol, genellikle yiiksek miktarda seker ve nisasta igeren ve
islenmesi kolay olan tarimsal hammaddelerden (seker kamisi, manyok, sorgum,
tath patates vb) lretilmistir. Ancak, bu tarimsal malzemeleri biyoetanol iiretiminde
kullanmak i¢in, gida degerleri nedeniyle miimkiin olamazdir. Bu nedenle,
biyoetanol iiretiminde artigla birlikte, tarimsal kdkenli hammaddelerin biyoetanol
iiretimi icin birinci nesil olarak adlandirilan substrat olarak kullanilmasi, gida
iirtinleri fiyatlarinin etkilenmesine yol agabilir (Mosier ve ark., 2005). Ekonomik
agidan stirdiiriilebilir ve fosil enerjiyle rekabet edebilen biyoetanol iiretiminde ya
yenilenebilir olmayan gida {iriinleri ya da insan gidasiyla rekabet etmeyen diisiik
maliyetli tarimsal hammaddelerden {iretilmelidir. Gida-biyoetanol catismasim

ortadan kaldirmak igin lignoselillozik malzemeler, orman kalintilari, tarimsal
3
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sanayi atiklari, hizli biiyliyen agaclar, kisa rotasyonel ve otlar gibi iirlinlerden
olusan ikinci nesil malzemeler 6n plana ¢ikmaktadir (Faraco, 2013).

Manyok (Manihot esculenta) isleyen sirketler, biyoetanol iiretiminde
kullanilabilecek ¢ok fazla atik tiretmektedir. Mayok tropik ve subtropikal {ilkelerde
yetisen ve yiikksek oranda seker ve nisasta iceren bir bitkidir. Disiik verimli
topraklarda yetigebilir ve biiyiimesi i¢in herhangi bir sulama sistemi gerekmez
(Kamau ve ark., 2010). Bugiine kadar farkli faaliyet alanlarinda ondan fazla farkl
manyok {lriinii kullanilmaktadir (Adekunle ve ark., 2016). Manyok iiretimi 60 ton/
hektar olarak tahmin edilmektedir. Diinyada toplam mayok iiretimi 230 milyon
tondur ve bu iiretimin % 57’si Afrika’da gerceklestirilmektedir, (Hillocks, 2002).

Manyok tiirevleri iiretimi (manyok unu, nisasta, gari, attieké, placali,
abatcha) ve baska iiriinlere isleme sirasinda, yilda biiylik miktarda manyok kabugu
ve atik su iretilir (Aro ve ark., 2010). Toplam manyok agirhigmm % 20-35'ini
olusturan manyok kabugu, nisasta, seliiloz, hemiseliiloz ve lignin iceren yiiksek
miktarda biyokiitle ile karakterize edilir (Aderemi ve ark., 2007). Manyok
tirevlerine doniistiiriilen her ton manyok i¢in, 0.47 ton atik tretilir ve yilda 14
milyon ton toplam manyok atig1 iretildigi tahmin edilmektedir ( Adekunle, 2017).

Afrika'da, 6zellikle Fildisi Sahili’de, manyok isleme sirketleri tarafindan
iretilen manyok atiginin yarisi, bazi fabrikalar tarafindan biiyiikbag hayvan ve
kiimes hayvani beslemesi i¢in kullanilir ve ¢ogunlukla kabuklar ve sudan olusan
atiklarin geri kalani, herhangi bir uygun isleme tabi tutulmadan atilir. Bu ise ciddi
hava ve su yolu kirliligine ve saglik sorunlarina neden olur (Edama ve ark., 2014).
Bu nedenle, manyok kabuklarinin biyoetanol iiretiminde kullanilmasi ¢evre
sorunlarinin giderilmesinin yaninda katma degeri yiiksek bir {iriin eldesine olanak

verir (Adekunle, 2017).
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Cizelge 1.2: Maniyok kabuklar1 kimyasal bilesimi (%) (a/a) (Adekunle ve ark.,
2016; Bayitse ve ark., 2015; Nanssou ve ark., 2016)

Bilesen Agirlik % kuru agirlik bakimindan
Kuru madde 30.50
Seliiloz 14.00
Hemiseluloz 27.00
Toplam lignin 16.89
Kiil 3.70
Ham lif 13.34
Karbonhidrat igerigi 9.77
Ham protein 3.70
Nisasta 47.16
Lipid 1.70
Glikoz 83.41
Ksiloz 2.31
Arabinoz 2.35

Hizli biiyliyen agaclar, tarimsal sanayi artiklar1 ve tarimsal artiklar
agirlikl olarak, seliiloz, hemiseliiloz ve lignin icermektedir (Han ve ark, 2011). Bu
lignoseliillozik materyaller son yillarda ikinci nesil biyoetanol {iretiminde
kullanilmaktadirlar (Hahn-Hégerdal ve ark., 2006).

Yenilenebilir enerji i¢in potansiyle sahip Miscanthus giganteus, % 40-50 seliiloz,
% 25-30 hemiselilloz ve % 15-20 lignin ¢ok yillik bir C4 bitkisidir. Bu bitki, ¢
metreden daha fazla biiyliyebilir ve hektara verimin 20-25 ton kuru madde oldugu
tahmin edilmektedir (Ping ve ark., 2011). Miscanthus giganteus, yliksek verim,
diisiik su ve besin gereksinimi ve diisiik nem igerigine sahiptir. Ayrica, hem
bataklik topraklarda hem de marjinal arazilerde yetisebilir. Cevresel yararlar1 ve

¢ok amagli kullanim esnekligi nedeniyle iimit vaat etmektedir.
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Miscanthus giganteus’in iiretimi i¢in sulama sistemi ve biiyiik bir toprak
kullanmak gerekmez. Miscanthus, bazi iilkeler tarafindan enerji kaynagi olarak
kullanilan komiiriin yerine kullanilir (Stampfl ve ark., 2007). Miscanthus tiirleri,
ABD Enerji Bakanlig1 tarafindan enerji olarak kullanilabilecek bir model ot olarak
kabul edilmistir. Miscanthus karbondioksit emisyonunu azaltir ve karbon tutarak

toprak kalitesini arttirir.

Cizelge 1.3: Maniyok kabuklar1 kimyasal bilesimi (%) (a/a) (Hodgson ve ark.,
2011; Stavrinides ve ark., 2010)

Bilesen Agirlik % kuru agirlik iizerinden
Seliiloz 47.8
Hemiseliiloz 25.1
Toplam lignin 21.1
Glikoz 37.7
Ksiloz 33.8
Arabinoz 2.8
Galaktoz 0.6
Kiil 4.62
Ekstraktifler 2.8
Ham protein 3.1

Bati Afrika'da, 6zellikle Fildisi Sahili'de, piring ve diger gida bitkileri
yetistirme mevsiminde miscanthus batakliklarda dogal olarak yetisir. Bu
lignoseliilozik materyaller degerlemeleri ig¢in herhangi bir sistem olmadan imha
edilir ve yakilir (Anonymous, 2016). Miscanthus giganteus’un yiiksek miktardaki
seliiloz ve hemiselilloz igerigi basit sekere pargalanip biyoetanol iiretiminde
rahatlikla kullanilabilir (Mosier ve ark., 2005).

Asya ve Amerika iilkelerinde manyok kabugu ve Miscanthus‘ten

biyoetanol iiretimi i¢in potansiyel substrat olarak kullanildigi bazi ¢aligmalar

6
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yapilmig olmasina ragmen, biyoetanol iiretiminin optimizasyonu konusunda az
sayida c¢alisma bulunmaktadir. Bu c¢aligmanin amact manyok kabuklart ve
Miscanthus giganteus’ten Saccharomyces cerevisae ile biyoetanol iiretiminin

optimizasyonudur.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Biyoetanol iiretiminde kullanilan hammaddeler

Biyoetanol iiretimi dort farkli nesil hammadde grubuna ayrilmistir: Birincil
nesil biyoetanol, glikoz veya nisasta iceren seker bitkileri (seker pancari ve seker
kamuist), tahil (mistr, piring, sorgum vb.), yumru koklerinden (manyok, patates, taro
vb) tretilir. Bu birinci nesil hammaddeler, ayrica insan ve hayvan yemi olarak da
kullanilir. Ikinci nesil biyoetanol, lignoseliiloz ve tarmmsal atiklardan diretilir.
Ucgiincii nesil biyoetanol, makro ve mikro alg biyokiitlesinden iiretilen biyoyakit
anlamina gelir.Son olarak, dordiincii nesil biyoetanol genetigi degistirilmis
siyanobakterileri kullanarak bir fotofermentasyon islemi ile iiretilir (Farias Silva ve

ark., 2016; Hillocks, 2002).

2.1.1. Nisasta

Bir bitkinin enerji rezervi olan nisasta, botanik kaynaklara bagl olarak iki
polimer amiloz (% 15-30) ve amilopektin (% 70-85) igerir (Anonymous, 2017). Bu
a-glikoz polimeri, tahil bitkilerinde (bugday, misir, piring vb) ve yumru koklerinde
(patates, manyok, yam vb) depolanir. Glikoz polimerinin fermente edilebilir sekere
(glikoz ve dekstrinler) ve sonra etanol doniistiiriilmesi i¢in, baz1 6n-muamele (kuru
ve 1slak 6gilitme) uygulanirve ardindan bakteri ve mantar amilolitik enzimleri (o-
amilaz ve glukoamilaz) kullanilarak hidrolize edilir. Hidrolize edilmis nisasta daha
sonra mayalar veya bakteriler tarafindan fermente edilir. (Dziedzic ve ark., 1995;
Gnansounou ve ark., 2005).

Biyoetanol iiretim endiistrilerinde nisasta temel olarak tahillardan (musir,
arpa veya bugday) elde edilir. Misir ve bugday sirasiyla % 61 ve % 65 nisasta
igerir. ABD, musir/bugdayr hammadde olarak kullanan en biiyiik biyoetanol
iireticisidir. Toplamda, misir/bugdaydan 40 milyar litre biyoetanol {iretilir

(Anonymous, 2012).
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2.1.2. Siikroz

Seker pancari (Beta vulgaris L.) ve seker kamisi (Saccharum sp.) veya esas
olarak siikrozdan olusan tathi sorgum, seker ve alkol iiretimi igin birincil nesil
olarak yetistirilir. Basit seker, glikoz ve friilktozdan olusan bir disakarit olan siikroz,
mayada bulunan invertaz ad1 verilen bir enzim ile friikktoz ve glikoza doniistiiriiliir.
Boylece, glikoz ve friiktoz, ticari bir ekmek mayast Saccharomyces cerevisiae ile
herhangi bnir 6n muamele yapmadan etanol ve karbon dioksite fermente edilebilir.
Siikroza dayali hammaddelerin etanole doniistiiriilmesi, diger hammaddelerle
karsilagtirildiginda en kolay ve en verimli islemdir ve enerji girdisi nispeten
diigiiktiir (Walker, 2010).

Teorik olarak, en iyi kosullarda 1g heksozdan (glikoz ve friiktoz), 0.511 g
etanol iretilir. Bununla birlikte, fermantasyonlardabu verimin yaklasik % 92'sine
ulasilabilir. Seker kamisi, biyoetanol tedarikinin % 60'1 biyoetanol iiretimi i¢in
kullanilan siikroz iceren hammaddedir. Brezilya, seker kamisi ve yan {iriinleri
(melas) kullanan en biiylik biyoetanol fireticisidir. Kabaca, 9 milyon doniimliik
arazi seker kamigi yetistirmek i¢in kullanilir. Bir tiretimde 658.4 Mt seker kamigi
uretebilir ve bu seker kamigindan 25 milyar litre biyoetanol {iretebilir

(Gnansounou ve ark., 2005; Tolmasquim, 2007).

2.1.3. Lignoseliilozik Hammadde

Lignoseliilozik biyokiitle diinyadaki en zengin yenilenebilir kaynaklardan
biridir ve kesinlikle en ucuzlardan biridir. Biyoetanol i¢in kullanilan lignoseliilozik
biyokiitle ¢ok cesitlidir. Bunlar ot substratlaridir, odun substratlar (ahsap ve
yumusak agag), tarimsal yan {riinler (saman) ve endiistriyelatiklar ve atik
mabhsiillerdir.

Lignoseliilozik biyokiitle, {i¢ temel fraksiyondan olusur; % 35-50 seliiloz,
% 20-30 hemiseliiloz, ve % 15-25 lignin. Seliiloz bir glikoz polimeri, hemiseliiloz
pentozlardan (ksiloz ve arabinoz dahil) meydana gelen bir polisakkarit ve lignin ise

ligninfenil gruplarina dayali yapisal polimer kompleksidir.
10
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Lignoseliilozik hammaddenin  biyoetanole  dondstiirilmesi  farkli
asamalardan olusur. Ik olarak lignini parcalamak ve seliilozik enzimlerin
(seliilazlar ve hemiseliilazlar), selilloz ve hemiselillozu hidrolize etmesini
kolaylastirmak igin piroliz olarak adlandirilan bazi 6n muamele (fiziksel, mekanik,
termal, kimyasal ve biyolojik) iglemleri gereklidir. Seliiloz ve hemiseliiloz seliilotik
enzimlerce fermente edilebilir seckerlere hidrolize edildikten sonraalkol
fermantasyonu gergeklestirilir (Wertz ve ark., 2017). 442 milyar litre biyoetanoliin

lignoseliilozik malzemelerden {iretilebilecegi gosterilmistir.

2.1.3.1. Seliiloz

Selilloz, biitlin bitki tiirlerinde yaygm olarak bulunan lineer bir
homopolimerdir. Biyolojik hammaddenin botanik kokenine bagli olarak % 30-50
oraninda bulunabilmektedir. Seliiloz lifleri ¢ogunlukla B-1,4 glikozidik baglar ile
birbirine baglanmis iki glikoz molekiiliinden olugmaktadir (Sekil 2.1). Seliiloz, iki
glikoz {nitesinden meydana gelen bir dimer olan sellobiyozdur. Ayrica, aym
molekiil igerisinde hidrojen baglar1 da olusabilir. Selillozun kimyasal formiilii
(C¢H 0Os)n’dir ve  (n) polimerizasyon derecesini temsil eder. Herhangi bir
muamele onceki bu polimerizasyon derecesi bitkiden bitkiye veya herhangi bir
tarimsal kalint1 veya atiktan degisebilir. Genellikle susuz glikoz iiniteleri ile 10.000
ila 15000 arasindadir.

Seliilozun uglarindan biri inert, digeri ise aldehitten olusan indirgeyicidir.
Seliilloz zincirleri, mikro lifler olusturacak sekilde hidrojen baglar ile birbirine
baglanir. Mikro lifler icerisinde, kristalin bolge ve amorf bolge, kristalin bolge
hafif bir baskinlik gostererek degisir. Bu kristal bolgeler, kimyasal muameleye
kars1 bir koruma saglar ve enzimatik hidroliz i¢in engel olusturur (Fengel ve ark.,

2011).

11
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Sekil 2.1: Seliilozun molekiiler yapisi (n : polimerizasyon derecesi)

2.1.3.2. Hemiseliiloz

Seliilozdan sonra, miktar olarak lignoseliilozik materyalde yeryiiziinde en
cok bulunan ikinci lignoseliilozik bilesik hemiseliilozdur. Biyolojik hammaddenin
botanik kokenine bagli olarak % 20-30 oraninda bulunabilmektedir (Rooni ve ark.,
2017). Genellikle, hemiseliilozlar dalli olabilen heteropolimerler olan kisa bir
zincirden (50-200 {inite) olusur. Hemiselilloz amorf bir biyopolimerdir. Bu
heteropolimer lifler, ksiloz ve arabinoz gibi bes karbonlu sekerler ve az miktarlarda
galaktoz ve mannoz gibi alti karbonlu sekerler ve iironik asitten olusur.
Hemiseliiloz, genel olarak, glikomannan ve ksilan olmak iizere iki temel tiptir.
Ksilan, sert odunlarda diger biyokiitlelerde O-asetil 4-O metilglukuronoksilan
seklinde baskin hemiselillozdur. Ahsabin toplam bilesimine % 15-30 oraninda
bulunur (Ozertan, 2007). Bu polimerin ana zinciri, p-1,4 glikosidik baglar1 ile
birbirine baglanmis ksiloz iinitelerinden olusur. Glikomannan ise, re¢inede bulunan
ana hemiseliilozlar, kiitlelerinin %15-25iniolusturur.

Miscanthus giganteus arabinoksilan ve glikomannan olmak {izere baglica
iki tip hemiselilloz igerir. B-1,4 baglariyla D-ksiloz initelerine arabinoz yan
zincirleriyle siki bir sekilde baglanan arabinoksilan, hemiselilloz yapisinin birincil

12
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bilesenidir. Bunlar, B-1,4 glikozit baglar ile baglanmig mannoz ve glikoz
birimlerinden olugan bir ana zincire sahip dallanmis kopolimerlerdir (Sekil 2.2).
Galaktoz birimleri bazen a-1,6 glikozidik baglariyla baglanirlar (Ahmad ve ark.,
2018). Glikomannan, hemiseliilozun ikincil bilesenidir ve aralikli dallanmasi zay1f

kristallenmeye katkida bulunur (Fengel ve ark., 2011).

OH H OH OH H OH

H OH OH H OH OH

Sekil 2.2: Hemiseliilozun molekiil yapisi

2.1.3.3. Lignin

Lignin, yiiksek molekiiller agirlik biyokiitle (bitkiler, otlar ve otlar
kalitilar1 vb.) bilesenidir. Lignin kararli, fenilpropan finitelerinden (p-kumaril
alkol, koniferil alkol ve sinapil alkol) olusur (Sekil 2.3). Bu {initeler monolignoller
olarak adlandirilir. Lignin olduk¢a karmasik bir yapiya sahiptir ve temel yapi
birimleri olarak agiklamak zordur. Lignin bitkisel, mikrobiyal saldir1 ve enzimatik
hidrolize karst bir koruyucudur. 100 fenolik iinite civarinda polimerizasyon
derecesine sahip, amorf ve diizensiz bir fenolik polimerdir. Bu bilesenlerin oranlari
lignoseliilozik malzemenin tiirline bagli olarak degisiklik gosterir. Kompleks bir
lignin yapis1 dimerler, trimerler ve tetramerlerin rastgele baglanmalari sonucu
olusur. Ligninin spesifik bir yap1 yoktur, ancak ii¢ temel birim, guaiasilpropan, p-
hidroksifenilpropan ve sirngailpropan  seklinde tanimlanabilir.  Lignin
bilesimindeki farkliliklar, tiirlere bagli olarak, bu {i¢ iinite arasindaki oranlarda

farkliliklara neden olur.

13
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H.CO OCH,
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Sekil 2.3: Ligninin molekiiler yapisi: guaiasilpropan (A); p-hidroksifenilpropan
(B); Siringailpropan (C).

Lignoseliilozik biyokiitlenin én muamelesi igin bircok yontem vardir. On
muamele yontemi diisiik sermaye ve isletme maliyeti ile uygulanabilir olmalidir.
On muamele dncesi boyut kiiciiltme gibi hazirlik, isleme veya 6n kosullanma gibi
ihtiyaclar en aza indirilmelidir. Bu asamada seker iiretimi ya ¢ok diisiik miktarda
tutulmali ya da tamamen Onlenmelidir. Ligninin parg¢alanma iiriinleri fermantatif
mikroorganizmalari ya da hidrolik enzimlerin faaliyetlerini inhibe edebilir
(Dhamdere, 2012).

Lignin bitkinin kimyasal ya da enzimatik parcalanmasina direng gosteren
bir bariyerdir ve selilloz ve hemiselillozdan daha hidrofobiktir. Herhangi bir
kimyasal doniisiime olan direnci yiiziinden, ligninin uzaklastirilmasi biyokiitlenin
sekere doniistiiriilmesinin en dnemli basamagidir.

Ligninin (6zellikle yumusak odun lignini), fiziksel bir bariyer olmasi ve
verimli olmayan absorbsiyonu ile enzimatik hidroliz iizerinde olumsuz bir etkisi
vardir. Enzimlerle daha giiglii etkilesimi olan yumusak odun ligninin daha yiiksek
derecelerdeki kondensasyonu sert odunlardan daha inat¢1 bir yapiya sahip

olmasinin sebebi olarak goriilmektedir (Du ve ark., 2012).
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Cizelge 2.1: Biyokiitle yapisi ve biyokiitlenin enzimatik ulasilabilirligi arasindaki

Biyokiitle ygésllsf Yapi ulasilabilirlik arasindaki iliski
Seliiloz kristalligi Negatif ya da etkisiz
Polimerizasyon derecesi Negatif ya da etkisiz

Yiizey alant Pozitif

Lignin tarafindan seliilozun | Negatif

kaplanmasi

Hemiseliilozla kaplanma Negatif

Hemiselillozun asetilasyon derecesi | Negatif ya da etkisiz

2.2. Biyoetanol

Etil alkol olarak da bilinen biyoetanol, tarimdan elde edilen bir alkoldiir.
Bir enerji vektoriidiir ve yenilenebilir enerji ailesine baglidir. Biyoetanol, molekiil
agirhgr 46.069g/mol'dlir. Bir karakteristik kokuya sahip renksiz bir sividir,
yogunlugu 7894kg/m3, kaynama noktasi 78.4°C'dir ve -117°C'de katilasir, erime
noktas1t -114°C'dir, parlama noktast 17°C. Biyoetanol, mikroorganizmalarin,
mayalarin (Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus, Pichia subtili) ve
bakterilerin  (Zymomonas  mobilis,  Clostridium  ljungdahlii)  varhiginda,
fermantasyon yoluyla tahillar, seliilozlar ve hemiseliiloz, meyveler, seker kamislari
ve basit seker igeren yumrular gibi biyokiitleden {iretilir. Daha sonra damitma ve
dehidrasyon yapilir (Kim ve ark., 2008). Biyoetanolden farkli olarak, sentetik
etanol, aym1 6zellik ve kimyasal formiile sahip olmasina ragmen, petrokimyasal
kaynaklardan (kémiir, yakit, dogal gaz) etilen ile catlatilarak {iretilir. Biyokiitleden

biyoetanol iiretimi agagidaki gibi 6zetlenebilir:
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(CsHgO4)x (hemiselilloz) ~ n(H:0) ——— n(CsH100s) (ksiloz, arabinoz, mannoz)

(CgH1005)n (seliiloz, nisasta, geker) — n(H,0) ——» n(CsH120s) (glikoz, fiktoz)

(CsH1206)n~ Mayalar/bakteriler — —» 2CH30H (etanol) + 2CO2 + enemn
3(CsH1005)a (rubiloz) + Mayalar/bakteriler ——— 5CH30H (etanol) + 5CO:2 + enerj1

Fosil yakitlar biyoetanol ile karistirilabilir, E isimlendirmesine gore ve
ardindan maksimum biyoetanoliin hacimsel yiizdesi olarak belirlenir. Bugiin
benzinli araglarin ¢ogu E10 kullanabilecek sekilde tasarlanmaktadir. Genel olarak,
etanoliin benzine dahil edilmesi, ozon olusumundan sorumlu molekiillerden biri
olan belirli parcaciklari ve karbon monoksitin (CO) emisyonu iizerinde olumlu bir
etkiye sahiptir (Whitten ve ark., 2004). Baz1 sera gazlar1 ve diger molekiillerin
emisyonlarinin azaltilmasina olumlu katkida bulunmaktadir. (Ballerini, 2006).
Buna ek olarak, yapilan arastirmalar biyoetanoliin diisiik karbon/yakit oranina
sahip oldugunu ve bunun sonucunda CO, emisyonlarii etkili bir sekilde azalttigini

ve yliksek oktan igerigine sahip oldugunu gdstermistir (Budzianowski, 2012).

2.3. Mevcut biyoetanol iiretim durumu

Biyoetanol iireten iilkelerin ¢ogunlugu siikroz (seker kamisi, pancar,
sorgum) ve nisasta (tahillar ve yumrular) gibi birincil nesil hammaddeleri
kullanirlar. Toplam biyoetanol iiretimi 1990 yilinda 4,5 milyar litreden 2001
yilinda 31 milyar litreye ¢ikmistir (Berg, 2001). Bu kiiresel iiretim hizla artarak
2006'da 39 milyar litreye ¢cikmis ve 2011°de 84,6 milyar litreye yiikselmistir
(Fulton ve ark., 2004; Sarkar ve ark., 2012). Diinya ¢apinda biyoetanol iiretiminin
2015-2017 yillarinda 100 milyar litre oldugu tahmin edilmektedir (Taherzadeh ve
ark., 2007). Diinyada biyoetanol iiretiminde ABD ve Brezilya lider iilkeler olup
diinya biyoetanol tiretiminin neredeyse % 85'ini liretmektedirler (de Souza Abud ve
ark., 2019).
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Amerika Birlesik Devletleri yaklasik 59.5 milyar litre olan biyoetanoliinii
nisasta iceren hammaddelerden saglarken Brezilya 27.8 milyar litre biyoetanol
iiretimini seker kamusindan {iretmektedir (Anonymous, 2017). Ikinci nesil
biyoetanol {iretimi artmakta ve 442 milyar litre biyoetanoliin lignoseliilozik

hammaddelerden iiretilebilecegi tahmin edilmektedir (Kim ve ark., 2005).

2.4. Manyok bitkisinin etli kisim ve kabuklarinin degerlendirilmesi

Manyok (Manihot esculenta) Latin Amerika kokenli ¢ok yillik tropikal bir
bitkidir (Sekil 2.4). Euphobiaceae ailesiinin bir {iyesidir ve tropikal Afrika ve
Glineydogu Asya'da yaygin olarak yetistirilmektedir . Misir ve piringten sonra
diinyada insan tiiketimi i¢in en biiyiik ii¢lincii gida karbonhidrat kaynagi olarak
kabul edilir (Adesanya ve ark., 2008). Manyok (Manhiot esculenta) gogunlukla
kokleri ve yapraklari i¢in yetistirilir. Manyok kokleri ve yapraklari 500 milyondan
fazla insanin temel besinidirve oOzellikle Afrika, Giineydogu Asya ve Giliney
Amerika gibi tropikal ve subtropikal iilkelerde yetistirilir (Hermiati ve ark., 2011;
Sivamani ve ark., 2015). Tek bir manyok bitki agirligi 100 g ile 3kg arasinda olan
5-6 kg’lik yumrular iiretebilir. Diisiik verimli topraklarda yetigebilir ve herhangi bir
sulama sistemi gerektirmez (Githunguri ve ark.). Bugiine kadar 300'den fazla ¢esidi
tanimlanmugtir ve verim, kok c¢api, birgok hastalik ve zararlilara karsi direng ve
uzunluklart degiskenlik gosterebilir. Manyok yumrularindan elde edilen 10'dan
farkli {irin iretilmektedir. Bunlar geleneksel fermente edilmis ve fermente
edilmemis gida (Tapioca, attické, abatcha, placali, gari vb.) ve nisasta, glikoz
surubu, kabartma unu gibi gidalardir. Ayrica, tutkal yapistiricisi olarak tekstil
iirlinlerinde, farmasotik, kimyasal ve biyoetanol endiistrisinde kullanilmaktadir
(Adekunle, 2017; Hermiati ve ark., 2011).

Manyok kokii (kabuk ve kiispe), yaprak ve saplardan olusur. Manyok
kokiiniin temel kismi manyok kiispesi, onemli miktarda karbonhidrat (sekerler ve
nisasta) ile lif ve mineraller igerir (Hermiati ve ark., 2011). Manyok yaklasik % 73

oraninda karbonhidrat, %7 ham lif, % 6 protein, % 3 yag ve % 7 kiilden olusan
17



2. ONCEKI CALISMALAR Kouame Fulbert OUSSOU

kuru madde igerir (Adekunle, 2017). Manyok'nun 6nemli nisasta igerigi (% 80.6)
glikoz tiretimi i¢in énemli bir hammaddedir ve ayn1 zamanda biyoetanol iiretimi
icin de kullanilabilir. Yillik bir bitkidir ve iiretiminin hektar basina 40-60 ton
oldugu tahmin edilmektedir. Diinya iiretimi, 2013 yilinda yillik 230 milyon ton
olarak tahmin edilmistir (Adekunle, 2017). Bu iiretimin % 57si Afrika, % 30u
Asya, % 11.4i Latin Amerika ve % 1.6s1 diger iilkelerde gergeklestirilmektedir
(Zakpaa ve ark., 2009). En biiyiik iic manyok fiireticisi, sirastyla 53 milyon tondan
fazla Nijerya, Brezilya ve Tayland'dir ( Adekunle, 2017). Diinyada yillara gore

manyok iiretimindeki degisim Sekil 2.4‘te verilmistir.

1)

170
.—4‘_'*/

14990 1995 2000) 2008 2010 018

Uretim ( milyon ton)

Yl

Sekil 2.4: Diinya manyok {iretimi 1993-2014

Manyokun farkli iiriinlere doniistiiriilmesi sirasinda ortaya ¢ikan en biiyiik
atiklardan biri olan manyokun kabuklarinda o6nemli miktarda karbonhidrat
bulunmaktadir (Manilal ve ark., 1991). Tek hiicreli protein, biyogaz ve biyoetanol

iiretimi gibi katma degerli iiriinler iiretmek i¢in bircok biyoteknolojik ve kimyasal
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farkl1 kaynaklardan elde edilen amilolitik enzimler kullanilir (Ramachandran ve

ark., 2014)

R-Enzim (o-1,6-
Glukosidazlar)

o-Amilazlar

Son kisim

Amiloglukosidazlar

NS

f- Amilazlar

Sekil 2.7: Nisasta (amiloz ve amilopektin) yapisi ve amilolitik enzimlerle hidrolizi

2.5.1. Nisastadan biyoetanol iiretimi
Nisastadan bioetanol iiretiminde, nisasta amilolitik enzimler kullanilarak
cirislendirme, sivilastirma, sakkariffikasyon ile hidrolize edildikten sonra

fermantayona tabii tutulur.

2.5.1.1. Cirislendirme

Cirislendirme, sulu ortamda 1sil muamele sirasinda nisasta graniillerin
kristalligi ve boyut dahil olmak iizere bircok parametrenin geri doniisiimsiiz
modifikasyonu ile karakterize edilir (Atwell ve ark., 1983). Makroskopik bakis
acgisindan, nigastanin viskozitenin ve dokusunun modifikasyonu ile sonuglanir
(Mabit ve ark., 2004; Lu ve ark., 2009). Nisasta yiliksek sicakliklarda jellesir.
Ortamda 6nemli miktarda su varligini gerektirir ve % 60 sudan stabilize olmasi i¢in
aktivasyon enerjisi artan su icerigi ile azalir (Spigno ve ark., 2004). Cirislendirme
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islemi baslangigta nisastanin graniiller yapisin1 hidrolize eder ve a-amilaz
enzimlerine daha kolay erigim saglar. Cirislendirme isleminde, yiiksek sicaklikta su
igeren bir ortamda, nisasta graniilleri siser, esnek hale gelir; bazilar1 patlar. Nisasta
daha sonra jel ile dolu biiyiikk torbalar haline gelinceye kadar kristal yapisini
kaybeder. Bu torbalar mevcut tiim boslugu doldurma egilimindedir karistirma ile

ayrisir (Mali ve ark., 2002).

2.5.1.2. Sivilasma

Nisastanin sivilagmasi, ¢irislendirmeden hemen sonra meydana gelir.
Cirislendirilmis nisasta, kulanilano-amilaz enzimin etkisi ile tarafindan maltoz,
oligosakarit ve kii¢iik dekstrinlere kismi hidrolize ugrar ve vizkozite diiser (Sharma
ve ark., 2007). Sivilasma asamasinda kullanilan a-amilaz (EC 3.2.1.1), o-(1,4)
amiloz ve amilopektin zincirlerine rastgele saldiran ¢esitli mikrobiyal kaynaklardan
elde edilen bir endoamilazdir ve a-(1,6) baglarin1 hidrolize edemez. Nisastanin o-
amilaz enzimleri tarafindan hidrolizi Sekil 2.7'de gosterilmistir. Bakteri kdkenlio--
amilaz enzimleri 70-95°C'lik bir termo stabilite sicakliga sahip olup ve optimum
pHs1 4.5-7 arasindadir. Fungal kdkenli amilazlarin optimum sicakligi kokenlerine
gore degisir (30-40°C), bu optimum sicakliklarin 6tesinde a-enzimleri denatiire
olurlar (Park ve ark., 2004).

Cirislendirme sirasinda nigasta bulamaci 100-110°C’ye 1sitilir. Bu
sicaklikta bir siire tutulduktan sonra ilave edilen o-amilazin calismasi ve
stvilastirma iglemini gergeklestirebilmesi igin sicaklik80-90°C arasinadiigiiriiliir
(Gomes ve ark., 2008). Bu nedenle, a-amilaz i¢in toleransh bir sicakligin se¢imi
¢ok oOnemlidir. Nisastanin hidrolizi, genellikle endiistriyel seviyede B.
amiloliquefaciens ve B. licheniformis amilazlarinin kullanilmasiyla gergeklestirilir
(van der Veen ve ark., 2000). Yiiksek miktarda a-amilaz kullanilmasi ve uzun
siireli bir muamele, bazi amilolitik enzimler tarafindan hidrolize karst ¢ok

dayanikli olan maltuloz olusumuna yol agabilir (Kumar, 2010).
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2.5.1.3. Sakarifikasyon

Sakkarifikasyon,  oligosakaritlerin,  maltozlarm, = maltotrioz ~ ve
stvilagtirmadan kaynaklanan dekstrinlerin tamamlayict ve enzimatik hidrolizinin
son asamasidir. Fermente edilebilir seker verimleri (glikoz ve frikktoz surubu)
glikoamilazin etkisiyle artar (Blennow ve ark.,, 2002). Aymi zamanda
amiloglukozidaz olarak da bilinen glikoamilaz (EC 3.2.1.3), indirgeyici olmayan
uclarda a-glukanim hidrolizini katalize eden bir ekzoamilazdir. Oncelikle a-(1,4)
glukozidik baglarin1 ve daha az olarak da a-(1,6) glikozidik baglarini parcalar. Bu
da B-D-glikozun salinmasina neden olur (Pandey ve ark., 2000). Glikoamilaz
enzimleri mantarlardan tiiretilir ve en ¢ok bilinen ve kullanilan Aspergillus niger ve
Rhizopus sp. glikoamilazlar, % 88-100 ¢dziiniir nisastay1 hidrolize edebilirler ve
tercihen daha yiiksek bir molekiiler agirliga sahip olan polisakaritler {izerinde
etkilidirler (Horvathova ve ark., 2004). Fungi ailesinden gelen enzimler en ¢ok 40-
60°C arasinda degisen optimum sicakliklarda aktiftir ve optimum pH’lan
genellikle 4.0 ile 4.5 arasindadir (Ball ve ark., 1996). Sakrifikasyondan sonrasi

olusan glikoz ve diger sekerler etil alkol fermantasyonunda kullanilir.

2.6. Lignoseliilozik biyokiitleden biyoetanol iiretimi

Enzimatik hidrolizde hemiseliiloz ve seliilozdan olusan lignoseliiloz, in
hedeflenir. Enzimler, hemiseliiloz ve seliiloza dogrudan erisemezler. Bu nedenle,
enzimatik hidroliz adimlarina fermente edilebilir sekerler ve olasi bir fermantasyon
islemine geg¢meden Once lignoselozik biyokiitleden biyoetanol iiretimi &n

muamelesi (piroliz) esastir (Sekil 2.8) (Keshwani ve ark., 2009).
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Lignoselilozik
Hammader

v

On muamele

.
_— Lignin

Enzimatik hidroliz

Enzimler —bl

Sekerler
Bes karbonlular Alt1 karbonlular
\ /__ Mayalar/Bakteriler
Fermentasyon

Damitma /Saflagtirma 4—;
Y

Biycetanol

Sekil 2.8:  Lignoseliilozik biyokiitleden biyoetanol doniistiiriillmesi  islemi
(Keshwani ve ark., 2009)

2.6.1. Lignoseliilozik materyalin Pirolizi

Biyoyakit iiretiminde en Onemli isleme =zorlugu, biyokiitlenin 6n
muameleden gecirilmesidir. Lignoseliilozik biyokiitle, hemiselilloz, lignin ve
seliloz olmak {izere ii¢ temel bilesenden olusur. Lignoseliillozik kompleks,
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hemiseliiloz zincirleriyle baglanmig bir selilloz ve lignin matrisinden olusur
(Demirbas, 2005).

Pirolizin amaglari, lignoseliilozik hammaddenin fiziksel ve fizikokimyasal
Ozelliklerini degistirerek biyokiitle liflerinin gdzenekliligini arttirmak, ylizey
alanim1 arttirmak, selillozun kristalligini azaltmak ve bdylece selilloz ve
hemiseliiloza ulasilabilirligi arttirmak, lignin ve hemiseliilozu uzaklastirmaktir.
Piroliz, oncelikle ligninin pargalanmasini saglar ve seliillozun kristalliliginin
azalmasina yol agar. Seliiloz ve hemiseliilozun artisin1 ve kullanilabilirligini arttirir.
Piroliz sirasinda, seliiloz ve hemiseliilozun imhasin1 6nlemek, hidroliz asamalarini
ve fermentasyonlar1 inhibe edebilen olasit yan firiinler olusumundan kaginmak
onemlidir. Hemiseliilozlarin hidrolizi, 6n muamele sirasinda kullanilan islem
kosullarina baghdir: yiiksek sicakliklar hemiseliilozlarin ¢éziinme kinetigini arttirir.
Sekil 2.9, pirolizin lignoseliillozik malzemeler {izerindeki etkisini agikca
gostermektedir. On muamele uygulanmis hammaddenin engelleri ortadan
kalkmaktave olasi enzimatik hidrolizler i¢in daha uygun hale gelmekte iken, 6n
muamele uygulanmamis hammadde enzimatik hidroliz i¢in katidir ve bu nedenle
neredeyse enzimatik hidroliz imkansizdir (Balat, 2011). ideal bir én muamelede

(Tenlep, 2009):

Cok az veya hi¢ seker iiretimi ve pargalanma iiriinii olmali
Tiim karbonhidratlar yiiksek oranda geri kazanmali,
Seliiloz ve hemiseliiloz yikiminina sebep olmamali,

Tiim karbonhidratlar yiiksek oranda geri kazanmali,

AN N N RN

Isletme maliyetleri, 6zellikle buhar tiiketimi, elektrik ve kimyasal

reaktifler agisindan miimkiin oldugunca diisiik olmali,

<\

Hidroliz ve fermantasyon asamalarin1 inhibe edici yan {iriin
olusturmamalidir,

v On muamele uygulanmis s1v1, detoksifikasyon olmaksizin fermente olmali
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v" Onerilen 6n muamele yiiksek substrat konsantrasyonlarinda hizli ve etkili

olmali1 ve hammaddekayiplart minimum diizeyde olmalidir.

Sekil 2.9’de lignoseliilozik hammaddenin 6n muamele uygulanmis ve
uygulanmamig halleri gosterilmektedir. Sekilde de goriildiigii gibi 6n muamele
uygulanmamis olan dalli dar1 direngli yapiya sahipken, 6n muamele sonrast bu

direngli yap1 kirilmis ve ulagilabilirlik arttirilmistir (Balat, 2011).

A

Hemuselilloz

On muamele

Hemiseliiloz

Lignin

Selilloz
Seliiloz

Sekil 2.9: Lignoseliilozik hammadden in 6n muamelesi (Balat, 2011).

On muamele seliilozik biyokiitlenin fermente edilebilir sekere
doniisiimiinde uygulanan en pahali islemlerden biridir. On muamelenin
gelistirilmesi bitkinin hiicre duvarinin kimyasal yapisinin ve 6n muamele boyunca
meydana gelecek kimyasal reaksiyonlarin daha iyi anlasilabilmesi ile miimkiindiir.
Bu amagla kullanilan piroliz dort temel asamada gruplandirilabilir: fiziksel, fiziko-

kimyasal, kimyasal ve biyolojik 6n muamelelerdir.
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2.6.1.1. Mekanik veya fiziksel 6n muamele

Mekanik veya fiziksel 6n uygulama, lignoseliiloz biyokiitleler kullanilarak
biyoetanol {iretiminde ilk adimdir ve amaci, lignoseliilloz biyokiitlelerinin
polimerizasyonun derecesini azaltmak i¢in enzimlerin erisebilecegi yiizeyleri
arttirmaktir. Ogiitme genellikle 6n muamelenin ilk adimi olarak diisiiniiliir.
Ogiitme, fiziksel boyut kiigiiltme icin geleneksel cihazlar kullanilarak
gergeklestirilebilir. Ogiitmenin en dnemli dezavantaji yiiksek enerji gereksinimine
ihtiya¢c duymasidir. Bu sorunun ¢oziimii i¢in, g¢esitli 6glitme vardir. bunlar roll
ogiitme , 1slak diskle 6giitme, bilyeli 6gilitme , titresimli 6glitme , ¢ekicli 6glitme ve
sikistirmali 6glitmedir (Sarkar ve ark., 2012; Talebnia ve ark., 2010). En ¢ok ve
yaygin kullanilan 6giitme, 1slak diskle 6gilitmedir. Ancak enzimatik hidrolizden
sonra glikoz ve ksiloz verimleri bilyeli 6gilitmede 1slak diskle 6giitmeye nazaran
daha yiiksek bulunmustur. Siddetli fisiksel 6n muamele, seliillozun enzimatik

sindirilebilirligini artirir.

2.6.1.2. Fiziko-kimyasal 6n muamele
2.6.1.2.1. Karbon dioksit patlatmasi

Karbondioksit 6n muamelesinin prensibi, esas olarak Afex muamelesi ile
benzelik bir sekilde gdstermektedir, bu da amonyak yerine karbon dioksit (CO,)
kullanilir. Lignoseliillozun etkili bir 6n muamelesi i¢in gelistirilmistir. Yiiksek
basing altinda (kritik basing 73 atm), karbon dioksit siiper kritik durumunda tutulur.
CO: molekiilleri, biiyiikliik bakimindan su ve amonyak ile kiyaslanabilir ve
biyokiitlenin kiiglik gdzeneklerine girebilir. Karbon dioksit basinci hizla
kaldirildiginda biyokiitle patlar ve seliiloz ulasilabilirligi i¢cin daha fazla yiizey alani
olusur. Ayn1 zamanda hammaddenin hemiseliilloz yapisini 6nemli Ol¢iide ¢oziip
uzaklastirdigi da belirtilmistir.

Teymouri ve ark. (2005) yilinda bu teknigi kabayonca (alfalfa) {izerinde
bir deneme yapilmistir (5.58 MPa basingta ve 4 g CO,/g fiber varliginda). 24 saat
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enzimatik hidrolizden sonra teorik verimin % 75'ine ulasilmistir. Bununla birlikte,

bu teknik zamanla hig bir gelisme gostermemistir (Ogier ve ark., 1999).

2.6.1.2.2. Buhar patlatmasi

Buharla 6n uygulama sirasinda, bitki (biyokiitle) basing altinda buhar
enjeksiyonu ile hizli bir sekilde yiiksek sicakliga (180-240°C) ve yiiksek basingta
(0.69-4.86 MPa) 1sitilir. Yiiksek basincin amaci patlamaya agik bir durum
olusturmaktir (Kabel ve ark., 2007). Buhar patlatmast 6n muamele sirasinda,
hemiseliilozun (asetil gruplarinin salinimina bagli otohidroliz) lignin flizyonuna
kismi hidrolizine ve bitki (biyokiitle) duvarinin yogun yikimina neden olarak,
enzimler i¢in erisilebilir ylizeyleri arttirir (Kabel ve ark., 2007). Polimerizasyon
derecesinde bir diisiisle beraber, ayni1 zamanda seliilozun kristallik endeksinde de
bir artis olur (Puls ve ark., 1985). On muamelenin etkinligi biiyiik dl¢iide kullanilan
sicakliga baghdir.

Sassner ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢calismada, selillozun enzimatik doniisiim
orani 180 ve 240°C’de sirasiyla% 54 ve % 88 olarak bulmuslardir. Buhar patlamasi
genellikle, lignoseliilozik biyokiitlenin par¢alanmasi ve 6n uygulamaya yonelik en
etkili yontemlerden biri olarak tanimlanmaktadir (Eklund ve ark., 1990; Quintero
ve ark., 2011).Yiiksek sicakliklarda g¢alisan buhar patlamasi, selillozun piroliz
reaksiyonlarina ve inhibe edici bilesiklerin olusumuna yol acar (Keshwani ve ark.,
2009). Bu proseste 90 atm basing ardindan atmosferik kosullara maruz birakilacak
sekilde uygulanmigs ve boylece ligninin ve hemiseliilozun uzaklastirilmasi
saglanmis olup seliiloza hidroliz sonucu ulagilabilirlik arttirilmistir (Keshwani ve

ark., 2009).

2.6.1.2.3.S1cak Su ile 6n muamele
Bu yontem, yiiksek basing altinda lignoseliillozik biyokiitle su ile bir
pisirmedir ve bu nedenle islem basit bir otoklav olarak ¢alisir. Bu 6n uygulama

hemiseliilozlarin tamamen ¢o6ziinmesine ve ligninin 6nemli dlgiide ¢dziinmesine
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yol acacaktir ve seliillozu enzimatik hidroliz i¢in ulagilabilir bir hale getirmek
amaciyla 160-240°C arasinda degisen sicaklikta ve yiiksek basingta bir uygulama
yapilir (Van Walsum ve ark., 1996). Inhibitér olusumunu en diisiik seviyede
tutmak icin pH 4 ile 7 arasinda tutulur. Sonug olarak ¢dziinen hemiseliiloz 6ncelikli
olarak ilave enzime gereksinim duyan ksiloza doniigiir (Limayem ve ark., 2012).
Bu teknik baslangigta Avusturya'daki Bobleter (1994) tarafindan ve daha sonra
Bouchard ve ark. (1989) ve Walch ve ark. (1992) tarafindan gelistirilmistir.

Kontrol edilen pH’da, suyun doyma buhar basincinin iistiinde segilen bir
basingta ve belirli bir sicaklikta biyokiitlenin yapisi suyla beraber hidroliz olurken
basmgh sicak su kullanimi oligosakkaritlerin hidrolizini minimize eder. Sicak su
uygulamasiin amaci; 6n muamelenin sert kosullarinda aldehitlere doniisebilecek
monomer sekerlerin olusumunu engellemek ve enzimatik hidrolizi selilloz ve
coOziinebilir oligosakkaritlerin fermente edilebilir sekerlere doniisiimiinde
kullanmaktir. Sicak su uygulamasinin avantaji diisiik reaktor maliyetidir.

Laser ve ark. (2002) yilinda, bu 6n muamele yontemiyle (200-230°C'de 15
dakika) 10 farkli hammadde (odunsu ve otsu) iizerinde bir denemistir.Yaptiklari
caligmada, seliilozlar ve hemiseliilozlar tamamen ¢6ziinmiis ve enzimatik hidroliz,
% 95 oraninda monomerik seker verimleri ile sonuglanmistir.

Kohlmann ve ark. (1995) tarafindan, pH kontrolii ile termohidrolize yeni
bir yaklagim onerilmistir. Bu kosullarin, gdzenek boyutunu artirarak ve kristallik
indeksini azaltarak seliilozun enzimatik hidrolizini tesvik etmesi amag¢lanmustir.
Van Walsum ve ark. (1996) ekibi 1994 yilinda, gesitli substratlarla bir sicak Su ile
6n muamele (termohidroliz) teknigi gelistirmistir. Yaptiklar1 ¢aligmada, pentozlarin
geri kazanma oran1 % 80'den fazla olmustur.

Bir diger ¢alisma, Perez-Verdin ve ark. (2009) tarafindan yapilmistir. Bu
calismada, bugday samanini sicak su yontemi ile piroliz etmislerdir. Sonugta % 80
ksiloz ve % 91 glikoz verimi elde etmislerdir (Mood ve ark., 2013). Bu nedenle,
termohidroliz ilave kimyasallarin bulunmamasindan dolay1 6zellikle ¢ekici bir 6n

muamele teknigidir,. Ayrica, yiiksek pentoz geri kazanma oranlari, 6n muamele
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edilmis seliilozun iyi enzimatik sindirilebilirligi, yiliksek konsantrasyonlarda
lignoseliilozik biyokiitle kullanimi (> 100g/1), inhibe edici {irlinlerin bulunmamasi
ve On uygulamadan kaynaklanan atiklarin en aza azalmasi gibi avantajlari da

vardir.

2.6.1.2.4. Amonyak fiber patlatmasi1 (AFEX)

AFEX, linyoseliilozik materyalleri yiiksek sicaklik ve basing 6n muamelesi
ve ardindan hizli basing tahliyesi ile ortaya ¢ikaran bir alkali termal on
muameledir. Bu yontem, lignoseliillozik malzemenin orta basingli sivi amonyak
(yaklastk 15 bar) ile muamele edilmesinden ve ardindan amonyagmn
buharlagtirilmasi ve substratin patlatilmasi i¢in ani bir dekompresyon isleminden
olusur. Bu teknik, buhar patlamasmin bir ¢esididir, ancak amonyak kullanimi
sayesinde cok daha diisiik sicaklik kosullarinda gerceklesmektedir. Reaktordeki
ortalama sicaklik 50 ila 80 °C arasinda oldugu icin inhibe edici bilesiklerin
olusumu minimumda tuturlur (Weil ve ark., 1998).

Bu yontemde biyokiitle 6rnekleri (1-2 kg/kg biyokiitle) amonyakla beraber
90°C 30 dakikada basing altinda tutulur. AFEX yonteminde lignin ve hemiseliiloz
uzaklagtirtlmaz. Fakat yapisinda meydana gelen degisiklikler sayesinde
biyokiitlenin yiizey alanini arttirmaktadir ve hemiseliiloza daha fazla ulasilabilirlik
saglamaktadir. Genel olarak, AFEX asit ve buhar patlatmasi yontemlerine kiyasla
daha 1liml1 bir uygulamadir (Xu ve ark., 2014). Artik amonyak, substrati fermente
edebilen mikroorganizmalar tarafindan bir besin kaynagi olarak kullanilabilir.

Bu yontemle muamele edilmis lignoseliilozik malzemeler esas olarak
tarimsal substratlardir: bugday samani, arpa samani, kiispe, piring samani vb
(Mosier ve ark., 2005). Seliilozun enzimatik hidroliz verimleri teorik verimin % 80
ila 90" arasindadir (Alvira ve ark., 2010; Kim ve ark., 2005) . Optimal kosullarda,
% 90 selilloz ve hemiseliiloz doniisiimleri saglanmistir. AFEX muamelesinde,
diger 6n muamele yontemlerine kiyasla diisiik enzim yiiklemesi saglar (Kim ve

ark., 2005).
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2.6.1.2.5. Mikrodalga firm ve elektron kiris 1sinlama ile 6n muamele

Bir mikrodalga firinda lignoseliilozik biyokiitlenin 6n muamelesi de
uygulanabilir bir yontemdir. Mikrodalga firinin yiiksek 1sitma verimliliginden
faydalanilir. Mikrodalga o6n uygulamada, termal olan ve olmayan etkiler
icerdiginden fiziko-kimyasal bir iglem olarak da disiiniilebilir. Mikrodalga
uygulamasinin, piring kabuklari, bugday saplari, kagit hamuru ve miscanthus gibi
tarimsal atiklar1 ve biyokiitle atiklarinin hidrolizinin gelistirilmesinde etkili oldugu
gosterilmistir. Mikrodalga 6n uygulamalarinin hemiseliiloz ve ¢oziilebilir lignini
ortadan kaldirmasi beklenir. Ek olarak, isitmadan termal ve termal olmayan
etkileri, lignoseliilozik biyokiitlenin go6zeneklerini artirabilir ve seliillozik
enzimlerin mevcudiyetini artirabilir. Ancak, mikrodalga dayali 6n islemlerin asit ve
alkali gibi baz1 kimyasal uygulamalarda daha etkili olacagi bulunmustur (Lu ve
ark., 2009). Yiiksek enerjili radyasyon, spesifik yiizey alani artis1 dahil olmak {izere
seliillozik biyokiitlede daha fazla degisiklik ile sonu¢lanmistir. Lu ve ark. (2011)
yaptiklar1 ¢aligmada, toplam indirgen sekerde bir artis oldugunu goriilmiis ve
mikrodalga 151l piring samani1 ve kiispe sirasiyla 1.6 ve 3.2 faktorii ile iiretim
bildirmistir. Intanakul ve ark. (2003) piring samaninin, bugday saplar1 ve kiispe
mikrodalga 6n muamelesinin ardindan lignin ekstraksiyonunun % 43-55'lik bir

indirgen seker verimi elde ettigi bildirmistir.

2.6.1.3. Kimyasal 6n muamele

Bu islemde kullanilan kimyasal maddeler, lignoseliiloz biyokiitle
engellerini enzimatik hidroliz sirasinda enzimler i¢in daha erisilebilir bir formda
yumusatmay1 amaglar. Ekonomik seviyeden, kimyasal maddelere daha erisilebilir,
elde edilmesi ve manipiile edilmesi daha kolay, daha ucuzdur. Kimyasal 6n
muamelede kullanilan yontemler asitler (Seyreltik ve konsantre asit) ve alkalidir.
Seyreltilmis asit ile 6n muamele en ikna edici ve en etkili yontemdir ve, bugiine
kadar kimyasal 6n muamele i¢in daha iyi bir yontem yoktur. (Mutripah ve ark.,

2014). Bu yontemin kullanim1 kolaydir ve kisa siirede iyi doniisiim verimi saglar.
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2.6.1.3.1. Asit ile 6n muamele

Asit on muamelesi en Onemli yontemlerden biridir ve lignoseliiloz
biyokiitlelerden yiiksek miktarda seker elde etmeyi hedeflemektedir. Genellikle
konsantre veya seyreltilmis asitler (genellikle % 0.2 ila % 2.5 arasinda h/h) 130°C
ila 210°C arasinda sicakliklarda ila gergeklestirilir. Seyreltik asit uygulamasi
biyopolimerden hemiseliilozun uzaklastirilmasinda kullanilirken, konsantre asit
uygulamast  selillozun  doniistiiriilmesinde  kullanilir.  Diisiikk  sicaklilarda
gergeklestirilen konsantre asit uygulamasi seker olusumunda oldukg¢a etkin
olmasmna ragmen sekerlerin parcalanma iriinlerine doniismesine de sebep
olabilmektedir. Siilfiirik asit, asit on muamelesinde yaygin olarak ¢esitli asit tiirleri
(hidroklorik asit, nitrik asit ve fosforik asit) kullanilir (Quintero ve ark., 2011).

Asitle 6n muamele lignoseliilozik materyalin doniistiiriilmesinde en yaygin
ve etkili yontemlerden biridir. Genellikle asit hidrolizi konsantre asit ve seyreltik
asit hidrolizi olmak tizere iki gruba ayrilir. Konsantre asit hidrolizinin diigiik
sicaklik ve yiiksek seker verimi gibi avantajlar1 vardir. Konsantre asidin
dezavantaji ise biiyiik miktarda asit tiikketimi, ekipman korozyonu, énemli miktarda
enerji gerektiren asit geri kazanimi ve daha uzun reaksiyon zamanidir. Seyreltik
asit hidrolizinde ise aksine daha az asit kullanimi ve nispeten daha kisa reaksiyon
stiresine ihtiya¢ duyulur. Ancak daha yiiksek sicakliklara ihtiya¢ duyulur. Daha
diisiik seker verimi, daha az ekipman korozyonu ve arzulanmayan yan iiriin
olusumu gozlemlenmektedir (Rhenals, 2013). Bununla birlikte, asit 6n uygulamasi,
asetik asit, furfural ve 5 hidroksimetilfurfural gibi ¢esitli inhibitorlerin iiretilmesine
neden olur. Bu iiriinler mikroorganizmalarin gelismesi i¢in inhibitorleridir (Sarkar
ve ark., 2012). Bu 6n muamele selillozun enzimatik sindirilebilirligini 6nemli
Olciide artirir (Stavrinides ve ark., 2010).

Mabee ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢caligmada seyreltilmis siilfiirik asit ile 6n
muameleden gecirilmis birgok {iriiniin seliilozunun enzimatik hidroliz verimlerinin

% 90'dan yiiksek bulmuslardir. % 1 asit konstantrasyonnda, sicaklik 220°C'den
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180°C'ye diisiiriildiigiinde seliilozun hidroliz verimi, % 98'den % 45'e diigsmiistiir

(Swana ve ark., 2011; Weil ve ark., 1998).

2.6.1.3.2. Alkali ile 6n muamele

Alkali 6n uygulamasi, kagit iglemlerine daha uygundur ve ¢ogu zaman
kagit endiistrisi pilotlar1 ile birlikte gelistirmektedir. Lignoseliilozik biyokiitlenin
alkali 6n muamelesi, lignin matrisini sindirir ve seliiloz ve hemiseliilozu enzimatik
hidroliz i¢in uygun hale getirir. Lignoseliillozun alkali muamelesi, hemiseliilozlar,
lignin ve silisi eriterek, iironik ve asetik esterleri hidrolize ederek ve seliilozu
sisirerek hiicre duvari parcalanir. Lignoseliilozik biyokiitlenin pirolizinde sodyum
hidroksit, kalsiyum hidroksit ve amonyak en ¢ok kullanilan reaktiflerdir. Bunlar
arasinda ligninin uzaklagtirilmasinda en basarili olan baz ise sodyum hidroksittir
(Xu ve ark., 2014; Yeh ve ark., 2016).

Alkali 6n muamelede diger 6n muameleler teknolojilerinden daha diisiik
sicaklik ve basinglarda kullanir. Bu yontem ligninin  biyopolimerden
uzaklastirilmasinda, seliilloz ve hemiseliilozun ulasilabilirligini arttirilmasinda ve
hidrolizle monomerik sekerlere doniistiiriilmesinde oldukca etkindir. Alkali ile
hidroliz biyokiitlenin sabunlagma mekanizmasina dayanir. Alkali katalizorler
hemiseliiloz ve lignin-karbonhidrat baglarindaki ester baglarini1 parcalamaktadir.
Bu da asidik islemde oldugu gibi enzimlerin hiicre duvaria ulagabilirligini arttirir.
Alkali 6n muameleleri 6nemli miktarda hemiseliillozu ¢6zmektedir.

Seliilozun enzimatik hidrolizde etkin bir sekilde par¢alanmasi, 6n muamele
sirasinda kullanilan sodyum hidroksit konsantrasyonuna goére degisir. %2-4
arasinda sodyum hidroksit konsantrasyonu ile pirolizin ardindan uygulanan
enzimatik hidrolizde sakkarifikasyon oram1 % 30dan az iken, % 10luk bir
uygulamadan sonra %80-90 arasindadir. Sun ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada
bugday samaninda hemiseliilloz uygulanan farkli alkalinin ¢6ziimlerini analiz
etmisler veoptimum islem kosulunun 20°C'de 144 saat boyunca % 1.5 NaOH

kullanilmasi oldugunu bildirmislerdir. Saha ve ark. (2006) yilinda yaptiklar
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calismada, seker verimini gelistirmek amaciyla degisik konsantrasyonlarda baz
uygulamalarinin yaninda geleneksel isitma yontemi ve mikrodalga ile 1sitmayi
kiyaslamis ve optimum kosulun 0.1g alkali/g biyokiitle, 20°C’de 2 saat bekletilip
ardindan mikrodalga uygulamasinin (190°C, 50 gL-1 kat1 igerik, 30dak..) oldugu
belirtmislerdir. Enzimatik hidroliz pH 4.8” de 50°C 160 rpm devirde seliilaz (12
FPU/g) ve sellobiyaz (21CBU/g) enzimleri kullanilarak gerceklestirilmistir ve
seker verimi 58.7 g seker/100 g biyokiitle olarak belirtilmistir.

2.6.1.3.3.Organosolv 6n muamele

Kagit endiistrisinden gelen bir teknik olan Organosolv ilkesi, lignin
fraksiyonunu eritmek ve uzaklastirmak i¢in 6n iglem siirecinde katalitik ajan olarak
hareket eden HCl ve H,SO, gibi bir inorganik asit ile bir organik ¢o6ziicliniin
karigtirllmasini igerir. Genel olarak bu islemde kullanilan ana organik ¢oziiciiler
etanol, metanol, fenol, trietilen glikol, etilen glikol, asetondur (Zhao ve ark., 2011).
Bu 6n muamele yontemi, ligninin ve hemiseliilozik fraksiyonun ¢oéziinmesine
neden olur ve esas olarak seliilozdan olusan kati bir artik olusumuna yol agar.
Genel olarak, Organosolv iglemi, sekerlerin iyi geri kazanim verimlerinin elde

edilmesini miimkiin kilar. Bu iglemin temel sorunu, ¢oziiciilerin yiiksek maliyetidir.

2.6.1.4. Biyolojik 6n muamele

Biyolojik 6n islemlerde, Phanerochaete chrysosprium veya bazi
durumlarda Pleurotus florida, Coriolopsis caperata RCK2011 ve Ganoderma sp
gibi mikroorganizmalar kullanilarak ligninin bozunmasi hedeflenir. Beyaz ¢iiriikgiil
mantarlar es zamanl olarak hem ligninin hem de hiicre duvar1 karbonhidratlarini
paracalayabilseler de bazi tiirler selilloza dokunmadan lignini uzaklastirmaktadir
(Alvira ve ark., 2010). Lignoseliilozlarin biyolojik 6n muameleleri 1sitma ve diger
kimyasal giderleri bakimindan yiiksek enerji gereksiniminden ka¢inmalarina
ragmen diisiik reaksiyon hizlar1 nedeniyle diger fiziksel ve kimyasal 6n muameleler

kadar genis capli olarak incelenmemislerdir. Seliillaz icermeyen mutant suslar elde
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edilmis ve lignoseliilozlarin biyolojik olarak parcalanmasi igin Onerilmistir
(McMillan, 1997). Bu metot kimyasal maddelere ihtiya¢ duymaz ve daha az enerji
kullanir (McMillan, 1997). Ancak, islemin yavashigi ve c¢alisma kosullarinin
kontrol edilmesindeki zorluklar, bu tiir islemlerin kullanimini pek miimkiin kilmaz.
Calismalarin ¢ogu laboratuvar olgeginde yapilmigtir. (Eriksson ve ark., 2002;

Kohlmann ve ark., 1995; Pandey ve ark., 2000).

2.7. Lignoseliilozik hidrolizat inhibitorleri ve fermantasyon sirasinda
inhibisyon mekanizmasi

Biyokiitlenin  etanol  gibi  yakitlara  doniistiiriilmesi,  spesifik
mikroorganizmalarin  kullaniminiyla  sekerlerin ~ fermantasyonunu  igerir.
Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis ve Escherichia coli'nin eserleri gibi
mikroorganizmalar maruz kaldiklar1 streslerle dogrudan iliskilidir. Bu stresler
cevreden (pH, sicaklik, oksijenin varligl) ve ayrica fermantasyon ortaminda
bulunan kimyasal tiirlerden de gelebilir. Bu son nokta, birincil ve ikinci nesil
biyoetanol iiretimi arasindaki temel farklardan birini isaret eder.

Birincil nesilde (siikroz ve nisasta), sekerler dogrudan veya enzimatik
hidroliz veya diisiik bir jelatinlesme sicakligina sahip asit uygulamasi ile elde
edilir. Bu nedenle sekerler ve iretilen etanol disinda, fermantasyonu
engelleyebilecek higbir yan iirlin yoktur. Biyokiitlenin etanol gibi yakitlara
doniigtiriilmesi,  spesifik  mikroorganizmalarin ~ kullaniminiyla  sekerlerin
fermantasyonunu icerir. On muamele olarak pirolizi kullanan ikinci nesil igin,
lignoselillozik ~ malzemeler  hidrolizdan  sonra,  fermantasyonuolumsuz
etkileyebilenyan tiriinler olusturur (Sekil 2.10).

Lignoseliilozik biyokiitle 6n muamele sirasinda fermantasyonu inhibe eden
bilesikler olusur. Bunlar organik asitler (asetik asit, formik asit ve levulinik asit),
furanlar (Furfural, HMF) ve fenolik bilesiklerdir (Sekil 2.10). Bu inhibe edici
bilesenlerin konsantrasyonlar1 1-2gL""den daha fazla oldugu zaman fermantasyonu

gerceklestiren mikroorganizmalarin biiylimesini etkilemektedir (Hanif ve ark.,
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2017). Inhibitér maddelerin uzaklastirilmast membranla ayirma, aktif komiir ve
iyon degisim regineleriyle saglanabilmektedir (Yasarla, 2014). Serbest kalan bu
bilesenler g¢ogunlukla ¢oziinlir olup bir kismi 100-400 nm arasinda degisen
biyiikliikteki ¢oziinmeyen kolloidal parcaciklardir. Partikiillerin biiyiikliigli on
muamelenin sertligi ve kosullara bagli olarak degismektedir. Coéziinmeyen
bilesenler lignin ve daha diisiik molekiiler agirligina sahip lignin tiirevleridir.
Ligninin parcalanmasiyla olusan fenolik bilesenler enzimatik hidroliz ve
fermantasyonda kilit rol oynamaktadir. Vanilin, siringaldehit, trans-sinamik asit ve
hidroksi benzoik asit gibi fenollerin selilloz ve hemiseliilozun hidrolizini ve
fermantasyonu inhibe ettigi belirtilmistir. Inhibisyonlar uzun bir gecikme siiresi, bir

verimlilik (g/L/s), daha diisiik verim veya hatta fermentasyonun durmasiile

sonuglanir.
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Sekil 2.10: Lignoselillozun 6n  muamelesinden kaynaklanan inhibitorler
(Palmgqvist ve ark., 1996)
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2.7.1. Furanlar

Furanlar, ¢ogunlukla furfural (CsH,40,) ve HMF (5-
hidroksimetilfurfural)’den (C¢H¢O;) olugsmaktadir. Sekerler (pentozlar ve
heksozlar) dehidrasyonundan, hemiselillozun hidrolizi sirasinda meydana gelen
reaksiyondan (sekil 2.10) elde edilen iiriinlerdir. Bu iki bilesigin alkolik
fermantasyonunu inhibe ettigi bilinmektedir ve bir aldehit grubuna sahip
olduklarinda, genel olarak mikroorganizmalar igin zararlidir. Ornegin furfural,
maya DNA'sina zarar verebilir veya etanol iiretimi i¢in gereken bazi enzimleri
inhibe edebilir (Almeida ve ark., 2008). S.cerevisiae, anaerobik kosullar altinda
furfurali furfuril alkol ve HMF'yi 2,5-di-hidroksimetilfurana, daha az inhibe edici
tiire doniistiiriir (M. Taherzadeh ve ark., 2008; Palmqvist ve ark., 1996).

HMF  (5-hidroksimetilfurfural), lignoselillozik  biyokiitlenin ~ 6n
muamelelerinde ¢ok yiiksek sicakliklarda ve asit konsantrasyonunda olusur. Etanol
fermantasyonunun reaksiyonu inhibe etmekte veya uzun bir lag fazina ve etanol
verimliliginde bir azaltmaya neden olmaktadir. Bu etkiler furan konsantrasyonuna
ve kullanilan maya tiirline baglhidir. HMF ve furanin daha az inhibe edici olan alkol
formlarma doniisiimii, her bir bilesigin 2 gL' oraninda S.cerevisiae’nin bulundugu
anaerobik kiiltlire ilavesiyle incelenmistir. HMF ve furfural’in kiiltiirde bulundugu
siire boyunca, hicbir gelismenin olmadig1 goriilmistiir. Bilesiklerden sadece birinin
4 gL' oraminda ilave edildiginde, HMF ve furfuralin spesifik hiz oranlarinin

distiigii agikca gozlenmistir (Sehnem ve ark., 2013).

2.7.2. Fenolik bilesikler

Fenolik bilesiklerin ¢ogu 0On muamele sirasinda hidrolize lignin
fragmanlarindan gelir, ancak aymi zamanda odun ekstraktlarindan veya
sakaritlerden de gelebilir (katekol pentoz veya heksenuronik asit (Jonsson ve ark.,
2016; Larsson ve ark., 2001). Inhibisyonlarmin kokeninin mekanizmas1 bugiine
kadar iyi bilinmemektedir. Fenolikler biiylik oranda asit hidrolizinde ligninin ve

karbonhidratlarin par¢alanmasiyla olusurlar. Fenolik bilesiklerin miktar1 ve ¢esidi
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biyokiitlenin kaynagina baglhdir ve bu bilesikler organik memnranlara girerek
bariyer etkilerini azaltabilir (Palmqvist ve ark., 1996). Lignoseliilozik biyokiitleden
gelen cok sayida fenolik bilesik vardir. Simdiye kadar, her birinin engelleyici
karakterinin degerlendirilmesi gergeklestirilmemistir. Bazi1 fenolik bilesikler, S.
cerevisiae ile 0.02 ile 1 gL arasindaki konsantrasyonlar igin incelenmistir
(Larsson ve ark., 2001). Bilesenlerin her biri, diisiik konsantrasyonda bile,
mikroorganizma biiyiimesinin azalmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte,
sadece dort bilesik etanol verimi iizerinde gergek bir etkiye sahiptir. O-vanilin, tiim
fermantasyonlar1 0.2 g.L"' konsantrasyonda inhibe ederken p-benzokinon, 0.02g.L"
konsantrasyonda bile, tiim etanol iiretimini inhibe eder. 1g."L'deki verimi etkileyen
diger iki bilesikler, sinamik asit ve 3,4-dimetoksi-sinnamik asittir (Palmqvist ve

ark., 1996).

2.7.3. Organik asitler

Organik asitlerin mikroorganizmalarin gelisimini sinirladigi bilinmektedir.
S. cerevisiae, fermantasyon ortaminda organik asitlerin varligina kars1 c¢ok
duyarlidir. Bunlarin varligi hemiseliillozun hidrolizinin asetik asit olusumuna neden
oldugunu, formik ve levulinik asidin furfural ve HMF'den elde edilebilecegini
bilmek kaginilmazdir. Asetik, formik ve leviilinik asit lignoseliilozlarin
hidrolizatlarinda en ¢ok bulunan zayif asitlerdir. Formik asit yliksek sicakliklarda
ve asidik kosullarda da olusabilmektedir (Jensen ve ark., 2011). Asitlerin ayrismis
formu, maya membrana igine girmektedir. Iki mekanizma inhibisyonu
aciklayabilir; maya protonlar1 bosaltmak ve pH" notr tutmak icin enerji (ATP)
kullanir ve protonlarin bosaltilmasindan sonra, hiicrelerde kalan anyonlar maya
icin toksik olacaktir (Palmqvist ve ark., 1996). Bu organik asitlerin varligi, 6n

uygulamalar sirasinda ekstraksiyonlarin ciddiyetini sinirlayarak onlenebilir.
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2.7.4. Etanol ve seker konsantrasyonu

Bazi fermentasyonlar, 280g.L" baslangic glikoz konsantrasyonlarinda
gercgeklestirilmistir. Bu seker konsantrasyonunun fermantasyon ve mikroorganizma
verimleri lizerinde her zaman dogrudan etkileri olmustur. Fermantasyonun verimi,
genellikle ortamdaki sekerlerin orani ile orantilidir, yani fermantasyonun verimi,
sekerin miktar1 ile artar. Asir1 miktarda seker konsantrasyonu, sabit bir
fermantasyon hizinin kaynagi gibi goriinmekte ve boylece mikroorganizmalar
tarafindan seker tiiketiminde yetersizlik yaratmaktadir (Zabed ve ark., 2014). Y18in
fermentasyonda yiiksek etanol seviyesinde optimal kosullar altinda yiiksek bir
seker konsantrasyonu gerceklestirilebilir (Deesuth ve ark., 2015).

Alkolik fermantasyondan gelen etanoliin mayalar ve genel olarak S.
cerevisiae lzerinde olumsuz etkisi vardir. Hizli bir fermantasyonda
mikroorganizmalarin hiicrelerinde etanol birikimi canliliklarini azaltir. Canliliktaki
bu kayip, mikroorganizmalardaki yiiksek etanol konsantrasyonundan dolay1 alkol
dehidrojenazin aktivitesinde bir azalmaya yol agmaktadir (Nagodawithana ve ark.,
1976; Pagliardini, 2010). Etanoliin baz1 maya enzimleri iizerinde bir¢ok inhibe
edici etkisi vardir, 6rnegin enerji transferinde yer alan bir enzim olan ATPaz’in
aktivitesini azaltir, membrandaki degisimleri azaltir ve mikroorganizmalarin besin

tiikketimini etkiler (Bai ve ark., 2008).

2.7.5. inorganik iyonlar

Hidrolizat’ta bulunan inorganik iyonlar, lignoseliilozik biyokiitlenin
kendisinden, ayrica pH ayarlamasi i¢in seliloz ve hemiseliilozlarin
ekstraksiyonlarinda kullanilan kimyasallardan da gelebilir. Varliklar1t maya zarinda
ozmotik basinca neden olur ve etkinliklerini azaltabilir. inhibisyon mekanizmalar1
organik asitlerinkilere benzer. Maya, enerjisinin bir kismini iyonlar1 tahliye ederek
ozmotik basinct dengelemek i¢in tahsis eder. Diisiik konsantrasyonlarda, etki
pozitiftir, biyokiitle {iretimi i¢in etanol {iiretimi tercih edilir, ancak yiiksek

konsantrasyonda verimin diismesi gozlenir (Bai ve ark., 2008).
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2.7.6. Sicakhk

Sicaklik, fermantasyonda ¢ok oOnemli bir faktordiir. Ekstrem sicaklar
mikroorganizmalarin gelismesini ve aktivitesini dnemli 6l¢iide etkilemis ve etanol
veriminin diismesine neden olmustur. Bir alkolik fermantasyon sirasindaki etanol
konsantrasyonu, sicaklik arttik¢a artar, optimum sicaklik seviyesinde sabit hale
gelir ve daha sonra diiser. Sivamani ve ark. (2015) sicakligin fermantasyon
izerindeki etkisini arastirmiglar, sicaklik 27° C'den 37°C'ye yiikseldiginde etanol
konsantrasyonunun  arttigint = ve  sicaklik  47°C'ye  ulastiginda  etanol
konsantrasyonunun diistiigiinii gézlemlemislerdir.
Neredeyse tiim endiistriyel fermantasyonlarda kullanilan mayalarin optimal
gelisme sicakligl 30-35°C arasindadir. Fermantasyon, yiiksek sicakliklara duyarli
farkli enzim tiirlerini igeren mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilir
(Benjaphokee ve ark., 2012). Bu nedenle, daha iyi etanol verimi i¢in fermantasyon
sirasinda  kullanilan mikroorganizmalarin  optimum gelistirme sicakliginin
belirlenmesi ¢ok Onemlidir. Giinlimiizde biyoetanol endiistrilerinde en yaygin
kullanilan maya olan S.cerevisiaemin optimum sicakligt 25-35°C arasindadir

(Alvira ve ark., 2010; Bai ve ark., 2008; Zhao ve ark., 2011).

2.7.7. pH (hidrojen potansiyeli)

Sicaklik gibi, pH da fermantasyon sirasinda dikkate alinmasi gereken
o6nemli bir parametredir. Fermantasyon sirasinda mikroorganizmalarin aktivitesi
tizerinde etkilidir, etanol verimini diisiirebilir. Yiiksek bir etanol verimi, optimum
fermantasyon pH degeri ile bagintilidir ve genellikle 4 ila 6 arasindadir. Optimum
pH, lag fazin1 azaltir ve mayanin optimal gelisimini etkiler (Larsson ve ark., 2001).
S. cerevisiaemin optimum pH'st 4.0-5.5'tir ve 3.5'in altinda, S.cerevisiae'nin
besiyerinde inaktif kaldig1 durumlarda kritik neme sahiptir (Liu ve ark., 2008).

Sivamani ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismalarda, fermantasyon sirasinda
pH'n incelemisler, en yiiksek etanol veriminin pH 4.5'te elde edildigini ve pH 3.5

ve 5.5'te daha diisiik bir etanol konsantrasyonu gozlemledigini bildirmislerdir.
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2.7.8. inokulum yas1 ve miktari

Inokulum yas1 ve miktr1, alkolik fermantasyonda ¢ok dnemli faktdrlerdir.
Seker tiiketimin verimi ve etanol verimliligi iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir
(Taouda ve ark., 2017). Bunlar ayrica fermantatif mikroorganizmalarin
gelistirmesini ve metabolizmasini da etkiler (Cheng ve ark., 2007). Bu mekanizma,
inokulumun miktar1 ve fizyolojik durumuyla dogrudan iliskili olan lag fazinin
stiresi, microorganizmalarin gelistirme hizi ve verimi, son iiriiniin verimi ve kalitesi
ile karakterize edilir (Sen ve ark., 2004).

Zabed ve ark. (2014), farkli inokulum konsatrasyonlarda inokulum
kullandiklar1 ¢alismalarinda inokulum konsantrasyonu 10%dan 107 hiicre/ml'ye
yiikseltildiginde etanol veriminin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Bununla
birlikte, etanol konsantrasyonu, 107 ila 10* hiicre/ml baslangi¢ konsantrasyonuyla
hidrolizat1 asiladiklarinda, etanol verimi sabit kalmistir. Yiiksek bir etanol verimi
icin, daha az yaglanmig bir inokulum konsantrasyonu % 10-15 arasindadir

(Anonymous, 2004).

2.7.9. Fermentation siiresi

Fermantasyon siiresi, alkolik fermantasyonda dnemli bir rol oynar. Daha
kisa bir fermantasyon, c¢ok diisik bir etanol verimi ile sonuglanan
mikroorganizmalarin yeterince gelisememelerine neden olur. Daha uzun bir
fermantasyon siiresi, yiiksek etanol konsantrasyonundan dolay1 mikroorganizmalar
icin istenmeyen kosullar yaratir. Fermantasyon siiresi genellikle sicaklikla baglidir.
Diisiik bir fermantasyon sicakligi, uzun bir fermantasyon siiresi gerektirir ve diisiik
bir etanol verimi ile sonuglanir (Zabed ve ark., 2014). Optimum mikroorganizma
gelistirmesi ve yiiksek etanol verimi i¢in fermantasyon siiresi 3-5 giin arasindadir

(Sivamani ve ark., 2015).
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2.8. Lignoseliilozik materyallerinin enzimatik hidrolizi

Lignoseliilozik biyokiitlenin enzimatik hidrolizi (sekil 2.11), iliml1 sicaklik
kosullar1 altinda (50-60°C) gerceklestirilen spesifik bir yontemdir. Kimyasal veya
diger 6n muamelelerden elde edilenlerden daha yiiksek hidroliz verimi saglar. Bu
nedenle enzimatik hidroliz, son 10 yilda enzim {iretimini ve verimliligini optimize
etmek ve 6n muamele asamalarini iyilestirmek amaciyla birgok arastirmaya konu
olmustur.

Lignoseliilozik biyokiitlenin enzimatik hidrolizi, seliillaz ve hemiseliilaz
enzimleri tarafindan biyokiitle polisakkaritlerinin parcalanmasim1 saglayan
hidrolitik bir reaksiyondur. Hidrolitik reaksiyon suda gerceklesir ve polimerlerin
pargalanmasiya daha kiiciik zincirli oligomerlerin olusmasi ile sonuglanir. Sonunda
selilloz ve hemiseliilloz monosakkaritlere ve disakkaritlere kadar depolimerize olur
ve bu molekiiller bir sonraki asama olan fermantasyon prosesinde karbon kaynagi
olarak kullanilirlar. Seliilazlar seliiloz zincirinin amorf bdlgelerindeki (1—4)-—D-
glikozidik baglarim kirar, daha kisa zincirli selilloz ve sello-oligomerler olusturur.
Sellobiyazlar sellobiyozu ve diger sello-dekstrinleri hidrolize eder ve B-D glikozun
olusmasini saglar (Obnamia, 2014).

Endiistriyel bir enzimatik hidroliz Slgeginde uygulama, hem dengeli bir
enzim hazirligi hem de bu enzimlerin uygulanmasi i¢in iyi bir teknoloji gerektirir.
Piyasada mevcut olan seliilazlarin miktar1 halen etanol iiretim islemlerinde
kullanilamayacak kadar sinirlidir. Esas olarak seliiloz ve hemiseliilozdan olusan
lignoseliilozik biyokiitle, tek bir enzim tarafindan tamamen hidrolize edilemez,
birka¢ enzimin karistirilmasini gerektirir. Bu enzimlerin rolii, uzun polisakkarit
zincirini daha kisa zincire kiigiiltmektir (sekil 2.11) B-(1,4) glikozidik bag ile
baglanan selillozun enzimatik hidrolizi, ii¢ tip enzimin sinerjik etkisinden
kaynaklanir.

Seliilazlarin asagidaki sekilde gruplandirilabilir: Endo 1,4 B-glukanazlar
(EC3.2.1.4) genellikle seliillozun amorf bdlgelerinde bulunan ve i¢ kisimdaki

glikozidik baglar kirar; ekzo 1,4 B-glukanazlar (EC3.2.1.91) seliilloz hidroliz
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ederek, glikoz zincirinin sonundaki glikozidik zincirleri sellobiyozu (iki glikoz
tinite), sello-dekstrinler olarak serbest birakir ve ilerleyici endoseliilazlar, seliilozun
hem amorf hem de kristal bolgelerine etki eder (Sills ve ark., 2012).

Hemiseliiloz, esas olarak ksilandan (1,4-B-D-ksilan) olugsan karmasik bir
yapidir. Seliiloz yapisindan farkli olarak enzimatik hidroliz i¢in daha basit
Ozelliklere sahiptir. Ksilan, tek iinite olarak ksilozdan olusan bir polisakarittir.
Ksilanin hidrolizinde kullanilan iki temel enzim vardir, uzun ksilan zincirini daha
kisa zincire (oli-gosakarit) hidrolize eden endo-B-1,4-ksilanazlar (EC3.2.1.8) ve
daha sonra B-1,4-ksilosidaz  (EC3.2.1.37) bu oligosakaritleri ksilo-piranoza
doniistiiriir (Aditiya ve ark., 2015)

Enzimatik hidroliz

1

Monomer sekerler

On muamele edilmis
biyokiitle

Sekil 2.11:  On muamele edilmis malzemenin enzimler tarafindan monomer
sekerlere hidrolizi (Aditiya ve ark., 2015).

2.9. Alkolik  fermantasyon ve fermantasyon sirasinda  kullamilan
mikroorganizmalar
2.9.1. Alkolik fermantasyon
Fermantasyon, sekerler kullanilarak ¢ok sayida mikroorganizma tarafindan
gergeklestirilen bir islemdir. Fermantasyonun amaci, hidroliz sonucu olusan

sekerleri mikroorganizmalar yardimiyla etanol doniistiirmektir. Genellikle aerobik
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veya anaerobik kosullar altinda gergeklesir ve glikoz karbon kaynagi olarak
kullanilir. Alkolik fermantasyonda, olusan temel iiriinler etanol ve CO,‘tir. Etanol
mikroorganizmalar i¢in hiicrenin enerji elde etme yolundaki bir yan {irlindiir. Bes
ve alt1 karbonlu sekerler lignoseliilozik biyokiitlenin hidrolizinden olugmaktadir
(Ballerini, 2006; Lv ve ark., 2013).

Enzimatik hidrolizden elde edilen siipernatant eger seliiloz ve hemiseliiloz
hidroliz edilmis ise hem heksoz hem de pentoz sekerler igerir. Lignoseliilozik
kaynaga bagli olarak, hidrolizat genellikle glikoz, ksiloz, arabinoz, galaktoz,
mannoz, friktoz ve ramnoz icerir. Glikoz ve ksiloz bu karisimdaki baskin
sekerlerdir. Anaerobik fermantasyonun Gay Lussac tarafindan tepkimeleri, burada
stoikiometrik bakis agisiyla hesaplanan verimler (teorik verim) 100 g seker basina
51.1g'dir (Jeffries ve ark., 2004). Heksozlarla ilgili olarak, Louis Pasteur, 100 g
seker basgina 48.4 g maksimum etanol verimi belirlemistir (Ballerini, 2006). Ayrica,
sekerin yaklasik % 3'iiniin gliserol, % 0.5'in siiksinik asit ve % 0.5-0.8'in fuzel
alkole doniistiirildiigiinii gozlemledi. Nisasta ve sellobiyozdan (2 birim glikoz)
lignoseliilozik biyokiitleden elde edilen sekerler, maya S. cerevisiae tarafindan
kolayca etanol doniistiiriiliir.

Rekombinant Zymomonas mobilis, pentozlar1 (ksiloz, arabinoz vb.)
fermente etme yetenegine sahiptir ve etanol verimi ile 0.44 g/g seker (teorik
verimi)’dir. Oysa S. cerevisiae pentozlarin fermantasyonunda etkisiz kalmaktadir.
Ksilozun etanole fermente edilememesine ragmen, S. cerevisiae, ksilozun
izomerizasyonu ile elde edilen ksilulozun fermente edilmesine yonelik 6zelliklere
sahiptir (McMillan, 1997).

Palmqvist ve ark. (1996) ksilozu fermente eden mayalarin ticari
kullanimlartyla ilgili zorluklara dikkat g¢ekmistir. Bu mayalar; diisiik etanol
toleransi, fermantasyon parametrelerinin optimizasyonundaki zorluklar ve diisiik
fermantasyon hizina sahiplerdir. Bu duruma alternatif bir yaklagim olarak ksilozun
izomeri olan ksililoza doniistiiriildiikten sonra gelenekesel mayalarla fermente

edilmesidir.
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Fermantasyon sirasinda mayalarin ¢ogalmasi farkli evrelerden gecer (Sekil
2.12). Lag fazi, mikroorganizmanin yeni ortamina alistigi bir asamadir. Bu,
ortamin neden oldugu strese bagli olarak daha uzun veya daha kisa olabilir.
Ardindan bir istel gelisim asamasi gelir ve besinler (karbon kaynagi, azot)
azalmaya bagladiginda duragan faz, baglar. Etanol konsantrasyonu maksimum
seviyeye ulagir. Sonra mikroorganizmalarin 6lmeye basladigi ve baskalarinin
kendilerini spor formunda bir diren¢ formuna sokmaya bagladiklar1 bir 6liim
asamasi baglar.

Alkolik fermantasyon, ii¢ temel tiir iglem kullanir: Batch, fed-batch ve
continous fermantasyon. Devamli (continous) fermantasyonlar sirasinda onemli

verimlilik ve kirlenme riskinin azaldig1 gézlenmistir (Ballerini, 2006; Sun ve ark.,

2011).

Hiicre sayist

) Sabit faz
Ussel faz:
Lag Olum faz
faz1
. | | | | Zaman (saat)
1 2 3 4 5
Aslama

Sekil 2.12: Kesikli kiiltiiriinde mayalar gelistirmesinin ¢evrimi (Stanbury ve ark.,
2013)
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2.9.2. Fermantasyonda kullanilan mikroorganizmalar

Birgok mikroorganizma, sekerlerden etanol iiretme yetenegine sahiptir.
Biyoetanol iiretiminde Saccharomyces cerevisiae ve Zymomonas mobilis yaygin
olarak, kullanilir. Bir mikroorganizmanin se¢imi yalnizca etanol (verim, verimlilik,
substrat tipi) Uretme yetenegine degil, aynt zamanda kullanim kolayligina
(patojenik olmayan organizma, saglamlik, geri doniisiim olasili1) ve calisma

kosullarina da baglidir.

2.9.2.1. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae ya da Latin kokenli diger adiyla “seker mayas1”,
alkollii icecekler (bira, sarap) ve ekmek iiretimindegibi bazi gida iriinlerinin
iiretiminda binlerce yildir insanlar tarafindan yogun olarak kullanilan bir mayadir.
Antik c¢aglarda iiztim kabuklarinda kesfedilmesinden beri hamuru kabartmak ve
alkollii ickileriniiretiminde kullanilmaktadir. S. cerevisiae biyoetanoliin endiistriyel
iiretiminde en ¢ok kullanilan mikroorganizma birisidir. Bu maya, birincil nesil
hammaddelerin (sekerli ve nisastali) fermantasyonu icin en ¢ok kullanilan ve etkili
bir microorganizmadir. S. cerevisiae temel substrat olarak sadece glikoz ve friiktoz
gibi 6 karbonlu sekerleri (heksoz) kullanir.

S. cerevisiae mantarlarin ailesinde siiflandirilmigtir. Ciinkii kitinden
yapilmig hiicre duvarina sahiptir. Hiicre duvarinda peptiglikon yoktur ve yaglar
ester baglariyla baglanmigtir. Ayn1 zamanda protein sentezi i¢in 6rnek bir DNA
kullanir ve diger mikroorganizmalardan daha biiyiik ribozoma sahiptir. Maya
olarak adlandirilmasina ragmen diger mayalar gibi meyve govdeleri olusturamayan
tek hiicreli yapisiyla diger mayalardan ayrilir (Stanbury ve ark., 2013).

Glikoz veya mannozun fermantasyonu i¢in Embden-Meyerhof-parnas yolu
ad1 verilen metabolik yolu enerji tiretmek kullanir (Sekil 2.13). Temel substratin
glikozun oldugu ve 10 asamadan meydana gelen glikolizde son iiriinli olarak
piruvat olusur. Bu Embden-Meyerhoff-Parnas metabolik yoluyla Saccharomyces

cerevisiae, 1 mol glikozdan, 2 mol piruvat, 2 mol NADH, H', 2 mol adenozin
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trifosfat (ATP) iretir. Piruvat daha sonra, piruvat dekarboksilaz ile
dekarboksilasyon islemi ile degisen oranlarda etanola indirgenir ve olusan iiriin
etanal, glikoliz tarafindan kullanilan NAD" iiretmek amaciyla etanolii iiretmek
tizere bir alkol dehidrojenaz enzimi ile dehidrojenasyona ugrar (Stanbury ve ark.,
2013).

Saccharomyces cerevisiae hem aerobik solunum hem de anaerobik
fermantasyon yapabilir. Bdylece onemli bir siire i¢in oksijenin olmadigi bir

ortamda yasayabilir. S.cerevisiae kullanilarak anaerobik ortamlarda fermantasyon
daha etkilidir.
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Sekil 2.13:  Glikoliz yolu ve S.cerevisiae tarafindan alkolik fermantasyon (Bauer
ve ark., 2000)

2.9.2.2. Zymomonas mobilis and recombined Zymomonas mobilis
Zymomonas mobilis, pentozlar1 fermente edemeyen ancak bir asimilasyon

yolu (Entner Doudoroff yolu) ile glikozun etanol fermantasyonunda ¢ok etkili olan
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bir mezofilik bakteridir. Glikoz tiiketimi igin bu metabolik yol 1 mol
glikozdansadece yarim mol ATP {iretir. Bu ise, S. cerevisiae'den daha az yol acar
ve Ozellikle glikoz daha yiiksek oranda etanol iiretimine substrat tahsis edilir (Y.
Lin ve S. Tanaka, 2006). S. cerevisiae gibi, Zymomonas mobilis de nispeten yliksek
konsantrasyonlarda substrat ve etanol (120g/L) dayanir. Tiim bu avantajlara
ragmen, Z.mobilis endiistriyel olarak 6nem kazanmamuistir, ¢iinkii etanol iiretmek
i¢in sadece bir substrat (glikoz) kullanmaktadir (Bai ve ark., 2008).

Rekombinant Zymomonas.mobilis pentozlar1 yiiksek oranlarda fermente
edebilen bir bakteridir (teorik verimin %97). Bu performans, Z. mobilis 4 E. coli
genlerini, ksiloz izomeraz, ksiliilokinaz, transketolaz ve transaldolazi kodlayan bir
NREL aragtirma ekibi tarafindan elde edilmistir. Rekombinant sus, 0.44 g/g etanol
verimi ile tek karbon kaynag: olarak ksiloz iizerinden fermentatif bir performansa
sahiptir. Etanol ve inhibitorlere toleransi, yiiksek glikoz performansi, yiiksek
substrat  konsantrasyonlarinda (sekerler) gelismesi, Zymomonas mobilis
pentolardan biyoetanol iretimi i¢in en umut verici mikroorganizmalardan biri

haline getirmektedir.

2.9.2.3. kansik Kiiltiir

Bu yaklasim, glikoz ve ksilozu etanole fermente edilen iki
mikroorganizmanin bir araya getirilmesinden olugmaktadir. Birlikte kiiltiirlemede
ksiloz ve glikozun fermantasyonu ayni reaktérde yapilir. Bu da yatirim
maliyetlerini diiglirtir. Calismalarin ¢ogunda iki maya igeren kiiltiir kullanilmigtir:
S. cerevisiae ve P.stipitis, glikoz ve ksilozu sirasiyla fermente etmek igin
kullanirlar. Ancak, bu tiir bir isleminin uygulanmasindaki engeller ¢oktur: ksilozun
fermentasyonu glikozun fermentasyonundan her zaman daha yavastir. Ksilozu
fermente eden mikroorganizmanin etanol inhibisyonu sorunu vardir, Ksilozun
kullaniminda glikoz tarafindan uygulanan katabolik bir baski vardir. S. cerevisiae
ve maya fermente edilen ksiloz arasinda oksijen tiilketimi konusunda bir rekabet

vardir.
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Bu rekabeti 6nlemek icin, Laplace ve ark. (2001) yaptiklar1 ¢aligmalarda,
oksijen kullanamayan Saccharomyces solunum mutantini gelistirmisler ve ortamda
bulunan, % 88 substrat doniisiim orani ile 0.43g etanol /g seker ve 2 g/ I/s verimi
elde edilmislerdir. Bir glikoz (41g/ L) ve ksiloz (9 g/L) kaynagi olarak bir toplam
kavak agac1 hidrolizatinin kullanilmasiyla, % 96 substrat doniisiim orani ile 0.45 g

etanol/g seker verimi elde edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Hammaddeler

Bu calismada Fildisi Sahili'den toplanan iki tiir hammadde kullanilmistir.
Bunlar, Abidjan'daki manyok isleme sirketinden toplanan manyok kabuklari
(Manihot esculenta ) ve Fildisi Sahili'nin orta kesimindeki batakliktan toplanan

Miscanthus giganteus bitkisidir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Mikroorganizmalar

Bu c¢aligmada kullanilan analitik dereceli kimyasal maddeler Merck
(Merck KgaA, Darmstadt, Almanya), Sigma (Sigma kimya sirketi, MO, ABD)
tarafindan saglanmistir. Gerekli enzimler (Cellic® CTech2, termostabil a-amilaz
termamil®, amyloglucosidase) Novenzyme (Danimarka) firmalarindan temin
edilmistir. Bu ¢alismada, fermantasyon sirasinda kullanilan maya, aktif kuru maya
Saccharomyces cerevisiae, Fermivin®'den Oenobrands (Fransa) tarafindan temin

edilmistir.

3.1.3. Arac ve Cihazlar

Hammadde pirolizi ic¢in yiiksek basingli reaktorii  kullanilmustir.
Orneklerin kurutulmasi ve kuru maddelerinin belirlenebilmesi icin Memmert (UNB
400, Almanya) marka etiiv kullanmilmigtir. Orneklerinin toz halinde elde etmek icin
laboratuvar ogiitiicli, pH Olgiimlerinde cam elektrodlu “Thermo Orion (ABD)”
marka pH-metre, Enzimatik hidroliz ve fermantasyon i¢in Thermo Thermo MaxQ
5000 (ABD)” calkalamali (Almanya) inkiibatorii kullanilmistir. Hidrolizatlarin ve
cam malzemelerin sterilizasyonu i¢in “hirayama ha-3miv (Japonya)” marka
otoklav, inokulum isleminde kullanilmak iizere “Legrand” steril kabin, KUBOTA
7780 (Japonya) marka santrifiij kullamlmustir. Orneklerin seker ve alkol
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konsantrasyonu belirlemek i¢in yiiksek basingli sivi kromatografisinde (HPLC)
(Shimadzu LC-2030 C model ve RID 20A refraktif indeks dedektorlii (JAPONYA)
SPD-20A UV) yapilmis ve kolon olarak Bio-Rad HPX-87H (300 mm x 7.8 mm) ve

LCsolution yazilim paketi kullanilmigtir.

3.2. METOT
3.2.1. Orneklerin toplanmasi ve hazirlanmasi

Manyok kabuklar1 Fildisi sahili'de manyok isleme tesisinden elde
edilmistir. Miscanthus giganteus ise Fildisi sahili’de bulunan bir batakliktan Eyliil
2017'de toplanmustir. Ornekler tiim kirlerden armdirlak amaciyla musluk suyuyla
yikanmistir. Manyok kabuklar1 (Sekil 3.1) dogranmis, Miscanthus (Sekil 3.2) ise
kiiciik kiipler halinde kesilmis ve daha sonra 3 giin siiresince 50°C'de (nem diizeyi
%10’un) altinda olacak sekilde etiivde kurutulmustur (Ebrahimi ve ark., 2008).
Kurutulmus 6rnekler daha sonra laboratuvar égiitiicti kullanilarak 6giitiilmiistiir ve
ogiitiilmiis ornekler 0.4 mm'lik bir elekten gecirilmistir (Han ve ark., 2011).
Ornekler hazirlandiktan sonra hava gecirmez kaplarda (Nemli gegirmez plastik
torbasi) saklanmistir ve kullanilana kadar oda sicakliginda depolanmis ve

Cukurova Universitesi-Gida Miihendisligi Boliimiine getirilmistir.
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mv Max Intensity : 236,924
Ietector B glikoz friiktoz Time ~ 0612 nten. 0.001
200 siikroz
150+
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Sekil 3.6: HPLC ile elde edilen seker ve alkol bir kromatogram

Lineer bir regresyon analizi kullanilarak seker ve alkol konsantrasyonu
dahil elde edilen tiim sonuglar LCsolution yazilim paket programi kullanilarak

asagidaki esitlik ile hesaplanmistir (Suilter ve ark., 2008).
Y = 58910.9X — 15829.3; R*=0.999

X=konsantrasyon (gL")
Y= pik alan1 (cm?)
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degisimi Sekil 4.3’te verilmistir Piroliz ve enzimatik hidroliz sonrasit olusan
fermente olabilir seker miktari, sicaklik ve konsantrasyondaki artigla belirli bir
noktaya kadar seker miktarini arttirsa da belirli bir noktadan sonra olusan seker
miktar1 diismektedir. Bu duruma sebep olarak siddetli kosullarin (yiiksek sicaklik,
yiiksek konsantrasyonlarda kimyasal madde kullanimi ve/veya uzun iglem siiresi)

sekerlerin parcalanmasina sebep olmasi gdsterilmektedir (Yeh ve ark., 2016).
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Cizelge 4.1: NaOH pirolizi ve enzimatik hidroliz sonrasi olusan toplam fermene
olabilir seker miktarlar (g/L)

Piroliz kosullar1 Enzimatik hidroliz
Sicaklik | % NaOH | Siire _ T.
¢0) (@h) dalc Giin | Friktoz | Glikoz Stikroz Seker
0 0.00+0.0 | 0.00=0.00 |0.00+0.00
0 -
1 5.47+0.3 |10.90+0.0 |0.19+0.00
10 8 0 16.57
3 7.01£0.0 |14.49+0.5 |0.28+0.00
1 3 21.79
0.5
0 0.00+0.0 | 0.00+£0.00 |0.00+0.00
0 -
1 7.20+0.0 |15.09+0.9 |0.57+0.01
. 1 5 22.86
3 9.25+0.0 {21.99+0.8 |1.53+0.40
120 5 0 32,78
0 0.00+0.0 |{0.00=0.00 |0.00+0.00
0 -
1 5.32+0.4 |12.12+0.1 |0.14+0.05
10 2 4 17.58
3 6.72+0.5 |13.55+1.0 [0.35+0.01
: 5 5 20.63
0 0.00+0.0 |{0.00=0.00 |0.00+0.00
0 -
90
1 4.99+0.0 | 11.43+£0.5 |{0.17+0.01
9 6 16.60
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3 5.03+0.4 |12.28+0.9 |0.27+£0.00
6 6 17.60
0 0.00+0.0 |0.00=0.00 |0.00+0.00
0 -
1 4.924+0.0 [11.64+0.5 |0.20+0.00
10 5 5 16.77
3 5.13£0.0 |16.33+0.5 |0.48+0.01
5 3 21.94
0.5
0 0.00+0.0 |0.00£0.00 |0.00£0.00
0 -
1 4.23+0.0 |12.24+0.4 |0.10+0.00
%0 7 4 16.57
3 7.60£0.3 |15.43+x0.4 |0.46+0.00
4 5 23.49
180
0 0.00+0.0 |0.00=0.00 |0.00+0.00
0 -
1 6.89+0.0 |10.65+0.4 [0.75+0.12
10 0 3 18.30
3 6.34+0.0 |14.01+0.0 |1.26+0.00
3 6 21.62
: 0 0.00+0.0 |0.00£0.00 |0.00£0.00
0 -
1 6.45+£0.6 | 12.66=0.0
. 4 8 0.09+0.01 |19.21
7.06£0.5
3 6 15.75+£0.9 |0.12+0.00 |22.94
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Sekil 4.3: Miscanthus Orneginin 6n muamele sirasinda zamana gore seker
miktaridaki degisim (% 0.5 NaOH, 120°C ve 90dak.)

4.2.2. Miscanthus H,SO ile piroliz ve enzim hidrolizi

Miscanthus oOrnegi stilfiirik asit (H,SO,) ile piroliz optimizasyonda iki
farkli H,SO, konsantrasyonu (% 0.5 ve %1), iki farkli sicaklik (120 ve 180°C) ve
iki farkl siire (10 ve 90 dak.) uygulanmis ve sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.
Enzimatik hidroliz 0.09 mL Cellic® CTec2/g miscanthus oraninda enzim
kullanarak pH 5.0, 50°C, 150 rpm devirde, 3 giin siireile enzimatik hidroliz
yapilmistir. En yliksek fermente olabilir seker miktar1 26.03 g/L olarak bulunmus
ve bu degere % 1 (/h) H,SO, konsantrasyonunda, 120°C’de ve 10 dak.’da

ulasilmustir.
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Cizelge 4.2: Miscanthus Orneginde H,SO, pirolizi ve enzimatik hidroliz sonrasi

olusan toplam fermente olabilir seker miktarlar (g/L)

Piroliz kosullar1

Enzimatik hidroliz

Sicaklik
°O)

%H,SO,
(h/h)

Siire

dak.

Giin

Friiktoz

Glikoz

Siikroz

T. Seker

120

0.5

10

0.00+0.00

0.00+0.00

0.00+0.0
0

3.91+0.01

6.80+0.05

0.08+0.0
1

10.80

4.61+£0.09

10.15+0.0
8

0.10+0.0
0

14.87

90

0.00+0.00

0.00+0.00

0.00+0.0
0

5.53+0.13

10.55+0.4
2

0.23+0.0
4

16.32

8.07+0.09

12.46+0.1
0

0.20+0.0
4

20.73

10

0.00+0.00

0.00+0.00

0.00+0.0
0

5.45+0.38

12.77+0.5
9

0.10+00

18.34

8.11+0.44

17.75+0.9
1

0.16+00

26.03

90

0.00+0.00

0.00+0.00

0.00+0.0
0

7.56+0.60

12.51+1.4
5

0.12+0.0
0

20.20
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3

7.78+0.08

14.61+
0.38

0.13+0.0
0

22.52

180

0.5

10

0.00+0.00

0.00+0.00

0.00+0.0
0

3.48+0.39

10.34+0.0
4

0.10+0.0
0

13.93

4.85+0.61

11.63+0.5
8

0.14+0.0
0

16.63

90

0.00+ 0.00

0.00+0.00

0.00+0.0
0

4.30 +0.42

9.57+0.42

0.15+0.0
0

14.03

5.13+1.04

12.40+0.4
4

0.14+00

17.68

10

0.00+0.00

0.00+0.00

0.00+0.0
0

4.59 +0.01

11.88+0.0
0

0.10+0.0
0

16.58

5.29 £0.00

13.78+0.4
8

0.13+£0.0
0

19.21

90

0.00+0.00

0.00+0.00

0.00+0.0
0

4.91+0.02

9.95+0.01

0.38+0.0
0

15.25

7.35+0.34

13.24+0.0
1

0.51+0.0
1

21.11
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Swiatek ve ark. (2014) miscanthusun pirolizini 0.1g/g miscanthus NaOH
konsantrasyonunda, 121°C’de, 1 saatte gerceklestirmislerdir. On muamele edilmis
ornegi 50°C’de iki fakli Cellulast ve cellobiaz enzim dozajinda 200 rpm’de 72
saatte hidrolize etmislerdir. Toplam fermente olabilir seker miktar1 54.45 g/L
olarak bulunmustur. Bu seker miktari, bu ¢alismada elde edilmis toplam fermente
olabilir seker miktarinan daha yiiksektir.

Haque ve ark. (2013)’nin yapmis olduklar1 bir ¢caligmada miscanthus ii¢
fakli NaOH konsantrasyonunda (% 1.5, % 2 ve % 2.5) 120°C ve 30 dak
kosullarinda pirolize etmiglerdir. Enzimatik hidroliz, Sellilaz (15 FPU/g
miscanthus) ve B-glikosidaz (30 Ul/g miscanthus), 50°C, 150 rpm, 72 saat siire ile
gerceklestirilmistir. Uyguladiklar1 piroliz ve enzimatik hidroliz sonucunda elde
ettikleri maksimum seker miktarini % 44 olarak bildirmislerdir.

Cha ve ark. (2015) yilinda miscanthus iizerine yaptiklari ¢alismada, NaOH
ile pirolizin seker olusumuna etkisini 1.5 M NaOH konsantrasyon, 150°C ve 30
dak. siire kosullarinda ¢alismiglardir. Enzimatik hidroliz kosular1 20 FPU selliilaz/g
selliiloz, 50°C’de ve 48 saat olmustur. Enzimatik hidroliz sonucu seker miktarini
30.7g/L olarak belirtmiglerdir. Elde ettikleri bu sonu¢ caligmamiza yakin

bulunmustur.

4.3. Manyok kabugu piroliz optimizasyonu ve enzimatik hidroliz

Manyok kabugu nigasta yaninda, 6nemli miktarlarda seliilloz, hemiseliiloz
ve lignin de igerir. Selilloz, hemiseliilloz ve ligninden olusan lignoseliilozik
biyokiitleler karmagsik ve direngli bir yapi sahiptir. Bu karmagsik ve direncgli
lignoseliilozik biyokiitle yapisimi kirmak ve selilloz ve hemiseliiloza seliilotik
enzimlerin ulagmasini kolaylagtirmak igin g¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu
amagla manyok kabugu 6rnegi sodyum hidroksit ve siilfiirik asit kullanarak farkl
konsantrasyon, sicakli ve siirelerde pirolize tabii tutulmustur. Daha sonra, optimum

enzim dozajini belirlemek isin ii¢ fakli enzim dozaj1 kullanilmisgtir.
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4.3.1. Manyok kabugundan nisasta enzimatik hidrolizin optimizasyonu

Manyok kabugu iceren nisasta, nisasta yapisin1 pargalamak ve fermente
edilebilir sekerleri serbest birakmak ic¢in amilolitik enzimler (alfa amilaz ve
glikoamilaz) kullanilir. Maksimum fermente edilebilir sekerleri olusturan en uygun
enzim konsantrasyonunu belirlemek i¢in farkli konsantrasyonda o-amilaz ve
glikoamilaz kullanilmistir. Bu amacgla, manyok kabugu sicak su ile 85°C’de 20
dak. siire 1sitilmig ve a-amilaz eklenerek pH’s1 4.8’e ayarlanmistir. Bu kosullarda
ti¢ saat siire ile hidrolize birakilmistir. Daha sonra, glikoamilaz eklenmis ve pH’se
5.0’a ayarlandiktan sonra 60°C’de 6 saat siire ile sakkarifikasyona birakilmistir.
Denemlerde E1, E2 ve E3 ile kodlanan ¢ farkli enzim konsantrasyonu
kullanilmstir.

Enzimatik hidroliz sonucu eclde edilen fermente edilebilir seker miktarlari
sirastyla, 31.63g/L (E3), 28.34.g/L (E2) ve 21.79g/L (E1) seklinde gergeklesmistir
(Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.). Enzim konsantrasyonu arttikca olusan fermente edilebilir
seker miktar1 6nemli bir oranda artmistir. Ancak, E2 ve E3 enzim uygulamalari
sonucu elde edilen seker miktar1 birbirine yakindir. Bu nedenle, enzim maliyeti de
diigiintilerek en uygun enzim konsantrasyonu 0.2 mL enzim/100 mL manyok
kabugun hidrolizati1 (E2), hidroliz siiresi ise 3 giin olarak belirlenmistir. E2 enzim

konsantrasyon ile enzimatik hidroliz Sekil 4.4'te gosterilmistir.
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Cizelge 4.3:

NaOH pirolizi ve enzimatik hidroliz sonrasi olusan fermente olabilir

seker miktarlari (g/L)

Piroliz kosullart

Enzimatik hidroliz

Sicaklik | %NaOH Stire
°C) (a/h) dak. | Giin | Friiktoz Glikoz Siikroz T.
Seker
0 |0.00£0.00 |0.00+£0.00 |0.00+0.00
w0 1 0.16£0.02 |6.79+1.10 | 0.30£0.04
725
3 |033£0.05 |11.31£044 |0.77+0.00
05 12.42
: 0  |0.00£0.00 |0.00+£0.00 |0.00+0.00
o0 |1 0426087 |12.6840.79 |0.73%0.05
120 13.84
3 1098+0.11 |16.03+02 1.820.19
18.81
0  |0.00£0.00 |0.00+£000 |0.00+0.00
10 0.76£0.01 |11.85:0.89 |2.24+034 |14.86
i 3 1.97+0.09 |15.23+033 |2.98+0.10 |20.19
0  10.00£0.00 |0.00£0.00 |0.00£0.00 |-
00 |1 0.77£0.00 | 9.71%0.07 1.44£0.00 | {100
3 177£0.10 | 16.66+1.07 |2.710.03 |2L.16
0 10.00£0.00 |0.00£0.00 |0.00£0.00 |.
o 1 0.83£0.03 | 12.0120.67 |2.02£0.06 |14.88
3 1.1450.10  |16.26£052 | 2.6340.23
20.06
0.5 0  |0.00£0.00 |0.00+£000 |0.00+0.00
1 0.60£0.13 |10.81=1.02 |0.75+0.05
90 12.17
3 1412037 |16372057 |1.2320.10
19.01
180 0 |0.00£0.00 |0.00+£0.00 |0.00+0.00
o |1 0.51£0.05 | 8.24=0.70 1.80+0.00
10.56
3 1094+0.07 |14224074 |2.11+0.01
17.27
1 0 10.00£000 |0.00£0.00 |0.00%0.00
o0 |1 112000 [810:020  |2.820.00 |,
3 1.80£0.04 |13.87+1.00 |4.16+05 |19.84
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4.3.3. Manyok kabugu H,SQj ile piroliz ve enzim hidrolizi

Manyok kabugu 6rneginin piroliz optimizasyonunda iki farkli siilfiirik asit
konsantrasyonunda 120 ve 180°C’de 10 ve 90 dak.siirelerde denenmistir ve
sonuglar Cizelge 4.4’te verilmistir. Manyok kabugunun nisasta icerigi 1.3.2°de
belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir. Daha sonra 0.09 mL Cellic® CTec2/g
manyok kabugu oranlarinda enzim eklenerek pH 5.0, 50°C, 150 rpm devirde, 3 giin
enzimatik hidroliz yapilmistir.

Orneklerin seker analizlerin sonuclar1 Cizelge 4.4.’te gdstermistir. En
yiiksek fermente olabilir seker miktart 120°C’de 10 dak.’da elde edilmis ve
cizelgeden de goriildiigii gibi maksimum verim 30.12g/L olarak bulunmustur. %1
H,SO, konsantrasyonunda 120°C ve 10 dak. 6n uygulamadan elde edilen

hidrolizatin enzimatik hidrolizi sirasinda seker profili Sekil 4.7 gosterilmistir.
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Cizelge 4.4: H,SOq4

pirolizi ve enzimatik hidroliz sonrasi olusan toplam seker
miktarlan (g/L)

Piroliz kosullar1

Enzimatik hidroliz

Sicaklik | %H,SO, |Siire
(°C) (h/h) dak. | Giin | Friiktoz Glikoz Stikroz T. Seker
0
0.38+£0.00 [9.04+0.70 |0.54+£0.08 |9.97
]
10 0.68420.05 | 10.82+0.07 |0.96£0.09 |12.47
3
05 0.96£0.09 [16.20£0.5 |1.64£0.00 |18.81
' 0
0.96£0.07 |12.69£1.05 |1.88£0.09 |15.54
o 90 |1 |1.62+042 |15.83+0.74 |3.45£1.30 |20.94
3 [2.1740.07 |20.48+1.26 |5.26+0.36 |27.91
0  |0.80+0.07 |12.31£0.13 |2.10£0.60 |15.22
1017 1.28+025 |16.0120.04 |2.65:0.23 |19.96
{ 3 |1.9740.08 |22.04+0.76 |6.10£0.74 |30.12
0 |1.84+0.11 |10.80£0.94 |1.56+0.32 |14.21
90 |1 1.4340.45 |12.81+£0.92 |2.20+0.14 |16.46
3 [2.1640.07 |17.1740.70 |4.9740.91 |24.31
0 |0.14+0.02 |6.90+0.5 |0.26+0.02 |7.30
10 |1 0312005 |10.441.30 |0.42+0.03 |11.17
3 104540.02 |14.10£0.68 |0.81£0.03 |15.07
0.5 0 10.08£0.00 |6.69+02  |0.22+0.04 |6.99
9 |1 1.23£0.08 |10.62+1.16 |0.41+0.03 |12.27
3 10.1140.02 |17.06£0.58 |0.5620.02 |17.74
180 0 |040+0.03 |8.86:049 |0.84+0.10 |10.11
10011 10.82+0.00 |12.82+0.06 |1.13+0.09 |14.78
| 3 1.1940.06 |16.24+0.50 |1.94£0.20 |19.37
0 |0.76+0.11 |7.96+0.4 1.39£0.00 |10.12
90 |1 [1.06£0.06 |10.90+0.15 |1.81+0.06 |13.78
3 |1.10+£0.18 |15.62£0.63 |2.00£0.04 |18.73
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Sekil 4.7:  Piroliz ve enzimatik hidroliz (amilolitik ve seliilolitik enzimlerle)
sirasinda manyok kabugunun seker profili

Agu ve ark. (1997) yilinda yaptiklar bir ¢aligmada manyok kabugu, fakli
stilfiirik asit konsantrasyonda (0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 1, 2 ve 3M), fakl siirelerde (30, 60
ve 90 dak.) ve 120°C’de bir 6n muamele edilmislerdir. Enzymatik hidroliz’den
sonra en yiisek fermente olabilr seke miktar1 18.5g/L olarak, 3M H,SO,
konsantrasyon, 30 dak., 120°C kosullarda elde edilmislerdir. Bu deger bizim
caligmamizda elde edilen degerden azdir.

Virunanon ve ark. (2013)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada, mayok kabugu
0.6 M silfiirik asit konsantrasyonu, 120°C ve 60 dak. kosullarda piroliz
yapilmislardi. Enzimatik hidroliz sirasinda, 6n muamele edilmis 6rnegi 50°C’de
pH 4.5’te, dort fakli enzim dosaj (Liquozim, Spirizim), o amilaz pH 5.5’te,
100°C’de, 2 saat’te ve glukoamilaz 60°C’de, 24 saat’te kosullarda
uygulanmiglardir. Enzimatik hidroliz sonunda, en yiisek fermente olabilr seke
miktart 31.8 g/L olarak belirtmislerdi. Bu deger bizim ¢alismamizda elde edilen

degerden yakindir.
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Fermantasyonun gidisi sekerlerdeki azalma ve etanol olusumu izlenmis ve

sonuglar sekil 4.9 ve 4.10'da sunulmustur. Her iki sicaklik ve azot ilaveli ve

ilavesiz kosullarda, hemen tiim fermente olabilir sekerler 24 saat’te Saccharomyces

cerevisiae tarafindan kullamlmustir. 30°C ve 4 gL' pepton eklenmis denemede en

yiiksek etanol konsantrasyonuna 24 saatte ulagilmistir (Sekil 4.9). Bu kosulardaki

etanol verimi %38.40 (a/a) olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.5: Miscanthus hidrolizat1 Fermantasyon optimizasyonu sonuglari

Fermantasyon kosullari
25°C+
Verim 25°C 30°C 30°C+Azot
Azot
Etanol konsantrasyonu
7.27£0.20 |9.92+0.53 | 10.89+0.09 | 12.59+ 0.03
(g etanol/ L)
% Etanol verimi 22.17 30.26 33.22 38.40
25 l
S 20 4 ™
&b
g
7 B ==& --friktoz
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Sekil 4.9:  30°C’de pepton ilavesiz gergeklestirilen miscanthus hidrolizati

fermantasyon sirasinda seker kullanimi ve etanol olusumu
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Sekil 4.10:  30°C’de pepton ilaveli gerceklestirilen miscanthus hidrolizati
fermantasyon sirasinda seker kullanimi ve etanol olusumu

Tiim denemelerde fermantasyonun baslamasi ile beraber glikoz 24-72 saat
icerisinde tamamen tiiketilmis, buna karsin frilktoz mayalarca tamamen
kullanilamamigtir. Bunun nedeninin fermantasyon ortamindaki frilktoz miktarinin
glikoz miktarindan fazla olup mayanin glikozu kolaylikla etanol doniistiirebilmesi
ve ardindan fermantasyonun duragan faza gecip frilkktozun etkili bir sekilde
fermente edilememesi oldugu diisiiniilmektedir (Berthels ve ark., 2004; Tronchoni
ve ark., 2009). Siikroz miktarinda bir degisiklik gozlenmemistir. Etanol olusumu
tiim denemelerde fermantasyonun 30°C ve 25°C’de 24 saat’te en yliksek degerine
ulasmis ve 30°C’de pepton ilavesiz gergeklestirilen denemede 72 saat boyunca
biraz sabit kalmig, pepton ilaveli denemelerde ise 48 saat’ten sonra azalmaya
baslamistir. Etanol miktarindaki bu azalmanin nedeni olarak, olusan
karbondioksitin etanolii beraberinde uzaklastirdigi diisiiniilmektedir (Jackson ve
ark., 2003). Onceki calismalarda da en yiiksek etanol verimine 24 saat sonucunda

ulastlmistir (Yiicel ve ark., 2015). Mayalar fermantasyon sirasinda 6nemli miktarda
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Fermantasyondan sonra ortalama % etanol verimi hesaplanmis ve sonuglar
Cizelge 4.6'te sunulmustur. 30°C'de pepton ilaveli denemelerde elde edilen
ortalama etanol miktar1 ve teorik etanol verimi sirasi ile % 46.71 (a/a) ve % 91.23
iken azot ilavesiz denemelerde % 40.30 (a/a) ve % 78.72 olarak hesaplanmistir.
Buna karsilik, 25°C'de fermantasyon ortalama etanol verimi, azot ilaveli
sonuglart sirast ile % 38.31 (a/a) ve maksimum teorik etanol verimi % 74.83
bulunmustur. Ancak, ortalama etanol verimi, azot ilavesiz, 25°C’de sonucu %
35.52 (a/a) ve maksimum teorik etanol verimi % 69.38 bulunmustur.

Manyok kabugun hidrolizatin fermantasyonun profili (fermente olabilen
sekerlerdeki azalma (siikroz, glikoz, friiktoz), olusan etanol 30°C’de azot ilavesiz
ve ilaveli Sekil 4.12 ve 4.13'te gorstermistir. Her iki sicaklik ve azot ilaveli ve
ilavesiz kosullarda, neredeyse tiim fermente olabilir sekerler 24 saat’te
Saccharomyces cerevisiae tarafindan kullanilmistir ve en yiiksek etanol verimi 24
saat sonucunda 30°C ve 4 gL' pepton eklenmis denemede etanol konsantrasyonu
14.07 = 0.63 g/L ve etanol verimi % 46.71 olarak Cizelge 4.6’da bulunmustur.
Manyok kabugun fermantasyonun sirasinda en yiiksek olusan gliserol ve metanol

miktari sirasi ile 0.658-1.72 g/L ve 0.126-0.53g/L arasinda bulunmustur.

Cizelge 4.6: Manyok kabugun hidrolizati Fermantasyon optimizasyonu sonuglari
Fermantasyon kosullari

25°C+
Verim 25°C 30°C 30°C+Azot
Azot

Etanol konsantrasyonu
10.70+ 0.05 | 11.54+£0.28 | 12.14+0.48 | 14.07£0.63
(g etanol/ L)

% Etanol verimi 35.52 38.31 40.30 46.71
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Sekil 4.12:  30°C'de gergeklestirilen kabugunun hidrolizati fermantasyon sirasinda
seker kullanimi ve etanol olusumu
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Sekil 4.13:  30°C'de azot ilaveli gerceklestirilen kabugunun hidrolizati
fermantasyon sirasinda seker kullanimi ve etanol olusumu profili
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Virunanon ve ark. (2013)’nin yapmis olduklar1 ¢calismada, mayok kabugu
0.6M siilfiirik asit konsantrasyonu, 120°C ve 60 dak. kosullarda piroliz
yapilmiglardi. Enzimatik hidroliz sirasinda, 6n muamele edilmis 6rnegi 50°C’de
pH 4.5’te, dort fakli enzim dosaj (Liquozim, Spirizim), o amilaz pH 5.5’te,
100°C’de, 2 saat’te ve glukoamilaz 60°C’de, 24 saat’te kosullarda
uygulanmiglardir. Manyok kabugunun hidrolizatt Saccharomyces cerevisiae
eklenerek, 37°C’de, 116 saat’te bir fermentasyon yapilmislardir. Fermantasyon
sonucu etanol verimini 8.76-12.92 g/L arasinda bulunmusglardir.

Kongkiattikajorn ve ark. (2011) yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada manyok
kabugu, 0.1M silfiirik asit (H,SO4) konsantrasyonunda, 130°C’de, 30dak.’da bir
piroliz yapilmislardir. Enzimatik hidroliz sirasinda, 6n muamele edilmis 6rnegi
50°C’de pH 4.5’te, ii¢ fakli enzim dosaj (pektinaz, sellillaz ve xyllanaz)
kullanilmiglardir. Manyok kabugunun hidrolizati Saccharomyces cerevisiae
eklenerek, 30°C’de, 50 rpm, 48 saat’te fermentasyon yapilmiglardir. Sonug olarak,
etanol konsantrasyonu 28.07g/L elde edilmiglerdir.

Sivamani ve ark. (2018)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada, mayok kabugu,
0.1M siilfiirik asit konsantrasyonunda ile uygulanmislardir ve enzimatik hidroliz
asamasinda, selliilaz ve pektinaz enzimler 28°C’de, 1 saat’te, a amilaz 100°C’de, 2
saat’te ve glukoamilaz 60°C’de 4 saat’te hidroliz yapilmislardir. Manyok
kabugunun hidrolizati Saccharomyces cerevisiae eklenerek, 37°C, 126 saat ve
150rpm kosullarda fermentasyon edilmiglerdir. Fermantasyon sonucu etanol

verimini 17.8 g/L olarak bulunmuslardir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢aligmada, miscanthus ve manyok kabuklar1 biyoetanol iretimi igin
potansiyel hammadde olarak incelenmistir. Miscanthus ve manyok kabuklar ilk
once farkl kosullar altinda (farkl sicaklik, siire ve farkli konsantrasyonlarda alkali
ve asit ¢dzeltisi) 6n muamele edilmisti. On muamele uygulanmis orneklere
enzimatik hidroliz (pH 5.0, 50°C, 150 rpm, 3 giin) uygulanmigtir. Miscanthus
orneginde enzimatik hidrolizden sonra en yiiksek toplam fermente olabilir seker
miktart % 0.5 (a/h) NaOH, 120°C, 90 dak. kosullarinda elde edilmistir. Manyok
kabugunda ise en yiiksek toplam fermente olabilir seker miktar1 % 1 (h/h) H,SOy,
120°C, 10 dak. kosullarinda elde edilmistir.

Elde edilen hidrolizatlar pH 5.5 ile 25 ve 30°C'de ve azot ilavesi ve
ilavesiz ile 72 saat siire ile Saccharomyces cerevisiae kullanarak fermente
edilmistir. Miscanthus hidrolizatinin  30°C’de azot ilaveli fermentsyonunda
maksimum etanol konsantrasyonu ve verimi sirastyla 12.59 + 0.09g/L ve % 38.40
olarak bulunmustur. Manyok kabugun hidrolizati fermantasyonda da maksimum
etanol konsantrasyonu ve verimi 30°C azot ilaveli kosularda elde edilmis ve bu
degerler sirastyla 14.07 + 0.63 g/L ve % 46.71 olarak hesaplanmigtir.

Caligmanin sonuglarina gore miscanthus ve manyok kabuklari, gida
fiyatlar1 iizerinde zararli bir etkisi olmayan biyoetanol {iretimi i¢in ¢ok uygun
hammaddelerdir.

Bu hammaddelerin, 6zellikle manyok kabuklar1 kullanimi atik ydntemi
sorunlarina iligkin bir ¢6ziim getirebilir. Atiklar ve lignoseliilozik malzemelerden
enerji tretimi, enerji eksikligi, iklim degisikligi ve g¢evre sorunu ile ilgili olarak

stirdiiriilebilir bir ¢dzliim getirebilir.
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