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OZET

GOL KAMISINDAN (Phragmites australis) BIYOLOJIK VE KIMYASAL ON
MUAMELE SONRASI BIYOETANOL URETIMIi

Hakan FIDAN
Duzce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti, Orman Endiistri Miihendisligi Anabilim Dali
Yuksek Lisans Tezi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Ayhan TOZLUOGLU
Temmuz 2017, 45 sayfa

Bu caligsma, gol kamisinin biyolojik ve kimyasal 6n muamele sonucu biyoetanol iiretimi
icin uygunlugunu belirlemeyi amaglamistir. G6l kamisinin etanole doniistimiinde,
sodyum hidroksit (NaOH), hidrojen peroksit (H202), sodyum borhidrir (NaBHa4),
boron oksit (B203) ve silfurik asit (H2SOa4)’in etkileri kimyasal on muamele ile
saptanmigtir. Glukan doniisiim oranlarinda en yiliksek verim (%79.7) NaOH
muamelesinde, sonrasinda sirasiyla NaBH4 (%74.1), H202 (%71.9), mantar 0n
muamelesi (%69.4), B203 (%65.5) ve H2SOs4 (%46.1) muamelelerinden alinmistir.
Muamele edilmemis g6l kamisindan elde edilen en yiiksek etanol verimi (13.2 g/100 g)
ve hesaplanmig en yiiksek teorik verim (%85.3) NaOH ile 6n muamele edilmis
orneklerde gozlemlenmistir. Mantar ve NaBH4 ile 6n muamele edilmis 6rnekler
sirastyla 10.6 ve 12.3 g/100 g etanol eldesi vermislerdir (muamele edilmemis gol
kamisina kiryasla). Bu calismanin sonuglari ekonomik uygunluk ve c¢evresel
avantajlarindan dolay1r mantar 6n muamelesinin gol kamisindan biyoetanol {iretimi i¢in
oldukca uygun oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Biyoetanol, Fermantasyon, Gél kanusi, Hidroliz, On muamele.
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ABSTRACT

BIOETHANOL PRODUCTION FROM COMMON REED (Phragmites australis)
via BIOLOGICAL AND CHEMICAL PRETREATMENTS

Hakan FIDAN
Duzce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Departmant of Forest Product
Engineering
Master of Science Thesis
Supervisor: Asist. Prof. Ayhan TOZLUOGLU
July 2017, 45 pages

The present study was aimed at examining the feasibility of using common reed for the
production of bioethanol by means of biological and chemical pretreatments. The
effectiveness of sodium hydroxide (NaOH), hydrogen peroxide (H202), sodium
borohydrate (NaBH4), boron oxide (B203) and sulfuric acid (H2SO4) for conversion of
common reed to ethanol was investigated via chemical pretreatments. The results
showed that the NaOH treatment had the highest glucan conversion rates (79.7%),
followed by the NaBHa4 (74.1%), H202 (71.9%), fungal pretreatment (69.4%), B20Os3
(65.5%) and H2SOs (46.1%). The highest ethanol yield (13.2 g/100 g) and the
calculated highest theoretical yield (85.3%) from untreated common reed were observed
for the NaOH-pretreated samples. The fungal- and NaBHa4-pretreated samples yielded
10.6 and 12.3 g/100 g of ethanol (based on untreated common reed), respectively. The
results of this study indicated that, because of its economic feasibility and
environmental advantages, the fungal pretreatment was more suitable for common reed
bioethanol production.

Keywords: Bioethanol, Common reed, Fermentation, Hydrolysis, Pretreatment.



1. GIRIS

Gunden gune artan dinya nufusu enerji ihtiyact sorununu da beraberinde getirmistir.
Yakin gelecekte fosil kokenli komiir, dogalgaz, petrol gibi yenilenemeyen enerji
kaynaklar1 asir1 ve kontrolsliz kullanim sonucu tukenmekle karsi karsiya kalacaktir.
Buna ek olarak gelismekte olan sanayi ve teknoloji her gegen giin daha fazla enerjiye
ihtiya¢ duymakta ve endustriyel faaliyetlerin enerji gereksinimi artmaktadir. Bu enerji
ihtiyact insanoglunu yeni enerji kaynaklari arayisina yonlendirmis ve tretilen ve
tiketilen enerji arasindaki acigi kapatmak amaciyla yiiriitiilen ¢alismalar yeni ve

yenilenebilir enerji kaynaklarina olan ilgiyi artirmistir.

Fosil kokenli yakit kaynaklart yillardir diinyanin her yerinde enerji kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Ham petroliin, diinya enerji kaynaklariin %38’ini, komuriun %25’ini
ve dogalgazin da %?22’sini olusturmasiyla, diinya enerji gereksiniminin %85’1 fosil
kokenli yakit kaynaklarindan saglanmaktadir. Diinya petroliiniin ise yaklasik olarak
%75’i Orta Dogu iilkelerinde bulunmakta olup, tilkemiz gibi petrol fakiri iilkeler yakit
teminindeki aksamalardan ve fiyat artiglarinin neden oldugu ekonomik ve stratejik
aksakliklardan oldukga etkilenmektedirler [1]. Bu nedenle de 1970’li yillarda yasanan
petrol krizinden sonra Ulkeler kendi kaynaklarini kullanarak disa bagimliliklarini
azaltabilmek adina yeni alternatif enerji kaynaklar1 bulma ve degerlendirme

zorunlulugunun farkina varmiglardir.

Son yillarda ¢esitli Ulkelerde biyokiitleden enerji eldesi programlar1 uygulanmakta olup,
bu programlar genellikle petrol iirlinleri yerine alternatif tasit yakitlari iiretmeyi
amaclamakta ve yapilan ¢alismalarin ¢ogu yenilenebilir tarim bitkilerinden etanol ve
biyodizel Gretimi (zerine olmaktadir. Ozellikle son zamanlarda odun hammaddesi
yerine yillik bitki ve tarimsal atiklarin bu amag i¢in kullanilmaya baglanmasi enerji
iiretimi adina ormanlara olan talebin azaltilmasin1 amaglanmakla beraber yillardir var
olan ve degerlendirilmeyen buyuk bir potansiyel ile orman endistrisinde ve enerji

tiretimi amagli kullanim alanlarinda bir boslugu doldurmasi amaglanmaktadir [2].

Kullanilan enerji kaynaklarinin yenilenebilir olmasi kadar ¢evreye duyarli olmalar1 ve

cevresel faktorler Gizerine olumsuz etkileri olmamasi da oldukga énemli bir kriterdir.



Odun esasli hammaddelerden elde edilen iiriinler, kullanim ve enerji iiretimi sonrasi
kalan atiklarinin petrol bazli irlinlere kiyasla ¢ok kisa siirede biyodegrade olabilmesiyle
cevreye zarar vermemektedir. Bunun aksine petrol Griinlerinin islenmesinden arta kalan
atiklar uzun sireler boyunca bozunmadan kalarak gevreye zarar verebilmektedir. Petrol
tirlinlerinin yakit olarak kullanilmasi bile basli basina g¢evresel bir tehlike olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Oyle ki fosil yakitlarinin enerji amagh kullanimi, atmosferdeki
CO2 emisyon miktarin1 150 yilda %30 oraninda artirarak 280 ppm’den 365 ppm’e
cikarmustir [3].

Daha temiz bir ¢evre ve daha yasanilabilir bir diinya igin tarim arazilerinin ve iiretim
sartlarinin verdigi imkanlar dahilinde enerji liretimi i¢in biyokiitlenin degerlendirilmesi
gittikce 6nem kazanmaktadir. Bu baglamda, yenilenebilir dogal kaynaklardan kimyasal
ve biyolojik yolla elde edilen yakit degeri yiiksek etanolin kullanilmasi birgok
aragtirmaci tarafindan Onerilmektedir [1]. Ayrica etanoliin yanmasi sonucu, petrol
rtinlerine kiyasla ¢ok daha diisiik oranlarda CO, CO:2 ile yanici olmayan
hidrokarbonlar, azot oksitler ve ucucu organik bilesiklerin olusmast bu konunun

onemini daha da ¢ok artirmaktadir [3].

Biyoetanol 6zellikle polisakkarit ve disakkarit bilesimine sahip musir, bugday sapi,
sebze atiklari, seker kamusi, patates gibi biyokitleden Uretilen bir Grindir. Buhar ve
etilenin kimyasal reaksiyonu sonucu fretilmesine ragmen genellikle sekerin
fermantasyonu ile retilir [4], [5]. Etanol veya baska bir deyisle etil alkol temiz renksiz
bir s1v1 olup, biyolojik olarak bozunur ve gevre agisindan bir tehdit olusturmaz. Benzin
ile kullanildiginda ise oktan sayisini artirir, CO ve hidrokarbonlar gibi zararli gazlarin

emisyonlarini azaltarak tam yanma saglar. Yaygin olarak karistirilan kullanma oranlari

%10 etanol ve %90 petrol seklindedir [6].

1.1. BIYOETANOL URETIMINDE KULLANILAN HAMMADDELER

Biyoetanol bitki yaglari, seker pancari, tahillar, organik atiklar ve islenmis biyokiitleler
gibi ¢ok genis bir hammadde yelpazesinden elde edilebilir. Biyoetanol Gretiminde
kullanilacak hammaddenin yeteri miktarda etanole doniisebilen seliiloz veya nisasta
icermesi en Onemli unsurlardan biridir [7]. Biyoetanol iiretiminde kullanilan
hammaddeler (¢ baslik altinda siniflandirilabilir. Bunlar; sakkaroz iceren hammaddeler,

nisastali materyaller ve lignoselilozik biyokitledir. Biyoetanol Uretiminde



degerlendirilebilen ¢esitli hammadde kaynaklar1 ve bu kaynaklarin biyoetanol verimleri

Cizelge 1.1°de verilmistir.

Biyoetanol Uretiminde karsilagilan en ©Onemli problem dretimde kullanilacak
hammaddenin tedarigidi ve stirekliligidir. Kullanilacak hammaddenin Uretim mevsimi
ve cografik konumu biyoetanol Uretimindeki 6nemli etkenlerdir. Diger yandan
hammadde maliyetlerindeki dalgalanmalarin da biyoetanol iiretim maliyetlerine etkisi
blyuktur [8]. Kullanilan hammaddenin kimyasal yapisi elde edilen etanol verimini

etkileyen en temel faktorlerin baginda gelir.

1.1.1. Sakkaroz iceren Hammaddeler

Sakkaroz iceren hammaddeler sadece disakkarit yapida olduklarindan dolay1 iiretimde
en ¢ok tercih edilen hammadde turtdir. Bunun sebebi disakkarit yapilarin nisastali ve
lignoseliilozik materyale nazaran biyoetanole doniisiimiiniin daha kolay olmasidir ve 6n
hidroliz gerekmeksizin sadece maya hiicreleri tarafindan degradasyona ugratilabilirler
[9].

Biyoetanol Uretimi yuksek sakkaroz igeriklerinden dolay1 genellikle seker pancari ve
seker kamig1 kullanilarak gergeklestirilir [8]. Bu hammaddeler cografik olarak farkli
bolgelerde yetistirilmektedir. Seker kamisi tropik ve subtropik iklim kosullarinin hakim
oldugu iilkelerde daha ¢ok yetisirken, seker pancar1 daha ¢ok sicak iklim kosullarinin

stirdligii iilkelerde yetistirilmektedir.

Cizelge 1.1. Biyoetanol iiretiminde kullanilan farkli hammadde kaynaklar1 ve iiretim
potansiyelleri [10].

Hammadde Biyoetanol Uretim
potansiyeli (I/ton)

Seker kamist 70

Seker pancari 110

Tatl patates 125

Patates 110

Kassava 180

Misir 360

Piring 430

Arpa 250

Bugday 340

Sorgum 60

Bagasse 280

Brezilya giiniimiizde en biiylik seker kamisi iireticisi olup diinya iiretiminin yaklagik



olarak %27’sine sahiptir [11]. Bu durum Brezilya’da seker kamisindan biyoetanol
tiretiminin oldukg¢a ekonomik bir sekilde gergeklestirilmesinin ana sebebidir. Brezilya
biyoetanol endiistrisine destek vermek amaciyla iilke genelinde seker kamisi fiyatlarini
hiikiimet destekli olarak diisiirmektedir. Bu durum seker kamisi fiyatlarimi diisiirerek
biyoetanol fiyatlarini ciddi bir sekilde etkilemistir [12]. Asya’da ise sinirli sayilabilecek
alanlarda ciftciler tarafindan seker kanusi iiretimi gergeklestirilmektedir. Ornegin
Hindistan’da yaklasik 7 milyon c¢iftci sadece birkag km?’lik bir alanda seker kamusi
tiretimi gergeklestirmektedir [13].

Avrupa Birligi iilkelerinde ise biyoetanol {iretimi igin sakkaroz igerikli materyal olarak
seker kamist degil pancar melaslar1 kullanilmaktadir [9]. Seker pancari iiriinleri gogu
EU-25 iilkelerinde yetistirilmekte olup, hektar basina bugdaya nazaran daha ¢ok
biyoetanol verimi saglamaktadir [14]. Seker pancar1 kullaniminin baslica avantajlari ise
tiretimde topragin nadas siiresinin kisa olusu, daha yiiksek biyoetanol verimi
saglanmasi, iklim degisikliklerine olan toleransi, iiretimde daha az su ve gibre

gerektirmesidir.

Turkiye’de ise etil alkol, seker Uretimi sonrasi seker pancarindan arta kalan atiklarin
(melas) fermante edilmesiyle tiretilmektedir. Ote yandan sorgum kurakliga dayaniklilig
ile bilinen 6nemli tarim Urlnlerden birisidir ve enerji tiretimi agisindan potansiyel vaad

etmektedir.

1.1.2. Nisastalhh Materyaller

Biyoyakit eldesi igin kullanilabilen bir diger hammadde kaynagi ise nisasta igerigine
sahip materyallerdir [15]. Nisasta bir biyopolimer olup, sadece tek bir monomerden (D-

glikoz) meydana gelmektedir [16].

Nigasta uzun zincirli glikoz molekiillerinden olusmakta ve bu yapmin fermante
edilebilir sekerlere dontigiimii ic¢in c¢esitli hidroliz teknikleri uygulanabilmektedir.
Nisastanin fermante edilebilir sekerlere doniisiimii, nisastanin suyla reaksiyonunu
kapsayan hidroliz isleminden geg¢mektedir [15]. Enzimatik ve asit hidroliz islemleri
uygulanarak da hidroliz islemi gergeklestirilebilmektedir. Nisastanin yiiksek
sicakliklarda amilaz enzimiyle hidrolizi endiistriyel olarak sivilastirma adiyla
bilinmektedir. Bu noktada nisastanin hidrolizini etkileyen faktorler substrat, enzim
aktivitesi ve reaksiyon kosullar1 (sicaklik ve pH gibi diger parametreler) olarak ortaya

cikmaktadir. Nisasta bazli biyoetanol endiistrisi 30 yildir varhigini siirdiirmekte olup,



bilimsel ¢alismalar ve teknolojik gelismeler sonucunda enzim verimliliginde saglanan
iyilesmelere ek olarak maliyetlerin disiiriilmesi ve islem siiresinin kisaltilmasi
biyoetanol eldesindeki verimliligi artirmigtir [17]. Nisastali materyallerden biyoetanol
eldesinde maliyeti artiran en 6nemli etkilerden biri Saccharomyces cerevisiae mayasinin
nisastali materyallerde tek basina etkin olamamasi ve bu etkinligi artirmak adina
amilolitik enzimler (glukoamilaz, amilaz) kullanim zorunlulugu; digeri ise nisastal
materyallerin daha yiliksek biyoetanol verimi igin pisirmede yiiksek sicakliklar
gerektirmesidir (413-453 K) [18]. Yakin bir zamanda Mojovig¢ ve arkadaglari [19] misir
unundaki iki kademeli enzimatik hidroliz (a-amilaz ve glukoamilaz) ardindan olusan
hidrolizatlarin1 Saccharomyces cerevisiae mayasiyla fermante ederek biyoetanol elde
etmisler ve daha diisiik sicakliklarda (305 K) 4 saatlik reaksiyon sonucunda biyoetanol

veriminin %80’den fazla oldugu gézlemlemislerdir.

1.1.3. Lignoseltlozik Biyokdtle

Butln lignoselulozik biyokdtleler ¢ ana polimerden meydana gelmektedir [20], [21].
Seliiloz (CeH1005)n, hemiseliiloz (CsHgO4)n ve lignin [CoH1003) (OCH3)0,9-1,7]n.

Seliiloz lignoselilozik biyokutlenin en temel bileseni olup hiicrelerin direng degerinden
sorumludur ve odunun yaklasik % 40-50’sini meydana getirmektedir [22]. Glikoz
birimlerinin B-1,4 bagi ile birbirine baglanmasiyla seliiloz yapisi meydana gelir.
Binlerce glikoz biriminin bir araya gelerek olusturduklari polimer yapiya seliiloz
zincirleri denir. Seliilloz zincirleri yapisinda bulunan hidroksil gruplarinin hidrojen
baglar1 olusturup bir araya gelmesiyle de sellloz fibrilleri olusmaktadir [20]. Bitkilerin
selliloz miktarlar1 temel olarak hiicre ¢eper yapisina bagli olup tiirler arasinda farklilik
gostermekle birlikte bitkinin yasi ve kisimlar1 gibi faktorler de bitkilerin seliiloz

iceriklerini etkilemektedir.

Hemiselllozlar, 5-karbonlu, 6-karbonlu sekerler ve tronik asitlerinden meydana gelen
polimerlerdir. Bitkilerin hemiseltloz yapilarmi bitkilerin tirii ve dokusu belirler.
Ksilanlar selillozik olmayan polisakkaritlerdir ve en fazla yaprakli aga¢g odunlarinda
bulunurlar. Ksilan zincirlerinin yaklasik %80°1 ksilozdan meydana gelmekte olup ana
zincire bagli arabinoz, ksiloz ve galaktoz yan dallariyla da karsilagmak mimkiindiir
[23]. Bu durumun aksine hig¢bir dallanmis yapi bulundurmayan lineer ksilanlar da
bulunmaktadir [24]. Glukomannanlar ve galactoglukomannanlar ise igne yaprakli

agaclarda ana hemiseliilloz bilesenleri olarak bulunmaktadirlar, ayrica igne yaprakli



agaclar az miktarda ksilan da bulundurmaktadirlar. Seltilozdan sonra ikinci en 6nemli
odun polisakkkaritleri olan hemiselilozlar lignoselilozik biyokitlenin yaklasik
%30’unu  meydana getirirler [25]. Odun dis1 bitkilerde bu durum farklilik
gosterebilmekte ve hemiselilloz orani seliiloza nazaran daha yulksek olabilmektedir.
Oyle ki hemiseliiloz icerigi bugday sap1, misir sap1, misir kogani, piring sap1 ve seker
kamig1 gibi tarimsal artiklarda %40’lara ulasabilmektedir [26]. Odunsu bitkilerde
arabinoz toplam pentozun sadece %2-4’Unu meydana getirirken, bu oran otsu bitkilerde
%10-20’lere ulasabilmektedir. Misir liflerinde bu oranin %30-40’lara ulasabilecegi

saptanmigtir.

Lignin, lignoselilozik materyal icerisinde holoselulozlardan sonra hiicre c¢eper
yapisinda en fazla bulunan bilesendir. Dallanmig fenolik bir yapida olan lignin tiim
vaskular bitkilerin hiicre i¢i duvarinda bulunmaktadir. Yaprakli ve igne yaprakli agac
odunlarinin lignin icerikleri %20-40 oranlar1 arasinda iken bu oran otsu bitkilerde %10-
20 arasinda sinirlanmaktadir [27]. Lignin polimerinin yapitaslar1 koniferil alkol, p-
kumaril alkol ve sinapil alkol olarak adlandirilan birimlerden olusmaktadir. Bu birimler
kendi aralarinda birgok tipte baglanti yaparak lignin polimerini meydana getirmektedir.
Ligninin yapist ve miktarindaki belirgin farklar bitki tir ve gruplart arasindaki
farkhiliktan olusturmakta olup bitkinin yas ve kisimlarmma gore de farklilik
gosterebilmektedir. Otsu bitkilerde lignin igerigi %15-26 arasinda degismektedir. Lignin
hlcre ceperinde bulunan diger bilesenlerle de bag olusturabilmektedir. Polisakkaritler
ve proteinler ile kurdugu baglar karmasik U¢ boyutlu aglar olusturmakta ve
karbonhidratlar ve fenolik bilesikler arasindaki olusan bu baglar direng artirarak liflerin

bireysel hale getirilmelerini giiglestirmektedir.

1.2. BIYOETANOL URETIM ISLEMLERI

Lignoselulozik biyokitleden biyoetanol eldesi dort kademeden meydana gelmektedir:

6n muamele, hidroliz, fermantasyon ve Uriinlerin ayrilmasi/distilasyon. (Sekil 1.1).

1.2.1. On islemler

Biyoetanol iiretiminde ilk adim boyutlandirma ve &n islemdir [28]. On islem, selilozik
biyokiitlenin fiziksel ve kimyasal yapisin1 degistirerek enzimler agisindan daha kolay
ulagilabilir bir yapiya doniistiirmesi ve karbonhidratlarin fermante edilebilir sekerlere ve

seltilaz dretici mikroorganizmalara doniisiimiinii kolaylastirmasi sebebiyle seliilozun
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doniisimiinde en onemli adim olarak kabul edilir [29], [30]. On islemin basarili
olabilmesi icin: sekerlerin formasyonu artirilmali veya sekerler bir sonraki hidroliz
adimi1 daha i¢in uygun bir yapiya dontistiirtilebilmeli, karbonhidratlarin degradasyonu ve
kaybt Onlenmeli, hidroliz ve fermantasyon asamalarinda yan drin inhibitorlerinin

olusumu 6nlenmeli ve maliyet olumsuz etkilenmemelidir.

On islemin en temel amac asit veya enzim Katalizorlii hidroliz uygulamalarinin etkisini
artirmak ve lignoseliilozik yapimin fiziksel bozulmasina katki saglamaktir. On islem
sonraki basamaklarin etkinligi {izerinde etkili olmanin yani1 sira yontemin
ekonomikligini de kayda deger bir sekilde etkilemektedir [17]. Karbonhidratlarin
biyoetanole doniisiim siirecinde maliyet ve siire¢ agisindan en belirleyici faktorin 6n
muamele islemleri oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda tespit edilmistir. Biyoetanol
uretim sirecinde etkili olan faktorler ve bu faktorlerin gelistirilmesi tizerine yurGtulen

calismalar giin gectikge onem kazanmugtir [31].

On islemler; mekanik [32], buhar patlatiimasi [33], [34], amonyak lif patlatilmasi [35],
[36], superkritik CO2 muamelesi [37], alkali veya asit on islemi [38], [39], ozon 6n

islemi [36] ve biyolojik 6n muamele [30] islemlerini kapsamaktadir.

Biypkiitle Es zamanl sakkarifikasyon (SSF) Biygetanol
i __ Byzmah sdentiesyon 85D _ 1_ §
| :
On muamele L Enzimatik .| Fermantasyon ! _ Destilasyon
A" hidroliz g (sekerlerin ' g ve
! (seltilozun biyoetanole ! Evaporasyon
- - _ . _ _ _ ____. I v
felamin Atiklarin P Filtre
sirkiilasyon islenmesi - Yikama
v

Atiklarin enerji
amagli kullanimi

Lignin

Sekil 1.1. Biyokiitleden biyoetanol iiretiminde kullanilan prosesler [11]
Cizelge 1.2°de ¢esitli 6n muamele islemleri karsilagtirmali olarak verilmistir. Asagida
on muamele iglemlerinden bazilar1 hakkinda detayl: bilgi verilecektir.
1.2.2. Buhar Patlatilmasi (Otohidroliz)

Biyokutlenin boyut kucultilmesinde uygulanan islemlerden biri buhar patlatilmasidir.
Yontem buhar patlamasi, sulu ayirma ve sicak su sistemlerini kapsamaktadir. Buhar

patlatilmas1 Kanada’daki Stake Teknoloji Ltd. tarafindan gelistirilmis olup, yiiksek
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sicaklik ve basingta biyokiitlenin ekstriizyon islemini kapsamaktadir.

Cizelge 1.2. On muamele yéntemleri (lignin uzaklastirict ve hemiseliilozlar1 hidrolize

edici) [40].
On muamele | Kimyasallar | Sicaklik/ | Reaksiyon | Ksiloz Asagi Maliyet
metodu basing suresi verimi yonde
(dak.) (%) enzimatik
etki
Seyreltik asit Asit 433 K 2-10 75-90 <%8 +
hidrolizi
Alkali hidrolizi Baz 60-75 %55 ++
Katalizlenmemis - 433-533 2 45-65 %90 -
buhar K
patlatilmasi
Asit katalizorli Asit 433-493 %88 (2 -
buhar K adim)
patlatilmasi
Amonyak lif Amonyak 363 K 30 %50-90 (2
patlatilmasi adim)
CO2 patlatilmasi CO2 5.2 bar %75 (2
adim)

Buhar patlatilmasiyla, hemiselilozun degradasyonu ve ¢ozilebilirligi kisa reaksiyon
stiresi, yiiksek sicaklik (270°C, 1 dk.) ya da uzun reaksiyon siiresi, diisiik sicaklik
(190°C, 10 dk.) islemleriyle yapilabilir [41]. Uygulama bitiminde serbest birakilan
basing materyalde fazla kayip yaratmadan lifleri bireysel hale donistiirebilmektedir.
Uygulamada sicak su buhari lignoseliilozik yap1 igerisine niifuz etmekte ve hemiseluloz

hidrolizine katkida bulunarak asitlerin hemiselilozdan ayrilmasini saglamaktadir [17].

Buhar patlatilmasi 6n muamelesi boyunca reaksiyonlarda olusan asetik asit ve diger
asitlerin hidrolize katki sagladiklar1 varsayilmaktadir. Buhar patlatilmasi Sekil 1.2°de
gosterildigi gibi ard arda meydana gelen reaksiyonlar1 ve bu reaksiyonlarin sonucunda

olusan kimyasal etkileri kapsamaktadir.

Bunun yanisira, daha ylksek seker verimi elde etmek amaciyla buhar 6n mumalesine ek
olarak H2SO4 ve SO: gibi katalizorlerin de kullanildigi modifiye yontemler de
bulunmaktadir. On muamele asamasinda kullanilan asit katalizori hemiseliiloz
sekerlerinin kazanimini olumlu yonde etkilemekte ve kati fraksiyonun enzimatik
hidrolizini artirmaktadir. Asit katalizorlii buhar 6n muamelesi ve asit hamur Gretimi
birbirlerine benzeseler de asit katalizorlii buhar 6n muamelesinin sivi igerigi nispeten

daha disiiktiir [42]. H2SO2’nin buhar 6n muamelesinde katalizér olarak kullanimi




hemiseliiloz bazli sekerlerin geri kazamimimi artirmakta buna ek olarak seliilozun
enzimatik hidroliz dncesi istenilen gecirgenligini olusturabilmektedir [43]. On muamele
islemleri sadece tek adimda degil kademeli olarak da gergeklestirilebilmektedir.
Optimize edilmis asit katalizorlii buhar 6n muamelesi kosullar1 Cizelge 1.3’te

gosterilmistir.
C

ks K4
k Tl \ G, G Degradasyon

AP

*

K, K3, >>k1
Sekil 1.2. Buhar patlatilmasi 6n muamelesinde olusan adimlarin sematik gosterimi.

“Kristalin © ve amorf seliloz (C*) arasindaki déniisiim tersinirdir. Her ikisi de
oligosakkaritlere ve devaminda glukoza doniisebilir. Glikoz (G) degradasyonunu daha
sonrasinda fermantasyon inhibitorlerini olusturmak icin meydana gelebilir. K denge
sabiti ve k ise oransal sabittir [29].”

Cizelge 1.3. Optimize edilmis asit katalizorlii buhar 6n muamelesi kosullar1 [12].

2-KADEMELI ON MUAMELE TEK ADIMLI ON
MUAMELE
1. adim 2. adim -
453 K, 10 dak., H2SO4 473 K, 2 dak., H2SO4 498 K, 5 dak., H2SO4
(%0.5) (%2) (%3.5)
463 K, 2 dak., SOz, (%3) 493 K, 5 dak., SOz, 483 K, 5.5 dak., SOz,
(%3) (%3.5)

Lignoseliilozik hammaddeler Uzerine buhar patlatilmasimnin etkileri 6zetlenecek olursa
[44]: selilozun amorf kisimlarini kristallestirerek, seliillozun Kkristalinitesini arttirir,
hemiseliilozlarin hidrolize edilebilirligini artirir ve delignifikasyonu artirir. Buhar
patlatilmasinin en 6nemli avantaji ise mekanik liflendirme ile kiyaslandiginda nispeten
daha diisiik enerji tlketimi gerektirmesine ek olarak geri dontsiimsel ve cevresel
anlamda ortaya ¢ikabilecek maliyetleri azaltmasi olarak gosterilebilir. Bu yontem
yaprakli aga¢ odunlar1 ve tarimsal atiklar {izerine maliyet bakimindan etkili olabilir;

fakat igne yaprakli agac odunlari i¢in ayni durum gegerli degildir [12].

1.2.3. Asit On Muamelesi

Asit 6n muamelesi lignoseliilozik materyalden ylksek verimlerde seker {iiretimini
amaglamaktadir [45]. Asit 6n muamelesinin sulfurik asit [46], hidroklorik asit [47],
perasetik asit [48], nitrik asit [49] ve fosforik asit [50] gibi varyasyonlar1 bulunmaktadir.
Asit 6n muamelesinde seliilozu hidrolize etmek igin seyreltik veya konsantre asitler
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kullanilabilir [45]. Bitiin 6n muamele metotlar1 arasinda en ¢ok kullanilan metot

seyreltik asit 6n muamelesidir [51]-[53].

Seyreltik asit 6n muamelesi genellikle iki sekilde uygulanir. Bunlar: diisiik kati madde
orant (%5-10 w/w) ve yiiksek sicakliktaki (T>433 K) surekli sistemler ve yiiksek kati
madde oran1 (%10-40 w/w) ve diisiik sicakliktaki (T<433 K) kesintili sistemlerdir. Bu
iki sistem kiyaslandiginda yuksek sicaklik ve reaksiyon siiresi ile uygulamada
coziilebilir ksilozlarin miktarinin ve seliilozlarin enzimatik yoldan sindirilebilirliginin
arttig1 belirlenmistir [53]. Ornek bir uygulamada, misir hammaddesi igin daha ortalama
sicaklik derecelerinde seyreltik asit ile on muamelenin ardindan enzimatik olarak
fermante edilebilir sekerlere doniisiimiin %85-100 verimle gerceklestigi belirlenmistir
[55].

HemiselUlozun hidrolizi veya selilozun enzimatik hidrolizi amaciyla son yillarda

cogunlukla tercih edilen uygulama ise seyreltik stlfurik asit 6n muamelesidir [29].

1.2.4. Alkali On Muamelesi

Alkali 6n muamelesi, diger 6n muamele metotlarina nazaran ¢ok daha diisiik sicaklik ve
basing degerlerine gereksinim duymaktadir. Alkali 6n muamelesinin en biiylik avantaji
cevre kosullarinda uygulanabilirlik olarak gosterilebilir fakat 6n muamele siiresi diger
metotlarin aksine saat ve glnler olarak belirtilmektedir. Alkali én muamelerde bazi
alkalilerin 6n muamele esnasinda biyokiitle i¢erisinde tuz olarak yerlesmeleri veya geri
dOniisimii olmayan tuzlara doniismeleri yontemin uygulanabilirligini kisitlamaktadir
[54]. Alkali 6n muamelesinin en 6nemli Ozelligi kullanilan alkalinin diger bilesenler
Uzerinde biiyiik etkiler olusturmadan lignini uzaklastirabilme yetenegine sahip olmasidir
[25]. Alkali 6n muamelesinde ¢ogunlukla seyreltik NaOH tercih edilmektedir [45].
NaOH muamelesi lignoseliilozik biyokitlenin sismesine, i¢ yiizey alaninin artmasina,
kristallik derecesinin diisiip lignin yapisinin bozulmasina neden olmaktadir. Seyreltik
NaOH muamelesi ekonomik ve ¢evresel faktorler hesaba katildiginda konsantre NaOH
muamelesine kiyasla daha uygundur. Seyreltik NaOH muamelesi diger 6n muamele

islemleri ile birlestirildiginde verimin ¢ok daha ylksek oldugu gézlemlenmistir.

1.2.5. Biyolojik On Muamele

Biyolojik 6n muamele islemi, lignoseliilozik biyokiitlenin lignin igerigini azaltmak

amaciyla mantarlarin kullanilmasini kapsar. Biyodelignifikasyon olarak da adlandirilan
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bu metotda, biyokitle icerisindeki ligninin mikroorganizmalar tarafindan biyolojik
degradasyonu ifade edilmektedir. Bu yontem 1980°li yillarda ortaya atildiginda maliyet
gereksinimlerinin yiiksek olusu, muamele slresinin ¢ok uzun olmasi, bazi yonleriyle
yetersiz olmasi ve mikroorganizmalarin lignin tiirevlerince zehirlenebilir yapida olmasi
gibi nedenlerle yontemin kullanilabilirligini sinirlamakla beraber gelecekte daha etkin
bir yontem olabilecegi diistinilmektedir [40]. Bu 6n muamele metodu kolay olmasinin

aksine elde edilen verim diisiik ve delignifikasyon orani oldukga yavastir.

1.3. HIDROLIiZ

Hidroliz biyokitleden biyoetanol eldesinde gerekli olan ikinci adimdir. On muamele
isleminin hemen sonrasinda uygulanan bu yodntem su molekilinin seltloz ile

reaksiyona girip glikoz birimlerinin bireysel hale gelmesi ile tanimlanabilir [11].

(CeH,O;), +nH,0 - nCH,,0, reaksiyonunda goriildiigli iizere seyreltik asit,

konsantre asit veya enzim (selilaz) araciligiyla seliloz katalizlenir. Son yillarda
seliilozun hidrolizi {izerine yapilan caligmalar giinden giine artmustir. Gelistirilen
yontemler ¢ogunlukla laboratuvar ortamlarinda gen haritalariyla oynanmig selllolitik
enzimleri veya siilfiirik asit konsantrasyonlarmmin farkli varyasyonlarini hidroliz
amaciyla kullanmaktadir. Bu uygulamalar kiyaslanacak olursa: enzim kullanimi yiiksek
yatirim maliyeti ve siire gerektirmekte buna karsilik siilfiirik asit kullanimi nispeten
daha ucuz ve kisa olmasina karsin uygulamada yiiksek sicaklik derecelerine gereksinim
duymaktadir. Bu durum siilfiirik asit kullannominda en ©nemli dezavantaj olarak

karsimiza ¢ikmaktadir [56].

Buna ek olarak, lignoseltlozik biyokdtlenin gama 1sin1, elektron 15in radyasyonu veya
mikrodalga radyasyonu yoluyla da hidroliz edilebildigi yontemler mevcuttur [57], [58].
Lignoselulozik biyokitlenin hidrolizi saf seliiloza oranla olduk¢a karmasiktir. Bunun

sebebi lignin ve hemiseliiloz gibi glukan harici yapilar bulundurmasidir [59].

1.3.1. Asit Hidrolizi

Asit hidrolizi, seltlozun hidrolizi i¢in katalizoér olarak asitin kullanildigi karmasik ve
heterojen bir reaksiyon zinciridir. Asit hidrolizinde monosakkaritlerin yogun
degradasyonu hidroliz sirasinda arzu edilmeyen kimyasallarin olusumuna sebebiyet

verebilmektedir. Uygulanan asidin biyokiitleye niifuzu muamele sirasinda meydana
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gelmesi mimkin olan yan reaksiyonlarin sayisin1 énemli bir bi¢imde etkilemektedir.
Lignoselilozik biyokutlenin asit ile hidrolizinde lignin ve selilloz yapilarinin
degismeden kalmasina karsin ksilanin ksiloza doniistiiriildiigii belirtilmektedir. Bu
durum ksilanin seliiloza oranla daha fazla amorf yapida olmasi ve bu dallanmis yapinin
asit muamelesine daha dayaniksiz olmasi ile agiklanabilir [60]. Asit hidrolizi, seyreltik

ve konsantre asit hidrolizi olmak izere yaygin olarak kullanilmaktadir.

1.3.2. Seyreltik Asit Hidrolizi

Seliiloz biyokiitlesini biyoetanole doniistiirmede bilinen en eski yontem seyreltik asit
hidrolizidir [28]. Seyreltik asit hidrolizinde hemiselulozlar, seliiloz fraksiyonlarina
oranla c¢ok daha diisiik sicakliklarda depolimerize olmaktadir. Bu yoOntemde
hemiseliilozdan ksiloz veya diger sekerleri elde etmek amaciyla seyreltik asitle
biyokutle muamele edilmektedir [31]. Seyreltik asit uygulamalar1 kesintisiz kazanlar
kullanilarak yiiksek sicakliklarda (yaklasik 488 K) %1 silfirik asit konsantrasyonunda
gerceklestirilmektedir [28]. Seyreltik asit uygulamalarinda elde edilen seker verimleri
yaklasik %50 ile smirl kalmaktadir [61]. Yuksek oranlarda seyreltik asit kullaniminin
seltlozun kristalin bolgelerini azalttigi ve glikozu degrade ettigi gozlemlenmistir [45].
Seyreltik asit hidrolizi kademeli olarak iki asamada uygulanmaktadir. Bunun sebebi
seliloz ve hemiseliloz yapilar1 arasindaki farkliliklardir. Birinci asamada diisiik
sicakliklarda hemiseliillozun hidrolizini amaglanirken, ikinci asamada yuUksek
sicakliklarda biyokiitlenin seliiloz kisminin hidrolizi gergeklestirilir [62], [63]. Seyreltik
asit yonteminin hizli reaksiyon orani ve kesintisiz islemin miimkiin olmast en 6nemli
avantaji olmakla birlikte diisiik seker verimleri ile sonuglanmasi en blyiik dezavantaji
olarak kabul edilebilir. Ayrica kesintisiz yontemlerde biyokiitleye daha iyi asit nufiizu

icin hammaddenin boyutlarinin istenilen diizeyde kiigiiltiilmesi 6nemlidir [61].

1.3.3. Konsantre Asit Hidrolizi

Konsantre asit yonteminde, seliiloz ve hemiselllozlarin hizli bir sekilde monomerlerine
ayrilmas1 amaglanmaktadir. Seker veriminin optimizasyonu ve uygulama sonrasi asit
geri kazanimimnin en etkin bigimde gergeklestirilebilmesi yontemin ekonomik agidan
uygulanabilirligini saglamak ve uygulama maliyetlerini diisiirmek amaciyla gerekli olan
baslica faktorlerdir [57], [63]. Konsantre asit yonteminde uygulanan sicaklik seyreltik

asit yontemine oranla daha diisiik aksine reaksiyon siresi daha uzundur [28]. Bu
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yontemde biyokditle reaktor icerisinde %70’lik sulfurik asitle 313-323 K aras1 sicaklik
derecelerinde 2-4 saat aras1 muamele edilmektedir. Hidroliz islemi sonrasi sekerlerin
ayrilmas1 materyalin yikanmasiyla Saglanmaktadir. Sonraki asamada ise yikama
sonrasinda kalan kisimdan su uzaklastiriimasinin ardindan %30-40 silfrik asit ile 373
K sicaklikta 50 dakika boyunca islatilarak seliiloz fraksiyonlarinin depolimerize olmasi

amaglanir [31].

1.3.4. Enzimatik Hidroliz

Uygulanan bir bagka hidroliz metodu ise enzimatik hidrolizdir. Enzimatik hidroliz
isleminin temel prensibi, kullanilan enzimlerin bitki proteinlerinde kimyasal
reaksiyonlara sebep olmasi ve bu reaksiyonlar sonucu hidrolizat eldesidir.
Lignoseltlozik materyalin enzimatik hidrolizi hammaddenin yapisi ile dogrudan
alakalidir. Enzimatik hidroliz yoluyla lignoseliilozlarin glukan igeriginin sadece %20’si
(wt) ¢ozulebilir hale getirilebilirken, 6n muamele islemleri sayesinde enzimatik etkinin
artirtlabilecegi belirtilmistir. Optimum sartlarda gergeklestirilen 6n islemlerde sellilozun
neredeyse tamami korunmakta ve bu durum enzimatik hidrolizin verimini kayda deger
bir oranda artirmaktadir [59]. Selllaz enzimlerinin kullanim sonrasi geri kazanimini ve
tekrar kullanimini gergeklestirebilmek su an sahip oldugumuz bilgi birikimi ve teknoloji
ile zordur. Gliniimizde seliilaz aktiviteleri ve adsorbsiyonlari adina elimizde olan veriler

eksik ve yetersizdir.

Seliilozun enzimatik hidrolizinde kullanilan enzimler endo-glukonazlar ya da endo-1,4-
B-glukanazlar (EG), ekzoglukanazlar ya da sellobio hidrolazlar (CBH) ve f-
glukosidazlardir (BGL) [64], [65]. Yukarida bahsi gecen bu enzim tirleri iginde en etkin
tir EG enzimleridir, bu enzim seliiloz zincirini indirgenebilir ugtan baslayarak degil de
her yerinden diizensiz kopararak degradasyon etkisini artirir [66]. EG seltiloz zincirinde
duyarli olan intra molekiiler B-1,4 glikozidik baglar1 hidrolizlerken, ekzo-glukonazlar
cozllebilir sellobioz veya glikoz kisimlarin1 serbest birakmak amaciyla seliiloz
zincirlerini u¢ noktalarindan koparirlar. BGL ise sellobioz inhibisyonunu engelleyip
sellobiozun glikoza hidrolizini katalizleyerek hidroliz islemini tamamlar [64], [67].
Lignoselilozik materyallerin hidrolizi i¢in kullanilan seliilaz enzimi bakteriler ve
mantarlar tarafindan Uretilebilmektedir. Bu mikroorganizmalar aerobik ya da aneorobik,
mezofilik ya da termofilik olabilirler. Erwinia, Bacteriodes, Cellulomonas, Clostridium,

Acetovibrio, Bacillus, Ruminococcus, Streptomyces, Thermomonospora, ve
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Microbispora sinifina ait bakteriler seltilaz tretebilmektedirler [68].

Selilaz ve hemiseliilaz enzimleri temel olarak filamentli mantarlar tarafindan
uretilmektedir. Yapilan ¢alismalarda dayanikli olan kristalin seltilozunu degrade etme
yetenegi en yiiksek tirlerin Trichoderma sp. ve ailesi (T. reesei, T. viride, T.
logibrachiatum) oldugu saptanmustir [69]. Ksilan degradasyonunu kapsayan enzimler ve
etki mekanizmalar1 Cizelge 1.4’de gosterilmektedir. Ksilanlarin ana zincirinde endo-
ksilanaz etkili olmakta iken ksilooligosakkaritlerin ksiloza hidrolizinde pB-ksilosidaz
enzimi etkili olmaktadir. Ksilan ana zincirinden arabinozu a-L-arabinofuranosidaz, 4-O-

metil glukouronik asit yan dallarini ise a-glukouronidaz enzimi uzaklastirmaktadir.

Kademeli ksilan degradasyonunun yaninda ksilani tamamen parcalayan enzim
sistemleri de mevcuttur ve Talaromyces emersoni ve Penicillium capsulatum gibi bircok

tdr bu enzimlere sahiptir [70].

Ksilanaz enzimlerinin ¢ogu dallanmis ksiloz tiniteleri arasindaki glikosidik baglari
koparmada etkisizdir. Ksilan ana zincirinin hidrolizinden 6nce yan dallarin yapidan
koparilmas1 gerekmektedir [71]. Ote yandan ksilooligosakkaritlerden yan zincirleri
koparabilen sadece birka¢ enzim turi mevcuttur. Bu enzimlerin etkili olabilmesi icin
yan dallarin koparilmasindan 6nce ksilan ana zincirinin kismi hidrolizine ihtiyag
duyulmaktadir [72]. Sellloza oranla daha karmasik bir yapida olan ksilanin hidrolizi
daha komplex olmasina ragmen, seliiloz gibi kristal ve uzun polimerize bir yapi

gostermediginden dolay1 enzimatik hidroliz i¢in daha uygundur [73].

Misir lifleri yapilarinda %15 seliiloz ve %35 hemiseliiloza ek olarak %20 nisasta
bulundururlar [75]. Yapilan galismalar sonucunda edinilen veriler musir liflerinden elde
edilen hemiseliilozlar1 monomerik sekerlere verimli bir sekilde doniistiirebilen hicbir
ticari hemiseliilaz enziminin olmadigin1 gostermistir. Fakat nisasta ve hemiselulozun
seyreltik asit 6n muamelesinden arta kalan seliloz herhangi bir enzim ile glikoza
dontistiirtilebilir. Bu metot musir liflerinin seyreltik asit ile 6n muamelesini (%15 kat1
madde w/v, %0.5 H2S04 v/v, 121 °C, 1 sa., pH 5.0) ve sonrasinda én muamele gormiis
liflerin ticari selulaz ve B-glukosidaz enzimleriyle sakkarifikasyonunu kapsamakta olup,
elde edilen seker verimi %85-100 arasinda degismektedir. Uygulanan bu ydntemde
fermantasyonu saglayan mikroorganizmalari inhibe edici olarak kabul edilen furfural ve
HMF gibi yan drinler olusmaz. Bu sebeple seyreltik asit 6n muamelesi enzimatik

sakkarifikasyon sirasinda selilozun fermante olabilen sekerlere daha iyi bir sekilde
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doniisiimiine katkida bulunmak ve enzimatik hidroliz esnasinda inhibitor bilesiklerinin

olusumunu engellemek adina nispeten diisiik sicakliklarda uygulanir.

Cizelge 1.4. Heteroarabinoksilanlarin hidrolizini kapsayan enzimler [74].

ENZIM ETKI
Endo-ksilanaz Ozellikle ksilan ana zincirinde i¢ kistmlardaki B-1,4-ksiloz
baglarini hidrolize eder
Ekzo-ksilanaz Ksilobiozu serbest birakarak -1-4-ksilozu hidrolize eder
B-ksilosidaz Ksilobiozdan ve kisa zincirli ksilooligosakkaritlerden ksilozu
serbest birakir
a-arabinofuranosidaz Arabinoksilanlardan indirgen olmayan terminal o-
arabinofuronozlari hidrolize eder
a-glukouronidaz Glukouronoksilanlardan glukouronik asitleri uzaklastirir
Asetil ksilan esteraz Asetil ksilanlardaki asetil ester baglarini hidrolize eder
Ferulik asit esteraz Ksilanlardaki ferulolik ester baglarini hidrolize eder
p-kumarik asit Ksilanlardaki p-kumarik ester baglarini hidrolize eder
esteraz

Enzimatik islem asit veya alkali hidroliz islemleriyle kiyaslandiginda daha 1limli
kosullar altinda (pH 4.8 ve sicaklik 318-323 K) gerceklestirilir ve muamele islemi
gerceklestirilen ekipmanda korozyon gibi sorunlara yol agmaz [68]. Asit katalizorli
hidroliz islemlerine kiyasla daha ¢ok verim saglamasi nedeniyle enzimatik hidroliz
islemi daha fazla tercih edilmektedir [76].

1.4. FERMANTASYON

Yukarida bahsi gecen 6n muamele iglemleriyle elde edilmis (¢ogunlukla asit On
muamelesi) ve hidrolize olmus hidrolizatlar ¢ogunlukla maya gibi mikroorganizmalar
ile fermante edilirler. Glikoz haricinde ksiloz, arabinoz, galaktoz, mannoz ve
oligosakkaritleri de icermekte olan bu lignoseluloz hidrolizatlar1 fermante etmek icin
kullanilacak mayalarin tim bu seker gruplarmi verimli olarak fermante edebilmesi
gerekmektedir [77]. Asagida belirtilen tepkime denklemlerine bagl olarak glikoz ve
ksilozdan kilogram basina elde edilebilen maksimum teorik verim 0.51 kg biyoetanol ve
0.49 kg CO2’dir [11], [40].

3C.H,,0, — 5C,H.OH +5CO,

C,H,,0, — 2C,H.OH +2CO,

Fermantasyon prosesinde kullanilan bazi organizmalar fermante edilebilir seker
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gruplarin1 besin kaynagi olarak gérmekte, bunun sonucunda etil alkole ek olarak bazi
yan urlinler meydana gelebilmektedir. Bu mikroorganizmalar temel olarak glikoz gibi 6-
karbonlu sekerleri tiiketme egilimindedirler. Bu sebeple glikoz igerigi yiiksek olan
seltilozik materyallerin biyoetanole doniigiimii nispeten daha kolaydir. Bunun yanisira
biyokutleden elde edilen sekerlerin ¢ok az bir miktarin1 biyoetanole doniistiirebilen ve
etanolojenler olarak adlandirilan mikroorganizmalar da belirlenmistir. Bu durumun
aksine onemli miktarlarda biyoetanol Uretimine imkan taniyan mikroorganizmalar da
(%1 w/v’den fazla) bulunmaktadir [78].

Yakin gelecekte fermantasyon amaciyla daha fazla 6neme sahip olacagi diisiiniilen
etanolojenik bakteriler ise, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli ve Zymomonas mobilis
tarleridir [79]. Z. mobilis bakteri tirlerinin glikoz bazli hammaddelerden hizli ve etkin
bir sekilde biyoetanol iiretme kapasitesine sahip oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda
belirtilmistir. Z. mobilis glikoz fermantasyonunda %97°den fazla biyoetanol verimi ve
%12 (w/v)’den fazla biyoetanol konsantrasyonu saglamaktadir [80]. Glikoz ve fruktoz
gibi heksoz sekerlerden etkili bir sekilde biyoetanol iiretebilen Z. mobilis pentoz
sekerleri lizerinde ayni etkiye sahip degildir. Ayrica Z. mobilis tizerine yur(tulen glincel
calismalarda ise gen haritalariyla oynanarak bakterinin seker cevirim kapasitesinin
artirilmas1 dolayisiyla elde edilen etanol veriminin artirilmast amaglanmaktadir.
Mayalar, filamentli mantarlar ve bakteriler arasinda ksiloz fermante edici
mikroorganizmalar da mevcuttur [42]. Dogal ve genetik olarak olugsmus olan bu ksiloz
fermante  edici  bakteriler es zamanli sakkarifikasyon ve fermantasyon

yapabilmektedirler (Cizelge 1.5) [81]

Ksiloz fermante edici bir bakteri tlrl olan E .coli ise son yillarda fermante amagh tercih
sebebidir [42]. Glikoz, fruktoz ve sakkarozdan biyoetanol eldesi saglayabilen Z. mobilis
bazi avantajlarina ragmen istenilen diizeyde yeterli olamamaktadir. Fakat son yillarda
NRRL (Enerji Departmani, USA)’de yiiriitilen bazi galismalar ksiloz ve arabinoz
fermante edici tiirlerin varligin1 ortaya koymustur [79]. Etanolojenik turler olan K.
oxytoca ve E. coli ise arabinozu hicbir modifiye sisteme ihtiya¢ duymadan dogal bir
sekilde metabolize edebilen bakteriler olup tiim lignoseliiloz bazli sekerleri fermante
edebilmekle beraber [42] Z. mobilis’e oranla daha fazla seker substrat1 iizerinde etkili
olmaktadirlar [79].

Bakterilerle etanol fermantasyonunun sinirli diizeyde gergeklesmesi sebebiyle, 6zellikle

5-karbonlu sekerlerin  fermante edilebilme Ozelliklerinin artirilmaya calisilmasi
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amaciyla son yillarda bakteriler lizerine yapilan genetik ¢alismalar hiz kazanmustir.

Cizelge 1.5. Ksilozu fermante etme kapasitesine dogal olarak sahip olan ve iizerinde
caligilan bakteri tiirleri [81].

TURLER OZELLIKLERI

Clostridium acetobutilicum Ksilozun aseton ve bitanole fermantasyonunda
basarilidir, biyoetanol verimi diisiiktiir.

Clostridium thermocellum | Seliilozu direkt olarak etanole ve asetik asite doniistiirme
kapasitesine sahip, biyoetanol konsantrasyonlari
genellikle 5 g/I’den daha azdir.

Escherichia coli Ksilozu dogal olarak biyoetanol, sukkinik ve asetik asite
fermante etme kapasitesine sahip ancak etanol toleransi
disiiktiir, genetik olarak ¢alisilmis tiirleri genel olarak
biyoetanol Uretmektedir.

Klebsiella oxytoca Ksiloz ve sellobiozu dogal olarak hizli bir sekilde
fermante edebilirler, seltilozun fermantasyonu ve
biyoetanol iiretimi genis bir sekilde ¢alisilmaktadir.

Lactobacillus pentoaceticus | Ksiloz ve arabinozu tlketir, glikoz ve sellobiozu yavas
yavas kullanir, asetik asit ve laktik asit 1/1 oraninda

uretilir.
Lactobacillus casei Laktozu ¢ok iyi bir sekilde fermante edebilir.
Lactobacillus xylosus Besin kaynagi gerekli oldugu durumda sellobiozu
kullanir: n-glikoz, D-ksiloz ve L-arabinozu
kullanmaktadir.
Lactobacillus pentosus Homokatalitik fermantasyon saglar, bazi alt turleri sulfit
atik ¢ozeltisinden laktik asit Uretebilir.
Lactobacillus plantarum Sellobiozu glikoz, ksiloz ve arabinozdan daha hizli bir

sekilde tiliketir, pektinleri depolimerize etmis gibi
gOriiniir, tarimsal atiklardan laktik asit iiretir.

Zymomonus mobilis Normal olarak glikoz ve fruktozu fermante eder, ksiloz
fermantasyonu iizerine arastirmalar devam etmektedir.

Fermantasyon isleminde yaygin bir bicimde kullanilan mikroorganizmalardan biri de
mayalardir. Saccharomyces cerevisiae, 6-karbonlu sekerlerden biyoetanol Uretiminde
kullanilan en etkili maya turudur; fakat bu maya 5-karbonlu sekerler olan ksiloz ve
arabinozlar1 etanole fermante etmede basarili degildir. Ksilozu dogal yollarla fermante
edebilen maya tirleri de mevcuttur (Pachysolen tannophilus, Pichia stipitis ve Candida
shehate) [82]-[84]. Bu duruma ek olarak izomeraz enzimleri kullanilmasi suretiyle
ksilozlardan ksiluloz elde edilip ksilulozda etanole doniistiiriilebilirler [85], [86]; fakat
bu yontem yuksek maliyet gereksinimlerinden dolay1 tercih edilmemektedir. Bir diger
5-karbonlu seker grubu olan arabinozlar ise hemiseliiloz hidrolizatlarinda hammaddeye
bagli olarak var olmaktadirlar ve sadece birka¢c maya tlirii arabinozu etanole fermante
etme yetenegine sahiptir [87], [88]. Anlasildig1 tizere hicbir maya tlrl dogal olarak

yapidaki biitiin sekerleri etanole fermante etme yetenegine sahip degildir.
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Fermantasyon islemi ¢ sistemle yapilabilmektedir; kesintili, kesintisiz ve fed-batch.
Optimum  yontemin  belirlenmesi  ise  lignoselilozik  hidrolizatin  tipi,
mikroorganizmalarin kinetik Ozellikleri ve yontemin ekonomikligi ile dogrudan
baglantihidir. “Fed-batch” (besin ilavesi yapilan kesintili sistemler) fermantasyon
reaktorleri kesintili ve kesintisiz yéntemlere oranla daha optimum sonuclar verdigi i¢in
ticari ve endustriyel anlamda kullanim alani bulmustur [89]. Fed-batch sistemi biyo-
reaktorde yuksek hiicre yogunluguna ulasmak igin uygulanir. Besin soliisyonu
biyoreaktoriin dilusyonunu engellemek amaciyla genellikle konsantre halde uygulanir
ve kontrolli olarak ilave edilen besin, kiltir gelisimine direk olarak katki saglar.
Kiiltiriin gelisimini sinirlandiran genellikle glikoz olmakla birlikte, konsantre halde
kiltire glikoz surubu eklenmektedir (600-850 g/I). Kesintili sisteme oranla fed-batch
sisteminin en blyuk avantaji kiiltiiriin yasam siiresini ve hucre konsantrasyonunu
artirmasinin yaninda yiiksek konsantrasyonlara ulasmak icin {riinlerin kiimelenmesine

izin vermesidir [90].

1.5. ETANOL ELDESI

Fermantasyon sonucunda elde edilen iiriinlerin toplanmasi en az biyokdtlenin hidrolizi
ve fermantasyonu iizerine yapilan teknolojik gelismeler ve ticari uygulanabilirlik
caligmalar1 kadar onemlidir. Fermantasyon sonucu olusan ve ¢ogunlukla sudan daha
ucucu olan drtnleri iceren suspansiyon halindeki materyalden etanol eldesi ticari olarak
gelistirilmis distilasyon teknolojisi ile yapilmakta ve olduk¢a yaygin bir bigcimde
kullanilmaktadir [91]. Distilasyon sistemi, siv1 igerisinde bulunan biyoetanoliin sudan
ayrilmasina imkan tanimaktadir. Islem gérmemis biyoetanol genel olarak %80°den fazla

su icermektedir ve etanoll %95 tizeri konsantrasyonlara ulagtirmak gerekir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. HAMMADDE

Bu ¢aligmada hammadde olarak kullanilacak olan g6l kamiglar1 (Phragmites australis)
Bolu ilinde bulunan Yenicaga Golii ¢evresinden temin edildi. Rutubet miktarlar
belirlenen orneklerden planlanan her bir uygulama i¢in 500 gramlik (firmn kurusu)
numuneler paketlendi. Kullanilacak olan Saccharomyces cerevisiae mayasi Gebze
Yuksek Teknoloji Enstitlisu’nden temin edilmistir. Celluclast (50 FPU/mI) ve Novozym
188 (6360 nkat/ml) enzim karisimi ise AYS Laboratuvar Uriinleri Kimya ve Makine
Ltd. Sti’den temin edilmistir. C. subvermispora FP-90031-sp beyaz ¢lriklik mantari

ise USDA Forest Products Laboratory, Madison, Wisconsin’den temin edilmistir.

2.2. ON MUAMELE

On muamele islemi bu calismada biyolojik ve kimyasal islemler olmak (izere

gerceklestirilmistir.

2.2.1. Kimyasal On Muamele

%1 (w/v) konsantrasyonlarinda NaOH, H202, NaBHa4, B203 ve H2SOu4 soliisyonlari
hazirlandiktan sonra 10g (firin kurusu) agirligindaki numuneler %10 (w/v) kat1 madde
orani dahilinde hazirlanan kimyasallarla muamele edildi. islem 121 °C ve 15 psi (103.4
kPA) basing altinda 60 dakika siireyle otoklav igerisinde gerceklestirildi. On muamele
islemlerinden sonra ornekler 750 ml sicak deiyonize su ile yikanarak filtre edildi. Kalan
kati madde numunelerinde asitte ¢6ziinmeyen lignin ve seker oranlar1 enzimatik hidroliz
islemi oncesi belirlenmistir. Numuneler daha sonra 55 °C’de 24 saat siireyle hava akimli

etlivde bekletildi ve sonrasinda plastik torbalar igerisinde 4 °C’de muhafaza edildi.

2.2.2. Biyolojik On Muamele

Inokiilasyonda alinmasi gereken yas misel agirhigim tespit etmek icin inokiilasyon 6n
denemeleri yapildi. Bu denemelerde, beyaz ¢iiriiklik mantar1 Ceriporiopsis

subvermispora’nin ¢ogaltilmasi ve gol kamigina asilanmasinda Bajpai ve arkadaslari
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[92] tarafindan yapilan ¢alismada belirtilen yontem kullanildi.

Bu ydnteme gore, 36 g potato dextrose broth ve 10.91 g yeast extract 1500 ml steril su
icinde ¢Ozilindiiriildiikten sonra elde edilen ¢ozeltiden 100 ml alinarak 11t’lik erlene
konuldu. Bu ¢ozeltiye +4 °C’de muhafaza edilen C. subvermispora mantar miselinden
asilama yapildi. Erlen icindeki ¢Ozelti Kkaristirilmaksizin 27 °C ve %70-90 nispi
rutubetteki inkiibatére konularak miseller gelismeye birakildi. Mantar misellerinin besi
ortami tlizerinde kege olusturdugu tespit edildikten sonra olusan kece ortamdan alinarak
steril Buchner hunisinde steril su ile yikandi. Mantar kegesi etlivde tam kuru hale
getirildikten sonra 10 giin igerisinde agirlik olarak ne kadar misel olustugu ve bu

misellerin ortalama rutubetleri belirlendi.

Elde edilen mantar kegesi erlenden alindiktan sonra steril Buchner hunisinde steril su ile
yikandi. Tam 325 g kamis i¢in gerekli olan 1.625 mg mantar kegesi (1 ton tam kuru
kamisa 5 g tam kuru mantar) steril cimbiz ile Waring blender’e alinip Gzerine 50 ml
steril su ilave edilerek 15 saniye karistirildi. Bu islemin ardindan tam kuru kamus
agirhigina oranla %0.5 oraninda Corn Steep Liqour (CSL) mantar siispansiyonuna ilave
edildi. Boylece sivi inoculum kamislara inokiile etmek igin hazir hale getirildi. 10 adet
tam kuru agirligindaki 325 g olan kamus 1siya dayanikli otoklav posetine konuldu.
Posetler otoklavda 121 °C sicaklikta 1 saat siireyle steril edildi. Yukarida belirtilen
sekilde hazirlanan sivi inoculum kamislara sprey halinde puiskiirtiilerek inoktle edildi.
Inokiilasyon sonrasi poset icindeki kamis rutubetinin %75 olmasi icin yeterince steril su
ilave edilerek iklimlendirme dolabina yerlestirildi. Dolap igindeki sicaklik 27 °C, bagil
nem %75’e ayarlanarak inkiibasyon siiresi baslatildi. 2, 4, 6, 8 ve 10 haftalik
inkiibasyon siireleri sonunda alinan numuneler mantar muamelesini sonlandirmak

amaciyla 1lik suyla yikandi ve boylelikle mantar misellerinden temizlendi.

2.3. HIDROLIiZ

Hidrolitik deneylerde 6n islem gormiis olan materyaller Celluclast (50 FPU/ml) ve
Novozym 188 (6360 nkat/ml) enzim karisimi ile muamele edildi. Bu dogrultuda
substrat+enzim+buffer karisgma 50°C ve 50 mM, pH 5.0°de 72 saat sireyle
biyoreaktdrlerde muamele edildi. Karisimlardan periyodik araliklarla (0, 6, 24, 48 ve 72

saat) ornekler alinarak DNS analizi ile karbonhidrat miktarlari belirlendi.
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2.4. FERMANTASYON

Enzimatik hidroliz islemi sonrasi elde edilen hidrolizatlar (pH 5) (NHa4)2SO4 (6 g/l),
KH2PO4 (7.5 g/l), K2HPO4 (2.4 g/l), MgSO4. 7H20 (0.6 g/l), CaCl2 (0.001 g/l),
CuSOa. 5(H20) (0.001 g/1), MnCI (0.001 g/l), ZnSO4 (0.001 g/l) ve Na2MoOa4 (0.001
g/l) mineral besinleriyle muamele edildi ve olusan sivi media sterilize edilerek
Erlenmayere aktarildi (1 L flaskte 450 ml sivi media olacak sekilde) daha sonra flask
icerisindeki sivi materyaller Saccharomyces cerevisiae mayasi ile 30 °C’de 48 saat
streyle fermantasyona tabi tutuldu. Daha sonra flaskler iginde indirgenen sekerler ve

alkol konsantrasyonu tespit edildi.

2.5. ANALITIiK METOTLAR

Islem sonrasinda yapilan tiim seker analizleri ve fermantasyon sonrasi elde edilen
numunelerde etanol analizi HPLC cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Islemlerin
gerceklestirilmesinde Herna'ndez-Salas ve arkadaslari [93] tarafindan belirtilen

metodoloji uygulandi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. GOL KAMISININ KIMYASAL BILESIiMI

Gol kamisinin  belirlenen kimyasal bilesenleri Cizelge 3.1°de listelenmistir. Bu
calismada elde edilen gol kamigsinin kimyasal bilesenleri literatiirdeki eski bulgularla
karsilagtirildiginda, seker oraninin diger arastirmacilarin bulgularina benzer oldugu
gorulebilir [94]. HPLC analiz sonuglarinda g6l kamisinin kuru kiitledeki seker miktari
%51.8 olarak saptanmistir. Kiitle icerisinde, hiicre ¢eperi ana bileseni olan glukan
%33.6, temel hemiseliiloz bileseni xylan %16.5 ve arabinan ve galaktan ise sirasiyla
%1.45 ve %0.21 bulunmustur. Bu ¢alismada mannan saptanmamistir. G6l kamisinin,
yiiksek seker igeriginden dolayir biyo-etanol igin uygun bir lignoselilozik materyal
oldugu goriilmistiir.

Cizelge 3.1. Gol kamigiin kimyasal bilesenleri (Phragmites australis), bugday sap1
[95], tiitiin sap1 [96], ay¢igegi sap1 [97] ve yaprakli/igne yaprakli agag [98].

icerik, %? Gol Gol Bugday Tuatun  Aygicegi  Yaprakh igne
kamst® kamig1® sapi1 sap1 sap1 agac yaprakh
agac
Ekstraktifler ¢ 7.25+0.18° 5.80 3.66 - 9.03 2-6 2-8
Glukan 33.6£0.28 37.3 36.6 33.0 27.1 - -
a-seliiloz 37.2+£1.13 - - - 45.7 38-50 29-47
Hemiseliilozlar® 18.2 16.4 233 21.8 - - -
Ksilan 16.5+1.34 14.0 19.7 21.0 7.69 -
Galaktan 0.21+0.08 0.5 - - - -
Arabinan 1.45+0.56 1.9 3.63 0.77 - -
Mannan nd? - - - - - -
Holoseluloz 58.5+0.26 - - - - 70-78 63-70
Lignin 26.2 24.8 35.2 245 21.9 30-35 25-35
Asitte coziinmeyen 22.9+0.57 20.7 34.0 23.0 - - -
lignin
Asitte ¢oziinen 3.34+0.31 4.10 1.22 1.50 - -
lignin
Kl 2.99+0.01 3.90 10.1 6.40 10.7 0.35 0.35
1% NaOH 37.8+0.55 - 45.5 - - 14-20 9-16
cozunarlik
Sicak su 14.4+0.56 - 13.0 - - 2-7 3-6
¢oziiniirliigii
Soguk su 7.54+0.15 - 9.30 - - 4-6 2-3
¢cOzliniirligi

@ Kuru kiitledeki bilesim yiizdeleri.

® G61 kamigmnin kimyasal bilesimi (Phragmites australis) (bu galigmada saptanan)

¢ G6l kamiginin kimyasal bilesimi (Phragmites australis) (Jung ve arkadaslar1 2015)
4 Alkol benzen ¢oziiniirliigii

¢ Ug 6rnekte standart sapmalar alinmis 6rneklerin ortalama degerleri

f Hemiseliiloz: ksiloz+galaktoz+arabinoz+mannoz

9nd: Not detected (belirsiz)

Bu caligmada gozlemlenen lignin miktar1 (asitte ¢oziilen+¢oziilmeyen) literatiirde gol

kamisgi igin belirtilen lignin miktarina oranla bir miktar yiiksek bulunmustur (%26.2)
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[94]. Bu durum, biiyiime cografyasi, hasat edildigindeki olgunlugu, hasat zamani, hasat
edilen parcalar vb. farkliliklarla agiklanabilir. Baska bir deyisle, gol kamisinin lignin
miktart genel olarak diger otsu bitkiler ve tarimsal atiklarla kiyaslanabilir. Holoseliiloz
miktarr, Wise metodu [99] kullanilarak toplam kiitlede %58.5 olarak belirlenmistir.
HPLC ile berlirlenen toplam seker miktar1 ve Wise yontemiyle belirlenen toplam
holoseliiloz miktar1 arasindaki farkin muhtelemen HPLC prosediirii sirasinda uygulanan
yogun silfiirik asit hidrolizi sonucu olusan seker degradasyonundan dolay1 oldugu da
belirtilmelidir  [61]. GOl kamis1 diger tarimsal atiklar ve odun tiirleriyle
karsilastirildiginda, holoseliiloz ve a-selilloz miktarinin  daha disik oldugu
gbzlemlenmistir. Karbonhidrat miktar1 da tarimsal atiklar ve odun tiirlerinden nispeten
daha azdir. Ancak, bu ¢alismada g6l kamisi igin elde edilen ¢o6ziinebilirlik degerleri

referans gozlemlerine esdeger bulunmustur [94].

3.2. ON iISLEMLER

3.2.1. C. subvermispora Mantar1 On Muamelesinin G61 Kamisinin Kimyasal Yapisi

Uzerine Etkileri

Gol kamismin C. subvermispora mantar1 ile 6n muamelesinde 2-10 hafta arasinda
olusan agirlik ve bilesen kayiplar1 Cizelge 3.2°de gosterilmistir. Mantar 6n mualemesi
sonrast 2 haftada olusan kiitle kaybi %0.60, 10 hafta sonunda olusan kayip ise
%35.40°dir. 2. haftadan 10. haftaya kadar olan kiitle kaybi, verilerin giiven araligi gz
Oniline alinarak istatistiksel olarak belirlenmistir (p < 0.001). Bu sonuglar loblolly
caminin C. subvermispora ile muamelesinde gézlemlenen ve sirasiyla 2 ve 8 haftalik 6n
muamele sonunda bulunan %2 ve %9 agirlik kaybiyla kiyaslanabilir. Bu agirlik
kayiplar1 agirlikli olarak yiiksek derecede besin igerigine sahip 6z 1sinlarmin degrade

olmasindan dolay1 kaynaklaniyor olabilir [100].

Mantar 6n muamelesin sonucunda elde edilen karbonhidrat icerigi (glukan ve ksilan)
Cizelge 3.2°de verilmistir. Istatistiksel analizden anlasildig1 iizere mantar 6n muamelesi
glukan tizerine belirli bir etki gostermis (p < 0.01), fakat ksilan iizerine gostermemistir
(p>0.05). Go6l kamisimin glukan ve ksilan kayiplart 10 haftalik inkiibasyon sonunda
sirastyla %11.3 ve %14’diir. Gol kamisinin C. subvermispora ile degrade edilmesinden
elde edilen lignin ve karbonhidrat verilerinin karsilastirilmasi, ilk iki haftada %0.22

lignin kaybi yasandigini ve bu siirede gergeklesen glukan kaybinin %0.60 oldugunu
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gostermistir. Iki haftalik inkiibasyon sonrasinda lignin kaybi karbonhidrat kaybini
gecmistir. Sonug¢ olarak, mantar ataginin baslarinda bazi seliilloz degrade edici
enzimlerin karbonhidrat kaybina sebebiyet verdigi sdylenebilir. Uzun vadede (10 hafta),
lignin karbonhidratlardan ¢ok daha blylk o6lclide degrade edilmistir. Genel olarak,
organizma tarafindan sebep olunan ¢iirtime belirginligi (% lignin kayb1 / % karbonhidrat
kayb1) agirlik kaybinin %20 ve 40’1 arasinda maksimuma ulasip sonra inis gostermistir
[100]. Diisiik agirlik kayiplarindaki yiiksek segicilik baslangicta uzaklastirilan ligninin
daha erisilebilir oldugu izlemini uyandirmistir. G6l kamiginin iki haftalik inkiibasyonu
sonunda 0.18 olarak saptanan belirginlik degeri, Oncelikli bir lignin degradasyonu
olmadigina isaret etmistir. DOrdiincli haftada 1.31 olan belirginlik degeri, C.
subvermispora tarafindan gergeklestirilen ¢iirimenin ileriki safhalarinda ligninin
karbonhidratlardan daha Oncelikli olarak uzaklastirildigini gdstermektedir. Bu oran
uzatilan inkiibasyon periyotlarinda 0.18’den 1.34’¢ yiikselmekte fakat 4 ve 10 haftalik
inkiibasyon araliginda belirgin hi¢bir fark bulunmamaktadir. Bu sebepten dolayi, ileri
safha analizlerinde C. subvermispora ile 4 hafta boyunca muamele edilmis ornekler
optimum numuneler olarak belirlenmistir. Bu bilgi, Villalba [100] tarafindan biyo-
degrade edilen loblolly ¢ami ¢alismasiyla ortiismektedir.

Cizelge 3.2. C. subvermispora ile muamele edilen gél kamiginin kimyasal yapisi.

Asamalar Muamele Biyo islem gormiis pY

edilmemis

2 hafta 4 hafta 6 hafta 8 hafta 10 hafta

Aguirlik, g 100+0.00*  99.4+0.02*  95.6+0.08° 95.1+0.01% 94.7+0.03® 94.6+0.01° ~
Glukan, % 33.6£0.28° 33.6+0.45% 31.9+0.17° 31.6x0.53" 31.6+0.19® 31.5+0.40°
Ksilan, % 16.5+1.34* 16.5+0.40* 15.3+x0.14* 15.3+0.45% 15.2+0.04* 15.0+0.06*° NS
Lignin, % 26.2+0.88* 26.3+0.40° 20.0+0.77° 19.3+0.31® 18.9+0.10® 18.3+0.23°
Extraktifler, % 7.25+0.18° 5.27+0.69° 4.73+0.37%° 4.28+0.07¢ 4.28+0.23° 4.02+0.04° **
a-seliloz, % 37.24¢1.13* 37.2#0.60* 37.1+0.64* 37.1+0.07* 37.0+0.162 36.9+0.11* NS
1% NaOH 37.8+0.55* 46.2+0.64> 52.3+0.80° 53.3+0.67° 54.6+0.62% 55.8+0.40° *
¢oziiniirligl, %
Agirlik kaybi, % - 0.60 4.40 4.90 5.30 5.40 -
Glukan kaybi, % - 0.60 9.24 10.6 10.9 11.3 -
Ksilan kaybi, % - 0.60 114 11.8 12.8 14.0 -
Lignin kayb1 % - 0.22 27.0 29.9 31.7 33.9 -
Extraktif kaybi, % - 27.7 38.0 43.6 43.8 47.8 -
a-seliiloz kayb1, % - 0.60 4.66 5.16 5.81 6.16 -
1% NaOH - 14.9 323 341 36.8 39.6 -
cozeltisindeki artig, %
Belirginlik (% lignin - 0.18 1.31 1.34 1.34 1.34 -
loss/% glucan+xylan
loss)

Y Onem diizeyi

“ANOVA i¢in 0.001 degerinde anlamli

" ANOVA i¢in 0.01 degerinde anlamli

NS: ANOVA i¢in anlamsiz

abede Ayny harfe sahip degerler anlamh dlgiide farkli degildir (Duncan test).

Go6l kamisinin lignin igerigi 6n muamele i¢in oldukga elverisglidir, ilk iki haftalik
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inkiibasyon siiresinde muamele edilmemis orneklerle arasinda higbir istatiki farklilik
olmamasina ragmen, 6n muamelenin ilerleyen siirelerinde lignin igerigindeki belirgin
fark ¢ok acik bir sekilde goriilebilir. Istatistiki analizler mantar 6n muamelesinin lignin
igerigi lizerine kayda deger bir etkisi (p < 0.001) oldugunu gostermektedir. 10 haftalik
inkiibasyon siiresi sonunda g6l kamisinda lignin kayb1 %33.9 olarak gozlemlenmistir.
Mendonca ve arkadaglar1 [101] C. subvermispora’nin, loblolly ¢aminin lignin igerigini
2, 4 ve 8. haftalarda sirastyla %9.16, %10.7, ve %16.6 indirgedigini belirtmislerdir. Bu
calismadaki yiiksek lignin indirgenmesi, g6l kamiginin diisiik lignin igeriginin yapiy1
mantar aktivitesine daha acgik hale getirmesiyle agiklanabilir. Lignin miktarindaki
azalma yap1 igindeki P-O-aril eter baglarinin mantar tarafindan pargalanmasina

baglanabilir [102], [103].

Mantar 6n muamele siresinin bir fonksiyonu olan alkol benzen ekstaktifleri Cizelge
3.2’de listelenmistir. Kontrol (muamele edilmemis) ve sonrasindaki 6n muamele
slireleri arasindaki fark %95 giiven diizeyinde istatistiki olarak anlamlidir (p < 0.01). En
yuksek ekstraktif madde indirgenmesi mantar 6n muamelesinin ilk iki haftasinda
gorlilmiistiir. GOl kamist ekstraktif igeriginin  %27.7°sini 2. haftanin sonunda
kaybetmistir, 10. haftada bu oran %47.8’¢ ulasmistir. Yakin zamanda C. subvermispora
ile yapilan yaprakli ve igne yaprakli aga¢ biyo-degradasyon ¢alismalar1 da [92], [101],
[104] benzer sonuglar1 bildirmislerdir. Ekstraktif miktarindaki azalma, mantarin

ekstraktif maddeleri besin kaynagi olarak degerlendirmesinin sonucudur [105].

GOl kamiginin a-seliiloz miktar1 mantar 6n muamelesi ile azalmistir. En yiiksek o-
seliiloz kayb1 10. haftanin sonunda %6.16 olarak bulunmustur. Giilsoy ve Eroglu [103]
karagamin C.subvermispora ile muamelesinde 100 ginlik inklbasyon siresinin
sonunda a-seliiloz kaybim %35.45 olarak belirtmislerdir. Istatistiki analizler mantar 6n
muamelesinin a-seliiloz kaybi iizerinde higbir belirgin etkisi olmadigini gostermistir (p
> 0.05). Son zamanlarda Eucalyptus grandis [106] ve Pinus taeda [107] (izerine yapilan
C. subvermispora ile biyo-degradasyon ¢aligsmalari, a-seliiloz miktarindaki azalmanin,
uzatilan biyo muamele siirelerinin sebep oldugu seliiloz depolimerizasyonundan dolay1

oldugunu belirtmislerdir.

On muamele sonrasinda gol kamisi igerisindeki materyallerin alkali ¢oziiniirliklerindeki
artis Cizelge 3.2°de verilmistir. Istatistiki analizler mantar én muamelesinin alkali
¢cozinlrlik Gzerine belirgin bir etkisi oldugunu gostermistir (p < 0.001). 10 haftaya

kadar uzatilan inkiibasyon siirelerinde, %39’a varan devamli bir ¢6ziinme ve daha fazla
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¢Oziinebilen madde gozlemlenmistir. Coziintirliikteki artis, yapida bulunan diistiik
molekil agirlikli karbonhidratlarin, sicak alkali soliisyon ekstraksiyonundan dolay1
olabilmektedir (baslica hemiseliilloz ve ¢oziinmiis seliiloz) [108]. Ayrica bu durum,
hiicre ¢eper tabakasinin mantar tarafindan agildiginin ve boylece %1 NaOH ¢ozeltisinin
yapi igerisine girmesine bliylik olanak sagladiginin belirtisi olabilir. Villalba [100] C.
subvermispora mantarinin, loblolly ¢aminin alkali ¢oziinitirligiinii 2 ve 4. haftalarda
strastyla %29 ve %63 artirdigini belirtmistir. Bu calismadaki diistik alkali ¢oziintirliigii

g6l kamisinin diigiik karbonhidrat degradasyonuyla agiklanabilir.

Kimyasal icerik analizindeki bulgular, gol kamisinin mantar ile 6n muamele edilmesinin
biyoetanol tiretimi i¢in lignin depolimerizasyonu ve ekstraktif uzaklastirmasi da dahil
olmak tizere kesinlikle faydali oldugunu gostermistir. Fakat, seliiloz depolimerizasyonu

biyoetanol Uretimi igin bir dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

3.2.2. Kimyasal On Muamelenin G6l Kamsimin Kimyasal Yapis1 Uzerine Etkileri

Kimyasal 6n muamele sonrasinda kat1 geri kazanim detaylar1 Cizelge 3.3’te verilmistir.
On muamele sonrasindaki diisiik verimler baslica lignin, hemiselilloz ve diger
¢ozilinebilir maddelerin yapidan uzaklagmasina baglanabilir. NaOH ile muamele edilmis
ornekler en diisiik geri kazanimi (%62.3) gosterirken, B20O3 muamele edilmis ornekler
en yiiksek geri kazanimi gostermistir. Istatistiki analizler kimyasal 6n muamelenin
glukan (p < 0.001), ksilan (p < 0.001) ve lignin (p < 0.01) Uzerine belirgin bir etkisi

oldugunu gostermistir.
3.2.2.1. Kimyasal 6n muamelenin glukan icerigi iizerine etkileri

On muamele kimyasali olarak NaOH kullanim seliiloz ve hemiseliilozlarin hidrojen
baglarini ve lignin ve ksilan arasinda bulunan ester baglarin1 koparabilmektedir [109].
Bu nedenle, sismede gézlemlenen bu sonuglar hemiseliiloz ve lignin ¢dziinmesine sebep
olabilir [110]. NaOH 6n muamelesi uygulanmis gol kamisinin glukan igerigi %49.8’dir.
Bir diger yandan ¢6ziinmiis glukan %7.66 olarak saptanmistir. Wang ve arkadaslari
[111] %0.5-3 NaOH (121 °C/ 15-90 dak.) ile 6n muamele edilmis Bermuda grass’in
¢oziinilirligiini %2.03-9.77 olarak gozlemlemislerdir. Bunlarin aksine, Silverstein ve
arkadaglar1 [38] pamuk saplarmin %2 NaOH (121 °C/ 60 dak.) ile muamelesinde
neredeyse %21 glukan ¢ozinirligii gozlemlediklerini belirtmiglerdir. Bu sonuglar,
glukan ¢ozlinlirliginin hem hammaddeden hem de On muamele kosullarindan

etkilendiginin bir gdstergesidir.
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Alkali H202 kagit endiistrisinde ¢ok iyi bilinen bir agartma kimyasalidir. En biiyiik
avantaji ise uygulamadan sonra oksijen ve suya doniiserek geride hicbir kalinti
birakmamasidir [112]. H202 uygulamasi sonucu On muamele edilmis kati kiitle
icerisinde kalan glukan miktar1 %36.7°dir. Glukan ¢ozilintirliigii ortalama %12.2
saptanmustir. Silverstein ve arkadaglari [38] pamuk saplarinin glukan ¢oziiniirligiini
orneklerin %2 H20:2 ile 121 °C sicaklikta 30 dakika muamelesinden sonra %29.1 olarak

belirlemislerdir.

Kraft metodunda pisirme se¢iciligini arttirmak i¢in kullanilan pisirme katkis1 NaBH4
kagit endistrisinde yaygim olarak kullanilir. Kimyasal katalizér olarak tepkimelere
katilir ve bunun sonucunda segici lignin uzaklastirmasi elde edilir [113]. Karbonhidrat
yikimini durdurarak hamur verimini arttirir [95]. Fakat, biyoetanol tretimi igin kimyasal
6n muamelede NaBH4 kullanimi hakkinda ¢ok az ¢alisma vardir. Bugday sapi, misir
sap1 ve findik kabugu tizerine NaBH4 kimyasal 6n muamelesinin etkileri ¢aligilmig [95],
[114], [115] ve kimyasal 6n muamele icin NaOH kullanimi kadar etkili oldugu
goriilmiistiir. NaBHa4 uygulanmis Orneklerde glukan miktart %42.9 ve glukan
¢ozinlrligi %4.50 olarak belirlenmistir. Copiir ve arkadaslart [95], [115] bugday sap1
ve findik kabugunun %2 ve %4 NaBH4 ile 121 °C ve 30 dakika muamelesinde glukan

¢Oziiniirliiglini sirasiyla %7.27 ve %31.6 olarak belirtmislerdir.

Boronun bir oksit ¢esidi olan B203, biyoetanol Gretimi igin bir 6n muamele kimyasali
olarak yakin zamanda arastirmacilarin dikkatini cezbetmeye baslamistir. Yakin bir
calismada B20s3 ile 6n muamele edilmis 6rneklerin glukan miktar1 %34.1 ve glukan
¢cozinlrligi %15.7 olarak belirtilmistir. Ancak, Tozluoglu ve Copiir [116] tarafindan
yapilan bir ¢alismada aygigegi saplarinin %2 B203 (121 °C/ 90 dak.) ile muamelesinde

glukan ¢o6ziiniirligli %28.5 olarak saptanmustir.

Seyreltik asitlerle yiiksek derecelerde yapilan 6n muamele islemlerinde hemiseliilozlar
hidrolize olur. Bu siire¢, monomerik sekerler ve ¢6ziinebilir oligomerler hiicre ¢eper
yapisindan hidrolizat igine salindiginda sonuglanir. Bu nedenle lignoseliilozik
biyomateryal i¢in belirlenmis en etkili metot asit 6n muamelesidir. Yapidaki
hemiseliilozlar uzaklastirildigi zaman yapimin porozitesi artar boylece enzimatik
faaliyetler artis gosterir. Literatiirdeki ¢alismalar da [117] tiim hemiseliilozlarin yapidan
uzaklagmasinin enzimatik faaliyetlerin maksimuma ulagsmasina olanak sagladigini
belirtmistir. H2SO4 ile muamele edilmis gol kamisinin glukan miktar1 %35.9 olarak

saptanmigtir. H2SO4 6n muamelesindeki glukan ¢oziiniirliigii %15.0°dir. On muamele
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sirasinda kiitle igerisinde bulunan selilozun uygulamadan etkilenmemesi 6nemlidir.
Pamuk saplarinin asit 6n muamelesinde bir miktar fazla glukan indirgenmesi
belirlenmistir [118]. Bunun sebebi selilozca zengin pamuk liflerinin lignin ve
hemiseliiloza gémiilii olmamasidir. Sonug olarak 6n muamele sirasinda asit direk olarak
seliiloza ulasmis ve diger hammaddelerdeki alisilmisin aksine glukan iizerinde daha

fazla degradasyon gostermistir.
3.2.2.2. Kimyasal 6n muamelenin ksilan i¢erigi iizerine etkileri

NaOH uygulamas1 yapilmis kiitlenin ksilan igerigi %19.5 olarak saptanmistir, buna
karsilik ¢ozlinmiis ksilan icerigi %26.4 olarak bulunmustur. Bu c¢alismadaki ksilan
¢ozinlirliigii Chen ve Sharma-Shivappa’nin [110] arpa sapi, tritikale sap1 ve bugday
sap1 lizerine 2% NaOH (121 °C/ 60 dak.) uygulayarak sirastyla %40, 35 ve 35 ksilan
icerigi bulduklar1 ¢alismanin sonuglart ile benzer sonuglar vermistir. Bunlarin aksine,
Wang ve arkadaslar1 [111] tarafindan Bermuda grass {izerine yapilan bir ¢alismada (%3
NaOH/ 121 °C/ 90 dak.) ksilan c¢oziiniirligi %60.5 gibi ¢ok yiiksek bir deger
bulunmustur. Elde edilen sonug¢lar NaOH 6n muamelesinin glukandan ¢ok ksilan
uzaklagtirdigini  gostermektedir; bu durum hemiseliilozlarin kimyasallara karst
dayaniksiz olmasindan dolay1 olabilir [119]. NaOH 6n muamelesinde elde edilen ksilan
¢oziunirliginin H2SO4 6n muamelesinde elde edilen ¢Oziiniirlikten daha diisiik
olmasma ragmen, ksilan ¢Oziinlirligliniin mevcut lignin uzaklastirilmasiyla birlikte

enzimatik hidrolizi gelistirmesi timit edilmistir (Cizelge 3.3).

Muamele edilmis kat1 materyaldeki ksilan miktar1 %16.8, H202 6n muamelesi sonucu
elde edilen ksilan ¢oziniirliigii %18.1 olarak saptanmistir. Silverstein ve arkadaslari
[38] pamuk sap1 6rneklerinin %2 H202 (121 °C/ 30 dak.) ile muamelesi sonucu ksilan

¢Oziiniirliglini %30.6 olarak gozlemlemislerdir.

NaBHs ©6n muamelesi incelendiginde, muamele edilmis g6l kamisinin ksilan
uzaklasmas1 %17.9 olmasina karsin, ksilan igeriginin %18.1 oldugu goriilebilir. Copiir
ve arkadaglar1 [95], [115] bugday sap1 ve findik kabuklarin1 %4 NaBH4 (121 °C/ 90
dak. ve 30 dak., sirasiyla) ile muamele ettiklerinde ksilan ¢ozundrluklerini %58.2 ve
%66.2 olarak belirtmislerdir. Bu ¢alismadaki diisiik ksilan ¢6ziiniirliigii hammaddenin

farkli karakteristik 6zellikleriyle agiklanabilir.

B203 6n muamelesi yapilmis 6rneklerin ksilan igerikleri %15.4, ksilan ¢oziintirliikleri

%22.4 olarak bulunmustur, bunun aksine Tozluoglu ve Copiir [116] aygigegi saplarinin
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%2 B20s ile (121 °C/ 90 dak.) muamelesinde ksilan ¢oziintirliigiinii %16.8 olarak

gozlemlemislerdir.

Cizelge 3.3. Kimyasal 6n muamele edilmis gl kamisinin bilesenleri.

Islemler Muamele Mantar 6n Kimyasal 6n muameleler pY
edilmemis  muamelesi NaOH H,0, NaBH4 B,0; H,S04

Agirlik, g 100+£0.00°  95.6+0.08" 62.3+0.42° 80.4+0.99¢ 74.8+1.41° 83.1+0.57" 79.6+0.28¢ *

Glukan, % 33.6+0.28% 31.9+0.17% 49.8+1.77° 36.7+1.53" 42.9+1.60° 34.1+1.12% 359+2.08® *

Ksilan, % 16.5+1.34% 15.3+0.14* 19.5+1.43° 16.8+1.34®® 18.1+0.93" 154+1.10% 7.53+0.48¢ *

Lignin, % 26.2+0.88% 20.0+0.77% 18.6+1.61° 24.7+1.81* 16.8+1.13° 23.1+0.91%¢ 28.1+2.66° **

Agirlik kaybi, - 4.40 -

% 37.7 19.6 25.2 16.9 20.4

Glukan kaybi, - 9.24 -

% 7.66 12.2 450 15.7 15.0

Ksilan kaybi, - 114 -

% 26.4 18.1 17.9 22.4 63.7

Lignin kayb1 - 27.0 -

% 55.8 24.2 52.0 26.7 14.6

Belirginlik - 1.31 1.64 0.80 2.32 0.70 0.19 -

(% lignin

kayb1/%

glukan+ksilan

kaybr)

¥ Onem diizeyi

“ANOVA igin 0.001 degerinde anlamli

"™ ANOVA ig¢in 0.01 degerinde anlaml

abede Ayny harfe sahip degerler anlaml lgiide farkli degildir (Duncan test).

H2SO4 ile 6n muamele edilmis 6rneklerin ksilan igerigi %7.53 olarak belirlenmistir.
Bulgular H2SO4 kimyasalinin ksilan indirgenmesi iizerine belirgin bir etkisi oldugunu
gostermistir. H2SO4 6n muamelesi ile birlikte mevcut ksilanin %63.7’si gél kamiginin
yapisindan ¢oziinerek uzaklasmistir. Heterojen ve kristal olmayan yapisindan dolay1
ksilan kararsizdir [117]. Bu bilgi, glukan ile karsilastirildiginda ksilanin ¢ok daha
yiiksek ¢oziiniirliige sahip olmasinin sebebi olabilir. Bu ¢aligmaya benzer olarak, Schell
ve arkadaslar1 [120] %1.35 asit (190 °C/ 60 dak.) ile muamele edilmis misir koganindaki
ksilan uzaklagmasini %77 olarak belirtmis, Grohmann ve arkadaslar1 [121] ise seyreltik
H2S04 (140 °C/ 1 saat) ile muamele edilmis bugday sapinin ksilan uzaklagsmasini %80
gibi bir degerden daha fazla bulmuslardir.

3.2.2.3. Kimyasal 6n muamelenin lignin icerigi iizerine etkileri

Lignin, odun biyokiitlesi icerisinde karbonhidratlari ¢evreleyen (sellloz ve
hemiseliloz), t¢ boyutlu, kompleks bir aromatik polimerdir. Fakat, lignin hidrolitik
enzimlerin karbonhidratlara ulasabilirligini kisitlar, bu yiizden lignin uzaklastirilmasi,
enzimatik parcalanabilirlik i¢in 6nemli bir rol oynar. NaOH 6n muamelesinin biyokutle

lizerine en biiylk etkisi, lignin ve ksilan arasindaki ¢apraz baglanmis ester baglarinm
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kopararak, delignifikasyon sonucu biyokdtlenin porozitesini artirmasidir [122]. NaOH
Oon muamelesi sonrasi yapida kalan lignin miktar1 %18.6 ve yapidan uzaklagan lignin
miktar1 %55.8 olarak saptanmistir. Elde edilen sonuglar, delignifikasyon ve ksilan
degradasyonunun gol kamiginin NaOH ile 6n mualemesi sirasinda olusan fazla kiitle
kaybinin sebebi oldugunu gostermistir. Karsilastirilabilir lignin  uzaklastirilmasi
Antonopoulu ve arkadaslar1 [123] tarafindan ay¢igegi saplarinin %2 NaOH (80 °C/ 24
saat) ile 6n muamelesi sirasinda gézlemlenmistir. Gaspar ve arkadaslar1 [124] ve Wang
ve arkadaglar1 [111] sirasiyla musir lifleri i¢in %95 lignin uzaklagtirmasi (%2.5 kons./
121 °C/ 60 dak.) ve Bermuda grass i¢in %86 lignin uzaklagtirmasini (%3 kons./ 121 °C/
90 dak.) kaydetmislerdir. Bu g¢alismada, NaOH konsantrasyonu sadece %]1 olarak
belirlenmistir. Sonuglar lignin uzaklastirilmasinin  6n  muamele kosullarina ve

hammaddenin karakteristik 6zelliklerine bagli oldugunu gostermistir.

H202 6n muamelesinde oksidatif delignifikasyon lignini parcalamak, ¢6zmek ve
lignoseliilozik matrisi zayiflatip enzim aktivitesini sonuglandirmak i¢in kullanilir [125].
H20:2 ile 6n muamele edilmis orneklerin lignin miktar1 %24.7 ve lignin indirgenmesi
ise %24.4 olarak saptanmistir. Azzam [126] ve Sun ve arkadaslar1 [127] seker kamisi
klspesinin %2 alkali H202 (30 °C/ 8 saat) muamelesinde lignin indirgenmesini %50, ve
bugday sapmin %2 H202 (50 °C/ 5 saat) ile muamelesinde lignin indirgenmesinin
%80’den fazla oldugunu belirtmislerdir. Selig ve arkadaslari [128] musir kogani
orneklerinin %30 H202 (65 °C/ 3 saat) ile muamelesinde %78.6 lignin indirgenmesi
bulmuslardir. Bu ¢alismada goriilen nispeten diisiik seviyelerdeki lignin indirgenmesi

oksidatif delignifikasyonu kisitlayan daha kisa muamele siiresinin bir sonucu olabilir.

NaBH4 ile muamele edilmis 6rneklerin lignin miktar1 %16.8 ve lignin uzaklastirmasi
%52 olarak bulunmustur. Copiir ve arkadaslar1 [95], [115] bugday sapi1 ve findik
kabuklar1 i¢in sirasiyla %58.4 ve %49.1 delignifikasyon kaydetmislerdir (%4 NaBHa/
121 °C/ 90 dak). NaBH4 ile muamele edilmis g6l kamisindan ksilana kiyasla daha fazla
miktarda lignin uzaklagtirillmistir. Lignin uzaklagtirmasimin enzimatik parcgalanabilirlik

icin olduk¢a 6nemli oldugu bilinmektedir.

Tozluoglu ve Copiir [116] %2 B20Os (121 °C/ 90 dak.) ile muamele edilmis ay¢igegi
saplarinin lignin indirgenmesini %19.8 olarak gozlemlerken, bu c¢alismada B20s3 ile
muamele edilmis 6rneklerin lignin miktar1 %23.1 ve lignin indirgenmesi %26.7 olarak
bulunmustur.

Lignoselulozik biyokitle icin en etkili 6n muamele seyreltik asit 6én muamelesidir,
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clinkii agirlikli olarak hemiseliilozlara ve az miktarda da lignin dagredasyonuna etki
eder. H2SO4 ile muamele edilmis Ornekler, hicbir uygulanmaya tabi tutulmamis
orneklerle karsilastirildiginda, karbonhidratlarin yapidan uzaklagsmasindan dolayr madde
icerisindeki lignin miktarinda artis sergilemistir. Orneklerin lignin miktar1 %28.1
olmasina karsin ¢ozlinen lignin miktar1 %14.6 olarak saptanmistir. Bu bilgiler
Silverstein ve arkadaslari’nin [38] %2 H2SO4 (121 °C/ 90 dak.) ile muamele edilmis
pamuk saplart icin belirledigi %24.2 lignin indirgenmesiyle ayni seviyededir. Buna ek
olarak, Chen ve Sharma-Shivappa [110] %2 H2SO4 (121 °C/ 60 dak.) ile muamele
edilmis arpa sapi, tritikale sap1 ve bugday sapi i¢in %20 oraninda lignin indirgenmesi

belirlemislerdir.

3.3. ENZIMATIK HIDROLIiZ

Bu ¢alismada, biyolojik ve kimyasal 6n muameleler sonrasi numuneler enzimatik olarak
hidroliz edilmistir. Sonuglara gore, hidrolizat icerisinde temel monosakkaritler olan
glikoz ve ksiloz bulunmustur, bu durum, hidroliz boyunca seliiloz ve hemiseliilozlarin

ayni anda degrade edildigine isaret etmektedir.

Gol kamist hidrolizinin inkiibasyon siireleri ve enzimatik hidrolizin etkileri incelenmis
ve sonuclar Sekil. 3.1 ve Sekil 3.2’de sunulmustur. Sakkarifikasyon orani 24 saate kadar
yiiksek, sonrasinda devam eden 72 saate kadar yavastir. Bu durum sakkarifikasyon
sirasinda enzim absorpsiyonunun azalmasindan dolayi, selilloz yapisinin daha az
tiketilebilir bir forma doniismesi ve enzimatik hidroliz sirasinda olusan inhibe
urinlerden dolayr kaynaklaniyor olabilir [129]. Sakkarifikasyon oraninin 72 saatten

sonra yavaslamasi 6nceki ¢alismalarda da gézlemlenmistir [130].

Muamele edilmemis Ornekler 72 saat boyunca enzimatik muameleye tabi
tutulduklarinda %33.1 glukan doniisiimii gostermislerdir. Bu deger, Jung ve arkadaslari
[94] tarafindan gol kamusi i¢in gdzlemlenen ve neredeyse %45 olan (seliilaz+p-
glukosidaz) oran ile kiyaslandiginda diisiiktlir. Her bir hidroliz muamelesi i¢in glukan
dontigiimii Sekil. 3.1°de gosterilmistir. NaOH muamelesi en yiiksek glukan doniigiimiine
sahiptir (%79.7), bunu takiben NaBH4 (%74.1), H202 (%71.9), mantar 6n muamelesi
(%69.4), B203 (%65.5) ve H2S04 (%46.1). Butin 6n muamele 6rnekleri icin, ortalama
glukan doniistim oranlar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.001).

Jung ve arkadaslar1 [94] gol kamisinin %1 NaOH (121 °C/ 90 dak.) ile 6n muamele
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edilip seliilaz+pB-glukosidaz ile hidroliz edildiginde glukan doniisiim oraninin %80’¢
kadar yiikseldigini gozlemlemislerdir. Yiiksek bir glukan doniisiim orani olan %91.7 ise
Wang ve arkadasglar1 [111] tarafindan Bermuda grass’in %3 NaOH (121 °C/ 15 dak.) ile
muamele edilip, ardindan seliilaz (NS50013 cellulase complex) ve sellobiaz (NS50010
B-glucosidase) ile hidrolizinde bulunmustur. Bu g¢alismada elde edilen diisiik glukan

doniigiim orani kullanilan g6l kamisinin karakteristik 6zelliklerine dayandirilabilir.

Orneklerin lignin ve ksilan miktarlar1 enzimatik hidrolizi etkileyen baslica faktérler
olarak diistiniilebilir. H2SO4 ile 6n muamele edilmis o6rnekler en yiiksek lignin
miktarina sahipken (%28.1), NaOH ile 6n muamele edilmis 6rnekler en diisiik lignin
oranina sahiptir (%18.6). Sonug olarak, H2SO4 ile 6n muamele edilmis 6rnekler NaOH
ile 6n muamele edilmis 6rneklere kiyasla 1.93 kat daha fazla lignin igerigine sahiptir.
Bu nedenle, H2SO4 ile muamele edilmis 6rneklerin glukan doniisiim oran1 NaOH ile 6n
muamele edilmis 6rneklerle karsilastirildiginda 1.73 kat daha diistiktiir. Bunun aksine,
mantar 6n muamelesine tabi tutulmus ornekler en yiiksek ksilan igerigine (%15.3) ve
NaOH ile 6n muamele edilmis ornekler en diisiik (%19.5) ksilan igerigine sahiptir.
NaOH ile 6n muamele edilmis orneklerle kiyaslandiginda, mantar ile 6n muamele
edilmis ornekler yapida 1.20 kat daha fazla ksilan igerigine ve 1.15 kat daha az glukan
donilistim oranina sahiptirler. Bu durum, lignin ve ksilanin uzaklastirilmasinin, gol
kamisinin enzimatik pargalanabilirligini  belirgin bir sekilde etkiledigini akla
getirmektedir. Ayrica, Yang ve Wyman [131] sulu c¢Ozeltilerde ligninin protein

absorpsiyonu sonucu hidrolizin lignin tarafindan etkilendigini belirtmislerdir.

—=— Untreated —#—Fungal pretreated 1% MaOH 60 min
—#— 1% H202 60min —#— 1% NaBH4 60 min 1% B203 60 min
. .
S0 1% HZ804 &0 min

-

Glucose conversion .%o

Tiune, h

Sekil 3.1. Enzimatik hidroliz sonras1 glukan doniistimleri.
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—+— Untreated —B— Fungal pretreated 1% NaOH 60 min
—— 1% H20260min = 1% MNaBH4 60 min 19 B203 60 min

1% H2504 80 min

Kylose conersion, %o

Time, h

Sekil 3.2. Enzimatik hidroliz sonras1 ksilan dontigiimleri.

Bu calismada enzim kombinasyonlarina ksilanaz eklenmedigi halde hidrolizat igerisinde
kayda deger miktarda ksiloz saptanmistir (Sekil. 3.2). Duarte ve arkadaslar1 [132]
Celluclast 1.5 L enziminin B-ksilanaz ve P-ksilosidaz aktivitesi gosterdigini
belirtmislerdir. Ek olarak, Chen ve Sharma-Shivappa da [110] Celluclast 1.5 L ve
Cellobiase’n sirasiyla 905 ve 605 U/ml ksilanaz aktivitesi gosterdigini gozlemlemistir.
Sonu¢ olarak, bu calismada g6l kamis1 yapisindaki ksilan miktar1 enzim
kombinasyonlar1 kullanilarak indirgenmistir. Muamele edilmemis ornekler en diisiik
ksilan doniisiimiinii (%24.8) gosterirken, NaBH4 ile muamele edilmis ornekler en
yiiksek déniisiim degerini (%48.1) vermistir. Istatistiki veriler, tiim 6n muamele tiirleri
icin ortalama ksilan donusiimlerindeki farklarin istatistiki olarak anlamli oldugunu
gOstermistir (p < 0.001). Wang ve arkadaslar1 da [111] Bermuda grass’in %3 NaOH
(121 °C/ 15 dak.) ile muamelesinde daha diisiik (%37.6) ksilan doniisiimii belirlenmistir.

3.3.1. Hidrolizatlarin Fermantasyonu

On muamele edilmis hidrolizatta S. cerevisiae fermantasyon verimi Cizelge 3.4’de
gosterilmistir. Bu ¢aligmanin sonuglari, gol kamisinin hidrolizden 6nce 6n muamele
edilmesinin, hidrolizatlarin daha iyi fermante edilebilirlikle sonuglandigin1 géstermistir.
Muamele edilmemis g6l kamisi baz alindiginda, en yiiksek etanol konsantrasyonu
(%10.6 g/L) ve en yuksek etanol verimi NaOH ile 6n muamele edilmis orneklerden
alimmustir. Ayrica teorik olarak en yiiksek verim bu 6rneklerde hesaplanmistir (Sekil
3.3). Diger yandan, mantar ve NaBHa4 6n muameleli 6rnekler, sirasiyla 10.6 ve 12.3
9/100 gram etanol verimi ile sonuglanmistir (muamele edilmemis gol kamisina oranla).
Jung ve arkadaslar1 [94] %1 H202 (121 °C/ 90 dak.) ile 6n muamele edilmis g6l kamis1

lizerine yaptiklar1 ¢alismada etanol verimini 5.6 g/100 gram olarak kaydetmislerdir
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(muamele edilmemis g6l kamisina oranla). Kaydedilen etanol verimlerindeki farklilik,
mayalanma tiiri ve muamele tiirliniin yan1 sira kullanilan hammaddenin yetistigi
cografik konumu, ¢esidi ve hasat zamanindaki farkliliklara da atfedilebilir. Diisiik etanol
verimi, mayanin sekeri fermante etmesini engelleyen furfural, HMF ve fenolik gruplari
kapsayan yan {irlin olusumlarinin bir sonucu olabilir. Bu ¢alismada, enzimatik hidroliz
sirasinda mikrobiyal kirlilikten korunmak ig¢in ¢ok diisiik miktarda sodyum asit

kullanimi bile maya aktivitesini diisiirecek sekilde sonuglanmis olabilir.

Bu caligmanin bulgulari, kimyasal 6n muamelelerle kiyaslandiginda mantar 0n
muamelesinin etkileyici oranlarda verimle sonuglandigini gostermistir (Cizelge 3.4,
Sekil 3.3). Ancak, NaBHa4’lin fermantasyon siirecinin iyilestirilmesi igin etkili bir 6n
muamele kimyasali potansiyeline sahip oldugu sonucuna varilmistir. Sonug¢ olarak,
gelecek calismalar en uygun siire¢ kosullart altinda fermante edilebilirligi iyilestirme

amaciyla yiiriitilmelidir.

Cizelge 3.4. Muamele edilmemis ve 6n muamele gérmiis gol kamiginin S. cerevisiae ile
fermantesi sirasindaki glikoz, ksiloz ve etanol konsantrasyonlari.

Islem Glikoz, g/l Ksiloz, g/l Etanol, g/l
Muamele edilmemis 5.56+0.30 2.04+0.11 2.84+0.14
Mantar én muamelesi 11.1+0.40 2.97+0.18 5.54+0.23
1% NaOH 60 dak 19.8+1.00 4.51+0.54 10.6+£0.56

. N 1% H,0, 60 dak 13.2+1.15 3.27+0.29 6.57+0.12
Kmﬁm'lgn 1% NaBH4 60 dak  15.9+0.30 4.3520.36 8.21+0.74
1% B,03 60 dak 11.2+0.61 2.83+0.44 5.38+0.62

1% H,SO,4 60 dak 8.27+1.31 1.31+0.06 3.58+0.84

mmm Ethanolyield, 2o theoretical —=—TFEthanolyield, g/100g

=

o~
90 - - lg =
= =
L] o~
= S 14 g
= 70 A e
2 =
@ -2z
= oh
St (=]
'2 50 - S0 g
S C
= 8=
= 30 - Z
[ )
—] —
= =
= =
= <
<3| =

tnin fill fmin frin il fmin

10
Untreated Fungal 1% NaOH
retreatmentt 60 min

-4
1% H2O2 6[{ 1% NaBH4 1% B203 ﬁ[‘ 1% H2504
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Sekil 3.3. Etanol verimi (teorik ve g/100 g hammadde).
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Gol kamigi, biyolojik 6n muamele olarak beyaz ¢iiriikklik mantariyla muamele
edilmistir. Sonuglar1 kiyaslayabilmek adina ayrica NaOH, H202, NaBH4, B203 ve
H2SOs4 kimyasallar1 kimyasal 6n muamele asamasinda incelenmistir. H2SOs4 0n
muamelesi baslica yapidaki ksilan1 ¢6zmesine karsin mantar, H2O2, NaBH4 ve B203 6n
muameleleri biiylik oranda lignin indirgenmesiyle sonu¢lanmistir. En yiiksek glukan
doniistim orant NaOH muamelesinde elde edilirken (%79.7) bunu NaBHa (%74.1),
H202 (%71.9), mantar 6n muamelesi (%69.4), B203 (%65.5) ve H2SO4 (%46.1)
izlemistir. Muamele edilmemis g6l kamigindan en yiliksek verim NaOH ile 6n muamele
edilmis orneklerde elde edilmistir (13.2 g/100 g) ve ayrica teorik olarak da en yiksek
verim yine bu Orneklerde hesaplanmistir (%85.3). Mantar ve NaBHa4 ile muamele
edilmis ornekler sirastyla 10.6 ve 12.3 g/100 g etanol verim vermislerdir (muamele
edilmemis g6l kamisina oranla). Bu caligmanin sonuglari, ekonomik fizibilite ve
cevresel avantajlarindan dolayi, gol kamisi i¢in mantar 6n muamelesinin biyo-etanol
tiretimi i¢in olduk¢a uygun oldugunu gostermistir. Fakat, diisilk verim, karbonhidrat
kaybi, uzun islem siiresi, yer ihtiyaclar1 ve mantar gelisim kosullarinin titizlikle

izlenmesi ihtiyaci gibi dezavantajlar uygulamayi kisitlayabilir.
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