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Fen Bilimleri Enstittsi
Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Géniil DONMEZ

Cevre dostu enerji edinmenin yeni yollarinin tiim diinyada hizla arandigi bu donemde, niifustaki
hizli artisin neden oldugu enerji tiiketimindeki artis, ¢evresel sorunlar ve varolan kaynaklarin
hizla azalmas1 yenilenebilir enerji kaynaklarin kesfini zorunlu hale getirmistir. Tez ¢alismasinda
Tiirkiye’de bol bulunan, ucuz ve tarimsal bir atik olan yer fistig1 kabugu kullanilarak biyoetanol
iiretimi ve verimi arastirilmistir. Caligmanin ilk asamasinda yer fistig1 kabugu kat1 6giitiicti ile
fiziksel bir 6n islemden gegirilmistir. H,SO, asit ¢ozeltisinin % 0,5 — 3(v/v) oranlari ile hidrolize
edilerek yapisindaki kompleks sekerlerin basit sekerlere indirgendigi hidrolizatta
Saccharomyces cerevisiae mayasi tarafindan fermentasyon yoluyla biyoetanol elde edilmistir.
Fermentasyon ortaminda ilave katkilar (melas — soya unu) kullanilarak biyoetanol
verimliliginde artis elde edilmistir. Fermentasyon ortamlarina CaO miidahalesi uygulanarak
maya gelisimini etkileyen toksik bilesiklerin olumsuz etkisi azaltilmistir. %4 kabuk iceren
hidrolizatta CaO miidahalesi sonrasinda, 7,384 g/L seker harcanarak 2,352 g/L biyoetanol elde

edilmistir.

En uygun hidroliz kosulu %1 (v/v) asit derisimi olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda %8
(w/v) kabuk igeren besiyerine ilave katkilar ve CaO miidahalesi sonrasinda 8,632 g/L seker

harcanarak %16 — 18 araliginda degisen bir artisla 2,582 g/L biyoetanol elde edilmistir.

Temmuz 2014, 86 sayfa

Anahtar Kelimeler: Yer fistigi kabugu, biyoetanol, fermentasyon, Saccharomyces
cerevisiae, soya unu



ABSTRACT

Master Thesis
BIOETHANOL PRODUCTION FROM PEANUT SHELL
Melek DONMEZ
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Supervisor: Prof. Dr. Géniil DONMEZ

In this period that new ways of acquiring environmentally friendly energy rapidly being sought
all over the world, increase in energy consumption caused by the rapid increase in the
population, environmental problems and the rapid decline of existing resources made the
discovery of renewable energy sources become mandatory. In this study, the production of
bioethanol using peanut shell which is abundant and cheap agricultural waste in Turkey, and its
yield were invastigated. In the first phase of the study, peanut shell was pre-treated by grinder
physically Hydrolysade was prepared reducing complex sugar in its structure reduced to simple
sugars by hydrolyzed with 0,5-3% percantage of H,SO, acid solution. Bioethanol was obtained
by fermentation by Saccharomyces cerevisiae yeast at that hydrolysade. Increase at yield of
bioethanol achived using supplements(melas-soya). Negative effects of toxic compounds that
affecting yeast growth were reduced by applying CaO intervention at fermentation
environments. At hidrolysade that contains 4% percent of shell bioethanol was obtained by

consuming 7.385 g/L sugar after CaO intervention.

The most appropriate condition for hidrolysis is determined as 1% of acid concentration. Under
these conditions 2,582 g¢/L bioethanol was obtained by consuming 7.385 g/L sugar about
increase rate of 16%-18% after applying CaO intervention and suplements to medium contains
8% (w/v) of shell.

July 2014, 86 pages
Key Words: Peanut shell, bioethanol, hydrolysis, fermentation, Saccharomyces cerevisiae, soy

flour
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1. GIRIS

Enerji gereksinimlerinin artis1 ve kaynak sikintilarinin yaganmasi nedeniyle biyoyakitlar
son dénemde oldukca hizli iiretim ve tiiketim egrileri gdstermektedir. Uretiminde oncii
iilkelere (Brezilya ve ABD) bakiliginda iiretime ve tiiketime yonelik politikalarin yan1

sira ¢cok sayida destekleme politikasini da istikrarli bir sekilde uygulamaktadirlar.

Diinyanin son dénem &nemli problemlerinden biri haline gelen kiiresel 1sinma, iklim ve
mevsim degisikligi sorunlarmin temelinde yiiksek miktarda 1s1 tutma 6zelligine sahip
olan sera gazlarmin salinimlari bulunmaktadir. Bu nedenle klasik fosil yakitlarin yerine
gececek ve sera gazi salinimini azaltarak kiiresel 1sinmay1 Onleyebilecek yenilenebilir

enerji kaynaklarina ihtiyag¢ vardir.

Yenilenebilir enerji kaynaklarindan biyoyakitlarin iretiminde kullanilan tarimsal
hammaddelerin ¢esitleri, liretim siirecinde yapilan islemler ve elde edilen biyoyakit
tirleri sekil 1,1°de ozetlenmistir. Nisastali ve seliilozik bitkiler sekere doniistiiriiliip,
mayalanma olarakta bilinen fermentasyon ve damitma islemine tabi tutulurken, sekerli
bitkilere dogrudan fermentasyon ve damitma islemi uygulanarak biyoetanol elde

edilmektedir.
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Sekil 1.1 Biyoyakit igin tercih edilen hammadde ve iiretim siirecinde yapilan islemler

1990’11 yillardan giiniimiize kadarki gelisiminde tiiketimi 6zellikle son yillarda artis
gosteren biyoyakitlar 2005 yilinda petrol esdegeri olarak 19 milyon ton civarinda
tiiketilirken bu rakam 2008 yilinda 51 milyon tonu bulmustur. Biyoyakit tiikketimi ile
ilgili FAO tarafindan yapilan ¢alismalarda tiiketimin yillik % 7 oraninda artarak 2030
yilinda petrol esdegeri cinsinden 102 milyon tona ulasacagi tahmin edilmektedir

(Anonymous 2008).

Biyoyakaitlar, karbonhidrat ekonomisi ve biyoyasam iginde biyorafineri {iriinleri olarak
yer bulmaktadir. Ulkemiz iklim ve tarim giiciiyle, biyoyakitlar igin i¢ pazar ve ihracat
acisindan Onemli bir potansiyele sahiptir. Tirkiye son donem kalkinma planlar
igerisinde “Uretim sistemi iginde yerli ve yenilenebilir enerji kaynaklarinin paymnin
azami Ol¢iide yiikseltilmesi hedefi” ni bulundurmaktadir. Tiirkiye biyoyakit yol haritasi

belirlenmesinin nedenleri ve hedefleri arasinda;

e Ulusal enerji stratejisi iginde 0zellikle yerinde yenilenebilir enerji iiretimi igin

biyoyakitlarin 6ncelikle yer almasi,



e Ulusal tarim stratejisi i¢inde, enerji tarimi planlamasinin yapilmasi ve hizla

uygulamaya alinmasi,
e Atiktan enerji eldesi kapsaminda biyoyakitlarin dncelikle yer almasi,

e Enerji ormanciliginin gelistirilmesi dogrudan ve dolayli biyoelektrik tiretiminin

arttirilmasi,

e Biyoelektrik iiretiminde biyokiitlenin Tiirk komiirleri ile birlikte kullaniminin

tesvik edilerek hizla uygulamaya alinmasi,

e Biyogaz ilretiminin tesviki ve arttirilmasi AB’ye biyoyakit ve biyoelektrik

ihracatinin tesvik edilmesi,

e Biyoyakit iireticilerinin vergi indirimi, hibe, uluslararasi fonlar ve diisiik faizli

kredilerle desteklenmesi,
e lleri biyoyakit teknololojileri Ar-Ge galismalarinin yiiriitiilmesi,

e Motor biyoyakitlarinin akaryakit sektorii icindeki; lireticiden satig, taginim,
depolama, harmanlama, dagitim ve satis asamalarindaki ticaretleri ile

kalitelerinin denetlenmesi, yer almaktadir.

Tirkiye’de yeni biyoiiriinler ve 1ilgili teknolojiler dogrultusunda bazi akademik
caligmalar mevcut ancak, ticari iriinler haline donistirilmesi yaygm degildir.
Aragtirma  bilgilerinin uygulamalara katki saglamasi, devaminda ticari {rlinlere
dontstiiriilmesi ve bu donlisiimiin  degerlendirilerek Tirkiye kosullarina uygun

biyoiiriinlerin ve teknolojilerin belirlenmesi son derece 6nemlidir.

Tiirkiye’de 50-65 milyonton/y1l bitkisel atik ortaya ¢ikmaktadir. Bunlarin ¢ok biiyiik bir
kism1 toplanma ve imha edilme gibi ek maliyetler getirmekte ve ekonomik bir degere
cevrilememektedir. Lignoseliilozik yapili biyokiitleler olan bitkisel atiklarin kompleks
yapisini olusturan seliiloz ve lignin maddeleri 6nemli birer polimer kaynag: olmakta ve

kimyasal yapilarinda bulundurduklar1 aromatik bilesikler ve bir¢ok fonksiyonel grup



sayesinde c¢esitli kimyasallarin ve drlinlerin iretimine olanak tanimaktadirlar

(Karaosmanoglu 2006).

Ileriki yillarda, Avrupa Birligi (AB) iiyeliginden &tiirii ortaya ¢ikmasi muhtemel
sinirlandirmalar nedeniyle tarimsal {iriin fazlasinin yakit veya diger iiriinlere doniisiimi
giindeme alinabilir. Bu tarimsal iirliniin bir kism1 beslenme amagli kullanildiktan sonra

sap1/samant hayvan yemi olarak kullanilip fazlasi ile biyoetanol {iretilebilmektedir.

Tiirkiye’de yetisen ve Ozellikle ekim alanlar1 genis olan tarim triinlerinin tretilmelerini
daha verimli kilmanin 6nemli bir yolu olarak bitkinin biitiinsel olarak degerlendirilmesi
baska bir deyisle geleneksel kullanim disinda kalan alanlarda tarimsal atiklarin

kullanilmas1 6nemlidir (Karaosmanoglu 2006).

Ulkemizde, Avrupa Birligi Miiktesebatinin Ustlenilmesine iliskin Tiirkiye Ulusal
Programinin uygulanmas1 icin yasal ¢alismalar halen siirdiiriilmektedir. “Yenilenebilir
Enerji Kaynaklarmim (YEK) Elektrik Enerjisi Uretimi Amagh Kullammina iliskin
Kanun” 10 Mayis 2005 tarihinde TBMM’de kabul edilmistir. 27.09.2011 tarihli Resmi
Gazete’de yayimlanarak yiiriirliige giren karara gore yerli tarim {riinlerinden iiretilmis
biyodizel igeriginin, 1 Ocak 2014 tarihi itibariyle en az %1; 1 Ocak 2015 tarihi itibariyle
en az %2; 1 Ocak 2016 itibariyle en az %3 olmasi zorunlulugu getirilmistir.

Biyoyakit {iretimin zincirinde, biyokiitle kaynaginin igerigi, hidroliz ve fermentasyon
asamalar1 iizerine denemeler yapilan tez calismasi, kuruyemis fabrikalarindan tarimsal
bir atik olarak ¢ikan ve lignin - seliiloz icerigi yiiksek olan yer fistig1 kabuguna 6n islem
basamaginda fiziksel miidahale, igindeki kompleks sekerlerin sicaklik ve asit ile
hidrolizi sonucu basit sekerlere indirgenmesi ve besiyeri olarak kullanilacak hidrolizatin
Saccharomyces cerevisiae mayasi araciligiyla fermentasyona ugratilarak biyoetanol
tiretilmesini kapsamaktadir. Caligmada biyoetanol tiretiminin etkisini, asit derisimi, CaO
miidahalesi, karbon ve azot katkilarinin ilavesi ile iiretilen biyoetanol miktari ilizerine

etkiler incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI
2.1 Enerji Kaynaklan I¢erisinde Biyokiitle ve Biyoetanol

Enerji kaynaklari, olusumlarindaki siirecin uzunlugu bakimindan iki ana smifa
ayrilmaktadir. Bunlardan birincisi, meydana gelisleri ¢ok uzun yillar alan petrol, komiir,
dogalgaz gibi klasik enerji kaynaklari ile agir radyoaktif atomlarn olusturdugu
yenilenemez enerji  kaynaklaridir. Yenilenmeleri ¢ok uzun bir siire aldigi igin
yenilenemez denilen bu klasik enerji kaynaklarmi kendi iginde fosil yakitlar ve
radyoaktif atomlar olarak siniflamak miimkiindiir. Yenilenebilir enerji kaynaklar tekrar
kullanilabildigi i¢in azalmazlar. Bu 6zellikleri bakimindan diger kaynaklardan farklilik

gosterirler. Enerji kaynaklarina genel bakis sekil 2.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.1 Enerji kaynaklarina genel bakis



2.1.1 Giines enerjisi

Giines enerjisi, giines 1s1gindan enerji elde edilmesine dayali teknoloji olup, giinesin
yaydig1 enerjinin, giinesin ¢ekirdeginde yer alan flizyon sonrasi ortaya ¢ikan ismnim
enerjisidir. Giinesteki hidrojen gazinin helyuma doniismesi seklindeki siiregten
kaynaklanir. Giiniimiizde yaygin olarak, 1sitma, pisirim, fotovoltaik hiicrelerde elektrik
olusturma ve deniz suyunun tuzdan arindirilmasi gibi faaliyetlerde kullanilmaktadir

(Adigiizel 2011).

2.1.2 Hidroelektrik enerji

Hidroelektrik enerji  iiretimi suyun potansiyel enerjisinin  kinetik enerjiye
dontistiiriilmesi ile saglanmakta ve hizla akan suyun enerjisiyle dondiiriilen elektrik
jeneratorlerinden elde edilen elektriktir (Adigiizel 2011). Deniz, gol veya nehirlerde Ki
sular giines enerjisi ile buharlagsmakta, olusan su buhari riizgarin etkisiyle siiriiklenerek
yagmur ve/veya kar haline donlismekte ve su kaynaklarini devamli olarak
beslemektedir. Boylelikle hidrolik enerji kendini stirekli yenileyen bir enerji kaynagi

olmaktadir.

2.1.3 Riizgar enerjisi

Riizgar enerjisi, hava akiminin sahip oldugu kinetik enerjidir. Bu enerjinin bir bolimi
yararli olan mekanik veya elektrik enerjisine doniistirilebilir (Adigiizel 2011).
Riizgardan enerji elde edilmesi sirasinda atmosfere higbir zararl gaz salinimi olmaz ve

dolayisiyla riizgar enerjisi temiz bir enerjidir.

2.1.4 Jeotermal enerji

Jeotermal kaynaklar, yer kabugunun farkli derinliklerinde biriken 1sinin olusturdugu ve
icerisinde kimyasallarin yani sira, sicak su, buhar ve gazdan olusturmaktadir. Ucuz,

giivenilir, ¢evre dostu, yerli ve yesil bir enerji tirii olan jeotermal enerji, bu



kaynaklardan ve bunlarin olusturdugu enerjiden dogrudan veya dolayli yollarla
faydalanmay1 kapsamaktadir (Adigiizel 2011).

2.1.5 Yenilenebilir enerji kaynagi biyolojik kiitle

Diinyanin son donem 6nemli problemlerinden biri haline gelen kiiresel 1sinma ve iklim
degisikligi sorunu temelinde yiiksek miktarda 1s1 tutma oOzelligine sahip olan sera
gazlariin salinimlari bulunmaktadir. Bu nedenle klasik fosil yakitlarin yerine gegecek
ve sera gazi salmimini azaltarak kiiresel 1sinmay1 Onleyebilecek yenilenebilir enerji

kaynaklarina ihtiya¢ vardir.

Yenilenebilir enerji kaynaklarindan biri olan biyokiitle, “100 yillik periyottan daha kisa
siirede yenilenebilen, karada ve suda yetisen bitkiler, hayvan artiklari, besin endiistrisi
ve orman uriinleri ile kentsel atiklari iceren tiim organik maddeler” olarak

tanimlanmaktadir (Acaroglu ve Ultanir 2000).

Fosillesmemis bitkisel ve hayvansal organik maddelerden meydana gelen biyokiitle
enerji kaynaklari, kendilerinden enerji elde edilirken bulunduklar fiziksel hale gore li¢

ana kisimda siniflandirilmaktadir.

e Kati biyokiitle

e Sivi biyokiitle

e (Gaz biyokiitle (biyogaz).
Kati1 biyokiitle (odun, bitki atkilar1 vb.) ¢ok eski zamanlardan giiniimiize kadar
kullanilmakta olup, sivi ve gaz biyokiitle kaynaklarinin kullanmasi son ylizyilda
gerceklesmistir. Uzun siiredir kullanilan ve yenilenebilir enerji kaynaklarinin da biiyiik

bir kismin1 olusturan kati biyokiitle enerji kaynaklar1 geleneksel biyokiitle, siv1 ve gaz

biyokiitle ise modern biyokiitle enerji kaynaklari olarak bilinmektedir.



Son yillarda ortaya ¢ikan ve kullanimi giin gectik¢e yayginlasan sivi biyokiitle enerji
kaynaklari, otomobil motorlarinda yakit hammaddesi olarak kullanildig1 i¢in biyoyakit

adiyla anilmaktadir.

2.2 Biyoyakitlarin Tarihcesi ve Cesitleri

2.2.1 Tarihge

Biyoyakitlarin tarihi siirecinde ilk ortaya ¢ikan ve kullanilan biyoyakit, biyodizel
olmustur. Rudolf Diesel’in 1893 yilinda bitkisel yaglar1 yakit olarak kullanan motoru
tasarlamasina dayanmaktadir (Gizlenci ve Acar 2009). Diger yandan, zaman
icerisindeki gelisimlerinde biyoetanoliin biyodizele kiyasla daha fazla gelisim sagladig:
gbzlenmistir. Ama iki biyoyakit i¢in de beklenenin aksine, ortaya cikislarindan ¢ok
uzun yillar sonra gelisimlerine hiz verdikleri ve son donemlerde yasanan enerji
krizlerinin etkisiyle diinya giindeminde 6n plana ¢ikan enerji kaynaklart konumuna

geldikleri sdylenebilir.

2.2.2 Biyoyakat iiretimini tetikleyen faktorler

Biyoyakit tretiminin temelindeki sebeplerin oncelik sirasi iilkeden tilkeye degisim
gostermekte olup, son yillarda enerji konusunda basta Brezilya ve ABD gibi tilkeler
olmak iizere birgok iilke artan enerji fiyatlarinin biit¢elerdeki yiikii azaltmasi niyetiyle

biyoyakit liretimine yonelmistir.

Biyoyakit iiretimini tesvik eden diger Onemli etken ise ithal edilen petrole olan

bagimlilig1 azaltmaktir.

Temel nedenler arasinda 2000°1i yillarda ortaya ¢ikan ¢evresel sorunlarin 6nlenmesi igin
biyoyakitlar bir ¢are olarak degerlendirilmis ve biyoyakit kullaniminm kiiresel 1sinma -

iklim degisikligi gibi ¢evresel sorunlarin dnlenmesi amaciyla tercih edilmistir.



Son olarak, tarim sektoriinde istihdamin ve gelirin arttirilarak kirsal kalkinmanin
saglanmasi amaci, basta Almanya olmak iizere diger AB iilkelerinin biyoyakit iiretimine

yonelmelerini saglamistir (Henniges ve Zeddies 2007).

2.2.3 Biyoyakit cesitleri

Kimyasal igerigi ve iiretim siirecinde kullanilan hammadde tipine gore farklilik arz eden
biyoyakit ¢esitleri arasinda biyoetanol, biyodizel, biyometanol, biyodimetileter,
biyoetiltersiyerbutileter ve ¢esitli bitkisel yaglar bulunmakla birlikte, bunlarin
giinimiizde en yaygin ve popiiler olanlarindan biyoetanol, nisastali ve seliilozik
bitkilerin sekere doniistiiriiliip fermentasyon ve damitma islemi islemi uygulanarak elde
edilmekte, biyodizel ise yagl tohumlu bitkilerin esterlestirme ve ekstraksiyon iglemleri

sonucu donistiiriilmesi ile tiretilmektedir (Ar 2007).

Biyoyakitlar, elde edilme siirecinde hammadde olarak kullanilan biyokiitlenin gida
amacgh kullanilip kullanilmama 6zelligine bagli olarak son doénemde ii¢ ayr1 grupta

degerlendirilmektedir.

Birinci Nesil Biyoyakitlar: Tarimsal iiretim sonucu elde edilmis ve gida amagh
kullanilabilen bitkisel tiriinlerin hammadde olarak kullanildig1 biyoyakitlardir. Diinyada
tiretilen biyoyakitlarin ¢ok biiylik bir kismim1 olusturan bu tiir biyoyakitlara “birinci

nesil biyoyakutlar” denilmektedir.

ikinci Nesil Biyoyakitlar: Diger yandan, tarim ve ormancilik atiklari gibi gida amagl
kullanilmayan lignoseliilozik biyokiitlelerden ileri teknoloji kullanilarak elde edilen

biyoyakitlar ise “ikinci nesil biyoyakitlar” olarak isimlendirilmektedir.

Ikinci nesil biyoyakitlarin iiretim siirecinde kullanilabilen gayir, ¢imen, ot ile kavak ve
sogiit gibi odunsu bitkiler, biyoyakit hammadde maliyetini oldukga diisiirmektedir

(FAO 2008).



Uciince Nesil Biyoykitlar: Biyogaz, biyodizel ve biyoetanol iireterek geleneksel fosil
yakitlara alternatif bir yakit olusturacagi disiiniilen ikinci nesil biyokiitle enerji
kaynaklarinin yani sira, gliniimiizde ti¢iincii nesil olarak nitelendirilen alglerin enerji
acigma ve ¢evreyi korumada ¢6ziim olmasi diistiniilmektedir. Algler veya genel ismiyle
yosunlar, alternatif bir enerji kaynagi olarak Son yillarda biyokiitle enerjisi
arastirmalarina konu olmus ve umut vadeden bir enerji kaynagi olarak goriilmeye

baslanmustir.

Mikroalgler karbonhidrat, protein, lipid ve vitamin i¢eren mikroorganizmalardir (Chisti
2004). Genel olarak, tiire gore degismekle birlikte, mikro-algler yaklasik % 15-77 yag
icerebilmektedir (Xu vd. 2006). Diger yag bitkilerine kiyasla yiiksek yag orani ve
biliylime verimine sahip olmalar1 mikroalgleri biyodizel ve biyogaz iiretimi igin cazip
kilmaktadir. Bu yakitlarin mikroalglerden iiretilmesi, artan kiiresel enerji ihtiyacina
cevap verilebilme ve kismen de olsa atmosferdeki gereginden fazla karbondioksiti
fotosentez yoluyla verimli {irtine dontistlirerek, kiiresel 1sinmanin 6nlenmesine katkida

bulunma potansiyeline sahiptir (Ulukardesler ve Ulusoy 2012).

Farkli iglemlerle Gertye . Balk,
dier degerli kalanposa - —p Iglem _y, hayvan yemi
materyale A
donlsimi

)
Protein  —p (ida

cikarilmasi maddesi

Mikroalg Mikroalg Mikroalg ——p Mikroalgden — Yajdan Son (riin
tirinin == yetistiriciligi = Hasat Yag Biyodizel = Biyoduzel
segimi qkanlmasi (Iretimy

Sekil 2.2 Alg dongiisti (Ulukardesler ve Ulusoy 2012)
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Biyodizel iiretiminde kullanilan karasal bitkilerle kiyaslandiginda, tiim yila yayilabilen
bir iiretim olanagina sahip olan mikroalglerin c¢esitli avantajlar1 gézlemlenmistir.
Ornegin karasal alan gereksinimi agisindan, kuru agirliklarinin %20-%50’lik kisimim
yag olarak biriktirebildikleri i¢in en yiiksek biyodizel iiretim verimine sahip olan kolza
bitkisinin 1.190 L/ha’lik biyodizel iiretim kapasitesine karst 12.000 L/ha’lik bir
kapasiteye ulasabilmektedirler (Brennan vd. 2010).

Ayrica mikroalglerin logaritmik iireme fazindaki ikiye katlanma siireleri 3,5 saate kadar
kisalabilmektedir. Karasal bitkilerin ikiye katlanma stiresi bu siireden ¢ok daha uzundur
(Chisti 2007). Mikroalglerin biyodizel iiretimi i¢in kullanilmasinin diger bir avantaji da
bir¢ok alg tiirliniin yiiksek CO, derisimlerinde hizli biiyiime kabiliyetine sahip olmas1 ve
bu sayede etkin bir sekilde atik baca gazlarindan CO; Oziimsemesine olanak
saglamasidir (1 kg kuru mikroalg kiitlesinin tiretimi sirasinda 1,83 kg CO, havadan

Oziimsenir) (Brennan ve Owende 2010).

2.3 Biyoetanol

2.3.1 Biyoetanoliin ilk kullanimi

Biyoetanoliin otomobil motorlarinda yakit olarak kullanilmasi, ilk olarak ABD’de
Henry Ford tarafindan iiretilen araglarla baglamistir. 1908 yilinda piyasaya siiriilen
Model T adindaki araclarin yakit olarak biyoetanol kullanmasi bir nevi devrim niteligi

tagimaktadir (Balat 2009).

Otomobil motorlarinda alternatif bir yakitin kesfedilmesi yeni bir ¢igir agsa da
biyoetanol kullanimi vergilerden, yasaklamalardan ve yiiksek tarimsal hammadde

fiyatlarindan dolay1 20. yiizyilin ilk yarisinda ciddi bir ilerleme kaydedememistir.

1950 yilina kadar ki biyoyakitlarin ge¢misine bakildiginda sadece 1. ve II. Diinya
Savasi’nin oldugu donemlerde iiretimde artiglar oldugu gozlemlenmekte olup, bu ise

savas ekonomisinden kaynaklanmaktadir. Diger yandan, ucuz petrol fiyatlarin
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etkisiyle, II. Diinya Savasi’ndan sonraki 20 yilda biyoetanol iiretiminde siirekli azalma

kaydedilmistir.

2.3.2 Biyoetanoliin ozellikleri

Biyoetanol, temiz, renksiz ve zehirli olmayan bir sividir. Isil degeri benzinden daha

diistiktiir ve su ile her oranda karisabilme 6zelligine sahiptir.

Etanol yiiksek oktan sayisina sahip olmasina karsin, ¢ok diisiik setan sayisina sahip
olmasi ve kendi kendine tutusma direnci nedeni ile dizel motorlarda kullanimda bir
takim sorunlar yaratabilmektedir. Kendi kendine tutusma direnci, benzinli motorlarda
sikistirma oraninin arttirilmasina olanak sagladigindan, etanoliin benzinli motorlarda
kullanim1 daha avantajlidir. Diisiik setan sayisina sahip olan yakitlarin dizel
motorlarindaki yanma kalitesini diizeltmek ic¢in arastirmalar devam etmektedir.
Etanoliin motorlarda kullanimi diisiincesi daha ¢ok genis tarim alanlarina sahip

tilkelerde yaygindir (Balat 2009).

Kimyasal formiilii C;HgO ve yogunlugu 0,79 ton/m> olan biyoetanol 1 tonu yaklasik
1.270 litre gelmektedir (Dillon vd. 2008). Biyoetanol benzinle g¢alisan motorlarda
benzinle harmanlanarak veya motorda yapilan bazi modifikasyonlar sayesinde tek

basina da kullanilmaktadir.

Biyoetanol {iretiminde kullanilan hammaddelerden seker igerenlere dogrudan
fermentasyon islemi gerceklestirilirken, nisasta igerenler bir doniisiim basamagiyla
glikoza doniistirilmekte ve akabinde fermentasyona tabi tutularak biyoetanol elde

edilmektedir.

Etanol, hava kirliligini azaltmak ya da petrol iiriinlerinin tiikketimini azaltmak amaciyla,
benzinle degisik oranlarda karistirilarak kullanilabilmektedir. En yaygin uygulamalar

E10 (%10 etanol, %90 benzin) igeren karisimlardir.
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Biyoetanol stirdiiriilebilir bir enerji kaynagi olarak sagladigi cevresel ve ekonomik

yararlar nedeniyle fosil yakitlara gore avantajlar saglamaktadir.

Biinyesinde yiiksek oranda seker veya nisasta-seliilloz gibi sekere doniistiiriilebilir
madde bulunduran biyokiitleler etanol {iretiminde kullanilabilirler. Diinya etanol

piyasasi nisasta ve sekere dayali olarak gelisim gostermektedir (Acaroglu 2003).

Enerji degeri gorece diisiik olan biyoetanol, ayn1 miktar benzinden elde edilen enerjinin
yaklasik %66°s1 kadar enerji saglamaktadir. Buna karsin, oktan seviyesi benzine kiyasla
daha yiikksek olan biyoetanoliin benzinle harmanlanarak kullanilmasi motor

performansini artirmaktadir.

2.3.3 Biyoetanol iiretiminde kullanmilan hammaddeler

Biyofuel (biyoetanol, biyoyakit) bitkisel yaglardan, seker pancarindan, tahillardan,
organik atiklardan ve islenmis biyokiitlelerden elde edilebilir. Kullanilan biyolojik
hammaddenin kayda deger miktarda etanole doniisebilen nisasta veya seliiloz gibi

igerige sahip olmasi bu noktada 6nem arz etmektedir.

Biyoetanol iiretiminde kullanilan hammaddeler ii¢ sinifa ayrilmaktadir;

e Sakkaroz igeren hammaddeler (seker pancari, seker kamisi, sorgum vb.),
e Nisastali materyaller (bugday, misir, arpa vb.)

e Lignoseliilozik biyokiitle (odun, saman, tarimsal atiklar vb.)

Biyoetanol iiretiminde en Onemli problem iiretimde kullanilacak hammaddenin
varhigidir. Kullanilacak hammaddenin mevsimsel degisimi ve cografik konumu
bitoetanol ~iiretiminde onemli etkenler olmaktadir. Ote yandan biyokiitle
maliyetlerindeki degisim biyoetanol iiretim maliyetlerini biiyilik dl¢lide etkilemektedir.
Kullanilan biyokiitlenin igerigi genel olarak etanol {iretiminde verimliligi etkileyen ana

faktorlerden biridir.
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Sakkaroz iceren hammaddeler: Sakkaroz (veya diger adlariyla siikkroz veya cay
sekeri) C1oH2,011 formiiliiyle gosterilen ve bir glikoz ve bir fruktoz molekiiliiniin bir
araya gelmesiyle meydana gelen disakkarittir. Sakkaroz iceren hammaddeler, nisastali
hammaddelere veya lignoseliilozik biyokiitlelere nazaran sadece disakkarit yapisinda
oldugu i¢in biyoetanole doniisiimiiniin daha kolay olmasi nedeniyle iiretimde tercih
sebebidir. Clinkii bu hammaddeler 6n hidroliz gerektirmez ve disakkaritler sadece maya
hiicreleri tarafindan degradasyona ugratilabilir (Cardona ve Sanchez 2007). Biyoetanol
tiretiminde kullanilan sakkaroz iceren hammaddeler esasen seker kamisi ve seker
pancarindan olugmaktadir (Zarzyycki ve Polska 2007). Avrupa iilkelerinde ise pancar
artiklar1 sakkaroz iceren hammaddeler olarak daha fazla biyoetanol iiretimi igin
kullanilmaktadir. Bizim {ilkemizde ise Seker Fabrikalarinda seker pancarindan seker
tretimi sonrasi kalan atiklardan (melas) fermentasyon islemi ile etil alkol
tiretilmektedir. Diger taraftan sorgum ise kurakliga dayanikli 6nemli tarimsal iiriinlerden
bir digeridir. Ozellikle gelismekte olan iilkeler i¢in bu hammadde kaynagi gerek
biyoetanol Tlretiminde gerekse kimyasal maddeler ve enerji {iretiminde biiyiik

potansiyele sahiptir.

Nisastalh materyaller: Biyoetanol iiretiminde kullanilabilecek diger hammadde
kaynaklar1 nisasta bazli materyallerdir (Yoosin ve Sorapipatana 2007). Nisastadan
biyoetanol elde edebilmek icin karbonhidrat zincirinin koparilmasi gerekmekte ve
glikoz surubunun elde edilmesi amaciyla mayalar kullanilmaktadir. Kuzey Amerika ve
Avrupa iilkelerinde biyoetanol iretimi i¢cin bu hammadde kaynaklari biiyiik 6lgiide
kullanilmakla beraber ¢ogunlukla bu amag¢ i¢in musir ve bugday tercih edilmektedir
(Cardona ve Sanchez 2007). Nisasta bazli biyoetanol endiistrisi yaklasik 30 yildir
yasamakta olup, gecen zaman ic¢inde enzim verimliliginde saglanan iyilesmeler yaninda
islem siiresi ve maliyetlerin disiiriilmesi biyoetanol verimliligini olumlu yo6nde

etkilemistir (Mabee vd. 2006 ).

Lignoseliilozik biyokiitle: Biitiin lignoseliilozik biyokiitlelerin temel yapisi ii¢ temel
polimerden (Seliiloz, Hemiseliiloz ve Lignin) olusmakta ve i¢erdigi hammmadeye gore

cesitlilik gostermektedir (Sekil 2.3). Hemiseliilozlarin biyolojik doniistiiriilme islemi
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(bioconversion) hemiseliiloz igeren biyokiitlenin, yakit ve kimyasallara doniisiimii,
kagit hamuru iiretimi ve hayvan yemlerinin sindirilebilirligini artirmas1 gibi farkli agro-
endiistriyel yontemlerdeki pratik uygulamalar1 nedeniyle son yillarda olduk¢a 6nem
kazanmistir (Wong vd. 1988). Hemiseliilozik sckerler lignoseliilozik materyalin
biyoetanol ve diger fermentasyon iiriinlerine doniisiimiinde biiyiik 6nem tasimakla
birlikte yapist heterojen polisakkaritlerden (pentoz, heksoz ve seker asitleri) olusmakta
ve hidrolizi ile ksiloz, mannoz, glikoz, galaktoz, arabinoz gibi monomerler elde
edilmektedir. Hemiseliiloz miktari, lignoseliilozik kuru agirhigin genellikle %11-37’si
kadardir (Morohoshi 1991). Alternatif bir enerji kaynagi olarak 6nemi artan yakit etil
alkol iiretiminde yaygin olarak kullanilan seliilozik maddeler diisiik maliyetli ve yaygin
miktarda bulunabilme 6zelliginde olmalidir. Dogal biyolojik bir malzeme olan bitkisel
materyalin yapisini olusturan biyolojik polimerlerin kimyasal 6zelliklerinin yakindan
bilinmesi, etanol donilisim basarist i¢in Onemlidir. Etanol iiretimindeki potansiyel,
secilen hammaddenin icerdigi polimer yapilarin analizi ile dogru orantilidir. Seliilozik

veya lignoseliilozik maddeler, tarimsal, orman ve endiistriyel atiklardan olusmaktadr.

Cizelge 2.1 Baz1 ham materyallerin igerdigi yapilarin yiizde degerleri.

HAM MATERYAL SELULOZ HEMISELULOZ LIGNIN
SERT ODUNLAR
Kizil akgaagag 44.1 29,2 24
Melezkavak 41,7 20,2 29.3
Hus agaci 41 36,2 18,9
TARIMSAL ATIKLAR
Misir kogani 33,7 31,9 6,1-15,9
Piring samani 36,2 19-24,5 8,9-17,3
Findik kabugu 25-30 22-28 30-40
Pamuk sap1 38,4-42,6 20,9 21,45
DIGER
Bambu 40-50 18-20 23
Zeytin agact 25,2 15,8 19,1
Cim 25-40 25-50 10 30
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Sekil 2.3 Hemiseliilozun lignoseliilozik materyaldeki konumu

Lignin dogada oldukca fazla miktarda bulunan ve ekonomik oOneme sahip dogal
hammadde olmasi nedeniyle yapist ve biyosentezi konusunda birgok caligmaya konu
olmustur. Hiicre duvarimi1 hidrofobik yapan amorf bir heteropolimer yapisi olmakla
birlikte kimyasal ve enzimatik yikima olduk¢a direnglidir. Yumusak odun ve sert
odunlarin lignin igerikleri %20-40 arasinda degisirken bu oran seker kamis1 artigi-sap,
musir kogani, fisttk kabugu ve saman gibi otsul bitkilerde %10-40 arasinda sinirl
kalmaktadir (Yaman 2004).

Seliiloz bitkiler tarafindan sentezlenen yapisal bir rolii olan temel karbonhidrat olup,
miktar1 bitkiye bagli olarak degisiklik gosterse de, bitki hiicre duvarmin temel
bilesenidir. Dallanmamis lineer bir polimerdir ve yapisina hidroliz reaksiyonu ile su

eklendiginde alt1 karbonlu bir monosakkarit olan glikoz molekiilleri elde edilmektedir.
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Sekil 2.4 Seliilozun yapis1

Yer Fistig1 Kabugu: Tarimsal ve diger siirdiiriilebilir kaynaklardan ve ¢evresel degerler
ile uyumlu sekilde iiretilen biyoetanoliin hammadde kaynaklarindan biri de baklagiller
(Fabaceae) familyasinda bulunan (tohumlarinda %45-60 yag, %20-30 protein, %18
oraninda karbonhidrat, vikaminler ve madensel maddeler icermektedir.) kuruyemis

fabrikalarindan ¢ikan yer fistigi’nin (Arachis hypogaea) kabugudur.

Pastacilikta, yem sanayisinde, sabun ve/veya insaat sektoriine ait bazi malzemelerin
yapiminda kullanilan yer fistiginin diinyada iiretilen miktar1 18.54 milyon ton dur.
Diinya tiretiminin % 33’{inti Hindistan, % 26’sin1 Cin, % 24’tinii Afrika, % 17 sini ise

Kuzey ve Giiney Amerika karsilamaktadir (Cigek 1998).

Tiirkiye de ise en ¢ok % 90 - 95 oraninda Akdeniz bolgesinde yetismekte olup, ortalama
70 bin ton iriin elde edilmektedir. Yer fistig1 bitkisinin % 35’ini kabugu
olusturmaktadir. Dolayisiyla yer fistigt kabugunun ortalama olarak diinyadaki

potansiyeli 6,49 milyon ton ve Tiirkiye’ de ise 24,50 bin ton’dur (Cigek 1998).
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Yer fistig1 kabugu kimyasal yapist sekil 2.5’te belirtilmis olup, icerdigi element analiz
sonuclarinda % 45.3 seliiloz, %32.8 Lignin, %8.1 Hemiseliiloz, %4.9 Protein ve % 2.3
kiil ihtiva ettigi tespit edilmistir (Wartelle vd. 2000).

hemiseliiloz
%8.1

seliiloz
%45.3

lignin
%32.8

&
\ \ )&

protein
%4.9

L

Sekil 2.5 Yer fistig1 kabugunun kimyasal yapis1

2.4 Biyoetanol Uretim Prosesleri (Lignoseliilozik Hammadede)

Dort ana agamadan olugmaktadir:

e On muamele,
e Hidroliz,
e Fermentasyon

e Uriinlerin ayrilmasi/distilasyon.



2.4.1 On muameler genel bakis, amaci ve cesitleri

Lignoseliilozik maddelerin biyo-déniisiimiinde birinci adim boyut én muameledir. On
muamele asamasi, asit veya enzim katalizorlii hidroliz islemlerinin etkisini
kolaylastirmak amaciyla lignoseliillozik yapinin fiziksel bozulmasina katkida
bulunmaktadir. On muamele islemleri sonraki islemlerin etkinligi ve konfigiirasyonu
tizerinde etkili olmakla beraber yontemin ekonomikligini de biiyiik oOlgiide
etkilemektedir. Yapilan ¢alismalar karbonhidratlarin biyoetanole doniisiimiinde maliyet-
siire¢ acisindan onemli ve belirleyici faktdriin 6n muamele islemleri oldugunu
gostermistir. Lif yapisin1 degistirebilen cesitli 6n isleme metotlar1 vardir. Bu metotlar
secilirken seliilozik materyal yapisi, islem stiresi, islem etkinligi, 6n islem sirasinda
olusabilecek toksik madde miktari, etanol verimi ve kalitesi gibi gesitli parametreler
dikkate alinmaktadir (Thomas vd. 2008).

On muamelenin basarili olabilmesi i¢in;

e Sekerlerin formasyonunu artirmali veya sekerleri daha sonraki hidroliz islemleri
icin uygun yapiya doniistiirebilmeli,

e Karbonhidratlarin degradasyonunu ve kaybini dnlemeli,

Sonraki hidroliz ve fermentasyon islemlerinde yan iirlin inhibitorlerinin olusumunu

onlemeli ve maliyeti olumsuz etkilememelidir.

Lignoseliilozik yapiyr gevsetmek ve bdylece hidroliz oranin1 ve selilloz veya
hemiseliilozdan fermente edilebilir seker olusumu miktarini arttirmak i¢in uygulanan 6n
islem metodlart fiziksel, kimyasal, biyolojik ve termo/fiziko kimyasal olarak

siiflandirilir.
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2.4.1.1 Mekanik miidahale

Biyoetanol iiretiminde tercih edilen lignoseliillozik hammaddenin dogal formatininin
degistirilmesi i¢in hidroliz oncesinde uygulanan &giitme ve mikrodalga veya gama
1sinlart ile hidrolizi arttiran isinlama teknikleri bu gurubun igerisinde yer almaktadir.
Harun ve arkadaglarinin (2010) biyoetanol iiretimi {iizerine yaptigi ¢alismada,
hammaddelerin ylizey alanin1 arttirmaya yonelik kullandiklar1 ve fiziksel ©n
miidahalenin bir tiirli olan araglar yardimiyla mekanik 6giitme metodu sonucu
hammaddelerden ya 10-30 mm ya da 0,2-2 mm arasinda parga boyutlar1 elde

etmislerdir.

Binod ve arkadaslar1 (2012) seker kamisi kiispesine yonelik izledikleri 6n miidahale
yonteminde %]1°lik NaOH ile 4 dk boyunca 600 W’lik mikrodalgada uygulamasini

tercih etmislerdir.

2.4.1.2 Piroliz

Hammaddeleri 300°C’den daha yiiksek sicakliga maruz birakarak igerigindeki
seliilozun, gaz seklinde {irlinler ve atik komiir olusturmak i¢in hizla pargalandig: ayrica
nikel dolamit, toprak alkali ve gecis metali tuzlarmi katalizor olarak kullanarak
biyokiitleden ikincil yakitlarin ve kimyasal {irlinlerin liretimine bagvurdugu piroliz
islemini (Kilzer 1965) Fan ve arkadaslarinin (1987) denedikleri ¢aligmalarinda, 6n
miidahale metotlarindan piroliz islemi sonrasinda atiklar iizerine oksijen varliginda
seyreltik asit ile hidroliz miidahalesi sonras1 selillozun glukoza doniisiim oranint % 80 -
85 olarak belirlediler. Proses sirasinda ¢inko klorit veya sodyum karbonat ilave
edildiginde, saf selillozun yikimi daha diisiik sicakliklarda da gerceklestirildigi
Shafizadeh ve arkadaglar1 (1975) tarafindan tespit edilmistir.
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2.4.1.3 Buhar patlatilmasi (otohidroliz-steam explosion)

Biyokiitlenin 6n par¢alanmasinda kullanilan islemlerden biri buhar patlatilmasidir.
Yontem buhar patlamasi, sulu ayirma ve sicak su sistemlerini kapsamaktadir. Buhar
patlamasi yliksek sicaklik ve basingta biyokiitlenin ekstriizyon iglemini kapsamaktadir.
Buhar patlatilmast 6n muamelesiyle ise hemiseliillozun degradasyonu ve ¢oziilebilirligi
yiiksek sicaklik ve kisa reaksiyon siiresi (270°C, 1 dk.) veya diisiik sicaklik, yiliksek
reaksiyon siiresi (190°C, 10 dk.) islemlerinin her iki sekliyle de saglanabilir. Uygulama
sonrasinda basing serbest birakilarak materyalde fazla kayip olmaksizin, patlatma
sonrast lifler bireysel hale doniistiirilmektedir. Bahsedilen yontem kavramsal olarak
basit olmakla beraber hemiseliilozlardan elde edilen sekerlerin verimi %65’lerden daha
diisiik olabilmektedir (Wyman 1999). Amores ve arkadaslar1 (2013), seker kamisi
kiispesinin 215 °C’de 5 dk buhar patlama ile énmuamelesi (2L-SE pilot reaktor,
Masonite Technology), enzimatik hidroliz (Seliilaz, pB-glukosidaz, ksilanaz/

Novozymes) ve S. cerevisiae ile fermentasyonu sonucunda biyoetanol elde edilmistir.

Buhar patlatilmasinin lignoseliilozik maddeler iizerine etkileri:

e Seliilozun amorf kistmlarini kristallestirerek, seliilozun kristalinitesini arttirir,
e Hemiseliilozlar kolaylikla hidrolize edilebilir,

o Delignifikasyonu artirir.

Buhar patlatilmasinin en 6nemli avantaji mekanik liflendirme (%70’ten fazla enerji
gerektirir) ile karsilagtirildiginda daha diisiik enerji kullanimini gerektirmesi ve geri
dontisim ve c¢evresel acidan ortaya cikabilecek maliyetleri azaltmasi olarak
gosterilebilir (Balat vd. 2008). Bu yontemin tarimsal atiklar ve sert odunlar igin maliyet
acisindan oldukga etkin oldugu diisiiniilebilir; ancak yumusak odunlar i¢in ayni durum

s0z konusu degildir.

Bunun disinda yapilan caligmalar incelendiginde enzimatik hidroliz islemi Oncesinde

CO; muamelesi metodununda seliiloz materyali {izerinde olduk¢a etkin oldugu
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goriilmistiir. CO,, buhar ve amonyak patlatilmasi 6n muamele metotlart seker kamisi
tizerinde denemis ve COy patlatilmasi metodunun digerlerine nazaran maliyet agisindan
daha etkin oldugunu ve O6zellikle buhar patlatilmasi metodunda odun bilesenlerinde
ortaya c¢ikan olumsuz etkinin CO; patlatilmasti metoduyla indirgendigini

gozlemlemislerdir (Zheng vd. 1999).

2.4.1.4 Amonyakla muamele edilmis liflerin soguk buharla patlatilmas1 (AFEX)

AFEX 6n muamelesi liflerin sivi amonyak ile muamelesini ve ardindan soguk buharla
patlatilmasi islemlerini kapsamaktadir (Hamelinck vd. 2005). Yontem basit ve islem
siiresi kisadir. Bu sistem higbir sekeri direkt olarak serbest birakmamakta ancak
polimerlerin (selilloz ve hemiseliiloz) enzimatik ataga kars1 daha duyarli hale gelmesini
saglamakta ve sekerleri azaltmaktadir (Dale ve Moelhman 2000). AFEX metodu
amonyagm yliksek maliyeti dolayisiyla, yontemin ekonomikligini saglayabilmek
amaciyla amonyagm geri kazanimini gerekeli kilmaktadir. Amonyagin geri
kazanimimda en oOnemli yaklasim muamele sonrasinda uygulanabilecek olan
evaporasyon islemidir. Yapilan caligmalarda misir saplarinin 6n muamelesi i¢in uygun

bir yontem oldugu belirtilmektedir.

2.4.1.5 Karbokdioksit patlamasi

Buhar patlama ve AFEX yontemine benzeyen yontemde CO, karboksilik asit
olusumunu saglayarak hidroliz oranim arttirir. Dale ve Moreira (1982) yoca bitkisi ile
yaptiklar calismada farkli 6n muamale iglemlerini denemis ve CO; patlama yonteminin
buhar patlama ve AFEX yonetemine gore daha az, biyolojik miidahaleye gore daha

fazla tiren verimi elde ettiklerini belirmislerdir.
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2.4.1.6 Islak oksidasyon

Islak oksidasyon, biyolojik pargalanmaya karsi direngli veya toksik olan organik
maddelerin, yiiksek sicaklik ve basing altinda kuvvetli oksidantlarin varliginda,
oksidasyonunu saglamak i¢in uygulanan bir prosesidir. Haykira ve arkadaslar1 (2011),
pamuk bitkisi atigin1 iyonik sivilar araciligiyla 6n islem uyguladiklari calismada 10% (g
biyokiitle/ g iyonik sivi) pamuk bitkisi atigi {izerine AMIMCI (1-allyl-3-methyl
imidazolium chloride), BMIMCI (1-butyl-3-methyl imidazolium chloride), EMIMCI (1-
ethyl-3-methyl imidazolium chloride), HEAF (2-hydroxy ethyl ammonium formate) ve
en iyi etkiyi tespit ettikleri EMIMAC (1-ethyl-3-methyl imidazolium acetate) iyonik
stvilari ile 150°C’de 30 dakika boyunca 6n isleme tabi tutmaktadirlar.

Petersson ve arkadaslar1 (2007) lignoseliilozik hammadde olarak kis ¢avdari, kolza ve
bakla c¢Opiiniin sec¢ildigi calismalarinda biyoetanol {iretimini incelemislerdir.
Calismalarinda hammaddelerin 6n islem miidahalesi i¢in 195 °C, 15 dk. 2 gl"* Na,COs

12 bar oksijen altinda 1slak oksidasyon yontemi tercih edilmislerdir.

Palonen ve arkadaglart (2004) 6n islem metodlarindan 1slak oksidasyonu Avrupa
ladininin {izerinde 200 °C’de, 10 dakika ve nétral pH’da olacak sekilde uygulamistir ve
teorik verimi %79 olarak tespit edilmistir. Varga ve arkadsalari (2004) ise alkali ve
asidik 1slak okisdasyon &n islem metodunu, misir kogan iizerinde 195 °C, 15 dakika 12

bar oksijen altinda uygulanmis ve 50 °C’de seliilaz enzimi eklemislerdir.

2.4.1.7 Alkali 6n muamelesi

Alkali 6n muamelesi, diger 6n muamele teknolojileri ile karsilastirildiginda daha diisiik
basing ve sicaklifa ihtiyag duymaktadir. Alkali 6n muamelesi c¢evre kosullarinda
uygulanabilir ancak muamele saat veya giinlerle ifade edilmektedir. Alkali 6n
muamelesinde bazi alkalilerin geri doniisiimii olmayan tuzlara donilisiimii veya on
muamele sirasinda meydana gelen reaksiyonlarla biyokiitle icerisine tuz gibi islemeleri

yontemin kullanilabilirligini sinirlamaktadir (Silverstein 2004). Alkali 6n muamelesinin
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en Onemli oOzelligi kullanilan alkalinin diger bilesenler {iizerinde biiyiik etkiler

olusturmaksizin lignini uzaklastirabilme kapasitesine sahip olmasidir (McMillan 1997).

Kire¢ muamelesi alkali 6n miidahale yontemleri arasinda yer almakta olup, temelinde

biyokiitleden karbonhidrat kayb1 olmadan lignini ayristirmaya yardimei olmaktir.

Yéntemler arasinda diger bir miidahale s1ivi amonyak ile yapilmaktadir. iki tipi olan bu
uygulama (ARP: yiiksek yogunluk - diisikk temas zamani, SAA: diisiik yogunluk —
yiiksek muamele zamani) tarim atiklar1 agisindan etkilidir ve enzimatik hidroliz i¢in

biyokiitlede ki seliilozu kullanilabilir hale getirir.

Kang ve arkadaslar1 (2013) bir C4 bitkisi olan Miscanthus’a alkali én-muamelesinde
NaOH ¢ozeltisinin molaritesi 0,4 M olarak tespit etmislerdir. Cao ve arkadaslarinin
(2012) tath sorgum kiispesine, enzimatik hidroliz oranini arttirmak icin yaptiklar: bir
calismada On islem metodu olarak seyreltik NaOH ile otoklavlama, yogun NaOH ile 6n
muamele, seyreltik NaOH ile otoklavlama ardindan H,O, ile muamele, alkalin peroksit
ile 6n-muamele ve sadece otoklavlama ile 6n muamele yontemlerini uygulamislardir.
En iyi verim seyreltik NaOH ile otoklavlama ardindan H,0, ile muamele yonteminden

elde edilmistir.

2.4.1.8 Biyolojik 6n muamele

Biyolojik 6n muamele isleminde lignoseliilozik madde igerisindeki lignini ¢6zmek
amactyla mantarlar kullanmaktadir. Biyodelignifikasyon olarak tanimlanan islemde
biyokiitle icerisindeki ligninin mikroorganizmalar tarafindan biyolojik degradasyonunu
ifade edilmektedir. Bu yontem 1980°li yillarda ilk anildiginda pahali olmasi, uzun
muamele siiresi gerektirmesi, bazi yonleriyle yetersiz olmasi ve mikroorganizmalarin
lignin tiirevlerince zehirlenebilir yapida olmasi gibi nedenler yoOntemin
kullanilabilirligini sinirlamakla beraber gelecekte daha etkin bir ydntem olacag:

diistiniilmektedir (Hamelinck vd. 2005). Bu 6n muamele sekli fazlasiyla kolay olmakla
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birlikte elde edilen verim diisiiktiir. Ayrica yapilan ¢aligmalar incelendiginde bu 6n

muamele islemini kapsayan sinirlt sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Biyolojik 6n-muamele islemlerinde mikroorganizmalarin lignin ve hemiseliilozun
parcalanmasi ig¢in kullanildigi ve Mosier ile arkadaslarinin da (2005) Bermuda
¢imeninin tizerinde yaptig1 ¢calismada 6 haftada Ceriporiopsis subvermispora ile %29-
32 oraninda, Cyathus stercoreus ile ise %63-77 oraninda par¢alanma saglandig1 tespit

edilmistir.

Degisik ¢alismalarin sonuglarina gore Pleurotus ostreatus, Phanerocaete sordida 37 ve
Pycnoporus cinnabarinus 115 gibi mikroorganizmalarin samani 4-5 haftada %30-50

oraninda sekere pargalayabildigi ortaya ¢ikmistir (Adigiizel 2013).

2.4.2 Hidroliz

On muamele isleminin ardindan biyokiitlenin fermente edilebilir sekerlere
doniistimiinde gerekli olan ikinci adim su molekiiliiniin ilavesiyle ana molekiiliin
koparilmasin1 ifade eden hidroliz islemi etanol iiretim basamaklarindan birini

olusturmaktadir. Hidroliz islemi farkli uygulamalar ile gergeklesebilir.

Seliiloz seyreltik asit, derisik asit veya enzim (seliilaz) yoluyla katalizlenir. Seliiloz
polimerini glikoza hidrolizleyen yontemlerden bir kismi son birka¢ yil icerisinde
gelistirilmistir. Bu yontemler genellikle seliilolitik enzimleri veya farkli derisimlerde
stilfiirik asitleri hidroliz amaciyla kullanmaktadir. Bu uygulamalarda enzim kullanimi
durumunda pahali yatirnmlar gerekli olmakta buna karsilik siilfiirik asitin bu islemde
kullaniminin daha ucuz oldugu goriilmektedir. Enzimatik uygulamada (pH 4,8 ve
sicaklik 318-323 K, 40-50 °C) yiiksek verim saglanabilmektedir. Alkali veya asit
hidroliz islemlerinin neden oldugu korozyon problemleri bu uygulamalari

siirlamaktadir. (Balat vd. 2008)
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Lignoseliilozik biyokiitlenin hidrolizi saf seliilloza nazaran glukan olmayan lignin ve

hemiseliiloz gibi bilesenler nedeniyle oldukca karmasiktir.

2.4.2.1 Asit hidrolizi

Asit muamelesi, lignoseliilozik biyokiitleden yiiksek verimlerde seker iiretimini
amaglamakta olup, (Lee 2005) siilfiirik asit en ¢ok kullanilan asit olmakla beraber
hidroklorik asit, perasetik asit, nitrik asit ve fosforik asit gibi farkli ¢esitleri mevcuttur.
(Taherzadeh ve Karimi 2007).Asit muamelesi seliilozu hidrolize etmek amaciyla
seyreltik veya derisik olarak kullanabilir. Bu metotlar igerisinde seyreltik asit on

muamelesi daha ekonomik ve verimli oldugu icin en fazla tercih edilen metottur.

Asit katalizorlii seliiloz hidrolizi kompleks heterojen bir reaksiyondur. Bu hidroliz
islemi hidrolitik kimyasal reaksiyonlar kadar fiziksel baz1 faktorleri de kapsamaktadir.
(Xiang vd. 2003) Monosakkarit {irinlerinin daha yogun degradasyonu ise istenilmeyen
kimyasallarin olusumuna neden olabilmektedir. Meydana gelmesi miimkiin olan yan

reaksiyonlarin sayisi, tamamiyla uygulanan asidin niifuzuna baghdir.

Lignoseliilozik biyokiitle asit ile hidrolize edildiginde, degismeden kalan lignin ve
selilloz fraksiyonlar1 yaninda ksilanin ksiloza doniistiiriildiigi belirtilmektedir. Bu
durum ksilanin seliiloz ile karsilastirildiginda amorf yapida olmasi ve asit muamelesi

sonucunda hidroliz islemine daha ¢ok dayaniksiz olmasi ile agiklanabilir.

Seyreltik asit hidrolizi: Bu yontem seliilloz biyokiitlesini bioetanole doniistiirmede
bilinen en eski teknolojidir. (Anonim 2008) Bu islemde, biyokiitle seyreltik siilfiirik asit
ile muamele edilerek, hemiseliilozlar ksiloz ve diger sekerlere parcalanir ve devaminda
da ksilozdan furfural elde etmek amaciyla karistirilir. Furfural ise distilasyon yoluyla
geri kazanilmaktadir. Biyokiitle ile karigtirilan asit 433-493 K sicaklik derecelerinde

saniyeden dakikaya kadar degisen reaksiyon siirelerinde muamele edilir.
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(Mosier vd. 2005) Seyreltik asit hidrolizinde hemiselilloz fraksiyonlari, seliiloz
fraksiyonlarina nazaran daha disiik sicakliklarda depolimerize olmaktadir. Bu
yontemde hemiseliilozdan ksiloz veya diger sekerleri elde etmek amaciyla seyreltik

asitle biyokiitle isleme sokulmaktadir.

Cogu seyreltik asit yontemleriyle elde edilen seker verimleri yaklasik %50 ile sinirh
kalmaktadir. Gergeklestirilen ¢aligmalar daha yiiksek seliiloz hidrolizi yaninda glikozun
bozunmasint minimize ederek ekonomik bir sekilde verimin %70’lerin {izerine

c¢ikarilmasi dogrultusundadir.

Seyreltik asit hidrolizi seliiloz ve hemiseliiloz arasindaki farkliliktan otiirti iki kademede
uygulanmaktadir. Birinci kademede daha diisiik sicakliklarda hemiseliilozun hidrolizi

saglanirken, ikinci kademede daha yiiksek sicakliklarda biyokiitlenin seliiloz kisminin

hidrolizi gerceklestirilir. (Demirbas 2006; 2007)

Bu yontemle furfural ve HMF gibi fermentatif mikroorganizmalar i¢in inhibitoér olarak
kabul edilen yan iiriinlerin olusumu s6z konusu olmadigindan seyreltik asit muamelesi
inhibitor  bilesiklerinin  olusumunu engellemek ve devam eden enzimatik
sakkarifikasyonda selillozun fermente olabilen sekerlere daha miikemmel bir sekilde

doniisiimiinii saglamak amaciyla nispeten diistik sicakliklarda uygulanir.

Seyreltik asit yonteminin en onemli avantaji diisiik asit tiiketimi ve kesintisiz iglemi

kolaylastiran hizli reaksiyon oran1 olmasidir.

Konsantre asit hidrolizi: Konsantre asit yontemi, tamamen ve hizli bir sekilde
selitlozun glikoza ve hemiseliilozlarin ¢ok az degradasyona ugratilmasiyla 5-karbonlu
sekerlere donilistimiinii miimkiin kilmaktadir. Konsantre asit yonteminde reaksiyon
stiresi seyreltik asit yontemine nazaran daha uzundur. Bu yontemde 313-323 K, 40-50
°C sicaklikta 2-4 saat siireyle, %70’lik stilfiirik asit ile biyokiitleye reaktor icerisinde
muamele edilmektedir. Bu yontemde hidroliz islemi sonrasinda materyal yikanarak

sekerlerin ayrilmasi saglanmaktadir. Bir sonraki adimda ise seliilloz fraksiyonlarmin
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depolimerize olmasint saglamak amaciyla materyalin kalan kismindan suyu
uzaklagtirildiktan sonra 373 K, 100 °C, 50 dakika siireyle %30-40 siilfiirik asit
soliisyonuyla 1slatilmaktadir. (Chandel vd. 2007)

Konsantre asit yonteminin en 6nemli avantaji yiiksek seker verimi saglamasidir. Ancak,
konsantre siilfiirik veya hidroklorik asitle ¢alismak zor olmakla beraber, kullanilan

asidin tekrar dongiiye katmak i¢in yiiksek oranda enerji sarf edilir. (Jeffries ve Jin 2000)

Teliez-Luis ve arkadaslar1 (2002), Sorghum sapmin 122 °C 'de ii¢ farkl siilfiirik asit
derisiminde (% 2, 4, 6) hidrolizi ile ksiloz iiretimini arastirmislardir. %2 H»S04
derisiminde hidroliz 122 °C ve 71 dakikadd gergeklestirilmistir. Bu optimum reaksiyon
kosullarindaki ¢ozeltide 18,17 g/l ksiloz, 6,73 g/l glukoz, 0,9g/l furfural ve 1,51 g/l
asetik asit icerdigini tespit etmislerdir. Zheng ve arkadaslart (2013) seker pancari
kiispesinin optimum kosullarda seyreltik stlftirik asit (%0,66) ile 6n-muamele,
enzimatik hidroliz ve fermentasyonu sonucunda 1 g kuru biyokiitle basina 0,4 g
biyoetanol elde edilmistir. Seyreltik asit ile ilgili diger bir g¢alisma, Sindhu ve
arkadaglar1 (2011) seker kamis1 ¢opiiniin seyreltik asit (HCI, H,SO,) ile muamelesi
sonrasinda her bir gram biyokiitleden 0,685 g/L indirgenmis seker elde edilmistir.

Hemiseliilozlarda bulunan seker oram %70 - %90 arasinda degismektedir. Ozellikle
mikroalglerde bulunan hemiseliilozlardaki sekerlerin pargalanabilmesi i¢in kullanilan en
verimli metotlardan biri seyreltilmis asit ile muameledir. Sun ve Cheng (2002) asit ile
miidahale caligmalarinda, %1-10 arasinda degisen asit derisimlerini denemislerdir. Isi
miktarim ise 100-110 °C’de tutmuslardir. Naseeruddin ve arkadaslari (2013) ise
igeriginin %67,4 £+ 1,6’s1 karbonhidrat olan Prosophis juliflora’nin %2’lik sodyum
ditiyonit (Na,S;0,) ile 6n muamelesi sonrasinda iki basamakli hidrolizin ilk agamasini
%1°lik siilfirik asit ile 110 °C’de 20 dk, ikinci asamasini ise, %2’lik siilfirik asit ile 121
°C’’de 30 dk olacak sekilde uygulamislardir.
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Okur (2003) aygicegi tohum kabugundan elde edilen hemiseliiloz hidrolizatinin Pichia
stipitis mayas ile etil alkol iiretimini inceledigi ¢calismasinda, 90 °C’de 0,7 M H,SQ; ile
1/5 kati/sivi (g/mL) oraninda hidroliz yapmistir. Ruiz ve arkadaglar1 (2013) aycicegi
sapina siilfirik asitle 6n-muamelesinin optimizasyonu sonucunda en uygun muamele

sicakligini 167 °C, asit yogunlugu ise %1,3 olarak belirlemislerdir.

Bari ve arkadaglar1 (2013) Kargmin (Arundo donax) calismalarinda asit katalizli buhar
patlama 6n-muamelesi (ACSE) sonrasinda 0,07 M H,SQ; ile hidroliz islemini 48 saat

boyunca 200 °C’de denemislerdir.

2.4.2.2 Enzimatik hidroliz

Bir diger hidroliz metodu enzimatik hidroliz islemi olup, enzimlerin bitki proteinlerinde
bazi kimyasal reaksiyonlara sebep olmasi ile gerceklesmektedir. Bu yontemin
uygulanmasinda son yillarda iki teknolojik gelisme saglanmis olup bunlar enzimatik ve
direkt mikrobiyal doniisim metotlaridir (Demirbas 2005). Selilloz hidrolizinde
substratin lignin ve hemiseliiloz igerigi, ylizey alan1 ve seliilozun kristallik derecesi gibi
yapisal parametreler lignoseliilozik materyallerin enzimatik hidroliz islemini oldukca
etkilemektedir. Enzimatik hidroliz islemiyle lignoseliilozlarda var olan glukanin
yalnizca %?20’si ¢oziilebilir hale getirilebilirken, yapilan 6n muamele islemleri
sayesinde enzimatik etki artirilabilecektir (Zhang ve Lynd 2004). Uygun kosullar
altinda 6n muamele islemiyle seliilozun neredeyse tamami orjinal materyal iginde

kalmakta ve bu da enzimatik hidrolizi biiyiik 6l¢iide etkilemektedir.

Lignoseliilozun degredasyonunda enzimatik hidrolizinde temel olarak seliilaz, ksilanaz,
peroksidaz ve lakkazlar rol oynadigi bilinmektedir. Seliilozun enzimatik hidrolizi,
yiiksek Ozglinliikte seliilaz enzimleri tarafindan gerceklestirilir. Bakterilerden
Clostridium, Cellulomonas, Bacillus, Thermomonosporo, Ruminococcus, Bacteriodes,
Erwinia Acetovibrio, Microbisporo ve Streptomyces’ler seliilaz iiretebilirler (Martin
1991).
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Filamentli mantarlar seliilaz ve hemiseliilaz enzimlerinin asil kaynagini olusturmaktadir.
Yapilan g¢alismalarda Trichoderma sp. (T. viride, T. reesei, T. logibrachiatum)
tiirlerinin kristalin seliilozu degrede etme kapasitesine sahip en {iretken tiir olduklari

belirlenmistir.

Ksilanlarin biyodegradasyonunda kullanilan enzimler ise ndo-B-1,4 ksilanaz, B-
ksilosidaz ve dallanmig yapiya sahip ksilanlarin hidrolizinde kullanilan o-L-
arabinofuranosidaz, asetil ksilan esteraz, ferulik asit esteraz ve p-kumarik asit esteraz
gibi enzim tiirleridir. Cizelge 2.1°de ksilan degradasyonunu kapsayan enzimler ile

bunlarin etki mekanizmasi gosterilmektedir.

Cizelge 2.2 Ksilan degradasyonunu kapsayan enzimler ve bunlarin etki mekanizmalari

ENZIM ETKI

Endo-ksilanaz Ozellikle ksilan ana zincirinde i¢ kisimlardaki B-1,4-ksiloz
baglarimi hidrolize eder

Exo-ksilanaz Ksilobioz u serbest birakarak f3-1-4-ksilozu hidrolize eder

B-ksilosidaz Ksilobiozdan ve kisa zincirh ksilooligosakkaritlerden ksilozu
serbest birakir

a-arabinofuranosidaz Arabinoksilanlardan indirgen olmayan terminal a-
arabinofuronozlan hidrolize eder

a-glukouronidaz Glukouronoksilanlardan glukouronik asitleri uzaklagtinr

Asetil ksilan esteraz Asetil ksilanlardaki asetil ester baglarim hidrolize eder

Ferulik asit esteraz Ksilanlardaki ferulolilesterbaglarim hidrolize eder

p-kumarik asit esteraz Ksilanlardaki p-kumarik ester baglarimi hidrolize eder

Leathers ve Gupta (1997) Aurebasidium sp. tirlerinden elde edilen ham enzim
preparasyonlarinin misir lifinin sakkarifikasyonu {izerine etkilerini incelemislerdir.
Aurebasidium pullulants’dan elde edilen ham enzim preparasyonlarinin kismen ¢ozliniir

hamurlarda uzaklasan ksilan fraksiyonlari iizerinde etkin oldugunu belirtilmistir.
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Saritha ve arkadaslar1 (2012) enzim ile hidrolizi pH 4,8 ve 45-50 °C gibi 1limh
kosullarda gergeklestirmistir. Haykira ve arkadaslari (2011), pamuk bitkisi atigi ile
yaptig1 ¢alismasinda 6n islem gérmiis materyale, 50°C’de 48 saat boyunca 0.05 M sitrat

tamponu igerisinde seliilaz enzimi (Cellic ctec2) ile enzimatik hidrolize tabi tutulmustur.

Eisenhuber ve arkadaslar1 (2013) bugday samanina buhar patlama ile 6n-muamelesi ve
ardindan enzimatik hidrolizi sonucunda 300 g/kg’dan daha fazla glukoz agiga
cikarilmistir. Bari ve arkadaslarinin (2013) Arundo donax ile hazirladigi ¢alismasinda
enzimatik hidrolizi sonucunda (0,28 g Ctec2/g) 91 g/l seker (glukoz + ksiloz) elde
edilmistir. Binod ve arkadaslar1 (2012) seker kamist kiispesine yonelik ¢aligmasinda
seliilaz (30 FPU/g’lik Zytex India Private Limited) ile enzimatik hidrolizi sonucunda 1
gr kuru biyokiitleden 0,665 g indirgenmis seker elde edilmistir.

Haykira ve arkadaslar1 (2011), EMIMAC (1-ethyl-3-methyl imidazolium acetate ) ile 6n
isleme tabi tutulmus pamuk bitkisi atigindan enzimatik hidroliz sonrasinda 19 g/L

glikoz elde edilmistir.

2.4.3 Fermentasyon

Fermentasyonun ilk adimlari, 1789 yilinda Lavosier tarafindan atilmis, 1815 yilinda
Gay Lusac tarafindan formiile edilmistir. Dums ve Bullay ise daha sonra Gay Lusac
formiiliinii diizenlemislerdir (Soyuduru 2007). Alkol sekerler fermente edildiginde maya

tarafindan tretilen bir gida maddesidir (Andersan 1999)

s OH
Moo Q:‘\xcff OH
|
+ T east mm— C:_r:u —_— C|1H2 + 200,
CH; CH,
Clucose 2 Pymreate 2 Ethanol

Fermentasyon 1839 yilinda da Alman kimyager Liebig tarafindan mekanik bir

parcalanma olarak tanimlanmistir. Pasteur ise 1857 yilinda fermentasyonun maya
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tarafindan gerceklestirilen fizyolojik ve biyolojik bir olay oldugunu ispatlamistir.
Fermentasyon teknolojisi ile iiretilen maddeler arasinda, yiyecek-igecek (bira, ekmek,
kakao, sirke vb.), endiistriyel (asetik asit, aspartik asit, vanilin) ve farmosotik
maddelerin (penisilin, tetrasiklin), yani sira vitamin (A, B;,B1;) ile enzimler (amilaz,

maltaz, seliilaz) yer almaktadir.

Melas mikroorganizmalarin yasamsal faaliyetlerini siirdiirmeleri ile fermentasyon
aktiviteleri i¢in gerekli azot kaynaklari, metal iyonlar1 (¢inko, mangan, magnezyum vb.)
iceren organik maddeleri ve vitaminleri (biyotin, pantotenik asit, inosit vb.) icerdigi,
kaliteli ve kolay bulunabilen ucuz karbon kaynagi oldugu i¢in biyoetanol iiretiminde

yaygin kullanilir (Soyuduru 2007).

Art ve Donmez’in (1999) sadece melasin kullanimiyla alkol fermentasyonunda, maya
Ozitii yani sira ortama eklenen diger azot kaynaklari ile minerallerin, Saccharomyces
mayalar1 ile alkol iiretimi sirasinda ortama ilave edilen soya ununun fermentasyon
stiresine etkisinin arastirildigi calismalarinda, fermentasyon denemelerine 140g/L seker
iceren %25’lik H,SOy ile pH 4.5’e ayarlanmis melas ¢ozeltileri 1g/1 (NH4)H,PO4 olarak
ilave edilmistir. Fermentasyon siselerine alinan melas ¢dzeltisinin 280 ml’sine 20 ml
damitik suda ¢oziinmiis degisen oranlarda (%1, %3, %6, %9, %]12) soya unu ilave
edilmis, 110 °C’de 30 dakika siire tutulduktan sonra, soyasiz ortamda ¢ogaltilan 48
saatlik kiiltiirle % 5 oraninda asilanarak 28-30 °C’de inkiibe edilmistir. Calismalari
sonunda etil alkol oraninin arttirtlmasi ve fermentasyon siiresinin kisaltilmasi igin soya
ununun etkili bir katki oldugu belirlenmis ve soya unu maya cins ve tiirline bagli olarak,
degisik oranlarda etkili oldugu, etil alkol konsantrasyonu, maya sayis1 ve seker tiikketim

hizi, maya cins ve tiiriine bagli olarak degisiklik gosterebilecegi belirtilmistir.

Melasin bakterilerde alkol tiretimine sagladigi katkiy1 anlatan Avci ve Dénmez (2005)
tarafindan yapilan calismada Thermoanaerobacter sp.farkli suslarinin sakkaroz ve
melastan  biyoetanol {iretim oranlarim1  karsilastirtlmis, optimum  sakkaroz

konsantrasyonu 4 g/I olarak belirlemis ve bundan 1.56 g/1 biyoetanol elde etmislerdir.
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2.4.3.1 Biyoetanol iiretim prosesinde fermentasyon

Fermentasyonda tercih edilen mikroorganizmalar: Genellikle asit muamelesiyle
hidrolize olmus lignoseliilozlardan elde edilen hidrolizatlar biyoetanol iiretimi amaciyla
daha ¢ok maya gibi mikroorganizmalar ile muamele edilmektedirler. Fermentasyon,
mikrooragnizmalarin biyomas degerinin arttirmasiyla baslar. Lignoseliiloz hidroliztalar
glikoz haricinde ksiloz, mannoz, galaktoz, arabinoz ve oligosakkaritleri de igermekte
olup, kullanilan mikroorganizmalarin tim bu sekerleri etkin bir sekilde fermente

edebilme kapasitesine sahip olmasi gerekir (Katahira vd. 2006).

Mikroorganizmalarin gelismesini ve fermentasyon aktivitelerini etkileyen faktorler
arasinda maya derisimi, sterilizasyon, sicaklik, pH, oksijen, basing, zaman, ortamdaki

substratin derisiminin etkisi, su ile metabolizma iiriinlerini sayabiliriz.

Fermentasyonda en biiylik rolii iistlenen mayalar; tek hiicreli, spor yaparak veya
tomurcuklanarak ¢ogalan 8-10 mikron (u) biiyiikliigiinde bitkisel kokenli mikroskobik
canlilardir. Tomurcuklanma ile ¢ogalmada, maya hiicresinin ug tarafinda bir siskinlik
meydana gelir. Bu siskinlik giderek biiyliir ve bir tomurcuk seklini alir. Uygun
biiyiikliige gelince ana hiicreden kopar. Bu hiicre de ayni sekilde ¢ogalmaya devam
eder. Maya hiicrelerini morfolojik olarak ayirt etmek zor olmasina ragmen kural olarak
genellikle yuvarlak veya eliptik bir sekil gosteren Saccharomyces cerevisiae yumurta
seklinde, tek hiicreli, uzun cap1 0,01 mm olan bir maya olup gelisimindoe azot ve

tuzlara (P,0s, SO,, K0, MgO) ihtiyag duymaktadir.

Ote yandan fermentasyon isleminde kullanilan bazi mikroorganizmalar fermente
edilebilir sekerleri besin kaynagi (yiyecek) olarak gorebilmekte ve bunun sonucunda etil
alkol ve diger baz1 yan iiriinler olugabilmektedir. Bu mikroorganizmalar daha ¢ok glikoz
gibi 6-karbonlu sekerleri tiiketmektedirler. Bu yilizden yiiksek glikoz igerigine sahip
seliilozik biyokiitlelerin biyoetanole déniisiimii daha kolay olmaktadir. Ote yandan
etanolojenler olarak isimlendirilen mikroorganizmalar, biyokiitleden elde edilen

sekerlerin yalnizca ¢ok az bir kismimi1 biyoetanole doniistiirebilir. Ancak 6nemli
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miktarlarda biyoetanol iiretimi saglayabilen c¢esitli mikroorganizmalar mevcuttur

(Stewart ve Russell 1987).

Saccharomyces cerevisiae heksoz fermentasyonu igin yiiksek verime sahiptir.
Pacchysolen tannaphilus, Candida shehatae ve Pichia stipitis ksilozu etanole fermente

edebilen mikrooragnizmalara 6rnek olarak verilebilir.

Fermentasyon amaciyla yakin gelecekte cok daha fazla 6neme sahip olacag: diisiiniilen
etanolojenik bakteriler ise Escherichia coli, Klebsiella oxytoca ve Zymomonas mobilis

turleridir.

Yapilan ¢alismalar Z. mobilis bakteri tiirlerinin glikoz temelli hammaddelerden hizli ve
etkin bir sekilde biyoetanol tiretme kapasitesine sahip oldugunu gostermis olup, yapilan
karsilagtirilabilir performans denemelerinde geleneksel mayalara nazaran %5 daha
yilksek verim ve bes katindan daha fazla hacimsel verimlilik elde edildigi

gozlemlenmistir (Mohagheghi vd. 2002).

Z.mobilis glikoz ve fruktoz gibi heksoz sekerlerinden etkin sekilde biyoetanol iiretebilir;

ancak pentoz sekerlerinde ayni basariy1 gosterememektedir.

Etanolojen Z.mobilis bir takim avantajlarina ragmen yalnizca glikoz, fruktoz ve
sakkarozun doniisiimiinii sagladigi i¢in biyokiitlenin doniisiimiinde tam olarak yeterli bir
tiir olmamaktadir. Ancak son on yil icinde NRRL (Enerji Departmani, USA)’de yapilan
bazi ¢aligmalar ksiloz ve arabinoz fermente edici tiirlerin varligini ortaya c¢ikmistir. E.
coli ve K. oxytoca arabinozu dogal bir sekilde metabolize etmekte olup, etanolojenik bu

tiirler tiim lignoseliiloz tiirevli sekerleri fermente edebilmektedirler.

Bakteri, maya ve filamentli mantarlar arasinda ksiloz fermente edici mikroorganizmalar

bulunmaktadir.
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Ksiloz fermente edici bakteriler dogal ve genetik olarak olugsmus ¢esitli organizmalara
sahip olup, es zamanli sakkarifikasyon ve fermentasyon i¢in yararli olabilecek birgok

ozellige sahiptirler.

Cizelge 2.3 Ksiloz fermente edici bakteriler ve 6zellikleri

TURLER OZELLIKLERI
Clostridium acetoburilicum | Ksilozun aseton ve Dbiitanole fermentasyonunda
basarnihidir, bivoetanol verimi dusiaktiir.

Clostridium thermocellum Selitlozu direkt olarak etanole ve asetik asite
doniistiirme kapasitesine sahip, bivoetanol
konsantrasvonlan genellikle 5 g/l'den daha azdir.

Escherichia coli Ksilozu dogal olarak biyoetanol. sukkinik ve asetik

asite fermente etme kapasitesine sahip ancak etanol
tolerans: disiktlr., genetik olarak cahisilmus tirleri
genel olarak biyoetanol daretmektedir.

Klebsiella oxytoca Ksiloz wve sellobiozu dogal olarak hizli bir sekilde
fermente edebilirler, selilozun fermentasyonu ve
biyoetanol dretimi genis bir sekilde calisiimaktadir.

Lactobacillus Ksiloz ve arabinozu titketir. glikoz ve sellobiozu yavas

pentoacericus yvavas kullamir, asetik asit ve laktik asit 1/]l oraninda
aretilir.

Lactobacillus casei Laktozu cok iyi bir sekilde fermente edebilir.

Lactobacillus xylosus Besin kaynag gerekli oldugu durumda sellobiozu
kullanr: n-glikoz. D-ksiloz ve L-arabinozu
kullanmaktadir.

Lactobacillus pentosus Homokatalitik fermentasyon saglar, bazi alt tirleri
sulfit auk ¢cozeltisinden laktik asit Gretebilir.

Lactobacillus plantarum Sellobiozu glikoz, ksiloz ve arabinozdan daha hizh bir

sekilde taketir, pektinleri depolimerize etmis gibil

gorundir, tarimsal atiklardan laktik asit Gretir.

Zymomonas mobilis Normal olarak glikoz ve fruktozu fermente eder. ksiloz
fermentasyonu iizerine arastirmalar devam etmektedir.

K. oxytoca ise enterik bir bakteri tiirii olup kagit ve kagit hamurunda gelisme gosterdigi
gozlemlenmistir. Bu bakteri pH 5 ve 308 K, 35 °C sicaklikta gelisme gosterme
kapasitesine sahip olup, sellobioz ve sellotrioz kadar heksoz ve pentoz igeren sekerler

de etkili olmaktadir (Dien vd. 2003).

E. coli ve K. oxytoca, Z. mobilise nazaran daha fazla seker substrati iizerinde etkin

olmaktadir.

Fermentasyon islemi amaciyla en fazla kullanilan mikroorganizmalardan biride

mayalardir. Saccharomyces cerevisiae, heksozlardan yiiksek biyoetanol {iretimi
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saglamasi ve lignoseliilozik biyokiitlenin asit hidrolizatlarinda biyoetanol ve diger
inhibitor bilesikler yiiksek toleransi nedeniyle biyoetanol iiretiminde kullanilan en etkin
maya tiiriidiir; ancak bu maya ksiloz ve arabinoz gibi sekerleri etanole fermente

edememektedir.

Mikroorganizmalarin biyoetanol fermentasyonu performans parametrelerine (sicaklik
araligi, pH araligi, alkol toleransi, gelisme orani, verimlilik, ozmotik tolerans, 6zgiilliik,
verim, genetik stabilite ve inhibitor toleransi) ve diger gereksinimlerine (var olan
iirlinlerle uyum, yontem ve donanim) bagli olarak degisim gostermektedir (Demirbag

2004).

Bir organizma hayatta kalabilmek amaciyla mutlak suretle pH dengesini
stirdlirebilmelidir, dyle ki ¢ogu bakteri 6.5 - 7.5 gibi dar bir pH araliginda gelisim

gosterebilmektedir.

Mayalar ve mantarlar ise 3.5-5.0 gibi daha genis bir pH araligmna tolere
edebilmektedirler. Bundan bagka organizmalarin ¢ogu %10-15 (w/v)’ten yiiksek

biyoetanol derisimlerini tolere edememektedirler.

Fermentasyon basamaklari: Genellikle glikozun alkole doniistiigii reaksiyonlar igin
kullanilan  bir terim olan fermentasyon (mayalanma) oksijen yoklugunda
karbonhidratlarin bozulmasini igeren metabolik bir islem olup, tek hiicreli olan
mayalarin stoplazmalarinda gerceklesir. Hiicre igerisine giren glikoz tepkimeye girer ve

piirivata dontigiir. (Demirbas 2004).

Fermentasyonda son elekron alicisi, oksijen yerine, hayvanlarda laktik asit, mayalarda
etanol, bazi bakterilerde gliserol veya asetik asittir. Mayalarda CO, g¢ikarilarak

asetaldehite doniistiiriliir.
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Sekil 2.6 Etanol fermentasyon olusum siireci

2.4.4 Etanol eldesi/distilasyon

Fermentasyon ortaminda etanol derisimi en yiiksek degere ulastiktan sonra zamanla
azalmaya baglar. Bunun anlami maya hiicrelerinin metabolik olarak enerji iiretmek igin
etanolii de kullandigidir. Ortamda oksijenin varliinda asetil koenzim A’yr meydana
getirecek enzimler vardir ve sitrik asit ¢evrimi meydana gelir. Maya hiicreleri etanolii

kullanarak ATP sentezler. Etanol metabolizmasi sekil 2.7°de verilmistir.
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Etil alkol fermantasyonu ve ara basamaklar: (NAD, hidrojen fazlaligi olan bilegigin hidrojenini
alip hidrojen eksigi olan bilegige tagyan bir hidrojen tagiyicisidur.)

Sekil 2.7 Etanol metabolizmasi basamaklari

Distilasyon: Biyokiitlenin hidrolizi ve fermentasyonunda ilerleyen teknolojik
gelismekler ve ticari uygulanabilirlik ¢aligmalari yaninda, fermentasyon sonucunda elde
edilen {irlinlerin toplanmasi iizerine de gerekli c¢alismalarin yapilmasi 6nem arz
etmektedir. Fermentasyon {iriinleri ¢ogunlukla sudan daha ugucu olup, toplanmalar

daha c¢ok distilasyon yoluyla yapilmaktadir.

Distilasyon sistemiyle sivi karisim icinde biyoetanol sudan ayrilabilmektedir.
Islenmemis biyoetanoliin su igerigi ise genel olarak %80’den fazladir. Etanolii %95.6
konsantrasyonuna (etanoliin suyla es kaynar karisimi) ulastirmak amaciyla oldukga

yiiksek enerji gereksinimi vardir (Anonim 2008).
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2.5 Lignoseliilozik Maddelerden Biyoetanol Uretimi

Lignoseliilozik maddelerin biyoetanole doniisiimiinii baslica iki basamakta 6zetlemek

mimkindiir.

e Lignoselillozik maddelerin igeriklerinin monomer sekerlere doniisimii i¢in
hidroliz iglemi.
e Hidroliz sonucu elde edilen sekerlerin mikroorganizmalar ile fermentasyon

sonucu biyoetanole doniismesi.

Lignoseliilozik maddelerin asidik hidrolizi seyreltik siilfirik ve hidroklorik asit ile
gergeklestirilebilir. Kullanilan asitlerle hidroliz %2-5 konsantrasyon araliginda 160
°C’de sicaklikta ve 10 atm basingta gergeklestirilebilir. Enzimatik hidroliz, pH 4.8 ve
sicaklik 45- 50 °C’de gergeklesir. Enzimatik hidrolizden 6nce biyokiitlenin kimyasalla
on islemden gecirilme gerekliligi, asidik hidrolize gore pahali olmasi sebebiyle bir

dezavantaj olusturmaktadir (Arslan 2007).

Parekh ve arkadaslar1 (1986), Candida shehatae ATCC 22984 ve Pichia stipitis CBS
5776 ile etanol iretimini igeriginde ksiloz, glukoz-ksiloz karigimi ve kavak agacinin
olusturdugu hidrolizatta aragtirmiglardir. Hidrolizat ¢ozeltisine adapte edilen Adapte
edilmis Candida shehatae mayas1 ile 70:30 glukoz- ksiloz ¢6zeltisinde biyoetanol
liretimi 24 saat sonunda 45 g/l iken adapte edilmemis maya i¢in ayni stirede 15 g/I'dir.
Pichia stipitis mayasi ile ayn1 hidrolizatta 72 saatte 60 g/l etanol, adapte edilmemis

tiirlinde ise ayni siirede 28 g/l etanol elde etmislerdir.

Wilson ve arkadaslari (1989), buhar 06n islemine tabi tutulmus kavak agaci
hemiseliilozundan hazirladiklari hidrolizatlardan asetik asidi ve etil asetat ekstraksiyonu
yontemiyle de lignin parcalanma iirlinlerini uzaklastirmaya calismiglardir. Bu sekilde
hazirlanan  hidrolizatlardan  Pichia stipitis CBS 5776 mayas: ile etanol

fermentasyonunda, enzimatik yolla hazirlanan hidrolizatin daha iyi fermente edildigini
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gormiiglerdir. 72 saatlik kesikli fermentasyon sonucunda, hidrolizat ile elde edilen
biyoetanol verimi 0,47 g etanol/g substrat olup, liretim hiz1 0,2 g/1 saattir.

Delgenes ve arkadaslar1 (1990), bugday samanini kimyasal 6n islem sonrasinda 91,5 °C
de % 2 H,S04 ile hidrolize tabi tutmuslar ve Pichia stipitis Y 7124 mayas: ile
fermentasyonu arastirmislardir. Kimyasal 6n isleme tabi tutulmayan hidrolizattan,
Pichia stipitis mayasi ile etanolu 0,21 g/g verim ile lretmislerdir. Fermentasyonda
kullandiklar1 hidrolizat1 80 °C’ de su ile iki kere calkaladiktan sonra, dnce CaO ile
pH'mi1 5'e ayarlayip santrifiij etmislerdir. Daha sonra 5 M NaOH ile pH"1 7'ye artirip
santrifiij ile Ca(OH),'yi uzaklastirmalardir. Elde edilen hidrolizatin pH" tekrar 5'e
disiirilmustiir. Kimyasal on islemlere tabi tutulan hidrolizat ise yukarida anlatilan
islemlerden sonra konsantre edilmeden asagidaki basamaklardan gegcirilmistir. Once
hidrolizat1 eterle yikayip, 5 N HCI1 ile pH1 2'ye ayarlayip sonra vakum altinda
konsantre edip pH" tekrar 5'e artirmiglardir. Aragtirmacilar, uyguladiklar1 kimyasal 6n

islem ile 0,27g/g etanol tiretilmistir.

Ferrari ve arkadaslar1 (1992), Pichia stipitis NRRL Y-7124 mayasi kullanarak okaliptiis
agacinin asidik hidroliz ile fermentasyonunu arastirmiglardir. Hemiseliiloz hidrolizatini
% 0,5 H,SO,4 kullanarak 1/8 kati sivi oraninda 120°C’de ve 3 saatte hazirlamislardir.
Hidrolizatta bulunan asetik asitin fermentasyon verimi ve hizin1 diisiiren 6nemli bir
inhibitor olarak gozlemislerdir. Asetik asitin zehirlilik etkisinin pH'in artirilmasi ile

azaldigin1 gérmiisler ve pH 6,0 ve 6,5'da en yiiksek verime ulagmislardir.

Cao ve arkadaslar1 (1996), misir kocanindan etanol iiretiminde yeni ve etkili bir 6n
islem olarak biyokiitlenin 2,9 M NH;OH ile yikanmasini arastirmiglardir. Uyguladiklari
bu amonyakla yikama islemi sonucu seliilozik atiklardaki biitiin asetatlar ile ligninin %
80-90'nn uzaklastigini tespit etmislerdir. Misir koganindan elde ettikleri glukoz-ksiloz
karisiminin, genetik olarak gelistirilmis Saccharomyces 1400 (pLNH 33) ile

fermentasyonundan 36 saatin sonunda % 84 verimle 47 g/l etanol elde etmislerdir.

Misir Kocani1 ile Amartey ve JeffMes (1996) tarafindan gergeklestirilen diger bir

calismada ise, Pichia stipitis mayasi ile fermentasyonda Ca(OH), ile 6n isleminin ve
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mayanin hidrolizata adaptasyonunun etkileri arastirilmistir. On isleme tabi tutulmayan
misir kogani hidrolizatinda seker kullanimi ve etanol verimi sirastyla %18 ve 0,21 g/g
iken, 6n isleme tabi tutulmus hidrolizat fermentasyonunda bu degerler sirasiyla %82 ve
0,32 g/g olarak bulunmustur. Hidrolizata mayanm adaptasyonu ile ¢ok daha yiiksek
fermentasyon hizlari elde edilmis ve bu durumda etanol verimini 0,41 g/g, etanol

derisimi de 13,3 g/l olarak tespit edilmistir.

Moniruzzaman ve Ingram (1998), piring kabuklarin1 0,4 M H,SOj, ile hidrolizinden
cogunlugu D-ksiloz olan hidrolizat elde etmislerdir. Hidroliz siiresince olusan zehirli
bilesenlerin seviyesini 60°C’de 30 dakika boyunca hizli karistirma ile Ca(OH), ile
muamele ederek azaltmiglardir. Bu 6n isleme tabi tutulmus ve besinler ilave edilmis
hidrolizat pH kontrollii bir fermentérde Escherichia coli KO11 fermente edilmis ve 72

saatte % 92 teorik verimle 46 g/1 etanol elde edilmistir.

Jonsson ve ark.(1998), buhar ve SO, ile hidroliz edilmis aga¢ hidrolizatinin enzimatik
detoksifkasyon yontemi ile fermentasyon performansini incelemislerdir. Trametes
versicolor’dan elde edilen lakkaz, fenoloksidaz ve lignin peroksidaz enzimleri
kullanilmistir. Lakkaz kullanildiginda glukoz tliketiminin daha hizli oldugu ve etanol
verimliliginin arttigi gézlenmistir. Hidrolizatin lignin detoksifikasyon mekanizmasinin
ayni zamanda hidrolizatta bulunan monoaromatik fenolik bilesenlerin uzaklastirilmasini
da icermektedir. Sonuglar fenolik bilesenlerin fermentasyon icin onemli inhibitor

oldugunu gostermislerdir.

Sirohi ve Rai (1998), bugday samannin kireg ile islemini derigim etkisi, nem igerigi ve
On islem siiresi acisindan arastirmislardir. Bugday samanina 1 ile 3 hafta siire ile %2-
%5 w/w derisimlerindeki kireg ile % 40-60 nem igeriginde muamele etmislerdir. Kireg
ile muamelenin hiicre duvarimim yapisini ¢6zebilmede etkili oldugu ve organik madde
¢ozlinlirliiglini arttirdigr tespit edilmistir. Ligninin kireg islemi ile %46,70 ¢oziinebildigi
gozlenmistir. En uygun sartlar % 5 kire¢ derisiminde, % 60 nem ve ii¢ hafta reaksiyon

stiresi olarak bulunmustur.
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Lee ve arkadaslar1 (1999), aga¢ hidrolizatindan yiiksek derisimde ve yiliksek verimde
etanol {iretimini c¢aligmiglardir. Etanol {iretiminde hidrolizatta bulunan inhibitor
bilesenlerinin ilavesinin etkilerini de incelemislerdir. Test edilen inhibitor bilesenleri
iginde en inhibitor bilesen olarak lignin bozunum tiriinii olan p-hidroksibenzoikaldehit
saptanmistir. Maya hiicrelerinin hidrolizata adaptasyonu ve aktif karbon ile CaO ile agir1
muamele islemlerinin faydali oldugu belirlenmistir. Fermentasyon hizinin aktif karbon
adsorbsiyonu ile arttigimi fakat glukoz derisimi 100 g/l nin tizerindeyken aktif karbon

adsorbsiyonunun etanol fermentasyonu tizerine etkisinin olmadigini1 bulmuslardir.

Larsson ve arkadaslari (1999), zehir giderme metotlarinin hiicre biiyiimesi ile etanol
tiretimini arttirmak igin Saccharomyces cerevisiae ile etanol iiretimini arastirmiglardir.
Calisma da denedikleri 6n islemler; Sodyum hidroksit ve kalsiyum hidroksit ile 6n
islem, %0,1 ve %1 (w/w, pH=5,10) siilfit ile islem, evaporasyon, anyon degisimi ve
enzimatik detoksifikasyondur. Bunlarin i¢inde pH 5 ve 10 da lakkaz ile anyon degisim
islemi, kalsiyum hidroksit ile islem ve Trichoderma recesei ile zehir giderme islemini

en etkin On islem olarak saptamislardir.

Amartey ve arkadaslar1 (1999), bugday samani asit hidrolizatinin kismi hiicre dontistimii
olan siirekli sistemde fermentasyonu iizerine CaO ile asir1 muamele, yeast ekstrakt,
tripton ve amonyum kloriir gibi maddelerin ilavesinin etkilerini arastirmiglardir. Ham
hidrolizatta etanol verimini 0,24 g/g seker, CaO ile asir1 muamele islemi yapilmis
hidrolizat i¢in etanol verimini 0,32 g/g seker, CaO ile asir1 muamele ile beraber besi

maddesi ilavesinde etanol verimini 0,38 g/g seker olarak elde etmislerdir.

Saragoglu ve Arslan (2000), Pichia stipitis ve Candida shehatae mayalari ile etanol
fermentasyonuna farkli 6n hazirlama islemlerini misir kogani ile hazirladiklar
hidrolizatta incelemislerdir. Hemiseliiloz hidrolizat1 98°C, 0.3 M H,SO, ile 1/12 kat1-
stvi oraninda hazirlanmigtir. Calismada baslangi¢ seker derisimini sentetik ksiloz ilavesi
ile 45 g/l de tutulmustur. Her iki maya icin, CaO ile asir1t muamele ve notralizasyon ayri
olarak uygulanmig, bunlara ilave olarak farkli zeolitlerle muamele yapilmistir.
Uygulanan zehir giderme metotlar1 Pichia stipitise ait biyodoniisiimii Candida shehatae

ye gore daha fazla arttirmistir. Her iki maya i¢in sadece CaO ile asir1 muamele ve

42



arkasindan zeolitlerin kullanimi, tek nétralizasyon ve notralizasyonla beraber zeolitlerin
kulanilmasma gore daha iyi sonug¢ vermistir. Maksimum etanol derisimine Pichia
stipitis mayasi ve 6n islem olarak CaO ile asir1 muamelenin uygulandigi 96 saatte 10,4
g/L ile ulasilmistir. Candida shehatae mayasi ile ayni 6n islemle en iyi etanol {iretimine
6,7 g/L ile 120 saatte ulagilmistir. Her iki maya i¢in denenen 6n islemler iginde en etkin

CaO ile asirt muamele metodu saptanmustir.

Nigam (2002) yaptigi calismada, bugday samani hemiseliiloz hidrolizatina Pichia
stipitis mayasi ile fermente ederek etanol {iretimi i¢in incelemistir. Fermentasyon, pH
6’da 250rpm karistirma kosullarinda gercgeklestirilmistir. Bugday samani hemiseliiloz
hidrolizatinin CaO ile asir1 titrasyon islemi gormiis ve gormemis hidrolizatin
fermentasyonu karsilagtirilmis ve etanol iiretim verimleri sirasiyla 1,98g/L ve 2,52 g/L

olarak belirlenmistir

Cantarela ve ark (2004), buharla muamele edilmis kavak agaci etanol fermentasonunda
zehirlilik sorunu i¢in farkli zehir giderme metotlarini arastirdigi ¢alismasinda, CaO ile
asirt muamele, su ie calkalama, su-etilasetat iki faz temasi ve yliksek seviyede maya
asilama yontemlerini denemislerdir. On islemden gegirilen substrat (100 g/l ), Novozym
ve celluclast seliilaz ( 0,06 g/g ) ile hidroliz edilmistir. Glukoz hidrolizat1 etanole
Saccharomyces cervisae ile ayri hidroliz ve fermentasyonla (SHF) ve es zamanl
sakrafikasyon ve fermentayonla doniistim yapilmistir. Glukoz olusumu 25 ile 49,4 g/L
aralignda, sakrafikason verimi de % 43,9 ile % 88,4 arasinda zehir giderme metoduna
bagli olarak degismektedir. En yiiksek etanol verimine 10 g/L maya ile SHF

metodunda, CaO ile asir1 muamele zehir giderme islemi ile % 9.2 olarak ulasilmistir.

Martin ve arkadaglar1 (2002) tiitiin sapindan enzimatik hidroliz ile elde etikleri etanol
caligmalarinda, Once tarimsal atigi 205°C’de 5 ve 10 dakika boyunca buharli 6n
muameleye tabi tutmuslardir ve 6nislem sonucunda 10 dk’lik 6n muameleye tabi tutulan
hidrolizatin 5 dk’lik hidrolizattan daha ¢ok miktarda seker igerdigini belirtmislerdir.
Hidrolizatlar Saccharomyces cervisae ile fermente edilmistir. Tiitiin saplarina pH4,8’de
40 °C’de 96 ssat boyunca seliilaz enzimi ile miidahale edilmistir. Uzerine 0.5 g

(NH4)2,HPOQ,, 0.025 g MgS0O, .7H,0 and 1.38 g NaH,PO, ve 2 M NaOH ilave edilerek
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hazirlanan tiitlin sap1 iceren hidrolizatlar ayni besin tuzlarmin ayni oranlarini igeren
referans hidrolizatlarin 6, 12 24, ve 48 saatlik periyotlardaki etanol miktarlarinin
karsilastirmasit yapilarak verim degerleri izlenmistir. 12. Saatten sonra aymi degerleri
elde ettikleri etanol analiz ¢alismlarinda, 5 dk’lik 6n miidahale sonrasi 7g/L etanol
(referans hidrolizat: 7,9g/L) 10 dk’lik 6n miidahale sonras: 7,6 g/L (referans hidrolizat:
8,5g/L) etanol tespit edilmistir.

Gupta ve arkadaslar1 (2009) Prosopis juliflora bitkisi artiklarini selliilaz ve glukosidaz
enzim karisimiyla hidroliz etmislerdir ve elde ettikleri pentoz sekerlerinden Pichia
stipitis ve Saccharomyces cerevisiae mayalari ile etanol iiretmislerdir. 18,24 g/L seker
iceren hemiseliilozik hidrolizattan P. stipitis mayast ile etanol tiretimini 7,13 g/L, Giretim
hizin1 0,3 g/Lsaat ve verimi 0,39 g/g olarak bulmuslardir. Buna karsilik 37,47 g/L seker
iceren seliilozik hidrolizattan S. cerevisiae mayasi ile maksimum etanol tiretimini 18,52

g/L, liretim hizint 1,16 g/Lsaat ve verimi 0,49 g/g olarak belirlemislerdir

Tarimsal bir atik olan findik kabuklarin degerlendirilmesi amaciyla, etanol {iretiminin
arastilrildigi ve Arslan (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, findik kabugu c¢ekicli
degirmende oOgiitiilerek elekten gegirilerek, hidroliz islemi i¢in pH 6’da siilfiirik asitin
bes farkli (0,1 M, 0,3 M, 0,4 M, 0,5 M, 0,7 M) derisimi ile 100-120°C sicakliklarda
denenmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltilerden, toplam hacmin % 10'u kadar ¢ekilip atilmus,
yine toplam hacmin % 10'u kadar biiyime ortamindan maya ilave edilerek
fermentasyon ortamlar1 hazirlanmigtir. Bilylime ortamindan asilama, ge¢ eksponansiyel
faza denk gelen 27. saatte yapilmistir. Sallamali su banyosunda Pichia stipitis mayasi
ile fermentasyonuna, farkli zehir giderme metotlarinin etkilerinin arastirildigi boliimde
denenen yontemler iginde, elde edilen etanol konsantrasyonu agisindan en iyi sonuca,
findik kabugunun %3 NaOH ile oda sicakliinda muamele edilmesinden sonra elde
edilen hidrolizata, CaO ile asir1 muamele ve aktif karbon ile 60°C’de 1 saat iki kere

muamele edilerek ulagilmistir. Bu yontemle 16,79 g/Letil alkol elde edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Maya Hazirlanisi

Calismada Ankara Universitesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvarindan alinan
Sacharomyces cerevisiae kullanilmistir. Maya stok kiiltiirleri yatik Nutrient Agar

besiyerinde 24+2°C de 48 saat inkiibe edilerek tiretilmis ve 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2 Yer Fistig1 Kabugunun Hazirlamsi

Adana/Yiiregir’de bulunan Ufuk Kuruyemis fabrikasinin atiklarindan temin edilen yer
fistig1 kabugu, 0.097 por ¢apinda kat1 6giitiicii (APEX-MILL) ile fiziksel islem goérerek

toz haline getirilmistir.

3.3 Asit Derisiminin Etkisi

Yer fistig1 kabugu tozu (% 0,5 ve %I1w/v), dort farkli derisimde (%0,5, %1, %2, %3
v/v) derisik H,SO4 (Sigma) ile distile su iginde karistirilarak 121°C’de 15 dakika
otoklavlanmistir. Karigim filtre kagidi yardimiyla siiziilmiis ve sivi kisim besiyeri olarak
kullanilmak tizere ayrilmistir. Elde edilen bu sivi besiyeri NaOH ile pH 5’e ayarlanip

otoklavlanmistir.

Yatik agarda 4°C’de bekletilen S. cerevisiae’ dan bir 6ze dolusu alinarak steril
kosullarda 20 ml’lik besiyerleri (8 farkli g¢esitte) iceren 50 ml’lik erlenlere ekilmistir.
Ekim isleminden hemen sonra erlenler ¢alkalamali inkiibatorde 150 rpm ve 30°C’de ii¢
giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Ugiincii giin erlenlerden 2’ser mililitre alinarak
ayn1 besiyerlerine ekim yapilmistir. Bu islem iic kez tekrarlanarak mayanin bu

besiyerlerine adaptasyonu saglanmistir.

Elde edilen besiyerine adapte kiiltiirden 1 ml eklenerek 3 giin inkiibasyona birakilmistir.

Deneylerde 10 ml besiyeri i¢eren 15 ml’lik Hungate tiipleri kullanilmigtir. Hazirlanan
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tipler 150 rpm karigtirma hizinda 30°C sicaklikta calisan calkalamali inkiibatorde

inkiibe edilmistir.

3.4 Yer Fistig1 Kabuk Derisiminin EtKkisi

Yer fistigi kabugu tozu % 0,5(w/v), % 1(w/v) ve % 1,5(w/v) igerecek sekilde, %1(v/v)

derisik HpSO, ile hazirlanan besiyerleri pH 5’e ayarlanip otoklavlanmistir.

Maya yatik kiltiirlerinden 6ze ile ekim sonrasinda, ayni besiyerlerinde ii¢c kez
aktiflestirilmis kiiltiirlerden %1(v/v) oraninda inokiilasyon yapilan 10 ml besiyeri iceren
Hungate tiipleri, 150 rpm calkalama hizinda ve 30°C’de ii¢ giin boyunca inkiibe
edilmistir. inkiibasyon siiresi boyunca erlenlerden her giin rnek alinarak maya gelisimi

izlenmistir.

3.5 Melas Derisiminin Etkisi

Ankara Seker Fabrikasi atigi olan melas, %0,5(w/v), %1l(w/v) ve %1,5(w/v)
derisimlerinde yer fistig1 kabugu igceren besiyerlerine, %1(v/v), %2(v/v), %3(v/v) ve
%4(v/v) olacak sekilde eklenmistir. Besiyerleri, %]1(v/v) derisik H,SO, ile pH 5°de

hazirlanmstir.

Ayn1 besiyerlerinde ii¢ kez aktiflestirilmis kiiltiirlerden %1(v/v) oraninda inokiilasyon
yapildan ve 10 ml besiyeri i¢ceren Hungate tiipleri, 150 rpm ¢alkalama hizinda, 30°C’de
{ic giin boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi boyunca erlenlerden her giin 6rnek

alinarak maya gelisimi, seker miktarindaki degisim ve alkol tiretimi izlenmistir.

3.6 Soya Ununun Etkisi

Yer fistig1 kabuk oranlari sirasiyla %1(w/v), %2(w/v) ve %4(w/v) olan %1(v/v) asitle

besiyerleri hazirlanmistir. Bu besiyerlerinin bir kismina %1(v/v) melas ve %0,01(w/v)
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oraninda soya unu (Dogalsan) ilave edilerek asagidaki ¢izelgede gosterilen pH 5 olan iig

tip besiyeri hazirlanmstir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan besiyerleri ve ihtiva ettigi diger materyaller ile

oranlari
KABUK (%ow/v) | MELAS (v/v) | SOYA UNU (w/v)

I. GRUP

. . 12,4
BESIYERLERI
I1. GRUP

. . 12,4 1
BESIYERLERI
I1l. GRUP

. . 12,4 1 0,01
BESIYERLERI

Sivi besiyerleri 20 ml’lik erlenlerde hazirlanmistir. Ayni besiyerlerinde ili¢ kez
aktiflestirilmis kiltiirlerden %1(v/v) oraninda inokiilasyon yapildan Hungate tiipleri,
150 rpm galkalama hizinda ve 30°C’de ii¢ giin boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
siiresi boyunca erlenlerden her giin 6rnek alinarak maya gelisimi, seker miktarindaki

degisim ve alkol tiretimi izlenmistir.

3.7 CaO Uygulamasi

Icinde %4(w/v) ve %S8(w/v) yer fistigi kabugu olan %I1(v/v) asitle besiyerleri
hazirlanmistir. Bu besiyerlerinin pH’1 5’e ayarlanmadan once, igine pH 10 olana kadar
karigtirilarak CaO ilave edilmistir. CaO ¢oktiikten sonra, 10000 rpm’de 20 dk santrifiij
edilip i¢ine %1(v/v) melas ve %0,01(w/v) oraninda soya unu ilave edilmistir. Yer fistig1
kabugu, melas ve soya iceren, CaO wuygulamasi yapilmayan besiyerleri de

hazirlanmstir.

Denemeler Hungate tiiplerinde, 150 rpm galkalama hizinda ve 30°C’de yapilmustir.

Ayni1 besiyerlerinde ii¢ kez aktiflestirilmis kiiltiirlerden %1(v/v) oraninda inokiilasyon
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yapilan Hungate tiiplerindeki alkol {iretimi 24 saatlik inkiibasyon periyodu sonrasinda

belirlenmistir.

3.8 Analiz Yontemleri

Tez ¢alismasinda incelenen her bir parametre i¢cin OD analizi, seker analizi ve etanol

miktar1 tayini yapilmigtir. Her bir analiz yontemi {i¢ paralel ile caligilmistir.

3.8.1 Optik yogunlugun tespiti

Fermentasyon ortamlarindan alinan 6rneklerin 2 m1’lik kismu santrifiij tiipleri icerisine
alinmig, 5000 rpm’de 10 dk’lik santrifiij sonrasinda pellet kisimlarina 2ml su eklenerek
vorteks’den gecirilmis ve 600 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbanslari

okunarak, mikroorganizma sayisindaki degisim izlenmistir.

3.8.2 Seker analizi

Caligmada fenol-siilfiirik asit yontemi ile hidrolizatin (farkli ylizdelerde materyal igeren
biitiin  besiyerleri) ilk baslangic (maya ekimi yapilmamig) ve fermentasyon
asamasindaki seker miktari, 500 pl 6rnek tizerine 500 pl fenol (% 5 (w/v) ) ve 2,5 mli
derisik H,SO4 (Sigma) eklenmesi ile olusan ¢ozeltinin 20 dk bekledikten sonra seker
yogunluguna gore gerekli seyreltmeler yapilarak spektrofotometrede 490 nm’de 6l¢iilen

absorbans degerleri okunarak tespit edilmistir.
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3.8.3 Etanol analizi

Alev iyonizasyon dedektorlii gaz kromatografi (Shimadzu, GC) cihaz1 kullanilarak
karsilastirmada kullanilacak standart alkol ( 0,79 g/cmg’ lik C2HsOHz’den % 1(v/v), %
2(v/v) ve %6(v/v)’lik alkol ¢ozeltileri hazirlanmistir.) ve fermentasyon ortamlarindan
aliman numunelerdeki etanol miktarlar1 tespit edilmistir. Ependorf tiirlerde 15000
rpm’de 5 dk santrifiijden sonra cam enjektdre alinan 1 pl’lik 6rnek 2 mm i¢ ¢apa ve 2 m
uzunluga sahip bir cam kolona enjekte edilmistir. Cihazin ¢alisma prensibine gore,
tasiyict gaz olarak azot kullanilmis olup, enjeksiyon deligi 220°C, alev iyonizasyon

dedektor 250°C, firmn 160°C sicaklikta tutulmustur ( Aver ve Dénmez 2005).
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4. BULGULAR

Yer fistig1 kabugundan biyoetanol eldesi konulu tez calismasi genel hatlariyla asagida

aciklanan boliimlerden olusmaktadir.

e Yer fistigi kabugunun on islemlerden gecirilmesi ve hidroliz kosullarinin

belirlenmesi,

e Etanol iiretiminde kullanilan ilave karbon ve azot kaynaklarinin yani sira

CaO’nun biyoetanol verimliligi iizerine etkisi,

4.1 Hidroliz

Biyoetanol iiretiminde kullanilacak en uygun hidroliz yonteminin belirlenmesi
amaciyla, iki farkli derisimde (%0,5 ve %1 w/v) yer fistig1 kabugu iceren fermentasyon
ortamlar1 hazirlanarak, dort farkli asit derisiminde hidroliz islemi gergeklestirilmistir.

Denemeler maya gelisiminin olacagi pH 5’e ayarlanan besiyerlerinde yapilmaistir.

Hidroliz sonrasi her iki yer fistig1 kabugunun icerdigi seker miktarlar1 sekil 4.1°de
gosterilmigtir.  Fermentasyon ortamlarinin = seker igeriginde yer fistigi kabuk
derisimindeki artis etkili olmustur. Denenen tiim asit derisimlerinde en fazla seker
yiiksek kabuk iceren ortamda elde edilmistir. Asit miktarindaki artis yiiksek asit

derisimlerinde her iki yer fistig1 kabuk oraninda da etkili olmamustir.

Denemeler sonucu en yiiksek seker miktari, %0,5(w/v) yer fistig1 kabugu igin 3,248 g/L
ve %1 (w/v) yer fistigi kabugu icin de 5,250 g/L olmak tiizere, %1(v/v) HySO4
derisiminde elde edilmistir. Yiiksek asit derisimlerinde (%2 ve %3 v/v) elde edilen
seker miktarlar arasinda, %1 (v/v) aside oranla belirgin bir farklilik olmamistir. Sonraki
denemelerde en az asidin harcanmasi amaciyla %1(v/v) derisimindeki H,SO4

kullanilmistir.
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Sekil 4.1 Yer fistig1 kabuguna asit derigimlerinin etkisi
S:30°C; KH: 150 rpm; pH:5

4.2 Maya Gelisimi

Fermentasyon ortamlarindaki karbon derisimlerinin maya gelisimine etkisi, {i¢ farkli yer
fistig1 kabugu ile hazirlanan besiyerlerinde, her besiyerinde ilic kez aktiflestirilen
kiiltiirlerin  kullanimiyla {i¢ gilinliik inkiibasyon periyodu sonrasinda belirlenmistir.
(Sekil 4.2)

Maya gelisiminin denenen her yer fistif1 kabugu derisiminde inkiibasyon periyodu
boyunca arttig1 ve en yiiksek degerlere {iciincli giinde ulasildig1 gézlenmistir. Denenen
en yiiksek yer fistig1 kabuk derisiminde iigiincii glinde maya gelisiminde ¢ok az bir
diisme olmustur. Sonraki denemelerde ii¢ giinliik inkiibasyon periyodu maya gelisimi

i¢in kullanilmistir.
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Denemelerde artan yer fistigt kabuk derisimlerinin maya gelisimini arttirdig
belirlenmistir. Kullanilan en diisiik yer fistig1 kabugu derisiminde maya gelisiminin
oldukca diisiik oldugu gozlenmistir. Diger iki derisimde ise maya gelisiminin yer fistig1
kabuk derisimine bagli olarak arttig1, ancak derisim artisinin maya gelisimini ¢ok da

fazla arttirmadig1 denemeler sonucu ortaya ¢ikmustir.

0,30
=< 0,25
= 5 . ——%
g s 0,5(w/v)
20 kabuk
=)
>" M
-é 0,20 T =% 1(w/v)
2. < kabuk
S +/
%
0,15 T 1,5(w/v)
/ kabuk
0,10 T T )
1.gun 2.gln 3.gln

Sekil 4.2 Farkli derisimlerdeki yer fistig1 kabugunun maya gelisimine etkisi

S:30°C; KH:150 rpm; pH:5

4.3 Melasin Maya Gelisimine Etkisi

Ilave karbon kaynagi olarak melasin etkisinin belirlenmesinde, ii¢ farkli kabuk orani
icin melas bulundurmayan ve %1(v/v), %2(v/v), %3(v/v) ile %4(v/v)’lik melas
derigimlerini i¢ceren hidrolizatlarin baslangi¢ ve ii¢ giin sonra kullanilan seker dl¢timleri
yapilmistir. Cizelge 4.1°de verilen melas icermeyen fermentasyon ortaminda kabuk

orant arttitkca baslangi¢ seker miktarinda bir artis oldugu belirlenmistir. Denenen
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%0,5(w/v), %1(w/v) ve %1,5(w/v)’luk kabuk igeren hidrolizatlarda, seker kullanim
oranlan sirasiyla %25,4, %37,7 ve %39,9 olarak hesaplanmistir. Ortama melas ilave
edildikge baslangic seker oraninda yiiksek degerler Olgiilmustiir. Ancak, %0,5(w/v)
kabuklu hidrolizatin %1(v/v)’den %4(v/v) melas oranina kadarki kullanilan seker ytlizde
degerleri % 27,7 — %34,7 araliginda artig gdstermistir. Kullanilan seker orani iizerinde

melas oranlari, kabuk miktarinin arttirilmasi kadar etkili olmamustir.

Cizelge 4.1 Farkli kabuk ve melas derisimlerindeki baslangi¢ ve kullanilan seker
miktarlar

BASLANGIC |2,914+0,1|4,322+0,2( 5,969+0,4 | 9,863+0,2 | 10,685 *0,3
X
n
o
KULLANILAN [0,742+0,2(1,200+0,1| 1,816+0,2 | 3,074+0,2 | 3,707+0,1
BASLANGIC |5,293+0,1|7,956+0,3| 9,987+0,1 | 11,024+£0,2 | 11,786 +0,1
X
-
KULLANILAN [2,000+0,2(3,060+0,1| 4,048+0,2 | 4,854+0,2 | 5,588%0,1
BASLANGIC |6,756+0,29,265+0,1(11,256+0,1(12,7699+0,3 | 13,896 £0,1
X
n
-
KULLANILAN [2,698+0,1(3,813+0,2| 4991+0,1 | 6,119+0,1 | 6,883%0,1

S: 30 °C; IS:3 giin; KH:150 rpm pH:5

Fermentasyon ortaminda %0,5(w/v) kabuk iceren hidrolizatta artan melas oraninin
kullanilan seker ylizdesi ile optik yogunluga olan etkisi sekil 4.3’de gosterilmistir.
Hidrolizattaki melas derisiminin artis1 biyomasin artisinda etkili olmustur. Melas
icermeyen ortamda 0,185 olarak tespit edilen optik yogunluk %4(v/v) melas oraninda

0,621 olarak olgtilmiistiir.

53



Kullanilan seker ylizde degerlerinde artan melas orani etkili olmustur. Melas igermeyen
hidrolizatin %25,4 olarak Olglilen kullanilan seker degerinin, melas orant %4(v/v)

oldugunda %34,7 seviyesine kadar ulastig1 goriilmektedir.

%1(w/v) kabuk iceren hidrolizatta artan melas oraninda, kullanilan seker yiizdesi ve
optik yogunluk degerleri sekil 4.4’de gosterilmistir. Biyomas miktarindaki yiiksek
degerler melas derisiminin arttig1 durumlarda gozlemlenmigtir. Melas icermeyen
ortamda 0,202 olarak tespit edilen optik yogunluk %4(v/v) melas oraninda 0,684 olarak

Olgtilmiistiir.

Biyomas miktar1 artig kullanilan seker yiizde degerlerindeki artisa paralellik
gostermistir. Optik yogunlugun en diisiik ve en yiiksek degerlerinin sirasiyla 0,202 ve
0,684 olarak elde edildigi fermentasyon ortamlarinda, kullanilan seker yiizdesinin

degerleri en diislik %37,8 ve en yiiksek %47.,4 olarak Olctilmiistiir.

%0,5 (w/v) KABUK

50 1

45 0,9

40 0,8

35

s KULLANILAN
SEKER

30

25 -

S =@=—OPTiK
YOGUNLUK

20 -

Kullanilan Seker %
Optik Yogunluk

15 +

10 +

Melas Orani (%v/v)

Sekil 4.3 Artan melas oranlarinda biyomas ve kullanilan seker yiizde degerleri.
S:30°C; iS:3 giin KH:150 rpm pH:5
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%1 (w/v) KABUK

50 1
45 - 0,9
40 - 08
35 - - 0,7
)
S 30 - 0 3 ' KULLANILAN
3 - SEKER
£ 25 - - 05 2
§ 20 - 04 T —E-OPTK
3 o YOGUNLUK
¥ 15 - - 03
10 - - 0,2
5 - - 0,1
O T T T I~ O

Melas Orani (%v/v)

Sekil 4.4 Artan melas oranlarinda biyomas ve kullanilan seker yiizde degerleri.
S: 30°C; 1S:3 giin KH:150 rpm pH:5

Biyomas ve kullanilan seker yiizde degerleri %1,5(w/v) kabuk iceren hidrolizat igin
sekil 4.5’de gosterilmistir. Melas oranindaki artisin biyomas {iizerinde pozitif etkiye
sahip olmasi bu kabuk orami icin de, kullanilan seker yiizde degerinde artisa sebep

olmustur.
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%1,5 (w/v) KABUK

50 1
45 - 0,9
40 - - 0,8
e 35 - - 0,7
o
330 - | pg 3 "™ KULLANILAN
] ! ugb SEKER
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E 20 - - 0,4 E —.—OP‘[iK
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¥ 15 - - 0,3
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Melas Orani (%v/v)

Sekil 4.5 Artan melas oranlarinda biyomas ve kullanilan seker yiizde degerleri.
S: 30°C; 1S: 3 giin KH:150 rpm pH:5

Calismada denenen %0,5(w/v), %1(w/v) ve %]1,5(w/v) kabuklu hidrolizatlarin melas
icermeyen ortamlardaki optik yogunluk degerleri 0,185, 0,202 ve 0,294 olarak tespit
belirlenmis olup, melas oranin1 %4(v/v)’e dogru ¢ikarttigimizda biyomas miktarinda iki

katin lizerinde artis tespit edilmistir.

4.4 Melasin Biyoetanol Uretimine Etkisi

Farkli derisimlerde kabuk (%0,5(w/v), %1(w/v) ve %1,5(w/v) iceren ve ilave karbon
kaynag1 olarak kullanilan melas oraninin biyoetanol verimliligi {izerine etkisi sekil 4.6,
4.7, ve 4.8°de gosterilmistir. Melas icermeyen fermentasyon ortamlarinda elde edilen
biyoetanol (g/L) miktari ile en yiiksek biyoetanol veriminin elde edildigi %4(v/v) melas
oranindaki veriler arasinda ¢ok fark olmadig tespit edilmistir. Ortamdaki kabuk orani

arttikca elde edilen biyoetanol miktarinda artis gézlenmistir.
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Kabuklu hidrolizatin (%0,5 w/v) melas icermeyen ortamda elde edilen 1,07g/L’lik
biyoetanol miktar1 %4(v/v) melas oraninda 1,50g/L olarak Olglilmiistiir (Sekil4.6).
Melas oraninin, biyomas iizerinde sagladigi artig biyoetanol iiretiminde beklenen etkiyi

gostermemistir.

Denenen diger kabuk oranlarinin biyoetanol miktarint gosteren verileri incelendiginde,
%1(w/v) kabuklu hidrolizatta en diisiikk 1,187g/L en yiiksek 1,486g/L biyoetanol elde
edilirken bu degerler %1,5(w/v) kabuklu ortamda 1,197g/L ile 1,758g/L olarak tespit

edilmistir.

Farkli kabuk derisimleri igin, melas orani artis1 biyoetanol miktarinda 0,299 - 0,561
(g/L) arasinda degisen farklilik olusturmustur.

%0.5(w/v) Kabuk

2,00 -
1,80 -
1,60 -
1,40 -
1,20 -

1,00 -

Etanol g/L

0,80 -
0,60 -
0,40 -

0,20 -

0,00 -
0 1 2 3 4
Melas Orani (% v/v)

Sekil 4.6 Farkli melas derisimlerinin biyoetanol tiretimine etkisi

S:30°C; iS: 24 saat KH:150 rpm; pH:5
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% 1 (w/v) Kabuk

2,00 -
1,80 -
1,60 -
1,40 -
1,20 -

1,00 -

Etanol g/L

0,80 -
0,60 -
0,40 -

0,20 -

0,00
Melas Oram (%v/v)

Sekil 4.7 Farkli melas derisimlerinin biyoetanol tiretimine etkisi
S: 30°C IS: 24 saat KH:150 rpm; pH:5

% 1.5 (w/v) Kabuk

Etanol g/L

1,40 -
1,20 -
1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00 T T T
0 1 3

2
Melas Orani (% v/v)

Sekil 4.8 Farkli melas derisimlerinin biyoetanol iiretimine etkisi
S: 30°C; IS: 24 saat KH:150 rpm; pH:5
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Sekil 4.9’da en yiiksek biyoetanol degerlerinin elde edildigi %4(v/v) melas ortaminda
tic farkli derisimdeki kabuklu hidrolizatlardan elde edilen 1. ve 2. giin degerleri
verilmistir. Elde edilen biyoetanol degerleri arasinda ¢ok kiigiik sayisal farklilik oldugu
tespit edilmistir. Bu veriler gz oniine alinarak ¢alismada biyoetanol miktarlarinin 1.giin

sonuclari degerlendirmede kullanilmstir.

%4(v/v) melas

1,8

1,6

1,4 -

1,2 -

m1.gln

Etanol g/L
[y

W 2.gln
0,8 -

0,6 -

04 -

0.5 1
Kabuk Orani (%w/v)

Sekil 4.9 Farkli derisimlerdeki yer fistigi kabugunun %4(v/v) melas ile biyoetanol
miktarina etkisi

S: 30°C; KH:150 rpm; pH:5

4.5 Soya Ununun Maya Gelisimine Etkisi

Calismanin bu kisminda yalnizca yer fistigi kabugu iceren ve ilave karbon kaynagi
olarak melasin %1(v/v) derisimi ile azot kaynagi soya ununun %0,01(w/v) derigiminin
kullanildig1r hidrolizatta, yer fistig1 kabuk oranlar1 sirasiyla %1(w/v), %2(w/v) ve
%4(w/v) olacak sekilde hazirlandi. Cizelge 4.2°de farkli besiyeri gruplarinin baglangic

ve kullanilan seker miktar1 verilmistir.
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Kabuk miktarint iki ve/veya dort kat arttirdigimizda besiyerlerinde elde edilen daha

yiiksek biyoetanol verimi ile soya unu ilavesinin etkisi incelenmistir.

Sadece kabuk iceren I.grup besiyeri denemelerinde kabuk miktar1 arttikca optik
yogunluk degerlerinde artis tespit edilmistir. Kabugun yani sira %1(v/v) melas ilave
edilen Il.grup besiyerinde, biyomas degerinde harcanan seker yiizdesine bagl artis
gozlemistir. Farkli kabuk oranlar, %1(v/v) melas ile ilave azot kaynagi olarak
belirlenen soya ununun %0,01(w/v) derisiminde eklenmesiyle hazirlanan III. grup
besiyerlerlerinde, denenen her ii¢ kabuk orani i¢inde en yiiksek biyomas degerleri elde

edilmistir.

Kabuk igeren (%1 w/v) fermentasyon ortaminda harcanan seker ile biyomas absorbans
degerleri sekil 4.10°da gosterilmistir. 1. ve II. grup besiyerine kiyasla en yiiksek
biyomas degeri olan 0,514, III. grup besiyerinde elde edilmistir. I. grup besiyerinde
%33,2 kullanilan seker yiizde degerinde III. grup besiyerine dogru ilerledik¢e %21,6’lik
bir artig tespit edilmistir.

Sekil 4.11°da gosterilen degerler %2(w/v) kabuk oranini igeren I. II. ve III. grup
besiyerlerinde biyomas absorbans ile harcanan seker ylizdelerini ifade etmektedir.
Kabuk oranini iki katina c¢ikartildigt bu denemenin biyomas degerinde % 24,7 ile

%30,3’liik araliginda bir artis tespit edilmistir.

Sekil 4.12°de, besiyeri gruplarinda kabuk oraninin %4(w/v) olarak denendigi ¢calismanin
optik yogunluk ve harcanan seker verileri gosterilmistir. I.grup besiyerinde 0,466, II.
grup besiyerinde 0,573 ve Ill. grup besiyerinde 0,714 optik yogunluk verileri elde
edilmistir. Bu degerler denenen tiim kabuk oranlari i¢in hazirlanan besiyeri gruplarinin,
en yiksek degerlerini olusturmaktadir. %4(w/v) kabuklu hidrolizatlarda kullanilan
sekerlerin yiizdelik artig bazinda yapacagimiz degerlendirmesinde; I1. grup besiyerinde,
I. grup besiyerine %2,3, I1l. grup besiyerinde ise II. grup besiyerine gore %3,7’lik artis

tespit edilmistir.
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Calismada kullanilan her bir kabuk miktar1 i¢in hazirlanan I.11. ve Ill. grup besiyerleri
icerisinde en yiiksek biyomas degerleri, %0,01(w/v) soya unu ilave edilen IIl.grup
besiyerinde tespit edilmis ve soya unu ilavesi artisa sebep olmustur ancak I.grup
besiyerinde elde edilen biyomas verileri ile karsilastirildiginda biiylik farkliliklar

bulunmadig belirlenmistir.

Denenen her li¢ kabuk oraninin tiim besiyeri gruplari i¢in kullanilan seker ylizde

degerleri %33,2 ile %57,4 araliginda degiskenlik gostermistir.

%1 (w/v) kabuk

1 65
0,9 - 60
- 55
0,8 - 50
£07 ERE
§06 - 40 g mmmKullanilan
’:o_° ) -3 & Seker
0,5 - - 30 c
f‘: L 25 g == Optik
<% o .
0 04 - - 20 £ Yogunluk
0,3 - -15 T
- 10
02 - e
0,1 - 0

I. GRUP BESIYERI I.GRUP BESIYERI III.GRUP BESIYERI

I.GRUP BESIYERI : %1(w/v) kabuk
I.GRUP BESIYERI : %1(w/v) kabuk + %1(v/v) melas
[1II.GRUP BESIYERI : %1(w/v) kabuk + %1(v/v)melas+ %0,01(w/v)soya unu

Sekil 4.10 Farkli besiyerlerinde harcanan sekerin yiizde oran1 ve optik yogunluk verileri
S$:30°C; 1S:3 giin KH:150 rpm; pH:5
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%2 (w/v) kabuk

1 65
0,9 - 60
- 55
0,8 - 50
i 0,7 _ - 45 -
c r 40 f
2 0,6 35 o m Kullanilan
2 S Seker
é 0,5 | B 30 c .
= 04 - 25 g == Optik
o - 20 o Yogunluk
0,3 - 15 8
- 10
0,2 5
0,1 r r 0

|. GRUP BESIYERI II.GRUP BESIYERI 11.GRUP BESIYERI
I.GRUP BESIYERI : %2(w/v) kabuk
II.GRUP BESIYERI : %2(w/v) kabuk + %1(v/v) melas
I11.GRUP BESIYERI: %2(w/v) kabuk + %1(v/v)melas+ %0,01(w/v)soya unu

Sekil 4.11 Farkli besiyerlerinde harcanan sekerin yiizde oran1 ve optik yogunluk verileri

S: 30°C; iS:3 giin KH:150 rpm; pH:5

%4 (w/v) kabuk

1 65
0,9 i gg
0,8 - 50
%07 BRI
< - 40 % mmmmKullanilan
250 0,6 - 35 § Seker
Z 05 - - 30 ¢ .
-,g- L 25 ©  =&—Optik
o 04 L 20 g Yogunluk
0,3 - 15 T
- 10
0,2 I
0,1 T 0

I. GRUP BESIYERI 11.GRUP BESIYERI 1I.GRUP BESIYERi

I.GRUP BESIYERI : %4(w/v) kabuk
I.GRUP BESIYERI : %4(w/v) kabuk + %1(v/v) melas
[1II.GRUP BESIYERI : %4(w/v) kabuk + %1(v/v)melas+ %0,01(w/v)soya unu

Sekil 4.12 Farkli besiyerlerinde harcanan sekerin yiizde orani ve optik yogunluk verileri
S: 30°C; 1S:3 giin KH:150 rpm; pH:5
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Cizelge 4.2 Farkli kabuk ve besiyeri gruplarinin baslangi¢ ve kullanilan seker miktarlar

BASLANGIC 4,644+0,1 7,000+0,1 6,783+0,1
1%

KULLANILAN 1,540+0,2 2,408 £0,1 3,714+0,1

BASLANGIC 7,568+ 0,1 9,973+ 0,2 10,304 +0,2
2%

KULLANILAN 2,879+0,1 3,945+0,2 4,430+0,2

BASLANGIC 10,722 +0,1 12,096 +0,1 12,595+0,1
4%

KULLANILAN 4,440+0,1 5,498+ 0,1 6,939+0,1

S: 30 °C; IS:3 giin; KH: 150 rpm pH:5

4.6 Soya Ununun Biyoetanol Uretimine Etkisi

Calismada farkli oranlardaki kabuk miktarlar1 i¢in hazirlanan 1. II. ve III. grup
besiyerlerinin biyoetanol (g/L) miktari yiizdelerinin belirlendigi bu asama, sekil 4.13’de

gosterilmistir.

I.grup besiyeri denemelerinde kabuk miktari arttikga elde edilen biyoetanol miktarinda
artis tespit edilmistir. %1(v/v) melasin ilavesi ile hazirlanan II. grup besiyerinde ve soya
ununun %0,01(w/v) derisiminde eklenmesiyle hazirlanan III. grup besiyerlerlerinde de
biyoetanol miktar1 iizerinde olumlu etki devam etmistir. Soya ununun biyoetanol
tiretimi iizerine pozitif etki sagladigi gozlenmistir. Her {i¢ kabuk orani i¢inde III. grup
besiyerinde artig gosteren biyoetanol miktarlar1 olmakla birlikte, en diisiik 1,485g/L ve
en yiiksek 1,894¢/L biyoetanol elde edilmistir.
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I11. grup besiyerinin kabuk oranini sirasiyla %1 (w/v), %2 (w/v) ve %4 (w/v) seklinde

hazirland1 ve biyoetanol miktarlari karsilastirildi.(Sekil 4.14)

18
1,6
1,4

1,2

Etanol g/L
[y

0,8
0,6
0,4

0,2

H%1(w/v) K
m %2(w/v) K
H %4(w/v) K

K: Kabuk

I. GRUP BESIYERLERI Il. GRUP BESIYERLERI Ill. GRUP BESIYERLERI

I.GRUP BESIYERI : %(w/v) kabuk
II.GRUP BESIYERI : %(w/v) kabuk + %1(v/v) melas
I11.GRUP BESIYERI : %(w/v) kabuk + %1(v/v)melas+ %0,01(w/v)soya unu

Sekil 4.13 Farkli besiyerlerinin biyoetanol (g/L) miktarlar1

S: 30°C; 1S: 24 saat KH:150 rpm; pH:5
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ETHANOL g/L

% 4 kabuk + % 1 melas + % 0,01 soya

% 1 kabuk + % 1 melas + % 0,01 soya

g

o
o
w
=
[ER
w
N

2,5

Sekil 4.14 Artan kabuk oraninda elde edilen biyoetanol (g/L) miktar1

S: 30°C; 1S: 24 saat KH:150 rpm; pH:5

4.7 CaO’nun Biyoetanol Uretimine EtKisi

En yiiksek biyoetanol miktarinin elde edildigi III. grup besiyerlerine CaO ilavesi ile
CaO ilavesi yapilmadan hazirlanan fermentasyon ortamlarinin biyoetanol iretimine
etkisi incelenmistir. Bahse konu fermentasyon ortamlarinda iiretilen biyoetanol (g/L)

degerleri sekil 4.15” de sunulmustur.

Fermentasyon ortamlarinda asir1 baglangic karbon kaynaginin organik asitlerin
birikimine neden olmasi sebebiyle olumsuz etkilenen biyoetanol veriminin %8(w/v)

kabuklu III. grup besiyerinde takibi yapilmistir.

CaO ilavesi ile zararh {irlin miktarina etkisi elde edilen biyoetanol seviyesi ile tespit
edilmistir. %8(w/v) kabuklu III. grup besiyeri ig¢in biyoetanol eldesindeki artisin bir

duraklama evresine gectigi belirlenmistir.
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1,5 -

Etanol g/L

m Cao (+)

CaO (-)

0,5 - K: Kabuk

% 4 (w/v) K IILGRUP BESIYERI % 8 (w/v) K II.GRUP BESIYERI
I1.GRUP BESIYERI: %4 ve %8(w/v) kabuk + %1(v/v)melas+ %0,01(w/v)soya unu

Sekil 4.15 Fermentasyon ortamina CaO ilavesinin biyoetanol verimine katkis1
S:30°C; 1S:24 saat KH:150 rpm; pH:5

%4(w/v) ve %8(w/v)’lik yer fistigi kabugu igeren III. grup besiyerlerine CaO’nun
biyoetanol iiretimine olumlu katkisi, %4(w/v) kabuklu hidrolizatta 7,384 g/L seker
harcanarak, %18,6’lik artis ile 1,915g/L’den 2,352g/L’ye, %8(w/v) kabuklu hidrolizatta
ise 8,632 g/L seker harcanarak, %15,1’1lik artis ile 2,151g/L’den 2,532g/L’ye artis1 ile

gozlemlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Biiyiiyen enerji ihtiyacin1 karsilamak igin, ¢evreci, ekonomik ve alternatif yakit
arayislarinin  hiz kazandigr bir donemde petrol kokenli yakitlarin yerini alan
biyoyakitlarin 6nemi artmaktadir. Biyoyakitlar, karbonhidrat ekonomisi ve biyoyasam
icinde biyorafineri iiriinleri olarak yer bulmaktadir. Yenilenebilir enerji kaynaklarindan
olan biyokiitle enerjisi biiyiik bir potansiyele sahiptir (Soyuduru 2007). Genis kullanim
alan1 olan biyoyakit ¢esitlerinden biyoetanol, farkli hammadeler kullanilarak tiretilebilir.
Bunlar igerisinde lignoselillozik hammadde igeren tarimsal atik ve artiklardaki
polisakkartitlerin uygun islemler yardimi ile biyoetanole doniistiiriillmesi son dénemde
tim diinyada ve iilkemizde ilgiyle takip edilen ¢alismalara kaynak olmustur. Tez
calismasinda da tarimsal bir atik olan yer fistig1 kabugundan Saccharomyces cerevisiae
mayasi ile alternatif enerji kaynagi olan biyoetanol iretimi amaglanmis ve

arastirilmistir.

Biyoetanol tiretim caligmalarinda kullanilan tarimsal atiklarin (misir kogani, piring
samani, findik kabugu gibi) lignoselillozik hammadde icerikleri, atik tipine gore
farklilik gostermektedir. Bu konuda yapilan ¢aligmalarda Parisi (1989), misir koganinin
lignoseliilozik iceriginin, %45 selilloz, %35 hemiselilloz ve %15 lignin oldugunu
gostermigtir.  Conde-Mejia ve arkadaslari, (2012) yaptiklart g¢alismalarda piring
samaninin %41 seliiloz, %21,5 hemiseliiloz, %9,9 lignin icerdigini, Menon ve
arkadaslar1 (2012) ise bugday samaninda, %36,6 seliiloz, %24,8 hemiseliiloz, %14,5

lignin bulundugunu belirlemislerdir.

Diger tarimsal atiklarin lignoseliilozik hammadde igerikleri ¢izelge 5.1°de gésterilmistir

(http://www.biomasa-info.cz/cs/doc/S3 08.pdf 2011).
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Cizelge 5.1 Tarimsal atiklarin lignoseliilozik hammadde igerikleri.

HAMMADDE SELULOZ % HEMISELULOZ % LIGNIN %
KAYISI CEKIRDEGI
AR 22,4 20,8 51,4
FINDIK KABUGU 25,2 28,2 42,1
BAKLAGIL SAMANI 28,1 34,1 34,0
TUTUN SAPI 21,3 32,9 30,2

Tarimsal bir atik olan ve tez ¢alismasinda biyoetanol iiretimi i¢in tercih edilen yer fistigi
kabugunun element analizi Wartelle ve arkadaglart (2000) tarafindan yapilmis ve
sonuclarda % 45.3 seliiloz, %32.8 lignin, %8.1 hemiseliiloz, %4.9 protein ve % 2.3 kiil
ihtiva ettigi tespit edilmistir.

Lignoseliilozik tarimsal atiklar kaynak Ozetlerinde de belirtildigi gibi fiziksel ve
kimyasal Onislemlerden gegirilmektedir. Fiziksel Oniglemler buharla miidahale ve
ogitmeden olusmaktadir. Kimyasal on islemler 1slak oksidasyon, NH,OH ile
biyokiitlenin yikanmasini, iyonik sivilarla miidahale ve sivi amonyakla alkali

miidahaleden olusmaktadir.

Fiziksel Onislemlerin uygulandigi ¢alismalarda, Martin ve arkadagslari (2002), tiitiin
sapmi1 205°C’de 5 ve 10 dakika boyunca buhara maruz birakarak on islem
uygulamiglardir. Arslan (2007) tarafindan yapilan c¢alismada, tarimsal bir atik olan

findik kabugunu ¢ekicli degirmende dgiitiilerek elekten gecirmistir.

Kimyasal onislemlerin uygulandigi ¢alismalarda, Petersson ve arkadaslar1 (2007),
lignoseliilozik hammadde olarak kis cavdari, kolza ve bakla ¢Opiintin secildigi
calismalarinda hammaddelerin 6n islem miidahalesi i¢in 195 °C, 15 dakika 2 glI*

Na,COs ile 12 bar oksijen altinda 1slak oksidasyon yontemi tercih etmislerdir.
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Haykira ve arkadaglar (2011), pamuk bitkisi atigini iyonik sivilar araciligiyla 6n islem
uyguladiklart calismada %10 (g biyokiitle/ g iyonik sivi) pamuk bitkisi atig1 {izerine
iyonik sivilar ile 150°C’de 30 dakika boyunca 6n isleme tabi tutmaktadirlar.

Thompson ve arkadaslart (2013), misir sapma %29,5’lik sivi amonyakla (1/10-15
kati/sivi) 10 giin boyunca oda sicakliginda muamele etmistir. Kang ve arkadaslari
(2012), kanola samaninin %60,7 oraninda en yiiksek glukoz kazanimi saglayan
parametrelerini, %19,8 sulu amonyak (1/10, kati/sivi), muamele siiresi 14,2 saat ve
sicaklig1 69 °C olarak belirlemislerdir. Varga ve arkadaslar1 (2004) ise 1slak okisdasyon
on islem metodunu, misir kogani iizerinde 195 °C, 15 dakika 12 bar oksijen altinda

uygulanmigtir.

Cao ve arkadaslar1 (1996), misir koganindan biyoetanol iiretiminde etkili bir 6n islem

stireci olarak 2,9 M NH4OH ile biyokiitlenin yikanmasini aragtirmiglardir.

Tez ¢aligmasinda yer fistig1 kabuguna fiziksel 6n islem miidahalesi tercih edilmis ve bu

islem kat1 materyal 6giitiiclisii ile yapilarak yer fistig1 kabugu toz haline getirilmistir.

Lignoseliilozik tarimsal atiklarin fiziksel veya kimyasal 6n islemleri sonrasinda maya
gelisiminde gerekli sekerlerin olusabilmesi igin atiklarin hidrolizi yapilmaktadir.

Hidrolizde seyreltik, derisik asit ve enzimatik yontemler kullanilmaktadir.

Enzimle yapilan calismalarda, Haykira ve arkadaslar1 (2011), pamuk bitkisi atigini
50°C’de 48 saat boyunca 0.05 M sitrat tamponu icerisinde seliilaz enzimi (Cellic ctec2)
ile enzimatik hidrolize tabi tutmuslardir. Ballesteros ve arkadaglar1 (2008) kavak,
okaliptiis, siipiirge darisi, bugday samani ve Brassica carinata bitkisi artiklarindan elde
edilen seliilozik hidrolizati 22 saat boyunca seliillaz enzimi ile hidroliz ederek ayni

ortamda biyoetanol tiretmislerdir.
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Gupta ve arkadaglar1 (2009) Prosopis juliflora bitkisi artiklarini seliilaz ve glukosidaz
enzim karigimiyla hidroliz etmislerdir ve elde ettikleri pentoz sekerlerinden 45 -50°C’de

biyoetanol tiretmislerdir.

Literatiir arastirmasinda tarimsal atiklarla yapilan sicaklik ve asit hidrolizi
calismalarinda, Taherzadeh ve arkadaslart (1999), hus ve ladin agaci artiklarini seyreltik
stlfurik asit (0,04 -0,18 M) ile 100 - 170 °C’de hidroliz etmistir. Saragoglu ve
arkadaslar1 (1998), musir kogan1 ve aygigegi kabugunun seyreltik asit hemiseliiloz
isemini 0,2 ile 1 N arasindaki siilfiirik asit derisiminde ve 98 - 130°C arasi sicaklikta

incelemislerdir.

Okur (2003) aycicegi tohum kabugundan elde edilen hemiseliiloz hidrolizatini, 90 °C’de
0,7 M H,SO, ile 1/5 kati/sivi (g/mL) oraninda hidroliz yaparken; Saracoglu ve Arslan
(2000), musir koganin1 98°C’de, 0.3 M H,SO, ile 1/12 kati-sivi oraninda hidroliz
yapmistir.

Bhandari ve arkadaslar1 (1984), misir sapinin hemiseliiloz ve seliilloz hidroliz
caligmalarinda, reaksiyonlar1 160-240°C sicaklik araliginda ve ¢ farkli H,SO4
derisiminde (0,49, 0,92 ve 1,47 v/v %) denemislerdir. Ranganathan ve arkadaslari ise
(1985), bugday samaninin seliiloz ve hemiseliiloz hidroliz reaksiyonlarin1 100 ile 210

°C arasinda ve H,SOy’in ¢ farkli (0,5, 1,0 ve 1,5 %) derisiminde ¢alismiglardir.

Delgenes ve arkadaslar1 (1990), bugday samaninin hemiseliilozik polisakkaritlerini %2

H,S04 ile 91,5 °C de hidrolize tabi tutmuslardir.

Hidrolizde yaygin kullanimi olan H,SOg’lin difiizyonu lignoseliilozik biyokiitlenin
yapisina baglidir ve tarimsal atiklarda H,SO,4’lin diftizyonu odun atiklarina gore daha
yiiksektir (Kim ve Lee 2002). Tez ¢alismasinda asidik hidroliz isleminde H,SO,4’iin
farkli derisimleri (%0,5, %1, %2, %3 V/V) su i¢inde karistirilarak 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak g¢alisilmistir. Lignin igerigi yiiksek olan ve Arslan (2007) tarafindan
yapilan ¢alismada, findik kabugunun hidroliz islemi i¢in H,SO,’iin bes farkli (0,1 M,
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0,3 M, 0,4 M, 0,5 M, 0,7 M) derisimi ile 100-120°C sicakliklarda denenmistir. Yapilan
tez ¢aligmasinda da yiiksek H,SO,‘lin derisimlerinde %1 (v/v) aside oranla elde edilen
seker miktarlarinda belirgin bir farklilik olmadig1 tespit edilmis ve hidroliz i¢in etkili

asit derisimi %1 (v/v) olarak belirlenmistir.

Tarimsal atiklardan biyoetanol iiretiminde fermentasyon calismalarinda Pichia stipitis
ile Saccharomyces cerevisiae mayalar1 kullanilmakta ve fermentasyon ortamlarinin pH

degerleri 5 veya 6 olarak belirlenmektedir.

Cao ve arkadaglar1 (1996), misir koganindan Saccharomyces 1400 (pLNH 33) ile
fermentasyonundan 36 saatte % 84 verimle biyoetanol elde etmislerdir. Saragoglu ve
Arslan ise (2000), misir koganinda maksimum biyoetanol derisimine 96. saatte, 0,34 g/g

verimle Pichia stipitis mayasi ile ulasmustir.

Arslan (2007) findik kabugu ile yaptigi ¢alismada, fermentasyon ortami i¢in pH 6’da
hazirlanan hidrolizatlardan, toplam hacmin % 10'u kadar ¢ekip atmis, yine toplam
hacmin % 10 'u kadar Pichia stipitis’in ge¢ eksponansiyel faza denk gelen 27. saattinde
biiylime ortamindan asilamasini yapmustir. Biyoetanol iiretiminin 48 saatlik periyodu

takip edilmis ve ortalama degerleri hesaplanmaistir.

Tez calismasinda, inkiibasyon siiresinin etkisi, her bir besiyerinde aktiflestirilen
kiiltiirlerin ii¢ giinliik inkiibasyon periyodunda giinliikk seker ve biyomas ol¢iimleri ile
tespit edilmistir. Calismada kullanilan Saccharomyces cerevisiae’in pH 5’de denenen
tim yer fistig1 kabugu derigimlerinde, en verimli maya gelisim ve kullandig1 seker

ylizde degerlerine tiglincii giinde, biyoetanol degerlerine ise birinci giinde ulasilmustir.

Lignoseliilozik tarimsal atiklardan biyoetanol iiretiminde biyoetanol verimini arttirmak
icin fermentasyon ortamina cesitli azot katkilar1 eklenmektedir. Bu azot kaynaklari
arasinda iire, maya 0ziitli, pepton, NaNO3z, NH4NO3, NH4Cl, ve NH4SO4, (NH4)HPO,

yer almaktadir.
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Zerva ve arkadaslar1 (2013) musir kocani, bugday kepegi ve bira yapiminda kullanilan
tahil atiklarindan hazirladiklari hidrolizatlardan biyoetanol iiretiminde Paecillomyces
variotii'in potasiyelini denedikleri ¢alismalarinda, ilave azot kaynagi olarak farkli
miktarlarda tire ve NaNO3z, NH;NO3 ve NH;,SO, denemislerdir. NH4;NO3’iin biyoetanol
verimi iizerine etkisinin, elde ettikleri 11,9 g/L™ biyoetanol miktari ile gii¢lii oldugunu

belirlemislerdir.

Tez caligmasinda, yer fistig1 kabugundan olusan hidrolizatlarda ilave azot kaynagi etkisi
soya unu kullanilarak incelenmistir. Lignoseliilozik olmayan materyalden biyoetanol
tiretim ¢aligmalarinda biyoetanol {iretiminde soya unun da etkili oldugu gosterilmistir.
Ar1 ve Donmez (1999), Saccharomyces mayalar1 ile melastan biyoetanol iiretim
calismasinda maya Oziitii yani1 sira ortama eklenen farkli derisimlerde soya unu
ilavesiyle biyoetanol verimliligini arastirmislardir. Denedikleri farkli derisimlerdeki
soyu unu katkilar igerisinde en yiiksek verimi %6 (w/v) derisiminde elde etmislerdi.

Tez ¢aligmasinda literatiirde alkol verimini arttiran soya unu tercih edilmistir.

Tez calismasinda azot kaynagi olarak tercih edilen soya unu fermentasyon ortamina
%0,01 oraninda ilave edilerek denendigi ii¢ farkli besiyeri grubunda, biyoetanol

verimliligine katkisinin %14,77 - %30,36 araliginda oldugu tespit edilmistir.

Lignoseliilozik olmayan materyalden etanol iretim ¢alismalarinda, biyoetanol
iiretiminde tarimsal bir atik olan melas da kullanilmaktadir. Tez ¢alismasinda kabuk
alkol verimi diisiik oldugu ig¢in ilave bir tarimsal atigin da kullanilabilecegi
diistiniilmiistiir.  Tosun ve arkadaglar1 (2005), Saccharomyces cerevisiae mayasini
kullanarak melastan fermentasyon yoluyla biyoetanol iiretimi yaptig1 ¢alismasini, 30 °C
sicaklikta, pH’1 4,5 olan yapay melasla ger¢eklestirmistir. Kopsahelis ve arkadaglari
(2007) bira iiretilen tahila tutuklanmis Saccharomyces cerevisiae ile substrat olarak

kullandiklart melastan biyoetanol tiretmislerdir.

Fermentasyonu saglayan mikroorganizma gelisiminin, ilave karbon ve azot kaynagi
kullanimina ragmen istenilen diizeye ¢ikarilamadigi durumlarda, ortama CaO

miidahalesi uygulanarak, toksik bilesiklerin olumsuz etkisi azaltilmaktadir.
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Moniruzzaman ve Ingram (1998), piring kabuklarimi hidroliz siiresince olusan zehirli
bilesenlerin seviyesini 60 °C’de 30 dakika boyunca hizli karigtirma ile Ca(OH), ile muamele

ederek azaltmislardir.

Nigam (2002) yaptigi calismada, bugday samani hemiseliiloz hidrolizatina Pichia
stipitis mayasi ile fermente ederek biyoetanol tiretimi CaO ile asir1 titrasyon islemi
gérmiis ve gérmemis hidrolizatin fermentasyonu karsilastirilmis ve biyoetanol iiretim

verimleri sirastyla 1,98g/L ve 2,52 g/L olarak belirlenmistir.

Saragoglu ve Arslan (2000), misir kogani ile biyoetanol arastirmasi yaptigi ¢aligmasinda
maksimum biyoetanol derisimine (10,4 g/L biyoetanol) Pichia stipitis mayasi ile 6n

islem olarak CaO ile asirt muamele uygulandiginda ulasilmistir.

Tez calismasinda uygulanan CaO ilavesinin etkisi, kabuk, melas ve soya unu igeren
fermentasyon ortaminda izlenmis ve sonuglar sekil 5.1 de verilmistir. CaO ilavesi ile
hidroliz sonrasi zararli iiriin miktar1 azaltilmis ve bunun olumlu etkisi elde edilen
biyoetanol verimliliginde %16 - %18 arasinda bir artig ile kendisini gostermistir. Anilan
hidrolizatlarda elde edilen optik yogunluk 0,8 - 0,9 araliginda tespit edilmistir. CaO
miidahalesi sonrasinda %4 kabuk iceren hidrolizatta, 7,384 g/L seker harcanarak
kullanilan seker yilizde degerleri %55,6 olurken, %8 kabuk iceren hidrolizattan
fermentasyon sonrasinda 8,632 g/L seker harcanarak, kullanilan seker yiizde degeri

%60,5 olarak belirlenmistir.
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Alkol g/L
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Sekil 5.1 CaO miidahalesi ile melas ve soya unu ilavesinin biyoetanol verimi {izerine
etkisi

S:30°C; 1S:24 saat KH:150 rpm; pH:5

Calismada, %4(w/v) kabugun yani sira melas ve soya unu igeren besiyerine CaO
miidahalesinin uygulandigr ve uygulanmadigi ortamlarda biyoetanol verimliligindeki
artisin %18,6 seviyesinde, elde edilen biyoetanol miktarinin ise 2,352g/L oldugu tespit
edilmistir. Denenen kosullarda en yiiksek biyoetanol miktarina, ayni oranlarda melas ile
soya unu igeren %8 (w/v) kabuklu fermentasyon ortaminda CaO 6n miidahalesi
uygulandiginda ulasilmistir. Bu yiiksek biyoetanol miktari, CaO igermeyen ayni
icerikteki hidrolizata gore %15,1°lik artis ile 2,532¢g/L dir.
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