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OZET

LiGNOSELULOZIK iCERIGE SAHIiP FARKLI TARIMSAL
KAYNAKLARDAN ETANOL URETIiMi

Fadime DEMIREL

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dalh
Damsman: Doc. Dr. irfan TURHAN
Nisan 2017, 91 sayfa

Son yillarda artan niifus ve teknoloji yenilenebilir enerji kaynaklarinin
kullanilmasii zorunlu hale getirmektedir. Biyoetanol fosil yakit tabanli enerjilere
alternatif olarak kullanilabilmektedir. Biyoetanol {iretimi i¢in misir, seker kamisi, seker
pancari, bugday ve arpa diinyada en yaygin kullanilan tarimsal kaynaklardir. Etanol
tiretiminde kullanilabilen umut vadeden yeni alternatif karbon kaynaklarinin ¢ogunu
diinyada en bol bulunan lignoseliilozik biyokiitle olusturmaktadir.

Bu caligmanin amaci lignoseliilozik materyaller olan arpa kavuzu (AK), yulaf
kavuzu (YK), bugday kepegi (BK) ve ¢avdar kepeginin (CK) seyreltik asit hidrolizini
cevap yiizey metodu (response surface method, RSM) kullanilarak optimize etmek, elde
edilen hidrolizatlar1 aktif komiir ile detoksifiye etmek ve Pichia stipitis ATCC 58784 ve
ATCC 58785 suslari ile etanol iiretmektir. Calismada sicaklik, kati: sivi oran1 (K:S), asit
orani (AO) ve hidroliz siiresi bagimsiz degiskenler olarak segilmistir. Bu amagla, RSM
icin her bir parametrenin araligini belirlemek tizere her-defada-tek-etken (one-factor-at-
a-time, OFAT) metodu kullanildi. Optimum hidroliz kosullar1t AK i¢in 130 °C sicaklik,
1:8 (w/v) K:S, %1.86 (v/v) AO, 30 dk hidroliz siiresi; BK igin 121°C sicaklik, 1:8 (w/v)
K:S, %2.66 (v/v) AO, 30 dk; CK igin 130°C sicaklik, 1:8 (w/v) K:S, %1.58 (v/v) AO,
16 dk hidroliz siiresi ve YK i¢in ise 130°C sicaklik, 1:8 (w/v) K:S, %1 (v/v) AO ve 19
dk hidroliz siiresi olarak belirlenmistir. Bu kosullarda fermente edilebilir seker
konsantrasyonu ise AK, BK, CK ve YK i¢in sirasiyla 76.28, 72.73, 89.42 ve 59.63
g/L’dir. Sonrasinda elde edilen hidrolizatlarin aktif komiir detoksifikasyon kosullari
(konsantrasyon, sicaklik ve siire) RSM kullanilarak optimize edilmistir. Detoksifiye
edilmemis/edilmis AK, BK, CK ve YK hidrolizatlari kullanilarak etanol
fermentasyonlar1 gergeklestirilmistir.

Fermentasyonlarin sonunda seker tliketimi, etanol {iretimi, etanol verimi,
maksimum tiiketim hizi, spesifik gelisim hizi, ikiye katlanma siiresi ve seker kullanim
orani gibi kinetik parametreler hesaplanmigtir. AK, BK, CK ve YK hidrolizatlarindan
elde edilen en yiiksek etanol konsantrasyonlari sirasiyla 7,68, 7,33, 11,18 ve 4.49 g/L
olarak belirlenmistir. En yiiksek sonuglar P. stipitis ATCC 58784 kullanilan
fermentasyonlar sonucunda ve maksimum aktif komiir kullanilan detoksifikasyon
islemiyle elde edilmistir.

Yapilan ¢aligmalar sonunda, P. stipitis mayasi kullanilarak AK, BK, CK ve YK
hidrolizatlarindan etanol iretimleri gergeklestirilmistir. Aktif komiir



detoksifikasyonunun etanol verimini arttirdigi belirlenmistir. Ayrica calisma, bu
materyallerin biyoteknolojik prosesler igin alternatif bir karbon kaynagi oldugunu
gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Aktif komiir, arpa ve yulaf kavuzu, bugday ve cavdar
kepegi, cevap ylizey metodu(RSM), detoksifikasyon,
etanol, her defada-tek-etken(OFAT), on-islem, Pichia
stipitis
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ABSTRACT

ETHANOL PRODUCTION FROM DIFFERENT AGRICULTURAL
RESOURCES WITH LIGNOSELLULOSIC CONTENT

Fadime DEMIREL

MSc Thesis in Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Irfan TURHAN
April 2017, 91 pages

In recent years, increasing population and technology have made necessary the
use of renewable energy resources. Bioethanol can be used as an alternative to fossil
fuel-based energies. Corn, sugar cane, sugar beet, wheat and barley are the most widely
used agricultural resources in the world for bioethanol production. Most of promising
new alternative carbon sources that can be used in ethanol production is the most
abundant available lignocellulosic biomass in the world.

The main objectives of this study were to optimize the dilute acid hydrolysis
conditions of lignocellulosic materials such as barley hull (BH), oat hull (OH), wheat
bran (WB) and rye bran (RB) using response surface method (RSM), to optimize the
detoxification conditions with activated charcoal of the obtained hydrolysates, and to
produce ethanol with the yeasts Pichia stipitis ATCC 58784 and ATCC 58785.
Temperature (°C), solid-to-liquid ratio (w/v), dilute sulfuric acid ratio (%, v/v), and
hydrolysis time (min) were used as independent variables. For this purpose, the one-
factor-at-a-time (OFAT) method was used to determine the range of each parameter for
RSM. The optimized conditions of BH were 130°C, 1:8 (w/v), 1.86% (v/v), and 30
min; the optimized conditions of WB were 121°C, 1:8 (w/v), 2.66% (v/v), 30 min; the
optimized conditions of RB were 130°C, 1:8 (w/v), 1.58% (v/v), 16 min; and the
optimized conditions of OH were 130°C, 1:8 (w/v), 1% (v/v), 19 min (v/v), respectively.
Under these conditions, fermentable sugar concentrations were 76.28, 72.73, 89.42
59.63 g/L, respectively. Following that, the activated charcoal detoxification conditions
of the obtained hydrolysates under hydrolysis conditions were optimized in terms of
activated charcoal concentration (%), temperature (°C), and application time (min) by
using RSM. After determining the optimal detoxification conditions of hydrolysates, the
non-detoxified (for control) and detoxified hydrolysates were used for ethanol
production by using the yeasts Pichia stipitis ATCC 58784 and ATCC 58785.

At the end of the fermentations, Kkinetics parameters such as glucose
consumption, ethanol production, ethanol production, maximum consumption rate,
specific growth rate, doubling time, and sugar utilization were calculated. The highest
ethanol concentrations which obtained from the BH, WB, RB, and OH hydrolysates
were determined to be 7.68, 7.33, 11.18 ve 4.49 g/L, respectively. The highest results
were achieved at the result of fermentations-performed using Pichia stipitis ATCC
58784 and with detoxification process in which the maximum activated charcoal was
used.



At the end of the studies, ethanol productions were carried out from BH, WB,
RB, and OH hydrolysates using the yeast Pichia stipitis. The ethanol yield was
increased with the activated charcoal detoxification. This study also indicates that these
materials are an alternative carbon source for biotechnological processes.

KEYWORDS: Activated charcoal, barley and oat hulls, wheat and rye brans, one-
factor-at-a-time (OFAT), response surface method (RSM), pre-
treatment, detoxification, Pichia stipitis, ethanol
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ONSOZ

Diinya niifusunun siirekli bir artis icerisinde olmasi, ilerleyen teknoloji ve
insanligin daha kaliteli yasam istegi enerjiye olan ihtiyaci artirmaktadir. Kaynak kithigi
vb. etmenler biyokiitle enerjisinin kullanilmasini zorunlu hale getirmektedir. Karbon
iceren her tiirlii bitkisel veya hayvansal atiklardan olusan organik maddeler biyokiitle
olarak adlandirilmaktadir. Biyokiitle giines var oldugu siirece tilkkenmeyecek essiz bir
karbon kaynagidir.

Lignoseliilozik materyaller, diinyada en bol bulunan karbon kaynaklaridir.
Lignoseliilozik biyokiitle bilesiminde seliiloz, hemiseliiloz ve lignin bulundurmaktadir.
Ulkemizde tarimsal atik olarak yillik yaklasik 50-65 milyon ton biyokiitle olusmaktadir
(Anonim 2011). Bu rakami ise arpa, bugday ve ¢avdar samanlari, arpa kavuzu, bugday
kepegi, ¢avdar kepegi, piring kavuzu, orman atiklar1 ve asma budama atiklar1 gibi bol
seliiloz igerigine sahip materyaller olusturmaktadir. Karbonhidrat agisindan zengin olan
bu lignoseliilozik materyallerden katma degeri yiiksek iiriinler (biyoyakitlar, organik
asitler, saglik-bakim iiriinleri, enzimler vd.) elde edilebilmektedir.

Glinlimiizde lignoseliilozik materyallerden biyoetanol iiretimi iizerine birgok
calisgma bulunmaktadir. Ancak literatiir, {ilkemizde gida endiistrisinin Onemli
lignoseliilozik atiklar1 olan AK, BK, CK ve YK gibi materyallerin katma degeri yiiksek
iiriin eldesinde degerlendirilmesi agisindan yeterli olmadigini gostermektedir. Bu tez
caligmast ile yukarida ismi gegen lignoseliilozik materyallerin seyreltik siilfiirik asit ile
hidroliz kosullarinin maksimum ve mimimum noktalar1 her-defada-tek-etken (one-
factor-at-a-time, OFAT) ile belirlenmis, cevap yiizey metodu (response surface method,
RSM)  kullanilarak ~ materyallerin  hidroliz ~ kosullarmin  optimizasyonunu
gerceklestirilmis ve aktif komiir ile detoksifiye edilen hidrolizattan hem pentozlar1 hem
de heksozlar1 fermente edebilen Pichia stipitis suslar1 kullanilarak etanol iiretilmistir.
Bununla beraber, materyallerin seliiloz, hemiseliiloz, lignin ve ekstraktif bilesenler
acisindan igerigi belirlenmistir. Ayrica, optimum kosullar kullanilarak elde edilen
hidrolizatin toplam fermente edilebilir seker konsantrasyonu (FSK), glukoz, ksiloz,
arabinoz, maltoz ve galaktoz igerigi ve toplam fenolik madde konsantrasyonu (FMK),
asetik asit, HMF ve furfural gibi inhibitér konsantrasyonu belirlenmis olup ve
detoksifiye edilecek hidrolizatlara da uygulanmistir. Calismanin bir diger amaci da bu
materyallerin farkli katma degeri yiiksek iirlin eldesinde de degerlendirilebilecegini
ortaya koymaktir.

Bana bu konuyu c¢alisma firsati veren, c¢alismalarim boyunca bilgi ve
deneyimleri ile bana yol gdsteren ¢ok kiymetli danisman hocam Dog. Dr. Irfan
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belirlenmesinden yazilmasina kadar her tiirlii emek ve destekleri i¢in Ars. Gor. Mustafa
GERMEC’e (Akdeniz Universitesi Miihendislik Fakiiltesi), hem bilgi ve tecriibeleri
hem de manevi destekleri icin Ogr. Gor. Ercan YATMAZ’a (Akdeniz Universitesi
Goyniik Meslek Yiiksekokulu) tesekkiir ederim.

Calismada kullanilan mikroorganizmalarin teminini saglayan Dog. Dr. Asli ISCI
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1. GIRIS

Glinimiiz  diinyasinda enerji tliketimi {lkelerin kalkinma seviyelerinin
belirlenmesinde biiyiik rol oynamaktadir. Bugiin diinya, enerji tiiketim talebinin %85 ini
fosil yakitlardan karsilamaktadir. Fosil tabanli petrol, komiir ve dogal gaz gibi yakit
rezevlerinin yakin bir tarihte tilkenecegi gergegi ise ¢ok acik bir sekilde ortadadir.

Ulkemizin enerji alaninda disa bagimlilign her gecen giin artmaktadir. Enerji
kaynaklarimiz ise Enerji ve Tabii Kaynaklar Bakanlig1 tarafindan yayimlanan Mavi
Kitap Raporu’na gore; iilkemizin taskomiirii rezervi 1334.6 milyon ton, linyit rezervi
11444.9 milyon ton, petrol rezervi 44.3 milyon ton, dogal gaz rezervi 6.2 milyar m®
olarak belirlenmistir (ETKB 2013). Fosil kaynaklarin hizli bir sekilde tiiketimi ile
olusan karbondioksit, metan, diazotmonoksit gibi sera gazlarinin miktar1 artmakta ve
yine biitiin diinyay1 yakindan ilgilendiren iklim degisikligi ortaya ¢ikmaktadir. Bu
kaynaklarin ¢evreye verdigi zararlar goz oniine alindiginda biitiin diinyanin yenilenebilir
ve stirdiiriilebilir enerji kaynaklarina yonelmesi kaginilmazdir. Yesil enerji kaynaklari
olarak da adlandirilan bu enerjiler giines enerjisi, riizgar enerjisi, biyokiitle enerjisi,
hidrojen enerjisi ve hidrolik enerji, jeotermal enerji, dalga enerjisinden olusan su giicii
enerjileri ile flizyon enerjisi olarak siniflandirilmaktadir.

Biitiin diinyada olusan enerji talebini ¢evreye zarar vermeden slirdiirebilir ve
yenilenebilir olarak {iretmek i¢in kullanilacak en Onemli kaynaklardan birisi
biyokiitledir. Biyokiitle kendi enerjisini giinesten sagladigi i¢in giines varoldugu siirece
biyokiitle enerjisi olusumu devam edecektir. Biyokiitle orman atiklari, endiistriyel
organik atiklar (kagit endistrisindeki siyah likor, seker sanayisinden kiispe vb.), otlar,
yosunlar, denizdeki algler, hayvan digkilari, tarimsal atiklar (saman, misir koganlari,
pamuk atiklari, piring kavuzu v.b.), evlerden atilan tiim organik ¢oplerden (meyve ve
sebze) meydana gelmektedir. Ulkemizde ise genellikle, hasat dncesi ve sonrasi tarimsal
kayiplar, tarimsal-endiistriyel kayiplar, gida isleme atiklar1 ve lilkemizde daha yeni olan
enerji bitkilerinden olugsmaktadir.

Biyokiitleden ¢esitli yontemlerle kimyasal maddeler (organik asitler, ¢oziicii
maddeler, esterler, monomerler, polimerler gibi), degerli {irlinler (gilibre, lif,
biyoplastikler, vd.) ve yenilenebilir enerji (biyogaz, biyodizel, hidrojen, ethanol, vd.)
retilebilmektedir. ~ Polimerik ~ yapiya  sahip olan  biyokiitle = materyalleri
depolimerizasyonla pargalanarak veya CO ve Ha gibi indirgenlerle reaksiyona girerek
yeni kimyasal {irinlere doniistiiriilmeye elverisli hammadde kaynaklaridir (Kurtulus
2010).

Bir bitkinin yetismesi i¢in gereken maliyet, emek ve zaman On plana
cikarildiginda A.B.D ve Kanada’nin “bitkinin biitiinsel olarak degerlendirilmesi —
Whole Crop Utilization” yaklasimini iilkemizin de benimsemesi gerektigi ortaya
¢ikmaktadir. Ulkemiz tahil {iriinleri yetistirmek icin gerekli toprak, su ve iklim sartlarina
sahiptir. Ulkemizde tarimsal atiklarin ¢ok biiyiik bir kismi, dzellikle kirsal kesimde,
dogrudan yakit olarak kullanilmaktadir. Tarimsal atiklarin su an Tiirkiye’nin toplam
yenilenebilir enerji tliketiminin %10’nu karsilamasina ragmen, ilgili teknolojiler
kullanildiginda, Tiirkiye’nin toplam enerji tiiketiminin %22-27’sinin karsilanabilecegi
ifade edilmistir (Kar ve Tekeli 2008). Biyokiitle enerjisi, diinyanin enerji ihtiyacini
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atmosferde sera gazi artisina neden olmadan ve siirdiiriilebilir sekilde saglayabilecek
potansiyel bir kaynaktir.

Biyokiitleden modern anlamda yararlanilarak elde edilebilecek en o6nemli
enerjiler kat1 (biyokomiir, biyopelet), sivi (biyodizel, biyoetanol, biyometanol ve biyo-
oil) ve gaz (biyogaz, biyohidrojen ve biyosentez gazi) olarak siiflandirilmaktadir
(Sabanci vd 2013). Biyoyakitlar igerisinde biyoetanoliin, benzine esdeger yapida
olmasi, gelecekte ulagim, tasimacilik gibi sektorlerdeki talebini arttiracagi on
goriilmektedir (Melikoglu ve Albostan 2011).

Biyoetanol, igerisinde glukoz, ksiloz gibi sekerlerin bulundugu kaynaklardan
cesitli fermentasyon stratejileri yardimiyla mikroorganizmalar tarafindan kolayca
tiretilebilmektedir. Biyoetanol tiretiminde kullanilan kaynaklar sukroz ve nisasta igeren
hammaddeler ve lignoseliilozik ham maddeler olarak siniflandirilmaktadir (Adigiizel
2013). Lignoseliilozik hammadde igeriginde temel polisakkarit olarak seliiloz,
hemiseliiloz, fenolik bir polimer olan ve aym1 zamanda bitkiye yapisal saglamlik
kazandiran ligninin oldugu bilinmektedir (Adigiizel 2013, Bengisu 2014, Merino-Pérez
vd 2015). Lignoseliilozik materyallerin bu yapisindan dolayr fermente edilebilir
sekerlere indirgenmesi gerekmektedir. Bu yilizden lignoseliillozik materyallerden
biyoetanol tiretiminde en 6nemli basamagi 6n-islem prosesi ve bu isleme baglh olarak
olusan inhibitor bilesiklerin uzaklastirilmasi olusturmaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda arpa ve yulafin kavuz, bugday ve ¢avdarin ise
kepek kisimlari, katma degeri yliksek bir {iriin olan biyoetanol liretiminde kullanilmistir.
Bu amagla sirasiyla, OFAT ve RSM kullanilarak fermente edilebilir seker icerigine
bagli olarak lignoseliilozik materyallerin seyreltik siilfiirik asit ile hidroliz kosullarinin
optimizasyonu gerceklestirilmis, aciga c¢ikan hidrolizatin  aktif komiir ile
detoksifikasyon sartlar1 belirlenmis ve detoksifiye hidrolizattan P. stipitis suslari
kullanilarak etanol fermentasyonlari gergeklestirilmistir. Optimum kosullar kullanilarak
elde edilen hidrolizatin toplam indirgen seker, glukoz, ksiloz, arabinoz, maltoz ve
galaktoz acisindan seker profili, ayrica mikroorganizma gelisimi i¢in 6nemli olan
fenolik madde, HMF, furfural, formik asit ve asetik asit gibi inhibitor bilesikler
acisindan da hidrolizatlarin icerigi belirlenmistir. Buna ek olarak, P. stipitis mayalari
kullanilarak saf karbon kaynaklarindan (glukoz ve ksiloz) ve detoksifiye
edilmemis/edilmis arpa ve yulaf kavuzu ve bugday ve ¢avdar kepegi hidrolizatlarindan
etanol tiretimleri gergeklestirilmistir.
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2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Biyoetanol

Farmakoloji ve endiistriyel uygulamalarda kullanilmak i¢in yillardir iiretilen
etanol; sentetik etil alkol, ham petrol, dogal gaz veya komiirden petrokimyasal olarak
etilenin hidrasyonu yoluyla elde edilmektedir (Yigitogu vd 2012). Biyoetanol ise
icerisinde yeterince glukoz ihtiva eden veya glukoza doniistiiriilebilen sekerlerin
bulundugu (sukroz, nisasta, selilloz gibi) hammaddelerden fermentasyon teknikleriyle
iiretilebilmektedir. Biyokiitleden elde edilen yakitlar kati biyoyakitlar; peletler, sivi
biyoyakitlar; biyodizel, biyoetanol ve gaz biyoyakitlar, biyogaz, biyosentez ve
biyohidrojen olarak siniflandirilmaktadir. Biyoetanol, seker kamisi, seker pancari, misir,
musir kogani, dalli dar1, arpa, patates, aygicegi, melas, kesik siit, bugday, ¢avdar, yulaf,
tahta, kagit, saman, pamuk, diger cesitli selilloz atiklar1 gibi pek ¢ok farkli karbon
kaynagindan elde edilebilmektedir.

Biyoetanol farkli fermentasyon teknojileri yardimiyla {iretilen sivi bir
biyoyakittir. Biyoetanol; yiiksek oktan sayisina, genis yanabilme sinirina, yiiksek yanma
hizina ve benzinden daha yiiksek buharlasma 6z 1sisina sahiptir. Biyoetanol %35
oraninda oksijen iceren bir yakittir ve yanmadan kaynaklanan azot oksit (NOx)
emisyonu diisiiktlir (Adiglizel 2013). Oksijen igeriginin fazla olmasindan dolay: da
yanmastyla agiga ¢ikan zararl gazlarin miktari ¢ok azdir.

Etanoliin ulagim i¢in kullanimi 20. yy’in baslarinda ortaya c¢ikmistir. Ancak
Ikinci Diinya Savasi’nin  patlak vermesiyle etanol {iretimleri yeterince
gelistirilememistir. 1975 yilinda calismalarina kaldigi yerden devam eden Brezilya
hiikiimeti ise seker kamisindan etanol {retimlerine baslamistir. Bu sayede bugiin
Brezilya biyoetanol iiretimlerinde basi ¢ekmektedir. Diinya genelindeki etanoliin %46’s1
Brezilya’da iiretilmektedir (Adigiizel 2012). Diinya etanol iiretiminde ikinci dev olan
ABD ise 1978 yilinda biyoetanol iiretim tesislerini kurmustur. ABD ise etanol
tiretimlerinde musir kullanmistir. Daha sonraki yillarda bu iki iilkeyi Kanada, Isveg,
Avustralya, Fransa, Cin ve de Ispanya takip ederek biyoetanol iiretimine baglamistir.

Gilinlimiizde ABD, son iki seneye kadar biyoetanol iiretiminde lider olan
Brezilya’yr geride birakarak, yillik ortalama 45 milyar litre ile birinci sirada yer
almaktadir (Anonim 2016a). Diinya etanol {iretimlerinin yillara gore degisimi Sekil
2.1°de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Diinya etanol {iretiminin yillara gore degisimi (Anonim 2016a)

Tiirkiye’de biyoetanol {iretimi ve tiiketimi ¢ok yeni olup, benzine belirli
oranlarda karistirilarak kullanilmaktadir. Yasal ve maddi sorunlar ireticinin
girisimlerini olumsuz ydnde etkilemektedir. Ulkemizde biyoetanol iiretimi 3 farkli firma
tarafindan saglanmaktadir. Bunlar; Tarimsal Kimya Teknolojileri Sanayi ve Ticaret A.S.
(TARKIM), Tezkim Tarimsal Kimya Insaat Sanayi Ve Ticaret A.S. (TEZKIM) ve
Konya Seker Sanayi ve Ticaret A.S.’dir. Bu sirketlerin biyoetanol iiretim kapasiteleri
toplamda 149.5 milyon litredir. Fakat net ticareti yapilabilen miktar 70 milyon litredir.
Konya Seker fabrikasinda hammadde kaynagi olarak melas kullanilirken digerlerinde
misir ve bugday kullanilmaktadir. Ulkemizin biyoetanol kurulu kapasitesi benzin
tilketimimizin yaklasik %7 sini karsilar durumdadir. Ancak pazarda yer alan biyoetanol
benzin tiiketimimizin %1’inin ¢ok altindadir (Adigiizel 2012, Anonim 2012, Kapluhan
2014). Enerji Piyasasi Diizenleme Kurulu (EPDK) kararina gore yerli tarim
tirtinlerinden iiretilen biyoetanol 1 Ocak 2013’den itibaren en az %2, 1 Ocak 2014’den
itibaren ise %3 oraninda ilave edilmek zorundadir ve iiretilen biyoetanoliin %2 lik kismi
ozel tiiketim vergisinden (OTV) muaftir.

Biyoetanol E10 ve E85 olarak adlandirilan sirasiyla benzinle % 10 ve % 85
olacak sekilde karistirilarak kullanilan biyoyakitlardir. Tiirkiye’ de biyoetanolu kullanan
ilk firma Petrol Ofisi’dir ve % 2’lik biyoetanolii benzinle karigtirarak araglara
aktarmaktadir (Kogtiirk 2011).

Biyoetanol kullanimiin avantajlari ise yerli ve yenilenebilir bir biyoyakit
olmastyla petrol i¢in disa bagimlili§1 azaltmaktadir. Basit fermentasyon teknolojileriyle
iretilebilir ve depolanmasi sirasinda herhangi bir sorun olusturmaz. Fosil yakitlardan
daha az miktarda sera gazi yaymaktadir. Bdylece cevreye zarar vermeden diisiik
maliyetli ulagim saglanabilmektedir.
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2.2, Biyokiitle ve Biyokiitle Enerjisi

Ulkemizde iiretilen enerji kaynaklar1 oransal olarak incelendiginde; komiir % 48,
hidrolik-jeotermal enerji % 34, odun % 10, hayvan ve bitkisel atiklarin % 4 ve petrol,
dogal gaz, jeotermal enerji, glines, riizgar enerjisi gibi diger enerji kaynaklari toplaminin
yaklasik olarak % 4 oraninda pay aldig1 goriilmektedir (Sabanct vd 2013). Bu sonuglar
dikkate alindiginda petrol, dogal gaz gibi 6nemli enerjiler bakimindan disa bagimli bir
iilke oldugumuz agik¢a ortadadir.

Tiirkiye’nin toplam 77.9 milyon hektarlik ylizol¢iimiiniin yaklasik olarak yarisini
(%53) ekim ve hayvancilik faaliyetleri i¢in kullanilmaktadir. Yaklagik olarak 26.6
milyon hektar ekilebilir alan tarla bitkileri (hububat, baklagiller, endiistri bitkileri);
hayvancilik i¢in yem bitkileri, meyve ve sebze, bag ve nadas i¢in kullanilmaktadir
(Redman ve Hemmami 2008). Ulkemiz yenilenebilir enerji kaynaklarinin birgogunun
iretimi i¢in gerekli alt yapiya sahiptir. Matematiksel konum olarak ekvatora
yakinligiyla giines enerjisinden, giinesin yeryliziinii farkli 1sitmasi1 sayesinde riizgar
enerjisinden tarim iilkesi olmasiyla da biyokiitleden ayrica hidrolik ve jeotermal
enerjilerden kolay bir sekilde enerji liretimi yapilabilir. 2009 yilinda yaymlanan Elektrik
Enerjisi Piyasas1 ve Arz Gilivenligi Strateji Belgesi’ne gore 2023 yilinda yenilenebilir
enerjinin toplam tretimdeki paymnin %30’a ¢ikarilmasi hedeflenmektedir (Anonim
2014).

Biyokiitle 100 yillik periyottan daha kisa siirede yenilenebilen, karada ve suda
yetisen bitkiler, hayvan artiklari, besin endiistrisi ve orman tirlinleri ile kentsel atiklari
iceren tim organik maddeler olarak tanimlanmaktadir (Acaroglu 2008). 5346 sayili
Yenilenebilir Enerji Kaynaklarinin Elektrik Enerjisi Uretimi Amagh Kullanimina liskin
Kanun’da ise biyokiitle: ‘organik atiklarin yani sira bitkisel yag atiklari, tarimsal hasat
atiklart dahil olmak iizere, tarim ve orman iiriinlerinden ve bu friinlerin islenmesi

sonucu ortaya ¢ikan yan {lriinlerden elde edilen kaynaklar’ olarak tanimlanmaktadir
(Anonim 2016b).

Biyokiitle enerjisi ise biyokiitleden farkli yollarda elde edilen enerji olarak
bilinmektedir. Genel olarak biyokiitle enerjisi; dogada yaygin olarak mevcut tarimsal
kokenli trtinlerden degisik fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemlerle iiretilen, ticari
ozellige sahip, temel ve belirli o6zellikleri standartlastirilmis olan kati, sivi ve gaz
haldeki bitkisel enerji kaynaklaridir (Sabanci vd 2013). Biyokiitleden fiziksel prosesler
(kurutma, 6gtiitme, pelletleme), biyolojik ve kimyasal prosesler (biyogaz, biyoetanol,
biyodizel) ve termokimyasal prosesler (piroliz, gazlastirma) gibi olduk¢a farkli
uygulamalar ile enerji tiretilmektedir.

Diinya fosil tabanli enerji kaynaklarmin hizla tiikendigi ve tiiketimin de ayni
oranda arttig1 su gilinlerde biyokiitle enerjisinin kullanilmasi zorunlu hale gelmistir.
Fosil yakitlarin yakilmasi ile ortaya c¢ikan CO2, CO, kiikiirt, nitrit oksitler, kursun,
formaldehit, metan gibi gazlar giinesten gelen kizil Otesi 1sinlar1 tutarak kiiresel
isinmaya ve iklim degisikliklerine sebep olmaktadir. Bu gazlarin, 0Ozellikle
karbondioksit gazinin atmosferde artisinin en biiyiik sebebi fosil yakitlar (komiir, petrol
ve dogalgaz) oldugu belirlenmistir (Kaplan vd 2009). Bu durumun farkinda olan ve iilke
enerji planlamasi konusunda hassas olan bir¢ok iilke yenilenebilir enerji kaynaklarina
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biiylik yatirnmlar yapmaktadirlar. Diinya toplam enerji tiikketiminin yaklasik %15°1,
gelismekte olan {ilkelerde ise enerji tiiketiminin yaklasik % 43’ biyokiitleden
saglanmaktadir (Kapluhan 2014).

Biyokiitle enerjisinin en Onemli avantajlarindan biri biyokiitlenin kolayca
yetistirilebilmesi ve giines var oldugu siirece devam etmesidir. Ayrica NO (azot
monoksit) ve SO (kiikiirtdioksit) salimimlarinin ¢ok diisiik olmasi ile de c¢evreyi
olumsuz yonde etkilememektedir. Biyokiitle enerjisi elde edilirken agiga c¢ikan CO:
gazinin yeniden fotosentez yoluyla bitkiler tarafindan kullanilmasiyla da atmosferdeki
CO2 dengesi bozulmamaktadir. Seliilozik biyoetanolun CO2 emisyonu benzinden %85
daha az iken misirdan iretilmis biyoetanolun CO2 emisyonu %30 daha azdir. Bitkilerin
yaydigindan daha fazla karbonu tiikettigi bilindiginden yakit amacli kullanildiginda
negatif emisyonu oldugu kesinlesmistir (Kogtiirk 2011). ETKB 2015-2019 stratejik
planina gore enerjide disa bagimliligin azaltilmasi1 amaciyla, yenilenebilir enerji
kaynaklarinin birincil enerji ve elektrik enerjisi arzi i¢indeki payimin arttirilmasi
planlanmaktadir (ETKB 2015).

2.3. Lignoseliilozik Biyokiitle

Lignoseliiloz, bitki hiicre duvarlarinin iginde seliiloz mikrofibrilleri, lignin,
hemiseliiloz ve pektinden olusan bir yapidir (Yigitogu vd 2012). Diinyada, tarimsal
olarak her yil yaklasik 1.5 x 10 ton lignoseliilozik biyokiitle olusmaktadir (Gupta vd
2009) Lignoseliilozik biyokiitleyi genel olarak orman atiklari, tarimsal atiklar,
endiistriyel atiklar, kentsel kati atiklar, tarimsal isleme atiklari ve atik kagitlar
olusturmaktadir.

Bugday, piring, arpa, misir, yulaf gibi tahillardan ve diger bitkilerden sap,
saman, kavuz, kepek, kabuk, kiispe gibi atiklar ise tarimsal atiklar1 olusmaktadir. Bu
iriinler, biyokiitle atiklarinin toplam yillik iretiminin 6nemli bir kismim
olusturmaktadirlar (Usal 2014). Ulkemizde tarimsal atiklar1 olusturan bugday, arpa,
cavdar, yulaf ve piring saplari, findik kabuklar1 gibi atiklardan yillik toplam 54.4 milyon
ton atik agiga c¢ikmaktadir (Saragoglu 2006). Tarimsal atiklarin su an Tiirkiye’nin
toplam yenilenebilir enerji tiiketiminin %10°nu karsilamasina ragmen, ilgili teknolojiler
kullanildiginda, Tiirkiye’nin toplam enerji tiiketiminin %22-27’sinin karsilanabilecegi
ifade edilmektedir (Kar ve Tekeli 2008). Asagida bu tez ¢alismasinda kullanilacak olan
lignoseliilozik materyallere ait genel bilgiler verilmistir.

Arpa Kavuzu

Arpa (Hordeum vulgare L.) bugdaygillerden taneleri malt ve yem olarak
kullanilan 6nemli bir tahil bitkisidir. Diinyada, tahillar arasinda tiretimde musir, bugday
ve piringten sonra 4. sirada yer alan arpa, Tiirkiye’de ise bugdaydan sonra ikinci
siradadir. Diinya arpa tiretiminde basi ¢eken iilkeler sirasiyla Rusya, Ukrayna, Fransa,
Almanya, Kanada ve Ispanya’dir. Arpa c¢ok eski yillarda bugdaydan &nce insan
beslenmesinde biiyiik bir paya sahip olmakla birlikte giiniimiizde yerini bugday misir
gibi diger tahillara birakmistir.
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2013 yili FAO verilerine gore bugiin diinyada yaklasik 150 milyon ton,
tilkemizde ise 3.6 milyon hektar ekim alani kullanilarak 7.9 milyon ton arpa lretimi
yapilmaktadir (Anonim 2015b). Arpa Tiirkiye’nin tiim bdlgelerinde yetistirilmekle
birlikte Trakya’da arpa tarimi, Tiirkiye ekim alaninin yaklasik %16's1 ( 59.607 ha) kadar
bir alanda yapilmakta ve iiretimin %34'i (626.305 ton) yine bu bdlgeden
kargilanmaktadir (Avci ve Azabagaoglu 2007).

Ulkemizde arpa iiretiminin attk miktar1 1.344 bin ton saman olarak olusmaktadir
(Anonim 2011). Diinyada ekimi yapilan arpanin %65°i hayvan yemi olarak, %33’
maltlik olarak bira ve viski yapimi ile biyodizel iiretiminde, %2’si de insan besini olarak
gida endiistrisinde kullanilmaktadir. Tiirkiye'de ise tiiketimin %90’1 hayvan yemi
olarak, kalan kism1 maltlik olarak gida endiistrisinde kullanilmaktadir (K6ten vd 2013).

Arpa genotipleri yapilarina gore kavuzlu ve kavuzsuz arpa olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Arpa dane yapisinda % 9-13 ham protein ve % 67 karbonhidrat
bulunmaktadir. Danenin ortalama % 10 — 13 kadar ise kavuzdur (Karaduman 1999).
Kavuz, arpanin herhangi bir gidaya islenmesini sinirlayan bir etkendir. Arpa tanesinin
bugday tanesinden farki i¢ kavuz olarak bilinen tabakanin taneye simsiki yapisik
olmasidir. Bu yiizden arpa tanesi kavuzlu tane olarak bilinmektedir (Karaduman 1999).
Kiiltiirii yapilan ticari 5Snemi olan arpa gesitlerinde tane kavuzludur. I¢ kavuz ve kapgik
tanede meyve kabuguna yapisiktir (Anonim 2016c).

Bugday Kepegi

Bugday (Triticum aestivum L.), bugdaygiller familyasindan biitiin diinyada 1slah1
yapilmis tek yillik otsu bir bitkidir. Kabuk taneyi digtan saran koruyucu tabakadir. Bu
kisim distan i¢e dogru ii¢c tabaka halindedir. Bunlarin altinda Aldron tabakasi vardir.
Aloron tabakasi ile kabuk kismi 6giitmede kepek olarak ayrilir. Tanenin %15°ini kepek
kismi1 olugturmaktadir (Ertugay ve Elgiin 1992).

Un ve yem iiretiminde temel besin olarak kullanilan bugday, ekim alani ve
tiretimi bakimindan diinyada ve tilkemizde ilk sirada yer almaktadir (Yagdi 2004). 2013
yil1 FAO verilerine gore iilkemizde yilda 22.050 bin ton bugday tretimi yapilmaktadir
(Anonim 2015a). Bu iretimin 3.514 bin tonu ise saman atig1 olarak ¢ikmaktadir
(Anonim 2010).

Bugday kepeginin lifli yapisi, i¢erdigi B grubu vitaminleri, folik asit, demir ve
¢inko mineralleri agisindan insan beslenmesinde ©Onemi artmaktadir. Giiniimiizde
tilketimi yayginlasan kepekli ekmek ise kepegi ayrilmis bugday ununa ¢ok az miktarda
kepek ilave edilmesiyle yapilmaktadir. Tiirk Gida Kodeksi Ekmek ve Ekmek Cesitleri
Tebligi’ nde yapilan degisiklige gore normal ekmekteki kepek orani en az % 7,02 en
cok % 8,71 olarak belirlenmistir. Bu durum bugday tanesindeki kepegin hala tam olarak
degerlendirilemedigini gostermektedir. Ulkemizde kepegin biiyiik bir kismi hala hayvan
yemi olarak degerlendirilmektedir.
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Yulaf Kavuzu

Yulaf (Avena sativa), bir yillik otsu tahil bitkisidir. Bugday ve arpaya gore
oldukca yeni bir kiiltiir bitkisidir. Tarla kiiltlirii olarak M.S.1. yiizyilda basladig1 kabul
edilmektedir. Daha ¢ok sahil bolgelerde ve dag eteklerinde yetismektedir (Anonim
2016c).

2013 yili FAO verilerine gore yilda 235 bin ton yulaf iiretimi yapilmaktadir ve
iretimin 48 bin tonu atik olarak olusmaktadir (Anonim 2011, Anonim 2015c). Yulaf,
Tiirkiye serin iklim tahillar1 ekim ve iretiminde bugday, arpa ve g¢avdardan sonra
dordiincii, tiretimde bugday ve arpadan sonra tiglincii sirada yer alan bir tirtindiir. Yulaf
danesinin %20-30 kadarini1 kavuz olusturmaktadir (Sar1 2012). Daha ¢ok hayvan yemi
olarak kullanilan yulaf bol miktarda nisasta ile protein, vitamin ve mineraller
icermesinden dolay1 da insan beslenmesinde kullanilmaktadir.

Cavdar Kepegi

Cavdar (Secale cereale), soguga en dayanikli tahildir ve yiiksek yerleri, kumlu
ve gevsek topraklart sever. Genellikle 1-2 metre ylikseklige ulasan ¢avdarin goriiniimii
arpaya ¢ok benzemektedir. Cavdar bugday (Triticeae) kabilesinin bir iiyesidir ve ¢avdar
unu, ¢avdar ekmegi, bira, viski, vodka ve hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. Cavdar
tahilinin yaklagik % 15-20’lik kismu1 gida olarak tiiketilemeyen atik olarak olugsmaktadir
(Bledzki vd 2010). Cavdar ekim alan1 bakimindan Tirkiye tahillar igerisinde bugday,
arpa ve misirdan sonra dordiincii sirada yer almaktadir. Cavdar da yulaf gibi yeni bir

kiiltir bitkisidir ve gen merkezinin Anadolu olduguna bir¢ok arastirmaci hemfikirdir
(Anonim 2016c)

Daha ¢ok ekmeklik un ve hayvan yemi olarak degerlendirilen c¢avdarin
bilesiminde karbonhidrat, protein, potasyum ve B vitamini bulunur. Y1lda 30 milyon ton
dolayinda olan diinya ¢avdar iiretiminin iigte birinden fazlasin1 Rusya saglar. Ulkemizde
ise yilda yaklasik 365 bin ton ¢avdar liretimi yapilmaktadir ve bu liretimin 54 bin tonu
atik olarak olusmaktadir (Anonim 2011, Anonim 2015b).

2.3.1. Lignoseliilozik materyallerin bilesimi

Lignoseliilozik materyaller; hemiseliiloz, seliiloz ve ligninden olusmaktadir (Sekil
2.2). Bu nedenle fermente edilebilir sekerlere doniismesi i¢in kesinlikle bir 6n islem
gereklidir (Gomez-Tovar vd 2012). Ayrica lignoselillozik maddeler kimyasal
yapilarinda igerdikleri aromatik bilesikler ve birgok fonksiyonel grup sayesinde gesitli
kimyasallarin ve firiinlerin {iretimine olanak tanimaktadirlar (Anonim 2011). Genel
olarak bu maddeler %30-60 seliilloz, %10-30 hemiselilloz ve %10-20 ligninden
olugsmaktadir (Brethauer ve Studer 2015, Gupta ve Verma 2015, Haghighi vd 2013).

Kim vd (2008) AK’nin igerigini belirleyen bir ¢alisma gergeklestirmislerdir.
AK’nin %33.6 glukan, % 30.5 ksilan, % 0.6 galaktan, % 6.1 arabinan, % 19.3 lignin ve
%3.6 kiilden olustugunu belirlemislerdir.
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Yapilan bir diger ¢calismada ise AK’nin seker profili tesbit edilmistir. Materyalin
kimyasal bilesimi % 74.9 karbonhidrat, % 10.3 nisasta, % 5.3 protein, % 4.6 kiil ve %
4.2 nem olarak belirlenmistir (Yadav ve Hicks 2015).

Falck vd (2014) yaptiklar1 bir ¢alismada CK’nin kimyasal kompozisyonunu %62
arabinoksilan, %10 lignin, %6 protein, %2 monosakkarit, %4 polimerik glukoz, %4 su,
%10 kiil ve %2 diger bilesenler olarak belirlemislerdir. Karbonhidrat yapisini ise %14
ksiloz, %26 glukoz, %7 arabinoz ve %1 galaktoz olarak tespit etmislerdir.

Oliveira vd (2006) ksilanolitik enzimler tiretmek ic¢in bazi tarimsal atiklarin
karbonhidrat igerigini arastirmislardir. Boylece YK kompozisyonu % 31-38.4
hemiseliiloz, % 27.4-37.3 seliiloz, % 2.3-9.8 lignin, % 1.6-5.8 protein ve % 2.4-9.3 kiil
olarak belirlenmistir.

Seliiloz mikrofibili
Tekli seliiloz zinciri
Seliiloz yapist
OH S
‘ A~ 0 i b
{\/::Jﬁ\ ” \\/\‘\J 5% Hemiseliloz
Ksilan yapist -
:.{. ;,{ "'-':"‘:‘k’
[ ~_~ ‘~.;;5 SANE J\::;\ Py
T 1§ [ Lignin
plumanl  gonifer] sinapil
ol alkol alkol
Lignin monomerleni

Sekil 2.2 Lignoseliiloz bilesimi (Stoutenburg 2013)

Seliiloz

Seliiloz bitki hiicrelerinin temel bilesenini olusturan ve dogada en bol bulunan
karbonhidrat polimeridir. Sekil 2.3’de seliilozun kimyasal yapis1 verilmistir. Binlerce [3-
1,4- glikozidik baglar ile baglanan D- glukoz molekiillerinden olugmaktadir. Seliiloz;
proteinler, lignin, hemiseliiloz ve mineral maddeler ile sikica bagli oldugundan hidrolize
kars1 oldukga direnglidirler (Ibraheem ve Ndimba 2013).

Dogada saf halde bulunmayan seliiloz; ¢esitli nisasta, pektin ve hemiseliiloz gibi
polisakkaritlere bagli olarak bulunur. Seliillozun hidroksil gruplari; kimyasal stabilitesi,
yapisi, sertligi ve ¢ekme mukavemeti olan molekiiller aras1 hidrojen baglarindan olusur
(Belgacem ve Gandini 2008). Bitkilerdeki karbonun yaklagik %40’1 seliilozdan
gelmektedir. Bu bakimdan, seliiloz, yeryiiziinde en fazla bulunan dogal polimerdir ve
ilkel bitkilerden (Algler, yosun, egrelti otu vb.) yiiksek organizasyonlu bitkilere
(odunlar) ve bazi bakterilere kadar ¢ok genis bir yayilis géstermektedir (Sahin vd 2007).
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Sekil 2.3 Seliilozun kimyasal yapis1

Hemiseliiloz

Hemiseliilozlar, ¢esitli pentoz ve heksozlarin polimerleridir ve seliillozdan farkli
olarak, bir amorf yapiya sahip olan ve heterojen polisakaritlerden olusur (Sekil 2.4).
Hemiseliilozlar galaktoz, mannoz, ksiloz, arabinoz ve diger sekerlerle; lironik asitlerin
polimerleri ve heteropolimerlerini igerirler (Kurtulus 2010). Polimerik yapilari, seliiloza
gore olduk¢a acik (amorf) ve diizensiz (dallanma) olmasindan dolayi, diiz zincirler
seklinde diizenlenmis seliiloza gore reaksiyonlara daha duyarhdirlar (Sahin vd 2007).

Seliilozdan sonra dogada en bol bulunan polisakkaritlerdir. Hemiseliilozlar
(yillik ve ¢ok yillik) bitkilerdeki toplam kiitlenin yaklasik % 20-30’unu olusturmaktadir
ve bitki ve ekstraksiyon igleminin tiirline bagh olarak, cesitli seker birimlerinin
heterojen bilesimine sahiptir (Sipponen vd 2014). Ayrica hemiseliilozlar asitlerle
kolayca monomerlerine hidrolize edilebilirler (Balat 2011, Evcan 2012)

HOOC
MeO ©
HO
o OH
A 0 0 0 0 MO\-
0 OH OH
OH
OH,C

OH
Sekil 2.4. Hemiseliilozun kimyasal yapisi
Lignin

Lignin, bitki hiicre duvarinin sekonder bir parcasini teskil eden karmasik ve
aromatik bir makromolekiildiir (Ibraheem ve Ndimba 2013). Ligninin kimyasal yapisi
Sekil 2.5’de gosterilmektedir. Bitki tiirleri arasinda degisen oranlarda monolignol olarak
adlandirllan {i¢ fenolik monomerlerden agirlikli sentezlenen aromatik polimerlerdir
(Sipponen vd 2014). Bu monolignollerin ( p-kumaril, koniferil ve sinapil alkoller)
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fenilpropanlarin (p-hidroksifenil, guaiasil ve syringly polimerizasyonu ve dehidrasyonu
sonucu olusmaktadir (Gupta ve Verma 2015). Bu fenilpropan birimleri gesitli kovalent
baglar ile polisakaritlere baghdirlar (Ilbraheem ve Ndimba 2013, Irmak vd 2013).
Ligninin hiicre ¢eperindeki esas gorevi, yapistirict dzelliginden dolayi, seliiloz liflerini
bir arada tutmak olarak 6zetlenebilir.

Lignin tiretimi de birgok sektorde kullanilmasindan dolay1 oldukg¢a onemlidir.
Insaat sektoriinde lignin ¢ozeltisi seklinde hazirlanip beton katki maddesi olarak ve
evsel ve endiistriyel atik sularin tedavisi i¢in bir sorbent olarak kullanilmaktadir. Ayrica
tugla ve seramik triinler tiretimi, aktif karbon iiretimi, plastik {iretimi, biyobazli ambalaj
filmleri iiretimi ve biyobozunur petrol bazli polyesterlerle kampaund tiretimi gibi birgok
uygulamas1 bulunmaktadir. Fakat, polimerik yapiyr olusturan yapitaslari, fonsiyonel
gruplar ve baglanma sekilleri biiyiik 6lglide aciklanabilmis olmasina ragmen, ligninin
kimyasal formiilii hala tam olarak yazilamamaktadir (Sahin vd 2007).

MeO  OH
HC oM Ohle
e
HOH.C
R S 0——c=C iy
CH H H 2
kg OH =
OH
MeO O
CH ,OH '0
OMe
MeO
OH
MeQ
CHOH
HE——CH CH OH
—s— W COOH O
CH OH

Sekil 2.5. Ligninin kimyasal yapisi

Lignoseliilozik materyallerin biyoteknolojik olarak veya farkli proseslerde
degerlendirmek i¢in kimyasal analizler gergeklestirilmistir. Bir¢ok arastirmaci bu
materyallerin lignoselillozik igerigini ortaya koymuslardir. Literatiir arastirmalari
sonucu elde edilen bazi lignoseliilozik materyallere ait kimyasal bilesim oranlari ¢izelge
2.1°de belirtilmektedir.
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Cizelge 2.1. Baz1 lignoseliilozik materyallerin kimyasal bilesimi (kuru madde %)

nglfosel}.llouk Seliilloz Hemiseliiloz Lignin Referans
Biyokiitle

Cavdar kavuzu 26 16 13 .

Bugday kavuzu 36 18 16 (Bledzki vd 2010)

Pirin¢ kavuzu 37.07 31.15 22.7 (Germec vd 2016)

Arpa samani 33.8 21.9 13.8

Bugday samani 30.2 22.3 17

Cavdar samani 30.9 21.5 22.1 (Haghighi vd 2013)

Yulaf samani 39.4 27.1 17.5

Pirin¢ samani 31.1 22.3 13.3

2.3.2. Lignoseliilozik materyallerin 6n islemi

Lignoseliilozik materyallerin fermentasyon teknolojisinde degerlendirilebilmesi
i¢in Oncelikle materyaller bir 6n-isleme tabi tutulmalidir. Lignoseliilozik materyallerden
katma degeri yliksek {iriin iretimlerinde en Onemli basamak secilen 6n islemin
etkinligidir. Ciinkii lignoseliilozik materyallerden elde edilen fermente edilebir seker
miktar1 6n isleme baglhdir.

On muamele islemindeki temel amag biyokiitlenin gézenekli yapisii artirmak,
bitki hiicre duvari matrisini bozmak, lignin ve selillozu uzaklastirmak, selillozun
kristalitesini azaltmak ve Kristallesmis seliilozun yapisini bozmaktir (Adigiizel 2013;
(Merino-Pérez vd 2015). Lignoseliilozik biyokiitledeki seliiloz ve hemiseliilozlart
fermente edilebilir sekerlere indirgemek icin bircok On-islem metodu vardir. Bu
metotlar fiziksel, fizikokimyasal, kimyasal ve biyolojik On-iglemler olarak
siniflandirilmaktadir. Ayrica gelisen teknolojiyle beraber yontemler de farklilagsmstir.

Secilen oOn-islem karbonhidrat kaybi1 ve/veya bozulmasi, fermentasyonu
onleyecek inhibitor olusumu ve asiri maliyet gibi sorunlar olusturabilir. Bu nedenle
uygun On-islem metodunu belirlemek i¢in biyokiitle orani, sicaklik, siire, katalizor
konsantrasyonu gibi parametrelerin optimize edilmesi gerekmektedir. Lignoseliilozik
biyokiitleden fermente edilebilir seker eldesi i¢in genellikle bir kimyasal 6n-iglem olan
asit ve bazla muamele metotlar1 kullanilir (Melo vd 2016).

Lignoseliilozik materyallerdeki seliiloz molekiillerini ayirmak i¢in seyreltik ve
derisik asit hidroliz yontemleri kullanilabilmektedir. Seyreltik asit hidrolizi
lignoseliilozik materyallerin  6n isleminde kisa reaksiyon siirelerinde yiiksek
sicakliklarda kullanilan ucuz ve etkili bir 6n islemdir. Seyreltik asit hidrolizi basarili bir
metot olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu islemlerde genellikle H2SOg,
HNO3 ve HCI asit gibi kuvvetli inorganik asitler tercih edilmektedir. Yapilan ¢alismalar
sonunda %81°lik fosforik asitin de ideal seliiloz ¢oziiclilerinden oldugu bulunmustur
(Adigiizel 2013).

Seyreltik asit hidrolizi yiiksek sicaklik uygulamalarinda seliilozu iyi bir sekilde

hidrolize edebilmektedir. Seyreltik asit hidrolizi selillozu parcalamak icin etkili bir
islemdir ancak konsantre asitler; toksik, korozif ve tehlikelidirler (Sun ve Cheng 2002).
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Ayrica yiiksek asit konsantrasyonu ve yiiksek sicaklik mikroorganizma gelisimini
engelleyen inhibitor bilesiklerin miktarini artirmaktadir (Harish vd 2015).

Seliilozun asitlerle hidrolize edilmesinde en biiyiik sorun, yogun hidrojen baglar
ile sikisik haldeki kristal bolgelerin asitlere reaksiyonunun, amorf bolgelere ve
hemiseliilozlara gore daha zor olmasi olarak ifade edilmektedir. Bu nedenle, asitlerle
selillozun hidrolize edilmesi, kristallik derecesi ile yakindan ilgili olmaktadir. Bu
yontem ile mannoz i¢in % 89, galaktoz i¢in % 82 ve glukoz ig¢in % 50 verim elde
edildigi kanitlanmistir (Ertas vd 2007). Martin vd. (2007), piring kavuzunu 122°C’de,
%2 HSO4, 1: 10 kati: sivi oraninda ve 20, 40 ve 60 dakika boyunca hidrolizini
gergeklestirmisler ve elde edilen fermente edilebilir seker konsantrasyonlarini ise farkl
stireler i¢in sirasiyla 26, 29 ve 33,5 g/L olarak belirlemislerdir.

Sahin vd (2007) polisakkaritlerin asit hidrolizini su sekilde agiklamaktadir:

“Asitlerin seliillozu parcalamasi (hidrolize etmesi) konsantrasyona bagli olarak
genellikle iki asamada olur. Ik asamada asitler, kolayca ulasabildigi amorf bdlgeleri
parcalarlar ve uzaklagtirir. Amorf bolgesi uzaklasan seliiloz hidroseliiloz olarak
isimlendirilir. Bu nedenle bozulmadan kalan seliilozun kristallik derecesi artmaktadir.
Derisik asitlerin kullanilmas1 ve reaksiyon siiresinin uzatilmasi sonucu seliiloz
monomerik yapi tast olan glukoza doniisebilir. Tipik olarak, odunlarin asitlerle
hidrolizasyona ugratilmasiyla asagida kisaca dzetlenen reaksiyon ile selillozdan %90
saflikta glukoz elde edilebilir (Sekil 2.6). Kuvvetli asitlerle odunlarin hidrolizasyon
isleminde genellikle stilfiirik asit veya hidroklorik asit kullanilmaktadir. Endiistriyel
diizeyde, derisik hidroklorik asitin kullanilmasina bagli olarak gelistirilen Bergius-
Rheinau prosesi ile odunlardan yaklasik %65 verimle seker elde edilebilir. Seyreltik
asitlerle biyokiitlenin hidrolizasyonu, reaksiyonlarin zayif ve basamakli olusmasindan
dolay1r hetorejen ve karmasik durum gosterir. Bu proseste, derisik asitlerle
hidrolizasyondaki gibi, ara {irlin olarak selillozun sismesi olmaz. Fakat seliilozun
parcalanmasiyla, molekiil agirlig1 diisiik bazi ara iiriinler olusur (Oligosakkaritler) ve
bunlarin hizli bir sekilde reaksiyona girmesiyle de basit sekerler olusur. Derisik ve
seyreltik asitlerle polisakkaritlerin hidrolizasyonu (B ve C) 6zet olarak gosterilmistir”.
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Sekil 2.6. Derisik ve seyreltik asitlerle polisakkaritlerin hidrolizasyonu

Martin vd (2007) piring kavuzunu 122°C’de, %2 H2SOa, 1: 10 K:S’de ve 20, 40
ve 60 dk boyunca hidrolizini gergeklestirmisler ve elde edilen FSK’yi ise farkli siireler
icin sirasiyla 26, 29 ve 33.5 g/L olarak belirlemislerdir.

Nigam (2001) karbon kaynagi olarak bugday samani kullandigi bir ¢alismada
lignoseliilozik materyali once hidroliz sonra detoksifiye islemi uygulamistir. Hidroliz
islemini (90°C, 1:20 K:S, 18 h, %1.85 (w/v) H2S04) paslanmaz ¢elik yapiya sahip bir
reaktorde gerceklestirmistir. Vakum altinda konsantre edilen bugday samaninin igerigi
45 g/L ksiloz, 6.40 g/L glukoz, 9 g/L arabinoz, 0.27 g/L furfural ve 6.90 g/L asetik asit
olarak belirlenmistir. Detoksifikasyon yonteminde ise 100°C de 15 dk kaynatilan
hidrolizata Ca(OH)2 ilave edilerek pH 10’a ayarlanmistir. Bu islem sonrasinda elde
edilen hidrolizat kullanilarak Pichia stipitis (NRRL Y-7124) ile fermentasyon sonunda
19.10 g/L etanol elde edilmistir. Bu yontemle etanol miktarin1 sadece nétralize islemi
uygulanan hidrolizatlardan elde edilen etanol miktarina gére 2.4 kat arttirmislardir.

2.3.3. Lignoseliilozik hidrolizatlarin inhibitorleri

Lignoseliillozik materyallerden katma degeri yliksek iiriin tiretebilmek igin
uygulanan 6n-islemler bir takim sorunlar1 da beraberinde getirmektedir. Lignoseliilozik
yapinin bozunmas: sirasinda hidrolizat sadece fermente edilebilir sekerleri icermez, bu
arada genis bir aralikta mikroorganizmay1 inhibe edici toksik bilesikler de olusur (Sekil
2.7). Bu bilesikler fermentatif mikroorganizmalar1 baskilayarak seker kullanimini
diisiirmekte ve boylece iiriin olusumunu da azaltmaktadir.

Asetik asit ve levunilik asit gibi zayif asitler, furan aldehitleri, inorganik iyonlar,
aromatikler ve fenolik bilesikler inhibitor bilesiklerdir (Chandel vd 2007a). Asetik asit,
lignin ayrismasinda hemiselilloz serbest duruma gecerken olusan fermentasyon
inhibitorli olarak bilinmektedir (Brethauer ve Studer 2015). Yapilarina gore inhibitor
bilesikler furan tiirevleri, zayif asitler ve fenolik bilesikler olarak siniflandirilabilir. En
yaygin olarak bilinen furan tlirevleri heksozlarin degradasyonu sirasinda olusan HMF
ve pentozlarin degradasyonu sirasinda olusan furfural olarak bilinmektedir. HMF ve
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furfuralin degradasyonu sonucu ise yine inhibitdr bir bilesik olan formik asit
olusmaktadir. Levunilik asit HMF’nin degradasyonu sonucu olusan inhibitor
bilesiklerden bir digeridir. Zayif asit olan asetik asit ise hemiseliillozun asetil
gruplarindan gelmektedir. Cesitli fenolik bilesiklerin de ligninden kaynaklandigi
diistintilmektedir (Moreno vd 2015, Mussatto ve Roberto 2004). Fenolik bilesiklerin
fermentasyon {izerine 6nemli etkisi vardir ve bu bilesiklerin bazilar1 (ferulik asit, vanilik
asit, hidroksibenzoik asit ve syringaldehit) mikroorganizmalar igin toksiktir (Baral ve
Shah 2014, Zha vd 2012). Ligninden kaynaklanan degradasyon {riinleri az
konsantrasyonlarda bile mikroorganizmalar i¢in furfural ve HMF’den daha toksik bir
etkiye sahiptir (Mussatto ve Roberto 2004).

Inhibitdrlerin tiirii ve konsantrasyonlar: hem kullanilacak olan materyale hem de
secilen On-islem metoduna goére degisiklik gosterebilmektedir (Baral ve Shah 2014,
Jonsson vd 2015, Mussatto ve Roberto 2004). Inhibitér bilesikler, fermentatif
organizmalarin mikrobiyal gelisimini, iiriin olusturmasmi ve de seker kullanimim
etkilemektedir (Zha vd 2012). Ayrica ¢oziinmiis oksijen miktari, ortam pH’s1 gibi
fermentasyon kosullarin1 da etkileyerek fermentasyonun sonlandirilmasina neden
olmaktadirlar (Mussatto ve Roberto 2004). Ancak en 6nemli sorun bu inhibitorlerin
toksisite mekanizmasinin tam olarak anlasilamamis olmasidir.
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Sekil 2.7. Lignoselozik hammaddelerin bilesenleri ve hidroliz sonucunda olusan {iriinler
(Baral ve Shah 2014)
2.3.4. Lignoseliilozik hidrolizatlarin detoksifikasyonu

Detoksifikasyon islemi, lignoseliillozik hidrolizatlardan etanol {iretiminde
uygulanmasi1 gereken Onemli basamaklardan biridir. Detoksifikasyon, lignoseliilozik
materyallerin hidrolizi asamasinda ac¢iga cikan inhibitor bilesiklerin giderilmesinde
ve/veya miktarinin azaltilmasinda rol almaktadir.

Detoksifikasyon metotlarinin fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak birgok farkli
uygulamalart vardir. Biyolojik uygulamalar enzim ve mikroorganizma kullanilan
metotlar1 icermektedir. Kimyasal uygulamalar toksik bilesiklerin ¢okelmesini ve belirli
pH degerleri altinda bazi inhibitdrlerin iyonizasyonunu igermektedir. Iyon degisimi,
adsorpsiyon, overliming (Ca(OH),), aktif komiir uygulamasi, evaporasyon, alkali
uygulamalar1 ve molekiiler eleklerle muamele bunlardan bazilaridir. Ayrica bu
yontemlerin kombine olarak da uygulanabilmesi de ¢esitligi ve etkinligi de arttirmistir.

Aktif komiir uygulamalar1 lignoseliilozik hidrolizatlar i¢in etkili yontemlerden
biridir. Hidrofobik olan aktif komiir furan ve fenolik bilesiklerin inhibitor etkisini daha
etkili bir sekilde 6nlemektedir (Gupta vd 2009). Sicaklik, aktif komiir konsantrasyonu,
pH, islem siiresi gibi parametreler detoksifikasyon metodunun etkinligini
degistirmektedir (Stoutenburg 2013).
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Detoksifikasyon metodunun etkinligi hidrolizata ve fermentasyonda kullanilan
mikroorganizmanin adaptasyonuna baghdir. Bu metodunun dezavantaji ise
lignoselliilozik hidrolizattaki seker miktarini azaltmasidir. Fermentasyonda inhibitor
tolerans1 olan bir mikroorganizma kullanilmas: detoksifikasyon metoduna ihtiyag
duyulmadan fermentasyonun iyi bir sekilde Sonuglanmasini saglayabilmektedir
(Stoutenburg 2013).

Carvalheiro vd (2005) ksilitol tiretmek amaciyla bira yapiminda olusan tahil
atiklarmi  kullanmiglardir. Elde ettikleri hidrolizatlar1 farkli pH noktalarinda iyon
degisimi, aktif komiir uygulamasi ve overliming (Ca(OH). pH 10) yontemleriyle
detoksifiye etmislerdir. En yiiksek ksilitol tretimini aktif komiir detoksifikasyonu
sonucu elde ettikleri hidrolizatla elde etmislerdir. Hidrolizat 1:10 (w/v) aktif komiir
kullanilarak oda sicakliginda pH 5.5 noktasinda ve 1 saat karigtirarak detoksifiye
edilmigtir. Detoksifikasyon sonunda furfural ve HMF konsantrasyonlari sirasiyla %92
ve %68 oraninda azaltmistir. 1.25 g/L olan FMK ise aktif komiir detoksifikasyonu
sonucu 0.5’e distrilmiistiir.

Chandel vd (2007b) seker kamisi kiispesinden Candida shehatae ile etanol
tretimini arastirmislardir. Seker kamis1 kiispesini %2.5 HCI ile hidrolize edip toplam
FSK, furanlar, toplam FMK ve asetik asit konsantrasyonu sirasiyla 30.29 g/L, 1.89 g/L,
2.75 g/L ve 5.45 g¢/L olarak belirlemislerdir. Hidrolizatin aktif karbon ile
detoksifikasyonu sonucunda furanlarda, asetik asit konsantrasyonunda ve toplam
fenolik madde igeriginde sirasiyla %38.7, %46.8 ve %57.5 azalma tespit edilmistir.
Hidrolizatin CaO ile detoksifikasyonu sonucunda ise furanlardaki ve fenolik
maddelerdeki azalmalar sirasiyla %45.8 ve %35.9 olarak tespit edilmistir, ancak asetik
asit konsantrasyonunda herhangi bir azalma belirlenmemistir. Aktif karbon ve kiregleme
yontemleri ile detoksifiye edilmis hidrolizatlarin etanol fermentasyonlar1 sonucunda,
maksimum etanol verimleri sirasiyla 0.42 g/g ve 0.30 g/g olarak tespit edilmistir.

2.4, Etanol Fermentasyonu

Alkol fermantasyonu olarak da adlandirilan etanol fermantasyonu, basta glukoz
olmak tizere degisik karbonhidratlardan mikroorganizmalarin enerji liretmek amaciyla
cesitli metabolik adimlardan gegerek iiriin olarak etanol ve karbondioksit olusturduklari
biyolojik bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Yigitogu vd 2012). Mikroorganizmalar ile
sekerlerin fermentasyonunda en yaygin olusan iiriin etanoldiir.

2.4.1. Etanol Ureten Mikroorganizmalar

Etanol iiretiminde en ¢ok kullanilan mikroorganizmalar mayalardir ve bunlarin
basinda Saccharomyces cerevisiae tiirii mayalar gelmektedir. Mucor, Rhizopus ve
Aspergillus cinslerine ait kiif mantari tiirlerinin de etanol fermantasyonu yapabildikleri,
amacibunlarin endiistriyel etanol iiretimi i¢in uygun olmadiklari, ayrica etanol tiretimleri
lizerinde fazla ¢aligma yapilmadig: bildirilmistir (Anonim 2014b).

Etanol fermantasyonu icin incelenen mikroorganizmalar arasinda S. cerevisiae

ve Zymomonas mobilis glukozu etanole hizli ve verimli bir sekilde dondstiiriir. Ancak
bu mikroorganizmalar pentozlari etanole fermente edebilme yetenegine sahip degildirler
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(Balat 2011, Chen ve Fu 2016, Mohagheghi vd 2002). Pichia stipitis, Candida shehatae
ve Pachysolan tannophilus hem heksozlar1 hem de pentozlari oldukg¢a kisa bir siirede
fermente edebilen mayalardir (Chandel vd 2007a). Ozellikle ksilozu fermente edebilme

yeteneginde olan Pichia stipitis, son zamanlarda etanol iiretmek amaciyla
kullanilmaktadir (Gupta ve Verma 2015).

Etanol fermentasyonunda yakin gelecekte ¢ok daha fazla 6neme sahip olacagi
diistintilen etanolojenik bakteriler ise Escherichia coli, Klebsiella oxytoca ve
Zymomonas mobilis tiirleridir (Copiir vd 2011). Mohagheghi vd (2002) yaptiklar1 bir
caligmada Z. mobilis bakteri tiirlerinin glukoz igeren lignoseliilozik biyokiitleden hizli
ve etkin bir sekilde biyoetanol iiretme kapasitesine sahip oldugunu tespit ederek
mayalara gore %5 daha yiiksek verim ve bes katindan daha fazla hacimsel verimlilik
elde etmislerdir. Z. mobilis ile glukoz fermentasyonunda %97’den fazla biyoetanol
verimi elde etmislerdir.

Etanol fermantasyonunda kullanilan diger mikroorganizmalar biitiin metabolik
sekerleri fermente edebilecek rekombinant mayalardir. Rekombinant maya iiretiminde
iki yaklasim s6z konusudur. Birincisi; mayalardaki dogal etanol iireten genleri modifiye
ederek pentozlar1 metabolik olarak déniistiirmektir. Ikinci yaklasim ise hem pentozlari
hem de heksozlar1 kullanabilen suslar elde edip etanol verimliligini arttirmaktir
(Chandel vd 2007a).

Thermoanaerobacter  ethanolicus,  Clostridium  thermohydrosulfuricum
Thermoanaerobacter mathranii, Thermoanaerobium brockii gibi termofilik anaerobik
bakterilerde biyoetanol iireticileri olarak incelenen diger mikroorganizmalardir.
Mayalara gore ucuz hammaddeleri daha kolay bir sekilde kullanmakta ve yiiksek
sicakliklara dayanabilmektedirler (Balat 2011).

2.4.2. Fermentasyonda kullanilan maya: P. stipitis

Mayalar ¢ok hiicreli kiiflerin aksine tek hiicreli olarak bulunan 6karyotik yapili
mantarlardir. Bakterilerden daha biiyiikk (5-8 um), oval, uzun, eliptik veya yuvarlak
hiicre sekilleri ile ayrilirlar (Webster ve Weber 2007).

P. stipitis, yeni adlandirma ile Scheffersomyces stipitis, mantarlar aleminin
Saccharomycetaceae familyasina ait bir mayadir. Hiicre ¢aplari 3-5 um arasinda
degismektedir. P. stipitis ilk olarak odunsu yapilarla endosimbiyoz iligki kuran Passalid
boceklerinin larvalarindan izole edilmistir (Jeffries ve Van Vleet 2009).

P. stipitis’in genom yapisi glikoliz, trikarboksi asit dongiisii ve oksidatif pentoz
fosfat yolu igin gerekli olan biitiin genleri icermektedir (Anonim 2016d). Ksilozu
fermente edebilme yeteneginde olan P. stipitis, lignoseliilozik materyallerin etanol
fermentasyonunda degerlendirilmesinde biiyiikk rol oynamaktadir. Lignoseliilozik
materyallerden etanol iretimlerinde P.stipitis suslarmin tercih edilmesinin bir diger
nedeni de lignoseliilozik yapinin hidrolizi sirasinda agiga ¢ikan furfural ve HMF’ye
kars1 tolerans gostermesidir (Liu vd 2005). Ksilozu hizli bir sekilde fermente
edebilmesinden dolay1 da endiistriyel etanol iretimlerinde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir.
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Isci vd (2008) yaptiklar1 bir ¢alismada dalli dar1 hidrolizatin1 sulu amonyum
kullanarak elde etmislerdir. Es zamanli sakkarifikasyon ve fermentasyon yontemi ile
S.cerevisia kullanarak 22.16 g¢/L etanol elde etmislerdir. Farkli amonyum
konsantrasyonu ve siirede elde ettikleri hidrolizatlardan en yiiksek etanol
konsantrasyonunu 10 ml/g amonyum, %6 seliilloz enzimi kullanarak 10 giin sonunda
belirlemislerdir.

Gupta vd (2009) mesquite (kiiglik agaglarin birkag tiirii i¢in ortak adi) talaslarina
seyreltik asit ve enzim hidrolizi uygulamiglar ve sonrasinda Ca(OH). ile
detoksifikasyon, NaSOs, NaSOs ve NaClO; karisimlariyla ise delignifikasyon
yapmisglardir. Glukoz konsantrasyonunun 18.24 g/L oldugu bir fermentor ortaminda P.
stipitis-NCIM 3498 ile 7.13g/L, glukoz konsantrasyonun 37.47 g/L oldugu bir ortamda
da Saccharomyces cerevisiae ile 18.52 g/L etanol tiretmislerdir.

Fonseca vd (2013) piring samanindan P. Stipitis mayasi ile etanol {iretimi {izerine
bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. Materyalin hidroliz iglemini 120 °C sicaklik, 1:10 K:S,
%l ve %2 HSOs ve 90 dk hidroliz kosullarinda otoklav kullanarak
gerceklestirmislerdir. Bu kosullarda toplam 18.9 g/L seker elde etmislerdir. Daha sonra
elde ettikleri hidrolizatlar1 NaOH ile detoksifiye etmislerdir. Hidrolizatlarda baslangigta
yaklastk 1 g/l olan furan miktarin1 detoksifikasyon sonrasinda 0.5’in altina
diisiirmiislerdir. Detoksifiye edilmemis hidrolizatlara oranla %33 daha fazla etanol
verimi elde etmislerdir.

Turhan vd (2015) bugday samani hidrolizatlarinin microfluidizer ile 6n isleminin
optimizasyonunu ¢alismislar ve hidrolizatlardan etanol tiretimleri ger¢eklestirmislerdir.
Optimum kosulu %1 enzim kullanarak 1500 bar basing, 15 FPU/g bugday samani
olarak belirlemislerdir. Bu kosullarda %82 glukoz, %94 ksiloz ve %65 etanol verimleri
elde etmislerdir.

Barisik vd (2016) tarafindan yapilan bir c¢aligmada bugday samani
hidrolizatindan S.cerevisia ATCC 20618 ile etanol tiretimi gergeklestirilmistir. Bugday
Ssamaninin On islemini farkli organik asitlerlerle gerceklestirmisler ve On islem
parametrelerini (sicaklik, asit konsantrasyonu ve siire) RSM kullanarak optimize
etmislerdir. Gergeklestirilen fermentasyonlar sonucunda maleik asit kullanilarak elde
edilen hirolizattan %80, oksalik asit %79 ve siiksinik asit ile %59 etanol verimi elde
etmislerdir.

Bu c¢aligmada lignoseliilozik igerige sahip tarimsal atiklardan alternatif bir enerji
kaynag1 olan biyoetanol iretilmistir. AK, BK, CK ve YK’nin seyreltik siilfiirik asit
hidroliz kosullar1 OFAT ve RSM yardimiyla optimize edilip, daha sonra elde edilen
hidrolizatlara aktif komiir ile detoksifikasyon islemi uygulanmistir. Detoksifikasyon
islem parametreleri de RSM yardimiyla optimize edilmistir. Daha sonra detoksifiye
edilmemis/edilmis hidrolizatlardan etanol fermentasyonlari gergeklestirilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Etanol iiretiminde kullamlan tarimsal kaynaklar

Calisma siiresince kullanilan materyallar 2015 yilinda hasat edilen AK, CK ve
YK Konya’da bulunan Saglik Tarim Uriinleri ve Gida San. Ltd. Sti tarafindan BK ise
Corum ilinin Osmancik ilgesindeki bir yerel iireticiden temin edilmistir. Materyaller
analiz anina kadar +4°C*de depolanmistir. Arpa ve yulaf kavuzlart BOSCH MKM6000
kahve 6giitme makinasi kullanilarak giitiilmiistiir. Elde edilen materyallerin homojen
olmasini saglamak i¢in Ogiitme islemi belirli bir siire igerisinde gerceklestirilmistir.
Bugday ve cavdar kepegi ise dogrudan kullanilmistir.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan materyaller
3.1.2. Mikroorganizmalar ve besiyerleri

Etanol tiretmek amaciyla kullanilan mayalar, Pichia stipitis; ATCC 58784 ve
ATCC 58785°tir. Suslar Dog. Dr. Ashi ISCI YAKAN’dan (Ankara Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi) temin edilmistir.

Cizelge 3.1. Suslar icin gerekli besiyeri bilesimi

Miktar (g/L)

Medya I¢erigi Pichia stipitis ATCC 58784  Pichia stipitis ATCC 58785
Glukoz 10 20

Maya Ekstrakti 3 10

Malt Ekstrakti 3 -

Pepton 5 20
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Suslar igin gerekli besiyeri bilesimi Cizelge 3.1°de belirtilmistir. Pichia stipitis
(ATCC 58784), 10 g/L glukoz, 3 g/L maya ekstrakti, 3 g/ malt ekstrakti ve 5 g/L
pepton iceren besiyerinde (YM) 48 saat boyunca 30°C’de gelistirilmistir. Besiyerinin
pH’1, 4 N NaOH ve 4 N HCI kullanilarak 6.2’ye ayarlanmistir. Pichia stipitis (ATCC
58785) ise 20 g/L glukoz, 10 g/l maya ekstrakti ve 20 g/L pepton igeren besiyerinde
(YPD) 48 saat boyunca 30°C’de gelistirilmistir. YPD’nin pH’s1 ise 4 N NaOH ve 4 N
HCI kullanilarak 5.6’ya ayarlanmistir. On kiiltiir igin ise; Pichia stipitis suslar1 100 ml
YM ve YPD igeren 250 ml’lik flasklarda 24 saat boyunca 30°C ve 150 devir/dk da
gelistirilmistir (Lee vd 2011, Zhu vd 2011).

Kiiltiirler, +4°C’de depolanmis ve canlili@i korumak amaciyla her ay
yenilenmistir. Uzun siireli muhafaza igin stok kiiltiirler, %20’lik gliserol igerisinde -
80°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.3. Arastirmanin deneme deseni

e AK, BK, CK ve YK’nin hemiseliiloz, selilloz ve lignin igeriginin
belirlenmesi

e OFAT kullanilarak maksimum ve minimum hidroliz kosullarinin
belirlenmesi

e OFAT’tan elde edilen verilerle RSM kullanilarak optimum seyreltik
stilfiirik asit hidroliz kosullarinin belirlenmesi

e Optimum kosullarda elde edilen hidrolizatlarin RSM ile aktif komiir
detoksifikayon sartlarinin optimize edilmesi

e Ksiloz ve glukoz gibi saf karbon kaynaklarindan (kontrol 6rnekleri) ve
optimum  kosullar  kullanilarak  detoksifiye  edilen/edilmeyen
hidrolizatlardan Pichia stipitis ATCC 58784 ve ATCC 58785 suslar
kullanilarak etanol tiretimi

e Optimum  kosullar  kullanilarak  detoksifiye  edilmis/edilmemis
hidrolizatlarin indirgen seker (glukoz, ksiloz, mannoz vd.) ve inhibitor
(HMF, furfural, asetik asit vd.) konsantrasyonlarinin belirlenmesi

3.2. Metot
3.2.1. Materyallerin bilesen ve nem analizleri

Lignoseliilozik materyallerin seliiloz, hemiseliiloz, lignin ve ekstraktif madde
bilesen analizi Li vd (2004) gore gerceklestirilmistir. Materyallerin nem igerigi ise
Sluiter vd (2008)’e gore gerceklestirilmistir.

Ekstraktif analizi

5.00 g biyokiitle atig1 80°C geri sogutucu altinda benzen/etanol (2:1) karisimu ile
3 saat siire ile karigtirllmistir. Kalint1 bir siire oda sicakliginda kurutulduktan sonra 105-
110 °C’de tutulan etiivde sabit tartima kadar kurutulmustur. Daha sonra oda sicakligina
gelene kadar desikatorde sogutulduktan sonraki tartim alinarak ekstrakte edilen madde
miktar1 hesaplanmigtir. Ekstrakte edilen madde miktar1 asagidaki esitlik ile
hesaplanmuistir:
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GO_Gl

W, (wt. %) = X 100 (3.1)

Burada;

W = Ekstrakte edilen madde miktari

Go = Baslangi¢ deney numunesi, g

G1 = Ekstraksiyon isleminden sonra kalan kalintidir, g.

o

Hemiseliiloz analizi

Ekstraksiyon sonucunda kalan kalint1 balona konmus ve {istiine 150 ml NaOH
cozeltisi (20 g/L) ilave edilmistir. Karisim geri sogutucu altinda 3.5 saat boyunca
kanistirnllmistir. Atik siiziildiikten sonra su ile yikanarak nétrlestirilmistir. Sabit tartima
gelene kadar etiivde kurutulmus, daha sonra oda sicakligina kadar desikatdrde sogutulup
tartilmistir. Hemiseliiloz miktar1 agagidaki esitlik ile hesaplanmistir:

GI_GZ

W, (wt. %) = x 100 (3.2)

Burada;

W: = Hemiseliiloz miktar1

Go = Baslangi¢ deney numunesi, g

G1 = Ekstraksiyon isleminden sonra kalan kalint1, g
G2 = Sabit tartimdan sonra kalan kalintidir, g.

(o]

Lignin analizi

Ekstraksiyon analizi sonucunda kalan kalintidan 1.00 g alinarak bir balona
alinmig ve sabit tartima kadar kurutulmustur. Daha sonra 6rnek desikatdrde sogutularak
tartilacaktir. Ornek iizerine daha sonra yavasca %72’lik 30 ml H,SO4 ¢ozeltisi eklenmis
ve bu karisim 8-15 °C sicaklikta 24 saat siire ile bekletilmistir. Daha sonra 300 ml saf su
ilave edilip geri sogutucu altinda 1 saat kaynatilmistir. Karisim soguduktan sonra pH
metre ile kontrol edilerek, siilfat iyonu kalmayincaya kadar yikanmistir. Daha sonra
kalint1 etlivde sabit tartima gelene kadar kurutulduktan sonra desikatorde sogutulmus ve
tartilmistir. Lignin miktar1 agagidaki esitlik ile hesaplanmistir:

G, X (1—-W
W, (wt. %) = — (G Y 5 100 (3.3)
3

Burada;

W3 = Lignin miktar1

W, = Ekstrakte edilen madde miktari

Gs = Ekstraksiyon analizi sonucunda kalan kalint1(1.00), g

G4 = lignin analizi sonucu sabit tartimdan sonra kalan kalintidir, g.

Seliiloz analizi
Seliiloz miktar1 asagidaki esitlik ile hesaplanmuistir:
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Burada;

W4 = % Seliiloz miktari

W1 = % Ekstrakte edilen madde miktar1
W: = % Hemiseliiloz miktar1

W3 = % Lignin miktar

Nem Analizi

Kurutma kabt 105°C’ye ayarlanmis etlivde sabit tarttima gelene kadar
kurutulmustur. Desikatére alinan kurutma kabi oda sicakligina geldikten sonra darasi
alinir ve kaba 5.00 g ornek tartilir (Mo). 105°C’de sabit tartima gelene kadar etiivde
kurutma islemi tamamlanir. Daha sonra desikatore almman o6rnek oda sicakligina
geldikten sonra tekrar tartilir (M31). Materyallerin nem igerigi denklem 3.5’¢ gore
hesaplanmustir.

My — M,

o

3.2.2. Lignoseliilozik materyallerin hidroliz kosullarinin OFAT ile
optimizasyonu

Lignoseliilozik AK, BK, CK ve YK materyallerinin seyreltik siilfiirik asit ile
hidroliz kosullarinin optimizasyonu i¢in Oncelikle OFAT kullanilmistir. OFAT igin
hidroliz parametreleri sicaklik (110-130°C), kati: sivi orani (1:8-1:16 w/v), seyreltik
stilfiirik asit oram1 (%1-5, v/v) ve siire (30-90 dk) olarak belirlenmistir. Hidroliz
kosullart maksimum seker konsantrasyonu, maksimum ekstrakt verimi ve minumum
fenolik madde konsantrasyonu olacak sekilde Design Expert V.7 kullanilarak
tasarlanmistir.

Cizelge 3.2°de AK, BK, CK ve YK materyallerinden fermente edilebilir
sekerlerin elde edilmesi i¢in belirtilen parametrelere gére OFAT tarafindan belirlenen
kosullar verilmistir. Hidroliz denemelerinde arpa ve yulaf kavuzlar1 BOSCH MKM6000
kahve ogiitme makinasi yardimiyla partikiil biiyiikligii yaklagik 2 mm olacak sekilde
ogiitilmistir. Bugday ve cavdar kepegi ise herhangi bir islem uygulanmadan dogrudan
hidroliz edilmistir. Hidroliz isleminde materyaller 5 g olarak erlenmayerlere tartilmistir.
v/v olarak hazirlanan seyreltik siilfiirik asit konsantrasyonlari w/v oranmna gore
materyallere ilave edilmistir. Hidroliz islemi otoklav ortaminda belirlenen kosullarda
gergeklestirilmistir. Elde edilen biitiin hidrolizatlar Oncelikle kaba filtre kagidi
yardimiyla filtrelenmistir. Daha sonra ise hidrolizatlar 20°C, 4000 rpm de ve 20 dakika
boyunca santrifiij edilmis (Thermo VWR Mega Star 3.0R, Am Kalkberg, Germany) ve
ornek tizerindeki berrak kisim, analiz i¢in alinmistir. Verilen deneme desenine gore bu
hidroliz kosullarinin tamami gerceklestirilmis, hidrolizatlarin toplam indirgen seker
miktarlar belirlenmis ve sonuglarin varyans ve regresyon analizleri yapilmistir.
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Cizelge 3.2. OFAT metodu hidroliz parametreleri deneme deseni

Uygulama Sicaklik (°C) K:S (w/v) AO (%, VIV) Siire (dk)
110
110
115
120 1/8 1 30
Adim-1 120 (Sabit) (Sabit) (Sabit)
125
130
130
1:8
1:8
1:10
A 1:12 1 30
Adim-2 (Sabit) 1:12 (Sabit) (Sabit)
1:14
1:16
1:16
1
1
2
A B 3 30
Adim-3 (Sabit) (Sabit) 3 (Sabit)
4
5
5
30
30
45
A B C 60
Adim-4 (Sabit) (Sabit) (Sabit) 60
75
90
90

Ekstrakt verimi

Hidroliz islemi sonucu elde edilen ekstrakt miktar1 mezur yardimi ile Olgiilmiistiir.
Ekstrakt verimi asagidaki esitlikle hesaplanmustir.

14
EV (%) = - % 100 (3.6)

o

Burada;

EV = Ekstrakt verimi

V = Hidroliz sonucu elde edilen ekstrakt miktari, ml
Vo =K:S’ye gore belirlenmis asit ¢ozelti miktari, ml

3.2.3. Lignoseliilozik materyallerin  hidroliz kosullarmmn RSM ile
optimizasyonu

Ham materyallerin hidroliz kosullarinin RSM ile optimizasyonu i¢in OFAT ile
elde edilen sonuglarin 15181nda seyreltik siilfiirik asit hidroliz parametrelerinin minimum
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ve maksimum noktalar1 tespit edilmistir. Bu noktalara gére RSM’de deneme deseni
olusturulmus ve bu deneme desenine gore calismada kullanilacak lignoseliilozik
materyallerin  seyreltik asit hidrolizleri 3.2.2’den elde edilen verilere gore
gerceklestirilmistir.

OFAT’m sonucunda elde edilen varyans ve regresyon sonuglarina gore AK
hidrolizatlar1 i¢in siire ve YK hidrolizatlar1 i¢in asit konsantrasyonu parametrelerinin
onemsiz (P>0.01) c¢cikmasindan dolaytr OFAT ile belirlenen degerler optimum nokta
olarak belirlenmistir. Hidroliz islemi sonucu elde edilen hidrolizatlara ait resim Sekil
3.2’de gosterilmistir. Tiim denemeler gerceklestirildikten sonra optimum kosullar,
tahmin edilen ve gergeklesen degerlere gore Design Expert V.7 istatistik programi
kullanilarak dogrulanmistir.

AR )

Sekil 3.2. Optimum kosullarda elde edilmis hidrolizatlar
3.2.4. Lignoseliilozik hidrolizatlarin detoksifikasyonu

RSM ile belirlenen optimum hidroliz kosullar1 kullanilarak elde edilen
hidrolizatlar (100 ml) detoksifikasyon igin aktif komiir ile muamele edilmistir.
Detoksifikasyon igsleminde; aktif komiir konsantrasyonu, sicaklik ve siire parametreleri
RSM kullanilarak optimize edilmistir. Minimum fenolik madde ve maksimum
indirgen seker miktarlar1 metotta cevap olarak kullanilmistir. RSM icin belirlenen
minimum ve maksimum noktalar Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. RSM Aktif komiir detoksifikasyon parametreleri

Degisken Minimum Maksimum
Sicaklik (°C) 25 35
Aktif komiir oran1 (%) 1 3
Stire (dk) 30 40

Detoksifikasyon islemi sonunda hidrolizatlardaki aktif komiir santrifiij (4000
rpm, 20 dk, 20°C) yardimiyla uzaklastirilmistir. Daha sonra ise berrak kisim kaba filtre
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kagidi yardimiyla filtrelenmistir. Cizelge 3.4’de aktif komiir detoksifikasyon
optimizasyonu i¢in RSM tarafindan belirlenen deneme kosullart verilmistir.
Hidrolizatlarin aktif komiir detoksifikasyonuna ait 6rnek resimler Sekil 3.3’de
gosterilmistir.

Cizelge 3.4. RSM aktif komiir detoksifikasyon kosullari

Aktif Komiir Konsantrasyonu (% w/v)  Sicaklik (°C) Siire (dK)
3 30 25
3 40 30
2 30 30
2 40 25
1 30 35
2 40 35
2 20 25
2 30 30
1 20 30
2 20 35
2 30 30
1 40 30
1 30 25
3 30 35
3 20 30
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Sekil 3.3. Hidrolizatlarin aktif komiir detoksifikasyonuna ait resimler
3.2.5. Etanol fermentasyonu

Etanol fermentasyonlari, optimum hidroliz kosullarinda iiretilen detoksifiye
edilmemis/edilmis hidrolizatlar1 ve YM ve YPD besiyerlerinin 100 ml’sini igceren 250
ml’lik flasklar ile bir calkalamali inkiibatorde (CERTOMAT® IS, Goettingen,
Germany) gerceklestirilmistir. Detoksifiye edilmemis ve edilmis hidrolizatlar, glukoz ve
ksilozun yerine karbon kaynagi olarak kullanilmig, ayrica besiyerine diger besiyeri
bilesenleri de ilave edilmistir. Kontrol fermentasyonlarinda ise karbon kaynagi olarak
glukoz ve ksiloz kullanilmistir. Fermentasyon i¢in, sicaklik 30°C, karistirma hizi 150
rpm ve inokiilasyon orami %3 olarak belirlenmistir. Fermentasyon ortaminin pH’1,
Pichia stipitis ATCC 58784 ve ATCC 58785 suslari i¢in sterilizasyondan 6nce sirasiyla
6.2 ve 5.6’ya ayarlanmistir ve besiyeri 121°C’de 20 dakika steril edilmistir. Etanol,
seker ve biyokiitle analizleri i¢in baslangig, sifir zaman1 ve 2, 4, 8, 12, 24, 30, 36, 48,
54, 60, 72, 84 ve 90. saat ornekleri alinmistir. Ornekler analiz anma kadar +4°C’de
saklanmigtir. Her fermentasyon mikroorganizmalarin 6liim fazina gegme siiresine bagl
olarak sonlandirilmistir. Calismadaki fermentasyonlara ait resim Sekil 3.4’de
gosterilmistir.

Sekil 3.4. Detoksifiye edilmemis/edilmis hidrolizatlarin fermentasyonu
Kinetik parametrelerin belirlenmesi

Calkalamal1 inkiibatorden alinan 6rneklerde seker, biyokiitle miktar1 ve etanol analizleri
yapildiktan sonra elde edilen veriler dogrultusunda;

e Secker tiiketimi (S, g/L) = S¢- S

e Etanol iiretimi (P, g/L) = Ps- P;

o Etanol verimi (Ypss, %) = (P/S) x 100

e Biyokiitle verimi (Yxss, %) = (X/S) x 100
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e Biyokiitle basina iiriin verimi (Ypsx, g/g) = P/X

e Maksimum tiiketim hiz1 (Qs, g/L/h) = (-ds/dt)max

e Maksimum tiretim hiz1 (Qp, g/L/h) = (dp/dt)max

e Maksimum gelisim hiz1 (Qx, g/L/h) = (dx/dt)max

e Canli hiicrelerin iki katina ¢ikma siiresi (tq, h) = /n2/u
e Seker kullanim oran1  (SUY, %) = S/(Sm) x 100

e Teorik etanol verimi (TY, %) = (Ypis/51.1) x 100
gibi kinetik parametreler hesaplanmistir (Michael ve Fikret 2002).

3.2.6. Analiz yontemleri

3.2.6.1. Toplam indirgen seker

Detoksifikasyon oncesi/sonrasi hidrolizat 6rneklerindeki ve fermentasyondan
alman tim orneklerdeki seker miktar1 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) metodu ile
belirlenmistir (Miller 1959). Kalint1 seker analizinde, 0.1 ml 6rnek tizerine 3.9 ml saf su
eklenmis ve 0.08 ml 12M HCI eklenerek karistirildiktan sonra 90°C’lik su banyosunda 5
dakika bekletilmis ve hidroliz edilmistir. Bu noktada tiip i¢erisindeki 6rneklerin hidroliz
sicakliginda olmasina dikkat edilmistir. Bu amagla igerisinde saf su bulunan bos bir tiip
ve termometre kullanilarak tiip ici sicakligin 90°C’ye kadar gelmesi beklenmis ve 5
dakikalik siire baslatilmistir. Daha sonra hidrolizat lizerine 0.2 ml SN KOH eklenerek
karistirildiktan sonra yeni bir tiipe 3 ml aktarilmis ve {izerine 3 ml DNSA soliisyonu
eklenmistir. Bu asamada 3 ml saf su lizerine 3 ml DNSA eklenerek kor olarak
kullanilmak {izere hazirlanmistir. Soliisyon karistirildiktan sonra  90°C’lik  su
banyosunda 15 dakika bekletilip {lizerine renk stabilizasyonunu saglamak i¢in 1 ml
%40°1ik potasyum sodyum tartarat eklenerek sogutulmus ve 575 nm dalga boyunda
okutularak standart glukoz ve ksiloz ¢ozeltisileri ile hazirlanmis kurveden toplam seker
miktart hesaplanmigtir (Ek 1).

3.2.6.2. Seker profili

Hidrolizat 6rneklerinin seker profil (glukoz, ksiloz, maltoz, mannoz, arabinoz,
galaktoz) analizi HPLC (ThermoScientific™, Waltham, Massachusetts, ABD) ile
yapilmistir. Asidik formda olan hidrolizat 6rnekleri 6nce Na-Asetat tamponu (pH=7) ile
tamponlanarak 10 kat seyreltilmistir. Orneklerden 1.5 ml almarak 10000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra berrak kisimdan alinan 6rnek 0.22 pm membran
filtre (Macharey-Nagel, Diiren, Almanya) ile filtrelenmis ve viallere alinan 6rnekler
analiz anina kadar -18°C’de saklanmustir.

Kromotografi kosullart
e Kolon: Transgenomic COREGel 87P column (300x7.8 mm?) (guard
kolon ile kombine)

e Kolon sicakligr: 70°C
e Mobil faz: ultra saf su
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e Hareketli faz akisi: 0.6 ml/dk
e Dedektor: Refraktif indeks
e Enjeksiyon: 20 uL

3.2.6.3. Fenolik bilesikler

Fenolik bilesiklerin analizi, Folin-Ciocalteu metoduna gore gergeklestirilmistir
(Orthofer & Lamuela-Raventos,1999). Analiz yapilacak olan tiiplere uygun seyreltmeler
yapildiktan sonra 0.5 ml &rnek alinir. Uzerine 2.5 mL Folin-Cocalteu ¢ozeltisi ilave
edilir. Bu sirada Folin-Cocalteu ¢6zelti ilavesi 0.5-2 dakikayr gegmemelidir. Daha sonra
tiipe 2 mL % 7.5’1ik NapCOs ¢ozeltisi de ilave edilerek tiipler vortekslenir. 50 °C’lik su
banyosunda 5 dk ve karanlik bir bélmede 10 dk bekletildikten sonra UV
spektrofotometrede 760 nm’de okuma yapilir. Kor deiyonize su ile hazirlanir.
Absorbans degerinin 0.4-0.6 arasinda olmasi istenir. Bunun ig¢in uygun oranlarda
seyreltme yapilir.

3.2.6.4. Furfural ve HMF

Hidrolizat 6rneklerinin furfural ve HMF igerigi HPLC ile (ThermoScientific™,
Waltham, Massachusetts, ABD) yardimiyla belirlenmistir. Analizden 6nce hidrolizat
ornekleri Na-Asetat tamponu (pH=7) ile tamponlanarak 200 kat seyreltilmistir.
Orneklerden 1.5 ml almarak 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra
berrak kisimdan aliman 6rnek 0.45 um membran filtre (Macharey-Nagel, Diiren,
Almanya) ile filtrelenmis ve viallere aaktarilan ornekler analiz anina kadar -18°C’de
saklanmustir.

Kromotografi kosullar

Kolon: ODS-2 HYPERSIL (250x4.6 mm?)
Kolon sicakligi: 50°C

Mobil faz: 60/40 ACN/H20

Hareketli faz akisi: 0.4 ml/dk

Dedektor: UV

Enjeksiyon: 20 uL

3.2.6.5. Organik asitler

Hidrolizatlarin organik asit profili (asetik asit, formik asit) HPLC sistemi
(ThermoScientific™, Waltham, Massachusetts, ABD) ile belirlenmistir. Analizden dnce
hidrolizat 6rnekleri potasyum buffer (pH 7) ile 100 kat seyreltilmistir. Orneklerden 1.5
ml almarak 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra berrak kisimdan
alinan Ornek 0.45 pum membran filtre (Macharey-Nagel, Diiren, Almanya) ile
filtrelenmis ve viallere aaktarilan 6rnekler analiz anina kadar -18°C’de saklanmustir.

Kromotografi kosullart
e Kaolon: Transgenomic ICSep ICE-ORH-801 (guard kolon ile kombine)

e Kolon sicakligi: 65°C
e Mobil faz: 0.0025 N H2SO4
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e Hareketli faz akisi: 0.6 ml/dk
e Dedektor: Refraktif indeks
e Enjeksiyon: 20 uL

3.2.6.6. Etanol analizi

Fermentasyon ortamindan alinan 6rneklerde etanol miktarlarn belirlenmistir. Bu
amacla YSI 2700 Select Biocehmistry Analyzer (Yellow Springs, Ohio, USA)
kullanilmistir. Bu sistemin ana prensibi, 6rnek alindiginda cihazdaki (analiz edilecek
Oornege uygun secilen) enzim, ornekle reaksiyona girerek elektrokimyasal probun
platinyum anodunu okside eder. Bunun sonucunda hidrojen peroksit (H20.) a¢iga ¢ikar
ve olusan sinyale gore etanol konsantrasyonu belirlenir. Analiz kapsaminda
fermentasyondan alinan oOrnekler cihazin okuma araligina gore seyreltildikten sonra
kalibre edilmis cihazda okumalar gergeklestirilmistir. Cihazin ¢alisma kosullar1 Cizelge
3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.5. YSI 2700 select cihazinin ¢alisma kosullart

Enjeksiyon miktari 25 uL
Kalibrasyon metodu Tekli kalibrasyon
Kalibrasyon standardi konsantrasyonu 2.00 g/L
Analiz stiresi 60 sn

Oto kalibrasyon siiresi 20 6rnek
Kalibrasyon istasyonu 2

3.2.6.7. Biyokiitle analizi

Calkalamali inkiibatordeki flasklardan belirli zaman araliklarinda alinan
orneklerde canli gelisimini takip etmek amaciyla canli hiicre miktart analiz edilmistir.
Bu amagla ornekler, spektrofotometrenin okuma araligma (0.5-0.6 nm) gore
seyrelttikten sonra kor olarak inokiile edilmemis ornek (baslangi¢ 6rnegi) kullanilarak
Olciilmiistiir. Canli miktarlari, 600 nm dalga boyuna ayarlanan spektrofotometrede
(ThermoScientific Evolution 201 UV-Visible Spectrophotometer; Sangay, Cin) 6lgiilen
absorbanslarin P. Stipitis; ATCC 58784 ve ATCC 58785 suslarinin sirasiyla y =
0,3135x- 0,3678 R? = 0,9991; y = 0,2969x- 0,4474 R? = 0,9982 denklemlerine gore
hesaplanmistir (Lee vd 2011, Zhu vd 2011).

3.2.7. istatistiksel analiz

Optimizasyonda kullanilan deneme deseni ve istatistiksel analizinde Design
Expert Istatistiksel Yazilimi (Version 7.0.0; Minneapolis, MN) kullanilmistir. Program
tarafindan olusturulan modelin deneysel verileri hangi dl¢lide karsiladig1 varyans analizi
ile belirlenmistir. Bu yontemle her bir faktoriin lineer, quadratik ve interaksiyon
etkilerinin cevap tizerindeki istatistiksel Onemi %95 giivenlik seviyesinde tespit
edilmistir. Bununla beraber, etanol fermentasyonlarinin verim ve maksimum {iretim hizi
degerleri SAS istatistiksel programi (SAS Institute, Carry, NC) kullanilarak Duncan
coklu karsilatirma testi ile %95 giiven seviyesinde analiz edilmistir. Tiim parametrelerin
degerleri, iki tekrarlamanin ortalamasi olarak verilmistir ve tablolarda ortalama=tstandart
sapma olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1, Lignoseliilozik Materyallerin Bilesen ve Nem Analizleri

AK, BK, CK ve YK materyallerin seliiloz, hemiseloz, lignin ve ekstraktif
miktarlarin1 belirlemek i¢in Liv vd. (2004)’e gore gerceklestirilen bilesen analizlerine
ait sonuglar Cizelge 4.1’de verilmistir. Ayrica Sluiter vd (2008)’¢ gore gergeklestirilen
nem igerigi analiz sonuglar1 da Cizelge 4.1°de belirtilmistir.

Cizelge 4.1. Materyallerin bilesen ve nem analizleri (wt.%, kuru madde)

Bilesenler AK BK CK YK
Seliiloz 3.56+1.25 31.46+2.33 31.31+0.31 19.40+5.10
Hemiseliilloz ~ 66.02+0.13 28.00+3.23 39.64+1.48 50.41+4.59
Lignin 21.83+£0.46 23.61+0.14 14.42+0.51 22.66+1.51
Ekstraktif madde  8.59+0.67 16.93+1.04 14.63+£0.65 7.53+1.00
Nem 9.31+£0.05  9.92+0.08 11.59+0.02 8.22+0.11

Calismaya benzer sekilde Favaro vd (2013) BK’nin lignoseliilozik profilini
belirlemeye calismiglardir. Seliiloz miktarin1 %14.8, hemiseliiloz miktarin1 %33.5 ve
lignini ise %2 olarak belirlemislerdir. AK i¢in belirlenen lignoseliiloz igeriginden farkl
olarak Kim vd (2008) gergeklestirdikleri bir ¢alismada AK’nin seliiloz miktarini %33.6,
hemiseliiloz miktarin1 %37.2 ve lignin igerigini %19.3 olarak tespit etmislerdir.

Yine ¢alismaya benzer sekilde (Sarossy vd (2013)) CK’nin kimyasal igerigini
belirledikleri bir ¢aligmada %60.2 seliilloz, %12.6 hemiseliiloz ve %4.6 lignin elde
etmislerdir. YK hidrolizatlarindan ksilitol {iretimi iizerine yapilan bir ¢alismada ise
YK’nin kimyasal icerigini %29.26 seliilloz, %28.35 hemiseliiloz ve %22 lignin olarak
belirlemislerdir (Tamanini vd 2004) .

4.2. Lignoseliilozik Materyallerin Hidroliz Kosullarinin OFAT ile Belirlenmesi

Materyallerin hidrolizinde her bir parametrenin etkisini arastirmak amaciyla
OFAT kullanilmistir. Sicaklik, kati: sivi orani, asit konsantrasyonu ve siire OFAT’1n
degisken parametreleri olarak belirlenmistir. Metotta maksimum seker konsantrasyonu
ve ekstrakt verimi ve minimum asit konsantrasyonu ve fenolik madde cevap olarak
kullanilmistir. i1k olarak sicakligin etkisi, daha sonra en iyi sicaklikta kati: s1vi oraninin
etkisi, en 1yi sicaklikta ve kati: s1v1 oraninda asit konsantrasyonunun etkisi ve son olarak
da en 1yi sicaklik, kati: s1v1 oran1 ve asit konsantrasyonunda siirenin etkisi arastirilmistir.
Dogrulama denemeleri de gergeklestirildikten sonra OFAT’a gore optimum sicaklik,
optimum kati: s1v1 orani, optimum asit konsantrasyonu ve optimum siire belirlenmistir.

4.2.1. AK hidroliz kosullarinin OFAT ile belirlenmesi

OFAT deneme desenine gore yapilan hidrolizler sonucunda elde edilen
hidrolizatlarin toplam indirgen seker miktarlari, fenolik madde miktarlar1 ve ekstrakt
verimleri belirlenmistir (Cizelge 4.2). Yapilan deneme sonuglarina gore sicakligin, kati:
s1v1 oraninin Ve asit konsantrasyonunun artmasiyla indirgen seker konsantrasyonu ve
fenolik madde miktarindaki artis istatistiksel olarak 6nemli ¢ikmustir (P<<0.01). Ancak
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stirenin artmasi ile seker konsantrasyonundaki diisiis ve fenolik madde miktarmdaki
artig ise istatistiksel olarak 6nemli (P>0.05) bulunmamustir.

Cizelge 4.2. AK hidrolizi OFAT deneme sonuglari

Sicakhik K/S AO Siire FSK FMK EV
O (Wiv) (%) (dk) (/L) (9/L) (%)
110 57.27+0.38 0.970+0.005 50.00+0.25
110 57.27+0.38 0.970+0.005 50.00+1.25
115 60.34+0.02 1.110+0.001 62.50+0.31
120 1:8 1 30 65.32+0.32 1.090+0.005 60.00+1.88
120 64.49+0.67 1.100+0.008 60.00+1.25
125 69.60+0.03 1.260+0.020 62.50+0.31
130 69.98+0.22 1.330+0.002 60.00+0.25
130 70.62+0.73 1.340+0.002 61.20+1.25

1:8 64.46+0.34 1.170+0.004 67.50+0.63
18 65.19+0.45 1.170+0.003 65.00+0.63
1:10 53.10+0.44 1.000+0.005 72.00+£1.00
1- 12 47.43+0.77 0.890:£0.002 73.33+0.84
118 1.12 ! 30 47.73+0.21 0.880::0.010 72.50+0.41
1:14 37.00+0.31 0.790+0.010 77.14+£0.35
1: 16 30.58+0.64 0.700+0.007 80.00+0.63
1:16 30.89+0.29 0.710+008 80.00+0.31
1 40.19+0.27 0.800+0.010 79.18+1.10
1 39.13+£0.32 0.790+0.004 80.65+0.73
2 41.26+0.47 0.810+0.007 79.91+£1.10
118 11364 3 a0 41.56+0.32 0.780+0.010 80.65+0.73
3 42.24+0.04 0.790+0.008 79.18+0.73
4 40.35+0.10 0.800+0.005 82.11+0.73
5 38.91+0.02 0.760+0.002 82.84+1.10
5 38.75+0.93 0.770+0.002 83.58+0.73
20 44.72+0.02 0.830+0.008 68.18+1.10
44.71+0.75 0.870+0.003 67.45+0.73
45 40.55+0.25 0.870+0.008 73.31+0.37
118 1:13.64 131 60 42.03+0.94 0.920+0.015 71.85+0.73
41.86+0.23 0.920+0.012 73.31+£0.73
75 42.88+0.78 0.930+0.007 68.91+0.73
90 41.52+0.79 0.880+0.009 69.65+0.63
41.82+1.60 0.870+0.022 68.91+0.36
Program yardimiyla sonuglarin varyans ve regresyon analizleri

de

gerceklestirilmistir (Cizelge 4.3). AK hidrolizi igin sicaklik, kati: sivi orani ve seyreltik
asit oran1 P<0.01 seviyesinde onemli ¢ikmistir. Ancak siirenin, AK hidrolizi i¢in 6nemli
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olmadig1 tespit edilmistir. Bu nedenle OFAT denemeleri sonucu maksimum seker
konsantrasyonunun elde edildigi hidroliz siiresi (30 dk) AK hidrolizi i¢in optimum

hidroliz siiresi olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.3. AK hidroliz parametrelerinin varyans ve regresyon sonuglari

A. Sicaklik i¢in varyans ve regresyon sonuglari

Kosullar Kareler toplam Katsayilar P degerleri
Model 228.60 65.10+0.51 0.0001**
Sicaklik (A) 224.72 7.07+£0.43 0.0001**
A? 3.88 -1.56+0.72 0.0813
Kalan 4.09
Uyum eksikligi 2.92 0.1523
Saf hata 1.17
Cor Toplam 232.69
R? = 0.9552 ve **P<0.01
B. Kati: sivi orani igin varyans ve regresyon sonuglari
Kosullar Kareler toplam1  Katsayilar P degerleri
Model 1293.68 46.37 0.0001**
Kati: stvi orani (B) 1291.34 -16.94 0.0001**
B? 2.34 1.21 0.3085
Kalan 9.11
Uyum eksikligi 8.75 0.0378
Saf hata 0.36
Cor Toplam 1302.79

R? =0.9930 ve ** P<0.01 *P<0.05

C. Seyreltik asit i¢in varyans ve regresyon sonuglari

Kosullar Kareler toplamm Katsayilar P degerleri
Model 10.84 41.70 0.0028**
Seyreltik asit oran1 (C) 0.99 -0.47 0.0920
C? 9.85 -2.49 0.0012**
Kalan 1.15
Uyum eksikligi 0.34 0.5580
Saf hata 0.81
Cor Toplam 11.99
R?=0.9043 ve P<0.01
D. Siire igin varyans ve regresyon sonuglari
Kosullar Kareler toplami Katsayilar P degerleri
Model 8.79 41.69 0.1315
Stire (D) 5.39 -1.09 0.1075
D? 3.40 1.46 0.1807
Kalan 7.02
Uyum eksikligi 6.6 0.0008
Saf hata 0.059
Cor Toplam 15.81
R? =0.5558
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Kati: siv1 orani i¢in varyans ve regresyon sonuglarinda uyum eksikligi onemli
¢ikmaktadir. Ancak model igin tahmini R? ile bicimsel R? degerleri uyum igerisindedir.
Yeterli hassasiyet degerinin 4 olmasi gerekmektedir. Modelde bu deger 40.99 olarak
belirlenmistir. Dolayisiyla bu model tasarim alaninda gezinmek ic¢in kullanilabilir.

(Bigimsel R?= 0.9902, Tahmini R?=0.9861).

4.2.2. BK hidroliz kosullarinin OFAT ile belirlenmesi

Cizelge 4.4’de BK hidrolizi OFAT deneme deseni ve fermente edilebilir seker
miktari, fenolik madde ve ektrakt verimi sonuglar1 gosterilmistir. Sonuglarin varyans ve

regresyon degerleri ise Cizelge 4.5’de belirtilmistir.

Cizelge 4.4. BK hidrolizi OFAT deneme sonuglari

Sicakhk K/S AO Siire FSK FMK EV
) (Whv) (%)  (dk) (g/L) (9/L) (%)
110 57.14+0.32 1.130+0.010 45.00+1.25
110 57.78+0.96 1.150+0.015 46.25+1.88
115 58.95:0.12 1.170+0.010 49.50+0.38
120 1:8 L 30 63.78+0.32 1.190+0.010 50.00+1.25
120 64.17+0.96 1.190+0.015 50.00+0.63
125 65.97+0.07 1.350+0.005 48.75+1.25
130 72.98+0.45 1.440+0.010 46.25+1.25
130 70.55+.026 1.480+0.015 45.00+1.25

1:8 67.62+0.05 1.290+0.005 42.50+1.25

1:8 66.42460.09  1.260:0.015  45.00+1.25

1:10 61.10+0.11 1.080+0.010 50.00+1.00

1:12 50.03+0.43 0.980+0.005 56.67+0.42

120 1:12 L 30 4978+049  0.980+0.004  57.50+0.41
1:14 42.35+0.14 0.870+0.005 62.86+0.72

1:16 35.62+0.61 0.770+0.005 67.50+0.63

1:16 36.07+0.06 0.770+0.005 67.50+0.31

1 38.08+0.34 0.830+0.015 68.76+0.73

1 38.69+019  0.830+£0.005 68.76+1.10

2 38.30+0.05 0.820+0.002 72.42+0.73

120 1 13.67 3 30 39.56+1.11 0.850+0.002 70.23+£0.36
3 39.13+0.10  0.840£0.020  71.69+0.73

4 39.37+0.46 0.830+0.005 71.69+0.36

5 35.90:£0.43 0.810+0.005 71.69+0.73

5 35.85+0.85 0.810+0.002 71.69+0.73
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Cizelge 4.4’iin Devami

43.22+0.06 0.990+0.020 61.45+0.73
43.01+0.09 0.970+0.005 62.18+0.73
45 39.80+0.37 1.030+0.030 61.45+0.73
37.98+0.67 0.980+0.005 61.45+0.73
37.34+1.05 0.900+0.005 62.91+0.73
75 38.59+0.08 1.030+0.010 65.11+0.73
37.60+0.54 1.020+0.005 69.50+1.10
37.81+0.20 1.040+0.002 68.76+0.73

30

60
120 1:13.67 1.77

90

Elde edilen deneme sonuglarina goére sicaklik degiskeninin BK hidrolizi {izerine
etkisine bakildiginda sicaklik artisinin indirgen seker miktarini arttirmasinin istatistiksel
olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir (P<0.01). Fenolik madde miktarini ise 120 °C nin
tizerindeki sicakliklarda istatistiksel olarak onemli (P<0.01) seviyede arttig1
goriilmektedir. Ayrica sicakligin ekstrakt verimini onemli seviyede etkilemedigi de
bulunmustur. Kati: sivi oranmin azalmasiyla seker ve fenolik madde miktarlarindaki
diisme ve ekstrakt verimindeki artig istatistiksel olarak onemli seviyededir (P<0.01).
Minimum ve maksimum asit konsantrasyonu noktalarindaki indirgen seker
miktarlarinin ortalama bir asit konsantrasyonundaki indirgen seker miktarlarina gore
daha diistik oldugu goriilmektedir. Asit konsantrasyonun indirgen seker miktarindaki
degisimi istatistiksel olarak 6nem bulunmustur (P<0.05).

BK hidroliz parametrelerinin varyans ve regresyon analizleri model tarafindan
gerceklestirilmistir. BK  hidrolizi i¢in sicaklik, kati: sivi orani, seyreltik asit
konsantrasyonunun P<0.01 seviyesinde ve siirenin ise P<0.05 seviyesinde onemli
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. BK hidroliz parametrelerinin varyans ve regresyon sonuglari

A. Sicaklik i¢in varyans ve regresyon sonuglari

Kosullar Kareler toplam Katsayllar P degerleri
Model 231.93 63.19+0.66 0.0001**
Sicaklik (A) 229.27 7.14+0.55 <0.0001**
A? 2.67 1.29+0.92 0.3774
Kalan 6.76

Uyum eksikligi 3.53 0.3308

Saf hata 3.23

Cor Toplam 238.69

R2 =0.9043 ve P<0.01, P<0.05

B. Kati: s1vi orani i¢in varyans ve regresyon sonuglari

Kosullar Kareler toplanm Katsayilar P degerleri
Model 1144.70 50.58+0.71 <0.0001**
Kati: s1vi orani (B) 1143.22 -15.94+0.59 <0.0001**
B? 1.48 0.96+1.00 0.0355*
Kalan 7.89

Uyum eksikligi 7.04 0.035

(Devami arkada)
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Saf hata 0.85
Cor Toplam 1152.59

R? =0.9932 ve ** P<0.01 ,* P<0.05

C. Seyreltik asit i¢in varyans ve regresyon sonuglari

Kosullar Kareler toplamm Katsayilar P degerleri
Model 14.14 39.53+0.33 0.0035*
Seyreltik asit oran1 (C) 5.20 -1.07+0.27 0.0106*
C? 8.95 -2.37+0.45 0.0121*
Kalan 1.65

Uyum eksikligi 1.37 0.069
Saf hata 0.28
Cor Toplam 15.79

R?=0.8222 ve P<0.01

D. Siire i¢in varyans ve regresyon sonuglari

Kosullar Kareler toplam Katsayilar P degerleri
Model 45.06 37.68+0.13 0.0001**
Siire (D) 33.18 -2.72+0.11 0.0001**
D? 11.87 2.73+0.18 0.0001**
Kalan 0.26

Uyum eksikligi 0.007 0.9566
Saf hata 0.25
Cor Toplam 45.31

R?=0.9943 ve P<0.01, P<0.05

Kati: s1v1 orani i¢in varyans ve regresyon sonuclarinda uyum eksikligi 6nemli
¢ikmaktadir. Ancak model i¢in tahmini R? ile bicimsel R? degerleri uyum igerisindedir.
Yeterli hassasiyet degerinin 4 olmasi gerekmektedir. Modelde bu deger 41.43 olarak
belirlenmistir. Dolayisiyla bu model tasarim alaninda gezinmek icin kullanilabilir.
(Bigimsel R?= 0.9904, Tahmini R?>=0.9856).

4.2.3. CK hidroliz kosullarinin OFAT ile belirlenmesi

Cizelge 4.6’deki CK hidroliz deneme sonuglari incelendiginde sicakligin
artmasiyla indirgen seker ve fenolik madde miktarinin artmas: istatistiksel olarak
onemli ¢ikmustir. Ekstrakt veriminde ise istatistiksel olarak 6nemli 6lgiide bir degisme
olmadig1 goriilmiistiir. Kati: s1vi oraninin azalmasiyla indirgen seker ve fenolik madde
miktarlarindaki azalma istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.01). Asit konsantrasyonunun
artmasiyla indirgen seker miktar1 once artmakta ancak daha sonra tekrar diismektedir.
Ancak asit konsantrasyonunun artmasiyla fenolik madde ve ekstrakt verimindeki artis
istatistiksel olarak 6nem seviyesindedir (P<<0.01). Siirenin etkisine bakildiginda ise
artan hidroliz siiresi CK hidrolizatlarinin seker igeriginin diismesi ve fenolik madde
miktar1 ve ekstrakt verimininin ise arttig1 istatistiksel olarak énemli ¢ikmistir (P<0.05)
(Cizelge 4.7). K:S’nin artis1 ile kullanilan asit ¢ozelti miktar1 arttigindan dolay1 elde
edilen ekstrakt miktar1 artmaktadir. Ancak materyal miktar1 sabit kaldigi i¢cin seker
konsantrasyonu azalmaktadir. Diger bir degisle seker konsantrasyonunun azalmasi
seyrelmeden kaynaklanmaktadir.
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Cizelge 4.6. CK hidrolizi OFAT deneme sonuglari

Sicakhk K/S AO Siire FSK FMK EV
Q) (Wh) (%) (dk) (9/L) (g/L) (%)
110 68.21+0.21 0.720+0.009 61.00+0.63
110 68.98+0.47 0.730+0.007 61.25+1.88
115 67.40+0.12 0.850+0.011 64.38+0.94
120 1:8 1 30 77.19£0.02 0.880+0.003 65.00+1.25
120 75.45+0.21 0.870+0.007 65.000.63
125 81.45+0.66 1.040+0.015 67.50+1.25
130 84.77+0.30 1.150+0.011 66.25+0.63
130 84.48+0.57 1.160+0.003 66.25+1.25

18 76.43+0.89 0.890+0.004 70.00+1.25

75.92+1.60 0.890+0.005 70.00+0.63

1:10 64.01+£0.80 0.740+0.004 74.00+1.00

118 112 1 20 53.23+0.49 0.660+0.007 73.33+1.25
53.44+0.26 0.660+0.007 74.17+0.20

1:14 43.40+0.36 0.560+0.001 78.57+1.43

116 38.24+0.64 0.510+0.001 79.38+1.25

38.62+0.26 0.510+0.007 78.75+0.63

1 46.71+0.02 0.570+0.003 78.29-+0.74

46.46+0.12 0.570+0.015 78.29+1.48

2 48.06+0.46 0.650+0.002 79.03+1.11

118 1 13.54 3 30 48.07+0.13 0.690+0.005 81.24+0.74
48.20+0.38 0.690+0.004 81.24+0.37

4 47.07+0.44 0.710+0.005 82 .72+0.74

. 46.29+0.10 0.710+0.010 82 .72+0.73

46.20+0.11 0.720+0.010 82.72+0.37

51.65+£0.38 0.750+.0.050 76.07+1.11

30 51.10+0.34 0.770+0.050 76.07+0.37

45 49.19+0.30 0.770+0.040 76.07+1.85

118 1:13.54 213 60 48.16+1.30 0.770+0.050 76.07+0.47
48.88+0.36 0.780+0.050 76.07+0.37

75 46.91+0.23 0.870+0.020 76.81+1.11

48.71+0.57 0.940+0.021 79.03+0.37

%0 48.36+0.78 0.940+0.005 79.76+0.37

CK OFAT hidroliz denemelerinden elde edilen sonuglardan yola c¢ikarak
olusturulan varyans ve regresyon sonuglar1 Cizelge 4.7°de verilmistir. Onem seviyeleri
degerlendirildiginde sicaklik ve kati: sivi oranmin P<0.01 seviyesinde, asit
konsantrasyonu ve siirenin ise P<0.05 seviyesinde o6nemli ¢iktigi goriilmektedir
(Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. CK hidroliz parametrelerinin varyans ve regresyon sonuglari

A. Sicaklik i¢in varyans ve regresyon sonuglari

Kosullar Kareler toplamn  Katsayilar P degerleri
Model 324.4 75.81+0.88 0.0002**
Sicaklik (A) 324.2 8.49+0.73 0.0001**
A2 0.20 0.35+1.23 0.7874
Kalan 12.05
Uyum eksikligi 10.29 0.055
Saf hata 1.76
Cor Toplam 336.40
R2=0.9642 P<0.01
B. Kati s1v1 orani i¢in varyans ve regresyon sonuglari
Kosullar Kareler toplamm Katsayilar P degerleri
Model 1664.00 53.04+0,36 <0.0001**
Kati: s1v1 orani (B) 1635.73 -19.07+0,30 <0.0001**
B? 28.27 4.21+0,51 0.0004**
Kalan 2.05
Uyum eksikligi 1.83 0.0362
Saf hata 0.22
Cor Toplam 1666.05
R?=0.9988 ve ** P<0.01
C. Seyreltik asit i¢in varyans ve regresyon sonuglari
Kosullar Kareler toplanm Katsayilar P degerleri
Model 4.73 48.07+0.15 0.0014*
Seyreltik asit orani (C) 0.31 -0.26+0.13 0.0964
c? 4.42 1.67+0.21 0.0006**
Kalan 0.37
Uyum eksikligi 0.32 0.0411
Saf hata 0.044
Cor Toplam 5.09
R2=0.9279 ve **P<0.01, *P<0.05
D. Siire i¢in varyans ve regresyon sonuglari
Kosullar Kareler toplam Katsayilar P degerleri
Model 16.01 48.01+0.28 0.0013*
Siire (D) 10.34 -1.52+0.23 0.0013*
D? 5.68 1.89:+0.39 0.0047*
Kalan 1.21
Uyum eksikligi 0.93 0.1097
Saf hata 0.28
Cor Toplam 17.22

R?=0.9297 ve P<0.05

Kati: s1v1 orani1 ve asit konsantrasyonu i¢in varyans ve regresyon sonuglarinda
uyum eksiklikleri nemli ¢tkmaktadir. Ancak model igin tahmini R? ile bigimsel R?
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degerleri uyum igerisindedir. Yeterli hassasiyet degerinin 4 olmas1 gerekmektedir.
Modelde K:S i¢in bu deger 97.21, asit konsantrasyonu igin ise 11.61 olarak

belirlenmistir. Dolayisiyla bu model tasarim alaninda gezinmek i¢in kullanilabilir.
(Sirastyla Bicimsel R%= 0.9983, 0.8991, Tahmini R>=0.9974, 0.8489).

4.2.4. YK hidroliz kosullarinin OFAT ile belirlenmesi

Cizelge 4.8’de YK hidrolizi OFAT deneme deseni ve fermente edilebilir seker ,
fenolik madde ve ektrakt verimi sonuglari belirtilmistir. Sonuglarin varyans ve
regresyon degerleri ise Cizelge 4.9°da belirtilmistir.

Cizelge 4.8. YK hidrolizi OFAT deneme sonuglari

Sicakhk K/S AO Siire FSK FMK EV
O (Wiv) (%) (dk) (9/L) (9/L) (%)
110 63.41+2.16 1.35+0.021 55.00+1.25
110 62.38+2.74 1.33+0.001 56.25+1.88
115 62.00+2.59 1.46+0.011 59.38+1.56
120 1:8 1 a0 69.67+3.01 1.150.003 58.75+0.63
120 68.30+2.58 1.20+0.012 55.00+1.25
125 71.89+2.17 1.22+0.012 52.50+1.25
130 71.37+3.09 1.24+0.011 53.75+1.88
130 72.13+2.41 1.20+0.011 58.75+0.63

67.58+2.73 1.45+0.004 57.50+1.25
66.03+5.28 1.47+0.010 57.50+1.88

1: 10 49.59+2.10 1.18+0.012 63.00+1.50
41.59+0.21 1.16+0.016 70.00+0.84
41.18+0.64 1.16+0.007 69.17+1.25

1:14 36.79+1.59 1.02+0.004 76.43£1.07
31.38+1.49 0.91+0.013 77.50+0.63

1:8

115 1:12 1 30

1:16
31.29+.090 0.90+0.025 77.50+0.63

1 37.62+0.65 1.06+0.014 73.21+0.78

38.17+0.86 1.05+0.013 73.21+0.39

2 36.89+1.61 1.00+0.006 77.10+1.77

115 11284 3 30 36.87+0.04 0.93+0.008 74.77+0.77

35.85+0.40 0.93+0.013 74.77+0.78
4 38.88+1.63 0.860.006 75.55+1.17
35.07+1.03 0.85+0.010 77.88+0.78
35.85+1.23 0.8240.002 77.88+1.56

(Devamu arkada)
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35.88+1.06 1.02+0.008 73.99+1.17
35.85+1.49 1.010.002 73.99+1.17

45 35.37+1.01 1.03+0.006 73.21+0.78

34.20+1.75 1.04+0.016 73.21+1.56

34.65+1.53 1.05+0.019 74.77+0.78

115 1:12.84 3.19 75 34.36+1.09 1.03+0.013 77.10+0.39
30.58+0.32 1.03+0.006 73.21+0.78

30.78+1.06 1.03+0.021 74.77+0.78

30

60

90

Biitlin materyallerde oldugu gibi YK hidrolizinde de sicaklik ve kati: sivi
oranindaki artis ile elde edilen indirgen seker miktarlarinin artmasi istatistiksel olarak
onem seviyesindedir (P<0.01). Farkli olarak sicaklik artisiyla artan fenolik madde
miktarlarinin YK hidrolizinde azalmas istatistiksel olarak O6nem seviyesinde tespit
edilmigtir (P<0.01). Asit konsantrasyonunun artmast indirgen seker miktarin
istatistiksel olarak etkilememistir (P>0.05). Artan siire ile indirgen seker miktarinin
azalmasi istatistiksel olarak onemli (P<0.01), fenolik madde miktarindaki degisim ise
onemsiz ¢ikmistir (P>0.05).

YK OFAT hidroliz denemeleri gerceklestirildikten sonra fermente edilebilir
seker miktarlarinin varyans ve resresyon analizleri sonucunda sicakligin P<0.05
seviyesinde, kati: sivi oram1 ve siirenin ise P<0.01 seviyesinde Onemli oldugu
bulunmustur. Ancak seyreltik asit konsantrayonunun YK hidrolizinde istatistiksel olarak
onemli (P>0.05) olmadig1 belirlenmistir (Cizelge 4.9). Bu nedenle OFAT denemeleri
sonucu asit konsantrasyonu minimum konsantrasyon olan %1 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.9. YK hidroliz parametrelerinin varyans ve regresyon sonuglari

A. Sicaklik i¢in varyans ve regresyon sonuglari

Kosullar Kareler toplami Katsayillar P degerleri
Model 65.55 63.76£1.41 0.0578
Sicaklik (A) 56.89 3.56+1.17 0.0288*
A? 8.66 -2.33£1.97 0.2890
Kalan 30.79
Uyum eksikligi 20.01 0.2073
Saf hata 10.78
Cor Toplam 96.34

R2=0.6804 ve *P<0.05
B. Kati: s1vi orani i¢in varyans ve regresyon sonuglari

Kosullar Kareler toplam Katsayilar P degerleri
Model 1242.38 38.51+0.83 <0.0001**
Kati: s1v1 orani (B) 1159.37 -16.05+0.68 <0.0001**
B’ 83.01 7.22+1.15 0.0015*
Kalan 10.56

Uyum eksikligi 9.43 0.0349

Saf hata 1.13

Cor Toplam 1252.94

R2=0.9916 ve ** P<0.01, *P<0.05

(Devami arkada)
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Cizelge 4.9’un Devami
C. Seyreltik asit i¢in varyans ve regresyon sonuglari
Kosullar Kareler toplamnm Katsayilar P degerleri
Sabit 10.66 34.71+0.61 0.07308
Seyreltik asit orani (C) 2.86 0.79+0.51 0.04830
c? 7.80 -2.2140.85 0.1759
Kalan 5.77
Uyum eksikligi 4.71 0.07901
Saf hata 1.06
Cor Toplam 16.43
R2=0.6488
. Siire i¢in varyans ve regresyon sonuglari
Kosullar Kareler toplam Katsayilar P degerleri
Model 25.76 32.38+0.33 0.0009**
Siire (D) 22.89 -2.26+0.27 0.0004**
D2 2.87 -1.34+0.46 0.0323*
Kalan 1.66
Uyum eksikligi 1.55 0.0163
Saf hata 0.11
Cor Toplam 27.42

R?=0.9395ve ** P<0.01, *P<0.05

Materyallerin OFAT denemeleri sonucu elde edilen sonuglara gore sicaklik artisi
ile FSK artmakta ancak; olusan FMK da sicakliga bagli olarak artmaktadir. K:S orani
arttikca elde edilen EV artmakta, K:S’de kullanilan materyal azaldig i¢in ise FSK
azalmaktadir. Seyrelmeden dolayr ayni sekilde FMK da azalmaktadir. Hidroliz
stiresindeki artig ise FSK’y1 azaltmaktadir. Hidroliz sicakliginin 120°C ve tizerindeki
denemelerde oldukc¢a yiiksek miktarda fermente edilebilir seker elde edilmistir. Ancak
K:S’nin 1:12 ve {izerindeki denemelerde ise hidrolizatlarin seker konsantrasyonlari
azalmaktadir. AO’nun %3, 4 ve 5 oldugu denemelerde ise olusan FMK artmaktadir.
Ayni sekilde hidroliz stiresinin 30 dk’y1 gectigi hidrolizler sonucunda elde edilen seker
konsantrasyonu diismektedir. RSM denemeleri i¢in minimum ve maksimum noktalar bu
sonuglar degerlendirilerek belirlenmistir.

Kati: s1vi oranmi ve siire i¢in varyans ve regresyon sonuclarinda uyum eksikligi
onemli ¢ikmaktadir. Ancak model icin tahmini R? ile bigimsel R? degerleri uyum
icerisindedir. Yeterli hassasiyet degerinin 4 olmasi gerekmektedir. Modelde bu degerler
siras1 ile 36.08 ve 12.79 olarak belirlenmistir. Dolayisiyla bu model tasarim alaninda
gezinmek icin kullanilabilir. (Bigimsel R?= 0.9882, 0.9153 Tahmini R?=0.9823,
0.8811).

4.3. Lignoseliilozik materyallerin hidroliz kosullarimin RSM ile belirlenmesi

Materyallerin OFAT deneme sonuglar1 ve varyans ve regresyon analizleri
birlikte degerlendirildiginde BK ve CK icin tiim parametrelerin, AK i¢in; kati: sivi
orani, sicaklik ve asit konsantrasyonun, YK i¢in ise sicaklik, kati:sivi orani ve siirenin
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onemli oldugu tespit edilmistir. Fenolik maddelerin miktarini azaltmak i¢in ¢alismada
detoksifikasyon islemi yapilacaktir. Bu nedenle parametrelerin araliklari maksimum
indirgen seker konsantrasyonu elde edilecek sekilde belirlenmistir.

Materyallerin optimum hidroliz kosullarinin RSM ile belirlenmesinde 4 faktorli
(AK ve YK harig) ii¢ seviyeli bir deneme planlanmistir. Hidroliz parametrelerinin
minimum ve maksimum noktalar1 Cizelge 4.10°da belirtilmistir. Ayrica materyallerin
hidroliz optimizasyonuna ait kontur plot grafikleri de Ek-2’de gosterilmistir.

Cizelge 4.10. RSM denemeleri i¢in belirlenen minimum ve maksimum noktalar

Degisken Minimum Maksimum
Sicaklik (°C) 120 130
K:S (w/v) 1:8 1:12
AO (%, vIV) 1 3

Siire (dK) 10 30

4.3.1. AK hidroliz kosullarinin RSM ile belirlenmesi

AK hidroliz kosullar1 ve sonuglar1 Cizelge 4.11°de verilmistir. Hidroliz
parametreleri teker teker analiz edilecek olursa hidroliz sicakliginin 120 °C oldugu
denemeler sonucunda minimum ve maksimum FSK 48.07 ve 70.43 g/L olarak
Ol¢iilmiistiir (D8-D1). Bu kosullarda FMK ve EV sirasiyla 0.99 g/L, % 64.17 ve 1.36
g/L, % 50.00 olarak elde edilmistir. Hidroliz i¢in sicaklik 125 °C’de oldugunda FSK
minimum ve maksimum noktalart 49.22 g/L ve 74.30 g/L olarak tespit edilmistir (D14-
D10). Ayn sicaklik noktasinda FMK ve EV ise sirastyla 0.98 g/L, % 53.33 ve 1.30 g/L,
% 55.00 olarak elde edilmistir. Sicaklik 130 °C’ye geldiginde ise FSK minimum 49.99
g/L ve maksimum 77.67 g/L olarak belirlenmistir (D9-D4). Bu sicaklikta FMK ve EV
ise sirastyla 0.96, % 68.33 ve 1.34 g/L, % 55.00 olarak belirlenmistir. Sicakligin artmasi
ile birlikte FSK ve EV artmakta ve FMK herhangi bir degisim gozlenmemistir. Sicaklik
istatistiksel olarak 6nem (P>0.05) seviyesinde bir etki olusturmamistir (Cizelge 4.12).

Hidroliz parametrelerinden bir digeri olan K:S’nin 1:8 oldugu hidrolizler
sonucunda FSK minimum 70.43 g/L ve maksimum 77.67 g/L olarak elde edilmistir(D1-
D4). Bu oranda FMK ve EV ise sirastyla 1.36 g/L, %50.00 ve 1.34 g/L, %55 olarak
tespit edilmistir. K:S’nin 1:10 oldugu hidrolizlerde ise minimum ve maksimum FSK
sirasiyla 56.38 g/L ve 59.70 g/L olarak belirlenmistir (D15-D3). Bu kosullarda FMK ve
EV sirasiyla 1.13 g/L, % 63.00 ve 1.17 g/L, % 63.00 olarak elde edilmistir. 1:12 K:S ise
minimum 48.07 g/L ve maksimum 49.99 g/ FSK elde edilmistir (D8-D9). Ayni
kosullarda sirasiyla 0.99 g/L, % 64.17 ve 0.96 g/L, % 68.33 FMK ve EV tespit
edilmistir. Sonug¢ olarak K:S azalmasiyla FSK ve FMK azalmasi EV ise artmasi
istatistiksel olarak 6nemli (P<0.01) ¢ikmustir (Cizelge 4.12).

Hidroliz i¢in AO’1n % 1 oldugu denemeler sonucunda en diisiik 49.22 g/L ve
en yiiksek 74.30 g/ FSK elde edilmistir (D14-D10). Ayni hidroliz kosullarinda FMK
ve EV ise sirasiyla 0.98 g/L, % 53.33 ve 1.30 g/L, % 55.00 olarak elde edilmistir.
AO’nmm % 2 oldugu hidrolizlerde ise minimum ve maksimum FSK sirasiyla 48.07 g/L
ve 77.67 g/L olarak belirlenmistir (D8-D4). Bu kosullarda FMK ve EV sirastyla 0.99
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g/L, % 64.17 ve 1.34 g/L, % 55.00 olarak elde edilmistir. AO %3 oldugunda ise FSK
minimum 49.70 g/L ve maksimum 73.14 g/L. olarak belirlenmistir (D2-D5). Bu
kosullarda FMK ve EV ise sirastyla 0.95, % 73.33 ve 1.32 g/L, % 60.00 olarak
belirlenmistir. Ancak AO’nin artmasiyla FSK ve EV artig istatistiksel olarak 6nem
seviyesinde ¢ikmamistir (P>0.05). Ancak en yiiksek FSK % 2 AO’nda elde edilmistir.
FMK da aym sonuglart vermis en yiiksek FMK hidroliz AO’nin % 2 oldugu
denemelerde ol¢tilmiistiir.

Cizelge 4.11. AK hidrolizi RSM deneme deseni sonuglart

D Sicakhik K:S AO Siire FSK FMK EV
O wh) (%)  (dk) (g/L) (9/L) (%)
1 120 1:8 2 70.43£0.11 1.36+0.01 50.00+1.25
2 125 1:12 3 49.70+0.39 0.95+0.01 73.33+£0.83
3 125 1:10 2 59.70+0.60 1.1740.01 63.00+0.50
4 130 1:8 2 77.67+0.43 1.344+0.01 55.00+1.25
5 125 1:8 3 73.14+0.13 1.32+0.01 60.00+£2.50
6 125 1:10 2 58.45+0.48 1.12+0.01 62.00+0.50
7 125 1:10 2 59.82+0.13 1.1740.01 64.00+1.00
8 120 1:12 2 30 48.07+1.19 0.99+0.01 64.17+0.42
9 130 1:12 2 49.99+0.28 0.96+0.01 68.33+0.83
10 125 1:8 1 74.30+1.00 1.30+0.01 55.00+0.63
11 130 1:10 1 57.234£0.05 1.07+0.01 61.00+1.50
12 120 1:10 3 58.12+0.19 1.15+0.01 60.00£1.00
13 120 1:10 1 57.46+0.54 1.01+0.01 60.00£1.00
14 125 1:12 1 49.22+0.46 0.98+0.01 53.33+0.83
15 130 1:10 3 56.38+0.30 1.13+0.01 63.00£1.00

AK hidrolizi RSM denemelerinin model tarafindan belirlenen regresyon
esitligi incelenmistir. Fermente edilebilir seker miktarlar1 igin model denklem ve
regresyon esitlikleri agagidaki gibidir.

Fermente edilebilir seker = +59.32+ 0.81A- 11.98B+ 0.050C- 1.43AB-
0.49AC- 0.087BC- 0.79A%+ 3.30B2- 1.23C?

Burada;

A: Sicaklik

B: Kat1: s1v1 orani

C: Seyreltik asit konsantrasyonu

AK’nin hidroliz kosullarinin optimizasyonunda fermente edilebilir seker
miktarina ait R? degeri 0.9893 olarak belirlenirken uyumsuzluk degeri de 0.3119 olarak
model tarafindan hesaplanmistir. Bu sonuca gore fermente edilebilir seker miktar1 i¢in
elde edilen model, hidroliz sonuglarinin %98.93’nii tam temsil etmekte ve modelin
uyumsuzluk degeri %5’ten biiylik ¢iktig1 igin 6nemsiz (P>0.05) olmaktadir (Cizelge
4.12). Ayrica FSK iizerine sicaklik, K:S ve AO’nin etkisini gosteren kontur plot
grafikleri Ek 2a ‘da gosterilmistir.
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Cizelge 4.12. AK indirgen seker parametresinin varyans sonuglari

Kosullar I:gs::innln Katsayilar P degerleri
Model 1213.20 59.32+0.94 < 0.0002**
Sicaklik (A) 5.22 0.81+0.57 0.2186
K:S (B) 1147.21 -11.98+0.57 < 0.0001**
AO (C) 0.020 0.05+0.57 0.9340
AB 8.15 -1.43+0.81 0.1390
AC 0.97 -0.49+0.81 0.5706
BC 0.031 -0.09+0.81 0.9184
A? 2.31 -0.79+0.85  0.3921
B2 40.18 3.30+0.85 0.0114*
C? 5.55 -1.23+0.85  0.2065
Kalan 13.18

Uyum eksikligi 10.28 0.3119

Kuramsal hata 2.91
Toplam 1.226.39

R? =0.9893 **P<0.01 ve *P<0.05

Model maksimum seker konsantrasyonu ve diger degiskenlerin ortalama
degerleri olacak sekilde ayarlamalar yapilarak hidroliz parametrelerinin tahmin edilen
degerleri belirlenmistir. Program bu sekilde olasilik degeri en yiiksekten en aza olacak
sekilde 23 farkli noktayr siralamistir. AK hidrolizi i¢in denemelerden elde edilen
sonuglar yardimiyla program tarafindan belirlenen degerler arasindan noktalar se¢ilmis
ve dogrulama denemeleri yapilmistir. Segilen noktalarla birlikte beklenen degerler ve
dogrulama deneme sonuglar1 Cizelge 4.13’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.13. Optimum kosullarda gergeklestirilen AK hidrolizi dogrulama deneme

sonuglari
Sicakhk K:S AO Siire Ongoriilen  Elde edilen
°C) (Wiv) (%, VIV) dk)  FSK(g/L) FSK (g/L)
130 1.86 76.06 76.28
125 1:8 3.00 30 73.62 71.92
122 1.00 70.98 70.27

Optimum hidroliz kosulu ongoriilen ve gerceklesen sonuglar karsilastirilarak
belirlenmistir. Ayrica maksimum seker konsantrasyonunun elde edildigi hidroliz noktasi
da secilmeye calisilmistir. AK hidroliz siiresi OFAT yardimiyla daha 6nceden 30 dk
olarak belirlenmisti. Boylece AK hidroliz parametreleri sicaklik 130 °C, K:S 1:8, AO %
1.86 ve hidroliz siiresi 30 dk olarak belirlenmistir.

4.3.2. BK hidroliz kosullarinin RSM ile belirlenmesi

BK RSM deneme kosullar1 ve sonuglar1 Cizelge 4.14’de verilmistir. BK RSM
deneme sonuglarina gore hidroliz parametrelerinin FSK, FMK ve EV iizerine etkileri
belirlenmistir. Hidroliz sicakliginin 120°C oldugu denemeler sonucunda minimum ve
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maksimum FSK 47.32 g/L ve 68.42 g/L olarak Ol¢iilmiistiir (D2-D8). Bu kosullarda
FMK ve EV sirastyla 1.00 g/L, % 62.08 ve 1.35 g/L, % 51.25 olarak elde edilmistir.
Hidroliz igin sicaklik 125 °C’ye ¢ikarildiginda FSK minimum ve maksimum noktalar1
46.42 g/L ve 74.53 g/L olarak tespit edilmistir (D24-D14). Ayni sicaklik noktasinda
FMK ve EV ise sirastyla 1.04 g/L, % 60.83 ve 1.31 g/L, % 46.88 olarak elde edilmistir.
Sicaklik 130 °C’ye geldiginde ise FSK minimum 50.28 g/l ve maksimum 72.56 g/L
olarak belirlenmistir (D15-D7). Bu kosullar altinda FMK ve EV ise sirasiyla 1.03, %
60.83 ve 1.40 g/L, % 47.50 olarak belirlenmistir. Sicaklik artist FSK’yi arttirmaktadir
ancak bu degisim istatistiksel olarak 6nem seviyesinde tespit edilmemistir (P>0.05)
(Cizelge 4.15). Hidroliz sonucu hesaplanan FMK ve EV’de ise istatistiksel olarak
(P>0.05) 6nemli seviyede bir degisiklik olmamaktadir.

K:S’nin 1:8 oldugu hidrolizler sonucunda FSK minimum 63.98 g/L ve
maksimum 74.53 g/L olarak elde edilmistir (D16-D14). Bu oranda FMK ve EV ise
sirastyla 1.41 g/L, % 46.25 ve 1.31 g/L, % 46.88 olarak tespit edilmistir. K:S’nin 1:10
oldugu hidrolizlerde ise minimum ve maksimum FSK sirasiyla 51.52 g/L ve 61.45 g/L
olarak belirlenmistir (D21-D17). Bu kosullarda FMK ve EV sirasiyla 1.16 g/L, % 62.50
ve 1.29 g/L, % 51.00 olarak elde edilmistir. 1:12 K:S’ nindaki ¢aligmalarda ise minimum
46.42 g/L ve maksimum 50.28 g/L FSK elde edilmistir (D24-D15). Ayni kosullarda
sirastyla 1.04 g/L, % 60.83 ve 1.03 g/L, % 60.83 FMK ve EV tespit edilmistir. Sonug
olarak K:S azalmasiyla FSK ve FMK azalmasi ve EV ise artmasi istatistiksel olarak
onemli (P<0.01) oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.15).

Hidroliz i¢in AO’nin % 1 oldugu denemeler sonucunda en diisiik 48.28 g/L ve
en yiiksek 64.34 g/L FSK elde edilmistir (D3-D18). Ayni1 hidroliz kosullarinda FMK ve
EV ise sirasiyla 0.98 g/L, % 60.00 ve 1.33 g/L, % 42.50 olarak elde edilmistir. AO’nin
% 2 oldugu hidrolizlerde ise minimum ve maksimum FSK sirasiyla 46.42 g/L ve 74.53
g/L olarak belirlenmistir (D24-D14). Bu kosullarda FMK ve EV sirasiyla 1.04 g/L, %
60.83 ve 1.31 g/L, % 46.88 olarak eclde edilmistir. AO % 3 oldugunda ise FSK
minimum 47.87 g/L ve 63.98 g/L olarak belirlenmistir (D9-D16). Bu kosullarda FMK
ve EV ise sirasiyla 1.04, % 57.92 ve 1.41 g/L, % 46.25 olarak belirlenmistir. Ancak
AO’nin artmasiyla FSK azalmasi ve FMK artmas: istatistiksel olarak 6nem seviyesinde
tespit edilmemistir (P>0.05). EV ise AO’n1 degisiminden Yyine istatistiksel olarak 6nem
seviyesinde ¢ikmamistir (Cizelge 4.15).
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BK hidrolizi igin son parametreyi hidroliz siiresi olusturmaktadir. Hidroliz
stiresinin 10 dk oldugu denemeler sonucunda en diisiik 48.29 g/L ve en yiiksek 74.53
¢/L FSK elde edilmistir (D25-D14). Ayni1 hidroliz kosullarinda FMK ve EV ise sirasiyla
0.99 g/L, % 61.67 ve 1.31 g/L, % 46.88 olarak elde edilmistir. Siirenin 20 dk olmasiyla
ise FSK’nin minimum ve maksimum degerleri sirasiyla 47.32 g/L ve 68.42 g/L olarak
belirlenmistir (D2-D8). Bu kosullarda FMK ve EV sirasiyla 1.00 g/L, % 62.08 ve 1.35
o/L, % 51.25 olarak elde edilmistir. Stire 30 dk’ya ¢ikarildiginda ise FSK minimum
46.42 g/L ve 69.86 g/L olarak belirlenmistir (D24-D22). Bu kosullarda FMK ve EV ise
sirastyla 1.04, % 60.83 ve 1.40 g/L, % 44.38 olarak belirlenmistir. Sonug olarak hidroliz
stiresinin artmasiyla FSK azalmaktadir. FMK ise hidroliz siiresinin 10 dk ve 20 dk
oldugu denemelerde degismezken hidroliz siiresinin 30 dk olmasiyla beraber artis
gostermektedir. Ancak hidroliz siiresinin artmasiyla FMK artis EV’deki degisim
istatistiksel olarak 6nem seviyesinde (P>0.05) tespit edilmemistir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.14. BK hidrolizi RSM deneme deseni sonuglari

D Sicaklik K:S AO Siire FSK FMK EV
O (wiv) (%)  (dk) (9/L) (9/L) (%)

1 125 1:10 2 20 59.92+0.73 1.230+0.002  49.50+0.50
2 120 1:12 2 20 47.32+0.46 1.000+0.009  62.08+0.42
3 125 1:12 1 20 48.25+0.05 0.980+0.001  60.00+0.50
4 125 1:10 3 30 57.44+0.34 1.140+0.028  52.50£0.50
5 130 1:10 2 30 58.11+0.37 1.230+0.003  50.50£0.50
6 125 1:10 2 20 59.03+1.25 1.210+0.005  52.00+0.50
7 130 1:8 2 20 72.56+0.13 1.400+0.028  47.50+£0.25
8 120 1:8 2 20 68.42+0.55 1.350+0.016  51.25+1.25
9 125 1:12 3 20 47.87+0.27 1.040+0.002  57.92+0.42
10 130 1:10 1 20 60.46+0.51 1.150+0.001  53.50£0.50
11 125 1:10 2 20 57.27+0.13 1.220+0.009  52.50£0.50
12 125 1:10 1 30 58.89+0.09 1.110+0.002  50.50£0.50
13 120 1:10 3 20 54.82+0.75 1.260+0.004  62.50%0.50
14 125 1:8 2 10 74.53+0.40 1.310+0.002  46.88+0.63
15 130 1:12 2 20 50.28+0.10 1.030+0.001  60.83+0.42
16 125 1:8 3 20 63.98+0.06 1.410+0.010  46.25+0.25
17 120 1:10 2 30 61.45+0.22 1.290+0.003  51.00£1.00
18 125 1:8 1 20 64.34+0.37 1.330+0.020  42.50+0.25
19 125 1:10 1 10 57.114£2.20 1.160+0.001 54.00+0.50
20 125 1:10 3 10 56.09+0.67 1.180+0.002  55.50£0.50
21 120 1:10 1 20 51.524+0.13 1.160+0.027  62.50£0.50
22 125 1:8 2 30 69.86+0.50 1.400+0.016  44.38+0.63
23 130 1:10 3 20 55.29+0.10 1.150+0.001  54.00+0.50
24 125 1:12 2 30 46.42+0.09 1.040+£0.005  60.83+0.83
25 125 1:12 2 10 48.29+0.68 0.990+0.006  61.67+0.50
26 130 1:10 2 10 56.57+0.10 1.300+0.005  44.00£0.50
27 120 1:10 2 10 54.76+0.27 1.100+0.001 52.50+0.50
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BK hidrolizi RSM denemelerinin model tarafindan belirlenen regresyon
esitligi incelenmistir. Fermente edilebilir seker miktarlari icin model denklem ve
regresyon esitlikleri agagidaki gibidir.

FSK = +58.74+ 1.25A- 10.44B- 0.42C+ 0.40D -0.30AB- 2.12AC- 1.23AD-
0.01BC+ 0.70BD- 0.11CD- 0.62A%+ 0.70B?- 2.56C?+ 0.38D?

Burada;

A: Sicaklik

B: Kati: s1v1 orani

C: Seyreltik asit konsantrasyonu
D: Siire

BK’nin hidroliz kosullarinin optimizasyonunda fermente edilebilir seker
miktarima ait R? degeri 0.9935 olarak belirlenirken uyumsuzluk degeri de 0.1720 olarak
model tarafindan hesaplanmistir. Bu sonuca gore fermente edilebilir seker miktari igin
elde edilen model, hidroliz sonuglarinin %99.35’ni tam temsil etmekte ve modelin
uyumsuzluk degeri %5’ten biiyiikk ¢iktigr i¢in 6nemsiz (P>0.05) olmaktadir (Cizelge
4.19). Ayrica FSK iizerine sicaklik, K:S, AO ve siirenin etkisini gdsteren kontur plot
grafikleri Ek 2b ‘de gosterilmistir.

Cizelge 4.15. BK indirgen seker parametresinin varyans sonuglari

Kosullar fg};?;ilnln Katsayilar P degerleri
Model 1411.74 58.74+1.65 <0.0001**
Sicaklik (A) 18.70 1.24+0.83  0.156507
K:S (B) 1307.51 -10.44+0.83 < 0.0001**
AO (C) 2.15 -0.42+0.83  0.617520
Siire (D) 1.94 0.40+£0.83  0.635455
AB 0.35 -0.30+1.43  0.840060
AC 17.94 -2.12+1.43  0.164539
AD 6.63 -1.30+1.43  0.385763
BC 0.00010 -0.005+1.43 0.997268
BD 1.96 0.70+1.43  0.633391
CD 0.046 -0.11+£1.43  0.941329
A? 2.04 -0.62+1.43 0.626916
B? 2.63 0.70+1.43  0.581312
C? 34.83 -2.56+1.43 0.0614512
D2 0.76 0.38+1.24  0.766029
Kalan 98.20

Uyum eksikligi 94.57 0.1720

Kuramsal hata 3.64
Toplam 1509.95

R? =0.9935 **P<(0.01

RSM model sonuglarimin varyans sonuglarina bakildiginda da K:S’nin P<0.01
seviyesinde onemli oldugu goriilmiistiir. Metot maksimum indirgen seker i¢in sicaklik,
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K:S, asit konsantrasyonu ve siire parametrelerinin ortalama degerlerini gosterecek
sekilde tahminleri siralamistir. Bu tahminlerden ti¢ farkli hidroliz kosulu segilip,
dogrulama analizleri yapilmistir. Optimum kosullarda gerceklestirilen BK hidrolizi
dogrulama deneme sonuglar1 Cizelge 4.16°da belirtilmistir.

Cizelge 4.16. Optimum kosullarda gergeklestirilen BK hidrolizi dogrulama deneme

sonugclari
Sicaklik K:S AO Siire Ongoriilen Elde edilen
(O (Wiv) (%0) (dk) FSK (g/L)  FSK (g/L)
130 1.53 10 73.00 72.26
125 1:8 1.66 10 70.28 70.26
121 2.66 30 69.47 72.73

RSM deneme sonuglar1 degerlendirildiginde sicakligin 120 °C noktasina yakin
olabilecegi Ongorilmiistii. 121 °C’de gergeklestirilen hidroliz sonucunda ger¢ek
indirgen seker miktariin 6ngdriilenden yiliksek olmasi da BK hidrolizi i¢in optimum
nokta oldugunun bir diger gostergesidir. Hidroliz islemi ekonomik olarak
degerlendirildiginde de 125 °C’de 10 dk yerine 121 °C’de 30 dk hidrolizinin daha uygun
olacagi digiiniilmiistiir. Dolayisiyla BK hidrolizinde optimum parametreler 121 °C
sicaklik, 1:8 K:S, % 2.66 H2SO4 oran: ve 30 dKk siire olarak belirlenmistir.

4.3.3. CK hidroliz kosullarinin RSM ile belirlenmesi

CK hidroliz kosullar1 ve sonuglar1 Cizelge 4.17°de verilmistir. CK hidroliz
sonugclar1 incelendiginde BK ve AK’na benzer sekilde kati: sivi oraninin indirgen seker
miktarin1 dogrudan etkiledigi goriilmektedir. Hidroliz kosullarinin sicakligin 125 °C,
kat1: stv1 oraninin 1:8, asit konsantrasyonunun %2 oldugu ve hidroliz siirelerin 10 ve 30
dk oldugu iki deneme (D3-D4) karsilastirildiginda elde edilen indirgen seker miktarinin
sirasiyla 85.53 ve 87.84 oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle CK hidrolizinde 30 dk’lik
hidroliz siiresinin gereksiz oldugu diisiiniilmektedir. Kati: sivi orani ise beklenilen
sekilde P<0.01 seviyesinde onemli ¢ikmaktadir (Cizelge 4.18).

Her bir parametrenin ayr1 ayrt CK hidrolizine etkisini inceleyecek olursak,
sicakligin 120°C oldugu denemelerde minimum ve maksimum FSK sirasiyla 56.38 g/L
ve 89.07 g/L olarak dl¢iilmiistiir (D23-D12). Ayni kosullarda FMK ve EV sirasiyla 0.82
g/L, % 70.42 ve 1.06 g/L, % 61.25 olarak elde edilmistir. Hidroliz sicakligi 125 °C’ye
¢ikarildiginda FSK minimum ve maksimum noktalar1 56.55 g/L ve 87.84 g/L olarak
tespit edilmistir (D27-D4). Ayni kosullar altinda FMK ve EV ise sirasiyla 0.88 g/L, %
73.75 ve 1.17 g/L, % 64.38 olarak elde edilmistir. Sicaklik 130 °C’ye ¢ikarildiginda ise
FSK minimum 62.42 g/L ve maksimum 88.72 g/L olarak belirlenmistir (D21-D17). Bu
kosullar altinda FMK ve EV ise sirasiyla 0.90, % 76.25 ve 1.24 g/L, % 65.00 olarak
belirlenmistir. Sicakligin artmasi ile birlikte FSK, FMK ve EV’nin artmasi istatistiksel
olarak dnem seviyesinde (P>0.05) bulunmamistir (Cizelge 4.18).

Hidrolizin K:S’i 1:8 oldugu denemelerde FSK minimum 81.72 g/L ve

maksimum 89.07 g/L olarak elde edilmistir (D22-D12). Aym1 durumda FMK ve EV ise
sirastyla 1.17 g/L, % 68.75 ve 1.06 g/L, % 61.25 olarak tespit edilmistir. K:S’nin 1:10
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oldugu hidrolizlerde ise minimum ve maksimum FSK sirasiyla 63.53 g/L ve
74.82 g/L olarak belirlenmistir (D11-D2). Bu kosullarda FMK ve EV sirasiyla 0.76 g/L,
% 67.00 ve 0.81 g/L, % 70.00 olarak elde edilmistir. K:S’nin 1:12 oldugu hidrolizlerde
ise minimum 56.38 g/L ve maksimum 61.58 g/L FSK elde edilmistir (D23-D7). Ayni
kosullarda sirasiyla 0.82 g/L, % 70.42 ve 0.82 g/L, % 75.42 FMK ve EV tespit
edilmistir. Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde K:S azalmasiyla FSK ve
FMK azalmasi EV ise artmasi 6nem (P<0.01) seviyesindedir (Cizelge 4.18).

AO’nin % 1 oldugu hidrolizler sonucunda en diisiik 57.91 g/L ve en yiiksek
85.47 g/L FSK elde edilmistir (D19-D8). Ayni kosullarinda FMK ve EV ise sirasiyla
0.70 g/L, % 72.92 ve 0.96 g/L, % 65.00 olarak elde edilmistir. AO’nin % 2 oldugu
hidrolizlerde ise minimum ve maksimum FSK sirasiyla 60.29 g/L ve 88.72 g/L olarak
belirlenmistir (D18-D17). Bu kosullarda FMK ve EV sirasiyla 0.74 g/L, % 73.33 ve
1.24 g/L, % 65.00 olarak elde edilmistir. AO % 3 oldugunda ise FSK minimum 56.55
g/L ve 81.72 g/L olarak belirlenmistir (D27-D22). Bu kosullarda FMK ve EV ise
sirastyla 0.88, % 73.75 ve 1.17 g/L, % 68.75 olarak belirlenmistir. AO’nin artmasiyla
FMK ve EV de artmasi istatistiksel olarak 6nem (P<0.01) ¢ikmistir (Cizelge 4.18).

CK hidroliz siiresinin 10 dk oldugu denemeler sonucunda en diisiik 60.29 g/L ve
en yiiksek 85.53 g/L FSK elde edilmistir (D18-D3). Ayni hidroliz kosullarinda FMK ve
EV ise sirastyla 0.74 g/L, % 73.33 ve 1.03 g/L, % 63.13 olarak elde edilmistir. Siirenin
20 dk olmasiyla ise FSK’nin minimum ve maksimum degerleri sirasiyla 56.38 g/L ve
89.07 g/L olarak belirlenmistir (D23-D12). Bu kosullarda FMK ve EV sirasiyla 0.82
g/lL, % 70.42 ve 1.06 g/L, % 61.25 olarak elde edilmistir. Stirenin 30 dk’ya
¢ikarilmasiyla FSK minimum 61.58 g/L ve 87.84 g/L olarak belirlenmistir (D7-D4).
Ayni kosullarda FMK ve EV ise sirasiyla 0.82, % 75.42 ve 1.17 g/L, % 64.38 olarak
belirlenmistir. Hidroliz siiresinin artmasiyla FSK, FMK ve EV’deki artis istatistiksel
olarak dnemli (P<0.01) bulunmustur (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.17. CK hidrolizi RSM deneme deseni sonuglari

D Sicakhk  K:S AO Siire FSK FMK EV
O wh) (%) (dk) (/L) (g/L) (%)
1 130 1:10 1 20 73.26£0.91 0.920+0.006  67.00+1.00
2 125 1: 10 1 30 74.82+0.81 0.810+0.001  70.00+0.50
3 125 1:8 2 10 85.53+£1.03 1.030+0.010  63.13+0.63
4 125 1:8 2 30 87.84+1.15 1.170+0.009  64.384+0.63
5 125 1:8 1 20 85.47+0.96 0.960+0.001  65.00+0.25
6 120 1: 10 1 20 70.24+0.75 0.750+0.003  66.00+0.25
7 125 1:12 2 30 61.58+0.82 0.820+0.001  75.42+0.42
8 130 1: 10 3 20 67.48+1.04 1.040+0.002  72.5040.50
9 125 1: 10 2 20 73.36+0.94 0.940+0.001  67.50+0.50
10 125 1: 10 2 20 71.02+0.98 0.980+0.002  68.50+0.50
11 125 1: 10 1 10 63.53+0.76 0.760+0.006  67.00+1.00
12 120 1:8 2 20 89.07£1.04 1.060+0.012  61.25+1.25
13 130 1: 10 2 30 72.54+1.05 1.050+0.002  69. 00+1.00
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Cizelge 4.17°in Devami

14 125 1: 10 2 20 74.80+0.98  0.980+0.003  69.50+1.25
15 120 1: 10 3 20 70.74+0.95  0.950+0.003  68.00+1.00
16 125 1: 10 3 30 71.51£0.99  0.990+0.007  73.00+0.50
17 130 1:8 2 20 88.72+1.24  1.240+0.006  65.00+0.50
18 125 1:12 2 10 60.29+0.74  0.740+0.003  73.33+1.00
19 125 1:12 1 20 57.91£0.70  0.700+£0.002  72.92+0.50
20 130 1: 10 2 10 73.31+1.01 1.010+0.008  61.50+1.50
21 130 1:12 2 20 62.42+0.90  0.900+0.006  76.25+0.42
22 125 1:8 3 20 81.72+1.17  1.170+0.003  68.75+1.25
23 120 1:12 2 20 56.38+0.82  0.820+0.005  70.42+0.42
24 120 1: 10 2 30 71.58+0.98  0.980+0.002  63.50+0.50
25 120 1: 10 2 10 66.57+0.78  0.780+0.002  63.50£1.50
26 125 1: 10 3 10 65.84+0.90  0.900+0.004  73.50+0.50
27 125 1:12 3 20 56.55+0.89  0.880+0.004  73.75+0.42

FSK = +73.06+ 1.10A- 13.60B- 0.95C+ 2.07D +1.60AB- 1.57AC- 1.45AD+

0.60BC- 0.26BD- 1.41CD- 0.20A%+ 1.2B?- 3.10C?- 1.12D?

Burada;
A: Sicaklik
B: Kati1: s1vi orani

C: Seyreltik asit konsantrasyonu
D: Siire

CK’nun hidroliz kosullarinin optimizasyonunda fermente edilebilir seker

miktarina ait R? degeri 0.9745 olarak belirlenirken uyumsuzluk degeri de 0.4573olarak
model tarafindan hesaplanmistir. Bu sonuca gore fermente edilebilir seker miktar1 i¢in
elde edilen model, hidroliz sonuglarinin %97.45°ni tam temsil etmekte ve modelin
uyumsuzluk degeri %5’ten biiylik ¢iktigi igin dnemsiz (P>0.05) olmaktadir (Cizelge
4.18). Ayrica FSK iizerine sicaklik K:S, AO ve siirenin etkisini gdsteren kontur plot
grafikleri Ek 2¢ ‘de gosterilmistir.

Cizelge 4.18. CK indirgen seker parametresinin varyans sonuglari

Karelerin

Kosullar toplami Katsayilar P degerleri
Model 241951 73.06+1.33 < 0.0001**
Sicaklik (A) 14.41 1.11+0.66 0.1242
K:S (B) 2220.06 -13.60+£0.66 < 0.0001**
AO (C) 10.81 -0.95+0.66 0.1777
Stire (D) 51.25 2.07£1.15 0.0089**
AB 10.21 1.61+1.15 0.1894
AC 9.86 -1.57+1.15 0.1965
AD 8.35 -1.51+1.15 0.2321
BC 1.43 0.61£1.15 0.6122
BD 0.26 -0.26+1.15 0.8280
CD 7.90 -1.41+0.99 0.2445
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Cizelge 4.18’in Devami

A? 0.20 -0.20+0.99  0.8475
B2 7.69 1.20+0.99 0.2504
C? 51.27 -3.10+0.99  0.0089**
D? 6.65 -1.114+0.99 0.2834
Kalan 63.27
Uyum eksikligi 55.99 0.4573
Kuramsal hata 7.28
Toplam 2482.78

R? = 0.9745 **P<0.01

Cizelge 4.19. Optimum kosullarda ger¢eklestirilen CK hidrolizi dogrulama deneme

sonugclari
Sicaklik K:S AO Siire Ongoriilen Elde edilen
(*C) (Whv) (%) (dk) FSK (g/L) FSK (g/L)
130 1: 8.00 1.58 16 87.10 89.42
125 1:8.01 1.93 28 89.08 87.16
121 1: 8.06 1.90 25 89.09 84.25

Optimum kosullarda gerceklestirilen CK hidrolizi dogrulama deneme
sonuclart Cizelge 4.19°da belirtilmistir. CK optimum hidroliz noktasi1 belirlenirken
model tarafindan belirlenen optimum kosullar arasindan indirgen seker miktarinin
gerceklesen degerlerin ongoriilenlerden yiiksek oldugu nokta secilmeye g¢alisiimistir.
Boylece CK hidrolizi i¢in optimum kosullar 130°C sicaklik, 1:8 K:S, %1.58 asit
konsantrasyonu ve 16 dk hidroliz siiresi olarak belirlenmistir.

4.3.4. YK hidroliz kosullarinin RSM ile belirlenmesi

YK hidroliz kosullar1 ve deneme sonuglar1 Cizelge 4.20°de verilmistir. YK
RSM deneme sonuglarina gore hidroliz parametrelerinin FSK, FMK ve EV iizerine
etkileri belirlenmistir. Hidroliz sicakligimin 120°C oldugu denemeler sonucunda
minimum ve maksimum FSK 33.32 g/L ve 54.63 g/L olarak 6l¢iilmiistiir (D8-D3). Bu
kosullarda FMK ve EV sirasiyla 1.23 g/L, % 71.67 ve 1.55 g/L, % 60.00 olarak elde
edilmistir. Hidroliz i¢in sicaklik 125 °C’ye ¢ikarildiginda FSK minimum ve maksimum
noktalart 34.57 g/L ve 52.75 g/L olarak tespit edilmistir (D5-D13). Ayni sicaklik
noktasinda FMK ve EV ise sirasiyla 1.18 g/L, % 70.00 ve 1.52 g/L, % 58.13 olarak elde
edilmistir. Sicaklik 130 °C’ye geldiginde ise FSK minimum 41.46 g/L ve maksimum
62.47 g/L olarak belirlenmistir (D14-D7). Bu kosullar altinda FMK ve EV ise sirasiyla
1.22, % 65.83 ve 1.57 g/L, % 56.25 olarak belirlenmistir. Sicaklik artis1 ile FSK
artmasi, FMK degismemesi ve EV’nin azalmas istatistiksel olarak 6nem seviyesinde
(P<0.01) tespit edilmistir (Cizelge 4.21).

K:S’nin 1:8 oldugu hidrolizler sonucunda FSK minimum 51.43 g/L ve
maksimum 62.47 g/L olarak elde edilmistir (D4-D7). Bu oranda FMK ve EV ise
sirastyla 1.45 g/L, % 52.50 ve 1.57 g/L, % 56.25 olarak tespit edilmistir. K:S’nin 1:10
oldugu hidrolizlerde ise minimum ve maksimum FSK sirasiyla 39.73 g/L ve 48.42 g/L
olarak belirlenmistir (D1-D15). Bu kosullarda FMK ve EV sirasiyla 1.30 g/L, % 61.00
ve 1.28 g/L, % 61.00 olarak elde edilmistir. 1:12 K:S nindaki ¢alismalarda ise minimum
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33.32 g/L ve maksimum 41.82 g/L FSK elde edilmistir (D8-D9). Aymi
kosullarda sirasiyla 1.23 g/L, % 71.67 ve 1.20 g/L, % 69.58 FMK ve EV tespit
edilmistir. Sonu¢ olarak K:S azalmasiyla FSK ve FMK azalmasi ve EV ise artmasi
istatistiksel olarak 6nem seviyesinde (P<0.01) ¢ikmistir (Cizelge 4.21).

YK hidrolizi i¢in son parametreyi hidroliz siiresi olusturmaktadir. Hidroliz
siiresinin 10 dk oldugu denemeler sonucunda en diisiik 34.57 g/L ve en yliksek 52.75
g/L FSK elde edilmistir (D5-D13). Ayni hidroliz kosullarinda FMK ve EV ise sirasiyla
1.18 g/L, % 70.00 ve 1.52 g/L, % 58.13 olarak elde edilmistir. Siirenin 20 dk olmasiyla
ise FSK’nin minimum ve maksimum degerleri sirasiyla 33.32 g/L ve 62.47 g/L olarak
belirlenmistir (D8-D7). Bu kosullarda FMK ve EV sirasiyla 1.23 g/L, % 71.67 ve 1.57
g/L, % 56.25 olarak elde edilmistir. Siire 30 dk’ya ¢ikarildiginda ise FSK minimum
41.82 g/L ve 51.43 g/L olarak belirlenmistir (D9-D4). Bu kosullarda FMK ve EV ise
sirasiyla 1.20, % 69.58 ve 1.45 g/L, % 52.50 olarak belirlenmistir. Sonug olarak hidroliz
sliresinin artmastyla FSK artmasi, FMK azalmasi ve EV’nin sabit kalmasi istatistiksel
olarak 6nem seviyesinde (P<0.01) bulunmustur.

Cizelge 4.20. YK hidrolizi RSM deneme deseni sonuglari

D Sicaklik K:S AO Siire FSK FMK EV
(W) wh) (%)  (dk) (9/L) (9/L) (%)
1 120 1:10 10 39.73+0.68  1.300+0.010  61.00+1.00
2 120 1: 10 30 43.08+0.84 1.410+0.001  66.00+0.01
3 120 1:8 20 54.63+0.21 1.550+0.001  60.00+2.50
4 125 1:8 30 51.43+0.32 1.450+0.004 52.50+0.01
5 125 1:12 10 34.57+0.16  1.180+0.010  70.00+0.01
6 130 1: 10 30 48.39+0.28  1.270+0.007  63.00+1.00
7 130 1:8 20 62.47+0.19 1.570£0.002  56.25+1.25
8 120 1:12 1 20 33.32+0.26 1.230+0.010  71.67+0.01
9 125 1:12 30 41.82+0.13  1.200+£0.015  69.58+0.42
10 125 1: 10 20 48.20+0.25 1.280+0.008  59.00+1.00
11 130 1:10 10 45.97+0.70  1.570+0.001  63.00+1.00
12 125 1: 10 20 48.39+0.19 1.270+0.002  58.00+0.01
13 125 1:8 10 52.75¢0.21 1.520+0.004  58.13+0.63
14 130 1:12 20 41.46+0.32 1.220+0.001  65.83+0.83
15 125 1:10 20 48.42+0.10  1.280+0.006  61.00+1.00

FSK = +48.34+ 3.44A- 8.76B+ 1.46C+ 0.08AB- 0.23AC+ 2.14BC- 0.61A%+
2.24B2- 3.44C?

Burada;

A: Sicaklik

B: Kati: s1vi orani
C: Siire

YK’nin hidroliz kosullarinin optimizasyonunda fermente edilebilir seker
miktarina ait R? degeri 0.9647 olarak belirlenirken uyumsuzluk degeri de 0.00150larak
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model tarafindan hesaplanmistir. Bu sonuca gore fermente edilebilir seker miktar1 icin
elde edilen model, hidroliz sonuglarinin %96.47’sini tam temsil etmekte ve modelin
uyumsuzluk degeri %5’ten biiyiikk ¢iktigi i¢in istatistiksel olarak 6nemsiz (P>0.05)
olmaktadir (Cizelge 4.21). Ayrica FSK iizerine sicaklik, K:S ve siirenin etkisini
gosteren kontur plot grafikleri Ek 2d ‘de gosterilmistir.

Cizelge 4.21. YK indirgen seker parametresinin varyans sonuglari

Kosullar Ifglr)isn”ln Katsayilar P degerleri
Model 789.95 48.34+1.39  0.0040**
Sicaklik (A) 94.74 3.44+0.85 0.0098**
K:S (B) 614.43 -8.76+0.85  0.0001**
Siire (C) 17.11 1.46+0.85  0.1458
AB 0.022 0.075+1.20 0.9526
AC 0.22 -0.23+1.20 0.8542
BC 18.36 2.14+1.20 0.1347
A? 1.37 -0.60+1.25 0.6472
B? 0.22 0.24+1.25 0.8544
C? 43.59 -3.44+1.25  0.0404*
Kalan 28.87

Uyum eksikligi 28.85 0.0015

Kuramsal hata 0.028
Toplam 818.83

R? = 0.9647 **P<0.01, P<0.05

OFAT ile elde edilen deneme sonuglarina ve varyans ve regresyon analizlerine
gore AO %] olarak belirlenmigti. RSM modelinin varyans sonuglarina gore ise K:S ve
sicakligin 6nemli oldugu gorilmiistiir (Cizelge 4.21). Modelde uyum eksikligi onemli
bulunmustur. Ancak model igin tahmini R? degeri bicimsel R? degerinin cok
iizerindedir. Ayrica yeterli hassasiyet degerinin 4 olmas1 gerekmektedir. Modelde bu
deger 13.93 olarak belirlenmistir. Dolayisiyla bu model tasarim alaninda gezinmek igin
kullanilabilir. (Bigimsel R?= 0.9013, Tahmini R?>=0.4363).

Model maksimum seker konsantrasyonu olacak sekilde kosullandirilmis ve
biitiin denemeler olasilik degerine gdére model tarafindan biiyiikten kiiclige gore
siralanmistir.  Biitlin  degiskenlerin 6nemli ¢ikmasindan dolayr ilk verilen deneme
secilmis ve dogrulama analizi yapilmistir. Optimum kosullarda gergeklestirilen YK
hidrolizi dogrulama deneme sonuglari1 Cizelge 4.22°de belirtilmistir.

Cizelge 4.22. Optimum kosulda gergeklestirilen YK hidrolizi dogrulama deneme

sonuglar1
Sicakhk K:S AO Siire  Ongoriilen  Elde edilen
(°C) (Wiv) (%) (dk) FSK (o/L)  FSK (g/L)
130 1:8 1 19 59.63 60.16
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Lignoseliilozik materyallerden elde edilen seker konsantrasyonlar1 kullanilan
materyallerin yetistirildigi bolge, hasat yili ve tiirii gibi 6zelliklerine bagli olarak
degisiklik gosterebilmektedir. Ancak elde edilen sonuglar lignoseliilozik materyallerin
asidik hidrolizi lizerine yapilan c¢aligmalarla karsilastirildiginda, genel olarak benzer
sonuglar elde edilmistir (Germec vd 2016). Benzer sekilde BK ve piring samani
hidrolizatlarindan aminoasit iiretimi iizerine bir ¢alisma gerceklestirilmistir. Oncelikle
materyalleri HSO4, HCI, and NaOH ile hidroliz etmisler ve optimum hidroliz kosulunu
%4 (W/v) H2SOs4, 134 °C sicaklik, %35 materyal ve 35 dakika olarak belirlemislerdir.
Hidroliz sonunda BK ve piring samaninin karbonhidrat igeriklerini sirastyla 41 g/L
(22.5 glukoz, 9.30 ksiloz ve 9.60 arabinoz) ve 42 g/L (7.2 glukoz, 25 ksiloz ve 10.1
arabinoz) olarak belirlemislerdir (Gopinath vd 2011).

4.4, Lignoseliilozik Hidrolizatlarin Aktif Kémiir Detoksifikasyon Optimizasyonu

Aktif komiir detoksifikasyon optimizasyonu i¢gin RSM denemeleri
gerceklestirilmigtir. Metotta cevap olarak kullanilan FSK ve FMK degisimleri Cizelge
4.23°de belirtilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde aktif komiir detoksifikasyonunun
biitlin materyallerin indirgen seker icerigini Onemli seviyede degistirmedigi
goriilmiistiir. Ancak aktif komiir detoksifikasyonu ile fenolik madde miktarlari 6nemli
oranlarda azalmistir. Elde edilen varyans analizleri degerlendirildiginde ise istatistiksel
olarak model ve aktif komiir konsantrasyonu AK, CK ve YK i¢in énemli (P<0.01) BK
icin ise Onemsiz (P>0.05) c¢ikmistir. Parametrelerin varyans sonuglar1 EK-3’de
verilmistir.

Materyallerin optimum detoksifikasyon kosullarini belirlemek i¢in model
tarafindan aktif komiir, siire ve sicaklik parametrelerinin ortalama degerleri ve fenolik
madde igin ortalama ve minimum konsantrasyonlar1 olacak sekilde belirlenen
denemeler gergeklestirilmistir. Bu durumda fenolik madde miktarlarinin ortalama ve
minimum konsantrasyonlar1 olacak sekilde her materyal i¢in iki ayri optimum kosul
belirlenmistir. Bu kosullar maksimum aktif komiir konsantrasyonu; D1 ve minimum
aktif komiir konsantrasyonunun D2 olmak {izere adlandirilmistir. Model tarafindan
belirlenen detoksifikasyon kosullar1 arasindan en diisik FMK’ye sahip kosullar
optimum kosul olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.23 Detoksifikasyon optimizasyonu RSM deneme sonuglari

Bagimsiz degisken parametreler AK BK CK YK
Aktif Komiir Stire  Sicaklik
Konsa?tr';lsyonu @) () FSK (g/L) FMK (g/L) FSK (g/L) FMK (g/L) FSK (g/L) FMK (g/L) FSK (g/L) FMK (g/L)

%

3 30 25 66.02+0.06  0.110+0.007 55.3240.46  0.330+0.010 74.07£1.72  0.240+0.005 50.18+1.34  0.240+0.005
3 40 30 62.22+2.08  0.080+0.002 57.91£0.45  0.320+0.008 79.94+1.21  0.210+0.003 49.61+1.35 0.210+0.003
2 30 30 65.30£0.22  0.230+0.017 55.74£1.09  0.440+0.010 81.09£1.98  0.310+0.007 49.93+0.70  0.310+0.007
2 40 25 62.83+4.15  0.300+0.007 57.78+0.35  0.440+0.006 76.17£1.66  0.310+0.010 47.7242.14  0.310+0.010
1 30 35 60.91£0.38  0.520+0.008 57.46£1.50  0.650+0.006 72.09+0.51  0.460+0.003 47.91+£0.99  0.460+0.003
2 40 35 63.98+1.47  0.230+0.007 54.27+0.89  0.450+0.020 72.95€2.59  0.320+0.007 48.07+1.28  0.320+0.007
2 20 25 62.99+0.48  0.230+0.003 56.44+0.13  0.450+0.009 71.54+0.80  0.320+00.004 48.65+0.13  0.320+0.004
2 30 30 65.06£0.51  0.170+0.007 56.50+0.18  0.460+0.007 80.00+£0.51  0.310+0.005 50.37£1.34  0.310+0.005
1 20 30 69.02+£1.02  0.420+0.052 56.95£1.21  0.630+0.018 76.94£1.66  0.450+0.001 53.05£1.28  0.450+0.001
2 20 35 65.44+0.19  0.230+0.003 54.27£2.30  0.490+0.006 73.68+1.66  0.310+0.001 45.90+1.19  0.310+0.001
2 30 30 66.08+0.57  0.190+0.013 60.65£0.08  0.440+0.005 76.17£1.66  0.310+0.001 48.20+0.38  0.310+0.001
1 40 30 62.83£1.21  0.470+0.017 58.67£0.99  0.320+0.013 79.37+0.51  0.440+0.003 51.46£1.72  0.440+0.003
1 30 25 59.66+£0.03  0.510+0.010 56.60£0.26  0.670+0.009 72.88+0.54  0.470+0.004 48.30+0.86  0.470+0.004
3 30 35 63.85£0.38  0.090+0.010 57.05£0.86  0.340+0.012 70.46+0.93  0.250+0.010 44.02+0.80  0.250+0.010
3 20 30 65.860.99  0.100+0.003 52.2240.35  0.660+0.009 81.12£1.50  0.220+0.014 48.36+0 .48 0.220+0.014
Kontrol 6rnekleri 66.66 1.12 60.88 1.2 74.07 0.83 49.38 1.63
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4.4.1. AK hidrolizatlarinin detoksifikasyon optimizasyonu

AK hidrolizatlariin detoksifikasyon optimizasyon deneme deseni ve sonuglari
Cizelge 4.23’de belirtilmistir. Baslangi¢ fenolik madde igerigi 1.12 g/L olan AK
hidrolizatinin ~ detoksifikasyon islemiyle fenolik madde miktarlar1 azaltilmaya
calisilmistir. Detoksifikasyon isleminde aktif komiir konsantrasyonu %1 oldugunda
minimum ve maksimum fenolik madde miktarlar sirasiyla 0.42 g/L ve 0.52 g/L olarak
Olciilmiistiir. Aktif komiir konsantrasyonunun % 2 oldugu detoksifikasyon islemlerinde
minimum 0.17 g/L ve maksimum 0.30 g/L fenolik madde belirlenmistir. %3 aktif
komiir konsantrasyonu kullanilarak yapilan detoksifikasyon islemlerinde de minimum
fenolik madde igerigi 0.08 g/L. iken maksimum fenolik madde igerigi 0.11 g/L olarak
belirlenmistir. Dolayisiyla aktif komiir konsantrasyonunun artmasiyla AK hidrolizatinin
fenolik madde igeriginin azalmas: istatistiksel olarak 6nem (P>0.01). seviyesinde tespit
edilmistir (EK-3a). Detoksifikasyon isleminde siirenin  etkisi  arastirilirsa
detoksifikasyon siiresinin 20 dk oldugu uygulamalarda minimum ve maksimum fenolik
madde miktarlarinin sirastyla 0.10 g/L ve 0.42 g/L oldugu goriilmektedir. Siirenin 30 dk
oldugu detoksifikasyon uygulamalarinda ise minimum fenolik madde igerigi 0.09 g/L
Olciiliirken, maksimum fenolik madde icerigi de 0.52 g/L olarak 6l¢iilmiistiir. Sonug
olarak siirenin artmasiyla AK hidrolizatinin fenonik madde igeriginin azalmasi
istatistiksel olarak 6nemsizdir (P>0.05). Detoksifikasyon islemindeki son parametre
olan sicakligin etkisine bakilacak olursa 25°C’deki uygulamalar sonucunda minimum
fenolik madde igerigi 0.11 g/ ve maksimum fenolik madde igerigi de 0.51 g/L olarak
belirlenmistir. Sicakligin 30°C oldugu denemelerde ise fenolik madde i¢erigi minimum
0.08 g/L maksimum 0.47 g/L olarak ol¢iilmiistiir. 35°C’de gergeklesen detoksifikasyon
islemlerinde de minimum ve maksimum fenolik madde miktarlart sirastyla 0.09 g/L ve
0.52 g/L olarak olgiilmistiir. Aktif komiir konsantarsyonu ve siirenin sabit oldugu
denemelerde sicaklik artisi ile FMK artmaktadir. AK hidrolizatinin fenolik madde
igerigi varyans sonuglarina gore sicaklik (P<0.05) ve aktif komiir konsantrasyonu
(P<0.01) istatistiksel olarak 6nem seviyesinde oldugu goriilmiistiir (EK-3a).

Cizelge 4.24. AK hidrolizatinin detoksifikasyon optimizasyonu sonucu belirlenen
optimum kosullari

Aktif komiir . ”

konsantrasyonu (%) Sicaklik (°C) Siire (dKk)
Ds 2.9 30.9 26.8
D2 1.1 34.2 34.4

4.4.2. BK hidrolizatlarinin detoksifikasyon optimizasyonu

BK hidrolizatlariin detoksifikasyon optimizasyon deneme deseni ve sonuglari
Cizelge 4.23’de verilmistir. Detoksifikasyon iglemi uygulanmayan BK hidrolizatinin
fenolik madde igerigi 1.20 g/L olarak belirlenmistir. Detoksifikasyonda kullanilan aktif
komiir konsantrasyonunun %1 oldugu uygulamalarda minimum ve maksimum fenolik
madde igerikleri sirasiyla 0.32 g/L ve 0.67 g/L’dir. %2 aktif kdmiir konsantrasyonunda
ise minimum 0.44 g/L ve maksimum 0.49 g/L fenolik madde miktar1 hesaplanmistir.
Son olarak %3 aktif komiir konsantrasyonunda ise 0.32 g/ minimum, 0.66 g/L
maksimum nokta olmak iizere fenolik madde igerikleri belirlenmistir. Aktif komiir
konsantrasyonunun en diisiik ve en yiiksek oldugu noktalarin her ikisinde de fenolik
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madde igerigi minimum seviyede kalmaktadir. Ancak BK hidrolizatlarinin
detoksifikasyonunda aktif komiir konsantrasyonu istitistiksel olarak 6nemsiz (P>0.05)
cikmistir (EK-3b). Bunun nedeni detoksifikasyon i¢in kullanilan bagimsiz degiskenlerin
Minimum ve maksimum noktalarimin birbirine yakin olmasindan kaynaklanmuistir.
Stirenin 20 dk oldugu uygulamalarda minimum 0.45 g/L, maksimum 0.66 g/L fenolik
madde igerigi belirlenmistir. Detoksifikasyon isleminin 30 dk oldugu kosullarda ise
fenolik madde igerikleri minimum 0.33 g/L ve maksimum 0.67 g/L olarak
hesaplanmistir. Siirenin 40 dk oldugu uygulamalarda ise minimum ve maksimum
fenolik madde igerikleri sirasiyla 0.45 g/L ve 0.32 g/L olarak belirlenmistir. BK
hidrolizatinin ~ detoksifikasyon isleminde siirenin etkisi incelendiginde siirenin
artmasiyla fenolik madde igeriginin azalmakta oldugu goriilmiis. Ancak azalmanin
istatistiksel olarak onemsiz oldugu tespit edilmistir (P>0.05). Sicaklik 25°C’de
oldugunda ise minimum 0.33 g/l ve maksimum 0.67 g/L fenolik madde igerigi
Ol¢iilmiistiir. 30°C olan uygulamalarda ise fenolik madde igeriklerinin minimum ve
maksimum degerleri sirasiyla 0.32 g/L. ve 0.66 g/L olarak belirlenmistir. Maksimum
sicaklik noktasinda ise minimum ve maksimum fenolik madde icerikleri yine sirasiyla
032 g/L ve 0.65 g/L olarak hesaplanmistir. Sonu¢ olarak BK hidrolizatinin
detoksifikasyonunda sicaklik degisiminin fenolik madde igerigini etkilemedigi
goriilmiis ve sicakligin istatistiksel olarak Onem seviyesinde olmadigi (P>0.05)
belirlenmistir (EK-3b).

Cizelge 4.25. BK hidrolizatinin detoksifikasyon optimizasyonu sonucu belirlenen
optimum kosullart

Aktif komiir . )

konsantrasyonu (%) Sicakdik (°C) Siire (dk)
D1 2.9 314 39.0
D2 1.1 34.1 30.9

4.4.3. CK hidrolizatlarinin detoksifikasyon optimizasyonu

AK hidrolizatlarinin detoksifikasyon optimizasyon deneme deseni ve sonuglari
Cizelge 4.23’de belirtilmistir. Detoksifiye edilmemis CK hidrolizatinin fenolik madde
icerigi 0.83 g/ olarak belirlenmistir. Aktif komiir konsantrasyonunun %1 oldugu
detoksifikasyon islemlerinde minimum fenolik madde igerigi 0.44 g/L iken maksimum
nokta 0.47 g/L olarak belirlenmistir. %2 aktif komiir konsantrasyonlarinda ise minimum
ve maksimum noktalar swrasiyla 0.32 g/ ve 0.31 g/L’dir. %3 aktif kOmiir
konsantrasyonlarinda Ol¢iilen fenolik madde miktarlar1 ise minimum 0.21 g/L ve
maksimum 0.25 g/L olarak oOlglilmiistiir. Artan aktif komiir konsantrasyonuyla CK
hidrolizatinin fenolik madde igeriginin azalmasi istatistiksel olarak onemli (P<0.01)
cikmistir (EK-3c). Siirenin 20 dk oldugu detoksifikasyon uygulamalarinda fenolik
madde igerikleri minimum 0.22 g/L. maksimum 0.45 g/L ve siirenin 30 dk oldugu
uygulamalarda minimum 0.24 g/L maksimum 0.47 g/L olarak belirlenmistir. Siirenin 40
dk oldugu uygulamalarda ise fenolik madde igeriklerinin minimum ve maksimum
noktalar1 0.21g/L ve 0.44 g/L olarak Olglilmiistiir. Boylece siirenin minimum ve
maksimum noktalarinda en diisiik fenolik madde icerigine sahip CK hidrolizatlar1 elde
edilmis ve siire istatistiksel olarak (P<0.05) 6nem seviyesinde tespit edilmistir (EK-3c).
Sicakligin 25 °C oldugu detoksifikasyon islemlerinde minimum ve maksimum fenolik
madde icerikleri sirasiyla 0.24 g/L ve 0.47 g/L olarak belirlenmistir. Sicaklik 30 °C
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oldugunda minimum 0.21 g/L ve maksimum 0.45 g/L fenolik madde igerigi tespit
edilmistir. Detoksifikasyon sicakliginin 40 °C oldugu uygulamalarda ise minimum ve
maksimum fenolik madde igerikleri sirasiyla 0.25 ve 0.46 g/L olarak belirlenmistir.
Dolayistyla minimum ve maksimum sicaklik noktalarinda yiiksek ¢ikan fenolik madde
igerigi orta nokta olan 30 °C de en diisiik seviyede tespit edilmis ve sicaklik parametresi
CK hidrolizatlarimin detoksifikasyonunda istatistiksel olarak onemli (P<0.01)
bulunmustur (EK-3c).

Cizelge 4.26. CK hidrolizatinin detoksifikasyon optimizasyonu sonucu belirlenen
optimum kosullar

AKktif komiir ) -

konsantrasyonu (%) Sicaklik ("C) Siire (dk)
D1 3.0 28.0 200
D2 1.1 27.7 27.7

4.4.4. YK hidrolizatlarinin detoksifikasyon optimizasyonu

YK hidrolizatlarinin detoksifikasyon optimizasyon deneme deseni ve sonuglari
Cizelge 4.23’de belirtilmistir Detoksifikasyon islemi uygulanmayan YK hidrolizatinin
fenolik madde igerigi 1.63 g/L olarak belirlenmistir. Detoksifikasyonda kullanilan aktif
komiir konsantrasyonunun %1 oldugu uygulamalarda minimum ve maksimum fenolik
madde igerikleri sirasiyla 0.44 g/L ve 0.47 g/L’dir. %2 aktif komiir konsantrasyonunda
ise minimum 0.31 g/L ve maksimum 0.32 g/L fenolik madde miktar1 hesaplanmistir.
Son olarak %3 aktif komiir konsantrasyonunda ise 0.21 g/L minimum, 0.25 g/L
maksimum nokta olmak iizere fenolik madde icerikleri belirlenmistir. Dolayisiyla aktif
komiir konsantrasyonunun artmasiyla FMK’nin azalmasi istatistiksel olarak 6nem
seviyesinde (P<0.01) tespit edilmistir (EK-3d). Siirenin 20 dk oldugu uygulamalarda
minimum 0.22 g/L, maksimum 0.45 g/L fenolik madde igerigi belirlenmistir.
Detoksifikasyon isleminin 30 dk oldugu kosullarda ise fenolik madde igerikleri
minimum 0.24 g/L ve maksimum 0.47 g/L olarak hesaplanmistir. Siirenin 40 dk oldugu
uygulamalarda ise minimum ve maksimum fenolik madde igerikleri sirasiyla 0.21 g/L
ve 0.44 g/L olarak belirlenmistir. Dolayisiyla YK hidrolizatinin detoksifikasyon
isleminde siirenin etkisi incelendiginde siirenin minimum ve maksimum oldugu
noktalarda en diisiik fenolik madde igerikleri elde edildigi goriilmiistiir. Aktif komiir
konsantraysonu ve siire koralasyonunun istatistiksel olarak 6nemli (P<0.05) oldugu
belirlenmistir (EK-3d). Sicaklik 25°C’de oldugunda ise minimum 0.24 g/L ve
maksimum 0.47 g/L fenolik madde igerigi Ol¢iilmiistiir. 30°C olan uygulamalarda ise
fenolik madde igeriklerinin minimum ve maksimum degerleri sirasiyla 0.21 g/L ve 0.45
g/L olarak belirlenmistir. Maksimum sicaklik noktasinda ise minimum ve maksimum
fenolik madde igerikleri yine sirasiyla 0.25 g/L ve 0.46 g/L olarak hesaplanmustir.
Sonu¢ olarak YK hidrolizatinin detoksifikasyonunda sicaklik ve aktif komiir
konsantrasyonu koralasyonunun FMK azaltmasi istatistiksel olarak dnem seviyesinde
(P<0.05) tespit edilmistir (EK-3d).
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Cizelge 4.27. YK hidrolizatinin detoksifikasyon optimizasyonu sonucu belirlenen
optimum kosullari

Aktif Komiir . "

konsantrasyonu (%) Sicakhik (°C) Siire (dK)
D 2.9 34.3 33.3
D2 1.1 27.6 24.2

Yapilan g¢alismalar sonucunda aktif komiir detoksifikasyon uygulamasinin aktif
komiir konsantrasyonu, sicaklik ve siire parametreleri optimize edilmistir. AK, BK ve
CK i¢in D1 ve D2, YK i¢in ise D1 metotlar1 optimum kosullar olarak belirlenmistir. D2
metodunda %! aktif komiir konsantrasyonu kullaniminin materyallerdeki inhibitor
bilesikler i¢in yeterli olabilecegi ve D1 metodunda %3 aktif komiir konsantrasyonunun
mikroorganizma gelisimini sinirlandirabilecegi diisiiniilerek iki farkli nokta optimum
kosul olarak belirlenmistir. Materyallerin aktif komiir ile detoksifikasyon kosullarinin
optimizasyonu i¢in her iki noktada fermentasyonlar (Fp1 ve Fp2) gergeklestirilmistir.

Calismaya benzer sekilde YK ile c¢alisan Chaud vd (2012) aktif komiir
detoksifikasyon metodu ile inhibitér bilesiklerin konsantrasyonlarini azaltmiglardir.
Oncelikle YK hidroliz islemini 156 °C’de, 1:4.5 K:S, %0.35 (w/v) H2SOx4 ile 27 dk
hidroliz siiresinde gerceklestirmislerdir. Bu hidroliz kosullarinda 58.56 g/L ksiloz, 11.48
g/L glukoz ve 8 g/L arabinoz elde etmislerdir. Detoksifikasyon islemini %1 aktif komiir
konsantrasyonunda, 200 rpm g¢alkalama hizinda, 60°C sicaklikta 30 dk’da
gerceklestirmislerdir. Detoksifikasyon oncesi 5.10 asetik asit, 2.50 g/LL FMK, 0.92 g/L
furfural ve 0.26 g/ HMF olan hidrolizat icerigini detoksifikasyon sonrasi sirasiyla
5.40, 1.19 g/L, 0.48 g/L, 0.20 g/L olarak belirlemislerdir. Daha sonra P. stipitis NRRL
Y-7124 susunu kullanarak YK hidrolizatindan 72 h sonunda yaklasik 4 g/L etanol
iretmiglerdir.

4.5. Etanol Fermentasyonlar:
4.5.1. Saf karbon kaynaklar ile gerceklestirilen fermentasyonlar

Calismanin kontrol fermentasyonlari saf karbon kaynaklari olan glukoz ve ksiloz
kullanilarak gergeklestirilmistir. Fermentasyon sonunda hesaplanan kinetik parametreler
Cizelgede 4.28de gosterilmistir. Glukoz ve ksiloz kullanilarak P. stipitis ATCC 58784
ile gergeklestirilen fermentasyonlarda etanol verimleri sirasiyla % 40.53 ve % 36.15
olarak belirlenmistir. Aymi sekilde P. stipitis ATCC 58785 ile gergeklestirilen
fermentasyonlarda ise etanol verimi % 40.25 glukozdan ve % 33.81 ksilozdan elde
edilmistir. Suslarin etanol verimleri arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamustir.
Glukoz kullanim hizlar1 ise ksiloza gore istatistiksel olarak Onem seviyesindedir
(P<0.05). P. stipitis ATCC 58785 susu ksilozu daha yavas kullanmaktadir. Saf karbon
kaynaklar ile gergeklestirilen etanol fermentasyonu siiresi boyunca toplam indirgen
seker, etanol ve biyokiitle miktarindaki degisim grafikleri Sekil 4.1’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.28. Saf karbon kaynaklari ile gergeklestirilen fermentasyonlara ait kinetik
parametreler

P. stipitis ATCC 58784 P. stipitis ATCC 58785

Kinetik

Glukoz Ksiloz Glukoz Ksiloz
parametreler
S(g/L) 6.60+£0.52  5.65+0.25 14.03+0.42 14.7140.15
P (g/L) 2.70+0.47  2.05+0.20 5.65+0.33 4.98+0.21
X (g/L) 2.70+0.03 1.86+0.08 2.94+0.08 2.35+0.01
Yeis (%) 40.53+3.897  36.15£1.95%  40.25+1.15%  33.81=1.06%
Yxs (%)  41.26+3.67  32.96+0.01 20.99+0.07 15.94+0.10
Yeix (9/9) 1.00+£0.18 1.10+0.06 1.92+0.06 2.12+0.08
Qs (g/L/h)  0.95£0.08  0.16%0.03 0.95+0.14 0.19+0.03
Qr (g/L/h)  0.2440.05°  0.07+0.03° 0.44+0.04*  0.17£0.001%°
Qx (g/L/h)  0.08+0.01 0.05+0.04 0.08+0.07 0.10+0.02
us (hh) 0.13£0.04  0.04+0.01 0.12+0.03 0.03+0.01
pe (hh) 0.16+0.01 0.08+0.06 0.26+0.01 0.10+0.001
nx (h-1) 0.11+0.01 0.07+0.01 0.14+0.01 0.05+0.003
ta (h) 6.50£0.29  10.42+0.93 4.94+0.40 14.58+0.79
SKO (%)  69.62+1.12  69.42+1.33 84.79+2.28 65.00+1.51
W‘\’/;ﬁﬂ:"k 0253£0.91 98.97+039  94.27+0.64  61.05:0.40

Ayni satirdaki farkli harfleri tasiyan degerler arasinda istatistiksel olarak fark vardir (P<0.05).
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Sekil 4.1. Saf karbon kaynaklar1 ile yapilan fermentasyon denemelerine ait seker
tilketim, etanol iiretim ve biyokiitle gelisim grafikleri

Tiim hidrolizatlarin etanol fermentasyonlar1 belirlenen optimum detoksifikasyon
kosullarinda gerceklestirilmistir. Her bir hidrolizat i¢in uygun detoksifikasyon (D1 veya
D2) metotu fermentasyon sonuglarina gore belirlenmistir. Optimum kosullarda elde
edilen hidrolizatlarin detoksifiye edilmeden dogrudan fermentasyonlart (Fp) da

gerceklestirilmistir.
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4.5.2. Optimum kosullarda elde edilen AK hidrolizatlariyla gerceklestirilen
fermentasyonlar

Optimum  hidroliz  kosullarinda elde edilen AK  hidrolizatlarinin
fermentasyonlara ait kinetik parametreler Cizelge 4.29°da belirtilmistir. Cizelge
incelendiginde P. stipitis ATCC 58784 ile yapilan fermentasyonlar arasinda verim ve
maksimum tretim hiz1 agisindan Fp; istatistiksel olarak 6nem seviyesinde (P<0.05)
tespit edilmistir. P. stipitis ATCC 58785 ile gergeklestirilen fermentasyonlarda ise hem
etanol verimi hem de iretim hiz1 acisindan istatistiksel olarak herhangi bir fark
olusmamustir. Tiim bu nedenlerle AK hidrolizatlar1 i¢in aktif komiir detoksifikasyon
uygulamasinin D1 yonteminin optimum nokta oldugu tespit edilmistir. Tiim kosullarda
gergeklestirilen etanol fermentasyonu siiresi boyunca toplam indirgen seker, etanol ve
biyokiitle miktarindaki degisim grafikleri Sekil 4.2’de gosterilmistir.

Cizelge 4.29. Optimum hidroliz kosullarinda elde edilen AK hidrolizatlarinin farkl
fermentasyonlarina ait kinetik parametreler

P. stipitis ATCC 58784 P. stipitis ATCC 58785
par};mzz:‘tler Fo Fp1 Fp2 Fo Fo1 Fo2
S (g/L) 10.5340.42 18.13+1.63 22.17+1.04 9.10+1.37 18.23+0.29 19.2940.70
P (g/L) 1.69+0.02 7.68+0.09 7.25+0.03 1.60+0.01 3.22+0.07 2.4040.15
X (g/L) 3.31£0.67 1.72+0.03 2.34+0.28 2.28+0.03 2.61£0.59 3.33+0.14
Yeis (%0) 16.09+0.81¢  42.65+3.32%  35.07+0.91° 17.96£2.87¢ 17.65+0.11°  12.50+1.25¢
Y xis (%6) 31.72+7.59 9.54+0.70 10.54+0.75  25.64+3.57 14.3943.49 17.26+0.07
Yeix (9/9) 0.53£0.10 4.47+0.02 3.13+0.36 0.70+0.01 1.30+0.32 0.72+0.08
Qs (g/L/h) 0.22+0.02 1.03+0.18 1.39£0.07  0.29+0.13  0.76£0.10  0.72+0.05
Qe (g/L/h) 0.06+0.001° 0.41+0.062 0.35£0.012  0.11x0.002°  0.11x0.003°  0.10+0.01°
Qx (g/L/h) 0.10+0.02 0.10+0.002 0.10+0.001 0.08+0.000 0.08+0.00 0.17+0.01
ps (hh) 0.004-+0.00 0.02+0.004 0.02+0.003 0.01£0.01 0.01+£0.002  0.01+0.001
pe (hh) 0.08+0.001 0.26+0.01 0.23£0.01 0.08+0.03 0.07+0.001 0.06+0.02
px (h-1) 0.32+0.06 0.15+0.001 0.16£0.002  0.16+0.003  0.05+0.002 0.07+0.01
ta (h) 2.27+£0.42 4.54+0.03 4.36+0.05 4.244+0.08 14.56+0.54 9.72+1.25
SKO (%) 15.3940.69 28.88+1.79 35.35£1.55 16.06+2.43  29.47+0.91 30.93+1.14

% teorik verim  31.49+0.04 64.91+0.18 70.41+0.07  35.15+0.03  26.59+0.14  19.8740.30
Ayni satirdaki farkli harfleri tasiyan degerler arasinda istatistiksel olarak fark vardir (P<0.05).
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Sekil 4.2. AK hidrolizatlar ile yapilan fermentasyon denemelerine ait seker
etanol iiretim ve biyokiitle gelisim grafikleri

Etanol ve Biyokiitle (g/L)

Etanol ve Biyokiitle (g/L)

tikketim,

4.5.3. Optimum kosullarda elde edilen BK hidrolizatlariyla gerceklestirilen

fermentasyonlar

Optimum hidroliz kosullarinda elde edilen BK hidrolizatlarindan P. stipitis
ATCC 58784 ve P. stipitis ATCC 58785 suslar1 kullanilarak etanol fermentasyonlarina

ait kinetik parametreler Cizelge 4.30°da gosterilmistir. Fermentasyonlar

sonucu

hesaplanan kinetik parametreler incelendiginde P. stipitis ATCC 58784 ile yapilan
fermentasyonlar arasinda en yiiksek etanol konsantrasyonu 7.33 g/L olarak Fp:’de elde
edilmistir. Ayn1 zamanda detoksifikasyon uygulamasi etanol verimi ve iiretim hizi
acisindan istatistiksel olarak 6dnemli bulunmustir (P<0.05). P. stipitis ATCC 58785 ile
gerceklestirilen fermentasyonlarda ise en yiiksek etanol tretimi, etanol verimi ve
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maksimum iiretim hiz1 Fpz’de goriilmiistiir. Istatistiksel olarak da etanol verimi ve
tiretim hiz1 Fpi’e gore 6nem seviyesinde (P<0.05) tespit edilmistir. Dolayisiyla BK
hidrolizatlar1  ile  gergeklestirilen fermentasyonlar sonucunda aktif komiir
detoksifikasyon uygulamasinin optimum kosulu D, olarak tespit edilmistir.
Fermentasyonda kullanilan suslar karsilastirilacak olursa uygulanan detoksifikasyon
isleminin her iki sus ile yapilan fermentasyonlarda etanol verimi ve firetim hizi
acisindan istatistiksel olarak 6nemli (P<0.05)oldugu goriilmektedir. Tiim kosullarda
gerceklestirilen etanol fermentasyonu siiresi boyunca toplam indirgen seker, etanol ve
biyokiitle miktarindaki degisim grafikleri Sekil 4.3’de gésterilmistir.

Cizelge 4.30. Optimum hidroliz kosullarinda elde edilen BK hidrolizatlarinin farkli
fermentasyonlarina ait kinetik parametreler

P. stipitis ATCC 58784 P. stipitis ATCC 58785
parﬁln:g::’tler Fo Fp1 Fp2 Fo Fp1 Fp2
S (g/L) 21.02+0.78  20.46+0.06 21.82+1.01 13.44+0.10 15.14£0.26  26.12+5.24
P (g/L) 1.54+0.02 7.33+£0.09 7.28+0.14 1.10+0.03 2.16+0.07 7.19+0.04
X (g/L) 3.20+0.35 2.76+0.15 3.56+0.13 2.23+0.01 2.63+0.05 2.82+0.36
Yeis (%0) 7.34£0.36P  35.84+0.562 33.47+2.192 8.21+0.26°  14.27+0.23>  28.70+5.902
Yxis (%) 15.30+2.23 13.48+0.80 16.31+0.15 16.62+0.04 17.38+0.62 10.96+0.82
Yeix (9/9) 0.49+0.05 2.67+0.12 2.05+0.11 0.49+0.01 0.82+0.04 2.59+0.34
Qs (g/L/h) 0.34+0.01 0.70+0.02 0.95+0.20 0.54+0.04 0.37+0.07 0.98+0.11
Qr (g/L/h) 0.10+0.00°¢ 0.45+0.012 0.47+0.022 0.04£0.01°  0.09+0.002°  0.30+0.05"
Qx (g/L/h) 0.20+0.004 0.10+0.01 0.13+0.15 0.04+0.002 0.09+0.03 0.16+0.03
ps (h?) 0.01£0.00 0.02+0.001 0.02+0.002 0.01£0.00 0.01+0.001 0.02+0.004
pe (h2) 0.10+0.015 0.12+0.01 0.17+£0.06 0.07+0.003 0.09+0.003 0.10+0.00
ux (h-1) 0.06+0.001 0.04+0.00 0.17+0.10 0.16+0.01 0.04+0.01 0.08+0.03
ta (h) 11.47+0.23 18.32+0.11 6.41+3.83 4.42+0.21 17.14+3.76 10.44+3.55
SKO (%) 40.82+2.02 37.23+1.05 35.38+1.32 26.32+0.15 27.50+0.89 39.69+8.39

% teorik verim  14.35+0.04 54.96+0.18 54.09+0.28 16.07+0.05 17.87+0.14 38.97+0.08
Ayni satirdaki farkl harfleri tagiyan degerler arasinda istatistiksel olarak fark vardir (P<0.05).

D: metoduna gore detoksifiye edilen BK hidrolizatlarindan P. stipitis ATCC
58784 susu ile gerceklestirilen fermentasyonlarda teorik verim %54.96 olarak
belirlenmistir. Benzer sekilde BK hidrolizatindan etanol {iretimi iizerine yapilan bir
calismada Wood vd (2016), BK’nin kimyasal igerigini %15,70 nisasta, %18,20 ksiloz,
%7,80 arabinoz, %5,10 lignin, %10,40 su, %17,60 protein ve %7,10 diger kimyasallar
olarak belirlemislerdir. Materyalin 6n isleminde seliilaz enzimi kullanarak es zamanli
sakkarifikasyon ve fermentasyon yonteminin sicaklik ve siire kosullarinin etanol tiretimi
ve inhibitor bilesik olusumu iizerine etkilerini incelemis ve en etkili on islemi
>190°C’de 10 dk olarak belirlemislerdir. Bu kosullarda hidrolizatta 1.35 g/L formik asit,
1.03 asetik asit, 0.33 g/L furfural tespit etmislerdir. Ayrica sicaklik ve siire artigiyla
inhibitor bilesiklerin konsantrasyonunun arttigini gézlemlemislerdir. Sonug olarak es
zamanl sakkarifikasyon ve fermentasyon yontemiyle 25 g/L etanol, teorik olarak %93
verim, elde etmislerdir.
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Sekil 4.3. BK hidrolizatlar1 ile yapilan fermentasyon denemelerine ait seker tiiketim,
etanol liretim ve biyokiitle gelisim grafikleri

4.5.4. Optimum kosullarda elde edilen CK hidrolizatlariyla gerceklestirilen
fermentasyonlar

Optimum hidroliz kosullarinda elde edilen CK hidrolizatlarindan P. stipitis
ATCC 58784 ve P. stipitis ATCC 58785 suslar1 kullanilarak gerceklestirilen etanol
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fermentasyonlar1 sonucu hesaplanan kinetik parametreler Cizelge 4.31°de gosterilmistir.
Cizelge incelendiginde P. stipitis ATCC 58784 ile yapilan fermentasyonlar arasinda en
yiiksek etanol konsantrasyonu 11.18 g/L olarak Fpi’de elde edilmistir. Bu susla
gerceklestirilen fermentasyonlar arasinda etanol verimi agisindan istatistiksel olarak bir
fark olugsmamustir. Ancak Fpi ve Fp2‘deki maksimum tretim hizlart Fp‘ye gore
istatistiksel olarak Onemli bulunmustur (P<0.05). P. stipitis ATCC 58785 ile
gerceklestirilen fermentasyonlarda ise en yiiksek etanol tiretimi 10.63 g/L olarak Fpi’de
belirlenmistir. Fp:1 etanol verimi ve maksimum iiretim hiz1 agisindan istatistiksel olarak
onem seviyesinde (P<0.05) belirlenmistir. Tiim durumlar beraber degerlendirildiginde
CK hidrolizatlar1 i¢in aktif komiir detoksifikasyon uygulamasmin Di ydnteminin
optimum nokta oldugu tespit edilmistir. Bu kosullarda gerceklestirilen etanol
fermentasyonu siiresi boyunca toplam indirgen seker, etanol ve biyokiitle miktarindaki
degisim grafikleri Sekil 4.4°de gosterilmistir.

Cizelge 4.31. Optimum hidroliz kosullarinda elde edilen CK hidrolizatlarinin farkl
fermentasyonlarina ait kinetik parametreler

P. stipitis ATCC 58784 P. stipitis ATCC 58785
parﬁln:g::’tler Fo Fo1 Fp2 Fo Fp1 Fp2

S (g/L) 23.83+1.33  29.34+£1.02 28424070  19.73+038  28.96+048  26.79+1.76
P (g/L) 8.06+0.97 11.18£0.11  9.90£0.14  4.89+0.05 10.6340.62  4.96£0.37
X (g/L) 3.34+0.27 2.48+0.11 3.024036  2.82+0.02 2.79+0.09 2.69+0.18
Yeis (%) 33.6942.180  38.14+£0.94%  34.88+137%  24.79+0.73%  36.66£1.528  18.702.62°
Yis (%) 13.99+0.37 847+0.68  10.60£1.00  1430+038  9.62+0.16  10.11+1.34
Yeix (9/g) 2.40+0.09 4524025 3.33+0.44 1.730.01 3.81+0.10 1.85£0.01
Qs (g/L/h) 0.79+0.13 1.43+0.06 1.12+0.10 1.05+0.27 1.11£0.05 0.89:0.04
Qr (g/L/h) 03240.07°  0.62£0.01°  0.70£0.028  0.59£0.06°  0.26£0.001*  0.14+0.01°
Qx (g/L/h) 0.08+0.03 036£0.02  0.26+0.004  0.10+0.01 0.26+0.01 0.11+0.01
ps (hh) 0.0240.002  0.03£0.001  0.02+0.001  0.02+0.01 0.0240.00  0.02+0.001
pe (hh) 0.230.07 027+0.01  022+0.001  0.07£0.00  0.12£0.002  0.13£0.01
px (h1) 0.0940.01 0.22+0.01 0.41£0.02  0.1220.01 0.1620.01 0.12+0.01
ta (h) 7.66:£1.23 321017 1.70£0.08  5.93+0.62 4284022 5.66+0.48
SKO (%) 37204158 42.86£1.49 45294192 35.67+0.63  41.1241.07  45.8442.66
%\)/;??r::k 65.92+1.89  63.23+0.23 54474028  4852+0.10  53.66+1.21  34.37+0.73

Ayni satirdaki farkli harfleri tasiyan degerler arasinda istatistiksel olarak fark vardir (P<0.05).
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Sekil 4.4. CK hidrolizatlar ile yapilan fermentasyon denemelerine ait seker tiiketim,
etanol liretim ve biyokiitle gelisim grafikleri

fermentasyonlarina ait kinetik parametreler

4.5.5. Optimum kosullarda elde edilen YK hidrolizatlariyla gerceklestirilen

fermentasyonlar

Cizelge 4.32°de optimum hidroliz kosullarinda elde edilen YK hidrolizatlarinin

belirtilmistir. Kin

etik parametreler

incelendiginde P. stipitis ATCC 58784 ile yapilan Fp, Fp1 ve Fp ‘de sirasiyla 1.86 g/L,
4.49 g/L ve 4.47 g/L etanol elde edilmistir. Etanol verimleri karsilastirildiginda Fp: ve
Fp2 istatistiksel olarak 6nem seviyesinde tespit edilmistir (P<0.05). Ayrica maksimum
tiretim hizlarina bakildiginda Fp2‘ye gore Fp: istatistiksel olarak 6nem seviyesindedir
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(P<0.05). Fermentasyonda kullanilan suslar karsilastirilacak olursa P. stipitis ATCC
58785 susu ile yapilan fermentasyonlarda etanol tiretimi gergeklestirilememistir. Bunun
nedeni P. stipitis ATCC 58785 susunun tipik aerobik olmasi, fermentasyonun flask
ortaminda kontrolsiiz olarak gerceklestirilmesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica inhibitor
konsantrasyonunun diger hidrolizatlara gére daha yiiksek olmasi da diger bir nedendir.
Dolayisiyla uygulanan detoksifikasyon islemleri arasinda etanol iiretimleri ve etanol
verimleri tizerine herhangi bir fark gézlemlenmemistir. Ancak tim durumlar beraber
degerlendirildiginde YK hidrolizatlari i¢in aktif komiir detoksifikasyon uygulamasinda
D: yonteminin optimum kosul oldugu belirlenmistir. Tiim kosullarda gergeklestirilen
etanol fermentasyonu siiresi boyunca toplam indirgen seker, etanol ve biyokiitle
miktarindaki degisim grafikleri Sekil 4.5’de gésterilmistir.

Cizelge 4.32. Optimum hidroliz kosullarinda elde edilen YK hidrolizatlarinin farkli
fermentasyonlarina ait kinetik parametreler

P stipitis ATCC 58784 P. stipitis ATCC 58785
par};:‘rr::::’lgler Fo Fo1 Fp2 Fo Fo1 Fp2
S (g/L) 11712077 11.60£1.52  11.47£0.85  3.5420.16 12584045  14.94=1.72
P (g/L) 1.86£0.01 4494006  447:0.15  026£003  0.68£002  0.28:0.06
X (g/L) 247009  132£001  279£025 1314002 1.56£0.04  1.95:0.46
Yois (%) 159240085 393054658 30.06£1.54°  746£1.11° 5432003  1.93£0.61°
Yxis (%) 2122215 115651390  24.65:4.02  37.05:097 12412072 12.86+1.56
Yo (9/g) 0755003 3408001  1.62£020  020:002 044002  0.16£0.07
Qs (g/L/h) 020£008  070:0.06  049£035  0.10£0.04 074002  0.32:0.03
Qe (g/L/h)  0224001°  056£0.017  024£0.003°  0.03£0.002¢ 0.01£0.002¢  0.020.004¢
Qx(@Lh) 0112002  0.15£0001  02140.04  0.04£0.001  0.08£0.004  0.07+0.03
us () 0.01£0.00  0.02:0.001  0.02£0.001  0.0120.003  0.01£0.001  0.01£0.002
e () 024£001 0312001  025£0.01  0.06£0.001  0.05£0.004  0.08:0.01
ux (h-1) 0.10£0.02  0.1120.00  0.17£0.09  0.07£0.001  0.09£0.004  0.09:0.001
ta (h) 7234127 606£001 5745314  1026:0.09 8014040  7.810.06
SKO (%) 26384150 24061308 2140171  10.09:0.54 2893223  30.97+4.08
% teorik 3116£0.01  5002:0.11  64.86:030  1450:0.05  9.18:0.04  3.480.11
b teort 1620, 0220, 8640, 590, 1820, 4820,

Ayni satirdaki farkls harfleri tasiyan degerler arasinda istatistiksel olarak fark vardir (P<0.05).
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Sekil 4.5. YK hidrolizatlar1 ile yapilan fermentasyon denemelerine ait seker tiikketim,

etanol liretim ve biyokiitle gelisim grafikleri

Moon vd (2012) tarafindan piring kavuzu hidrolizatlarindan etanol

uretimi tizerine bir

calisma gergeklestirilmistir. Detoksifikasyon uygulamasi gerceklestirilmeden S. crevisia

ile 0.47 g etanol/g glukoz elde etmislerdir. Bugday samani hidro
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tiretimi lizerine gergeklestirilen diger bir ¢alismada ise S.cerevisia ve P.pastoris ile
birlikte gerceklestirilen fermentasyonda etanol verimini 0.42 g/g olarak belirlemislerdir.
Teorik verimi ise %82.6 olarak hesaplamislardir (Zhang vd 2017).

4.6. Detoksifiye Edilmemis/edilmis Hidrolizatlarin icerik Analizleri

Fermentasyonda sus gelisimleri ve etanol iiretimleri icin Onemli olan
hidrolizatlarin seker profili ve inhibitor bilesik kompozisyonlar1 belirlenmistir.
Detoksifiye edilmemis/edilmis hidrolizatlara ait i¢erik analizi sonuglar1 Cizelge 4.34°de
belirtilmistir. Detoksifikasyon islemi sonrasi hidrolizatlarin toplam FSK’da onemli
kayiplar yagsanmamistir. Detoksifikasyon islemiyle hidrolizatlardaki HMF ve furfural
gibi furan tiirevleri, baz1 organik asitler ve fenolik bilesiklerin yogunlugu azaltilmistir.
Detoksifiye edilmemis AK hidrolizatmin FMK 1.12 g/L iken detoksifikasyon
isleminden sonra bu rakam 0.46 g/L’ye disiirilmistiir. Detoksifikasyon isleminden
once FMK 1.20 g/L olan BK hidrolizatinin detoksifikasyon sonunda FMK 0.62 g/L
olarak belirlenmistir. CK hidrolizatinda 0.83 g/l olarak belirlenen FMK
detoksifikasyon sonunda 0.23 g/L’ye indirilmistir. Detoksifiye edilmemis YK
hidrolizatinin FMK 1.63 g/L iken detoksifikasyon isleminden sonra bu deger 0.70
g/L’ye dusliriilmiistiir.  Detoksifikasyon isleminden once en yiiksek asetik asit
konsantrasyonu AK hidrolizatlarinda 1.75 g/L olarak tespit edilmis ve detoksikasyonla
bu deger 0.83 g/L’ye indirilmistir. En diislik miktarda ise 0.56 g/ olarak CK
hidrolizatinda belirlenmis ancak sadece 0.30 g/L seviyesine indirilebimistir. 1.12 g/L
asetik asit belirlenen BK hidrolizatina uygulanan detoksifikasyon iglemiyle bu deger
0.41 g/L olarak tespit edilmistir. Detoksifiye edilmemis YK hidrolizatinda 0.62 g/L
olarak belirlenen HMF igerigi de detoksifikasyondan sonra HPLC sisteminde
belirlenemeyecek kadar azaltilmistir. Detoksifiye edilmemis AK, BK ve YK
hidrolizatlarinda sirasiyla 0.06, 0.13 ve 0.03 g/L olarak belirlenen furfural
detoksifikasyon islemlerinden sonra HPLC sisteminde belirlenemeyecek Seviyeye
indirilmistir. Formik asit ise sadece CK hidrolizatinda 0.27 g/L olarak tespit edilmis ve
yine detoksifikasyonla 0.17 g/L seviyesine diigiiriilmiistiir. Toplam inhibitor bilesikler
olarak degerlendirildiginde YK hidrolizatlar1 en yliksek CK hidrolizatlar1 ise en diisiik
miktarda inhibitor bilesige sahip olmaktadir. Detoksifikasyon islemlerinden sonra
toplam inhibitér bilesik konsantrasyonlarinda AK hidrolizatinda %57, BK
hidrolizatinda %59, CK hidrolizatinda %71 ve YK hidrolizatinda ise %34 azalma tespit
edilmistir.

Calismaya benzer sekilde Zhu vd (2011) P. stipitis ile etanol tretimini
gelistirmek i¢in trialkilamin ekstraksiyonu ile misir koganinin detoksifikasyonunu
calismislardir. Misir koganinin 6n islemini oda sicakliginda 1:15 K:S’da ve %2’lik
seyreltik siilfiirik asit ¢ozeltisi kullanarak gergeklestirmislerdir. Detoksifikasyon
isleminin sonucunda ise furfuralin %100, HMF nin %45.7’si ve asetik asidin %73.3’1
uzaklastirmis ve glukoz ve ksiloz igerigi sirasiyla 7.8 g/l ve 52.8 g/L. olarak
belirlemislerdir. 48 saatlik fermentasyonun sonunda 21.8 g/L etanol konsantrasyonu
belirlerken seker kullanim oran1 da %93 olarak hesaplamislardir.
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Cizelge 4.33. Detoksifiye edilmemis/edilmis hidrolizatlarin igerik analizleri

Detoksifiye edilmemis hidrolizat Detoksifiye edilmis hidrolizat % Degisim
Analizler(g/L) AK BK CK YK AK BK CK YK AK BK CK YK
Toplam FSK  66.66+£0.01  60.88+0.01 74.07+3.0 49.38+2.71 60.53+0.70 59.06+0.51 77.45+1.02 47.63+0.77 -8 -3 +4 -2
Maltoz 1.80 1.16 7.65 0.62 1.99 6.28 4.91 0.78 +10 +82 -35 +21
Glukoz 49.03 20.90 31.17 8.70 39.93 31.67 32.36 11.33 -18 +34 +3 +23
Ksiloz 20.41 18.69 8.05 23.59 16.50 12.76 12.23 24.03 -15 -32 +33 0
Arabinoz 3.07 8.23 6.01 9.49 2.59 6.38 4.81 2.10 -16 -22 -17 -78
Mannoz Nd 1.90 8.24 nd nd 8.45 3.50 nd +78 -58
Galaktoz 2.09 nd nd nd nd nd nd nd -100
FMK 1.12+0.06 1.20+0.01  0.83+0.01 1.63£0.04  0.46+0.005 0.62+0.012 0.23+0.005 0.70+0.008 -59 -48 -72 -57
HMF 0.61+0.08 0.89+0.05 0.95+0.12 0.62+0.03 0.23+0.02 0.33+0.0 0.04+0.00 nd -62 -63 -96 -100
Furfural 0.06+0.02 0.134+0.03 nd 0.026+0.09 nd nd nd nd -100 -100 -100
Asetik asit 1.7540.02 1.12+0.06  0.56+0.05 2.80+0.00  0.83+0.01 0.41+£0.04  0.30£0.00  2.63%0.04 -53 -63 -46 -6
Formik asit Nd nd 0.27+0.03 nd nd nd 0.17+0.01 nd -37

nd: Belirlenemedi
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Benzer bir ¢alismada etanol iiretimi icin AK’ye farkli 6n islem denemeleri
yapmislardir. Buharla 6n islem metodunda optimizasyon i¢in hidroliz parametrelerini
sicaklik (190-215°C), seyreltik asit (% 0 ve 0.5 v/v, H2SOa) ve hidroliz siiresi (5-15 dk)
olarak belirlemislerdir. Maksimum glukoz verimini, teorik olarak %88, %0.5 H>SOg,
200°C sicaklik ve hidroliz siiresinin 10 dk oldugu hidroliz noktasinda hesaplamislardir.
Bu kosullarda AK’nin seker profilini 29 g/L glukoz, 15 g/L ksiloz ve 4 g/L. arabinoz ve
inhibitdér kompozisyonunu ise 0.5 g/lL HMF, 1.5 furfural ve 2.8 g/L asetik asit olarak
belirlemiglerdir. Buharla 6n islem sonrasi elde edilen hidrolizatla yapilan fermentasyon
sonunda 7 g/L etanol elde ederlerken es zamanli sakkarifikasyon ve fermentasyon
yontemiyle ise 14 g/L etanol elde etmislerdir (Palmarola vd 2005).

Gergeklestirilen tim fermentasyonlar sonucunda aktif komiir uygulamasinin
etanol verimlerini arttirmasi istatistiksel olarak O6nem seviyesinde tespit edilmistir
(P<0.05). AK hidrolizatlariyla gerg¢eklesen fermentasyonlar sonucunda etanol verimi
yaklagik olarak 3 kat arttinlmistir. BK hidrolizatlarindaki verim ise yapilan
detoksifiyasyon uygulamasiyla yaklagik 5 katina g¢ikarilmistir. Benzer sekilde YK
hidrolizatlar1 kullanilarak gerceklesen fermentasyon sonunda verim %15’den %39’a
arttirllmistir. En az artis CK hidrolizatlar1 kullanilarak gergeklesen fermentasyonlarda
gerceklesmis ancak yine %5 artis saglanmigtir. Sus gelisimini, iiriin olusumunu ve seker
tilketimini dogrudan etkileyen inhibitér bilesiklerin aktif komiir detoksifikasyon
uygulamasiyla lignoseliilozik materyllerdeki konsantrasyonlari azaltilmig ve etanol
verimleri arttirilmigtir.
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5. SONUC

Bu tez calismasinda AK, BK, CK ve YK’nin seyreltik siilfiirik asit ile hidroliz
kosullarinin maksimum ve minimum noktalart OFAT metodu ile belirlenmis ve daha
sonra RSM ile materyallerin optimum hidroliz kosullar1 tespit edilmistir. Elde edilen
hidrolizatlara aktif komiir ile detoksifiye islemi uygulanmistir. Ayrica detoksifikasyon
kosullart da RSM ile optimize edilmistir. Detoksifiye edilmemis/edilmishidrolizatlar
kullanilarak kesikli fermentasyon yontemiyle erlenmayerde etanol fermentasyonlari
gerceklestirilmistir.  Son olarak da hidrolizatlarin  inhibitér konsantrasyonlar
belirlenmistir.

Oncelikle materyallerin hidroliz parametreleri OFAT ve RSM metotlari
yardimiyla optimize edilmistir. Hidroliz denemeleri sonucunda AK’nin optimum
hidroliz kosullar1 sicaklik 130°C, K:S 1:8, AO 1.86 ve hidroliz siiresi 30 dk olarak
belirlenmistir. Bu kosullarda 76.28 g/I. FSK elde edilmistir. AK hidrolizatlar1 igin
optimum detoksifikasyon noktasi ise D1 olarak belirlenmistir. Fermentasyon sonunda
ise P. stipitis ATCC 58784 kullanilarak % 42.65 etanol verimi ile 7.68 g/L etanol
konsantrasyonu elde edilmistir. Detoksifikasyon islemleri sonunda AK hidrolizatindaki
FMK’nin % 59, HMF’nin ise % 62 D1 yontemi ile uzaklastirilmis ve etanol verimi %26
arrtirilmistir. BK hidroliz denemeleri sonucunda optimum hidroliz kosullar1 sicaklik
121°C, K:S 1:8, AO 2.66 ve hidroliz siiresi 30 dk olarak belirlenmistir. Bu kosullarda
72.73 g/L FSK elde edilmistir. BK hidrolizatlari igin optimum detoksifikasyon noktasi
ise D2 olarak belirlenmistir. Detoksifiye edilmemis BK hidrolizatlartyla yapilan ve P.
stipitis ATCC 58784 susu kullanilan fermentasyon sonunda % 7.34 olan etanol verimi
D> yontemiyle %33.47 olarak elde edilmistir. Ayn1 sekilde P. stipitis ATCC 58785 susu
kullanilan fermentasyonlarda ise % 8.21 olan etanol verimi D> yontemi ile % 28.70’e
cikartilmistir. Detoksifikasyon islemleri sonunda BK hidrolizatindaki FMK’nin % 48’1,
HMF nin ve asetik asitin% 63’1 ve furfuralin %100°i D2 yontemi ile uzaklagtirilmustir.
CK’nin optimum hidroliz kosullar1 130 °C sicaklik, 1:8 K:S, 1.58 AO ve 16 dk hidroliz
stiresi belirlenmistir. Bu kosullarda 89.42 g/L FSK elde edilmistir. CK hidrolizatlar1 igin
optimum detoksifikasyon noktasi1 D1 olarak belirlenmistir. Detoksifiye edilmemis CK
hidrolizatlariyla yapilan ve P. stipitis ATCC 58784 susu kullanilan fermentasyon
sonunda % 33.69 olan etanol verimi D1 yontemi % 38.14 ve P. stipitis ATCC 58785
susu kullanilan fermentasyonda ise % 24.79 olan etanol verimi % 36.66 olarak elde
edilmistir. Detoksifikasyon islemleri sonunda CK hidrolizatindaki FMK’nin % 72’si,
HMF’nin ise % 96’s1 ve asetik asitin %46’s1 D1 yontemi ile uzaklastirilmistir. Ayrica
materyaller arasindan sadece CK’de bulunan formik asit ise % 37 oraninda azaltilmistir.
YK hidroliz denemeleri sonucunda ise optimum hidroliz kosullar1 sicaklik 130°C, K:S
1:8, AO 1.0 ve hidroliz siiresi 19 dk olarak belirlenmistir. Bu kosullarda 60.16 g/L FSK
elde edilmistir. Detoksifiye edilmemis YK hidrolizatlariyla yapilan ve P. stipitis ATCC
58784 susu kullanilan fermentasyon sonunda % 15.92 olan etanol verimi D1 yontemi ile
% 39.30 olarak elde edilmistir. P. stipitis ATCC 58785 susu kullanilan
fermentasyonlarda ise sadece 0.68 g/L etanol iiretilebilmistir. Detoksifikasyon iglemleri
sonunda YK hidrolizatindaki FMK’nin % 57’si, HMF ve furfuralin ise % 100’4 D1
yontemi ile uzaklagtirilmistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda AK, BK, CK ve YK hidrolizatlarinin optimum hidroliz
kosullar1 belirlenmistir. Hidrolizatlarin aktif komiir ile detoksifiye edilmesi etanol
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fermentasyon verimlerini arttirmistir. Bununla beraber elde edilen sonuglar, AK, BK, CK ve
YK’nin biyoteknolojik proseslerde basarili bir sekilde kullanilabilecegini gostermistir. Yine
sonuglarin  endiistriye  aktarilabilir  6zellikte ve Ol¢ek biliylitme c¢alismalarinda
kullanilabilecek ve gelecek caligmalara da temel olusturabilecek nitelikte oldugu
distiniilmektedir. Tim bunlarin yami sira P. stipitis mayasi1 kullanilarak kesikli
fermentasyon yontemiyle erlenmayerde yapilan ¢alismanin reaktorde tekrarlanan-kesikli
fermentasyon yontemiyle de yapilabilecegi ongoriilmektedir.
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7. EKLER

EK-1:

10

Glukoz konsantrasyomu (g/L.)
o
n

08
0,000

DNSA yontemi kullanilarak  gerceklestirilen  seker  analizlerinin
spektrofotometreden alinmis  degerlerle olusturulan standart seker

cozeltilerine ait egri ve degerleri (a), seker konsantrasyonun belirlendigi
formiil (b)
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a. DNSA metodu ile seker analiz i¢in degerlendirme kurveleri

DNSA Kalibrasyon Kurvesi Verileri

Glukoz konsantrasyonu ABS

(g/L) (575 nm)
40 0,661
30 0,490
20 0,310
15 0,225
Ksiloz konsantrasyonu  ABS
(g/L) (575 nm)
40 0,579
30 0,414
20 0,251
15 0,193
10 0,119
5 0,048
0 0,005

b. Seker konsantrasyonu = Hidrolize 6rnegin ABS(575 nm)*kalibrasyon kurvesinin
egimi
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EK-2: Materyallerin hidroliz optimizasyonuna ait kontur plot grafikleri

EK-2a: AK seyreltik asit hidroliz optimizayonuna ait kontur plot grafikleri
A
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;
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7zze Sicakhk °C

FSK g/l)

FSK g/L

A: FSK iizerine K:S ve sicakligin etkisi, B: FSK lizerine AO ve sicakligin etkisi, C:
FSK iizerine K:S ve AO’nin etkisi

84



EK-2b: BK seyreltik asit hidroliz optimizayonuna ait kontur plot grafikleri
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85



EK-2c: CK seyreltik asit hidroliz optimizayonuna ait kontur plot grafikleri
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EK-2d: YK seyreltik asit hidroliz optimizayonuna ait kontur plot grafikleri
A
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A: FSK tizerine K:S ve sicakligin etkisi, B: FSK iizerine sicakligin ve siirenin etkisi, C:
FSK iizerine K:S ve siirenin etkisi
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EK-3: Materyallerin fenolik madde parametrelerinin varyans sonuglari

EK-3a. AK fenolik madde parametresinin varyans sonuglari

Kosullar fg;i;‘ln Katsayilar P degerleri
Model 339992.90 195.39+£15.87 0.0002**
Aktif komiir konsantrasyonu (A) 313675.60 -198.01+9.72 < 0.0001**
Siire (B) 359.12 6.70£9.72 0.52133
Sicaklik (C) 256.63 -5.66+9.72 0.58541
AB 120.12 5.48+13.74  0.70662
AC 94.97 -4.87+13.74  0.73746
BC 1317.69 -18.15+13.74  0.24394
A? 20478.79 74.47+£14.30 0.00345*
B? 138.80 6.13£14.30  0.68611
C? 5107.85 37.19+14.30 0.04828*
Kalan 3779.52

Uyum eksikligi 3221.83 0.21296

Kuramsal hata 557.69
Toplam 343772.40

R? = 0.9890 **P<0.01 ve *P<0.05

EK-3b. BK fenolik madde parametresinin varyans sonuglari

Kosullar fg}ﬁ:;“ln Katsayilar P degerleri
Model 11731250 445.84+83.59 0.7478
Aktif komiir konsantrasyonu (A) 4689453 -76.56+51.19  0.1950
Siire (B) 63266.58 -88.93+51.19  0.1429
Sicaklik (C) 290.77 6.03+51.19 0.9108
AB 213.60 -7.34+£72.39  0.9235
AC 316.31 8.89+72.39 0.9070
BC 148.35 -6.09+£72.39  0.9362
A? 5362.14  38.11x£75.34  0.6345
B? 63.87 -4.16+£75.34  0.9581
C? 881.46 15.45£75.34  0.8456
Kalan 104806.40

Uyum eksikligi 104790.10 0.00023

Kuramsal hata 16.30
Toplam 222118.90

R? = 0.5282 **P<0.01 ve *P<0.05
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EK-3c. CK fenolik madde parametresinin varyans sonuglari

Karelerin

Kosullar Katsayilar P degerleri
toplami1
Model 105204.60  306.65+2.00 < 0.0001**
Aktif komiir konsantrasyonu (A) 99721.31 -111.65+1.23 < 0.0001**
Siire (B) 1.833613 -0.48+1.23 0.7125
Sicaklik (C) 0.04 -0.071£1.23  0.9560
AB 8.56 -1.46+1.74 0.4378
AC 166.80 6.46+1.74 0.0137*
BC 227.10 7.54£1.74  0.0074**
A2 3763.81 31.93+1.81 < 0.0001**
B2 215.80 -7.65+1.81  0.0082**
C? 1139.83 17.57+1.81  0.0001**
Kalan 60.24
Uyum eksikligi 57.22 0.0741
Kuramsal hata 3.02
Toplam 105264.80
R? = 0.9994 **P<(0.01 ve *P<0.05
EK-3d. YK fenolik madde parametresinin varyans sonuglari
Kosullar Karelerin Katsayilar P degerleri
toplami
Model 1017922.00 360.08+5.95 < 0.0001**
Aktif komiir konsantrasyonu (A)  980931.20 -350.17+3.64 < 0.0001**
Siire (B) 993.91 11.15+3.64 0.0281*
Sicaklik (C) 30.42 -1.95+3.64 0.6153
AB 1635.80 -20.22+£5.15  <0.0111*
AC 1817.32 -21.32+5.15 0.0090*
BC 72.76 -4.27+5.15 0.4453
A? 30602.61 91.04+£5.36 < 0.0001**
B2 338.90 -9.58+5.36 0.1340
c? 297.28 -8.97+5.95 0.1550
Kalan 530.59
Uyum eksikligi 132.92 0.8746
Kuramsal hata 397.67
Toplam 1018453.00

R? = 0.9994 **P<0.01 ve *P<0.05
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EK-4: Farkli seker standartlar1 karisimlarina ait HPLC pik goriintiisii

a0- 3 201512 25 377 255 [manipulsied] 1000 pHHE SUGAT BMX R_1
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EK-5: HMF ve Furfural standart karisimlarina ait HPLC pik goriintiisii

¥ A Fuheal 2 devese 239 [manipulsied] 5 ppm W Furkeal mic W VIS 1WL2% nm
maALl

S

=1 - HMF - G.593

min

T e e e P T B e e B B s B e e e e e o s e e
0o 20 40 6.0 30 100 120 140 150

91



OZGECMIS

1991 yilinda Burdur’un Bucak il¢esinde dogmustur.
2009 yilinda Bucak Anadolu Lisesini bitirdikten sonra
Pamukkale  Universitesi ~ Miihendislik  Fakiiltesi ~ Gida
Miihendisligi Bolimiini kazanmis ve 2014 yilinda mezun
olmustur. Eyliil 2014’de Akdeniz Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii Gida Miihendisligi Ana Bilim Dalinda Yiiksek Lisans
egitimine baglamistir.





