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Bu tez caligmasi ile iilkemizde bol bulunan ve endiistriyel anlamda iiretimi olan patlican
kabuklarindan (PK) biyoetanol ve antosiyaninin es zamanli {iretimi arastirilmistir.
Fermentasyon deneyleri Saccharomyces cerevisiae ve Kluyveromyces marxianus mayalari
kullanilarak gerceklestirilmistir. Fermentasyona etki eden 6nemli parametrelerden, on-islem
yontemleri enzimatik hidroliz, baslangic hammadde konsantrasyonu ve zaman gibi
parametrelerin etkisi belirlenmistir. Bunun yan1 sira antosiyanin eldesinde en 6nemli parametre
olan ¢oziicliniin etkisi arastirilmigtir. Antosiyanin i¢in optimum ¢oziicii %50 Etanol- %50 Su
¢oziiciisii olarak belirlenmistir. En yiiksek antosiyanin konsantrasyonu %50 Etanol- %50 Su
¢oziictisiinde 60 dakika ultrasonikasyon sonrasinda %20 PK konsantrasyonunda 2306.1+3.5
mg/kg kuru madde olarak bulunmustur. En yiiksek biyoetanol konsantrasyonu seyreltik asit
otoklav on-iglemini takiben, 15 FPU (Filtre kagidi birimi)/g kuru madde seliilaz varliginda, 36
saat fermentasyon siiresi sonucunda %15 PK ve S. cerevisiae ve K. marxianus i¢in sirasiyla 27.5
g/L ve 26.65 g/L olarak bulunmustur. Bunun yani sira S. cerevisiae, K. marxianus teorik etanol
verimi %89.6 ve %86.8 olarak hesaplanmistir. Qp degerleri ayni mikroorganizmalar i¢in
sirastyla 0.76 ve 0.74 g/L.h seklinde bulunurken, Yp;sdegerleri her iki maya i¢in 0.48 g/g olarak

hesaplanmustir.
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In this thesis, the simultaneous production of bioethanol and anthocyanin from eggplant
peels (EP), which are abundant by-products in Turkey and produced industrially, were
investigated. Fermentation experiments were carried out using Saccharomyces
cerevisiae and Kluyveromyces marxianus Yyeasts. Some important parameters
pretreatment methods, enzyme concentration, such as initial biomass loading and time
which affect the initial sugar amount and fermentation efficiency were determined. In
addition, the effect of the solvent, which is the most important parameter in the
production of anthocyanin, was examined. The optimum solvent concantration for
anthocyanin extraction was determined as 50% Ethanol / %50 water solvent. The
highest amount of anthocyanin was found as 2306.1 mg/kg dry matter at 20% EP
concentration. Moreover the reducing sugar content, enzyme hydrolysis and bioethanol
amounts released by the pre-treatment of eggplant peel used as raw materials were
determined. The maximum ethanol concentration were found, in the presence of dilute
acid autoclave pretreatment, 15 FPU/g dry weight cellulase at 15% (w/v) EP in 36 hours
fermentation as be 27.5 g/L and 26.65 g/L for S. cerevisiae and K. marxianus,
respectively. In addition, the theoretical ethanol yields of S. cerevisiae, K. marxianus
were calculated as 89.1% and 86.3%. Qp values were determined as 0.76 and 0.74 g/L.h
for the same yeasts, while Yp;s values were calculated as both of them 0.48 g/g,
respectively.
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1. GIRIS

Diinya niifusunun giderek artmasi sonucu enerji tiiketimi de paralel bir artig
gostermistir. Ayrica, fosil yakitlardan salinan gazlar asit yagmurlari, iklim degisikligi,
sera gazi emisyonunda artis gibi g¢evresel problemlere de sebep olmaktadir. Fosil
yakitlarin giderek tilkenmesi ve bunun yamn sira fosil yakit tiiketiminin yarattigi ¢evre
kirliligi artan enerji talebiyle paralel olarak bir artig gostermistir. Bundan dolayi, giines,
riizgar, biyokiitle gibi yenilenebilir enerji kaynaklarina olan ilgi artmistir (Adigiizel
2013).

Fosil yakitlar, diinyadaki enerji tiiketiminin %80'ini olusturur ve bu da atmosferde
yiiksek oranda karbondioksit artisina ve bunun sonucunda kiiresel 1sinmaya sebep olur

( Mercure vd. 2018, Raud vd. 2019).

Biyokiitleyi yakit kaynagi olarak kullanmanin potansiyel faydalar1 arasinda sera gazi ve
diger hava kirleticilerin azaltilmasi ve enerji maliyetinde 6nemli dlgiideki diisiisler yer
alir. Buna ek olarak, biyokiitle riizgar, glines ve bazi durumlarda hidrojen gibi diger
bir¢ok yenilenebilir enerji kaynagindan daha kolay dagitilabilir bir enerji secenegidir ve
bu nedenle sebeke veya arz istikrarina katkida bulunabilir (Walker vd. 2010).

Biyokiitleden elde edilen biyoyakitlar elektrik, riizgar ve giines enerjisi depolama
sistemlerinde kullanilabilir potansiyeldedir. Enerji depolama sistemlerinde biyoyakit
kullanimi sistemin karbon emisyonlarint azaltir ve sistemin yenilenebilir 6zelligini

arttirir (Denholm 2006).

Biyoetanol igten patlamali motorlarda kullanildifi zaman benzine gore %90 daha az
karbondioksit (CO;) salinimina neden olur ve melas, saman, odun artiklari, posalar,
meyve kabuklart gibi ucuz ve bol bulunan biyokiitle kaynaklarindan elde edilebilir. Bu
atiklarin yenilenebilir 6zellikte olmalari ve direk gida olarak kullanilmamalar1 nedeniyle

son yillarda bu atiklardan biyoetanol gibi yenilenebilir enerji kaynaklarmin iiretimi



konusunda pek ¢ok calisma gergeklestirilmistir (Moreno vd. 2016, Pathania vd. 2017,
Xue vd. 2018, Farias vd. 2019).

Bitki ve tarim kalintilari, Diinya {izerindeki kolayca bulunabilen dogal kaynaklardir ve

biyoyakit liretimi i¢in potansiyel bir hammadde olabilir (Eisberg 2006).

Patlican kabuklar1 gida sanayisinin énemli bir yan iiriiniidiir. Tiirkiye’de {iretim yapilan
cam ve plastik seralardan her yil kuru bazda yaklasik 14 bin ton patlican atig1 ortaya
cikmaktadir (Bilgin 2012). Bu atiklar herhangi bir alanda degerlendirilmemekte ve direk

atik 6zelligi kazanmaktadir.

Patlican kabuklar1 igeriklerinde bulunan antosiyanin vb. biyoaktif bilesikler
bulundurmasinin yanisira ve seliiloz ve hemiseliiloz gibi fermente edilebilir sekerleri
iceren polimerleri de barindirmasi nedeniyle biyoteknolojik caligmalarda dnem arz
etmektedir (Sarabandi vd. 2020). Flavonoidler grubu agisindan, patlican meyvesinin
pigmentli kabugunda ©nemli miktarlarda antosiyanin bildirilmistir ( Azuma vd. 2008,
Mazza vd. 2004).

Antosiyaninler, meyve ve sebzelerde kirmizi, mavi, mor renk pigmentleridir. Temelde
renkten sorumlu bu bilesiklerin kanser, norodejeneratif hastaliklar, atherosklerozis gibi

hastaliklarin risk faktoriinii azalttig1 bir¢cok calismada bildirilmistir (Zheng vd. 2013).

Patlican kabugunda farkli tiirlerde bir¢ok antosiyanin ¢ikarilmis ve tanimlanmistir.
Yapilan ¢alismalar sonucunda, delphinidin-3- (p-coumaroylrutinoside) -5-glucoside
(nasunin) patlican kabugundaki baslica antosiyanin olarak tanimlanmistir Kabuk
iceriginde bulunan bir diger Onemli antosiyanin siyanidin-3-glukozit olarak
belirlenmistir ( Pifferi ve Zamorani 1969, Matsuzoe vd. 1999).

Antosiyaninler, fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri iyi bilinen ve oldukca sik
kullanilan flavonoid bilesikler grubudur. Nutrasotik, farmasotik ve kozmetik gibi

endiistriler, antosiyaninleri dogal renklendiriciler olarak ve/veya biyolojik iglevleri igin



kullanmaktadir. Ayrica, antosiyaninler, dogal koruyucular, lezzet tutucular olarak
depolama ve nakliye sirasinda gida bilesenlerini gevresel streslere karsi korumak igin
kullanilmaktadir (Shipp ve Abdel-Aal 2010, Liu vd. 2018). Dogal renklendiriciler

olarak antosiyaninlere olan talep, pazar gereksinimlerini biiyiik 6l¢iide artirmistir.

Patlican kabugunun zengin igerigi goz Oniinde bulundurularak tez ¢alismasinda

hammadde olarak kullanilmistir.

Bu tez calismasinda biyorafineri yaklasimiyla iki farkli biyoteknolojik iiriin eldesi

gerceklestirilmistir.

Biyorafinerinin temel amaci, biyokiitleyi hammadde olarak kullanarak biyoyakitlar ve

oleokimyasallar gibi biyolojik malzemeler tiretmektir (Schakel vd. 2013).

Biyorafineri, biyokiitlenin katma degerli iirlinler (gida, yem, malzemeler, kimyasallar)
ve enerji (yakitlar, giig, 1s1) yelpazesine siirdiiriilebilir sekilde doniistiiriilmesidir. (IEA
Bioenergy- Task 42 2009). Biyo-rafineri sistemi altinda lignoseliillozik hammadde
doniisiimii yoluyla biyoetanol iiretimi, biyokimyasallarin birlikte iiretimini de iceren

kiiresel iklim degisikligini hafifletmede umut verici goériinmektedir (Gonzalez-Garcia
vd. 2012).

Bu tez ¢alismasinda patlican kabuklar1 kullanilarak 6nce antosiyanin elde edilmis daha
sonra iki farkli maya kullanilarak (Saccharomyces cerevisiae ve Kluyveromyces
marxianus) biyoetanol iretilmistir. Farkli konsantrasyonlar, enzimatik hidroliz,
fermentasyon gibi 6nemli parametreler kullanilarak biyoetanol verimine bakilmistir.
Farkli  konsantrasyonlar ve farkli ortamlarda gergeklestirilen antosiyanin
ekstraksiyonunun verimi gosterilmistir. Yapilan tez ¢alismasi ile enerji kaynaklarindan
biri olan biyoetanoliin ve énemli bir biyoteknolojik iiriin olan antosiyaninin es zamanl

tiretimi ilk defa gosterilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Biyorafineri Kavrami ve Onemi

UluslarAras1 Enerji Ajansinin tanimina gére (IEA Task 42 ) biyorafineri ¢ok sayida
ticari madde ve enerji liretilmesi i¢in biyokiitlenin stirdiiriilebilir bir sekilde islenmesidir

(Cherubini vd. 2009).

NREL'e (Ulusal Yenilenebilir Enerji Laboratuvari) gore, ulasim biyoyakitlari,
biyomalzemeler, biyokimyasallar, gii¢ ve 1s1 liretmek icin ¢esitli ekipman ve biyokiitle
dontiistiirme yoOntemlerini igeren bir siire¢ biyorafineri olarak bilinir (Fernando vd.
2006). Tim diinyada biyorafineriler, ¢esitli boyutlarda, formlarda veya
konfigiirasyonlarda goriinmektedir. Bunlarin gelistirilmesi, mevcut altyapiya, biyokiitle
hammaddesinin erisilebilirligine, verilen lriinlerin gerekliligine ve kamuoyu kabuli,
Olcek biiyiitme tesisleri ve arastirmadaki harcama seviyesi gibi bazi politikalarin
degisime nasil yardimci olabilecegi hakkinda bilgi edinmeye dayanmaktadir (Wellisch
vd. 2010). Biyokiitle biyorafineride ticari olarak satilabilir iriinlere doniistiiriilen
yenilenebilir organik materyallerdir. Yenilenebilir karbon kaynaklar1 dort farklh

sektorden temin edilir:

Tarim (Ozel iiretim bitkileri ve artiklari)
Orman (Odun, aga¢, tomruk isleme atiklar1)

Sanayi (Proses sonu atik ve artiklari)

S

Su Kiiltiirii (Alg , deniz yosunu)

Farkli kaynaklardan gelen biyokiitleyi biyorafineri yaklasimi icinde ticari olarak
satilabilir tirlinlere doniistiirmek i¢in bazi teknolojik uygulamalardan gegmesi gereklidir

(Dayioglu 2013).



Islenmemis Hammaddeler Biyokimyasal / _ \
I , Doniigiim Siirecleri Urlinler
¢ Yesil Biyorafineri
e Atik Mahsul
Biyorafinerisi - « Fermentasyon -' * Biyoyakitlar
e Lignoseliilozik o Biyoaktif

Biyorafineri « Katalitik Doniisiim

Gazlast Bilesikler
* Gazlastirma
- DN ) /

Sekil 2.1 Genel Biyorafineri Konsepti (Verma ve Kulia 2020)

Biyoyakit ve biyokimyasallarin genis bir yelpazesinin ortak iiretimiyle, biyorafineriler,
umut verici bir yaklagim olarak kabul edilir. Ayrica, dongiisel biyoekonomi ilkelerine
gore tasarlanan biyorafineriler, maksimum geri doniisim yoluyla atiklar1 en aza
indirmeye (sifirlamaya) odaklanir ve bu nedenle Birlesmis Milletler'in Siirdiiriilebilir

Kalkinma Hedefleri (SDG'ler) ile son derece uyumludur (Khounani vd. 2019).

Herhangi bir biyokiitlenin her yoniiyle katma degerli {iriinlere doniistiiriilmesi,
"biyorafineri" olarak adlandirilan prosesle gerceklestirilir. Bu proses; biyoeneriji,
biyoyakitlar, kimyasallar ve yliksek katma degerli bilesikler dahil olmak iizere birden
fazla {iirtin elde etmek icin biyokiitle bilesenlerinin entegre olarak islendigi karmasik
sistemler olarak tanimlanmistir. Biyorafinerilerde kullanilan teknolojiler temel olarak

fiziksel, kimyasal, termokimyasal ve biyoteknolojik proseslerden olusur.

Bu teknolojilerin her birinin biyokiitleyi katma degerli iriinlere doniistiirme kapasitesi
onem arz etmektedir. Bunun yani sira, bu teknolojiler birbirine ne kadar ¢ok entegre

edilerek biyokiitlenin daha verimli kullanilmasi saglanir (Moncada vd. 2016).

2.2 Biyorafineri Doniisiim Teknolojileri

Biyorafinerilerde farkli doniisiim teknolojileri kullanilarak olusturulmak istenen son
irline gore biyoyakit, biyokimyasal, biyomateryal, gida, yem gibi son iriinler elde

edilir.



Dogru bir doniistiirme teknolojisinin se¢ilmesi 6nemlidir ve bir doniistiirme yonteminin
secimi, proses verimliligi, biyokiitle hammaddelerinin niteligi ve erisilebilirligi, ¢evresel
ve ekonomik ihtiyaglar, gerekli iirlinlerin tiirleri gibi ¢esitli faktorlere baghdir

(Day1oglu, 2013).

Biyokiitlenin 1s1l verimliligini arttirmak i¢in genellikle dort doniisiim prosesi uygulanir :

1.Mekanik

2.Kimyasal

3.Biyokimyasal

4. Termokimyasal

Cizelge 2.1 Biyorafineri Doniisiim Teknolojileri

Déniisiim Déniistiirme Kaynak Kaynaklara Uriinler

Prosesleri Teknolojileri Tipleri Ornekler

Mekanik Biyokiitlenin S1v1 ve kat1 Yagli tohumlar, Biyogaz
Biriketlenmesi biyokiitle tarimsal atiklar, Biyoetanol,
Torrofikasyon(200-320° orman atiklari, biyodizel
C) diger atik
Ogiitme biyokiitle
Damitma(S1vi-Sivi materyalleri
ekstraksiyonu)
Absorbsiyon

Kimyasal Hidroliz S1v1 ve kati Atik yaglar, kolza | Sivi yakitlar
Coziiciiyle ekstraksiyon | biyokiitle tohumu ve soya Biyodizel
Polimerizasyon fasulyesi Biyoetanol
Stiperkritik sivi
ekstraksiyonu
Transesterifikasyon

Biyokimyasal Enzimatik hidroliz Anaerobik Bugday, kolza Biyogaz ve sivi
Anaerobik par¢alanma par¢alanma igin | ,patates, lagim yakitlar
Fermentasyon kat1 biyokiitle, atiklar1 ve seker

stv1 biyokiitle

Termokimyasal Piroliz Genellikle kat1 Tarim atiklari, Is1, gaz , Pirolitik
Yakma biyokiitle tavuk atiklari, yag, biyokdmiir
Gazlastirma orman atiklari
Sivilagtirma

Kaynak- E4Tech.com, http://www.e-sources.com//biomass_converion.htm (30.06. 2012).




2.2.1 Mekanik doniisiim teknolojileri

Biyokiitlenin icerigini degistirmeden sadece boyutunu azaltmak ve pargalamak i¢in
yapilan mekanik islemlerin tamamidir. Biyokiitlenin kolay tasinmasi i¢in avantaj saglar.

Biyokiitlenin pargacik boyutu ve hacmi azaltilir (Verma ve Kulia 2020).

2.2.2 Kimyasal doniisiim teknolojileri

Biyokiitleye en ¢ok uygulanan kimyasal islemler hidroliz ve transesterifikasyondur.
Hidroliz, biyokiitledeki polisakkaritler ve proteinleri par¢alamak i¢in asit, baz ya da

enzimler kullanilan yontemdir.

Transesterifikasyon ise biyodizel {iiretiminde kullanilan yontemdir bu tepkime
sonucunda biyodizel (yag asidi metil esteri (FAME)) ve gliserin ayristirtlmis olur

(Upadhayay 2020).

2.2.3 Biyokimyasal doniisiim teknolojileri

Biyorafineri doniisiim teknolojilerinde en ¢ok kullanilan proseslerdir. Biyokimyasal
islemler icin enzimatik hidroliz, fermentasyon ve anaerobik c¢oziinme ydntemleri
kullanilir. Seker nisasta ve seliilozdan olugan biyokiitlenin mikroorganizmalarla

fermentasyonu sonucunda etanol {iretilir.

Anaerobik ¢oziinme ise 30-65 °C sicaklik aralifinda oksijensiz ortamda farkli organik
maddelerin mikrobiyal bozunmasiyla gerceklestirilir. Bu islem sonucunda metan ve

karbondioksitten olusan biyogaz iiretilir (Rosillo-Calle vd. 2007).

2.2.4 Termokimyasal doniisiim teknolojileri

Biyokiitleyi enerji ve kimyasal iirline doniistirmek icin gazlagtirma ve piroliz

yontemleri yaygin olarak kullanilir.



Gazlagtirma yonteminde biyokiitle az oksijenli ortamlarda yiiksek sicaklik seviyesinde
(>700°C) tutularak H,, CO,, CO ve CH, karisimindan olusan sentez gazi (syngas)

uretilir.

Piroliz yonteminde ise biyokiitle nispeten daha diisiik sicakliklarda (300-600°C) ve

oksijensiz ortamda tutularak enerji degeri arttirilir (Madavgane ve Kulkarni 2020).

2.3 Biyorafineri Siniflandirmasi

Glinlimiizde, biyorafineri smiflandirmasi kullanilan hammadde tiirlerine, teknolojik
uygulama veya uygulanan ana doniistiirme teknolojisi tiirline dayanmaktadir. Biitiin

bunlar goz oniine alindiginda iki farkli siniflandirma sistemi yapilmistir.

2.3.1 Fazlara gore biyorafineri siniflandirmasi

2008'den oOnce, biyorafinerilerin siniflandirilabilecegi belirli bir siniflandirma sistemi
yoktu. Bununla birlikte, biyorafineri sistemleri Kamm tarafindan farkli agilardan

asagidaki ozelliklere gore kategorize edilds;

1. Kullanilan doniistiirme islemine gore (termokimyasal biyorafineriler, biyolojik
rafineriler)

2. Kullanilan hammadde biyokiitlesine gore (Tahil biyorafinerileri, yesil biyorafineriler,
vb.)

3. Kullanilan teknoloji tiirlerine gore (birinci nesil, ikinci nesil, geleneksel ve gelismis
biyorafineriler).

4. Platforma gore (seker platformu biyorafinerileri, sentez gazi platformu biyolojik

rafineriler)

Van Dyne vd., Kamm ve Kamm ve Fernando vd., Faz I, Il ve Il biorefineri olarak
bilinen ¢ tip biyorafineri tanimladilar (Van Dyne vd. 1999, Kamm ve Kamm, 2004,
Fernando vd. 2006).



Faz I Biyorafineri: Bu tiir biyorafineri sadece bir hammadde malzemesi kullanir, sabit
isleme potansiyeline sahiptir ve bitkisel yag, seliilloz ve kagit fabrikalarindan biyodizel

gibi 6rnekleri igeren tek bir birincil {iriin tiretir.

Faz II Biyorafineri: Bu tiir biyorafineri yalnizca bir hammadde kullanir, ancak
nisastadan ¢esitli kimyasallarin iiretimini ve tahil tanelerinden ¢ok sayida karbonhidrat
tiirevi ve biyoetanol {iretimini i¢eren ¢esitli tirlinler iiretebilir.

Faz III Biyorafineri: Bunlar gelismis biyorafinerilerdir ve ¢esitli hammadde tiirlerini,

isleme teknolojilerini kullanabilir ve birden fazla {iriin tiirii tretebilir.

Cizelge 2.2 Fazlara Gore Biyorafineri Siniflandirmasi (Kamm ve Kamm 2004, Van
Dyne vd. 2004)

Faz =~ Hammadde Proses Ana Uriinler
| Tek Tek Tek
e Kolza Tohumu e Transesterifikasyo | e Biyodizel
n
Il | Tek Coklu Coklu
e Tahil Taneleri e On-islem e Polimerler
e Enzimatik e Vitaminler
Hidroliz ¢ Biyoyakitlar
e Fermentasyon
i Coklu Coklu Coklu
e Tahil samanlari e On-islem o Sekerler(Ksiloz,
e Kagit ve Kkati e Enzimatik Glukoz)
belediye atiklari Hidroliz e Yakitlar(Etanol)
e Lignoseliilozik e Fermentasyon e Organik
Hammaddeler e Ogiitme Asitler(Laktik Asit)
e Orman e Kimyasal Proses e (Coziiciiler(Aseton,
Biyokiitlesi e Biyolojik Proses Biitanol)
(Odun) e Furfural
e Naylon
e Dogal Tutucular
(Stabilizatorler)




2.3.2 Uluslararasi enerji ajansi biyorafineri siniflandirmasi

2008 yilinda, Uluslararast Enerji Ajansi tarafindan Bioenergy Task 42 projesi

cercevesinde daha gergekei ve uygun bir smiflandirma sistemi gelistirilmistir. Bu

sisteme gore, biyokiitlenin baglangicindan faydali son iiriin iiretimine kadar her adim

sematik olarak gosterilebilir. Bu yeni siniflandirma sistemi, ekonomik acidan faydali

biyo-tabanli yan iiriinlerle birlikte uygun maliyetli ve verimli biyoyakit iiretimine yol

acan gelecekteki biyorafineri endiistrilerinin gelisimini iyilestirebilir. Bu biyorafineri

siniflandirma sistemi, dort ana 6zellige bagl olarak gelistirilmistir.

Platformlar

Uriinler

1
2
3.
4

Hammaddeler

Déniistiirme Islemleri (De Jong vd. 2009)

Uluslararas1 Enerji Ajansi1 (IEA) simiflandirmasma gore bazi biyorafineri cesitleri

tanimlanmustir.

Nisasta biyorafinerisi,

lignoseliilozik hammadde

biyorafinerisi,

mikroalg biyorafinerisi, atik su biyorafinerisi, singaz biyorafinesi , deniz biyorafinerisi
bunlardan bir kagidir (Diep vd. 2018, De Jong vd. 2015)

N

Déoniistiirme Tiirlerine

~\

Olusan Uriinlere Gore

Hammaddelere

Kullanilan

Platformlara(Olusan

Gore . Ara Uriinler) Gore
Gore
) ) )
o Birinci, Ikinci ve Lignoseliilozik C5-C6 Seker
Bé%’%:;%fﬁ' Ugiincii Nesil Hammadde — Platform
y Biyorafineriler Biyorafinerisi Biyorafinerisi
— — — —
) ) ) )
| | Termokimyasal Eg’;i/e;ﬁn\(oér\ﬁ Atik Mahsul || Syngas Platform
Biyorafineri Biyorafineri Biyorafinerisi Biyorafinerisi
— — — —
)
Deniz
Biyorafinerisi
—
Sekil 2.2 Uluslararas1 Enerji Ajansina Gore Biyorafineri Siniflandirmasi

Bioenergy Task 42, 2008

IEA,



2.3.3 Nisasta biyorafinerisi

Nisasta, genis karbonhidratlardan elde edilebilen en bol depolama karbonhidratlarindan
biridir. Nisasta biyorafineri, tarimsal biyokiitle ve ormancilik {irinlerinin kullanimina
dayanan ilk nesil biyorefineri olarak kabul edilmektedir. Nisasta biyorafinerisinde en
yaygin kullanilan substratlar manyok ve misirdir. Nisasta biyorafinerisinde biyoyakit ve
kimyasallarin tiretimi ile ilgili ele alinan birka¢ sinirlama ve sorun vardir. En ¢ok
bilinen sorunlar arasinda nisastanin genellikle gida olarak tiiketimi ve nisasta mahsulii

tiretimi i¢in topragin kullanilmasi riskidir (Kassim vd. 2020).

2.3.4 Lignoseliilozik hammadde biyorafinerisi

Lignoseliilozik biyokiitle, agirlikli olarak, seliiloz, hemiseliiloz ve ligninin, az miktarda
protein, pektin ve mineral igeren ii¢ ana kimyasal bilesim oldugu bitkilerin hiicre
duvarlarindan tiiretilir. Her kimyasal bilesimin miktari, mahsul, ¢imen ve odun (sert
agac, yumusak agag) gibi bitki tiirlerine ve bitki dokusunun yasina bagl olarak degisir
(Izydorczyk 1995). Lignoseliilozik biyokiitle, ¢ok cesitli polimerik malzemelerin
tiretimi i¢in en 6nemli kaynak olarak belirlenmistir (Ebringerova 2005). Lignoseliilozik
hammadde biyo-rafineri (LFB) sistemi, hammadde olarak "dogal-kuru" ligno seliilozik
biyokiitleyi kullanir. Hammadde esas olarak alti karbon glukoz polimeri, hemiseliiloz
(bes karbon seker polimeri) ve lignin (fenol polimer) (Fernando 2006, Clark 2008)
igeren kiispe, odun, saman samanlari, palmiye yag1 biyokiitlesi vb. olabilir. Bu ii¢ ana
kimyasal yap1, ¢esitli lirlinlere (yakitlar, kimyasal triinler, yapistiricilar, ksilitler, vb.)
dontistiiriilmek tizere biyorafineri teknolojilerinde kullanilir (Kamm ve Kamm, 2004).
Sonu¢ olarak, lignoselillozik hammadde biyorafineri prosesinin biyomalzemeler,
kimyasallar ve enerji / yakitlar gibi ¢ok ¢esitli faydali endiistriyel iriinler rettigi

basarili bir sekilde gdsterilmistir.
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Cizelge 2.3 Farkli Tipteki lignoseliilozik biyokiitleler

Lignoseliilozik Biyokiitle Tipi Ornek
Odunsu Testere Talasi, orman atiklar
Odunsu Olmayanlar Celtik samani, bugday samani, seker

kamis1 kiispesi, hurma c¢ekirdegi posasi,
piring kabugu, misir kogani, tarim atiklar1

Organik Atiklar Insan lagim atiklar, Ciftlik hayvanlari
atiklart

Biyorafineri, siirdiiriilebilir  bir kaynak olarak lignoseliilozik biyokiitleyi kullanarak
yakit, elektrik, 1s1 ve katma degerli kimyasallar iiretmek icin biyolojik doniisiim
slireglerini tesislerle birlestirir. Modern lignoseliilozik biyorafineri, esas olarak lignin,
seliloz  ve hemiseliiloz gibi siirdiiriilebilir biyopolimerlerden olusan ~ ham  petrol
rafinerilerine benzer sekilde calismayi amaglar. Lignoseliilozik biyokiitle, siirdiiriilebilir
kimyasal ve enerji talepleri olusturmak icin yenilenebilir kaynaklar arasinda en kolay
erisilebilir hammaddedir ve bodylece fosil yakitlara olan yiiksek bagimlilig
azaltir. Lignoseliilozik hammadde, tiire bagli olarak degisen bir nispi bilesim ile
hemiseliiloz ve lignin ile kaplanmis bir seliiloz omurgasi olan amorf bir {i¢ boyutlu yap1
icerir. Karbon emisyonlarini azalttigi, yenilenebilir ve kolay erisilebilir oldugu igin

petrol i¢in karbon nétr bir alternatif olabilir (Srivastava vd. 2021).

Bu tiir biyorafineri sistemleri, lignin, seliiloz ve hemiseliiloz gibi ara iirlinler yoluyla
biyo enerji elde etmek i¢in odun gibi lignoseliiloz biyokiitlesini kullanir. Bu lignin ile
bagl selilloz ve hemiseliiloz esas olarak bes veya alti karbon sekerli polimerlerden

olusur.
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Maya

Lignoselilozik — Opislem = Kat — Bzmatk  _, Hidrolizat = Fermentasyon = Distilasyon * Biyoetanol
hammadde l Fraksiyon Hidroliz
Stvi Fraksiyon
I Kat Kalmt
\—‘ Biyometan  Lignin Kailitol Gitbre

Sekil 2.3 Lignoseliilozik Biyorafineri (Chen vd. 2021)

Bu tip biyorafineride, lignoseliilozik biyokiitle, asit veya alkali muamelesi ile seliiloz ve
hemiseliiloza doniistiiriiliir. Ayrica, bu ara iirlinler, bes ve alti karbonlu seker tiretmek
icin enzimatik bozunmaya tabi tutulur (De Jong vd. 2014). Bu lignoseliiloz bazli
biyorafineri, ayni1 anda kagit hamuru ve enerji liretimi igin iyi bir kaynaktir (Chambost
vd. 2007), hamura bagimli biyorafineriler ise lignosiilfonatlar, vanilin, re¢ine ve don

yag1 gibi ekonomik olarak faydali tirinler saglar (Mleziva vd. 2012).

Bu Cs ve Cg sekerleri ayn1 zamanda farkli fermantasyon proseslerinde biyoyakit elde
etmek i¢in veya bazen katalitik doniisiim i¢in veya katma degerli son iiriinler tiretmek

icin hammadde olarak kullanilmaktadir (De Jong vd. 2014).

Bu tiir biyorafineri, yakit ve katma degerli kimyasallar iiretebildiginden, petrol
bagimliligin1 en aza indirerek, sera gazi emisyonunu azaltip hava kalitesini iyilestirdigi

icin yiiksek diizeyde ilgi gdrmektedir.
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Lignoseliilozik
Hammadde

Hemiseliiloz Seliiloz Lignin

Fermente Edilebilir

Sekerler — Polifenoller

Sekil 2.4 Lignoseliilozik biyorafineri genel bakis

2.3.5 Mikroalg biyorafinerisi

Mikroalg, atmosferdeki karbondioksiti (CO,) kullanarak fotosentez yapabilen
fotosentetik bir mikroorganizmadir. Fotosentezden iiretilen biyokiitle ayrica biyoyakit,
biyoetanol gibi c¢esitli degerli {riinlere ve diger ¢ok cesitli kimyasallara

doniisebilmektedir.

Mikroalg, yenilenebilir bir malzeme olarak birkag ilging 6zellik sergiler:

o Kisa siirede ve kolay gelisirler

e Kolay kiiltiire edilebilirler ve

e Biyokiitlede lipit, karbonhidrat, protein gibi farkli biyokimyasal bilesenleri
yiiksek oranda igerirler (Mata 2010).

2.3.6 Syngas platform biyorafinerisi

Sentez gazi veya sentez gazi biyorafinerisinin arkasindaki ana ¢alisma prensibi, ya asiri
1s1 ya da ototrofik asetojenik bakterilerin uygulanmasi yoluyla, ¢ok c¢esitli karbonlu

hammaddelerin bozunmaya maruz kalmasidir. Syngas esas olarak CO ve H'den olusur
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ve katma degerli kimyasallara ve biyoyakitlara katilabilir (Huber vd. 2008). Bu

biyorafineri sistemindeki ana engeller, teknolojinin karmagiklig1 ve iiretim maliyetidir.

Ancak uygun biyokimyasal veya termokimyasal teknikler bu sisteme deger katabilir.

2.3.7 Deniz biyorafinerisi

Deniz biyorafinerisinde, temel olarak mikroalgler ve deniz yosunlar1 baglangic

materyali veya hammadde olarak kullanilmaktadir. Bu siirecteki ana avantajlar, mahsul
veya gida igeren tliretim arazisi ve yiliksek biyolojik biliylime orani i¢in rekabet
olmamasidir. Ayrica mikroalgler ve deniz yosunlar yiiksek miktarda lipid, protein ve
karbonhidrat igerdiginden (Roesijadi vd. 2010). Biyoyakit, biyoetanol ve biyogaz
tiretiminde kullanilabilirler (Laurens vd. 2017). Kahverengi algler, potansiyel iceriginde
saglhiga yararh aktiviteleri olan fucoidanlar ve laminaran igerir (Maehre vd. 2014, Rioux
vd. 2010). Tarimsal gida, biyopolimer ve kozmetik endiistrileri gibi birka¢ farkli
endiistri, deniz yosunlarini hammadde olarak kullanir (Abenavoli vd. 2016, Davis vd.
2003). Ek olarak, bu tiir biyorafineri su kiiltiirii, atik su aritma ve biyogaz tesisat1 gibi
diger uygulamalara deger katabilir. Deniz suyunun diinya c¢apinda erisilebilirligi

nedeniyle, bu siire¢ petrol/yakit nakliye maliyetini en aza indirebilir.

2.3.8 Oleokimyasal biyorafineri

Bitkisel ve hayvansal yaglar gibi kimyasal bilesikler topluca oleokimyasallar olarak
adlandirilir. Bu olekimyasallar, yag asitlerini, yag esterlerini, gliserol, metil esterleri ve
yag aminlerini igerir (Rupilus ve Ahmad 2007) . Bu tiir biyo-tabanli hammaddeler diinya
capinda mevcuttur. Ote yandan, bu tiir kimyasallar ¢ok diisiik iiretim maliyeti ile
kolaylikla yetistirilebilir. Bu avantajlara sahip olan oleokimyasallar, siirdiiriilebilir ve
uygun maliyetli enerji kaynagi olarak dikkat ¢ekmektedir (Fiorentino vd. 2017, Biermann
vd. 2011). Genel olarak, mahsuller trigliserit iiretmek igin yiiksek sicakliga maruz
birakilir. Bu trigliseritler ayrica trans-esterifikasyon yoluyla gliserol ve yag asitleri

esterleri gibi temel bilesenlere doniistiirtiliir.
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Bitkisel yaglardan iiretilen biyodizel, daha az toksik, daha az yanici ve biyolojik olarak
pargalanabilir oldugundan petro-dizelden daha giivenlidir (Tan ve Chow 2010, Kamm
Kamm 2004). Transesterifikasyon reaksiyonu ile iiretilen gliserol, fermantasyon ve

anaerobik ¢iirtitme de kullanilabilir.

2.3.9 Yesil biyorafineri

Yesil biyorafineri, genellikle enerji ve kimyasallarin {dretimi i¢in yesil/otlak
biyokiitlesinin kullanimini birlestirmeye atifta bulunur. Bu islemde hammadde olarak
silaj veya ot tercih edilir. Yesil biyokiitle, sivi fraksiyonu ve kat1 fraksiyonu ayirmak
icin Oncelikle kimyasal, fiziksel veya biyolojik isleme tabi tutulur. Kat1 kisim genellikle
bitki biyokiitlesinin (seliiloz, hemiseliilozlar, lignin) lifli materyallerini igerirken, sivi

kisim proteinleri, amino asitleri, organik asitleri, mineralleri ve sekerleri igerir.

Yesil biyokiitle biyoetanol iretimi (Martel vd. 2010) igin ayrilmig taze meyve suyu
veya bitki biyouyarict (Mora vd. 2010), gibi diger katma degerli kimyasallar i¢in

hammadde olarak kullanilmaktadir.

Bir diger biyorafineri ¢esidi mahsul biyorafinerisi olup, adindan da anlagilacag: gibi,
genel olarak bugday, ¢avdar, misir ve tritikale dahil olmak iizere farkli tahillar, genel
olarak tam mahsul biyorafinerisinde hammadde olarak kullanilmaktadir. Bu teknikte
misir ve samani ayirmak i¢in mekanik islemden yararlanilir. Islenmis saman ayrica
lignoseliiloz biyorafinerisinde kullanilabilir veya sentez gazi iiretimi i¢in hammadde

olarak kullanilabilir (Naik vd. 2010).

2.4 Biyorafineri Teknolojilerinde Elde Edilen Katma Degerli Uriinler

Biyorafinerinin gelistirilmesi, gida, yem, kimyasallar, biyopolimer ve yakit dahil olmak
izere daha genis iiriin yelpazesinin farkli tiirlerde hammadde kullanilarak tiretilmesine

imkan saglamistir. Su anda, biyorafineri isleminden {iretilen en yaygin {irlinler
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sunlardir: temel olarak biyoyakit (biyoetanol, biyobiitanol, biyodizel), biyopolimer ve

atiklardan elde edilen farmasétik tirlinlere odaklanmistir.

2.4.1 Biyoyakitlar

Fosil yakitlarin yakin gelecekte tiikkenecek olmasi, bu yakitlarin neden olduklar ¢evresel
sorunlar ve zamanla giderek artan tiiketimi, insanlig1r yeni alternatif yakit arayigina
itmistir. Bundan dolayi, gilines, riizgar, biyokiitle gibi yenilenebilir enerji kaynaklarina
olan ilgi artmistir. Gelecek nesillerin yasam kalitesini korumak ve enerji geri kazanimi
icin ¢evre dostu ve siirdiiriilebilir alternatifler gelistirmek gereklidir. Giinlimiizde enerji
talebinin ¢ogu fosil yakitlardan karsilanmaktadir fakat fosil yakitlarin ¢evreye olan
olumsuz etkileri, kiiresel 1sinma gibi bircok ciddi sorunu dogurmaktadir. Bu etkiyi
azaltabilmek amaciyla yenilenebilir 6zellikte olan biyoyakitlar iizerine yogun caligsmalar

surdirilmektedir.

Bu biyoyakitlar farkli biyokiitle kaynaklart kullanilarak iiretilebilmektedir. Biyoetanol,
biyobiitanol, biyogaz, biyodizel bu yakitlardan bir kagidir. Yukarida bahsedilen
biyoyakitlar arasinda, biyoetanol, en biiyiik kiiresel {iiretim kapasitesine sahip
biyoyakittir ve ayn1 zamanda, benzinle biyoyakit karisimina iliskin hiikiimet politikalar
acisindan en gelismis olanidir (Niphadkar vd. 2018). Bu, biyoetanolii su anda en ¢ok
talep edilen biyoyakit haline getirmistir (IEA 2019). Biyoetanol iiretimi saman, odun
artiklari, posalar, meyve kabuklar1 gibi ucuz ve bol bulunan biyokiitle kaynaklarindan

elde edilebilir.
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Biyoyakitlar

Kat1 Biyoyakitlar Gaz Biyoyakitlar Sivi Biyoyakitlar
*Biyokomiir Biyogaz BflyOdlzel

. . . . L, Biyoetanol
*Biyobriket (Biyopelet) Biyohidrojen Biyometanol

Sekil 2.5 Biyoyakitlar

Biyo proses yoluyla hammadde olarak yenilenebilir kaynak kullanilarak biyoyakit
tiretimi diinya ¢apinda biiylik ilgi gormistiir. Bunun nedeni, bu hammaddenin daha
stirdiirtilebilir, ¢cevre dostu ve ucuz fiyata bolca temin edilebilmesi gibi avantajlar

sergilemesidir.

2.4.2 Biyoetanol

Biyobiitanol, biyogaz, biyodizel gibi yakitlar arasinda biyoetanol, lizerine en fazla
calisma yapilanlardan bir tanesidir. Bununla beraber, biyoetanol, en biiyiik iiretim
kapasitesine sahip olan biyoyakittir (Niphadkar vd. 2018). Bu durum, biyoetanolii en
cok talep edilen biyoyakit haline getirmistir (Gallagher 2004). Biyoetanol araglarda
yakit olarak kullanilabilecegi gibi petrokimya, gida, icecek, temizlik, kozmetik gibi
cesitli sanayi dallarinda siklikla kullanilan bir maddedir. Biyoetanol i¢ten patlamali
motorlarda kullanildigt zaman benzine gore %90 daha az karbondioksit (CO,)

salinimina neden olur.
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Sekil 2.6 Kullanilan Hammaddeye Gore Biyoetanol Gruplari

Biyoetanol iiretildigi hammaddenin tipine gore 4 farkli nesile ayrilabilir. Birinci nesilde
bugday ve musir gibi yiyecek amaciyla iiretilen materyaller bulunur. Birinci nesil
biyoetanol oldukca verimlidir fakat iiretimi pahalidir, dolayisiyla gida fiyatlarinin
artmasina ve fiyat rekabetine ve gida iiretim zincirinin bozulmasina neden olmaktadir
(Robak ve Balcarek 2018). Bu nedenle de giiniimiizde birinci nesil biyoetanol kullanimi

tartismali1 bir konudur.

Ikinci nesil biyoetanol ise gida olarak tiiketilmeyen tarimsal kaynaklardan ya da
atiklardan elde edilir. Tkinci nesil biyoetanol iiretiminde kullanilan hammaddelere 6rnek
olarak mobilyacilik atiklari, seker pancar kiispesi, melas, meyve ve sebze kabuklari
verilebilir. Tkinci nesil biyoetanoliin kaynag lignoseliilozdur. Lignoseliiloz yeryiiziinde
en bol bulunan biyokiitledir. Ikinci nesil biyoetanoliin avantaji ucuz olmasi ve gida
maddeleriyle direk rekabete girmemesidir. Dezavantaj1 ise fermente edilebilir sekerlerin

aciga cikartilmasi i¢in 6zel 6n-islemlere gereksinim duyulmasidir.

Ugiincii nesil biyoetanol iiretimindeki hammaddeler ise siyanobakteri ve mikrolagler
gibi fotosentetik mikroorganizmalardir. Ozellikle mikro ve makro algler iigiincii nesil
biyoetanol iiretiminde kullanilmaktadir (Lee vd. 2019). Mikro ve makro alglerin uzun

gelisim siiresi ile bu canlilarda bulunan fermente edilebilir sekerlerin agiga ¢ikartilmasi
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icin bazi On-islemlerin gerekmesi iiclincii gruptan elde edilen biyoetanol iiretiminin

dezavantajli kismidir (Dragone vd. 2010, Phwan vd. 2018)

Dordiincii grup biyoetanol iiretiminde genetik ve metabolizma miihendisligi sonucu
herhangi bir 6zelligi degistirilmis hammaddeler kullanilmaktadir. Burada yapilan
islemlerden  bazilari1  hammaddelerin ~ lignin ~ miktarlarinin  disiiriilmesi,
mikroorganizmalara seliilaz gibi enzimlerin ifade ettirilmesini kapsamaktadir. Dordiincii
grup biyoetanol iiretimi gorece yeni bir alandir ve oldukga etkili biyoetanol iiretimine
yol acar, bununla beraber ilk yatirim maliyetinin yiiksek olusu ve yatirimin geri

donmesinin uzun zaman almasi dezavantajli kisimlaridir (Ko ve Lee 2018).

2.4.3 Biyoetanol iiretimi

Biyolojik etanol iretimi fermentasyon Yyoluyla  gerceklestirilip,  lignoseliilozik
hammaddeler gibi yenilenebilir kaynaklardan iiretilebilirler. Fermentasyon sirasinda bir
heksoz (glukoz, fruktoz vb.) ya da pentoz sekeri (ksiloz vb.) piruvata indirgenir ve bu
islem glikoliz ya da Emden Meyerhoff metabolik yolu olarak adlandirilir.
Saccharomyces cerevisiae gibi heksoz fermente edebilen mayalar bu yolu kullanarak

etanol uretmektedir.

Embden — Meyerhoff metabolik yolaginda, alti karbonlu sekerler (glukoz, fruktoz,
galaktoz) kullanarak etanol iretilir. Bu reaksiyonda glukoz iki asamada etanole
doniistiiriilir. Birinci asamada glukoz, ortak ara iiriin olan glukoz-6-fosfat gevrilir ve

ikinci asamada ise glukoz-6-fosfat, son {irlin piriivata ¢evrilir (Maris vd. 2006).

Bu metabolik yolakta son iiriin kullanilan mikroorganizmaya gore degisiklik gosterir.
Biyoetanol tiretiminde kullanilan iki maya Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces
marxianus bu yolu kullanir. Son iriin olarak etanol ve CO, olusturarak alkol

fermantasyonu yaparlar (Azhar vd. 2016).
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Bes karbonlu sekerlerden (ksiloz gibi) biyoetanol iiretimi ise pentoz fosfat yolu (PPP)
kullanilarak gerceklestirilir. Pichia stipitis, gibi yalnizca bes karbonlu sekerleri

kullanabilen mayalarda bu yolak kullanilir (Rastogi ve Shrivastava 2017).

2.4.4 Tiirkiye’de ve Diinyada biyoetanol iiretimi ve kullanim

Diinya biyoetanol iiretimi 2019' da 115 milyar L'ye ulagsmig (IEA 2020), bu da kiiresel
benzin talebinin yaklasik %7,7 'si olarak belirlenmistir (OECD 2019). 2019 yilinda
diinya genelinde biyoetanoliin % 84'linii ABD ve Brezilya iiretmis, bunu Avrupa Birligi
(%5), Cin (%3), Kanada (%2) ve Hindistan (%2) izlemistir (RFA 2020). COVID-19
pandemisinden once, kiiresel biyoetanol iiretiminin 2024 yilina kadar 130 milyar L'ye
¢ikmasi bekleniyordu (IEA 2019). Pandemi nedeniyle biyoyakitlar (biyoetanol ve
biyodizel) i¢in 2020'de %13 'liik bir daralma ger¢eklesmesi beklenirken (IEA 2020),

pandemi azaldiginda yeniden artmasi beklenir.

Etanol, benzine kiyasla daha diisitk maliyetli ve daha az kirletici bir yakittir. Etanoliin
benzinle %20 oraninda harmanlanmasi harmanlanmasi tilke ekonomisine yilda 4 milyar

dolara kadar katki1 saglayabilir (Sarwal vd. 2021).

Ulkemizin fosil yakitlar bakimindan disa bagimlihg da diisiiniildiigiinde, enerji
depolamayla saglanacak enerji tasarrufunun tilke ekonomisine de ciddi katkilar
saglayacag1 asikardir. Enerji depolama konusundaki ¢alismalar yalnizca {ilkemiz gibi
enerji ihtiyacinda disa bagiml iilkelerde degil, ¢cok sayida gelismis iilkelerde de ragbet
gormektedir (Sar1 2011).

Tiirkiye, biyokiitle liretimi bakimindan elverigli giines, tarimsal alanin kullanilabilirligi,
su kaynaklar1 ve iklim kosullarina sahip olup biyokiitle enerjisi i¢in bol miktarda

kaynak sunabilecek yapidadir (Illeez 2020).

Fosil yakitlarin tiikenecek olmasi ve bu yakitlarin ¢evreye verdigi zarar biyokiitle

kaynakli yenilenebilir yakitlar lizerine yapilan arastirmalarin artmasina ve fosil yakitlara
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alternatif, cevreci enerji kaynaklarmin gelistirilmesine neden olmustur. Bu sebeplerden

otiirli yenilenebilir enerji kaynaklari hakkindaki arastirmalar giderek artmustir.
2.5 Lignoseliilozun Parcalanmasinda Uygulanan On-islemler

Lignoseliilozik hammaddelerin 6n isleme tabi tutulmasi 6nemli bir adimdir ve biyokiitle
kalintilarinin yapisin1 degistirmek ve enzimatik hidroliz sirasinda enzimlere kolay
erisim i¢in lignoseliilozik fraksiyonlar1 agiga ¢ikarmak ve indirgeyici sekerlerin oranini
ve verimini arttirmak igin gereklidir (Alvira vd. 2010). Lignoseliilozik biyokiitle ii¢ ana
bilesenden olusur: seliiloz (% 40-60), hemiseliiloz (%20-40) ve lignin (%10-25) (Su vd.
2020). Lignoseliilozik hammaddelerin bilesim ve nem agisindan heterojenligi nedeniyle,
tek tip doniistirme yoOntemlerini ve genel olarak optimal kosullar1 belirlemek
zordur. Uygulamada, biyokiitleyi biyoetanole doniistiirmek i¢in ¢esitli farkli dontisiim

yollari ve yiikseltme yollart uygulanmistir (Gaurav vd. 2017).

;I‘D . On-islem / Il I
1 — 1y

0 ||

Sekil 2.7 Lignoseliilozun 6n-islemler sonucu par¢alanmasi (Koupai vd. 2020)

Hemiseliloz

On islem (6n hidroliz olarak da adlandirilir), hammaddenin enzimatik sindirilebilirligini
arttirir. On islem, hiicre duvari yapisini bozar, seliiloz ve hemiseliilozun (ksilan) 6n
hidrolizi yoluyla bazi lignin ve ¢oziiniir sekerleri (glukoz, arabinoz, ksiloz, galaktoz ve

mannoz) serbest birakir (Morales vd. 2021).
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On hidroliz maddesi olarak kullanilan siilfiirik asit ile seyreltik asit &n islemi (Conde-
Mejia vd. 2012), buhar patlamasi gibi diger 6n aritma yontemlerine kiyasla hemiseliiloz
bozunma-g6ziinme oranini arttirir ve reaksiyonu daha kisa zamanda gergeklestirir

(Conde-Mejia vd. 2012).

Lignoseliilozik biyokiitle 6n aritma yontemleri genel olarak biyolojik olmayan ve
biyolojik olmak tizere iki grupta incelenir. Biyolojik olmayan 6n aritma yontemlerinde
herhangi bir mikroorganizma kullanilmaz ve kabaca fiziksel, kimyasal ve fiziko-

kimyasal yontemler olmak tizere farkli kategorilere ayrilir (Kumar ve Sharma 2017).

2.5.1 Fiziksel on islem yontemleri

Fiziksel On islemin amaglari, kurutma, ufalama, Ogiitme, kirma, yuvarlama ve
parcalama yoluyla biyokiitlenin boyutunu, su miktarini ve kristalligini azaltmaktir (Zhu

vd. 2010, West vd. 2019).

Lignoseliilozik biyokiitle 6n islemi i¢in kullanilan en yaygin 6giitme teknikleri, iki
silindirli 6giitme, ¢ubuk Oglitme, bilyali 6giitme, 1slak diskli 6glitme, ¢ekicli 6giitme,
santrifiijlii 6glitme ve kolloid 6giitmedir (Sitotaw vd. 2021).

Bu 6giitme cihazlarinin se¢imi yapilirken, biyokiitlenin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri,
nem igerigi, partikiil boyutu gibi faktérler géz Oniine alinmalidir (Zhu vd. 2020).
Yiiksek enerji tiiketimi bu yontemi ekonomik olarak verimsiz kilar (Rastogi ve

Shravastava 2017).

Mikrodalga 1s1masi, kolay calistirma, diisiik enerji gereksinimi, kisa siirede yliksek
1sitma kapasitesi, minimum inhibitor iretimi gibi avantajlara sahiptir. Ayrica, daha
etkili par¢alanma igin hafif alkali reaktiflerin eklenmesi tercih edilir (Kumar ve Sharma
2017). Mikrodalga on islemi hizlidir ¢linkii sicaklikla birlikte dondiirme islemi
reaksiyon siiresini kisaltir. Bu yontem, yilizey alanini genisletmek ve hidroliz verimini

arttirmak i¢in kullanilir (Yan vd. 2021).
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Ultrasonikasyon, lignoseliilozik biyokiitlenin 6n islemi i¢in daha az kullanilan bir
yontemdir. Bununla birlikte, laboratuardaki ¢aligmalar, sonikasyonun uygun bir &n
islem secenegi olabilece8ini  gostermistir. Ultrason  dalgalari, lignoseliilozik
biyokiitlenin yapisini bozan fiziksel ve kimyasal etkiler meydana getirdiginden seliiloz
ve hemiseliiloz fraksiyonlarini pargalayan kiiciik kavitasyon kabarciklarinin olusmasina
yol agar, boylece daha basit indirgeyici sekerlere etkili bir sekilde par¢alanmak igin

seliiloz bozundurucu enzimlere erisilebilirligi arttirir (Kumar ve Sharma 2017).

Buhar ile 6n islem yonteminde lignoselillozik hammaddeye yiiksek sicaklik
(240 °C'ye kadar sicakliklar) ve basing ile belirli bir siire buhar uygulanir. Daha sonra
biyokiitle hemen sogutulur. Buhar 6n aritmasinin/buhar patlamasinin amaci, seliilozu
enzimatik hidroliz i¢in daha erisilebilir hale getirmek ve inhibitorlerin olusumunu
onlemek i¢in hemiseliilozu ¢oziindiirmektir (Yan vd. 2021). Yontem siklikla amonyak
ile beraber kullanilir ve amonyakli buhar patlamasi (AFEX) olarak adlandirilir. Bu
yontem, lignoseliilozik materyalin  yaklasik 0.7-2.7 MPa basing altinda yiiksek
sicakliklarda sivi amonyak ile parcalanmasi esasina dayanir. Bu yontemde kullanilan
amonyak , biyokiitle yapisinin gigsmesine, ylizey alanmnin artmasina, hemiselillozun
parcalanmasina ve lignin yapisinin degrede olneden olur (Jedrzejezyk vd.
2019). Hemiseliiloz ve ligninin kismi bozunmasi, asit ilavesi i¢in ekstra ekipman

gereksinimi, yiiksek fiyat bu sistemin dezavantajlaridir (Rastogi ve Shravastava 2017).

Lignoseliillozik hammaddenin 6n aritimi i¢in ¢evresel olarak temiz teknolojiler goz
Oniline alindiginda, siiperkritik akiskanlarin bitkisel kaynaklarin lignoseliilozik yapisini
kirmak i¢in 1yi bir 6n islem yontemi oldugu bildirilmistir. Bir stiper kritik akiskan, kritik
sicaklik ve basing kosullarinin tizerinde bir maddedir. Karbondioksit, diisiik toksisitesi,
diisiik maliyeti ve kritik kosullarda (31.1 °C ve 7.36 MPa) dayanikliligi nedeniyle en
cok kullanilir. 35°C'de basin¢li karbon dioksit ile reaktorde bekletilen ve ardindan hizl
basingsizlastirma uygulanan seliilozik malzemeler, seliilozik yapinin bozulmasina neden
olmustur (Zheng vd. 1998). Kullanilan 6n-islem substratin yiizey alanimi arttirmis ve
enzimatik  hidrolizi  kolaylastirmis ve selillozik materyalin  pargalanmasin
hizlandirmigtir.  Bunun  yamisira glukoz — verimini  %50'ye  kadar arttirdigi

bildirilmistir. Bu alternatif yontem, diisiik sicaklikta calistinlldigi ve sekerlerin
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bozulmasina neden olmadig1 i¢in amonyak ve buhar patlamasina gore daha avantajli ve
daha ucuz olabilir (Putrino vd. 2020). Sayilan o6zelliklerinin yaninda CO; patlamasi
genellikle enerji gereksinimi yliksek bir metotdur ve ekipmanlar1 pahalidir bu nedenle

endiistriyel liretimde fazla tercih edilmez (Agbor vd. 2011).

2.5.2 Kimyasal 6n-islem yontemleri

Kimyasal 6n islemler kimyasal maddeler kullanilarak lignoseliilozik hammaddenin
par¢alanmasini saglayan yontemler biitlinlidiir. Bu islem tek basma etkili oldugu gibi

fiziksel ve biyolojik 6n islem yontemleriyle birlikte de uygulanabilmektedir.

Alkali 6n islem yontemi sodyum, potasyum, kalsiyum ve amonyum hidroksitler gibi
alkalilerle muamele, ester ve glukozidik yan zincirleri bozarak lignin yapisinda
degisiklige, seliilloz sismesine ve bunun kismen kristallesmesine ve hemiseliilozlarin
kismen c¢oziinmesine neden olur. Tim ligninlerin etkin sekilde uzaklastirilmasi,
hemiseliiloz pargalayici enzimin artan erisilebilirligi, Selillozun polimerizasyon ve
kristallik derecesinde azalma gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Endiistriyel 6l¢ek igin
verimli olmayis1 ve islem maliyetlerinin yiiksekligi dezavantaj olusturur (Rastogi ve

Shrivastava 2017).

Lignoseliilozlarin asitlerle 6n muamelesi, hemiseliilozlar1 ¢éziindiirmenin ve seliilozu
daha kullanilabilir hale getirmenin en etkili yontemlerinden biridir. Asit muamelesi
sirasindaki ana reaksiyonlar, hemiselillozun pargalanmasi ve ¢oziinmiis ligninin

aynistirtlmasidir (Jedrzejczyk vd. 2019).

Asit katalizli 6n islemler, konsantre asitlerle veya seyreltilmis asitlerle yapilan islemler

olarak ikiye ayrilir.

Etanol tiretiminde konsantre asitlerle 6n-islem, daha yiiksek inhibitér salinimina sebep
oldugundan yaygin olarak kullanilmaz. Ayrica konsantre asit on islemleri

kullanildiginda ekipman korozyon  sorunlari ve  asit geri kazanimi  Onemli
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dezavantajlardir. Bu nedenle, seyreltilmis asit 6n muamelesi, endiistriyel uygulamalar
icin konsantre asit on muamelesinden daha uygun bir yontem olarak goriinmektedir ve
cok cesitli lignoseliilozik hammaddelerin 6n muamelesi i¢in kapsamli bir sekilde
calisilmistir (Pejo vd. 2011).

Siilfiirik asit ile seyreltik asidik on-islemi lignoseliilozik materyallerin 6n isleminde
endiistriyel 6l¢ekte basariyla kullanilmaktadir. Seyreltik asit 6n-igleminde ¢ogunlukla %
4 (w/v) ve altinda siilfiirik asit konsantrasyonuyla beraber yiiksek 1s1 (120-125°C)
kullanilir. Bu yontem oldukca etkili ve maaliyeti az oldugundan sikca tercih edilir.

Ticari 6lgekte biyoetanol iiretiminde halen kullanilmaktadir (Kumar 2010).

Asit 6n islemlerinin ana dezavantajlari, reaksiyonlarin asindirict ortami ve daha ileri
islemlerde inhibitorlerin hidroksimetilofurfural (HMF), furfural ve asetik asit olasi

olusumudur (Jonsson ve Martin, 2016 ).

Bir diger kimyasal on-islem olan o0zonolizis, lignoselillozik hammaddede lignin
miktarini azaltmayr ve hemiseliillozu kismen pargalamayr amaglar. Ozon, yiiksek
delignifikasyon etkinligi gosteren giiglii bir molekiildiir. Bu yontem genellikle oda
sicakliginda ve normal basingta gergeklestirilir ve sonraki hidroliz fermantasyonu
etkileyebilecek inhibitor bilesiklerin olusumuna yol agmaz. Bununla birlikte, bu islemin
dezavantaji, siireci ekonomik yonden maliyetli hale getiren biiyiik miktarlarda ozon

ihtiyacidir (Refaat 2012).

Kimyasal 6n islemlerden biri de hidrojen peroksit (H,O;) varliginda peroksidaz
enzimleri ile yapilabilir. Cesitli hidrojen peroksit konsantrasyonlariin kimyasal bilesim
tizerindeki etkisi aragtirllmistir. %8' lik bir hidrojen peroksit konsantrasyonuyla yapilan
on-islem, lignini etkili bir sekilde uzaklastirmis ve seliilozun yapisal olarak bozunmasini
saglamistir. Bu yontem pahali ve yiiksek inhibitor diisiik glukoz olusumuna sebep

oldugundan ticari 6l¢ekli tiretimde tercih edilmez (Shimizu vd. 2018).
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Gilinimiizde organosolvent oOn islem yontemi de kullanilmaktadir. Organosolv,
hemiseliillozu ¢oziindiirmek ve lignini ¢ikarmak icin gesitli organik veya sulu organik
solvent karisimlarim1  kullanan bir biyokiitle 6n islem yontemidir. Metanol,
etanol, aseton, etilen glikol, trietilen glikol ve tetrahidrofurfuril alkol gibi organik
coziicliler proseste en yaygin olarak kullanilirken, oksalik, salisilik ve asetilsalisilik
asitler gibi organik asitler organosolvasyon prosesinin katalizorleridir. Organosolv 6n
isleminin avantajlari: yiiksek verim, kolay solvent geri kazanimi ve geri doniisiim
olasilig1 ve biyokiitle fraksiyonlarinin nispeten yiiksek safligi ve bunlarin ayrilma
olasiligmin  olmasidir. Ek  olarak, islem bir ilk mekanik 6n islem
gerektirmez. Dezavantajlari ise ¢oziiciilerin yiiksek maliyetleri ve geri kazanimi, ayni
zamanda ugucu c¢oziiciilerin  kullanimi nedeniyle kullanilan ekipmanin 6zel
gereksinimleriyle ilgili bir islemin maliyetleri olarak siralanabilir (Jedrzejczyk vd.

2019).

Lignoseliilozik biyokiitlenin 6n-muamelesi i¢in ¢oziiciiler olarak iyonik sivilarin (IL)
kullanimi, son on yilda ¢ok dikkat ¢ekmistir. Polisakkaritlerdeki genis hidrojen bagi
agmi pargalayabilir ve ¢oziinmesini tegvik edebilirler. IL'ler, genellikle oda sicakliginda,
nispeten diisiik sicakliklarda sivi olarak bulunan, tipik olarak biiyiik organik katyonlar
ve kiigiik inorganik anyonlardan olusan tuzlardir. IL'lerin dikkate deger o6zellikleri,
termal ve kimyasal kararliliklari, yanmazliklari, genis sivi sicaklik araligi ve gesitli
malzeme tiirleri igin iyi ¢oziinme Ozellikleridir. Coziicii 6zellikleri, katyonun anyon ve
alkil bilesenlerinin ayarlanmasiyla degistirilebilir. Toksik veya patlayict gazlar

olusmadigindan IL'lere “yesil” solventler denir.

IL'lerin biiylik Olgekli uygulamasi ig¢in, IL'ler i¢in enerji verimli geri doniisiim
yontemlerinin ayrintili olarak gelistirilmesi bir 6n kosuldur ve IL'lerin biyokiitle 6n
islemi icin gercek bir segenek olarak kabul edilebilmesi i¢in enzimler ve fermentatif
mikroorganizmalar tizerindeki toksisite de arastirilmalidir. Bu mevcut sinirlamalara
ragmen, karbonhidratlardan IL'lerin potansiyel sentezi olarak ileri arastirmalar,
maliyetlerini dligiirmede rol oynayabilir. IL'lerin 6n aritmasinin  gelistirilmesi,
gelecekteki lignoseliiloz biyorafineri siiregleri i¢in biiyiikk bir potansiyel sunabilir (Pejo
vd. 2011).
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2.5.3 Biyolojik 6n-islem yontemleri

Biyolojik oOn-islemler lignoselillozun par¢alanmasinda yalmiz kullanilabilecegi gibi
fizikokimyasal, kimyasal, ve fiziksel, 6n islem yontemleriyle harmanlanarak da
kullanilabilirler. Biyolojik 6n-islem lignoseliilozik yapida bulunan, lignin, hemiseliiloz

ve seliilozu pargalayan yontemler olarak 3 farkli kategoride incelenebilir.

Biyolojik 6n islem, lignini parcalamak i¢in temel olarak baz1 bakteri ve
mikroorganizmalart kullanir. Siiregte lignini par¢alayan enzimler iiretebilir. Bu nedenle,
bu yontem ligninin parcalanmasinda etkilidir. Lignini parcalamak i¢in siklikla
kullanilan mantarlar, beyaz ve kahverengi ciiriik¢iil mantarlardir. Bunlar arasinda beyaz

ciiriik¢til mantarlar lignin iizerinde en ¢ok bozunma meydana getiren gruptur.

Yaklasim, diisiik enerji tiiketimi ve kirliligin olmamas1 gibi avantajlara
sahiptir. Bununla birlikte, uzun proses siiresi ve beyaz c¢iiriiklik mantari, biiylime
sirecinde selilozun ve hemiselilozun bir kismint  kullanmasi  yOntemin
dezavantajlaridir. EK olarak, lignini bozunduran mikroorganizmalarin tiirleri daha azdir
, yiksek bozunma kosullar1 gerektirir ve ligninolitik enzimlerin aktivitesi diistiktiir.
Tim bu nedenler biiyiikk olgekli endiistriyel uygulamalarda kullanim zorluguna yol
acar. Bugday samaninin yiikksek lignin parcalayict ve diisiik seliilloz parcalayici
mantarlart ile biyolojik 6n islemi i¢in kullanilan asit miktarin1 azaltirken , fermente
edilebilir sekerlerin salinnminda bir artis ve fermantasyon inhibitdrlerinin

konsantrasyonunun da azaldigini1 gostermistir (Chen vd. 2017).

Seliilazlar ve hemiseliilaz (esas olarak ksilanaz), seliiloz ve hemiseliilozun (ksilan)
hidrolizini katalize eden karbo-hidrolazlardir. Seliilaz, seliilozu hidrolize eden ve
glukozu serbest birakan ekzoseliilaz, endoseliilaz ve B-glukosidaz i¢in ortak bir isimdir

(Zhao vd. 2019).

Lignoseliillozik  biyokiitlede bulunan diger bir ana bilesen, ksilan iceren

hemiseliilozlardir. Bunlar bir pentoz sekeri olan ksilozdan yapilmis polisakkaritlerdir.
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Ksilanin hidrolizi, ksilanaz enzimleri tarafindan gergeklestirilir. Aspergillus niger,
Trichoderma reesei, Bacillus ve Humicola insolens ticari ksilanazlarin endiistriyel

kaynaklarindan bazilaridir ve optimum sicakliklar1 40 ila 60 °C arasindadir (Binod vd.
2011).

Biyolojik on islemler ¢evre agisindan giivenlidir ve diisiik enerjili islemlere
sahiptir. Bununla birlikte, diisiik verim ve bol hidroliz nedeniyle, biyolojik aritmalarin
genetigi degistirilmis mikroorganizmalar ve kontrollii kosullar ile daha verimli prosesler
gelistirmesi  gerekmektedir. Biyolojik 6n islem, yiiksek sakkarifikasyon orani
(verimliligi) ile etkili ¢evre dostudur. Ancak reaksiyon siiresinin uzun olmasi bu
yontemin temel eksikligidir. Mikroorganizma aktivitesinin biyolojik 6n islem

verimliliginin iyilestirilmesi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyact vardir (Khan vd. 2021).

2.6 Fermentasyon Stratejileri

Biyoetanol iiretiminde gesitli fermentasyon uygulamalart mevcuttur. Bunlarin en sik
kullanilanlar1 SHF (ayrilmis hidroliz ve fermentasyon), SSF (eszamanli sakkarifikasyon

ve fermentasyon) ve SSCF (eszamanli sakkarifikasyon ve birlikte fermentasyon)’dur.

SHF (Ayrilmis Hidroliz ve Fermentasyon), fermente edilebilir sekerleri etanole
dontistiiren fermentatif mikroorganizma ile fermentasyon islemi ile besiyerinin siirekli
olarak monosakkaritlere indirgenmesi i¢in hidrolizin ayrilmasina dayanan bir
fermantasyon islemidir. Bu islemin avantajlar1 diisiik maliyetli olmasi, kisa zamanda
gerceklesmesi ve kompleks ekipmanlara ihtiya¢ duyulmamasidir. SHF, bagimsiz olarak
optimum sicaklikta etanol iretebilir, ancak hidroliz sirasinda glukoz ve selobiyoz
birikimi, son iiriin inhibisyonunun olusmasima ve ayrica Onlenemez kontaminasyon
olasiliginin yiiksek olmasina neden olan engelleyici etkilere sahiptir. Ayrica, hidroliz
sirasinda glukoz tarafindan seliiloz ve B-glukozidaz enziminin inhibisyonu, verim elde
etmek icin daha diisiik biyokiitle konsantrasyonlarinda kullanimma ve daha yliksek
enzim miktar1 gereksinimine yol agmustir. Hidroliz islemi sirasinda istenmeyen yan

tiriinlerin olusumunu 6nlemek icin ek notrlestirme ve saflastirma adimlar1 yapilmalidir.
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Bu nedenle SHF'nin dezavantaji eszamanli sekerleme ve fermantasyon (SSF) siirecinin

gelismesine neden olur (Phwan vd. 2018).

SHF'nin aksine, SSF (Es-zamanli Sakkarifikasyon ve Fermentasyon), tek bir reaktorde
tek adimda hem hidroliz hem de fermantasyonu aynmi anda yiiriitiilmesine
dayanir. Hammaddeler, enzim ve maya, fermente olabilen sekerleri hizli bir sekilde
ortaya ¢ikarmak ve bunlar1 biyoetanole doniistiirmek i¢in diizenli bir sekilde birlikte
eklenmistir. Bu islem, seyreltik asit veya yiiksek sicaklikta su Onislemi ile
birlestirildiginde etkili oldugu gosterilmistir. SSF'de karbonhidrat
polimerleri, seliilazlar ve  ksilanazlar tarafindan ~ fermente  edilebilir  sekerlere
doniistiirilir. SSF prosesi, benzer pH, sicaklik ve optimum substrat konsantrasyonu ile
uyumlu bir kosul gerektirir . Bir¢ok calisma, maliyeti diisiirme (sadece az miktarda
enzim gerektiren), islem siiresi, daha az kontaminasyon, diisiik inhibitor etkileri ve
yiikksek etanol iiretim hizi nedeniyle SSF'nin SHF'den daha fazla tercih edildigini
belirtmistir (Azhar vd. 2016).

SSCF (Eszamanli Sakkarifikasyon ve Birlikte Fermentasyon), hidroliz ve
fermentasyonun ayni anda tek bir reaktérde gerceklestigi hemiseliiloz sekerler (pentoz)
ve seliiloz sekerler (heksoz) i¢in islemleri igeren prosestir. Bu islem, hidrolizden sonra
Cs sekerlerinin (pentozlar) ortamda onemli 6l¢iide bulundugunda onerilmistir. SSCF,
glukoz ve pentozlart ayni reaktérde fermente edebilirken, SSF'nin fermantasyonu
pentozlardan ayrilir, ancak her iki islem de kisa bir genel enzimatik hidroliz islemine,

diisiik maliyete ve SHF'den daha yiiksek etanol verimine sahiptir (Phwan vd. 2018).

2.7 Biyoaktif Bilesikler

Ilag, gida ve beslenmenin bazi alanlarmin birbiriyle ortiisen birgok ilgi alanmna sahip
oldugu iyi bilinmektedir. Biyoaktif bilesikler, 6nemli fonksiyonel gidalar, nutrasotik ve
gida katki maddelerinin formiilasyonundaki bilesenler olarak adlandirilirlar (Joana Gil-
Chavez vd. 2013).
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Spesifik olarak, meyveler, sebze atiklar1 ve bunlarla iligkili yan {iriinler, birgok biyoaktif
ve terapdtik bilesik acgisindan zengin olan en bol kaynaklar arasindadir. Bu atiklarin
kabuklar ve tohumlar gibi bazi bilesenlerinin, antioksidan aktivite sergiledigi ve belirli
kanser tiirlerini gelistirme riskini azalttig1 gosterilen polifenoller, flavonoidler ve
karotenoidler dahil olmak iizere gesitli bitkisel kimyasallar igerdigi bildirilmistir (Day
vd. 2009). Bu atik yan iiriinlerden ¢ikarilan biyoaktif fitokimyasallar, 6nemli miktarda

antioksidan aktivite sergiledigi gosterilmistir.

Bu geri kazanilan bilesikler, fonksiyonel gidalardaki ana bilesenler olarak daha fazla
kullanilabilir veya lipid peroksidasyonunu onleyerek ve oksidasyon hasarindan
koruyarak raf omiirlerini uzatmak i¢in gida katki maddeleri olarak hizmet edebilecegi

belirlenmistir (Kalogeropoulos vd. 2012).

Cizelge 2.4 Baz1 Gida Atiklarinda Biyoaktif Kimyasallar (Kassim vd. 2020)

Baz1 Gida Atiklarinda Bulunan Biyoaktif Fitokimyasallar

Hammadde Atik Ana Fitokimyasallar

Domates Kabuk ve Cekirdek Steroller, karotenler,
terpenler, Polifenoller ve
likopen

Uziim Kabuk ve Cekirdek Polifenoller, polimerik
antosiyaninler

Narenciye Kabuk Fenoller, flavonoidler,

antosiyaninler

Mango Cekirdek ve tohumlar Polifenoller,
antosiyaninler,
karetenoidler

Kahve Islenmis Atiklar Polifenoller, taninler,
gallik asit

Avokado Kabuk Polifenoller

Elma Posa Polifenoller

Limon Kabuk Fenol, eriocitrin

Patlican Kabuk Polifenoller, antosiyanin

Cay Islenmis Atiklar Taninler, kafein, matein,

gallik asit

Antioksidanlar (6rnegin, flavonoidler, fenolik asitler, tanenler, C vitamini, E vitamini),

anti-inflamatuar ve anti-kanserojen etkiler gibi c¢esitli biyolojik &zelliklere sahiptir,

31



koroner hastaliklarin insidansini azaltir ve bagirsaklarin korunmasina katkida bulunur
Antioksidan aktiviteye sahip ana bilesik siniflart sunlardir: vitaminler (C vitamini ve E
vitamini), karotenoidler (karotenler ve ksantofiller) ve polifenoller (flavonoidler, fenolik

asitler, lignanlar ve stilbenler).

Flavonoidler, yiiksek antioksidan etkiye sahip olduklarindan antibakteriyel, antiviral,
antikanserojenik 6zellik gosterirler (Oroian ve Escriche 2015).

Karotenoidlerin kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar dahil olmak iizere ¢esitli saglik
bozukluklarina kars1 korunmada etkin oldugu gosterilmistir . Portakal, maydanoz , nane,

kereviz ve kignis gibi sebzelerde bol miktarda bulunur (Jomova ve Valko 2013).

Son zamanlarda, hastaliklarin tedavisinde potansiyel saglik yararlart nedeniyle
flavonoidler gibi biyoaktif bilesiklerin kullanim1 bir diger segenek olarak
gosterilmistir. Bu maddeler sebze ve meyvelerde bulunabilir ve ayrica tarimsal gida
atiklart gibi ikincil hammaddelerden de geri kazanilabilir (Montenegro vd. 2021).
Polifenollerin, 6zellikle flavonoidlerin, koronaviriis giris ve replikasyon asamalarinin
cesitli agamalarinda tatmin edici bir sekilde rol aldigi vurgulanmaktadir (Russo vd.
2020).

Polifenoller ; fenolik asitler, flavonoidler, stilbenler ve lignanlar olmak {izere 4 grupta
incelenir. Flavonoidler ise bu gruplar igerisinde en genis Ve en c¢ok c¢alisilan gruptur.
(Saurina ve Sentellas 2015).

Flavonoidler dogada bol miktarda bulunur ve birkag alt sinifa ayrilabilir, bunlar:

flavanoller, antosiyanidinler ve izoflavonlardir (Hideg vd. 2014).

2.7.1 Antosiyaninler

Antosiyaninler meyvelerde, ¢igeklerde, bitkilerde vb. bulunan kirmizi, mor veya mavi

pigmentlerdir (Oroian ve Escriche 2015).
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Antosiyanin molekiilleri oldukca kararsizdir ve sicaklik, pH, 1sik, oksijen, ¢oziiciiler,

metalik iyonlar ve enzimler tarafindan kolayca pargalanir (Reque vd. 2014).

Antosiyaninler insanlar tlizerinde faydali etkiler g0sterir ; antioksidan ve
antikanserojenik aktivite sergilerler (Hui vd. 2010). Bitkilerde bulunan fenolikler
arasinda antosiyaninler ¢ok amagli bilesikler olarak kabul edilmistir. Meyve, sebze ve
ciceklerde bol miktarda bulunurlar ve esas olarak kirmizi, mor ve mavi renkleri
olustururlar ve ayrica bitki bazli gidalara saghga yararli rol oynadigi
gosterilmistir. Antosiyaninlerin inflamasyon, diyabet, obezite vb. dahil olmak iizere
farklt kronik hastaliklar1 tedavi ettigi bildirilmistir. Toksik olmayan ve biyolojik
sistemlere oldukca uyumlu olan antosiyaninler , gida endiistrilerinde artan bir talep

gormektedir (Farooq vd. 2020).

Antosiyaninlerin 4 hafta siireyle uygulanmasinin miyop, diyabet ve obezite

semptomlarini azalttig1 kanitlanmistir (Tsuda 2012).

Mevcut arastirma odagi, daha yiiksek antosiyanin degerlerinin elde edilebilecegi yeni
gida,  bitki  kaynaklart1 ve  yeni  ekstraksiyon  teknikleri = bulmaya
yoneliktir. Antosiyaninlerin  verimli  bir sekilde ekstrakte edilebilecegi yeni

kaynaklardan biri de patlican kabuklaridir (Dranka ve Oroian 2016).

Antosiyaninler iyonik molekiiler yapilari1 nedeniyle baskin pH'a gore renk ve yapilarini
degistirirler. pH 1'de flavilyum katyonu olarak bulunurlar ve  kirmizi mor renk

gozlemlenir. pH 4.5’ te (karbinol), renksiz formda bulunurlar (Koop vd. 2022 ).

2.7.2 Antosiyaninlerin Ekstraksiyon Yontemleri

Antosiyaninlerin polar molekiillerdir bu nedenle metanol, su ve alkol gibi polar
¢oziiciilerin kullanim1 ekstraksiyon islemini kolaylastirir. Antosiyanin ekstraksiyonunda
en verimli yontem %60-80 konsantrasyonda polar ¢oziiciilerin kullanilmasi1 olarak

belirlenmistir ( Farooq vd. 2020 ).
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2.7.2.1 Ultrason destekli ekstraksiyon (BAE)

Antosiyanin ekstraksiyonunda ; Ultrason Destekli Ekstraksiyon (BAE), mikrodalga
destekli ekstraksiyon ve geleneksel kati-sivi ekstraksiyon gibi bir¢cok farkli yontem
mevcuttur ( Vega vd. 2017 ).

BAE, daha diisiik calisma sicakliklari, daha diisiik maliyetli olmasi, daha hizl
ekstraksiyon, az miktarda ¢oziicii gerektirmesi ve verimliligini arttirmasi nedeniyle en
stk kullanmilan yontemlerden biridir. Ayrica, ¢alismalar BAE'nin antosiyanin

ekstraksiyon verimini arttirdigini da gostermistir ( Hu vd. 2019).

Ultrason  Destekli ~ Ekstraksiyon ~ (BAE), ultrasonlarin  uygulanmasindan
kaynaklanan kavitasyon olgusunun neden oldugu mekanik etkiden yararlanan bir
tekniktir (Liu vd. 2021).

Bu yontem, numuneden c¢oziiciiye Kkiitle transferini kolaylastirir ve dolayisiyla
bilesiklerin diisiik sicaklikta ve daha kisa ekstraksiyon siirelerinde ekstraksiyonunu
arttirir, bdylece antosiyaninlerin bozulmasini 6nler (Chen vd. 2021). Ayrica BAE,
herhangi bir karmagik bakim veya uzmanlik gerektirmedigi i¢in uygulanmasi kolay bir
yontemdir. Ayrica diger geleneksel tekniklerden daha az ¢oziicii kullanir, bu da onu
daha az maliyetli hale getirmistir (Sherine ve Farag 2021). Ayrica, bu teknikle elde
edilen verimler, diger geleneksel ekstraksiyon yontemleriyle elde edilenlerden oldukca
yiiksektir ve ekstraktlarda elde edilen bilesik miktarini iki katina bile ¢ikarabilir (Majid
ve Silva 2021).

2.7.2.2 Geleneksel kati-s1vi ekstraksiyonu

Geleneksel kati-s1v1 ekstraksiyonunda, soxhlet ekstraksiyon teknigi, dogal kaynaklardan
antosiyaninler de dahil olmak iizere antioksidan bilesikleri ¢ikarmak i¢in yaygin olarak
kullanmigtir. Bu yontemde numune bir yiiksiik i¢ine yerlestirilir ve i¢inde ¢6ziinen

maddenin sisede kaldig1 ve ¢Oziiciiniin hareket etmeye devam ettigi uygun organik
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¢oziicii iceren soxhlet aparatina yerlestirilir. Yiiksek geri kazanimi elde etmek i¢in, ayn
¢oziinen, ekstraksiyon tamamlanana kadar yeni ¢oziicii ile sisede kalir. Geleneksel
ekstraksiyon zaman alict bir islemdir ve ¢ok miktarda solvent gerektirir bu iki durum
yontemin dezavantajlarini olusturur ve antosiyanin ekstraksiyonunda yeni tekniklerin

bulunmasini gerektirir (Celli ve Brooks 2017).

2.7.2.3 Mikrodalga destekli ekstraksiyon

Mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE), mikrodalgalarin enerjisini kullanarak
molekiiler hareketi etkiler ve sivilarda kalic1 dipol olusmasina neden olarak ¢6ziicii ve
numunenin hizli 1sinmasina neden olur. Bu yontem, ekstraksiyon siiresini ve solvent
tilketimini azaltirken verimliligi artirirmistir. Bunun yanisira sicakligi da arttirdigi icin
ekstraksiyon siiresi uzadikga antosiyaninlerin  bozunmasina sebep olabilir (Buldini

2002).

2.8 Biyorafineri Teknolojilerinde Kullamlan Mikroorganizmalar

Biyoetanol iiretiminde verimi arttirmak i¢in kullanilacak olan mikroorganizmanin bazi
ozelliklere sahip olmasi istenir. Bunlar fermentasyon aninda hizli gogalabilme, iiretilen
yiiksek etanol konsantrasyonlarina dayanikli olma, mevcut substratt kullanabilme,
iiretilen inhibitorlere karsi tolerans gosterebilme, stres olusturabilecek etkenlere karsi
direngli olma ve yiiksek fermentasyon hiziyla maksimum etanol verimi gibi

ozelliklerdir (Sathendra vd. 2022).

2.8.1 Saccharomyces cerevisiae

Etanol tretiminde diger mikroorganizma tiirleri ile karsilastirildiginda mayalar,
ozellikle S. cerevisiae , yiiksek etanol verimliligi, yiiksek etanol toleransi ve diisiik
maliyeti nedeniyle etanol iretiminde yaygin olarak kullanilir. Ancak S. cerevisiae,
kullanimmin en biiyiik dezavantaji ksilozu fermente edememesidir. Bu nedenle,

pentozlarin fermantasyonu hakkindaki bilgiler hala olduk¢a sinirlidir.
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Ancak, seker kamisi ve bazi diger tahillardan biyoetanol iiretimi i¢in endiistriyel
tesislerde en yaygin olarak kullanilan mikroorganizma S. cerevisiae oldugundan,
yapilan ¢aligsmalarin biiyiik ¢cogunlugu bu mikroorganizma kullanilarak yiiriitilmekte ve
pentozlar1 fermente edebilmesi i¢in genetik diizenleme c¢aligmalar1 yapilmaktadir

(Komesu vd. 2020).

S. cerevisiae , genetik olarak Cg sekerlerini (6rn., glukoz) glikolitik yol araciligiyla ii¢
karbonlu ara maddeye (piruvat) katabolize etme yetenegine sahip oldugundan ve bunu
biyodoniisiimle karbon dioksit (CO;) ve NAD® (nikotinamid adenin diniikleotit)
kullanilarak son iiriin olan biyoetanole (C,HsOH) ¢evirir Bu maya susu, "Crabtree-
pozitif" olarak kategorize edilir ¢linkii mikroorganizma oksijenli ortamda veya diigiik

seker konsantrasyonlarinda bile etanol iiretebilmektedir (Imura vd. 2020).

2.8.2 Pichia stipitis

Pichia stipitis, odunlarda yasayan bocek larvalarindan ve ¢iiriiyen ahsaptan izole edilen
mayadir. Odunsu yapilarda bulunan monomerik sekerleri kullanirlar. P. stipitis
pentozlar1 kullanarak etanol iiretebilirler. Optimum gelisme sicakligir 25-33°C ve pH
45-5.5 araliginda degisim gosterir. Bununla birlikte B- glukozidaz enzimini

kullanarak seliilobiyozu glukoza parcalar etanol tiretimi gergeklestirir.

P. stipitis, ortamda bulunan yiiksek indirgen seker konsantrasyonunda etanol
tiretemezken diisiik oksijenli ortamlarda etanol {iretimi yaparlar. Bu maya igin
glukozdan elde edilen etonol verimi bes karbonlu sekerlere gore daha azdir. Biyoetanol
tiretimi i¢in glukoz ve ksilozun yan1 sira mannoz ve galaktoz kullanirken L-arabinozu

biyokiitle artirrmi i¢in kullanirlar (Agbogbo vd. 2008).

P. stipitis giivenli (GRAS) olarak kabul goren ve ksiloz fermentasyonu yapabilen ender
mikroorganizmalardan biridir. Bu maya ksilozu kullanarak etanol tiretebildigi i¢cin son

yillarda yapilan galismalarda P. stipitis'in ksiloz fermentasyonunda etanol {iretimi i¢in

36



kullanilmas1 daha yiliksek verimlilik gerceklestirmesine ve dolayisiyla maliyeti

diislirmesine izin veren umut verici bir teknoloji oldugunu gostermistir (Lin vd. 2016).

2.8.3 Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces marxianus siit yogurt ve peynir gibi tiriinlerden izole edilebilen Crabtree
negatif bir mayadir. Kluyveromyces marxianus , genellikle fermente edilmis geleneksel
stit Griinleri, kefir, seker endiistrilerinden gelen atik sular, sisal yapraklari ve bitkiler gibi
cok c¢esitli dogal habitatlardan izole edilen bir mayadir. Kluyveromyces cinsinin
tirlerinin bircok  endiistriyel ~ uygulama  i¢cin  potansiyele = sahip  oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica, K. marxianus , sirasiyla Avrupa Birligi ve Amerika Birlesik
Devletleri'nde Genel Olarak Giivenli Olarak Kabul Edilen (GRAS) statiisiinii elde
etmistir, bu da onu 6zellikle farmasotik ve gida sinifi enzimler ve proteinler liretmeyi

uygun kilmaktadir (Karim ve Aider 2022).

Kluyveromyces marxianus diger mayalardan farkli olarak birgok avantaja sahiptir. Bu
avantajlar temel olarak, laktoz ve iniilin dahil olmak tlizere genis bir seker yelpazesini
kullanma yetenegi, litik enzimlerin salgilanmasi, diger Okaryotlardan daha yliksek

biiylime orani ve fermantasyon yoluyla yakit etanoliiniin iretilmesidir (Varela vd. 201).

K.marxianus mayasinin S. cerevisiae' ye gore bazi avantajlart mevcuttur. Bunlardan biri
daha vyiiksek biiylime hizina sahip olmasidir. Bir digeri ise ortamda bulunan
ksilozu metabolize edebilmesidir. Biyorafineri teknolojilerinde K. marxianus mayasinin
kullanilmasi, yiiksek sicaklikta geligebildiginden ve fermantasyon yetenegi seker
akiglarini, sonug olarak proses degerini arttirdigindan kontaminasyon olasiligini en aza
indirmistir. Yiiksek termotolerans nedeniyle, K. marxianus, cesitli lignoseliilozik
biyokiitle kaynaklarindan etanol {iretimi iizerinde umut verici sonuglar
gostermistir. Clinkii bu mikroorganizma, hem sakkarifikasyon hem de fermentasyon
islemlerinin ayn1 anda gerceklestigi eszamanli sekerleme ve fermantasyon (SSF)

isleminde basariyla kullanilmistir.
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Tim bu o6zellikleri nedeniyle, K. marxianus biyorafineride 6nemli bir maya olarak
ortaya ¢ikmistir ve bu mayayla ilgili toplam yayin sayisinin %50'den fazlasinin son 7
yilda geldigini gosteren bir bibliyometrik arastirmada olduk¢a belirgindir. (ayni

donemde S. cerevisiae i¢in bu oran sadece %25 idi) (Leonel vd. 2021).

K. marxianus'un biyoteknoloji, gida ve ¢evre alanindaki birgok uygulamasi giiniimiizde
yeni yeni ortaya cikmaya baslamistir, bunun {izerine aragtirmalar halen devam

etmektedir (Karim ve Aider 2022).

2.9 Biyorafineri ile flgili Yapilan Calismalar

Hashemi ve ark. (2020) tarafindan yapilan bu ¢alismada aspir fabrikasinda biyoetanol
,biyodizel ve biyogazin biyorafineri konseptiyle es zamanli {iretimi arastirilmistir. Aspir
yagli tohumlarindan biyodizel {iiretimi, kalan tohum kiispesinden biyogaz iiretimi ve
aspir samanindan biyoetanol {iretimi ile verimli bir biyorafineri yapisi1 gelistirilmistir.

Toplamda 0.168 L biyoyakit tiretilmistir.

Tran ve ark. (2020) tarafindan gergeklestirilen c¢alismada verimli lignoseliilozik
biyorefineri i¢in Saccharomyces cerevisiae tarafindan gelistirilmis es zamanl glukoz ve
ksiloz fermantasyonu arastirilmistir. Bu c¢alismada, genetik modifiye edilmis
Saccharomyces cerevisiae 39.6 g/L glukoz ve 23.1 g/L ksilozdan olusan lignoseliilozik
hidrolizatlarin 24 saat i¢inde 30.1 g/L etanol iretmistir. Gelistirilmis ksiloz
katabolizmasina sahip yeni tasarlanmis susun performansi, fermantasyon sicakliginin
yiikseltilmesiyle daha da artirildi ve boylece birlikte fermantasyon siiresini yar1 yariya

onemli Olgiide azaltmuistir.

Bir bagka c¢alismada biyokomiirde hiicre immobilizasyonu yoluyla Saccharomyces
cerevisiae' de biyo iiretim ve 1s1 toleransinin artirtlmasi yoluyla narenciye kabugu atik
biyorefinerisinde uygulama gergeklestirilmistir. Kullanilan teknoloji S. cerevisiae 'ye 1s1
tolerans1 saglamig, yiiksek sicakliklarin mayalar {izerindeki olumsuz etkisini azaltarak

biyoetanol {iretimini arttirmigtir. Sentetik bir narenciye kabugu hidrolizati {izerinde
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yetistirilen antep fistig1 biyokdmiirii iizerinde immobilize S. cerevisiae , 63 g /L etanol
konsantrasyonu ve 7,9 g/L sa ' iiretkenligi sergileyerek onceki kiiltiirlere kiyasla

onemli 6l¢iide biyosistem performansini artirmistir (Kyriakou vd. 2020).

Morales ve digerlerinin 2018°de yaptig1 baska bir calismada kestane kabuklarindan
biyopolimer lignin ve biyoetanoliin birlikte {iretimi i¢in alkali 6n islemin optimizasyonu

arastirilmastir.

Saccharomyces cerevisiae kullanilarak eszamanli sekere doniistiirme ve fermantasyona
tabi tutulmustur. 14.6 g@/L'lik bir etanol tiretimine ulasilmistir (% 97'lik etanol
dontisiimil).  Biyokiitleden ligninin  uzaklastirilmast hammaddenin  enzimatik
sindirilebilirligini etkilemistir. Genel olarak, ¢esitlendirilmis {iriinler {ireten entegre bir
biyorafineri prosesi, kestane kabuklarinin siirdiiriilebilir degerlemesi igin biiyiik bir

potansiyel sunmaktadir.

Unrean ve Ketsub tarafindan 2018’de yapilan bir ¢alismada seker kamisi kiispesinden
etanol ve ksilitoliin birlikte iiretimi icin entegre lignoseliilozik biyoproses
gelistirilmistir. Bes karbonlu bir seker alkolii olan ksilitol diyet, gida ve ilag
endiistrilerinde seker yerine olarak yaygm sekilde kullanilmaktadir. Glukoz
tilkkenmesinden sonra, hem hiicre biliyiimesi hem de ksilitol biyosentezi i¢in ksiloz
tiketilmistir. C. tropicalis 48 saat i¢inde ksilozu tamamen kullanmis 6.8 + 0.5 g/L
maksimum ksilitol {iretimi gergeklestirmistir. Son olarak, sirasiyla S. cerevisiae
tarafindan maksimum 56.1 g/L etanol ve C. tropicalis tarafindan maksimum 6.8 ksilitol
g/lL iretimi SSF (Es zamanli sakkarifikasyon ve fermentasyon) stratejisi ile

gergeklestirilmistir.

Huet vd. 2020’de yaptig1 bir calismada entegre bir bocek biyorefinerisi onerilmistir.
Bombyx eri larva kitini, % 32.5 maksimum teorik verime karsilik geldigi bulunmustur.
Bu degerler ticari kitine kiyasla daha diisiiktiir (% 44.7) ancak etanol i¢indeki kabuklu
deniz hayvanlarindan veya bdceklerden c¢ikarilan kitinin degerleme siirecinin

uygulanabilirligini agik bir sekilde gostermektedir. Bu c¢alisma, kitin tiirevleri iizerinde
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etanol treten dogal bir maya susunun ilk caligmasidir ve bu substratin biiyiik

potansiyellerini vurgulamaktadir.

Kuglarz vd. 2018°de yaptig1 ¢alismada seyreltik asit 6n isleminden sonra kolza sapindan
seliilozik biyoetanol ve siiksinik asitin entegre tretimi arastirilmistir. % 20 (w/v)
konsantrasyonunda kolza tohumu 6n muamelesi ve ardindan enzimatik hidroliz, yliksek
glukoz verimi (% 80) ve etanol iiretimi ile sonuglanmistir. On islemden elde edilen s1v1
fermantasyonundan daha yiiksek miktarlarda % 60 verimle siiksinik asit tretilmistir.
Elde edilen sonuglar, kolza sapinin seliilozik biyoetanol ve siiksinik asit iiretimi i¢in

biyorafineri yaklagiminda kullanilabilecegini agik¢a gdstermistir.

Talekar vd. tarafindan 2018’ de yapilan baska bir c¢alismada atik nar kabuklarindan
biyoetanol iretimi ile birlikte pektin ve polifenollerin eszamanli olarak geri
kazanilmasina yonelik entegre bir yesil biyorefineri yaklasimi gelistirilmistir. Nar
kabugu igerigindeki indirgen seker konsantrasyonu 33.5-34.1 g/L olarak bulunmustur.
48 saatlik fermantasyondan sonra 15.2-15.6 g/L etanol elde edilmistir. On-islem olarak
hidrotermal proses tercih edilmistir. Optimize edilmis hidrotermal proses, yliksek
metoksil gida kalitesinde pektin (% 18.8-20.9) punikalajin agisindan zengin fenolikler
(%10.6-11.8) ve gelismis enzimatik sindirilebilirlige sahip biyokiitle elde edilmistir.
Birden fazla iirliniin eszamanli olarak geri kazanimi, islemin genel maliyetini en aza

indirmistir ve atik nar kabuklariin siirdiiriilebilir kullanimina imkan saglamistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Tez ¢alismasinda kullamilan mikroorganizmalar

Yapilan tez c¢alismasinda Saccharomyces cerevisiae ve Kluyveromyces marxianus
mayalar1 kullamlmistir ve Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Arastirma

Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonundan temin edilmistir.

3.1.2 Tez ¢alismasinda kullanilan hammadde kaynagi

Patlican kabuklar1 Yurt Konserve Ltd./Istanbul’dan temin edilmistir. Hammaddeler
etlivde (Nevii FN400) 70°C sicaklikta kurutulduktan sonra laboratuvar tipi degirmende

(Miprolab) por ¢ap1 0.20 mm olacak sekilde 6gtitiilmustiir.

3.2 Yontem

3.2.1 Antosiyanin ekstraksiyonu

Antosiyanin ekstraksiyonu ,ultrasonik banyoda (ISOLAB) 250mL hacimli erlen
icerisinde gerceklestirilmistir. Ekstraksiyonda c¢oziicii olarak %50 Et-OH ¢oziiciisi
kullanilmistir. Ultrasonikasyonda 35 °C sicaklikta 60 dakika sonikasyona tabii tutuldu.
Ekstraksiyon sonunda ornekler filtre edilmis, TMA (Toplam Monomerik Antosiyanin)

tayini yapilmistir.
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3.2.2 Toplam monomerik antosiyanin tayini

Toplam monomerik antosiyanin miktarinin belirlenmesinde Giusti ve Wrolstad (2001)
tarafindan gelistirilen pH diferansiyel yontemi kullanilmistir. Bu yontem hammaddede
bulunan antosiyaninlerin pH’ya bagh olarak gecirdigi renk degisimine dayanmaktadir.
Spektrofotometre (Shimadzu) 530 nm ve 700 nm’de Orneklerin absorbans ol¢limii
gerceklestirilmistir. pH 1.0 icin Olcililen absorbans degeri ile pH 4.5 i¢in Olgiilen
absorbans degerinin farki alinarak O0rnegin gercek absorbans degeri (A) bulunmustur

(Esitlik3.1).

Absorbans(A) = (A530 - A700)pH1.0 — (A530 — A700)pH4.5 (3.1)

Toplam monomerik antosiyanin konsantrasyonu (Esitlik 3.2)’ye gore hesaplanmistir.
Esitlikte, (DF) seyreltme faktoriinti, (m) kullanilan numunenin g cinsinden degerini
belirtirken (V) mililitre cinsinden hacmi ifade etmektedir. Patlican kabugu igin literatiir
caligmalar1 dikkate alinarak, 6rneklerde molekiil agirligi (MW) 449.2, molar absorbansi
(E) 26 900 olan siyanidin-3-glukozit iizerinden hesaplama yapilmistir (Dranka ve

Oroian 2016). Yapilan hesaplamalar mg/kg kuru agirlik cinsinden verilmistir.

_ (MW 0R)¥)

Toplam Monomerik Antosiyanin (Zl—j) (B)(m)

(3.2)

3.2.3 Tez ¢alismasinda kullamlan besiyerleri

Mayalar patates dekstroz agar (PDA/Merck) yatik besiyerinde stok kiiltiire alinmis ve
deneye kadar 4°C’de buzdolabinda saklanmustir.

Mayalar fermentasyon deneyleri 6ncesi glukoz (20 g/L/Merck), pepton (10 g/L/Merck),
maya Oziitli (3 g/L/Scharlau) igeren GPY besiyerinde 30°C’de 100 rpm c¢alkalama
hizinda 24 saat boyunca calkalamali etiivde (Gerhardt Thermoshaker) gelistirilmistir.
Mayalar GPY besiyerine aseptik kosullarda bir 6ze dolusu olacak sekilde inokiile
edilmistir. GPY besiyerindeki On-inkiibasyon 100 mL c¢alisma hacminde 250 mL

Erlenmeyerlerde gergeklestirilmistir.
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3.2.4 Baslangi¢ pathican kabugu konsantrasyonunun belirlenmesi

Optimum baglangi¢ patlican kabugu konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in dort farkl
konsantrasyonda (%5, %10, %15, %20 (w/v)) patlican kabugu, %1 H, SO, (V/V)
varliginda hidroliz edilmistir. Patlican kabuklar1 siilfiirik asit ile muamele edilmis
ardindan otoklavda (ALP) 121 °C‘de 15 dakika boyunca otoklavlanmistir. Daha sonra
hidrolizat siiziilerek siiziilen hidrolizatlarin sivi kisimlariin pH degerleri sodyum
hidroksit (NaOH/Merck) ile 5‘e¢ ayarlanmig ve sterilizasyon i¢in tekrar otoklavlanarak

fermentasyona hazirlanmastir.

3.2.5 Pathcan kabuklarimin enzimatik hidrolizi ve farkhh  pathcan kabugu
hidrolizatlarinin hazirlanmasi

Belirlenen optimum patlican kabugu konsantrasyonunda (%15), en yiiksek seker
igerigini belirlemek i¢in 15 FPU/g substrat enzim kullanilmistir. Bu sebeple, 6n-islem
sonrast 50mM sitrat tamponu ile besiyerinin pH’1 4.8’¢ ayarlanmistir. Enzimatik
hidroliz  deneyi 72 saat siiresince  50°C’de  ¢alkalamali  inkiibatorde
(Gerhardt/Thermoshaker) ger¢eklestirilmistir (Chen vd. 2012). Patlican kabuklarinin
enzimatik hidrolizinde CellicCTec2 (Novozymes/Danimarka) seliilaz enzimi
kullanilmistir. 72 saat sonunda enzimatik aktiviteyi durdurmak i¢in besiyerleri 95°C’de
10 dakika su banyosunda (Memmert) bekletilmistir. Hazirlanan besiyeri 121 °C
sicaklikta 15 dakika otoklavlanarak fermentasyon deneylerinde kullanilmistir (Chen vd.

2012).

3.2.6 Fermentasyon deneyleri

Fermentasyon deneyleri 100 mL Erlenmeyerlerde 50 mL ¢alisma hacminde ¢alkalamali
inkiibatorde 30 °C sicaklikta ve 100 rpm c¢alkalama hizinda gergeklestirilmistir.
Fermentasyon deneylerinde tiim besiyerlerinin pH degeri 4.8‘¢ ayarlanmistir. GPY
besiyerinde 24 saat on-kiiltiire alinan mayalar fermentasyon besiyerlerine %5 (v/v)
hacminde inokiile edildikten sonra fermentasyon ortamlarindan belirli saat araliklarinda
(12, 24, 36, 48, 72) etanol, indirgen seker ve mikrobiyal biiylime miktarlarinin 6l¢timii

icin 3 mL 6rnek 15 mL hacmindeki Falcon tiiplerine alinmis daha sonra bu 6rnekler
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10000 rpm*‘de 10 dakika santrifiij (Rotina 35 R) edilerek siipernatant kisimlar1 seker ve
etanol Olgiimlerinde kullanilmak iizere, pellet kisimlari ise mikrobiyal gelisme

Olctimlerinde kullanilmak tizere ayrilmistir.

Fermentasyon deneylerinde organik azot ve mineral tuzlar1 patlican kabugu besiyerine
eklenmistir. Organik azot kaynagi olarak; pepton (5 g/L) ve maya oziiti (3 g/L)
eklenmistir. Mineral tuzlari i¢in ise; MgSOg4, H,O (0.5 g/L), KH,PO4 (1 g/L), CaCl, (0.1
g/L) ve ZnSO, (0.05 g/L) eklenerek pH 4.8’de fermentasyon deneyleri igin

hazirlanmstir.

3.3 Analitik Yontemler

3.3.1 Biyoetanol konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Biyoetanol miktarlarinin belirlenmesinden 6nce besiyerlerinden farkli zaman
araliklarinda (12, 24, 36, 48, 72 saat) alinan 3 mL 6rnekler 6000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Orneklerdeki etanol konsantrasyonu Gaz Kromotografisi (GC-
2010/Shimadzu) cihazi kullanilarak saptanmistir. GC cihazinda alev iyonlastirict
dedektor (FID) ve 0.25 mm ¢ap ve 60 metre uzunlugunda RTX-Wax (RESTEK) kolonu
ve tastyict gaz olarak azot kullamilmistir. FID dedektoriinde ise kuru hava ve
hidrojenden yararlanilmistir. Etanol Ol¢imlerinde 1 pL 6rnek 140°C sicakliktaki
enjeksiyon portuna verilmistir. FID dedektoriiniin sicakligi 160°C’ye ayarlanmus,
kolonun baslangi¢ sicakligr ise 50°C’ye getirilerek 19 dakika igerisinde 150°C’ye
cikacak sekilde ayarlanmistir. Kolon basinct 200 kPa’ya getirilerek kolon akist 1.86
ml/dakika, toplam akis ise 190.4 mL/dakikaya ayarlanmistir (Wistara vd. 2016).

3.3.2 Pathican kabugundaki indirgen seker konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Toplam indirgen seker icerigi dinitro salisilik asit (DNS) yontemi (Miller vd. 1959) ile
spektrofotometrede (Shimadzu) 540 nm dalga boyunda saptanmustir.
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3.3.3 Fermentasyon sonucu ortama salinan inhibitor maddelerin belirlenmesi

Seker tayininden Once besiyerlerinden alinan 3 mL 6rnekler 6000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Patlican kabugunda bulunan sekerlerin analizinde Yiiksek
Performansli S1vi Kromotografisi (HPLC/Shimadzu) cihazi kullanilmistir. Seker analizi
oncesi Ornekler seyreltilmis ve HPLC viallerine 0.45 pm por capindaki membran
filtrelerden siiziilmiistiir. 5 mM H, SO, yiiriitiicii faz olarak kullanilmistir. Orneklerin
okunmasi i¢in Refractive Index Dedector (RID) ve Aminex HPX-87-P 35 kolondan
faydalanilmistir. Toplam akis hiz1 0.6 mL/dakika ve sicaklik 70 °C olarak ayarlanmis ve

kullanilan yiiriitiicii faz vakum pompasindan gegirilerek steril hale getirilmistir.

3.4 Kinetik parametrelerde kullanilan denklemler

Etanol iiretkenligi (Qp) Roca ve Olsson (2013)‘e gore asagidaki denklem kullanilarak

hesaplanmustir.

Maksimum Etanol(g/L)

Etanol Uretkenligi (Qp) = 7

Verilen denklemde —Maksimum Etanol (g/L) ifadesi belirli bir zamanda elde edilen

maksimum etanol miktarini, —t ise zamani ifade etmektedir.

Etanol verimi (Ypss) ise asagidaki formiile gore belirlenmistir (Wang vd. 2004).

Maksimum Etanol(g/L)
Kullanilan Indirgen Seker (g/L)

Etanol Verimi( Y p/s)g/g =

Kinetik parametrelerde kullanilan denklemler Maksimum teorik etanol verimi asagidaki

denklem kullanilarak hesaplanmistir (Kim ve Lee 2007).
Etanol (g/L)

Maksimum Teorik Etanol Verimi = - x 100
Baslangi¢ Sekeri (g/L)x 0.511
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Céziicii Tipinin Antosiyanin ve Indirgen Seker Konsantrasyonuna Etkisi

Antosiyanin ekstraksiyonunda kullanilan ¢o6ziicii ekstraksiyon veriminde 6nemli bir rol
oynar. Bu nedenle tez caligmasinin baslangicinda en iyi ¢oziicliniin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu baglamda %20 PK konsantrasyonu ve 4 farkli ¢oziicii iginde (%100
Etanol, %100 Metanol , %50 Etanol-Su, %50 Metanol-Su) patlican kabuklarindan
antosiyanin ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Ayrica patlican kabuklarinin indirgen

seker miktarlar1 da belirlenmistir. Sonuglar Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Farkli ¢oziicii oranlarmin PK’dan elde edilen antosiyanin ve seker
miktarlarina etkisi

Indirgen seker
- (9/L)
Biyokutle Antosiyanin On-islem
miktari il .o . i
(%.wiv Kuru Coziicii (mg/kg kuru oncesi On-islem
bi' okiitle) madde) (Antosiyanin sonrasi
y Fazindaki
Seker)
Etanol 2002.1 3.22 28.09
(100%) +0.6 +0.3 +2.1
Metanol 1598.2 4.88 32.54
(100%) +1.2 +0.1 +2.4
20
Etanol-Su 2306.1 5.81 29.1
(50%) +3.5 +0.1 +2.9
Metanol-Su 2103.8 4.21 29.08
(50%) +0.7 +0.1 +2.2

(On-islem: %1 H,SOyile 121 °C’de 15 dk otolavlama, ekstraksiyon: 60 dakika ultrasonikasyon , Biyokiitle: %20).

Tim c¢oziciler icinde en yiiksek antosiyanin konsantrasyonu %50 Etanol-Su
¢oziiciisiinde 2306.1 mg/kg kuru madde olarak belirlenmistir. En diisiik antosiyanin
miktart ise 1598.2 mg/kg  olarak %100 Metanol ¢oziiciisinde bulunmustur. Saf

coziictilerdeki (%100 Etanol ve %100 Metanol) antosiyanin miktarlarinin %50 Etanol —
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Su ve %50 Metanol-Su ¢oziiciilerine gore daha diisiik oldugu saptanmistir. En yiiksek
antosiyanin miktar1 %50 Etanol-Su ¢oziiciisiinde bulundugu i¢in ilerleyen deneyler bu

¢oOziiciide gerceklestirilmistir.

Deneylerin bu asamasinda antosiyanin ekstraksiyonu i¢in kullanilan ultrasonikasyon
yontemi hammaddenin hiicre duvar yapisina etki ederek bir miktar indirgen sekerin de

salmimina sebep olmustur (Suresh vd. 2020).

Antosiyanin fazina gecen indirgen seker miktar1 en yiiksek 5.81 g/L olarak %50 Etanol
¢oziiclisinde gozlemlenmistir. En diisiik seker ise 3.22 g/L olarak %2100 Etanol

¢Oziiciisiinde bulunmustur.

Tez calismasinda lignoseliillozik hammadde ligninin parcalanarak indirgen sekerlerin
aciga cikarilmasi i¢in On-igleme tabi tutulmustur. Kullanilan 6n-islem kosullart %1
H,SO, ile 121 °C’de 15 dakika otolavlama olarak belirlenmistir. On-islem sonucunda
%20 PK konsantrasyonunda bulunan indirgen seker miktarlarinin arttigi saptanmistir.

Sonuglar Cizelge 4.1. ‘de gosterilmistir.

4.2 Baslangic Pathcan Kabugu Konsantrasyonunun ve Enzimatik Hidrolizin
Etanol Uretimine Etkisi

Tez galismasmin bu kisminda baslangic hammadde konsantrasyonunun biyoetanol ve
antosiyanin iiretimine etkisi incelenmistir. Patlican kabuklarinin indirgen seker ihtiva
ettiginin belirlenmesi iizerine optimum baslangic PK konsantrasyonunun bulunmasi

amaclanmustir.

Baslangic hammadde konsantrasyonu olarak belirlenen 4 farkli patlican kabugu (%S5,
%10, %15, %20, w/v kuru madde ) %1 H,SO,4 (v/v) ile 121 °C sicaklikta , 15 dakika
otoklavlama 6n-iglemine tabi tutulmustur. Patlican kabugunun 6n islemi sonucunda %5
biyokiitle konsantrasyonunda 9.22 g/L, %10 patlican kabugu konsantrasyonunda 18.31
g/, %]15 biyokiitle konsantrasyonunda 24.17 g/L, %20 patlican kabugu
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konsantrasyonunda ise 29.1 g/L indirgen seker miktarina sahip oldugu belirlenmistir.
(Cizelge 4.2).

Patlican kabuklarinin igerigindeki indirgen seker miktarlarinin arttirilmasi adina
hammaddeler enzimatik hidrolize tabi tutulmustur. 15 FPU CellicCTec2
(Novozymes/Danimarka) kullanilmistir. Enzimatik hidroliz sonrasi1 dort farkli patlican
kabugu konsantrasyonundan ortama salinan indirgen seker miktarlar1 Cizelge 4.2 ‘de

gosterilmistir.

Enzimatik hidroliz sonrasinda ortama salinan indirgen seker miktarinin arttigi
belirlenmistir. Enzimatik hidroliz 6ncesi %20 biyokiitle konsantrasyonunda bulunan
indirgen seker miktar1 29.1 g/L iken enzimatik hidroliz sonrast bu deger 65.48 g/L ‘ye
yiikselmistir. Yapilan bu deneyde patlican kabugu konsantrasyonu arttikca ortama
saliman seker miktarinin da arttig1 saptanmistir. En yiiksek seker miktar1 %20 PK
konsantrasyonunda bulunmustur. En diisiik indirgen seker miktart ise %5 PK

konsantrasyonunda 13.30 g/L bulunmustur (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Farkli biyokiitle miktarlarinin antosiyanin, indirgen seker ve etanol
miktarlarma etkisi

Indirgen seker
(g/L)
A On-islem Etanol
K Blyotk iitle Antosivani 6nc_esi _ On-islem (g/_L)
onsantrasyonu ntostyanin (Antosiyanin sonrasli (Enzim +)
(%, w/v kuru (mg/kg) Fazindaki
biyokiitle) Seker)
Enzim Enzim | Enzim S. K.
- - + cerevisiae | marxianus
5 697.9 1.81 9.22 | 13.30 5.1 5.67
+1.1 +0.1 +0.6 | £0.8 +0.5 +1.1
10 1107.5 3.17 18.31 | 52.62 14.72 13.1
+4.2 +0.2 +29 | £2.9 +1.3 +1.7
15 1835.8 4.89 24.17 | 60.04 22.75 22.13
+1.4 +0.3 +0.3 +4.2 +1.4 +2.1
20 2306.1 5.81 29.1 | 65.48 21.25 20.15
+3.5 +0.1 +29 | £2.8 +0.2 +1.6

(On-islem: %1 H,SO, ile 121 °C’de 15 dk otolavlama, ekstraksiyon: %50etanol/%50 su ile 60 dakika
ultrasonikasyon, enzim miktar1: 15 FPU/g kuru biyokiitle
Fermentasyon Zamani : %35 (w/v) 24. saat, %10(w/v) 48. saat, %15(w/v) 48.saat, %20 (w/v) 48.saat )
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Cizelge 4.2° de artan biyokiitle konsantrasyonlarinda S. cerevisiae ve K. marxianus

tiretilen etanol konsantrasyonlar1 gosterilmistir.

Bu deney sonucunda ayrica, PK konsantrasyonu arttik¢a antosiyanin miktarinin da artis
gosterdigi belirlenmistir. En yiiksek antosiyanin miktar1 %20 PK’ da 2306.1 mg/kg kuru
madde olarak bulunmustur. Buna karsilik en diisiik antosiyanin %5 PK’ da 697.9 mg/kg

olarak belirlenmistir.

Calismada en yiiksek biyoetanol konsantrasyonu %15 PK varliginda elde edilmistir.

4.3 Fermentasyon Inhibitorlerinin Belirlenmesi

Calismada %15 patlican kabugu konsantrasyonunda belirlenen  inhibitor

konsantrasyonlar1 Cizelge 4.3’te gosterilmistir.

Cizelge 4.3 Antosiyaninleri ekstrakte edilmis ve On-isleme tabi tutulmus PK
biyokiitlesinde bulunan inhibitoér miktarlar

Inhibitorler (g/L)
) _ 0.556
Asetik asit
+0.1
) ) 0.031
Formik asit
+0.0
) _ ) 0.177
5-HMF(5- Hidroksimetil-Furfural) 0.0
+0.

Fermentasyon sonucu %15 PK konsantrasyonunda 0.556 g/L asetik asit bulunmustur.
Bunun yani sira 0.031 g/L formik asit ve 0.177 g/L, 5-HMF (5- hidroksimetil-furfural)

belirlenen diger inhibitér maddelerdir.
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4.4 Fermentasyon Zamaninin Etanol Uretimine ve Mikrobiyel Gelismeye Etkisi

Fermentasyon zamaninin etanol iiretimine ve mikrobiyal geligmeye etkisinin
belirlenmesi i¢in iki maya ti¢ farkli PK’da (%5, %10, %15 (w/v kuru biyokiitle)) 72 saat
boyunca gozlemlenmistir. Enzimatik hidrolize tabi tutulan %5 PK varliginda baslangig
indirgen seker konsantrasyonu , S. cerevisiae etanol tretimi ve mikrobiyel gelisimi

Sekil 4.1’de gosterilmistir.
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Sekil 4.1 Enzimatik hidrolize tabi tutulan PK biyokiitlesinde S. cerevisiae’nin etanol
tiretimi ortamda bulunan indirgen seker miktarlar1 ve mikrobiyel gelisme

(Baslangi¢ PK miktart: %5, w/v, ekstraksiyon: %50 su/%50 etanol ile 60 dakika ultrasonikasyon, 6n-
islem: %1 H,SOyile 121 °C’de 15 dk otolavlama, enzim miktart: 15 FPU/g kuru biyokiitle).

Enzimatik hidrolize tabi tutulan %35 biyokiitle konsantrasyonunda S. cerevisiae
mayasinda en yliksek etanol iiretimi 24.saatte 5.1 g/L olarak gézlemlenmistir. Bu maya
icin en diisiik etanol liretimi ise 72.saatte 1.72 g/L olarak bulunmustur. Baslangi¢
indirgen seker konsantrasyonu %5 PK’ da 13.3 g/L olurken 72.saat sonunda bu deger
3.01 g/L olarak belirlenmistir. S. cerevisiae mayasi i¢in mikrobiyel gelisme en yiiksek

72.saat sonunda 1.7 g/L olarak bulunmustur.
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Tez ¢alismasinda kullanilan bir diger maya olan K. marxianus’un %5 patlican kabugu
konsantrasyonunda baslangi¢ indirgen seker konsantrasyonu, etanol iiretimleri ve

mikrobiyel gelismeleri Sekil 4.2’de gosterilmistir.
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Sekil 4.2 Enzimatik hidrolize tabi tutulan PK biyokiitlesinde K. marxianus’un etanol
tiretimi, ortamda bulunan indirgen seker miktarlar1 ve mikrobiyel gelismeleri

(Baslangi¢ PK miktari: %5, w/v, ekstraksiyon: %50 su/%50 etanol ile 60 dakika ultrasonikasyon, on-
islem: %1 H,SO,ile 121 °C’de 15 dk otolavlama, enzim miktari: 15 FPU/g kuru biyokiitle)

Enzimatik hidrolize tabi tutulan %35 biyokiitle konsantrasyonunda K. marxianus’un en
yiiksek etanol iiretimi 24.saatte 5.67 g/L olarak bulunmustur. Bu maya i¢in en diisiik
etanol lretimi ise 72.saatte 2.04 g/L olarak belirlenmistir. Baslangi¢ indirgen seker
konsantrasyonu %5 PK’ da 13.3 g/L olurken 72.saat sonunda bu deger 0.5 g/L olarak
hesaplanmistir. Her iki maya i¢in de etanol iiretimi arttik¢a indirgen seker miktarinin

azaldig1 gozlemlenmistir.

K. marxianus i¢in mikrobiyel gelisme en yiiksek 72.saat sonunda 2.2 g/L. olarak
bulunmustur. Bu baglamda her iki maya i¢in fermentasyon siiresi uzadik¢a mikrobiyel
gelismenin arttig1 belirlenmistir. Her iki maya i¢in de %5 PK konsantrasyonunda en

yiiksek etanol iiretim miktar1 24.saat sonunda belirlenmistir.

Yapilan deneylerde kullanilan bir diger konsantrasyon olan %10 patlican kabugundaki

seker, etanol , mikrobiyal biiylime verileri sirasiyla S. cerevisiae ve K. marxianus igin
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Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te gosterilmistir. %10 PK konsantrasyonunda On-islem ve
enzimatik hidroliz sonrasi en yiiksek indirgen seker miktart 52.62 g/L olarak
bulunmustur. S. cerevisiae ve K. marxianus i¢in etanol iiretimleri sirasiyla 14.72 g/L
ve 13.1 ¢g/L olarak belirlenmistir. Her iki maya i¢in de en yiiksek etanol tiretimi 48.

saatin sonunda saptanmistir.
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Sekil 4.3 Enzimatik hidrolize tabi tutulan PK biyokiitlesinde S. cerevisiae’nin etanol
tiretimi , ortamda bulunan indirgen seker miktarlar1 ve mikrobiyel gelismeleri

(Baslangig PK miktart: %10 , w/v, ekstraksiyon: %50 su/%50 etanol ile 60 dakika ultrasonikasyon, 6n-
islem: %1 H,SOyile 121 °C’de 15 dk otolavlama, enzim miktari: 15 FPU/g kuru biyokiitle).
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Sekil 4.4 Enzimatik hidrolize tabi tutulan PK biyokiitlesinde K. marxianus’un etanol
tiretimi, ortamda bulunan indirgen seker miktarlar1 ve mikrobiyel gelismeler

(Baslangig PK miktari: %10, w/v, ekstraksiyon: %50 su/%50 etanol ile 60 dakika ultrasonikasyon, 6n-
islem: %1 H,SOyile 121 °C’de 15 dk otolavlama, enzim miktari: 15 FPU/g kuru biyokiitle)
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Kullanilan her iki mayanin da ortamda bulunan indirgen sekerleri tiikettigi
gozlemlenmistir. En diisiik indirgen seker miktart S. cerevisiae i¢in 6.3 g/L, K.

marxianus i¢in ise 3.06 g/L olarak 72. saat sonunda belirlenmistir.

En yiiksek mikrobiyal gelisme K. marxianus mayasinda 2.01 g/L olarak bulunurken S.
cerevisiae i¢in bu deger 1.6 g/L olarak belirlenmistir. Kullanilan her iki maya i¢in de en

yiiksek mikrobiyel gelisme 72. saat sonunda gézlemlenmistir.
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Sekil 4.5 Enzimatik hidrolize tabi tutulan PK biyokiitlesinde S. cerevisiae’nin etanol
tiretimi, ortamda bulunan indirgen seker miktarlar1 ve mikrobiyel gelismeleri

(Baslangi¢ PK miktari: 15%, w/v, , ekstraksiyon: %50 su/%50 etanol ile 60 dakika ultrasonikasyon, 6n-
islem: %1 H,SO4ile 121 °C’de 15 dk otolavlama, enzim miktari: 15 FPU/g kuru biyokiitle)

%15 PK konsantrasyonunda elde edilen sonuglar Sekil 4.5.’te  gosterilmistir. %15
biyokiitlede baslangi¢ indirgen seker miktar1 60.04 g/L olarak belirlenmistir. Bu
indirgen seker miktarinin 72. saat sonunda 0.23 g/L ¢ ye kadar diistiigii saptanmistir. Bu
mayada en yliksek etanol miktar1 48.saat sonunda 22.75 g/L olarak hesaplanmistir. S.
cerevisiae mayasinda  mikrobiyal gelisme en yiiksek 72.saatte 1.3 g/L olarak

saptanmistir.
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Sekil 4.6 Enzimatik hidrolize tabi tutulan PK biyokiitlesinde K. marxianus’un etanol
tiretimi, ortamda bulunan indirgen seker miktarlar1 ve mikrobiyel gelismeleri

(Baslangi¢ PK miktari: 15%, w/v, ekstraksiyon: %50 su/%50 etanol ile 60 dakika ultrasonikasyon, on-
islem: %1 H,SO4ile 121 °C’de 15 dk otolavlama, enzim miktari: 15 FPU/g kuru biyokiitle)

Deneyde kullanilan bir diger maya olan K. marxianus i¢in en yiiksek etanol tiretimi
48.saat sonunda 22.13 g/L olarak bulunmustur. En diisiik etanol {iretimi ise 72.saat
sonunda 13.56 olarak bulunmustur. Bu maya i¢in mikrobiyal gelisim en yiiksek 72.saat

sonunda 1.8 g/L olarak belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.6.’da verilmistir.

Biyoetanol iiretiminde optimum fermentasyon zamaninin belirlenmesi igin
gerceklestirilen deneyde en yiiksek biyoetanol konsantrasyonunun elde edildigi,
baslangi¢ hammadde konsantrasyonu olarak segilen %15 PK’ da her iki mayanin
fermentasyonu 6 saat araliklarla 72 saat boyunca takip edilmistir. Bu deneylere ait

sonuclar Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.” de gosterilmistir.
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Sekil 4.7 Enzimatik hidrolize tabi tutulan PK biyokiitlesinde S. cerevisiae’nin etanol
iiretimi ve ortamda bulunan indirgen seker miktarlari

(Baslangig PK miktari: 15%, w/v, ekstraksiyon: %50 su/%50 etanol ile 60 dakika ultrasonikasyon, 6n-
islem: %1 H,SOyile 121 °C’de 15 dk otolavlama), enzim miktari: 15 FPU/g kuru biyokiitle

Deneyin bu asamasinda S. cerevisiae mayasinda %15 biyokiitle konsantrasyonunda
60.04 g/L indirgen seker varliginda en yiiksek etanol miktar1 36.saat sonunda 27.5 g/L
olarak belirlenmistir. Bu maya i¢in en diisiik etanol iiretimi ise 6.saat sonunda 5.04 g/L
bulunmustur. Fermentasyon zamanina bagl olarak ortamdaki indirgen seker miktarinin

azaldig1 saptanmgtir. Uretilen etanol miktar1 ise buna bagli olarak &nce artmis daha

sonra azalmstir.
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Sekil 4.8 Enzimatik hidrolize tabi tutulan PK biyokiitlesinde K. marxianus’un etanol
tiretimi ve ortamda bulunan indirgen seker miktarlari

(Baslangi¢c PK miktar1: 15%, w/v, ekstraksiyon: %50 su/%50 etanol ile 60 dakika ultrasonikasyon, 6n-
islem: %1 H,SO4ile 121 °C’de 15 dk otolavlama, enzim miktari: 15 FPU/g kuru biyokiitle)
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Deneyde kullanilan bir diger maya olan K. marxianus i¢in ise en yiiksek etanol tiretimi
36. saat sonunda 26.65 g/L olarak belirlenmistir. En diisiik etanol {iretimi 6. saat

sonunda bulunmus olup 5.6 g/L “dir.

Kullanilan her iki maya i¢in de % 15 PK varliginda en yiiksek etanol {iretimi 36.saatte

gerceklestirilmistir.

4.5 Kinetik Parametreler

Cizelge 4.4 Biyoetanol iiretiminde S. cerevisiae ve K. marxianus mayalarina ait kinetik
parametre verileri

Kinetik Parametreler (/L)

Yess S. cerevisiae 0.48

(9/9) K. marxianus 0.48

Qp S. cerevisiae 0.76

(9/L.h) K. marxianus 0.74
Teorik Etanol Verimi S. cerevisiae 89.6
(%) K. marxianus 86.8

Yapilan tez ¢alismasinda S. cerevisiae ve K. marxianus mayalar1 igin kinetik
parametreler ayrica hesaplanmistir. Hesaplamalar %15 PK konsantrasyonunda 36.saat
etanol verileri kullanilarak gerceklestirilmistir. Qp (Etanol Uretkenligi) degeri S.
cerevisiae icin 0.76 g/L.h, K. marxianus i¢in 0.74 g/L.h olarak hesaplanirken, Yp/s
(Etanol Verimi) degerleri ise sirasiyla ayni mayalar i¢in 0.48 g/g, 0.48 g/g olarak
gozlenmistir. Teorik etanol verimini S. cerevisiae ve K. marxianus mayalari i¢in ayri

ayr1 hesaplanmigtir. Bu degerler sirasiyla 89.6 ve 86.8 olarak bulunmustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

Gliniimiizde, enerjinin biliylik bir bolimii petrol, kdmiir ve dogal gaz gibi fosil
yakitlardan elde edilmektedir. Fakat diinya niifusu ve ihtiyaglarina paralel olarak artan
enerji tiketiminden dolayr fosil yakit miktar1 giderek azalmaktadir. Biitin bu
durumlardan 6tiirti alternatif yenilenebilir enerji kaynaklarinin aragtirilmasi zorunlu hale
gelmistir. Yapilan tez ¢alismasinda patlican kabuklarinin etanol {iretimi kapasitesi ve

antosiyanin eldesinde kullanim potansiyelleri arastirilmistir.

Biyoetanol yenilenebilir ve c¢evreci bir biyoyakittir. Bunun yami sira koronaviriis
pandemisi sonras1 dezenfektanlara olan asir1 talep dezenefektanlarin hammaddesi olan

etanole olan talebi paralel sekilde arttirmistir.

Antosiyanin gida boyasi, ila¢ vb. farkli sanayilerde kullanilan 6nemli bir biyoteknolojik
iriindiir. Nutrasotik, farmasotik ve kozmetik gibi endiistriler, antosiyaninleri dogal
renklendiriciler olarak ve/veya biyolojik islevleri i¢in kullanmaktadir. Dogal
renklendiriciler olarak antosiyaninlere olan talep, pazar gereksinimlerini biiyiik 6lciide

artirmistir.

Biyorafineri teknolojisi, biyokiitleyi katma degerli iiriinlere doniistiirmenin yontemlerini
aragtiran bir siiregtir (Cherubini 2010). Bu siire¢ sonunda {iretilen biyoteknolojik
tirlinler, bircok alanda kullanilabilir ve ¢evre korunmasina katki saglar ( Fiorentino vd.
2017) . Biyorafineri konseptiyle hem maliyet diisiiriilecek hem de zamandan tasarruf

edilerek 6nemli biyoteknolojik tiriinler es zamanl elde edilmistir.

5.1 Coziicii Tipinin Antosiyanin Ekstraksiyonuna Etkisi

Dogru ¢o6ziicii secimi, hedef bilesigin ayrigmasini etkileyen en onemli faktordiir. Ciinkii
hedef bilesigin ¢oziiniirliigl, ¢oziicii tiirtine baghdir (Yesiloren Akal, 2019). Bu nedenle

antosiyanin ekstraksiyonunda ¢oziicii secimi Onemli bir parametredir. Yapilan tez

caligmasinin hedeflerinden biri patlican kabuklarindan antosiyanin ekstraksiyonu igin
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uygun c¢oziliciiniin segilmesidir. Literatiirde etanol, metanol ve aseton gibi polar
karakterli c¢oziiclilerin  antosiyanin ekstraksiyonunda en iyi ¢oOziiciiler olduklari

saptanmustir (Kéhkonen vd. 2001).

Literatiirde patlicanda bulunan fenolik bilesiklerin ve antosiyaninlerin ekstraksiyonu

icin ultrasonikasyon kullanimina odaklanan bazi yayinlar bulunmaktadir .

Philippi ve arkadaglarinin 2018’de yaptig1 calismada patlican kabuklarindan antosiyanin
ve diger fenolik bilesiklerin geri kazaniminda en verimli yontemin ultrasonikasyon

oldugu gosterilmistir .

Ultrasonikasyon destekli ekstraksiyonun, islem siiresini azaltabilecegi ve fenoliklerin,
antioksidanlarin ve antosiyaninlerin ekstraksiyonunda etkili oldugu bildirilmistir (Chen

vd. 2015).

Bu nedenlerden 6tiirli yapilan tez caligmasinda ultrasonikasyon destekli ekstraksiyon
yontemi  kullanilarak  patlican  kabugundaki  antosiyaninlerin  ekstraksiyonu

gerceklestirilmesi hedeflenmistir.

Coziicii se¢imi igin yapilan deneyde 4 farkli ¢oziiciide (%100 Etanol, %100 Metanol,

%50 Etanol ve %50 Metanol) antosiyanin ekstraksiyonu gergeklestirilmistir.

Saf ¢oziiciilerdeki (%100 Etanol ve %100 Metanol) antosiyanin miktarlarinin %50
Etanol- Su ve %50 Metanol-Su ¢6ziiciilerine gore daha diisiik oldugu saptanmuistir.
Patlican kabuklarinda en yiiksek antosiyanin %50 Etanol-Su ¢oziiciisiinde 2306.1 mg/kg

olarak bulunmustur. Bu bulgular literatiirdeki ¢caligsmalar1 destekler niteliktedir.

Ferarsa ve arkadaslarinin 2018’de yaptig1 calismada antosiyaninler ve diger fenolik
bilesikler , taze mor patlicandan ekstrakte edilmistir. Bu ¢alismada ekstraksiyon verimi,

etanol i¢indeki su igerigi %50'ye kadar arttikca artmistir. Ayrica sulu etanol
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ekstraktlarinin verimlerinin saf etanol (%100) ve saf sudan daha yiiksek oldugu

gostermislerdir.

Coziicl olarak saf su veya saf etanol kullanilmasi, patlican kabuklarindan antosiyanin
eldesinin veriminde bir artis gostermemistir. Bu durum, organik ¢oziiciiye su
eklenmesinin ekstraksiyon verimini arttirdigini gostermistir. Etanol-su ¢oziiciisiiniin
polaritesi tek ¢oziicii sistemlerinden daha yiliksek oldugu i¢in ekstraksiyon verimini

arttirmistir (Ferarsa vd. 2018).

Dranka ve Oroian 2016’da yaptiklart ¢alismada %10 biyokiitle konsantrasyonunda
patlican kabuklarindan antosiyanin eldesinde %54,4 Metanol-Su ¢oziiciisiinde, 55.1 °C
ve 44.8 dk ekstraksiyon siiresi uygulayarak ultrasonikasyon yontemini kullanmis ve en

yiiksek antosiyanin igerigini 1190.4 mg/kg olarak bulmustur.

Literatiirde yapilan bir diger ¢alismada siyah havu¢ posasindan ultrases destekli
antosiyanin ekstraksiyonunda en yiiksek antosiyanin miktar1 ¢dziicii olarak etanollii su
kullaniminda tespit edilmistir. %50 Etanol-Su ¢6ziiciisiinde ekstraksiyon verimi % 78

oraninda artmistir (Yesiloren Akal , 2019).

Kurambhatti vd. (2021) mor musir kogani kullanilarak etanol ve antosiyaninin es
zamanli liretim siirecinin teknik ve ekonomik fizibilitesinin belirlenmesi amaglanmastir.
SuperPro tasarimcisinda (Intelligen, Inc. Scotch Plains, NJ, ABD) siire¢ modelleri
gelistirilerek seliilozik etanol iiretimi ve antosiyanin ve etanol ortak iiretimi igin
modifiye edilen siireclerin tekno-ekonomik analizleri yapilmustir. Isleme kapasitesi ve
tesis isletme siiresi sirastyla 2000 kuru MT hammadde/giin ve 350 giin/y1l olarak kabul
edilmistir. Antosiyanin yiiksek piyasa degeri (72$/kg antosiyanin) nedeniyle, entegre

proseslerde yan iiriin olusumunun %90"1ndan fazlasina katkida bulunmustur.

Antosiyanin ekstraktindan elde edilen yiiksek gelir nedeniyle, asit bazli antosiyanin
ekstraksiyonu kullanan entegre proses icin etanol {iiretim maliyetinin (0,36$/L),

geleneksel etanol tiretiminden (0,55%/L) %34.5 daha diisiik oldugu saptanmustir.
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Genel olarak, tekno-ekonomik analiz, mor musir kogani kullanilarak etanol ve
antosiyanin ortak {iretiminin seliillozik etanol {iretiminin siire¢ ekonomisini

tyilestirebilecegini ve gida endiistrisine antosiyanin kazandirabilecegini gostermektedir.

5.2 On-islemin Etanol Uretimine Etkisi

On-islem temel olarak lignoseliilozun islenebilirligini arttirir ve etanol iiretimini
gelistirmek i¢in kullanilir (Taymaz ve Uslu 2019). Bu baglamda tez ¢alismasinin bu
kisminda patlican kabuklari indirgen sekerlerin elde edilmesini sagladigi i¢in 6n-isleme

tabi tutulmustur.

Lignoseliilozik biyokiitlenin 6n islem en yaygin olarak kullanilan endistriyel
yontemlerden  biri, yiiksek sicaklik  kosullar1 altinda  seyreltik  asitlerin
kullanilmasidir. Bu yontem nispeten ucuzdur ve c¢esitli inorganik asitler (stlfiirik,

hidroklorik, nitrik ) kullanilmasina imkan saglar (Kapoor vd. 2017).

Etanol tretiminde, seyreltik asit 6n islemi en umut verici yontem olarak kabul edilir
ve siilfiirik asit, kolay bulunabilirligi ve ucuzlugu nedeniyle 6n islemde yaygin olarak

kullanilmaktadir (Qi vd. 2019).

Yapilan tez ¢alismasinda da siilfiirik asit 6n isleminin sekerleri etkili bir sekilde ortaya
cikardigi saptanmustir. On- islem ydntemi olarak %1 H,SOy (Siilfirik asit ) 6n islemi

kullanilmistir.

Chamorro vd. 2020°de yaptig1 c¢alismada malt atiklarinin biyoetanol tretiminde
kullannminda H,SO,  (siilfirik asit) On isleminin optimizasyonu amaclamislardir.
Optimize edilmis kosullar 130 °C, %] siilfiirik asit, 25 dakika olarak belirlenmistir.On
islem sonrasi toplam nisasta ve hemiseliilozik sekerlerin %94'i ve on isleme tabi

tutulmus biyokiitlede %90 seliiloz geri kazanimi saglanmistir .
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Zhu vd. 2015 te yaptig1 ¢alismada piring samanindan etanol {iretiminin maliyetinin
azaltilmasi igin 6n islem gelistirilmesi amaglanmistir. Ug farkli asit konsantrasyonunda
(% 0.5, %1 , %1,5 (%w/v)) H,SO,4 6n islemi gergeklestirilmistir. On-islem igin optimal
kosullar, 100°C , %1.0 (%wt) stilfiirik asit, %10 (a/h) biyokiitle konsantrasyonu olarak
belirlenmigtir. Piring samaninin (100 g/L ) 72 saat boyunca es zamanl sakkarifikasyon

ve fermentasyonu sonucunda 40.6 g/L etanol tiretilmistir.

5.3 Baslangic Pathcan Kabugu Konsantrasyonunun ve Enzimatik Hidrolizin
Etanol Uretimine Etkisi

Baslangic biyokiitle konsantrasyonu etanol {iretiminde biiyilkk dnem arz etmektedir.
Biyokiitle konsantrasyonunun en uygun miktardan az olmasi fermentasyon ortamina
saliman indirgen seker miktarlarinin azalmasima yol acabilecegi gibi, baslangic
biyokiitlenin en uygun miktardan fazla olmasi da ortama salinan inhibitéor madde

miktarinin artigina sebep olabilir (Han vd. 2011).

Bu amagla tez c¢alismasinda baslangi¢c i¢cin optimal biyokiitle konsantrasyonunun
belirlenmesi amaglanmistir. %15 patlican kabugu iceren besiyeri ortaminda bulunan
her iki mayanin da ortamda serbest halde bulunan indirgen sekerleri tiikettikleri

goriilmiistiir.

Bu baglamda 4 farkli konsantrasyonda (%5, %10, %15 , %20) patlican kabugu bulunan
besiyeri hazirlanmistir. Her iki maya (S. cerevisiae ve K. marxianus) i¢in de %15
patlican kabugu konsantrasyonunun %5, %10 ve %20 biyokiitle konsantrasyonuna

gore etanol iiretimini arttirdigr belirlenmistir.

Bu deney sonucunda en yiiksek etanol tiretimi %15 patlican kabugu konsantrasyonunda
27.5 g/L olarak bulunmustur. Hammadde miktar arttik¢a karistirma zorluklar ve kiitle
transfer limitasyonlar1 gézlenmistir. Bu sebeple %20 PK konsantrasyonunda daha
yiiksek seker bulunmasina karsin %15 PK kullaniomina kiyasla daha diisiik etanol

miktarlarinin saptanmasi sasirtici degildir.
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Literatiirde tez ¢alismasinda elde edilen sonuglarla benzerlik gosteren birgok ¢alisma

bulunmaktadir.

Jin ve arkadaslarinin 2021’de yaptigi ¢alismada %10 ile %30 arasindaki biyokiitle
konsantrasyonunda enzimatik hidrolize tabi tutulan piring samanindan elde edilen
etanol miktarlar belirlenmistir. Biyokiitle miktarinin artmasiyla etanol konsantrasyonu
%25 piring samani konsantrasyonuna kadar artig gostermistir. En yiiksek indirgen seker
miktart %30 biyokiitlede  elde edilmis olmasina ragmen, en yiiksek etanol
konsantrasyonu %25 konsantrasyonda elde edilmistir. Bunun sebebi, %30 gibi ¢ok
yiiksek bir biyokiitle yiikiiniin, enzimatik hidroliz ve fermentasyona elverigli olmayan

kiitle transfer direnci ve viskozitede bir artisa yol actig1 durumdur.

Narra ve ark. (2015) tarafindan yapilan g¢alismada termotolerant yeni izole edilen
Kluyveromyces sp. kullanilarak es zamanli sakarifikasyon ve fermantasyon ¢alismalari
gerceklestirilmistir. % 5, %10, %15 (w/v) biyokiitle konsantrasyonlarinda etanol iiretimi
yapilmistir. Bunun sonucunda en yiiksek indirgen seker miktari %15 piring samaninda
bulunmasina ragmen en yliksek etanol miktari etanol %10 biyokiitle konsantrasyonunda

saptanmuistir.

Yapilan tez calismasinda enzimatik hidrolizin etanol {iretimine etkisi kullanilan bir
diger parametredir. Enzimatik hidroliz ile patlican kabugunda bulunan fermente
edilebilir seker miktarinin arttirilmas1 hedeflenmistir. Enzimatik hidroliz 6ncesi %20
biyokiitlede bulunan indirgen seker miktar1 29.1 g/L iken enzimatik hidroliz sonras1 bu
deger 65.48 g/L. ‘ye yiikselmistir. Enzimatik hidroliz 15 FPU/g kuru biyokiitle enzim
kullanilarak 72 saat boyunca gergeklestirilmistir.

Tez c¢alismasinda elde edilen veriler enzimatik hidroliz sonucunda ortama salinan
indirgen seker miktarinin arttigini gostermistir. Literatiir ¢aligmalart bu bulgular

destekler niteliktedir.
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Littlewood vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada lignoseliilozik hammaddenin ticari
Olgekte biyoyakit iiretimi i¢in  ekonomik olarak uygulanabilirliginin belirlenmesi
amaclanmistir. Hammadde olarak bambu kullanilmistir. Deneyler 5 farkli enzim miktari
secilerek Cellic Ctec2 (Novozymes A/S) (10, 30, 60, 100 ve 140 FPU/qg)
modellenmistir. En diisiik enzim miktar1 en az miktarda biyoetanol vermesine ragmen,
tekno-ekonomik degerlendirme, litre bagina 0.484 § liretim maliyetiyle ekonomik olarak

en uygun senaryonun 10 ile 60 FPU arasinda enzim kullanimi oldugunu gostermistir.

Bu nedenle, bu kosullar arasinda 60 FPU/g glukan enzim miktari, biyoetanoliin benzinle

rekabet etmesi i¢in esik seviye kabul edilebilir.

Du ve arkadaslarinin 2020°de yaptig1 ¢alismada misir kogani posasi kullanilarak 3 farkl
enzim miktarinda fermentasyon deneyleri gergeklestirilmistir. Bu deneylerde 20 FPU/g ,
10 FPU/g ve 15 FPU/g kuru biyokiitle miktarinda enzimler kullanilmustir. Uretilen
etanol miktarlar1 sirasiyla 13.47 g/L, 13.58 g/L ve 13.51 g/L ve etanol verimleri 0.41
0/g-0.42 g/g (glukozdan teorik etanol veriminin %82'si) olarak bulunmustur. Bu
deneyler sonucunda etanol iiretimi 20 FPU/g seliilaz altinda 10 FPU/g ve 15 FPU/g'dan
daha hizli olmasina ragmen fiiretilen maksimum etanol konsantrasyonlar: birbirine ¢ok
yakin saptanmigtir. Bununla birlikte, daha yiiksek seliilaz miktari, glukozun hidroliz
hizin1 arttirmasina ragmen, {i¢ enzim miktarinda etanoliin nihai konsantrasyonu g¢ok

yakin belirlenmistir.

Tan ve arkadaslarinin 2013’te yaptig1 ¢alismada misir atiklari kullanilarak biyoetanol
tretimi gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada enzim miktarinin etanol iiretimine etkisi
arastiritlmig ve ii¢ farkli dozda enzim (5 FPU, 10 FPU, 15 FPU) kullanilmistir. %15
baslangi¢c biyokiitle konsantrasyonunda gerceklestirilen ¢alismada en yiiksek etanol

verimi %88.2 olarak 15 FPU enzim dozunda bulunmustur.
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5.4 Fermentasyon Zamaninin Etanol Uretimine ve Mikrobiyel Gelismeye Etkisi

De Klark ve arkadaslarinin 2018°de yaptigi calismada S. cerevisiae mayasinin inhibitor
tiretimine tepkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada, mayalar biyoetanol tiretimi sirasinda
gercek fermantasyon ortaminda hissettirilmek igin i¢in farkli inhibitér kombinasyonlari
(asetik asit, formik asit ve vanilin) secilmistir. Deneyde 48 saat boyunca etanol verimi
ve hiicre canliligina ayni anda bakilmistir. Deney sonucunda kullanilan ii¢ inhibitor igin
vanilin ve formik asit en giicli inhibitor etkiyi gosterirken, asetik asit diisik

konsantrasyonlarda hiicre biiyiimesi i¢in bir katalizor gérevi gormiistiir.

5.5 Sonuclar

Yapilan tez ¢alismasinda patlican kabuklarindan biyoetanol ve antosiyaninin es zamanli
liretimi ve iiretim sirasinda belirli baz1 adimlarin optimize edilmistir. Calismada 6nce
patlican kabuklarindan antosiyaninlerin ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Bu asamada
etanol ve metanol gibi farkli coziiciiler icerisinde hammaddelerden antosiyaninler
ekstrakte edilmis, daha sonra ise patlican kabuklar1 6n-isleme tabi tutularak fermente
edilebilir sekerler agiga ¢ikartilarak, yerel izolat mayalar kullanilarak, yerli ve ucuz bir

atiktan biyoetanol tiretimi gerceklestirilmistir.

Patlican kabuklarindan biyoetanol ve antosiyaninlerin es-zamanli tretimi ilk kez
gerceklestirilmistir. Bu sayede hem {ilkemizde bol bulunan bir tarimsal atik
biyoteknolojik acidan degerlendirilmis hem de biyoetanol ve antosiyanin gibi maddeler
bol bulunan ucuz hammaddelerden biyorafineri yaklasimiyla elde edilmistir. Bu sebeple

yapilan tez ¢alismasi sonucunda elde edilen bulgular literatiire katki saglamaktadir.
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