T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI

DALLI DARI BIiTKIiSINDEN HIDROJEN PEROKSIT - ASETIiK ASIiT ON
ARITMA YONTEMI iLE BiYOYAKIT URETIM PROSESININ
OPTIMIiZASYONU

Ibrahim Alper BASAR

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
CEVRE MUHENDISLIiGi
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZI

AGUSTOS 2018

ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIiVERSITESI

DALLI DARI BiTKIiSINDEN HIDROJEN PEROKSIT - ASETIiK ASIiT ON
ARITMA YONTEMI iLE BiYOYAKIT URETIM PROSESININ
OPTIMiZASYONU

ibrahim Alper BASAR

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
CEVRE MUHENDISLIiGi
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZI

AGUSTOS 2018

ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

DALLI DARI BiTKIiSINDEN HIDROJEN PEROKSIT - ASETIiK ASIiT ON
ARITMA YONTEMI iLE BiYOYAKIT URETIM PROSESININ
OPTIMiZASYONU

Ibrahim Alper BASAR
CEVRE MUHENDISLIiGi
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Bu tez
Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi tarafindan
FYL-2017-2348 nolu proje ile desteklenmistir.

AGUSTOS 2018






T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

DALLI DARI BiTKIiSINDEN HIDROJEN PEROKSIT - ASETIiK ASIiT ON
ARITMA YONTEMI iLE BiYOYAKIT URETIM PROSESININ
OPTIMiZASYONU

Ibrahim Alper BASAR
CEVRE MUHENDISLIiGi
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Bu tez 28/08/2018 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Oybirligi/Oygoklugu ile kabul
edilmistir.

Dog.Dr. N.Altinay PERENDECI (Danisman)
Prof.Dr. Gékhan CIVELEKOGLU
Do¢.Dr. Cigdem MORAL






OZET

DALLI DARI BiTKISINDEN HIDROJEN PEROKSIT - ASETIiK ASIT ON
ARITMA YONTEMI iLE BIiYOYAKIT URETIM PROSESININ
OPTIMiZASYONU

Ibrahim Alper BASAR
Yiiksek Lisans Tezi, Cevre Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. N. Altinay PERENDECI
Agustos 2018; 184 sayfa

Bu yiksek lisans tezinin amaci; enerji bitkisi dalli daridan etanol ve metan olmak
tizere iki biyoyakitin minimum proses maliyeti ile maksimum miktarda iiretiminin
yapilmasi i¢in entegre termokimyasal ve fermantasyon proseslerinin gelistirilmesidir.

Bu kapsamda yiiksek lisans tez ¢alismasinda oOncelikle enerji bitki dalli dari
karakterizasyonu yapilmis ve lignoseliilozik yapisindaki C5 ve C6 sekerlerin agiga
cikarilabilmesi ve dalli daridan etanol ve metan iiretim veriminin arttirilmasi amaciyla
dall1 dariya hidrojen peroksit (H20.) ve asetik asit (CH3COOH - HAc) (HP&HAC) 6n
aritma prosesi uygulanmis ve maksimum biyoyakit iiretimi a¢isindan HP&HAC 6n aritma
prosesinin optimizasyonu yapilmistir.

HP&HAC 6n aritma proses optimizasyonunda Cevap yiizey yontemi (CYY),
Merkezi kompozit tasarim (MKT) kullanilmistir. HP&HAC 6n aritma prosesinin deneysel
tasarim1 Design Expert 7.1.5 programu ile yapilmistir. HP&HAC 6n aritma prosesinde
H202 miktari, HAc miktari, reaksiyon siiresi ve reaksiyon sicakligi parametreleri
kullanilarak program tarafindan onerilen 6n aritma kosullarina gore deneyler yapilmais,
belirlenen cevap degiskenlerinin analiz sonuglari Design Expert programina aktarilmistir.
MKT deney tasariminda, cevap degiskeninin modellenmesi, Onerilen modelin
uygunlugunun test edilmesi i¢in ANOVA testi uygulanmistir. HP&HAC 6n aritma prosesi
maksimum etanol ve metan tretimi ve minimum proses maliyetinde maksimum etanol ve
metan Uretimi agisindan optimize edilmis ve optimum proses kosullar: tespit edilmistir.
HP&HAC On aritma prosesi ile muamele edilen numuneler kullanilarak es zamanl
sekerlestirme ve fermantasyon prosesi ile etanol iiretim prosesi optimize edilmis ve etanol
uretilmistir. Etanol {iretimi sonrasinda fermantasyon ortami da dahil tim atiklar
kullanilarak minimum atik stratejisi ile metan fermantasyonu yapilarak ikinci biyoyakit
metan iretimi yapilmistir. Son olarak HP&HAC 6n aritma deneyleri sonrasinda dalli
darinin yiizey Ozelliklerindeki degisiminin incelenebilmesi i¢in Taramali Elektron
Mikroskop (TEM) ve bag karakterizasyonunun degisiminin incelenebilmesi i¢in Fourier
Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) kullaniimigtir.

Karakterizasyon analizleri sonucunda dalli dar1 numunesinin karbon (C) igerigi
%40,13 olarak tespit edilmistir. Seliiloz ve hemisellloz miktarlar ise %33.13 ve %34.76
olarak dl¢iilmiistiir. Yiiksek karbon igerigi, dikkati ¢ceken miktarda seliiloz ile






hemisellloz miktar1 (%67.89) ve yapisal karbonhidrat icerigi (2.17 mg/mL) dalli darinin
enerji Uretiminde kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.

Es zamanl sekerlestirme ve fermentasyon prosesi sonucunda maksimum etanol,
maksimum ¢Indseker konsantrasyonunun elde edildigi HP&HAC 6n aritma kosulunda
(100°C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi, %0 HAc ve %2 H20:
konsantrasyonlarinda) tiretilmistir. Bu HP&HAC 6n aritma kosulunda muamele edilen
dalli dar1 numunesinden 81.65 mgEtOH/gTKM etanol iiretilmistir. Ham dalli dan
numunesinden ise 32.62 mgEtOH/gTKM etanol iretilmistir. HP&HAC On aritma
uygulamasi ile tretilen etanol miktari, ham dalli dar1 numunesinden iiretilen etanol
miktarindan %150.36 daha fazla gerceklesmis ve teorik etanol veriminin %49.55’ine
ulasilmigtir. Etanol {iretimi sonrasinda tiretilen etanol distilasyon yolu ile buharlastirilmas,
fermantasyon ortami ve on aritmadan kalan siv1 faz birlestirilerek tiim atiklardan metan
iiretimi amaciyla biyokimyasal metan potansiyeli testi (BMP) yapilmistir. Maksimum
metan tretimi 100°C reaksiyon sicakligi, 6 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc ve %0 H20>
konsantrasyonlar1 uygulanan dalli dart numunesinden 363.82 mLCH4/gUKM olarak elde
edilmigtir. Shawneé¢ ¢esidi ham dalli dar1 numunesinin BMP degeri ise 195.50
MLCH4/gUKM olarak ol¢tilmiistiir. HP&HAC 6n aritma ile muamele edilen numuneden
tiretilen metan ham dalli dart numunesinden iiretilen metana gore %86.09 artmistir.

Bagimsiz degisken degerleri Design Expert® 7 programina islenmis ve
modellenmistir. Etanol ve BMP icin kurulan modellerin R? degerleri siras ile 0.8650 ve
0.8508 olarak hesaplanmistir. HP&HAC 6n aritma proseslerinin optimizasyonunda iki
farkli yaklasim kullanilmustir. Birinci yaklasimda; maksimum etanol ve metan dretilmesi
icin optimum HP&HAC 6n aritma kosullari 100°C reaksiyon sicakligi, 22.9 saat
reaksiyon stresi, %2 HAc ve %2 H»O, konsantrasyonlar1 olarak bulunmustur. Ikinci
yaklasimda; minimum proses maliyetinde maksimum etanol ve metan Gretimi igin
optimum HP&HAC 6n aritma kosullari ise 50°C reaksiyon sicakligi, 6 saat reaksiyon
stiresi, %1.87 HAc ve %0 H202 konsantrasyonlari olarak 6nerilmistir. Program tarafindan
onerilen optimum HP&HAC 6n aritma kosullarinda modellerin giivenilirligini test etmek
icin validasyon deneyleri yapilmistir. Modeller tarafindan tahmin edilen ve validasyon
deneyleri sonucunda elde edilen degerler arasindaki hata miktarlarinin diisiik olmasi, elde
edilen modellerin giivenle kullanilabilecegini gostermektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda Tiirkiye’de yetistirilen 1 ton tarlada kurutulmus Shawneé
¢esidi dalli dar1 enerji bitkisinden; ham halde iken 36.32 L etanol, 161.15 L metan,
maksimum etanol ve metan Uretilmesi icin optimum HP&HAC 6n aritma kosullarinda
95.6 L etanol ve 292.89 L CH4 ve minimum proses maliyetinde maksimum etanol ve
metan dretimi i¢in optimum HP&HAC 6n aritma kosullarinda ise 38.77 L etanol ve 282.43
L CHgiiretilecegi bulunmustur. Buna gore ham dalli daridan elde edilen etanol ve metan
ile kiyaslandiginda, maksimum etanol ve metan Uretilmesi icin optimum HP&HACc 6n
aritma kosullarinda %163.21 etanol, %81.75 metan artisi, minimum proses maliyetinde
maksimum etanol ve metan uretimi icin optimum HP&HAC 6n aritma kosullarinda ise
%6.76 etanol, %75.25 metan artis1 saglanmaistir.






Literatiirde enerji bitkisi dalli dar1 kullanilarak HP&HAC 6n aritma prosesi ile
kombine etanol ve metan uretim proseslerinin incelendigi, etanol ve metan tretimi igin
optimum proses kosullarinin belirlendigi ve atik {iretilmeden iki biyoyakit {iretiminin
incelendigi herhangi bir ¢aligma bulunmadigindan, bu yiiksek lisans tezi kapsaminda
yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar yapilacak olan sonraki ¢alismalarda referans
noktasi olarak kullanilabilecek degerdedir.

ANAHTAR KELIMELER: Biyokimyasal metan potansiyeli, Cevap yiizey yontemi,
Dall1 dari, Etanol fermantasyonu, Optimizasyon, On aritma
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ABSTRACT

OPTIMIZATION OF BIOFUEL PRODUCTION FROM SWITCHGRASS WITH
HYDROGEN PEROXIDE - ACETIC ACID PRETREATMENT METHOD

Ibrahim Alper BASAR
MSc Thesis in Environmental Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. N. Alinay PERENDECI
August 2018; 184 pages

The aim of this master’s thesis is to develop integrated thermochemical and
fermentation processes for the production of maximum quantities of two biofuels,
ethanol, and methane, with minimum process cost from the energy crop switchgrass.

In this master’s thesis, firstly, the energy crop switchgrass characterization was
carried out and to reach to C5 and C6 sugars in the lignocellulosic structure hydrogen
peroxide (H202) and acetic acid (CH3COOH - HACc)(HP&HAC) pretreatment was
applied. To increase the ethanol and methane production efficiency HP&HAC
pretreatment process was optimized for maximum biofuel production.

Response surface method (RSM), Central composite design (CCD) were used in
HP&HAC pretreatment process optimization. Experimental design of HP&HAC pre-
treatment process was done with Design Expert 7.1.5 software. Experiments were
conducted according to the pretreatment conditions proposed by the software using
parameters of H.O> amount, HAc amount, reaction time and reaction temperature in the
HP&HAC pretreatment process, and the analysis results of the determined response
variables were transferred to Design Expert software. In the CCD experiment design,
ANOVA test was applied to model the response variable and to test the conformity of the
proposed model. The HP&HAC pretreatment process was optimized for maximum
ethanol and methane production and maximum ethanol and methane production at
minimum process cost, and optimum process conditions were detected. Using HP&HAC
pretreated samples, the ethanol production process was optimized with simultaneous
saccharification and fermentation process (SSF) and ethanol was produced. After ethanol
production, with minimum waste strategy using all wastes including ethanol fermentation
medium, the second biofuel, methane production, was carried out by using methane
fermentation. Finally, after HP&HAcC pretreatment experiments Scanning Electron
Microscope (SEM) was used to investigate the changes in surface properties and Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) was used to examine the change in bond
characterization of switchgrass.

As a result of the characterization analysis, carbon (C) content of the switchgrass
was determined as 40.13%. The amount of cellulose and hemicellulose were 33.13% and
34.76%, respectively. High carbon content, cellulose, and hemicellulose content
(67.89%) and structural carbohydrate content (2.17 mg / mL) suggest that switchgrass
can be used in energy production.






At the conclusion of the simultaneous saccharification and fermentation process,
maximum ethanol was produced in the HP&HAC pretreatment condition of 100 °C
reaction temperature, 24 h reaction time, 0% HAc and 2% H»O> concentrations in which
the maximum sugar concentration was also obtained. 81.65 mgEtOH/gTS ethanol was
produced from switchgrass samples treated in this HP&HAC condition. From raw
switchgrass samples, 32.62 mgEtOH/gTS ethanol was produced. The amount of ethanol
produced by the HP&HAC pretreatment application was 150.36% greater than the amount
of ethanol produced from the raw switchgrass sample and reached 49.55% of the
theoretical ethanol yield. Ethanol was evaporated via distillation, fermentation medium
and liquid phase from pretreatment were combined and biochemical methane potential
test (BMP) was performed to produce methane from all wastes. The maximum methane
production was obtained as 363.82 mLCH./gVS from the switchgrass samples pretreated
at 100 °C reaction temperature, 6 hours reaction time, 2% HAc and 0% H20:
concentrations. Average BMP value of the switchgrass variety of Shawneé samples was
measured as 195.50 mLCH4/gVS. Methane produced from the samples treated with
HP&HAC pretreatment increased by 86.09% compared to methane produced from raw
samples of switchgrass.

Independent variable values are processed and modeled in Design Expert® 7
software. The R? values of the models established for ethanol and BMP were calculated
as 0.8650 and 0.8508, respectively. In the first approach; optimum HP&HAC pretreatment
conditions for maximum ethanol and methane production were found as 100 °C reaction
temperature, 22.9 hours reaction time, 2% HAc and 2% H202 concentrations. In the
second approach; optimum HP&HAC pretreatment conditions for maximum ethanol and
methane production at minimum process cost were suggested as 50 °C reaction
temperature, 6 hours reaction time, 1.87% HAc and 0% H202 concentrations. Validation
tests were conducted to test the reliability of the models under optimum HP&HAc
pretreatment conditions recommended by the software. The low error between the values
estimated by the model and the results obtained from the validation experiments shows
that the obtained models can be used safely.

In this study, from 1 tonne of switchgrass variety of Shawneé energy crop grown
in Turkey and dried on the field; 36.32 L ethanol, 161.15 L CH4 produced from raw
samples, 95.6 L ethanol ve 292.89 L CH4 produced from samples pretreated at optimum
HP&HAC pretreatment conditions for maximum ethanol and methane production and
38.77 L ethanol, 282.43 L CHa4 produced from samples pretreated at optimum HP&HACc
pretreatment conditions for maximum ethanol and methane production at minimum
process cost. According to this, 163.21% ethanol, 81.75% methane increase in optimum
HP&HAC pretreatment conditions for maximum ethanol and methane production, 6.76%
ethanol, 75.25% methane increase in optimum HP&HAC pre-treatment conditions for
maximum ethanol and methane production at minimum process cost were obtained,
compared to ethanol and methane produced from raw switchgrass.

Since there are no studies in the literature evaluating the ethanol and methane
production processes combined with HP&HAC pretreatment process, determining
optimum process conditions for ethanol and methane production and producing two
biofuels without waste production using the energy crop switchgrass, the results obtained






from studies conducted within the scope of this master’s thesis are the values that can be
used as reference points in subsequent studies.

KEYWORDS: Biochemical methane potential, Ethanol fermentation, Optimization,
Pretreatment, Response surface method, Switchgrass
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ONSOZz

Gunumduzde enerji, dunyada biylk devletlerin politikalarinin belirleyicisi olan ve
kaynak ugruna savaslar cikarilan bir konumdadir. Bunun nedeni, diinya {izerinde
azalmakta olan fosil yakit kaynaklarini elinde tutan devletlerin enerji giivenliklerini
saglamalar1 ve ekonomilerini gii¢lii tutmalaridir. Sanayi devriminden giinlimiize enerji
ihtiyacinin neredeyse tamamini birincil enerji kaynaklari karsilamistir. Bununla birlikte,
artan niifus ve endiistrilesmeyle enerji ihtiyacinin artmasi, birincil enerji kaynaklarmin
sinirl ve siirdiiriilebilir olmamasi ve kullanimlarinin ¢evre sorunlarina yola agmasi nedeni
ile alternatif enerji kaynaklarma yonelim artmistir. Bu yoOnelim, yenilenebilir
kaynaklarindan enerji eldesi teknolojinin gelistirilmesi ve bilimsel c¢alisma sayisinin
artmasi ile hizlanmis, gelecekte birincil enerji kaynaklarinin yerine kullanilabilecek
alternatif ¢oziimler elde edilmesini saglamistir.

Gelistirilen yenilenebilir enerji teknolojileri elektrik iiretimindeki payini her
gecen giin arttirsa da bu teknolojilerin ulasim sektdriinde yaygin kullanimlari kisa vadede
mimkiin olmayacaktir. Ulagim sektdriinde mevcut altyapiya uygun, yenilenebilir bir
alternatif enerji kaynagi konusunda biyokiitle enerjisi 6n plana c¢ikmaktadir.
Biyokimyasal veya termokimyasal islemlerden gecirilerek enerji yogunlugu yiiksek, kati,
stvi veya gaz halinde biyoyakitlarin biyokiitleden iretilmesi miimkiindiir. Bu tarz
biyoyakitlar, fosil yakitlarin yerlerini alabilmekle beraber fosil yakitlarla birlikte
kullanilarak bu yakitlarin gevreye olan negatif etkilerini azaltabilme 6zelligine sahiptirler.

Tiirkiye, jeopolitik ve tarihi konumu nedeni ile siirekli gii¢lii durmasi gereken ve
kendi kendine yetebilen bir iilke olmalidir. Ulkemiz, elektrik enerjisi iirettigi fosil
yakitlarda %350, ulasimda kullanilan fosil yakitlarda ise neredeyse tamamen disa
bagimlidir. Bu bagimlilik, ekonomik olarak Tiirkiye’ye biiyiik bir yuk getirmekle beraber
dis politikada iilkemizi zayiflatmaktadir. Bu nedenle Tiirkiye nin enerji arz giivenligini
saglayacak sekilde enerji iiretim gesitliligi artirmasi gerekmektedir. Giines, riizgar ve
biyokiitle gibi yenilebilir enerji kaynaklar1 6nemli bir potansiyel sunmaktadir. Tarim,
teknoloji ve ulagim alanlarinda enerji kullanimi giinden giine artan Tirkiye’de biyokiitle
enerjisi ve ikinci nesil biyoyakit kaynagi olan enerji bitkileri 6nemli katki saglama
potansiyeline sahiptir.

Dall1 dar1 enerji bitkisi yiliksek biyokiitle iiretme kapasitesi, zengin yapisal
karbonhidrat igerigi, kurak alanlarda yetigsebilme 6zelligi ve bitkiyi hasattan sonra tekrar
biiyiitebilen kok yapisi sayesinde biyoyakit iiretimi konusunda basarili bir biyokiitle
kaynagidir. Ulkemizde dalli dar1 bitkisinin tarimimin gerceklestirebilecegi bircok bolge
ve gerekli tarimsal teknoloji ile altyapt mevcuttur. Bu tez kapsaminda dalli dar1 enerji
bitkisinden verimli sekilde etanol ve metan olmak iizere iki biyoyakit iiretimi konusu
arastirilmis, hidrojen peroksit ve asetik asit (HP&HAc) 6n aritma prosesi, etanol ve metan
iiretim prosesleri verimli enerji liretimi amaciyla optimize edilmistir.

Ylksek lisans tez calismamin her asamasinda beni en iyi sekilde yonlendiren,
sabr1 ve anlayisiyla her konuda yol gosteren, her tiirlii laboratuvar ekipmanini
kullanmama ve 6grenmeme imkan saglayan, ¢alismaktan onur duydugum danigsman
hocam Dog. Dr. N. Altinay PERENDECT’ye sonsuz sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.
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AKADEMIK BEYAN

Yuksek Lisans Tezi olarak sundugum “Dalli Dar1 Bitkisinden Hidrojen Peroksit
— Asetik Asit On aritma Yontemi Ile Biyoyakit Uretim Prosesinin Optimizasyonu” adli
bu ¢aligmanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu
tez ¢alismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini gésterdigimi beyan ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% > Yizde

°C - Santigrat derece
um  : Mikrometre

cm  : Santimetre

Dk  : Dakika

g : Gram

kcal : Kilokalori
kg > Kilogram

Kw : Kilowatt

L - Litre

: Metre
M : Molarite
m3  : Metrekiip
mL  : Mililitre

mm  : Milimetre

Mtep : Milyon ton esdeger petrol
N : Normalite

RZ  : Determinasyon katsayisi
rpm  : Dakikada devir sayisi

sa : Saat

w/v  : Birim hacimdeki kitle
w/w  : Agirlikga oran

Tez yaziminda ondalik say1 ayraci olarak nokta (.) kullanilmistir.
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Kisaltmalar
AlL
ANOVA
ASL
BMP
CELL
CYG
CYy
¢KOI
cindSeker
EtOH
FTIR

GC

HAC
HEMI
HMF
HP&HAC
HPLC
KG

KM

KOB
KOI
LIGN
MKT
ODTU

Pro

. Asitte C6zunemeyen Lignin

: Varyans Analizi

. Asitte COzunebilen Lignin

: Biyokimyasal Metan Potansiyeli

: Seluloz

: Cevap Yiizey Grafigi

: Cevap Yuzey Yontemi

: Coziinmiis Kimyasal Oksijen Ihtiyaci
: Coziinmiis indirgen Seker

: Etanol

: Fourier Transform Infrared Spektroskopisi
: Gaz Kromatografisi

: Asetik Asit

: Hemiseliloz

: Hidroksimetil Furfural

: Hidrojen Peroksit — Asetik Asit

: Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
: Kontur Grafigi

: Kat1 Madde

: Koloni Olusturan Birim

: Kimyasal Oksijen Ihtiyaci

. Lignin

: Merkezi Kompozit Tasarim

: Orta Dogu Teknik Universitesi

: Protein
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SHF
SoLU
SSF
TIK
TK
TKM
TKN
TOK
TUIK

UKM

: Ayr1 zamanl Sekerlesme — Fermantasyon
: COziindr Fraksiyon

: Es zamanli Sekerlesme — Fermantasyon

: Toplam Inorganik Karbon

: Toplam Karbon

: Toplam Kat1 Madde

: Toplam Kjeldahl Azotu

: Toplam Organik Karbon

: Tiirkiye Istatistik Kurumu

: Ucucu Kat1 Madde
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1. GIRIS

Giliniimiizde hizla artan Diinya niifusu ve yiiksek niifuslu tilkelerdeki orta gelir
seviyesine yiikselen kisi sayist enerjiye olan ihtiyacimizi da kagmilmaz bir sekilde
artirmaktadir. Uretti§imiz enerjinin biiyiik bir boliimiiniin kaynag1 olan fosil yakitlarmn 80
yil i¢inde bitecegi diistiniilmektedir. Fosil yakitlarinin kullanim alanlar1 incelendiginde
blylk bir payin sanayi ve ulagim sektorlerine ait oldugu goriilmektedir. Fosil yakitlara
bagli olan sanayi ve teknolojide, fosil yakit kullanmindan kisa vadede
vazgecilemeyecegi i¢in fosil yakitlarin yerine gegebilecek alternatif yakitlar arastirilmaya
baslanmustir. Fosil yakitlarin aksine yenilenebilir enerji kaynaklarinin her (Glkenin
ulasabilecegi enerji kaynagi olmasi ve enerjinin stratejik olarak biiyiikk 6nem tasimasi
yakin zamanda tim Dunya uUlkelerinde yenilenebilir enerji kaynaklart konusundaki
yatirim ve arastirmalarin artacagini gostermektedir.

Son yillarda teknolojinin ilerleyisi, rlizgar, gilines, jeotermal, hidrolik gibi
yenilenebilir enerji kaynaklarindan daha verimli bir sekilde yararlanilmasini1 saglamis
olsa da bu enerji kaynaklar1 sanayi ve ulasimda kullanilan fosil yakitlarin alternatifi
olamamuglardir. Bu alternatif enerji kaynagi arayisinda, biyoyakit iiretiminde biiyuk bir
potansiyele sahip olan biyokiitle enerjisi 6ne c¢ikmaktadir. Ozellikle lignoseliilozik
biyokditlede bulunan, sekerden olusan ve diinyada en ¢ok bulunan ilk iki biyopolimer olan
seliiloz ve hemiseliilozun biyoyakit iiretiminde var olan potansiyelini agiga ¢ikarmak,
fosil yakitlara olan bagimliligin azaltilmasinda alternatif olabilecektir. Lignoselilozik
biyokiitle iizerinde yapilan arastirmalarda; termokimyasal, kimyasal, fiziksel, biyolojik
veya kombine proseslerle fosil yakitlara alternatif olabilecek yakitlarin (biyometanol,
biyoetanol, biyobltanol, biyodimetileter, biyometan, biyohidrojen ve sivi yakit
teknolojisi trtinleri (BTL Urnleri: Fischer - Tropsch Motorini ve Fischer - Tropsch
Benzini) gibi ikinci nesil biyoyakitlar) iretilebilecegi bulunmustur. Lignoselulozik
biyokiitlenin yapisin1 olusturan hemiseliiloz ve seliiloz hidrolize edilerek Cs ve Cg
sekerler elde edilebilmekte ve bu sekerler biyokimyasallara ve biyoyakitlara
donustiiriilebilmektedir. Ayrica, biyokiitleden tiretilen yakitlar sera gazi emisyonlarinin
azaltilmasi, geleneksel enerji kaynaklarinin yerine gegmesi ve kirsal kesime ekonomik
katki saglanmasi konusunda biiyiik potansiyele de sahiptirler. Biyokutleden enerji
tiretimi, Ozellikle Tiirkiye gibi enerji konusunda disa bagimli olan iilkelerin kendi
enerjilerini liretmelerine olanak saglayarak ve stratejik 6nemi her gecen giin artan enerji
konusunda kendi kendilerine yetmelerini saglayacaktir.

Biyoyakait tiretiminde kullanilacak hammaddenin kolay islenebilmesi, ucuz olmast
ve Uretim prosesinin ekonomik olmasi gerekmektedir. Ayrica, lignoseliilozik kokenli
enerji bitkilerinin kullanimi durumunda hasadin ardindan materyalin uzun siire
depolanabilir olmasi ve depolanma esnasinda kati madde ve C5-C6 seker kaybinin az
olmasi gerekmektedir. Bu 6zellikler agisindan dalli dar1 (Panicum virgatum L.) enerji
bitkileri igerisinde 6ne c¢ikmaktadir ve iklim kusagi acisindan iilkemiz cografyasinda
yetistirilmeye elverisli bir bitkidir. Dall1 dar1 orta - bat1 Amerika kokenli, dayanikli, sicak
mevsim bitkisidir. Ylksek adaptasyon kabiliyeti, hasattan sonra bitkiyi tekrar buytten
kok sistemi, ¢cevreye olan faydalari ve ytliksek bir verimde yetistirilebildigi i¢in dalli dar
biyoyakit iiretiminde aranan bir lignoseliilozik kaynaktir. Cok yillik bir bitki olan dalli
dar1 her sene seker yoniinden zengin, yiiksek miktarda lignoseliilozik biyokiitle sagladig:
igin birgok arastirmaya konu olmus 6nemli bir enerji bitkisidir. Literatiirde, enerji bitkisi
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dalli daridan biyoetanol ve/veya biyometan iiretimi konusunda yapilan calismalara son
yillarda rastlanilmaya baglanilmistir. Bu calismalar genel olarak, seliiloz ve
hemiseliilozun geri kazanimi i¢in 6n aritma proseslerinin gelistirilmesi ve optimizasyonu
ile etanol ve metan fermantasyonu konularina odaklanmistir. Lignoseliilozik materyalden
etanol tiretimi halen ticari olarak uygulamasi sinirli olmakla birlikte bilimsel ¢aligmalarin
destegi ile gelistirilmeye calisilan prosestir. Bununla birlikte, lignoseliillozik materyalden
metan Uretimi ticari olarak uygulanmaktadir.

Bu ylksek lisans tezinin amaci; enerji bitkisi dalli daridan etanol ve metan olmak
iizere iki biyoyakitin minimum proses maliyeti ile maksimum miktarda {iretiminin
yapilmasi i¢in entegre termokimyasal ve fermantasyon proseslerinin gelistirilmesidir. Bu
kapsamda yiiksek lisans tez ¢alismasinda 6ncelikle enerji bitki dalli dar1 karakterizasyonu
yapilmis ve lignoseliilozik yapisindaki C5 ve C6 sekerlerin agiga ¢ikarilabilmesi ve dalli
dari’dan etanol ve metan {iretim veriminin arttirtlmasi amaciyla dalli dariya hidrojen
peroksit (H202) ve asetik asit (CH3COOH - HAc) (HP&HAC) 6n aritma prosesi
uygulanmis ve maksimum biyoyakit iiretimi agisindan HP&HAC 6n aritma prosesinin
optimizasyonu yapilmistir. HP&HAC 6n aritma proses optimizasyonunda Cevap ylzey
yontemi (CYY), Merkezi kompozit tasarim (MKT) kullanilmistir. HP&HAC 6n aritma
prosesinin deneysel tasarimi1 Design Expert 7.1.5 programu ile yapilmistir. HP&HAC 6n
aritma prosesinde H202 miktari, HAC miktari, reaksiyon siiresi ve reaksiyon sicaklig
parametreleri kullanilarak program tarafindan oOnerilen O6n aritma kosullarina gore
deneyler yapilmis, belirlenen cevap degiskenlerinin analiz sonuglari Design EXxpert
programina aktarilmigtir. MKT deney tasariminda, cevap degiskeninin modellenmesi,
onerilen modelin uygunlugunun test edilmesi i¢in ANOVA testi uygulanmistir. HP&HAC
On aritma prosesi maksimum etanol ve metan Uretimi ve minimum proses maliyetinde
maksimum etanol ve metan Uretimi agisindan optimize edilmis ve optimum proses
kosullart tespit edilmistir. HP&HAC On aritma prosesi ile muamele edilen numuneler
kullanilarak es zamanl sekerlestirme ve fermantasyon prosesi ile etanol Uretim prosesi
optimize edilmis ve etanol iiretilmistir. Etanol iiretimi sonrasinda fermantasyon ortami da
dahil tiim atiklar kullanilarak minimum atik stratejisi ile metan fermantasyonu yapilarak
ikinci biyoyakit metan iiretimi yapilmigtir. Son olarak HP&HAC 6n aritma deneyleri
sonrasinda dalli darinin yiizey 6zelliklerindeki degisiminin incelenebilmesi igin Taramali
Elektron Mikroskop (TEM) ve bag karakterizasyonunun degisiminin incelenebilmesi igin
Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) kullanilmigtir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. DUnya Enerji Dengesi ve Projeksiyonu

Giliniimiizde enerji, bliylik iilkelerin dis politikalarii degistiren, kaynaklara
ulasim i¢in savaslar ¢ikartilan ve artan niifusa bagl olarak giderek kullanimi artan 6nemli
bir ihtiyactir. 2016 yilinda Diinya’da 13276,3 milyon ton esdeger petrol (Mtep) enerji
tUketilmistir. Bu enerjinin kaynagi olarak ilk sirada 4418,2 Mtep ile petrol, ikinci sirada
3732,0 Mtep ile komiir ve {iglincii sirada 3204,1 Mtep ile dogalgaz kullanilmistir. Fosil
yakitlar disinda 910,3 Mtep hidro-elektrik, 592,1 Mtep nukleer ve 419,6 Mtep
yenilenebilir kaynaklardan enerji iiretilmistir. Sekil 2.1°de Diinya’da kullanilan enerjinin
kaynaklara gore dagilimi verilmistir. Sekil 2.1’den goriilecegi tlizere 2016 yili i¢inde
kullanilan enerjinin %85°1 fosil yakit kaynaklarindan, %5°1 niikleerden ve geri kalan
%10’u ise yenilenebilir kaynaklardan tiretilmistir (BP 2017).

3%

7%

33% Petrol
B Dogalgaz
m Kémdar
m Nkleer
m Hidro-Elektrik
Yenilenebilir

Sekil 2.1. Diinyada kullanilan enerjinin kaynaklara gore dagilimi

2005-2015 yillar1 arasindaki verilere gore her yil kullanilan enerji miktart bir
onceki yila gore %]1,8 artmaktadir (BP 2017). Bu artisin baslica nedenleri Diinya
niifusunun hizla artmasi ve ytiksek niifuslu iilkelerde diistik gelir diizeyinden orta gelir
diizeyine yiikselen insan sayisinin fazla olmasidir. Sekil 2.2.°de Diinya niifus
projeksiyonu tahmin egrisi verilmistir. 2017 yilinda Diinya niifusu 7550000 iken, bu
rakamin 2100 yilinda ortalama 11184000 olmasi beklenmektedir. Yapilan istatistik
hesaplart ile 2100 yil1 itibari ile Diinya niifusunun 9,6 ile 13,2 milyar arasinda olacagy,
2100 sonrasinda ise %27 ihtimal ile bu niifus miktarinin sabit kalacagi tahmin
edilmektedir (UN-DESA 2017). 2016 y1l1 itibari ile diinya niifusunun 3,2 milyarlik kismi
orta gelir diizeyinde yasamaktadir. Oniimiizdeki yillarda orta gelir diizeyi nifusunun ilk
defa diinya ¢ogunlugunu olusturacak sekilde artmasi beklenmektedir (Kharas 2017). Orta
gelir diizeyine gecerek kirsal yasamdan teknolojiye daha bagli ve elektrikli cihazlar1 daha
cok kullandiklar1 bir yasama gegen insanlarin elektrik ihtiyacina yaptiklar1 etkinin 2060
yilinda iki katina ¢ikmasi beklenmektedir (World Energy Council 2016).
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Sekil 2.2. Dunya nufus projeksiyonu

Diinya enerji liretiminin biiyiik bir kismi fosil yakitlara baglidir. Bununla birlikte,
fosil yakitlar milyonlarca yilda olustuklart i¢in siirdiiriilebilir bir enerji kaynagi
degildirler. Sekil 2.3.’de diinya fosil yakit rezerv miktarlar1 verilmistir. Enerji ihtiyacinin
%33 1iniin karsilandig1 petrol rezervlerinin 2052 yilinda, %24 iiniin kargilandi1g1 dogalgaz
rezervlerinin 2060 yilinda ve %?28’inin karsilandigi komiiriin 2088 yilinda bitecegi
ongorilmektedir (CIA 2016). Fosil yakit kaynaklari kullaniminin gevreye zarar vermesi
ve surddrulebilir olmamasi nedeni ile alternatif enerji kaynaklar1 konusunda yapilan
caligmalar hizlanmigtir. Siirdiiriilebilirlik 6n planda tutularak yapilan enerji kaynagi
arayis1 yenilenebilir enerji kavraminin dogmasina neden olmustur.
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Sekil 2.3. Dunya fosil yakit rezerv miktarlari

Yenilenebilir enerji kaynaklari baglica riizgar, giines, jeotermal, hidrolik, niikleer
ve biyokiitledir. Niikleer enerji iiretimi riskli ve atik iireten bir enerji ¢esidi oldugu i¢in
cevre koruma bilinci yiiksek bir enerji ¢esidi degildir. 2016 yilinda diinyada yenilenebilir
enerjinin 910,3 mtep hidroelektrikten, 592,1 mtep niikleerden ve 419,6 mtep diger
yenilenebilir kaynaklardan dretilmistir. Son 10 yilda riizgér, giines, jeotermal ve
biyokiitleden {iiretilen enerji miktar1 %450 artmistir ve yillik olarak % 16,1 artmaya
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devam etmektedir. 2006 yilinda biyokiitleden iiretilen biyoyakit miktar1 24 mtep iken,
2016 yilinda bu miktar 82 mtep’a yiikselmistir (BP 2017).

Kullanilan enerjinin tamamen yenilenebilir enerjiden karsilanmasi gerektigi
yadsinamaz bir gergek oldugu i¢in yiiksek gelir diizeyine sahip iilkeler politikalarin1 bu
yonde sekillendirmislerdir. Avrupa Birligi 2020 yili sonunda enerjisinin tamaminin
%20’sini yenilenebilir kaynaklarindan iretme hedefi koymustur. Ayrica, 2020 sonuna
kadar ulagimda kullanilan yakitlarin %10’unu biyoyakitlardan saglamak da hedefleri
arasindadir.

2.2. Tiirkiye’de Enerji Dengesi ve Projeksiyonu

Tiirkiye’de son yillarda artan niifus ve biiyliyen endiistri nedeni ile enerji ihtiyaci
yiikselmektedir. 2017 yilinda 80 milyona ulasan niifusun TUIK’in 2013 yilinda Cin
Ulusal Niifus ve Aile Planlama Komisyonu tarafindan gelistirilen “PADIS-Int” yazilim1
kullanarak yapmis oldugu niifus projeksiyonuna gore 2050 itibari ile 93,48 milyon
olacag1 hesaplanmistir (TUIK 2013). Niifus artis hizi, biiyiiyen sanayi ve artan orta ve
yiiksek gelir diizeyine mensup insan sayisi diistiniildiigiinde gelecekte Tiirkiye’nin enerji
ihtiyacinin da artacak olmasi kaginilmazdir.

Kullanilan enerjinin %66,83 iiniin fosil yakitlardan saglandig1 ve petrol, dogalgaz
ile kaliteli komiir bakimindan fakir bir cografyada oldugu i¢in Tiirkiye enerji konusunda
disartya bagimli bir ilkedir. 2016 yili igerisinde 274407,7 GWh elektrik enerjisi
tikketilmis ve bu enerjinin %50,6’s1 ithal kaynaklardan {tretilmistir. Sekil 4.2°de
Tiirkiye’de kullanilan enerjinin {iretim kaynaklar1 verilmistir. Uretilen enerjinin
%32,52’s1 dogalgazdan, 933,63’ komiirden, %24,5’1 hidro-elektrikten, %8,65°1
yenilenebilir kaynaklardan ve 9%0,7’si siv1 yakitlardan elde edilmistir. Tiirkiye enerji
tiretiminde kullandig1 kémiiriin %17,39’unu ve dogalgazin %98 ini ithal etmektedir. Ithal
edilen dogalgazin, enerji Uretiminin %32,52’sini olusturmas1 Tiirkiye icin enerji
siirekliligi konusunda bir risk ve ekonomik yiik olusturmaktadir (Ozcan 2016). Bu sorunu
asmak i¢in Tiirkiye ¢evre i¢in riskli bir yol segerek niikleer enerjiye yonelmis ve 3 adet
niikleer santralin insaatina baslamistir.

Riizgar Yenilenebilir  Jeotermal Giines
%5.65 Atik+Atik Is1 /%1.76 %0.38 fthal Késmiir
%0.86
Dogal Gél ve N %17.39
g‘\karsu Tagkomiirti +
66.66 Asfaltit
Barajlar %2.18
%17.84
Linyit
%14.06
Siv1 Yakitlar
%0.70

Dogal Gaz
%32.52

Sekil 2.4. Tiirkiye’de kullanilan enerjinin tretim kaynaklart
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BP’nin Diinya Enerji Istatistikleri 2017 raporuna gore Tiirkiye, diinyada
kullanilan petrolde %0,9, dogalgazda %1,2, komiirde ise %1,0’lik bir paya sahiptir. Petrol
kullaniminda gegen yila gore %5,6 ik bir artmis olmustur ve yillik ortalama %2,4’1iik bir
artig s6z konusudur. 2016 y1li icerisinde Tiirkiye’de 272,7 terawatt elektrik tiikketilmis ve
son on yilin tiiketimi g6z oniline alinarak yapilan hesap ile bu tiiketimin yillik ortalama
%4,9 artt1ig1 hesaplanmistir (BP 2017).

Cizelge 2.1. Turkiye enerji istatistikleri (T.C. Kalkinma Bakanhg 2013)

2006 2012 2013 2018
Birincil Enerji ihtiyam (Mtep) 99,642 119,302 | 123,600 | 154,000
Elektrik Enerjisi Ihtiyaci (GWh) 174,637 | 241,949 | 255,000 | 341,000
Kisi Bas1 Enerji ihtiyact (tep) 1440 1590 1620 1920
Kisi Bas1 Elektrik Enerjisi Ihtiyaci 2517 3231 3351 4241
(kWh)
](E(;(l);:rji Uretiminde Dogalgazin Payi 45.8 43.2 43.0 41.0
Enerji Uretiminde Yenilenebilir
Enerjinin Payi (%) 25.3 27.0 27.7 29.0
Kurulu Gig (MW) 40,565 57,058 58,500 78,000

Cizelge 2.1.de T.C. Kalkinma Bakanlig1 tarafindan hazirlanan Onuncu Kalkinma
Raporu’na gore Tiirkiye enerji istatistikleri verilmistir. Bu rapora gore, 2018 yilinda
birincil enerji ihtiyacinin 2013 yilina gore %19,74 artacagi ongoriilmektedir. Toplam
enerji ihtiyacinin sadece niifus artisiyla degil kisi basina diisen tliketim ile de artacagi
hesaplanmistir. 2018 yilinda 2013 yilina gore kisi basi enerji ihtiyacinin %15,63 ve kisi
bas1 elektrik enerjisi ihtiyacinin ise %20,96 artacag tespit edilmistir. Enerji iiretiminde
en bliyiik paya sahip olan biiyiik 6l¢iide disa bagimlilik yaratan ve ekonomik yiik getiren
dogalgazin toplam elektrik enerjisi lretimindeki paymin 2018’de %41’e inmesi
Oongoriilmiis ancak bu oran 2016 yihi itibari ile %32,52°ye diigmiistiir. 2018 yilinda
yenilenebilir enerjinin toplam elektrik enerjisindeki paymnin %29 olacagi ongoriilmiis,
2016 itibari ile bu oran %33,15’e ylikselmistir ve artmaya devam etmektedir. Dogalgaz
kullaniminin beklenilenden daha az olmasi ve yenilenebilir enerjinin beklenilenden daha
hizli sekilde fosil yakitlarin yerine ge¢mesi Tirkiye’nin enerji iiretimi adina atilan
adimlarin dogru oldugunu gostermektedir.

Tiirkiye 2016 yilinda elektrik enerjisinin %33,2’sini yenilenebilir kaynaklardan
dretmistir. Sekil 2.5’de 2016 yili Tiirkiye’nin yenilenebilir enerji kaynaklarindan elektrik
tretimi dagilimi verilmistir. Bu Uretimdeki en blyik pay toplam elektrik enerjisi
tiretiminin %25’ine karsilik gelen %73.9 ile hidro-elektrik enerji santrallerine aittir.
Jeotermal, rlizgér ve gines kaynakli enerji tiretimi %23,51 olup toplam elektrik enerjisi
iretiminin %7,8’ini karsilamistir. Atiklardan ve diger yenilenebilir kaynaklardan tiretim
ise toplam elektrik enerjisi iiretiminin %0,8’dir (TEIAS 2017). Tirkiye hidroelektrik
kapasitesini tam olarak kullanmay1 ve mevcut tesisleri daha verimli hale getirmeyi 2023
sonuna kadar gerceklestirilecek yenilenebilir enerji yatirimlarimi planlamistir. Bu
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yatirimlar ile hidro-elektrik enerji tretimi alaninda 20000 MW’lik bir artis olacaktir
(Ozcan 2016).

2E| ve Jeotermal
arsu %5.30
%20.08 / Yenilenebilir
Atik+ Atik
_— Is1
%2.61
Ruzgar
%17.06
Barajli Glines
%53.82 %1.15

Sekil 2.5. 2016 yil1 Tiirkiye’nin yenilenebilir enerji kaynaklarindan elektrik tiretimi
dagilimi

Yenilenebilir kaynaklardan enerji iiretimi yoOniinde biiyiikk yatirimlar yapan
Tiirkiye 2016 yilinda 10 adet jeotermal enerji santrali agarak 200 MW lik {iretimi devreye
sokmus ve toplam jeotermal enerji liretimini 13,5 GW’a ¢ikarmistir. Bu yatirim 2016
yilinda jeotermal enerji alaninda %44’liik pay ile iilkeler arasinda yapilan en biiyiik ikinci
yatirnmdir. Son artis ile Tiirkiye jeotermal 1s1 enerjisi liretiminde Cin’den sonra ikinci
siraya yerlesmistir. Riizgar enerjisi alaninda ise 2016 yilinda yapilan en biiyiik yedinci
yatirim 1,4 GW ile Tirkiye’dedir (REN21 2017). Yenilenebilir enerji alanindaki hedefin
2023 yil1 sonunda %30 olarak belirlendigi Tiirkiye’de 2017 Haziran ay1 sonunda liretilen
enerjide yenilenebilir payr %33,9°dur (TEIAS 2017). 2023 sonu hedefleri arasinda
biyokiitleden elde edilen enerjinin 1 GW’a, giinesten lretilen enerjinin 5 GW’a ve
riizgardan elde edilen enerjinin 20 GW’a ulastirilmasi da vardir.

Yenilenebilir enerji konusunda Tiirkiye’nin eksik oldugu alan benzine ve dizele
karistirtlacak yerli tarim iiriinii kaynakli biyoyakit oran1 konusunda bir plant olmamasidir.
Enerji Piyasasi Diizenleme Kurumu (EPDK) tarafindan belirlenen 16.06.2017 tarihli
Benzin Tiirlerine Etanol Harmanlanmasi1 Hakkinda Teblig’de yapilan degisiklikte mevcut
durumda benzine %3 oraninda biyoetanol eklemek (E3) ve 16.06.2017 tarihinde
yayimlanan Motorin Turlerine Biyodizel Harmanlanmasi Hakkinda Teblig’de dizele
%0,5 oraninda biyodizel eklemek (B0,5) zorunlu hale gelmistir. Bu oranlar diger gelismis
tilkelerin belirledigi oranlara gore diisiik kalmakta ve gelecekte yapilacak artis oranlar
i¢in bir plan bulunmamaktadir.

2.3. Yenilenebilir Enerji Kaynaklar
2.3.1. Ruzgar enerjisi

Riizgar, giinesten gelen enerjinin havay1 isitmasi, 1sinan havanin yiikselmesi ve
yiikselen havanin yerine soguk havanin doldurmasi siirecince olusan hava hareketliligidir.
Hava akimmin tasidig1 enerji riizgar tiirbinleri ile mekanik enerjiye, mekanik enerji ise
jeneratorler ile elektrik enerjisine cevrilmektedir. Ruzgéar enerjisi son yillarda en hizli
biylyen yenilenebilir enerji sektorlerinden biridir. Temiz, ucuz ve surdirulebilir
olmasmin yaninda enerjinin siirekliliginin saglanmasi problemi pil teknolojisinin

7



KAYNAK TARAMASI I. A. BASAR

gelismesi ¢ozlilmektedir. Riizgar enerjisinin dezavantaji tiirbinlerin giiriiltiili caligmasi
ve kuslarin tiirbin kanatlarina carpmasi sorunlarit teknolojinin ilerlemesi ve riizgar
tarlalarinin yerlerinin dogru se¢ilmesi yoluyla diizeltilmistir (Makarieva vd. 2013).

2.3.2. Giines enerjisi

Gilineste meydana gelen radyoaktif reaksiyonlarin iirlinii olan fotonlar riizgar,
hidrolik ve biyokiitle enerjilerinin kaynagi olmakla birlikte cesitli yollar ile elektrik
enerjisine cevrilebilmektedirler. Teorik olarak toplama ve tedarik sistemleri tam kurulu
oldugunda glines enerjisi, tiim diinyanin enerji ihtiyacin1 karsilama potansiyeline sahiptir
(Blaschke vd. 2013). Diinyaya yillik yaklasik 4 milyon egzajoule (EJ = 10'® j) giines
enerjisi ulasmaktadir ve bu enerjinin 50000 EJ’liikk kisminin kolaylikla ulasilabilecegi ve
toplanabilecegi hesaplanmistir (International Energy Agency 2012).

Glines enerjisini toplamak i¢in bir¢ok degisik sistem mevcuttur. Bunlardan en
yayginlar1 fotovoltaik paneller ve ev tipi giines kolektorleridir. Fotovoltaik paneller ile
giines enerjisi elektrik enerjisine donistiiriilebilmektedir. Silikondan yapilan bu panellere
carpan fotonlar elektronlar1 serbest birakarak bir elektrik akim1 olusturmaktadirlar. Giines
enerjisi kolektorleri ise gelen 1s1nlar1 kolektdriin i¢inde hapsetmekte ve enerjiyi 1s1 enerjisi
olarak suya aktarmaktadirlar. Solar kule sistemleri ve parabolik ayna sistemleri giines
enerjisini yogunlastirarak bir noktaya toplayan aynalar kullanmaktadirlar. Yogun giines
enerjisi ile 1sitilan su buharlasarak jeneratdr tiirbinini ¢cevirmekte ve elektrik enerjisi elde
edilmektedir. Giinesten elde edilen enerji termal tuz Unitelerinde depolanabilmektedir
(Alghoul vd. 2005).

2.3.3. Jeotermal enerji

Jeotermal enerji, diinyanin ¢ekirdegi ve kabugu arasindaki sicaklik farkindan
dolay1 ¢ekirdekten kabuga dogru siirekli olarak akis halinde olan 1s1 enerjisidir. Bu enerji
cekirdek ve kabuk siirindaki sicakligi 4000°C’ye kadar yiikseltmektedir (Lay ve Buffett
2008). Bu sicaklikta eriyen kayalar etraflarindaki kayalardan daha az yogun hale gelerek
ylizeye dogru hareket etmektedirler ve 1s1 enerjisini yiizeye kadar ulastirmaktadirlar.
Jeotermal enerji, yeralt1 suyunun 100°C iizerinde sicakliga sahip oldugu yerlerde buhar
tiirbinleri yardimi ile elektrik enerjisine ¢evrilerek ya da direkt 1s1 enerjisi olarak
kullanilmaktadir. Son yillarda gelisen teknoloji ile jeotermal enerji diinyanin bir¢ok
yerinde kullanilabilir hale gelmistir. Dogal olarak jeotermal kapasitesi bulunmayan
yerlerde suyun c¢ok derinlere enjekte edilmesi ve geri pompalanmasi yolu ile jeotermal
enerjiye ulagilabilmektedir (Self vd. 2013).

2.3.4. Hidrolik enerji

Hidrolik enerjiden, dalga enerjisi, gelgit enerjisi ve hidro enerji olarak ti¢ farkl
yol ile yenilenebilir ve slrdarilebilir enerji Gretilmesi mimkdindur. Dalga enerjisi
riizgarin ve diger dogal olaylarin okyanuslarda meydana getirdigi dalgalarin tasidigi
enerjidir ve ozel tiirbinler yardimu ile elektrik enerjisine doniistiirmektedir. Gelgit enerjisi
Ay’in ve Giines’in okyanuslarda meydana getirdigi su yilikselme ve algalmalarinin
tasidig1 enerjidir. Diinya lizerinde az sayidaki noktada yararlanilabileceginden yaygin
hale gelmemistir. Hidro enerji diinyada kullandigimiz yenilenebilir enerji kaynaklar
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arasindaki en biiyiik paya sahiptir. Bu enerji, kiiresel su ¢evriminin su kaynaklarinda
buharlasan suyu yliksek karasal bolgelere tasirken suyun kazandigi potansiyel enerjidir.
Barajlar yardimi ile veya direkt akarsu lizerine kurulan tiirbinler ile elektrik enerjisine
cevrilebilmektedir (Awasthi vd. 2014).

2.3.5. Biyokdtle enerjisi

Her tiirli organik maddenin ve atigin direkt olarak yakilmasi ile veya
termokimyasal ya da biyokimyasal proseslerle doniistiiriildiigii biyoyakittan elde edilen
enerjiye biyokiitle enerjisi denilmektedir. Biyokiitle enerjisinin kaynagi canlilarin enerji
kaynag1 olan Giines’tir. Diinyada her yil yaklasik 104,9x10% gram karbon biyokiitle
olustugu hesaplanmistir (Field vd. 1998). Biyokaitle enerjisinin geleneksel yontemler ile
bir enerji kaynagi olarak kullanilmasi ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir. Glinlimiizde diger
yenilenebilir enerji tlirlerinin ulasimda kullandigimiz yakitlarin yerini tutamamast,
lignoseliilozik yap1 ve bu yapidaki sekerlerin aciga ¢ikarilmasi ile ilgili ¢aligmalarin
yogunlagmasi, biyokiitleden yakit iiretirken kullanilan biyokimyasal proseslerin daha iyi
anlagilmasit ve modellenebilmesi yenilenebilir enerji kaynaklar1 arasinda biyokiitle
enerjisini O6n plana ¢ikarmistir. Yapilan caligmalar ile her gecen giin biyokiitleden daha
verimli biyoyakitlar tiretilebilmektedir.

Lignoselilozik  biyokiitleden termokimyasal ve biyokimyasal doniisim
teknolojileri ile elde edilen; biyometanol, biyoetanol, biyobitanol, biyodimetileter,
biyometan, biyohidrojen ve sivi yakit teknolojisi iiriinleri (BTL Uriinleri: Fischer-
Tropsch Motorini ve Fischer- Tropsch Benzini) gelecegin yakitlart olarak
tanimlanmaktadir (Bartacek vd. 2007; Lynd vd. 2008). Lignoselulozik biyokdtlenin
yapisint olusturan hemiseliiloz ve seliiloz hidrolize edilerek Cs ve Cg sekerler elde
edilebilmektedir. Elde edilen sekerler ise biyokimyasallara ve biyoyakitlara
dontistiiriilebilmektedir (Zhang ve Wu 2014). Biyokiitleden iiretilen yakitlar sera gazi
emisyonlarmnin azaltilmasi, geleneksel enerji kaynaklarinin yerine ge¢mesi ve kirsal
kesime ekonomik katki saglanmasi konusunda buyuk potansiyele de sahiptirler
(Vamvuka vd. 2010). Giiniimiizde Amerika, Brezilya, Avrupa, Cin ve Kanada’da yakit
olarak kullanmak igin yiiksek miktarlarda etanol tiretilmektedir. 2015 yilinda diinyada
97,2 milyon m?® biyoetanol iiretilmistir (RFA 2016). Ancak, bu (retimin biyik
boliimiinde seker kamis1 ve misir gibi gida amaciyla tiretilen ham maddeler kullanilmistir.
Biyoyakit tiretimi i¢in gida kaynaklarinin kullanimi, tarim alanlarin gida ve biyoyakit
iretimi amaciyla ikiye boliinmesine ve gida amaciyla yetistirilen tarim iriinlerinin
degistirilmesi ikilemlerini ve tartismalarin1 giindeme getirmistir (HLPE 2015). Bu
tartismalar biyoyakit liretiminin yoniinii degistirmis ve enerji bitkileri kavraminin
dogmasina neden olmustur. Enerji bitkileri, insanlar i¢in besin degeri olmayan, yliksek
oranda biyokiitle saglama kapasitesine sahip, seker icerigi yiiksek olan ve sadece
biyoyakit {iretimi icin yetistirilen tarim tiriinleridir.

Biyoyakaitlar iiretildikleri biyokiitlenin tiiriine gore birinci, ikinci ve liglincii nesil
olmak {tizere siniflandirilmaktadirlar. Birinci nesil biyoyakitlar besin degeri olan tarim
tirtinlerinden iiretilen biyoyakitlardir. Bugday, arpa, misir, patates veya seker kamigindan
tiretilen biyoetanol ve biyobiitanol, kanola, soya, aygicegi, palmiye, hindistan cevizi
yaglarindan, atik yemeklik yaglardan ve hayvansal yaglardan iiretilen biyodizel birinci
nesil biyoyakita érnektir (Rodionova vd. 2017). Ikinci nesil biyoyakitlar ise atiklardan ve
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biyoyakit iiretimi i¢in 6zel yetistirilen tarim iriinlerinden tiretilmektedir. Evsel kati
atiktan, park bahge atiklarindan, nisasta, yag veya seker yoniinden zengin enerji
bitkilerinden (Jatropha, sorgum, Kketencik, carinata vb. ) veya lignoselulozik
hammaddeden (Odunsu bitkiler, dalli dari, miscanthus, arundo, vb.) tretilen yakitlar
ikinci nesil biyoyakitlara rnektir (Naik vd. 2010).

Lignoseliillozik materyallerin termokimyasal yontemler ile biyoyakitlara
dontstiiriilmesi kolay ve ekonomik olmasina ragmen biyokimyasal olarak islenebilmeleri
icin bir 6n aritma islemine tabi tutularak yapilarindaki sekerin aciga ¢ikarilmasi
gerekmektedir. Lignoseliilozik materyallerin degisen karbonhidrat icerikleri Cizelge
2.2’de verilmigstir. Cizelge 2.2°den goriilecegi lizere odunsu bitkilerde ksiloz ve glikoz
yuksekken, otsu bitkilerde mannoz ve galaktoz daha yuksektir.

Cizelge 2.2. Otsu ve odunsu lignoseliilozik bitkilerdeki kiitlece seker miktarlar
(Goldstein 1981)

Seker Otsu Bitkiler | Odunsu Bitkiler
Glikoz (%) 61-65 55-73
Ksiloz (%) 9-13 20-39
Mannoz (%) 7-16 0.4-4

Galaktoz (%) 6-17 1-4
Arabinoz (%) <3,5 <1

Biyokiitleden iiretilen yakitlarin fosil yakitlara gore politik, ekonomik ve ¢evresel
avantajlar1 mevcuttur. Diinya’da her iilkede fosil yakitlar veya diger onemli enerji
kaynaklar1 bulunmamaktadir. Ancak her iilkenin belirli bir tarim ve sanayi iiretimi
kapasitesi mevcuttur. Bu kapasitenin bir kismi biyokiitle enerjisine harcanir ise iilkelerin
enerji giivenligi ve ekonomisi agisindan biiyiik bir gelisme saglanarak diga bagimliligin
azalmas1 s6z konusu olabilecektir. Biyoyakitlarin yanmasi sonucu fosil yakitlara gore
daha az sera gazi, CO2, NOx ve SOx emisyonu meydana gelmektedir (Chang vd. 2017).
Giliniimlizde artan niifustan dolayr biliyiiyen sehirlerde yiiksek miktarda fosil yakit
kullanilmakta ve kotii hava kalitesi insan saghigini tehdit eder hale gelmektedir. Ozellikle
ulagimda kullanilan fosil yakitlar yerine biyoyakitlarin ya da bu iki yakit ¢esidinin en
diigiik emisyon irettigi oranda karistirilarak kullanimi hava kirliligi  sorununu
azaltmaktadir.

2.4. Lignoselulozik Biyokutle

Kagit, karton, kereste, tarimsal atiklar veya diger bitkisel materyallerin
olusturdugu lignoseliilozik biyokiitle genel olarak c¢ok yaygindir ve bol miktarda
bulunmaktadir. Diinyada biyokiitlenin %80’ini ormanlarda bulunan lignoseliilozik
biyokutledir (Demirbag 2004). Tiir, biiyiime kosullari, doku ve hiicre duvart olgunlugu
faktorlerinin  degisimine gore lignoseliillozik yapinin yaklasik kiitlece %801
karbonhidratlardan ve ligninden olusmaktadir (Barakat vd. 2013) Bitki hiicresi duvari,
polisakkaritlerin, yapisal proteinlerin ve fenolik bilesiklerin Orgiistinden olusan, dis
streslere karsi hiicreyi koruyan, hiicreye yapisal ve mekanik destek veren bir dokudur.
Kimyasal icerigi ve mekanik 6zelligi hiicre zarmi sadece kimyasal ve biyoyakit tiretimi
icin gerekli fermente edilebilen sekerler acisindan zengin yapmakla kalmamakta, aynm
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zamanda biyopolimer ve endiistriyel uygulamalar acisindan da 6nemli bir kaynak haline
getirmektedir (Guerriero vd. 2016).

Lignoseliilozik
Biyokiitle Bitkisel Doku

Hiicre Duvarlan

Sekil 2.6. Lignoselilozik biyokitlenin yapisi ve igerigi

Bitki hiicrelerinden meydana gelen biyokiitle, hemiseliiloz zincirleri tarafindan
saritlmis seliiloz ve lignin matrikslerinden olusmaktadir (Klein vd. 2016). Seliiloz,
hemiseliiloz ve ligninden olusan bu yap1 dogada disaridan gelecek fiziksel, kimyasal ve
biyolojik etkilere karst dayanikli ve giiclii bir yapiya sahiptir. Bu {i¢ bilesen her tiirde
farkli oranlarda olabilmektedir. Cizelge 2.3 te farkli lignoseliilozik biyokiitlelerin seliiloz,
hemisellloz ve lignin igerikleri verilmistir.

Cizelge 2.3. Farkli lignoselulozik biyokutlelerin seliiloz, hemiseltloz ve lignin igerikleri

Lignoselulozik Seltloz | Hemisellloz | Lignin Kaynak
Biyokdtle (%) (%) (%)
Misir sap1 34.45 27.55 21.81 | (Mavd. 2011)
Misir bitkisi 36.3 314 17.2 | (Saha vd. 2016)
Seker kamisgi kiispesi 44 27 24 | (de Souza vd. 2013)
Tatl sorgum kiispesi 36.9 17.8 19.5 | (Umagiliyage vd. 2015)
32 19.2 18.8 | (Imam vd. 2012)
Dall1 dar 33 36 20 (Da Silva Perez vd. 2015)
31.1 25.2 16.8 | (Carpenter vd. 2010)
Bugday samani 38.7 19 17.3 | (Valdez-Vazquez vd. 2015)
Piring samani 35.8 21.5 24.4 | (Imman vd. 2015)
2.4.1. Seluloz

Seliiloz, (CeH100s)n formilll bir polisakkarittir. Sayisi birka¢ yiiz ile binler
arasinda degisen D-glikoz molekullerinin B-(1,4) bagi ile baglanmasindan meydana gelen
organik bir bilesiktir (Crawford 1981; Updegraff 1969). Zincirde yan dallanma olmamasi,
—OH gruplarimin van der Waals etkilesimi ve hidrojen bagi kurmalar ile giicliice
birbirlerine baglanmalarina olanak vererek uzun glikoz zincirleri sikica birlesmekte ve
bdylece ¢oziinmez kristalin mikrofibriller olusmaktadir. Seliilloz dogada {ist {iste gelen
tabakalarin dizilis yapilarma gore I, ve lg adi verilen iki farkli kristalin yapida
bulunmaktadir. (Parthasarathi vd. 2011).
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Sekil 2.7. Aralarinda hidrojen bagi kuran seliiloz zincirlerinin yapisi

Seliiloz, hiicre duvarina dayanikliligini veren yapinin iskeletini olusturmaktadir.
Yogunlugu ve kompleks yapisi sayesinde seliilozun kimyasal veya mekanik parcalanma
disinda hidrolizi oldukca zordur. Yapisindaki glikozlarin arasindaki baglarin kirilarak

sekerin kullanilabilmesi i¢in kimyasal veya enzimatik islem uygulanmalidir.

2.4.2. Hemiseliiloz

Hemiseliiloz degisik seker monomerlerinin meydana getirdigi, kisa ve dallanmis
zincirlerden olusan, tiim bitki hiicre duvarlarinin yapisinda seltloz ve lignin ile birlikte
bulunan (Barakat vd. 2013), temel olarak ksiloz, arabinoz, mannoz ve glikoz gibi
karbonhidratlarin degisen oranlarda meydana getirdigi polisakkarittir. Amorf yapisina
bagli olarak seliiloza gore daha az dayaniklidir (Yu vd. 2017). Hemiseliloz lignin ve
seliiloz lifleri arasinda baglanti eleman1 olarak gorev yaparak seliiloz — hemiseliloz —
lignin yapisinin bir arada durmasimi saglamaktadir (Watanabe 1989). Hemiseliilozun
polimerizasyon derecesi, selillozdan ¢ok daha az bir deger olan 50-200 monomer

araligindadir (Li 2014).
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Sekil 2.8. Hemiseluloz yapisi
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2.4.3. Lignin

Lignin, p-kumaril, koniferil ve sinapil fenil-propan alkollerinin baglanmasi ile
olusan, amorf yapida bir heteropolimerdir. Seliilozdan sonra diinyada en bol bulunan
ikinci organik bilesiktir. Ligninin i¢erigindeki monomerlerin sayist tiire, dokuya, bitkinin
yasina ve yasadigl ortama gore degiskenlik gostermektedir. Lignin yapist Sekil 2.9°da
verilmistir. Lignin hiicre duvarinda ¢imento gibi gorev yaparak hiicrenin etrafin1 bir
kabuk gibi sarmaktadir (Hamelinck vd. 2005).

Lignin kendisinden iiretilen yan iirlinler agisindan énemli bir hammadde olsa da
etanol iiretimi agisindan bakildiginda lignin prosesin Onilinde engel olarak kabul
edilmektedir. Seliillozun yapisindaki sekerlerin aciga ¢ikarilmasi i¢in kullanilan
enzimlerin seliiloza ulagabilmesi i¢in lignini gegmeleri gerekmektedir. Bu yiizden etanol
tiretiminde hammadde olarak kullanilacak lignoseliillozik materyallerin diisiik lignin
icerigine sahip olmasi ya da materyalin delignifikasyon 6zelligi olan bir 6n aritma
isleminden gecirilmesi gerekmektedir.

Sekil 2.9. Lignin yapis1 ve bilesimi
2.5. Dalli Dar1 (Panicum Virgatum L.)

Dalli dari, bitkiler aleminden, damarli, tohumlu, monokotil, bugdaygiller
familyasi tiyesi ve dar1 cinsi olan Panicum virgatum L.’dir. Cok yillik bir sicak mevsim
bitkisi olan dalli dar1 Mayis ay1 baslarinda biiyliimeye baslayarak Temmuz ayinda biiyiime
hizlanmakta ve sonbaharda kurumaktadir (Wright 2010). Kanada’da 55. enlemden
giineyde Meksika’ya kadar olan bolge i¢inde, Kuzey Amerika’nin ¢ayirlarinda ve dogal
otlaklarinda baskin olan tiirlerden biridir. Ayrica her sene seker yoniinden zengin, yiiksek
miktarda lignoseliilozik biyokiitle sagladigi i¢in son on yilda Amerika’da yogun olarak
calisilmis, dayanikli, C-4 karbon tutulumu mekanizmasina sahip, sicak iklimde yetisen
potansiyel bir enerji bitkisidir (Mclaughlin 2008). Y uksek adaptasyon kabiliyeti, hasattan
sonra bitkiyi tekrar bilytten kok sistemi, cevreye olan faydalar: ve 3,46 kg/m? gibi yiiksek
bir verimde yetistirilebildigi i¢in dalli dar1 biyoyakit {iretiminde aranan bir lignoseliilozik
kaynaktir (Keshwani 2009). Sekil 2.10’da dogal ortamda yetiskin bir dalli dar1 bitkisinin
goriintiisii verilmistir.
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Sekil 2.10. Dogal ortamda yetiskin Dall1 dar1

Dall1 dar1 2.7 metreye kadar uzayabilen, dayanikli, derin koklii ve rizom koklii bir
bitkidir. Yapraklart orta damari belirgin ve 30-90 cm boyundadir. C-4 karbon tutulum
mekanizmasi kuraklik ve yiiksek sicaklik durumlarinda dalli dariya avantaj saglamaktadir
(Slizer 2007). Cigekleri genellikle 60 cm boyundadir ve bolca tohum bulunduran tam
gelismis panikiiller igermektedir. Tohumlar 3-6 mm uzunlukta,1.5 mm genislikte olup tek
cicekli bagaklarda gelismektedir. Tohumlar olgunlastiklarinda pembe veya donuk mor bir
renk almaktadirlar ve sonbaharda bitki yapraklari ile altin kahverengiye dontismektedir.
Hem ¢ok yillik hem de kendini tohumlayan bir bitki oldugu i¢in ¢iftcilerin yillik hasat
zamant yeni tohum ekmelerine gerek kalmamaktadir. Yetiskin hale gelen bir dalli dar1 10
yildan uzun yasayabilmektedir (Secter 2006). Dall1 dar1 tiiriiniin ova ve yayla olmak tizere
belirgin 2 adet sitotipi bulunmaktadir. Sitotipler kloroplast DNA’larinin polimorfizmleri
incelenerek belirlenmistir (Hultquist vd. 1996). Ova sitotipi bol su iceren toprakta daha
iyi yetisirken, yayla sitotipi orta nem diizeyindeki topraklari tercih etmektedir. Bu iki tr,
habitat ve klon boyutlar1 diginda vejetatif organlarin morfolojisi agisindan da degisim
gostermektedir (Porter 1966). Ova sitotipindeki dalli dari bitkilerinin yayla
sitotipindekilere gore kokleri, yapraklari, dilcikleri, panikiilleri daha uzun, genis ve
kabadir (Fransen vd. 2006).

Dall1 dar1 Kuzey Amerika gibi degisik iklimlerin ve kosullarin bulundugu biiyiik
bir alana yayildigi i¢in Alamo, Blackwell, Brooklyn Bomaster, Caddo, Carthage, Cave-
in-Rock, Central lowa, Dacotah, Durham, Expresso, Forestburg, Hiawatha, High Tide,
Grenville, Kanlow, Kansas Native, Long Island, Pathfinder, Shawneé, Shelter, Southlow
Michigan, Summer, Sunburst, St. Croix, Stuart, Miami, Nebraska 28, NE Late,
Trailblazer, Timber, Tusca ve Wabasso gibi her biri farkli o6zelliklere ve tolerans
degerlerine sahip arastirmalara konu olmus farkli ¢esitleri mevcuttur. Ayrica, dalli dartya
farkli bolgelerde uzun kusyemi otu, Wobsqua otu, kivrik siyah, uzun cayirotu, yabani
kizilbas ve catiotu isimleri de verilmistir. Dalli darinin belirgin bir genotip ve fenotip
cesitliligine sahip birgok tiirii olmasinin nedeni gen aktarimi, genetik kayma, mutasyon
ve dogal seleksiyonun (Eberhart ve Newell 1959) enlem, boylam, toprak ¢esidi, yagis
miktar1 gibi gevresel faktorler ile kombinasyonudur (Casler vd. 2007). Bu fiziksel ve
kimyasal cesitlilik dalli dar1 tiirlerinin bir¢ok alanda kullanilabilmesine olanak
vermektedir.
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Yapilan arastirmalarda dalli dar1 bitkisinin polihidroksibiitirat adi verilen
biyobozunur bir plastik iiretiminde kullanilabilecegi bulunmustur. Yapilan deneylerde
kuru dalli dart yapraklarmin agirlikga %3.7’sinin bu polimere doniistiiriilebildigi
kanitlanmistir (Somleva vd. 2008).

Dall1 dar1 toprak koruyucu ve gelistirici olarak da tarimsal agidan ¢ok faydali bir
bitkidir. Dall1 darinin toprak iizerindeki uzunlugu kadar toprak altinda da derin bir kdk
sistemi mevcuttur. Sekil 2.11.”de dalli dar1 bitkisinin kok sistemi goriilmektedir. Bu derin
kokler topragin tutulmasini ve yiizeydeki organik zenginligin kokiin ulastigi derinlige
inmesini saglamaktadir. Kuzey Amerika’da bulunan ve misir kemeri olarak adlandirilan
bolgenin tarimsal verimliliginin kaynagi dalli dar1 ve diger derin kdk yapisina sahip
otlarin bu bolgeyi uzun yillar boyunca zenginlestirmesidir. Dall1 dar1 yetistigi topragi
zenginlestirirken havadan aldig1 karbonu kullanmakta ve bu yolla kiiresel 1sinma etkisini
azaltmaktadir. Yapilan bir ¢calismada dalli darinin topragin 1 metre derinligine kadar her
yil 1.1 ton karbon depoladigi bulunmustur (Gebhart vd. 1994). Derin kok sistemi ayni
zamanda dalli darinin erozyon ve toprak kaymasini 6nlemede 6dnemli bir bitki olmasin
saglamistir.

Sekil 2.11. Dall1 dan bitkisinin kok sistemi

Lignoseliilozik yapiya sahip olan dalli dar1 birim alan basina verdigi yiiksek
biyokiitle orant ve bu biyokiitlenin yiiksek seker icerigi hayvan yemi olarak
kullanilmasina olanak saglamaktadir. Bitki tarlada kurutulup balyanarak ya da yesil halde
hasat edilip silajlanarak saklanabilmektedir. Biiylikbas hayvanlar i¢in miikemmel bir yem
olan dall1 dar1 atlarda, koyunlarda ve kegilerde toksik etkiler gostermektedir. Igerigindeki
saponin bilesikleri bu hayvanlarda fotosensiviteye ve karaciger hasarlarina yol
acmaktadir (Stegelmeier vd. 2004). Yem olarak kullanilmasinin yani sira kuru haldeki
dall1 dar1 ahir ve kiimes alt1 malzemesi olarak da kullanilmaktadir.

Enerji bitkileri kavraminin dogmasi ile birlikte dalli dari bitkisi, ¢evresel
etkilerinin yanm sira yiiksek biyokiitle liretebilme kapasitesi, ¢cok yillik olmasi, iklimsel
etkilere ve susuzluga dayanikli olmasi, yliksek adaptasyon kabiliyetine sahip olmasi,
seliloz ve hemiseliiloz igeriginin yiiksek olmasi ile 6n plana ¢ikmistir. Amerika Birlesik
Devletleri Enerji Bakanlig1 1991 yilinda dalli darty1 model enerji bitkisi ilan etmis ve dalli
dar1 igin gelecek yillarda yapilacak bilimsel arastirmalarin yol haritasini ¢izmistir (Wright
ve Turhollow 2010). Model enerji bitkisi olarak secildikten sonra dalli dar1 birgok
aragtirmaya konu olmus, termo-kimyasal ve biyo-kimyasal olarak islenebilirligi
arastirilmistir. Literatiirdeki ¢aligmalarda agirlikli olarak dalli daridan biyoetanol iiretme
potansiyeli arastirilsa da etanoliin yaninda biyogaz ve hidrojen iiretimini ya da
termokimyasal yollar ile piroliz yag1 ve sentetik gaz {liretimini arastiran ¢aligmalar da
mevcuttur. Cizelge 2.4’te litaratiirde dall1 dar1 kullanilarak biyoyakat liretilen calismalarin
bazilar1 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.4. Dall1 daridan biyoyakit tretimini konu alan literatiirdeki mevcut galismalar

Calismanin Adi Uretilen Sonug Kaynak
Biyoyakit
Onaritilmis Dalli Dar Biyoetanol 210°C’de 15 dk. yapilan 6n | Suryawati
Kompozisyonu Uzerinde aritmann ardindan 45°C’de | vd. 2009
Hidrotermoliz Prosesinin Etkileri yapilan SSF’ten en yiksek
ve Kluyveromyces marxianus IMB4 16.8 g/L etanol iiretilmistir.
Kullanilarak SSF ile Etanol Verimi
Seyreltik Asit ile Onaritilmns, Biyoetanol St6-3F tiirii dalli daridan Yang vd.
Dondurularak Kurutulmus Dalli 0.083 g etanol/ham dalli 2009
Darmin Sakkarifikasyonu ve dar1 verim elde edilmistir.
Fermantasyonu
Dalh Daridan Lignoseliilozik Biyoetanol SO, 6n aritma prosesi Tao vd.
Etanol Uretiminde Oncii Olan On teorik etanol veriminin 2011
aritma Teknolojilerinin Proses ve %59.6’s1n1 saglayarak en
Teknoekonomik Analizi verimli proses se¢ilmistir.
282,49 L etanol/ton kuru
dall1 dar1 verime
ulasilmigtir.
Dogu Kanada’da Yetistirilmis Dall Biyogaz Maksimum spesifik metan Massé vd.
Dar1 ve Yem Kanyasinin Metan verimi 0.252 LCH./gUKM 2011
Verimi ve maksimum metan verimi
1350 m3 CHs/ha
bulunmustur.
Termotolerant Kluyveromyces Biyoetanol En yiiksek etanol miktar Pessani vd.
marxianus IMB3 kullamilarak fermantasyonun 168. 2011
Kanlow Dalli Darmin Es zamanh saatinde 45°C’de 22.5 g/L
Sekerlesme ve Fermantasyonu: olarak bulunmustur. Teorik
Enzim Yiiklemesinin, Sicaklikhigin etanol veriminin %86’sina
ve Yiiksek Kati Madde ulasilmustir.
Yuklemesinin Etkileri
Dalli Dar1 ve Odun Talasi Biyoyakit 8 ve daha yuksek kV/cm Kumar vd.
Cesitlerinin Biyoyakit Uretimi i¢in alan kuvveti ile yapilan 6n 2011
Atimhi Elektrik Alan ile Onaritim aritmanin dalli darinin
porozitesini arttirdigi,
enzimatik hidrolize daha
acik hale getirdigi
bulunmustur. 2000 atiminin
optimum oldugu tespit
edilmistir.
Mekanik, Kimyasal ve Enzimatik Biyogaz Yaz aylarinda hasat edilen Frigon vd.
On aritma Proseslerinin Dalli dalli dartya pektinaz veya 2012
Darmin Anaerobik Mn peroksidaz +
Parc¢alanmasindaki Metan alkalinasyon on aritma
Verimine Etkisi uygulanmistir. Maksimum
spesifik metan verimi 287-
298 mLCH4/gUKM
bulunmustur.
Tennessee’de Seliilozik Biyoetanol 1 litre dall1 dar1 kaynakl Bansal vd.
Kaynaklardan Etanol Uretiminin etanol Uretimi igin 2013

Ekonomik Rekabeti

kullanilacak hammadde
masrafi 0.14-0.21 $ olarak
hesaplanmigtir. Dalli
daridan etanol tiretiminin
toplam maliyeti 0.40-0.47
$/L olarak bulunmustur.
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Cizelge 2.4.”iin devami
Calismanin Adi Uretilen Sonug Kaynak
Biyoyakit

Komiirlestirme ve
Yogunlastirma ile Onaritilmis
Dalli Darimin Gazifikasyon
Performansi

Sentetik Gaz

En verimli kosul kombine
komiirlestirme ve
yogunlagtirma sonrasi
gazifikasyon ile elde
edilmistir. En 1yi
kosullarda sentetik gaz
icerigi 0.03 kg Ho/kg
biyokaitle, 0.72 kg CO /kg
biyokditle olarak
bulunmustur.

Sarkar vd. 2014

Kesikli Anaerobik
Parcalanmada Mandira
Kaynakl Giibre ve Dalli Darinin
Birlikte Anaerobik
Parcalanmasinin Metan
Uretimine ve Bakteriyel
Topluluga EtkKisi

Biyogaz

2:2 oraninda giibre ve dallt
dar1 karisimi, %8 kati
madde miktarinda 158.6
MLCH4/UKM ile en
yiksek verim elde
edilmistir.

Zheng vd. 2015

Dalh Daridan Simultane
Biyodizel ve Biyogaz Uretimi

Biyodizel ve
Biyoetanol

Dall1 daridan simultane
olarak biyodizel ve
biyoetanol (reten sistem
tasarlanmigtir. Biyodizel
liretiminin verimi diisiik
bulunmus, etanol tiretimi
tavsiye edilmistir.

Martin ve
Grossmann 2015

Dalli Darmin Termofilik ve
Mezofilik Kat1 Hal Anaerobik
Parcalanmasinda Sinirh
Miktarda Havaya Maruz
Birakilmanin EtKisi

Biyogaz

Havaya maruz kalmanin
anaerobik parcalanmaya
belirli bir etkisi
bulunamamuistir. En yiiksek
metan Uretimi termofilik
kosullarda 102-145
LCH4/kgUKM
bulunmustur.

Sheets vd. 2015

Biyoetanol ve Biyometan
Uretiminde Musir Bitkisine ve
Dalh Dariya Uygulanan On
aritma Proseslerinin
Karsilastirilmasi

Biyoetanol ve
Biyogaz

1000g Dall1 daridan 85.7 g
etanol, 230 dm? biyometan
iretilmistir.

Papa vd. 2015

Buharla Patlatma Oncesi Kiregle
Muamele Edilmis Dalli Daridan
Kombine Etanol ve Metan
Uretimi

Biyoetanol ve
Biyogaz

En iyi kosullarda 33.5 g/L
etanol, 226.4 NmL CH./g
UKM, toplamda 8.3 kJ/g
TKM biyoyakit potansiyeli
bulunmustur.

Capecchi vd.
2016

Beyaz kiil, Dalli dar1 ve Misir
Bitkisinin Pirolizinden Elde
Edilen Enerji Tasiyicilarinin
Karakterizasyonu — Biyokdmdir,
Sentetik Gaz, Biyoyag

Biyokdmdr,
Sentetik Gaz,
Biyoyag

En yuksek enerji verimi
500°C’de yapilan piroliz
islemi sonucunda elde
edilmistir. Dall1 darinin
%29.34’1 biyokdmiire,
%27.5’1 biyoyaga
doniismiistiir ve 271.3 L
gaz aciga ¢ikmustir. 31.5
Mj/kg dall1 dar1 enerji elde
edilmistir.

Chen vd. 2016
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Cizelge 2.4.’{in devami1
Cahsmanin Adi Uretilen Sonug Kaynak
Biyoyakit
Metanol ve Biyodizel Uretimi Metanol ve Uretilen metanol basina Martin ve
icin Alg — Dalli Dar Biyodizel 1.27 kg CO; kullanan ve Grossmann 2016

Proseslerinin Optimal yillik 776 milyon litre
Entegrasyonu biyoyakit tireten tesis
tasarlanmigtir.
Biyokomiir ve Biyoyag Biyokdmir ve Ham dalli darinin yiizey Mohamed vd.
Ozelliklerini lyilestirmek icin Biyoyag alan1 0.33 m?/g iken 2016
Dallh Dariya Mikrodalga biyokdmiir dalli darmin
Destekli Katalitik Piroliz yiizey alan1 76.3 m?/g
Uygulamasi olarak dl¢lilmiistiir.
Biyoyagin su orani
%22.7°den %15’¢
diigiiriilmiistiir.
Enzimatik Hidroliz ile Seker Biyoetanol Hasat geciktikce yapisal Serapiglia vd.
Eldesinde Hasat Zamaninin ve karbonhidrat oraninin 2017
Dalli Dan Tiiriiniin Etkisi arttig1 bulunmusgtur. 500
g/kg olan yapisal
karbonhidrat kis sonrasi
yapilan hasatta 570 g/kg
olmus, 229-372 km?
alandan y1llik 76 milyon
litre etanol iiretilebilecegi
hesaplanmustir.
Dalli Darmin Biyodoniisiimii: Biyoetanol Metanol ile muamele en Smullen vd.
Verim, Maliyet ve Cevresel verimli 6n aritma olarak 2017
Etkiye Gore Oncii Bir On bulunmus. En yiiksek verim
aritma Seceneginin 340 g etanol/kg numune
Tammlanmasi olarak tespit edilmistir.
Cin’deki Tarimsal Degeri Diisiik Biyoetanol Cin’de tarimsal degeri Zhang vd. 2017
Bolgelerde Dalli Dar1 Bazh diisiik 59 milyon hektar
Biyoetanol Uretimi ve Potansiyel alan oldugu hesaplanmustr.
Cevresel Etkileri Bu alandan 22 milyon ton
etanol iiretilebilecegi tespit
edilmistir.
Dall Darinin Anaerobik Biyogaz En ylksek verim Zhao vd. 2017
Parcalanmasinda Silolama ve Lactobacillus brevis ve
Silaj Katkilarinin Biyogaz ksilanaz eklenerek 30 giin
Uretimine ve Mikrobiyal silolanan dall1 daridan
Topluluk Dinamigine Etkileri 178.31 mL CH4/gTKM
uretilmesi ile elde
edilmistir.
Dalh Dar1 ve Mikantus’un Hidrojen On aritma H, verimini Irmak vd. 2018

Subkritik Suda Mikrodalga On
aritma fle Céoziinebilirligi ve
Hidrojen Uretimi i¢in Kullanimi

diistirmiistiir. 10.88 cm?®
H2/g ham numune
iiretilmigtir.

18



KAYNAK TARAMASI [. A. BASAR

2.6. On Aritma Yontemleri

On artma uygulamalari, selilloz, hemiseliiloz ve lignin matriksinin
supramolekiiler yapisinin degistirilebilmesinin saglamasi ve lignoseliilozik materyalin
dogal bag karakterinin bozulmasi ile enzimatik ve biyokimyasal uygulamalar icin
holoseliilozlar1 daha ulasilabilir hale getirmektedir. Bu amacla bircok 6n aritma prosesi
gelistirilmis ve denenmistir (Kumar ve Wyman 2009; Mosier vd. 2005; Taherzadeh ve
Karimi 2008). On aritma proseslerinin iki ana amac1 vardir. Bunlardan ilki lignoseliilozik
yapidaki sekerlerin hidrolize edilmesi ve mikroorganizmalar tarafindan ulasilabilir hale
gelmesini  saglamaktir. Ikincisi ise enzimatik hidroliz uygulamalari &ncesinde
lignoseliilozik materyalin yapisini daha gézenekli bir hale getirerek enzimin etki edecegi
alan1 artirmak ya da direkt olarak delignifikasyon ile lignini hidrolize ederek enzimin
seliloz ve hemiseliilozla daha verimli bir sekilde reaksiyona girmesini saglamaktir
(Kumar vd. 2011). Lignoseliilozik yapilardaki sekerleri agiga ¢ikarmak i¢in uygulanan bu
prosesler fiziksel, kimyasal, termo — kimyasal ve biyolojik olarak dért ana grupta
incelenmektedir.

2.6.1. Fiziksel 6n aritma yontemleri
2.6.1.1. Mekanik parcalama

Mekanik par¢alamanin amaci seliilloz kristalinitesini azaltarak ulasilabilecek
yizey alninda artis ve polimerizasyon derecesinde azalma saglamaktir (Sanchez ve
Cardona 2008). Tek basina kullanimi verimsiz ve enerji agisindan masrafli oldugu igin
genel olarak diger 6n aritma proseslerinin dncesinde kullanilmaktadir. Boyutu kigultilen
materyale kimyasallarin ve enzimlerin ulasimi kolaylastigi icin hidroliz verimi
artmaktadir. Mekanik parcalama 6zellikle lignoseliilozik {iriiniin kiitle yogunlugu ¢ok
diisiik oldugu i¢in tasinmasi Oncesinde yapilarak tasima masrafinin diisiiriilmesi
gerekmektedir (Bitra vd. 2009). Lignoseliilozik materyalin mekanik pargalanmasinda
harcanacak enerji miktar1 son partikiil boyutuna ve tarimsal biyokiitlenin karakteristigine
baglidir (Cadoche ve LoOpez 1989). Mekanik pargalamada delignifikasyon iglemi
olmadig: icin enzimatik hidroliz 6ncesinde tek 6n aritma yontemi olarak kullanilmasi
verimli degildir (Berlin vd. 2006).

2.6.1.2. Ultrases yontemi (Sonikasyon)

Biyokutleyi de igeren sivi igerisinden gegirilen yiiksek frekansli ultrases dalgalar
asinmaya yol acarak lignoseliilozik yapinin bozulmasina yol agmaktadir. Bu aginmadan
karbon — hidrojen arasindaki baglar etkilenmektedir (Ur Rehman vd. 2012). Ultrases 6n
aritma yonteminin lignoseliilozik materyal tUzerinde etkili olabilmesi i¢in 6nemli olan
proses faktorleri mevcuttur. Bu faktorlerden en etkilisi ultrases uygulama suresidir.
Ultrases giicii, frekanst ve genligi O6n aritmadaki materyalin asinma yogunlugunu
etkileyen diger onemli faktorlerdir (Kandasamy vd. 2017). Yapilan arastirmalarda
ultrases yonteminde 150 W (zerinde ugulanan giicin delignifikasyon verimini
artirmadi@r goriilmiistiir. Rehman ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada seker
kamisi kiispesine 22 kHz frekansta 100 W giigte 55°C’de 5-35 dakika uygulanan ultrases
On aritma ile hemiseliilozun ve ligninin %90 oraninda ekstrakte edilebildigi bulunmustur.
(Ur Rehman vd. 2012).
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2.6.1.3. Hidrodinamik kavitasyon

Hidrodinamik kavitasyon, sivi ortamdaki lignoseliilozik materyalin bir kesitten
gecirilirken hizinin ardi ardina azaltilip yiikseltilmesi sonucu azalip artan sivi basinci
neticesinde sivi  igerisinde hava baloncuklar1 olusturulmasina dayanmaktadir
(Balasundaram ve Harrison 2006). Olusan baloncuklarin yikilmasi/patlamasi o bdlgede
yiikksek sicaklia ve basinca ulasilmasina ve aym1 zamanda organik yapinin
pargalanmasina sebep olan serbest radikallerin olusmasina neden olmaktadir (Andreottola
ve Foladori 2006; Balasundaram ve Harrison 2006). Hidrodinamik kavitasyonun
uygulandigr materyal {izerindeki etkisi; sivinin yogunlugu, akistaki statik basing ve
stvinin hizi kullanilarak hesaplanan kavitasyon sayisi ile belirlenmektedir. Kavitasyon
sayis1 1’den kiiclik ise hidrodinamik kavitasyonun etkili oldugundan s6z edilebilmektedir.
Saharan ve arkadaslar1 gerceklestirdikleri ¢alismada en verimli pargalama i¢in kavitasyon
sayisinin 0.13-0.18 araliginda olmasi gerektigini belirtmislerdir (Saharan vd. 2013).
Hidrodinamik kavitasyonun lignoseliillozik materyal {izerindeki etkisi caligmalarla
kanitlanmis olsa da tek basina kullanildiginda lignoseliilozik materyallerin
parcalanmasinda yetersizdir. Bu nedenle hidrodinamik kavitasyon igeren ¢alismalarda
kavitasyon, genel olarak bagka bir 6n aritma prosesi ile kombine ederek kullanilmaktadir
(Sarc vd. 2017).

2.6.1.4. Atumh elektrik alan

Atimli elektrik alan termal olmayan, siiresi birka¢ mikrosaniye ve birkag
milisaniye, atim genligi 300 V/cm ve 20-30 kV/cm arasinda degisen, 6zellikle hiicre
yapisindaki doku matriksleri {izerinde diger 6n aritma yontemleri kadar yikici olmayan
fiziksel bir 6n aritma yontemidir (Weaver vd. 1996). Iki elektrot arasina yerlestirilen
numunenin elektrik atimlari ile gézenekli bir yapiya gelmesi saglanmaktadir. Bu isleme
elektroporasyon adi verilmektedir. Hiicre yapisindaki bilesikleri daha kiiclik parcalara
doniistiirmedigi icin bu bilesiklerin ekstraksiyonunda kullanilmaktadir. Atimli elektrik
alan 6n aritma yonteminin verimi elektrik alanin giiciine ve toplam spesifik enerji
girdisine baglidir (Pataro vd. 2014).

2.6.2. Kimyasal 6n aritma yontemleri

2.6.2.1. Asit hidrolizi

Lignoseliilozik materyal lizerinde yapilan kimyasal on aritma c¢aligmalarinda en
yaygin olarak kullanilan H2SOyz ile asit hidrolizi olmustur (Mosier vd. 2005). Ozellikle
yiiksek sicaklikta gerceklestirilen asit hidrolizinde lignoseliilozik yapidaki hemiseliiloz
sekerlerinin yaklasik %80-90’1min hidrolize edilebilmesi bu 6n aritma yonteminin tercih
edilmesindeki sebeptir (Saha vd. 2005). Asit hidrolizinde yiiksek sicaklik ve diisiik asit
konsantrasyonu ile yapilan 6n aritmaya seyreltik asit hidrolizi, diisiik sicaklik ve yiiksek
asit konsantrasyonunda yapilan 6n aritmaya konsantre asit hidrolizi adi1 verilmektedir.
Diisiik sicaklikta gerceklestirilen asit hidrolizi isletme maliyeti konusunda daha
avantajlidir. Bunun nedeni yiiksek sicakliktaki asidin asir1 korozif ve tehlikeli olmasindan
dolay1 reaksiyonun gergeklestirildigi reaktoriin metal olmayan 6zel insaat malzemesinden
veya pahali alagimlardan yapilmasmin gerekligidir. Yiiksek verime karsin yatirim ve
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isletme maliyetlerinin yiiksekligi yiliziinden ticari olarak yaygmlasmamistir (Sun vd.
2004; Wyman 1996).

2.6.2.2. Alkali hidroliz

Alkali hidroliz, lignoseliilozik yapiyr NaOH, Ca(OH)2 veya amonyak gibi bazik
kimyasallar ile muamele ederek yapidaki sekerleri hidrolize eden veya lignini
parcalayarak numuneyi enzimatik hidrolize hazirlayan 6n aritma prosesidir. Alkali
hidroliz sakkarifikasyonda keskin bir artig saglamakla birlikte verimi genis bir aralikta
olabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda alkali 6n aritmanin tarim atiklar1 {izerinde odunsu
biyokditleye gore daha etkili oldugu goriilmiistiir (Taherzadeh ve Karimi 2008). Asit ve
oksidatif kimyasallar ile kiyaslandiginda alkali 6n aritma, hemiseliloz polimerlerini
parcalamadan lignin, seliiloz ve hemiseliiloz arasindaki ester baglarinin pargcalamasinda
en etkili prosestir (Gaspar vd. 2007). Alkali hidroliz ayrica biyogaz fermantasyonu
oncesinde bir 6n aritma olarak da kullanilmaktadir. Fermantasyon ortaminda inhibisyona
yol acabilecek kadar yag veya fenolik bilesik var ise Ca(OH)2 gibi bazik kimyasallar ile
uygulanacak bir 6n aritma bu inhibisyona yol agan bilesiklerin pargalanmasini
saglamaktadir (Taherzadeh ve Karimi 2008).

2.6.2.3. Iyonik sivilar ile 6n aritma

Iyonik sivilar ile &n aritma yontemi, lignoseliilozik biyokiitlenin yiiksek miktarda
serbest iyon i¢eren bir sivi i¢erisinde iyonlar yardimi ile par¢alandigi 6n aritma prosesidir.
Suda ¢6zdiiriilen tuzlarin anyonlara ve katyonlara ayrilmasi ile elde edilen iyonik sivilar
ile oda sicakliginda bile 6n aritma gerceklestirebilmedir. Tyonik sivilarin yiiksek termal
stabiliteye, yiiksek polariteye ve diisiik buhar basincina sahip olmasi gibi avantajli
Ozellikleri mevcuttur (Zavrel vd. 2009). “Yesil solvent” olarak kategorize edilen iyonik
stvilarin bu ozellikleri 1yonik sivilart kullanan tesis operatdrlerinin kimyasallarin
%99’unu geri kazanabilmesini ve On aritma sirasinda toksik iirlin olugsmamasini
saglamaktadir. Bu 6zellikler bu solventlerin kimyasinin lignoseliilozik biyokiitle tizerinde
kullanilacak sekilde kolayca degistirilebilmesine olanak vermistir (Fu ve Mazza 2011).
Iyonik sivilar lignini ve hemiseliilozun bir kismm ¢dzerken ¢oziinmeyen seliilloz ve
hemiseliiloz biyoyakit iiretimi igin kullamlabilmektedir. Uretilecek kimyasala veya
biyoyakita gore kullanilan bazi iyonik sivilar lignoseliilozik yapinin tamamini hidrolize
edebilecek kapasiteye sahiptirler (Brandt vd. 2013).

2.6.2.4. inorganik tuzlar ile 6n aritma

Inorganik tuzlar ile &n aritma, lignoseliilozik biyokiitlenin sivi ortamda NaCl,
KCI, CaClz, ZnCly, FeCls, MgCl,, FeSOa4, FeCly, Fex(SO4)s gibi inorganik tuzlarin
katalizorliigiinde yiliksek sicakliklarda yapisinin  bozulmasi prosesidir.  Yapilan
caligmalarda lignoseliilozik yapiya 6zellikle etanol fermantasyonu 6ncesinde uygulanan
iyonik sivilar 6n aritma prosesinin basarili oldugunu gostermektedir (Kang vd. 2013).
Inorganik tuzlar ile ilgili calismalarin sonuglari incelendiginde hidroliz veriminin, seliiloz
ve hemiselilloz doniisiim oranlarmin artti§i  goriilmektedir. Inorganik tuzlar,
lignoseliilozik biyokitle 6n aritma prosesleri arasinda inorganik asitlerden daha az
korozif olmalar1 ve tuzlarin geri doniisiimii saglanarak tekrar kullanilabilmeleri nedeni ile
daha cok tercih edilmektedirler (Liu vd. 2009). Bu 6n aritma yonteminde biyokutle
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yapisina gore kullanilan inorganik tuzlar siilfat, fosfat, kloriir veya kimyasal kompozisyon
tizerinde etki yaratan diger yapida bulunabilmektedirler (Yu vd. 2011).

2.6.2.5. Organik solventler ile 6n aritma

Organik solventler ile 6n aritma lignoseliilozik yapinin etanol, metanol, aseton,
etilen glikol veya fenol gibi organik solventler ile muamele edilme prosesidir. Organofilik
evre sirasinda toplanan lignini ¢ozdiikleri icin toplu olarak organosolvasyon prosesleri
olarak adlandirilmaktadirlar (Mabee vd. 2006). Bu 6n aritma ayirici bir proses olup
lignoseliilozik yapiy1 kiikiirtten arinmis diisiik molekiiler agirlikli lignin fraksiyonu, sivi
formda hemiseliiloz fraksiyonu ve yliksek saflikta seliiloz fraksiyonu olarak ii¢ boliime
pargalamaktadir (Pan vd. 2005). Organik solventlerin etkisini artirmak i¢in bu proses
yiikksek  sicakliklarda uygulanmaktadir. Isletme sicakligim diisirmek veya
delignifikasyon igleminin verimini artirmak igin katalizér kullanilabilmektedir (Chum vd.
1985). On aritmada kullanilan solventler proses sonunda damitilarak tekrar kullanilmak
iizere ayristirilmaktadirlar. Bu ayristirma 6n aritma sonrasinda gerceklesecek enzimatik
hidroliz, fermantasyon veya parcalanma islemlerini inhibe edebilecek kimyasallar1 da
uzaklastirmis olmaktadir (Sun ve Cheng 2002).

2.6.2.6. Oksidatif delignifikasyon

Oksidatif delignifikasyon yiiksek giicte oksitleyici etkileri bulunan kimyasallarin
optimum kosullar olusturularak lignoseliilozik yapidaki lignini oksitledikleri 6n aritma
prosesidir. Arastirmalarda en ¢ok kullanilan kimyasal H20O2, en ¢ok arastirilan kosulu ise
alkali kosullardir. Alkali kosullardaki oksidatif On aritmalarin otsu ve odunsu
lignoseliilozik biyokutleler tizerinde etkili oldugu yapilan ¢aligmalar ile ispatlanmistir
(Bhalla vd. 2016). Lignoselulozik biyokitlede H2O2 kullanimu ile ilgili son ¢alismalarda
delignifikasyon islemi i¢in asidik kosullarin da uygun oldugu gézlenmistir (Wi vd. 2015).
H202’in yan1 sira oksidatif iglemler igin 1slak oksidasyon ve ozon ile oksidasyon
prosesleri de aragtirtlmistir. Islak oksidasyon biyokiitlenin su ve hava (veya oksijen) ile
120°C iizerindeki sicakliklarda 30 dakika muamele edilmesi prosesidir (Taherzadeh ve
Karimi 2008). Bu 6n aritma metodu selulozu hem ligninden hem de hemiseliilozdan
ayirmak i¢in etkili bir prosestir (Saha 2003).

2.6.3. Termo-kimyasal 6n aritma yontemleri
2.6.3.1. Buharla patlatma

Bir oto-hidroliz prosesi olarak da adlandirilan buharla patlatma, literatiirde
lignoseliilozun 6naritilmasinda en ¢ok uygulanan teknolojilerden birisidir (Mosier vd.
2005). Buharla patlatmanin amaci selillozu enzimatik hidrolize hazirlamak igin
hemiseliilozu ¢oziiniir hale getirirken inhibitér olusumunu da engellemektir. Proses, 160
— 260°C araliginda lignoseliilozik biyokiitleyi birka¢ saniye doygun yiiksek basingh
buhara maruz birakip aniden atmosferik basinca getirerek lignoseliilozik yapinin ig¢
kisimlarma girmis olan gaz halindeki su molekiillerinin sivi hale gelmesi ve yapiy1
parcalamasi prensibi ile ¢alismaktadir (Sun ve Cheng 2002). Buharla patlatma, mekanik
islemler ile kiyaslandiginda diisiik enerji harcamasi, optimizasyon ve etkinlik i¢in blyuk
potansiyele sahip olmasi, az miktarda kimyasal kullanilmasi, agiga ¢ikarilan karbonhidrat
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sekerlerinin diisiik miktarda seyrelmesi, geri doniisiim veya herhangi ¢cevresel bir maliyeti
olmamasi, daha az tehlikeli kimyasallar kullanilmasindan dolay1 ¢evresel etkisinin az
olmasi ve degisik yapidaki malzemelere uygulanabilmesi gibi bircok avantaja sahiptir
(Mupondwa vd. 2017). Buharla patlatmanin en biiyiikk dezavantaji 6n aritma uygulanan
numune su ile karistirildigindan numunenin yogunlugunun azalmasidir. Ayrica, hidroliz
ve fermantasyon 6ncesinde inhibisyona yol agmamak icin fenolik asitlerin, pentozlardan
meydana gelen furfuralin veya heksozlardan meydana gelen hidroksimetilfurfuralin
yikanarak uzaklastirilmasi gerekmektedir (Palmqvist ve Hahn-Hagerdal 2000). Buharla
patlatma prosesinin etkisini artirmak i¢in H>SOs veya NaOH gibi katalizorler
kullanilabilmektedir. Ancak, buharla patlatma kosullar segilirken seliilozun fiziksel ve
kimyasal o6zelliklerini bozmayacak, asir1 parcalanmaya yol agmayacak kosullar
secilmelidir. Sert kosullarda uygulanan 6n aritma sonrasinda lignoseliillozun enzimatik
hidrolizinde verimin azaldig1 goriilebilmektedir (Taherzadeh ve Karimi 2008).

2.6.3.2. Amonyak lif patlatma (AFEX)

Amonyak lif patlatma, lignoselilozik biyokutlenin periyodik olarak yiksek
sicaklik ve basingtaki s1tvi amonyaga maruz birakildiktan sonra hizli bir sekilde basincin
diistiriildiigii alkali ve termokimyasal bir 6n aritma yontemidir (Teymouri vd. 2005).
AFEX 06n aritma ile yapilan ¢alismalarda lignoseliilozik biyokiitleden yiiksek verimle
fermente edilebilen seker eldesi konusunda bu yontemin verimli ve ekonomik bir
biyokditle 6n aritma yontemi oldugu tespit edilmistir (Eggeman ve Elander 2005). AFEX
prosesindeki parametreler; amonyak ylkleme miktari, sicaklik, su yiikleme miktari,
diisiilen basing, siire ve 6n aritma sayisidir (Holtzapple vd. 1991). Bu prosesin sonunda
sadece Onaritilmis katt numune elde edilirken buharla patlatma gibi diger 6n aritma
yontemlerinde kat1 ve sivinin ayrilmasi i¢in islem gerektiren bulamag haldeki ¢ikt1 elde
edilmektedir. AFEX prosesinde seliiloz ve hemiseliiloz etkilenmeden kalirken, ligninin
yapist etkin bir sekilde degistirilebilmekte ya da parcalanabilmektedir. Optimum
kosullarda AFEX kendisinden sonra uygulanacak enzimatik hidrolizin verimini biiyiik
oOl¢iide artirabilmektedir (Taherzadeh ve Karimi 2008). Ancak, literatiirdeki arastirmalara
gbre AFEX prosesi otsu bitkiler gibi yuksek lignin iceren biyokutleler Gizerinde cok etkili
degildir (Mabee vd. 2006).

2.6.3.3. Karbondioksit ile patlatma

Buharla patlatma ve amonyak lif patlatma prosesine benzer bir 6n aritma
prosesidir. Buharla patlatma metodunda ulasilan reaksiyon sicakliklarinin sekerin bir
kismin1 pargalamasi ve yiiksek sicakliklara ulasmanin maliyetli olmasi nedeniyle ve
AFEX metodunda kullanilan amonyagin maliyetli olmas1 ve proses sonunda amonyagin
tamaminin geri donilislimiiniin  saglanmasinin zor olmasi nedeniyle bu 6n aritma
yontemlerindeki dezavantajlart ortadan kaldiracak bir proses diisiiniilmiis ve
karbondioksit patlatma prosesi Onerilmistir. Bu 6n aritma yontemi buharla patlatmaya
gore daha diisiik reaksiyon sicakliklarinda ve AFEX’e gore daha diisiik maliyetli olarak
uygulanabilmektedir (Zheng vd. 1995). Siiperkritik karbondioksidin diisiik maliyetinin
yant sira toksik olmamasi, yanict olmamasi, karbondioksitin ekstraksiyon igleminden
sonra kolayca geri kazanilabilmesi ve ¢evresel olarak kabul edilebilir olmasi gibi
avantajlart da mevcuttur (Zheng 1996). Superkritik karbondioksit gaz benzeri kdtle
transfer 6zellikleri gosterirken sivi benzeri ¢oziicii etkiye sahiptir (Zheng vd. 1995).
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2.6.3.4. Sivi sicak su ile 6n aritma

Sivi sicak su yontemi lignoseliilozik biyokiitlenin yiiksek sicaklik ve basingtaki
suya maruz birakildigir hidrotermal bir prosestir. Sivi sicak su On aritmanin yani sira
hidrotermal 6n aritma, hidrotermoliz, sivi fraksinasyon, solvoliz ve aquasolv On aritma
olarak da isimlendirilmektedir (Mosier vd. 2005). Buharla patlatma ve sivi sicak su 6n
aritma arasindaki en temek fark proseste kullanilan suyun sivi veya gaz halinde olmasidir.
Bu proseste 170 — 230°C sicaklik ve 5 Mpa’dan biiylik basinglar kullanilmaktadir
(Sanchez ve Cardona 2008). Yiiksek basing altindaki su biyokiitlenin igine girerek
seltilozu hidrolize etmekte, hemiseliilozu ve ligninin bir kismini ise par¢alamaktadir. Bu
on aritma yonteminin en biiyiik avantaji kimyasal kullanilmamasi ve korozyona karsi
dayanikli hidroliz reaktorii gerektirmemesidir. Lignoseliilozik biyokiitle ile sanayi
Olceginde calisilirken en ¢ok enerji harcayan basamaklardan biri olan boyut kii¢iiltmenin
stvi sicak su On aritma dncesinde uygulanmasi sart degildir. Buna ek olarak lignoseliilozik
biyokiitleye sivi sicak su ©On aritma uygulanmasi ile elde edilen hidrolizatin
ndtralizasyonu i¢in daha az kimyasal kullanilmaktadir. Dolayisi ile hidrolizatta daha az
notralizasyon kalintis1 kimyasal bulunmaktadir (Taherzadeh ve Karimi 2008).

2.6.4. Biyolojik on aritma yontemleri

Biyolojik 6n aritma lignoseliilozik biyokiitledeki hiicre duvari yapilarini yikabilen
enzimlere sahip dogal mikroorganizmalar yardimi ile gerceklestirilmektedir. Bu
mikroorganizmalar kahverengi, beyaz, yumusak cliriik¢iil mantarlardan ve bazi
bakterilerden olusmaktadir (Talebnia vd. 2010). Biyokutlenin hedeflenen bilesenine gore
mikrororganizmanin spesifik calisma modu ve parcalama karakteristigi degismektedir.
Kahverengi cliriik¢iil mantar birincil olarak seliilozu hedef alirken, beyaz ve yumusak
curlikcul mantarlar lignin parcalayan enzimleri ile (lignin peroksidazlar, polifenol
oksidazlar, manganaza bagli peroksidazlar ve lakkazlar) lignini ve seliilozun bir kisimini
parcalamada etkilidirler (Sdnchez 2009). Diisiik enerji ihtiyaci, kimyasal kullanilmamasi
ve dogal ortam kosullarinda gergeklesmesi biyolojik 6n aritmanin temel
avantajlarindandir. Ancak, biyolojik 6n aritma proseslerin neredeyse tamami ¢ok uzun
zaman dilimlerinde gergeklestirilebilmektedir (Sun ve Cheng 2002).

On aritma sirasinda maksimum enzim aktivitesine ulasmak tiim ¢alismalarda
hedeflenen bir sonugtur. Ancak enzimlerin birinin veya bir¢ogunun kisitlayici etkisine
bagl olarak tek tiir bakteriden veya mantardan lignoseliilotik enzimatik bilesenleri
iretmek miimkiin degildir. Degisik tiirlerin ayni kiiltiir ortaminda biiylimesi kompleks bir
stire¢ olsa da mikrobiyal diinyanin iletisimini, lirettiklerini, adaptasyonlarini ve 6n aritma
proseslerine yapabilecekleri faydalar1 anlamak i¢in calismalar yapilmaktadir. Dogada
yaygin olarak bulunan bu mikroorganizmalarin biyopolimerlerin giiglii baglarini
kirabilme o6zellikleri tek tiir i¢in sinirh seviyede iken, iki ya da daha fazla tiiriin birlikte
calistig1 karisik kiiltiirde daha verimli yapilabilmektedir (Brenner vd. 2008).

Bakteriler ve mantarlarin yani sira lignoselillozun biyolojik Onaritimi igin
bocekler, solucanlar, karindan bacaklilar ve gevis getiren hayvanlar gibi lignoseliilozu
parcalayabilen makroorganizmalar da kullanilabilmektedirler. Bu makroorganizmalar
lignoseliilozik biyokiitleyi parcalarken mekanik, enzimatik, bagirsak floras1 yontemlerini
veya bunlarin kombinasyonlarini kullanmaktadirlar (Sharma vd. 2017).
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2.7. Hidrojen Peroksit — Asetik Asit On aritma (HP&AC)

Hidrojen peroksit (H202) ve asetik asit (CHsCOOH, HAc) 6n aritma prosesi
delignifikasyon odakli, asetik asidin giicli ile asidik ortamda agiga cikan H2O>
radikallerinin kiimiilatif etkisini kullanan, yiiksek sicakliklar ve wuzun siireler
gerektirmeyen bir lignoseltlozik biyokitle 6n aritma prosesidir. HP&HAC 6n aritma
yontemi uzun stiredir kagit hamuru ve kagit endiistrisinde lignin uzaklastirma ve bitki
liflerini izole etmede kullanilan etkili bir metottur (Franklin 1937). Genel olarak ligninin
tamamina yakininin yok edilmesi gereken prosesler dncesinde kullanimi arastirilmistir.
Delignifikasyon etkisi %90’ 1n lizerinde oldugu i¢in etanol liretimi i¢in enzimatik hidroliz
oncesinde kullanimi yiiksek verimlidir. Basit olarak belirli oranda karistirilan H20, ve
CH3COOH’ten olusturulan sivi ortamda lignoseliilozik biyokiitlenin bekletilmesi ile
lignin baglarinin hidrolizinin gergeklesmesi prensibine dayanmaktadir (Wi vd. 2015).

Hidrojen peroksit ve asetik asit bir araya geldiginde reaksiyona girerek yiksek
derecede korozif ve oksitleyici olan perasetik asidi (peroksiasetik asit) olusturmaktadilar.
Sekil 2.12’de hidrojen peroksit ve asetik asit reaksiyon denklemi verilmistir. Perasetik
asidin lignoseliilozik biyokiitle tizerinde kullanimi1 ¢evre dostu olmasinin yani sira ¢ok
etkili bir yontemdir. Perasetik asit, lignindeki aromatik halkay1 oksidatif olarak
parcalayarak karboksilik asitlere ve bunlarin laktonlarina ¢evirmektedir. Oksidasyon,
fenolik kistmlarda mevcut orto veya para pozisyonlarinin hidroksilasyonu ile veya para-
yapidaki gruplarin yer degistirmesi ile baglamaktadir. Orto-hidroksilasyonu, dnce orto-
kinonlara doniistiiriilen ve daha sonra mukonik asitleri olusturmak tizere halka béliinmeye
tabi tutulan katekolun olusumuna yol agmaktadir. Para pozisyonlu bilesiklerin dagilmasi
ise ilk olarak para-kinonlara, sonra ise maleik ve fumarik asitlere oksitlenen
hidrokinonlarin olusumuna yol agmaktadir (Tan vd. 2010).
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Asetik Asit Hidrojen Peroksit Peraset.il.( Asit Su

Sekil 2.12. Hidrojen peroksit ve asetik asit reaksiyon denklemi

Fenolik yapida olmayan lignin bilesikleri perasetik asite kars1 stabildirler. Ancak,
fenolik olmayan bu molekiiller B-aril eter bag: igeriyorlar ise perasetik asit bu bagi
parcalayarak reaksiyon sonunda yeni fenolik yapilarin olusumuna neden olabilmektedir.
Ayrica, fenolik olmayan lignin birimlerinin demetoksilasyondan yola ¢ikilarak bulunan
yeni fenolik fonksiyon yolu ile parcalanabilmektedir. Buna gore eterifiye olmus guasil
lignin birimlerinde aromatik halkanin C3 pozisyonunda bulunan metoksil grubu koparak
yeni bir fenolik yap1 olusturmakta ve bu kopma Cg pozisyonunun da hidroksilasyonuna
yol agmaktadir. Hidroksile olan {irlinler, ileri reaksiyonlarda para-kinonlara doniismekte,
en sonda ise halka yap1 pargalanmaktadir. Eterifiye olmus siringil lignin birimleri de bu
yontem ile daha yuksek bir verimde pargalanabilmektedir (Tan vd. 2010).

Biyoteknoloji alanindaki yeni aragtirmalar, etanol {iretiminde fermantasyonda
kullanilan sekerin sadece Ce-glikoz olmasi engelini ortadan kaldirmis ve Cs-ksiloz
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sekerlerinin kullanimina da olanak saglamigtir (D’Aquino 2007). Lignin ve alt
molekiilleri enzimatik hidroliz etkinligini kisitladiklar1 i¢in uygulanan 6n aritma Sadece
bu kisitlayan molekiilleri ortadan kaldiracak sekilde selektif olmalidir. Ancak, perasetik
asit 6n aritmada giiglii bir mineral asit katalizorliigiinde lignin etkin bir sekilde ortadan
kaldirilirken mineral asit 6zellikle hemiseliilozlar olmak tizere diger karbonhidratlarin
hidrolizini de katalize etmektedir. Hemiseliiloz agisindan zengin biyokiitlelerde
HP&HAC 6n aritma sirasinda bu fraksiyon da parcalanacagi igin proseste Cs sekerleri
acisindan kayip meydana gelecektir (Tan vd. 2010).

2.7.1. Asetik asit ve kimyasal 6zellikleri

Asetik asit, sistematik adi etanoik asit, kimyasal formiili CH3COOH olan oda
sicakliginda renksiz bir sivi halinde bulunan organik bilesiktir. Seyreltilmemis hali kristal
asetik asit olarak da adlandirilmaktadir. Yaygin olarak sirkede %4-12 oraninda
bulunmakta ve sudan sonra sirkenin igeriginde en ¢ok bulunan ikinci bilesiktir(Cheung
vd. 2000). Asetik asit belirgin eksi bir tada ve ¢ok keskin bir kokuya sahiptir. Cozeltide
kismen ayristigi i¢in zayif asit olarak siiflandirilmistir. Ancak, konsantre haldeki asetik
asit koroziftir ve deriyi yakabilecek kadar guclidulr. Asetik asit formik asitten sonra ikinci
en basit karboksilik asittir. Bunun nedeni karboksil grubuna sadece bir metil grubu
baglanmasi ile olusmasidir. Cizelge 2.5°de asetik asitin (HAc) 6zellikleri verilmistir.

Cizelge 2.5. HAc’nin 6zellikleri

Asetik Asidin Ozellikleri
Kimyasal formdil C2H402
Molar kiitle 60.05 g/mol
Yogunluk 1.049 g cm-3
Erime noktasi 16.75°C
Kaynama noktasi 117.9°C
Asitlik 4.77 pKa
Bazlik 9.24 pKb
Refraktif indeks 1.371
Viskozite 1.22 mPa s
Dipol momenti 1.74D
Elektrik iletkenligi 112.0 pS/m

S1v1 haldeki kristal asetik asit kolay saflastirilabildigi i¢in genel olarak %1’den az
su icerir ve saflig1 %98’den fazladir. Su disinda saflig1 bozan eser miktarda molekiiller;
asetaldehit, okside olmus maddeler, demir ve kloriirlerdir. Genel olarak asetik asitte renk
goriiniir halde ise bunun nedeni igeriginde etil asetoasetat olmasidir. Civa kloriirii
indirgemesinden dolay1 asetat kolaylikla formik asit ile karistirilabilmektedir. Kristal
asetik asit yiiksek derecede hidroskopiktir. Kiitlece %0.1°lik su igermesi asetik asidin
donma noktasini belirgin bir sekilde diistirmektedir. Bu nedenle donma noktasini 6lgmek
asetik asidin safligin1 degerlendirmekte kullanilabilmektedir. Asetik asit, benzen, piridin
ve dioksan gibi yaygin ¢oziiciiler ile azeotrop olusturmakta ve su, etanol, aseton, benzen,
eter ve karbon tetraklor(r i¢inde tamamen ¢6ziinmektedir (Cheung vd. 2000).
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Asetik aside diinya ¢apinda olan talep yillik 6.5 milyon tondur (Mt/a). Bu talebin
yaklasik 1.5 Mt/a’lik kismi1 geri doniisiimden saglanirken, geri kalanin biiyiik ¢ogunlugu
metanol karbonilasyonu ile Uretilmektedir. Seyreltik bir asetik asit cinsi olan sirke ise
fermantasyon yolu ile veya etanoliin kademeli oksidasyonu yolu ile elde edilmektedir.
Endiistride metanol karbonilasyonu ile asetik asit liretme prosesi olarak 1913°te BASF
tarafindan bulunan yiiksek sicaklik ve yiiksek basing prosesi, 1960’larin sonunda rodyum
iyodiir katalizorliigiinde diisiik basingta, kobalt bazli prosesten daha segici ve yiiksek
verimli olan Monsato prosesi, Monsato prosesinin modifikasyonu olan 1980°lerde ortaya
¢ikan, rodyum katalizor sisteminde biiylik gelismeler saglayan Celanase prosesi
kullanilmaktadir (Le Berre vd. 2014).

Asetik asidin {iretilmesinde en yaygin kullanilan ikinci proses doymus
hidrokarbonlarin direkt oksidasyonudur. Alifatik hidrokarbonlarin siv1 faz oksidasyonu
diinya ¢apinda kullanilan bir metot olsa da karboksilasyon teknolojisi daha verimli oldugu
icin tesisler tarafindan sivi faz oksidasyonu prosesi kullanim1 azalmistir. Proses se¢imi
mevcut hammaddenin tiiriine ve miktarma gore degismektedir. Ornegin, Amerika
Birlesik Devletleri ve Kanada’daki tesisler asetik asit iiretirken ve bu proseste n-biitan
kullanirken, Ingiltere’de faaliyet gdsteren BP tesisi hafif nafta kullanmaktadir (Cheung
vd. 2000). Asetik asit ayrica asetaldehit prosesi ile, etilen prosesi ile, etan prosesi ile ve
fermantasyon ile de Uretilebilmektedir.

Asetik asit en ¢cok vinil asetat monomeri iiretmek i¢in kullanilmaktadir. Bu iiretim
diinyada sanayi bazinda her yil {iretilen asetik asidin %33’tinii kullanmaktadir (Cheung
vd. 2000). Proses gaz fazinda etilen ve asetik asidin paladyum katalizorliigiinde oksijen
ile reaksiyona girmesi ile gergeklesmektedir. Polivinil asetat endiistride boya ve
yapistirict {iretiminde kullanilmaktadir (Gunter 2012). Uretilen asetik asidin %15-20
kadar asetik asidin esterlerinin elde edildigi proseslerde kullanilmaktadir (Malveda ve
Funada 2003). Bu esterler baslica metil asetat, etil asetat, propil asetat, biitil asetat, 2-
etilhekzil asetat ve isobiitil asetattir. Asetatlarin uygulama alanlari, kaynama noktas1 ve
buharlasma hiz1 gibi fiziksel 6zelliklerine baglidir. Bu yiizden, asetatlar 6zelliklerine gore

kaplama, plastik ¢oziiciisii, lak, recine veya macun yapiminda kullanilmaktadirlar
(Cheung vd. 2000).

Asetik asidin diger bir yaygimn kullanim alani ise asetik anhidrit iiretimidir. Iki
molekil asetik asidin birlesmesinden bir su molekiilii ¢ikmasi ile elde edilmektedir.
Diinya capinda sanayi Olgeginde {iretilen asetik asidin yaklasik %25°1 bu proseste
kullanilmaktadir. Proses, asetik asidin 700-750°C’de dehidrasyonu ve ketenleri agiga
cikarmasmin ardindan bu ketenlerin tekrar asetik asit ile reaksiyona girmesiyle
anhidritlerin olusturulmasi yolu ile ¢alismaktadir. Asetik anhidrit, asetilasyon kimyasali
olmasinin yani sira seliilloz asetat iiretiminde, sentetik tekstil {iretim prosesinde ve
fotograf filmleri tiretiminde kullanilmaktadir (Held vd. 2003). Kristal asetik asit ¢ok
giiclii bir polar protik solventtir. Genel olarak organik bilesiklerin saflastirilmasinda
tekrar kristallestirme isleminde solvent olarak kullanilmaktadir. Asetik asit polietilen
terafitalat (PET) eldesinde hammadde olan terafitalik asidin (TPA) Uretiminde solvent
olarak da kullanilmaktadir. TPA iiretimi diinya ¢apinda kullanilan asetik asit miktarinin
yaklasik %20’sini olusturmaktadir (Malveda ve Funada 2003).
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2.7.2. Hidrojen peroksit ve kimyasal ozellikleri

Hidrojen peroksit, kimyasal formili H.O> olan, ¢evreci bir oksidant kabul edilen,
kagit hamuru ve kagit beyazlatmada, su aritmada, dezenfeksiyonda, tiiketici tirtinlerinin
endiistriyel sentezinde kullanilan 6nemli bir organik bilesiktir (Pizzutilo vd. 2017). Genel
olarak su ile karisik ¢ozelti halinde bulunmaktadir ve bu ¢dzelti renksizdir. Saf haldeki
hidrojen peroksit ise ¢ok agik mavi renklidir. Molar agirligi 34.0147 g/mol, %30’luk
¢ozeltisinin yogunlugu ise 1.11 g/cm®tiir. Erime noktas1 -0.42°C, kaynama noktas1 ise
150.2°C’dir (Gustaaf vd. 2012). Hidrojen peroksit genel olarak bir aktivator veya
katalizor ile kombine edilerek kullanilmaktadir. Bu sekilde kombine kullanilan hidrojen
peroksit  sistemleri  katalize  hidrojen  peroksit (KHP) sistemleri  olarak
adlandirilmaktadirlar. Cevresel uygulamalarda KHP sistemleri organik Kirliliklerin
parcalanarak detoksifike edilmesinde kullanilmaktadir. Kullanim alaninin ve tiiketiminin
artmasi hidrojen peroksit ile kullanilan katalizorlerin arastirilmasi siirecini hizlandirmis
ve 1894°te Fenton prosesi bulunmustur.

Fenton, Fe(II) tuzlarinin katalizorliiglinde seyreltik hidrojen peroksitin hafif asidik
kosullarda ¢ok giiclii oksitleyici etkisi oldugunu bulmustur. Suda ¢6ziilebilen Fe(II)
tuzlar1 ve hidrojen peroksit 3-5 pH’ta birlestiginde hidroksil radikalleri agiga
¢ikarmaktadir. Bu reaksiyon Fenton prosesi olarak adlandirilmaktadir (Fenton 1894).

Hidrojen peroksitin reaksiyona girdigi maddeler iizerinde iki ¢esit etki etme yolu
vardir. Bunlardan ilki peroksitin direkt olarak reaksiyona girdigi madde ile elektron
transferi gerceklestirmesi yolu ile okside etmesidir. Oksidant1 par¢alayan bazi enzimler
disinda hidrojen peroksit ve organik madde arasindaki bu direkt reaksiyon kiigiik capli
gerceklesmektedir (Petri vd. 2011). Hidrojen peroksitin yiksek diizeyde bir indirgenme
potansiyeline sahip olmasi onu bir¢ok organik bilesigi direkt olarak oksitleyebilen bir
kimyasal olarak gosterse de bu reaksiyonlarin dikkate alinmayacak kadar yavas olduklari
diistinilmektedir. Bu yiizden KHP sistemlerde organik maddenin direkt oksidasyonunun
isin temel kismin1 yapmadig1 goriilmektedir (Watts ve Teel 2005).

Hidrojen peroksitin organik maddeleri par¢alanmasinda rol oynayan ikinci yol ise
serbest radikaller ve agiga c¢ikardigr diger reaktif kimyasallar vasitas1 ile
gerceklesmektedir. Bu asamada rol alan veya rol aldig diisiintilen birgok radikal ve
reaktif kimyasal vardir. Bu radikaller hidrojen peroksit ve bazi katalizorlerin reaksiyonu
ile ac1ga ¢ikmaktadir. Genel olarak KHP sistemlerindeki bu radikallerin varlig1 ve 6nemi
cok kisa omiirlii olduklarindan dolay1 (yar1 Omiirleri saniyelerle milisaniyeler arasinda
degisir) geleneksel direkt analitik metotlar ile miktarlar1 veya varliklari tespit edilemedigi
icin olgllememektedir (Petri ve ark. 2011). Cizelge 2.6’da hidrojen peroksitten ortaya
ciktig1 diisiiniilen radikallerin ve reaktif aracilarin bir 6zeti verilmistir.
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Cizelge 2.6. KHP reaksiyonlarina Katki yaptigi bilinen veya katki yaptigi tahmin edilen
kimyasallar (Petri vd. 2011)

Tir Tdrdn Mevcut Rolii
Formuli | Oldugu pH
Hidrojen peroksit H20: pH < 11.6 Gugh.l OlfSIdar.lt’. zayif
indirgeyici
Hidroksil radikali OoH’ pH<11.9 Gucli oksidant
Superoksit anyonu 02" pH>4.8 Zayif indirgeyici
Perhidroksil radikali HO, pH < 4.8 Gucli oksidant
Hidroperoksit anyonu HO2 pH > 11.6 Zaylf. Ok.Sldar%t’.Zaylf
indirgeyici
Ferril iyonu [Fe(1V)] FeO?* Bilinmiyor Gucli oksidant
Co6ziinmiis elektronlar e’(aq) pH > 7.85 Guclh indirgeyici
o 1 e Diel-alder ve ene
Tekli oksijen 07) Bilinmiyor reaksiyonlarmna katihr
Atmosferik (Uclii) oksijen 02 Tiim pH’lar Zayif oksidant

Hidrojen peroksit reaksiyonlarinda radikal {iretim ve reaksiyon genel olarak pH’a
baglidir. Ornegin zayif asit veya zayif baz olan bazi radikaller hidrojen iyonu kaybederler.
Kaybettikleri hidrojen, bu radikallerin oksidasyon ve indirgenme reaksiyonlarinin
termodinamik Ozelliklerini belirleyen reaksiyon yollarini, reaksiyon mekanizmalarini ve
standart indirgenme potansiyellerini etkilemektedir. Cizelge 2.7’de segici yar
reaksiyonlar ve standart indirgenme potansiyelleri sunulmustur (Petri vd. 2011).

Cizelge 2.7. KHP sistemlerde secici reaksiyon turlerinin indirgenme potansiyelleri

Standart H
Reaksiyon Indirgenme pH Kaynak
> o Arahgi
Potansiyeli E
+ -
H20z +2H" + 2¢" 1.776 Asidik Lide vd. 2006
2H-0

HOz + g'é%f’ 2 o 0.878 Bazik Lide vd. 2006
OH +H"+e < HO 2.59 Asidik Bossmann vd. 1998
OH +¢e « OH 1.64 Bazik Bossmann vd. 1998

HO2" + H* +e” & H20> 1.495 Asidik Lide vd. 2006

O2+e < 0 -0.33 Bazik Afanas’ev 1989

HP&HAC 6n aritma prosesinde ortamdaki asetik asit pH’1 diistirerek H202’in
perhidroksil radikallerini iiretmesine neden olmaktadir. Perhidroksil radikali (HO2")
hidrojen peroksitin 4.8’in altindaki pH degerlerinde H* ve € vermesi ile olugmaktadir.
Perhidoksil radikali siperoksit anyonunun (O2™) hidrojen kaybetmis halidir. Bu radikal,
pH 3’te gerceklestirilen klasik Fenton sistemlerindeki gibi asidik kosullarda mevcut olan
stiperoksidin baskin formudur. Ancak nétr ve bazik KHP sistemlerinde stiperoksit anyonu
istenilen formdur (Petri vd. 2011). Perhidroksil radikali, glcli oksidant olarak kabul
edilmektedir ve hidrojen peroksit iceren zincir reaksiyonlarinin énemli bir parcasidir
(Teel ve Watts 2002).
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2.7.3. HP&HAC 6n aritma ile muamele edilen lignoseltlozik materyal ile ilgili
literatiirde mevcut ¢calismalar

Literatirde lignoselilozik materyale hidrojen peroksit — asetik asit 6n aritma
(HP&HACc) uygulanmasi ile ilgili az sayida ¢alisma bulunmaktadir. HP&HAc aritma
yonteminin yiiksek delignifikasyon 6zelligi bu 6n aritma yontemini etanol fermantasyonu
oncesi enzimatik hidroliz uygulamalari i¢in cazip kilmaktadir. Son yillarda lignoseliilozik
kaynakli etanol liretimi konusuna olan ilginin artmasi, gelecekte HP&HACc 6n aritma ile
ilgili ¢alisma sayisinin artacagini gostermektedir. HP&HAc 6n aritma ile ilgili yapilan
literatiir arastirmasi sonuglar1 Cizelge 2.8’de sunulmustur.

30



1€

Cizelge 2.8. Literatirde mevcut HP&HAC 6n aritma galismalari

Calismanin Amaci

Lignoselulozik

H202— CH3COOH On Aritma

yapilmistir.

sonu¢ makalede verilmemistir.

Elde Edilen Son Kaynak
Atik Materyal (HP&HAC) Kosullar: de Edilen Sonug ayna
am tal CH3COOH - . :
g 0 -asajlinlr(lataliibr ile 6n 5 gr cam talas1 %24,5 CH3COOH, En yuksek amonyum molibdat
22 %6,4 H202, %2 H,SO4 (veya katalizérliigiinde 700 W mikrodalga | Markin vd.
aritimindan sonra Cam talas1 i i . o
mikrodalaa radvasvonu ile amonyum molibdat) ve mikrodalga glictinde %60 lignin giderimi 2013
karbol?simet?/lasz/onu ile 1-3 dakika muamele edilmistir. saglanmustir.
Seker kamigt kiispesini %50-50 H,0,— CH3COOH
enzimatik hidrolize Seker kamist eklenmistir. 5 gr kati numuneye 40 80°C’de 24 saat yapilan 6n aritmada Tan vd.
< ) . : o . g
hazirlamak igin HP& HAC kuspesi or kimyasal eklenmisir. %96,6 delignifikasyon saglanmistir. 2010
On aritma prosesi ile
delignifikasyon
HP&HAC 6n aritma prosesi
kullanilarak seker kamisi 8,74 M CH3COOH ile 21,6 M H202 |  60°C’de 48 saat gerceklestirilen 6n
. . Seker kamisi s Bragatto vd.
klspesinden Kilspesi karistirilmis ve 1:20 kati sivi aritmada %97,12 lignin giderimi 2013
ksilooligosakkaritlerin P oraninda ¢aligilmistir. saglanmistir.
uretimi
Biyoetanol tretiminde Degisik tiirde %50-50 H202— CH3COOH ile 1:1 Numunelere {i¢ farkli 6n aritma
lignoseliilozik kaijk aBact numune ve kimyasal oraninda prosesi pes pese uygulandigi igin Duan vd.
kompozisyonun ve yapinin dallarg1 75°C’de 3 saat 6n aritma HP&HAC 6n aritma prosesine 6zel bir 2013
etkisi
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Cizelge 2.8.”in devami

Calismanin Amaci

Lignoselulozik
Atik Materyal

H202— CH3COOH On Aritma
(HP&HAC) Kosullari

Elde Edilen Sonug

Kaynak

Cesitli lignoseliilozik
materyallerin biyokatalitik
hidrolizi

Pirin¢ samani
Mese odunu

Cam odunu

50 mL CH3COOH ile 50 mL H20>
karistirilmis, 10 gr numune
eklenerek 80°C’de 2 saat 6n aritma
gerceklestirilmistir. On aritma
sonrasinda kat1 ve s1vi ayrilarak
kat1 kisim notr pH’a gelene kadar
yikanmis ve etanol
fermantasyonunda kullanilmstir.

HP&HAC 6n aritma prosesi ile %97,2
delignifikasyon saglanmistir. En
yuksek etanol retimi 412 mL etanol/1
kg cam odunu olarak gergeklesmistir.

Wi vd. 2015

Yerelmasi sapindan
hidrojen peroksit — asetik
asit (HP&HAC) 6n aritma

yontemi kullanilarak

selilozik biyoetanol Gretimi

Yerelmasi sap1

%50-50 hidrojen peroksit ve asetik
asitten olusan ortama kat1 madde
%10 olacak sekilde yerelmasi sap1
eklenmis ve 80°C’de 3 saat 6n
aritma gergeklestirilmistir. Elde
edilen numune enzimatik hidroliz
ve etanol fermantasyonunda
kullanilmastir.

HP&HAC 6n aritma sonrasinda
uygulanan enzimatik hidroliz ve etanol
fermantasyonunda maksimum verim
106 g etanol/kg biyokiitle olmustur.

Song vd.
2016

Degisik 6n aritma
yontemleri kullanilarak
yerfistig1 kabugu enzimatik
hidrolizatindan izopren
uretimi

Yerfistig1 kabugu

10 gram yerfistig1 kabugu 100 mL
1:1 oranda karistirilmis asetik asit
ve hidrojen peroksit igerisinde
80°C’de 3 saat muamele edilmistir.
Enzimler ile hidrolize edilen
numune E. Coli kullanilarak
izoprene dontistiirilmistiir.

HP&HAc 6n aritma hidrolizatindan
211 mg/L, detoksifikasyon
uygulanmis HP&HACc hidrolizatinadan
ise 297.5 mg/L izopren iiretilmistir.

Wang vd.
2016
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Markin vd. 2013, ¢cam odununa katalizorlt (%2 sulfirik asit veya amonyum
molibdat) hidrojen peroksit — asetik asit 6n aritma ve mikrodalga uyguladiktan sonra
camin karboksimetilasyonunu incelemislerdir. On aritmada 5 g ¢am talasi icin %24.5
asetik asit, %6.4 hidrojen peroksit ve %2 silflrik asit iceren bir sivi karisim
kullanilmistir. Sonug olarak deneylerde mikrodalga uygulama siiresinin sonuca etkisi
istatiksel olarak anlamsiz, katalizor olarak amonyum molibdat kullanildiginda 6n aritma
sonunda kalan katt miktarinin  %56-72 oldugu ve karboksimetil-seliiloz’un
polimerizasyon derecesi 580-880 araliginda bulunmustur.

Tan vd. 2010, seker kamis1 kiispesine hidrojen peroksit — asetik asit 6n aritmanin
stilfiirik asit katalizorliiglinde ve katalizorsiiz olarak etkisini arastirmiglardir. Bu
calismada %30 hidrojen peroksit ve saf asetik asit 1:1 oranda karistirilmis ve 8:1 s1vi kati
oranina uygulanmistir. Katalizér olarak %98’lik siilfiirik asitten hacimce %0.5
kullanilmistir. On aritmada deney setleri olusturulmus ve delignifikasyon sonuglarma
gore regresyon analizi yapilmistir. Calismanin sonucunda HPAc 0n aritmanin
katalizorsiiz kullanildiginda 80°C’de 26.5 saatte %97.08 delignifikasyon sagladig:
bulunmustur. Ayrica, 6n aritmadan sonra 138 FPU/g numune aktivitede egzoglukanaz
kullanarak karbonhidratlarin %93.5°1 hidrolize edilmistir.

Bragatto vd. 2013, seker kiispesinde ikinci en ¢ok bulunan biyopolimer ksilandan
hidrojen peroksit — asetik asit 6n aritma ve ardindan Bacillus subtilis’den elde edilen
ksilanaz kullanarak ksilooligosakkaritlerin eldesini incelemislerdir. On aritma islemi 8.74
molar asetik asit ile 21.6 molar hidrojen peroksitin 1:1 oraninda karistirilip igerisine 1:20
kati-s1vi oraninda olacak sekilde seker kamisi kiispesi eklenmesi ve 60°C’de 7, 15, 24, 48
saat inkiibe edilmesi ile gerceklestirilmistir. Calismada yiiksek lignin giderimi sagladigi
vurgulanmustir. On aritma sonucunda 7, 15, 24 ve 48 saat igin sirasi ile %89.74, %96.12,
%97.41, %97.12 lignin giderimi saglanmistir. Ayrica bu 6n aritmanin uygulandigi
materyalde sekerler ve hemiseliiloz da azalmaktadir. Enzimatik hidroliz sonras1 7 saatlik
On aritma igin %100 oligomer ve %300 monomer atigi, 15 saatlik 6n aritma igin %70
oligomer ve %200 monomer artigi, 24 saatlik 6n aritma igin %40 oligomer ve %150
monomer artisi ve 48 saatlik 6n aritma i¢in ise %35 oligomer ve %125 monomer artigi
elde edilmistir.

Duan vd. 2013, 4 farkli tir kavak dallarina NaOH 0On aritma, sulfiirik asit
katalizorliigiinde HPAc 6n aritma uygulamislar ve ardindan enzimatik hidroliz sonrasinda
etanol GUretimini inceleyen bir ¢alisma yapmuslardir. Bu ¢alismada boyutu kiigiiltiilen
kavak dallar1 6nce %10 NaOH ile 90°C’de 1.5 saat, 3:1 siv1 kat1 oraninda muamele
edilmistir. NaOH ile 6n aritmanin ardindan saf asetik asit, %30 hidrojen peroksit ve %1.5
siilfiirik asitten hazirlanan sivi ile 1:1 kati sivi oraninda, 75°C’de 3 saat On aritma
uygulanmustir. On aritmadan ve enzimatik hidrolizden sonra en yiiksek glikoz miktari 18-
1 kodlu kavak tiiriinde 350 IU/g enzim miktarinda ve 60. saatte 6 g/L olarak dl¢iilmiistiir.
En yiiksek etanol miktari ise yine aynt numunede 13 g etanol/kg numune olarak elde
edilmistir.

Wi vd. 2015, piring samani, mese odunu ve ¢am odununa hidrojen peroksit —
asetik asit On aritma uygulayarak bu lignoseliilozik materyallerin etanol potansiyellerini
inceleyen bir caligma yapmislardir. Boyutu kiigiiltiilen materyaller 1:1 oraninda
karistirilmis asetik asit ve hidrojen peroksit i¢erisinde 80°C’de 2 saat bekletilmislerdir.
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Sivi kistm atilmig ve kati kisitm ndtr pH’a gelene kadar yikanmistir. E§ zamanlh
sekerlesme ve fermantasyon yontemi ile etanol liretimi yapilmistir. Sonug olarak lkg
pirin¢ samani, 1kg ¢cam odunu ve 1kg mese odunundan sirasi ile 224 mL, 412 mL, 351
mL etanol liretilmistir.

Song vd. 2016, yerelmasi sapina hidrojen peroksit — asetik asit 6n aritma
uygulamasi, enzimatik hidroliz ve etanol fermantasyonunu incelemislerdir. Bu ¢alismada
hacimce %10 numune 1:1 oranda olan hidrojen peroksit — asetik asit ile 80°C’de 3 saat
muamele edilmistir. On aritmadan sonra siv1 kisim ayrilmis ve kati kisim kalintilardan
arindirmak i¢in bol su ile yitkanmistir. Daha sonra kat1 kisim enzimatik hidroliz ve etanol
fermantasyonunda kullanilmistir. 1 kg numuneden 6n aritmadan sonra 437 g kalmis ve
bu miktar icin 30 FPU selulaz, 22.5 pg/mg ksilanaz ve 7.5 pg/mg pektinaz ile enzimatik
hidroliz gergeklestirilmistir. Sonug olarak 106 g etanol ve 36 g ksiloz elde edilmistir.

Wang vd. 2016, yerfistig1 kabuguna hidrojen peroksit — asetik asit On aritma ve
yiiksek sicaklikta enzim uygulamasindan sonra izopren iiretimi ile ilgili bir ¢alisma
yayinlamislardir. HP&HAc 6n aritma i¢in 10 gram yerfistig1 kabugu 100 mL 1:1 oranda
karistirllmis asetik asit ve hidrojen peroksit icerisinde 80°C’de 3 saat muamele edilmis
ve sonrasinda ndtr pH’a gelene kadar su ile yikanmigtir. Daha sonra elde edilen 6n
arttilmis numune Celluclast (seliilaz) ve ksilanaz enzimleri ile hidrolize edilmistir.
Hidrolize edilen numune gerekli besin elementleri ve YJM21 tipi E. coli eklenerek
30°C’de 24 saat inkiibe edilmis. HP&HAc 6n aritma sonrasi hidrolizatta 0 mg/mL formik
asit, 0.01775 mg/mL asetik asit, 4.36x10° mg/mL hidroksimetilfurfural ve 1.01x10*
mg/mL fufural inhibitér madde konsantrasyonlarma rastlanmigtir. Sonug¢ olarak
HP&HAc 6n aritma hidrolizatindan 211 mg/L ve aktif karbon ile detoksifikasyon
yapilmis HP&HACc hidrolizatinadan ise 297.5 mg/L izopren iiretilmistir.

2.8. Onaritim Sonrasi inhibitor Madde Giderimi

On aritma prosesine gore hidrolizatta veya kati kisimda inhibitér maddeler
olusabilmektedir. Ozellikle mineral asitler ile yiiksek sicaklikta gergeklestirilen &n aritma
proseslerinde inhibitér olusumu gozlenmektedir. Biyokimyasal yontemler ile biyoyakit
Uretimi prosesini baslatmadan Once hidrolizattaki inhibitér miktarin1 gormek igin
kromotografik dl¢iim gerceklestirilmesinde fayda vardir. On aritma prosesleri sonunda
belirli konsantrasyonlarda olusan furfural, hidroksimetil furfural, diger furan bilesikleri,
asetik asit ve laktik asit gibi organik asitler mikroorganizmalar1 inhibe etmektedir.
Numunede yiiksek miktarda inhibitér madde tespit edilirse kat1 kisim yikanarak bu
inhibitor maddelerin giderimi saglanabilmektedir. Stvi kisimda ise asir1 kiregleme, aktif
karbon, iyon degistirici veya buharlastirma yontemleri ile inhibitér giderimi
gerceklestirilebilmektedir (Palmqvist ve Hahn-Héagerdal 2000). Asir1 kiregleme, aktif
karbon ile muamele, iyon degistirici kullanimi1 ve buharlastirma yaygin olarak kullanilan
inhibitor giderim yontemleridir.
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2.8.1. Asir kirecleme

On aritma ile muamele edilen numunelerin pH’larinin Ca(OH): kullanilarak 10’a
yukseltilmesi ile inhibitér madde giderimi saglanmaktadir. pH 10’da 1 saat reaksiyon
stiresince bekletilen numuneler reaksiyon slresi sonunda 7500 rpm’de 25 dk.
santrifiijlenmektedir. Fermantasyon i¢in numunelerin pH’s1 tekrar H2SO4 ile 5.5’a
getirilmekte ve kalintt madde giderimi igin tekrar santriifiijlenmektedir (Carvalheiro vd.
2005).

2.8.2. Aktif karbon

Graniiler aktif karbon (25 mm) kullanilarak gergeklestirilen bir detoksifikasyon
yontemidir. Aktif karbon pH’s1 5.5’a ayarlanmis 6n aritilmis numuneler ile 1:10 (w/v)
oraninda karistirilmakta ve oda sicakliginda 1 saat reaksiyon siiresince bekletilmektedir.
Detoksifikasyon islemi sonrasinda numune vakum filtreden (Whatman no:1) siiziillmekte
ve pH’s1 H2SO4 veya Ca(OH)z2 ile 5.5’a getirilmektedir (Carvalheiro vd. 2005).

2.8.3. Tyon degistirici

Inhibitér madde gideriminde zayif anyon degistirici re¢ine (Dowex MWAL,
1meg/mL, 16-50 mesh) ve giiglii katyon degistirici regine (IRN-77, 1.8meqg/mL, 16-50
mesh) kullanilmaktadir. On aritma ile muamele edilmis numune ve recine 5:1 (W/v)
oraninda birlestilmekte ve oda sicakliginda 1 saat karistirilmaktadir. Detoksifikasyon
islemi sonrasinda numune vakum filtreden suzllerek ve pH’s1t H2SO4 veya Ca(OH): ile
5.5’a getirilmektedir (Carvalheiro vd. 2005).

2.8.4. Buharlastirma

Ham ve diger detoksifikasyon yontemleri ile muamele edilen numuneler baslangi¢
agirh@inin %75’1 giderilene kadar konsantre edilmektedir. Gerekli olmasi durumunda
numune pH’s1 H2SO4 veya Ca(OH): ile 5.5’a getirilmekted (Carvalheiro vd. 2005).

2.9. Etanol Fermantasyonu ve Mekanizmasi

Etanol fermantasyonu, biyoteknoloji endiistrisinde kullanilan en eski ve en 6nemli
fermantasyon proseslerinden biridir. Bu proses tarihi 3000 y1l 6ncesine dayanan alkollii
icecek Uretiminde ve giinimiizde biyoyakit iiretiminde kullanilmaktadir. Ulagimda yakat
olarak kullanmak amaci ile ABD musirdan tek basma yillik 17 milyon m? etanol
uretmektedir (Yang vd. 2007). Bakteri ve mayalar1 da igeren bir¢ok mikroorganizma
karbonhidratlar1 kullanarak ana fermantasyon iirlinii olarak etanol iiretebilmektedirler
(Lin ve Tanaka 2006). Zymomonas mobilis bakterisi glikoz ve sakarozdan daha ytksek
spesifik etanol Gretimi ve verimine sahip olsa da mevcut endustriyel etanol fermantasyon
proseslerinde genel olarak diigsiik pH’a ve yliksek etanol konsantrasyonuna toleransh
oldugundan dolay1 Saccharomyces cerevisiae mayasi kullanilmaktadir. Etanol
fermantasyonunda genel olarak glikoz, sakaroz, fruktoz gibi heksoz sekerler kullanilsa da
genetik miihendisligi alaninda yapilan arastirmalarda mikroorganizmalarin genleri
degistirilerek lignoseliilozik yapida glikozdan sonra en ¢ok bulunan seker olan kslilozun
da fermantasyonda kullanimina olanak saglanmistir (Zabed vd. 2017).
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Lignoseliilozik materyalden etanol liretimi genel olarak iki basamakli olarak
yapilmaktadir. Ik basamakta bir 6n aritma isleminden gegen lignoseliilozik biyokiitleye
enzimatik hidroliz uygulanmaktadir. Enzimatik hidrolizin amaci seliilozun yapisini
parcalamak ve glikozlara etanol fermantasyonunda kullanilan mikroorganizmalarin daha
kolay ulasmasmni saglamaktir. Ikinci basamakta ise mikroorganizmalar alkol
fermantasyonunu gergeklestirerek kullandiklar1 sekeri etanole doniistiirmektedirler. Bu
iki islem (enzimatik hidroliz ve etanol fermantasyonu) aymi reaktorde
gerceklestirildiginde bu proses es zamanli sekerlesme ve fermantasyon (SSF) prosesi ve
farkli reaktorlerde gergeklestirildiginde ise ayrik hidroliz ve fermantasyon (SHF) prosesi
olarak tanimlanmaktadir.

2.9.1. Enzimatik hidroliz

Lignoseliilozik biyokiitlenin kuru agirliginin %55-76’s1 etanol fermantasyonunda
kullanilabilecek bes ve alt1 karbonlu sekerlerin polimerlerinden olusmaktadir (C. E.
Wyman, 1994). Bu karbonhidrat polimerlerinin mikroorganizmalar tarafindan etanole
veya diger bir liriine cevirilebilmesi i¢in monomerlere parcalanmasi gerekmektedir.
Lignoselulozik  biyokitledeki  polisakkaritlerin ~ fermente edilebilen — sekerlere
depolimerizasyonu toplam maliyeti bir hayli arttirsa da etanol iiretimi agisindan ¢ok
onemli bir islemdir (Galbe ve Zacchi 2002). Selulozik biyokutle asit ve enzim
kullanilarak hidrolize edilebilse de hidroliz, ¢evre dostu ve ekonomik olarak uygun bir
yontemle gergeklestirilmelidir (Lynd vd. 2005). Lignoselilozik biyokutleye asit hidrolizi
uygulamasi glikoz veriminin diisiik olmasi, yiliksek sicakliklarda gergeklesmesi ve
glikozu furfural, hidroksimetil furfural gibi inhibitér maddelere doniistiirmesi sebebi ile
tercih edilmemektedir. Enzimatik hidroliz ise kimyasal isleme gore daha yiiksek glikoz
verimine sahip, inhibitér yan {iirlinler meydana getirmeyen, korozif olmayan isletme
kosullarinda gergeklesebilen ve diisiik enerji ihtiyact olan bir prosestir (Bon ve Ferrara
2010).

Enzimler makromolekuler biyolojik katalizorler olup gorevleri biyokimyasal
reaksiyonlart hizlandirmaktir. Enzimatik islemlerin bir¢ok avantaji olmasina ragmen
lignoseliilozik yapimnin enzimatik hidrolizi yiiksek derecede komleks ve birkag degisik
enzimin rol aldig1 bir prosestir. Seliilozik biyokiitlenin enzimatik hidrolizi ile yiiksek
verimde serbest fermente edilebilir sekerlerin eldesi, seliilozun kristalin yapisinin
saglamligindan dolay1 zorlu bir siiregtir (Waldron 2010). Dogada lignoseliilozik yapinin
bozulmasi, ¢esitli mantarlarin ve bakterilerin salgiladiklart hidrolitik veya oksidatif etkiye
sahip olan enzim gruplarinin sinerjistik etkisi ile seliilozun, hemiseliilozun ve ligninin
parcalanmasi ile meydana gelmektedir (Pérez vd. 2002). Bakteri ve mantarlardan aerobik
olarak seliillozu pargalayanlar, seliillozu pargcalama islemini yiiksek miktarda hiicre dis1
seliilaz enzimi salgilayarak gerceklestirmektedirler (Valaskova ve Baldrian 2006).
Anaerobik bakteriler ise birbirleriyle etkilesimde olan ve sinerjistik olarak seliilozu
parcalayan, birgok alt birim igeren, seliillozom adindaki kompleks seliilaz sistemleri ile bu
islemi gergeklestirmektedirler (Bayer vd. 2004). Etki ettigi fraksiyona (seliiloz,
hemiseliiloz ve lignin) gore bakteriler ve mantarlar tarafindan tiretilen enzimler Cizelge
2.9°da verilmistir.
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Cizelge 2.9. Sellloz, hemiseliiloz ve lignin’e etki eden enzimler ve enzimleri treten

mikroorganizmalar (Sharma vd. 2017)

Seltlotik Enzimler
(Selulaz)

Enzimi Ureten
Bakteriler

Enzimi Ureten Mantarlar

Endoglukanaz
B-Glukozidaz
Sellobiyohidrolaz veya
Egzoglukanaz
Glikoziltransferazlar

Fibrobacter succinogenes

Clostridium sp.
Cellulomonas sp.
Bacillus sp.
Thermomonospora sp.
Streptomyces sp.

Ruminococcus albus
Ruminococcus
flavefaciens
Pedobacter sp.
Mucilaginibacter sp.

Trichoderma reesei
Trichoderma viride
Aspergillus niger
Penicillium helicum
Piptoporus betulinus
Aspergillus nidulans
Aspergillus fumigatus
Aspergillus oryzae
Magnaporthe grisea
Neurospora crassa
Fusarium gramineum

Hemiseltlotik
Enzimler
(Hemiselllaz)

Enzimi Ureten
Bakteriler

Enzimi Ureten Mantarlar

Ksilanaz
Mannaz
Endoglukanaz
B-Ksilozidaz
a-Galaktozidaz
Asetil esteraz
B-Glukozidaz

Bacillus sp.
Ruminococcus
flavefaciens
Prevotella bryantii
Pseudobutyrivibrio
xylanivorans
Fibrobacter succinogenes
Ruminococcus albus
Bacteroides succinogenes
Pedobacter sp.
Mucilaginibacter sp.

Aspergillus niger
Botrytis cinerea
Piptoporus betulinus
Aspergillus nidulans
Aspergillus fumigatus
Aspergillus oryzae
Magnaporthe grisea
Fusarium gramineum

Ligninolitik Enzimler
(Lignazlar)

Enzimi Ureten
Bakteriler

Enzimi Ureten Mantarlar

Lakkaz
Lignin peroksidaz
Manganaz peroksidaz
Versatil peroksidaz
Sellobiyoz dehidrojenaz

Azospirillum lipoferum
Bacillus subtilis
Cupriavidus basilensis
Raoultella ornithinolytica
Pseudomonas sp.
Prevotella sp.
Pseudobutyrivibrio sp.

Dichomitus squalens
Ganoderma applanatum
Pleurotus sp.
Trichoderma reesei
Trichoderma
longibrachiatum
Phanerochaete
chrysosporium

Merulius tremellosus
Ceriporiopsis subvermispora
Phellinus pini
Phlebia sp.
Physisporinus rivulosus
Pycnoporus cinnabarinus

Placuna placenta
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Etanol Uretiminde lignoselilozik biyokitleye uygulanacak enzimatik hidrolizde
fermente edilebilen sekerleri aciga ¢ikarirken genel olarak seliilaz ve B-glukozidaz
enzimleri kullanilmaktadir. Sekil 2.13’de enzimlerin seltloz hidrolizindeki go6revleri
sematize edilmistir. Selilaz enzimi endoglukanaz ve ekzoglukanaz (sellobiyohidrolaz)
olarak iki gruba ayrilmaktadir. Endoglukanazlar (EG, endo-1,4-B-D-glukan 4-
glukanohidrolaz) seltiloz zincirinin i¢sel amorf bolgelerindeki B-1,4 glikozidik baglar
rastgele hidrolize ederek sellobiyohidrolazlarin {izerinde c¢alisabilecegi uclari aciga
cikarmaktadirlar. Ekzoglukanazlar (1,4-3-D-glukan, sellobiyohidrolaz) seluloz zincirinin
indirgen olan ve olmayan uglarma etki ederek sellobiyoz sekerlerini aciga
cikarmaktadirlar (Martins vd. 2011). B-glikozidazlar (3-glikozid glikozil hidrolaz veya
sellobiyaz) ise sellobiyozlart veya sello-oligosakkaritleri hidrolize ederek glikoz
molekiillerine donistiirmektedirler. Ayrica, [B-glikozidazlar glikoz ciftlerinin 8-
glikozidik baglarinin transglikozilasyon reaksiyonlarinda gorev almaktadirlar (Coughlan
ve Ljungdahl 1988). Seliillaz enzim birimi olan endoglukanaz birimi (EGU) dakikada
harcanan um karboksimetil seliiloz {izerinden hesaplanmaktadir (Adlakha vd. 2012). B -
glukozidaz uluslararasi birim (IU) ise dakikada harcanan um 4-nitrofenil-3-D-glukronik
asit miktari ile hesaplanmaktadir (Babujanarthanam ve Kavitha 2014).

Amorf Bolge Kristal Yapidaki Bolge
O Glikoz Q:) Endoglikanaz 'p-Glukozidaz
(OO Sellobiyoz Ekzoglukanaz
(Sellobiyohidrolaz)

Sekil 2.13. Enzimlerin seliiloz hidrolizindeki gorevleri

Temelde birbirlerinden tamamen farkli olan katalitik mekanizmalar, degisik
tiirdeki enzimlerin birbirleriyle etkilesim i¢inde ve birbirlerini tamamlayarak calistig1 bir
sistem olusturmaktadirlar (Waldron 2010). Buna 6rnek olarak, B-glukozidaz enziminin
sellobiyozlart glikozlara pargalayarak sellobiyoz birikmesini nlemesi ve boylece yiiksek
miktardaki sellobiyozun ekzoglukanazlar1 inhibe etmesinin Oniine ge¢mesi
verilebilmektedir. Bu 6zelligi ile B-glukozidaz miktar1 enzimatik hidrolizin hiz sinirlayici
faktori olup, seliloz polimerinin enzimatik par¢alanmasindaki en Onemli
parametrelerden biridir (Leite vd. 2008).

Enzimatik hidrolizin hizin1 ve verimliligini etkileyen faktorler; lignoseliilozik

biyokutlenin  karakteri, konsantrasyonu, polimerizasyon derecesi, Kkristalinitesi,
ulagilabilir yiizey alani, hemiseliiloz ve lignin igerigidir. Seliillozun enzimatik hidrolizinin
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zor olmasinin nedeni substrata bagli bu faktorler ve bu faktdrlerin reaksiyon siiresince
degismesidir (Puri 1984).

Seliilotik enzimler sivi fazda serbest halde veya hiicre ylizeyinde olacak sekilde
tiretilebilmektedirler. Birkag¢ anaerobik tiir iizerinde yapilan incelemede bu tiirlerin
Olctilebilecek miktarda hiicre dis1 seliillaz salgilamadiklari, salgiladiklar1 kompleks
seliilazlarin ise direkt hiicre yiizeyine veya hiicre-glikokaliks matriksine bagli bulundugu
goriilmiistiir (Lynd vd. 2002).

Lignoselilozik biyokitleden etanol iiretimini amaglayan tiim c¢alismalarda
seliilozun kararli yapisini zayiflatmak i¢in bir 6n aritma prosesine ihtiya¢ vardir. Genel
olarak 6n aritma, hemiselilozun  monosakkaritlere ve oligosakkaritlere
depolimerizasyonu ile lignin engelini ortadan kaldirarak veya seliilozun kristalin yapisini
bozarak biyokiitlenin makroskopik saglamligin1 kirmakta ve enzimatik hidroliz verimini
arttirmaktadir (Waldron 2010). Ligninin selilloz ve selillaz arasindaki en biiyiik
engellerden biri olmasi nedeni ile delignifikasyon 6zelligi olan 6n aritma prosesleri
enzimatik hidroliz verimini yiiksek miktarda arttirmaktadir. Hemiseliilozun seliiloz
hidrolizini engellemedeki rolii lignine gére daha azdir ancak yapilan arastirmalarda
goriilmiistiir ki hemiseliiloz da seliilazlarin 6nilinde gecisi engelleyen bir bariyer gorevi
goérmektedir (Varga vd. 2004).

2.9.2. Etanol fermantasyonu

Etanol fermantasyonu (alkol fermantasyonu), glikoz, fruktoz ve sakaroz
sekerlerinin hiicre i¢i enerji iretiminde kullanilirken yan iirin olarak etanol ve
karbondioksit’in iiretildigi biyolojik bir prosestir. Etanoliin fermantasyon yontemiyle
tiretilmesinde kullanilan hammaddeler sekerler, nisastalar ve lignoseliilozlar olmak tizere
tice ayrilmaktadir. Sekerler (seker kamisi, seker pancari, melas, meyveler) herhangi bir
On isleme tabi tutulmadan etanol fermantasonunda kullanilabilmektedirler. Nisastalar
(misir, manyok, patates), etanol fermantasyonunda kullanilmadan once malttan veya
kiiflerden elde edilen enzimler ile fermente edilebilen sekerlere hidrolize edilmelidirler
(Lin ve Tanaka 2006). Lignoseliilozlarin (odun, tarimsal atiklar, kagit tiretimi atiklari,
enerji bitkileri) ise bir 6n aritma prosesi ile direkt olarak veya delignifikasyon 6zelligi
olan bir 6n aritmadan sonra enzimatik hidroliz uygulamasi ile fermente edilebilen
sekerlere hidrolizi gergeklestirilmektedir.

Etanol fermantasyonu konusunda yapilan aragtirmalarda birkag¢ bakteri tiirliniin,
bazi mayalarin ve bazi mantarlarin etanol lretiminde kullanilabilecegi bulunmustur.
Biyokimyasal reaksiyonlarinda ana iiriin olarak etanol {ireten bakteriler ile etanol iiretim
verimleri Cizelge 2.10’da ve mayalar ile etanol iiretim verimleri Cizelge 2.11°de
verilmistir.
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Cizelge 2.10. Ana fermantasyon Uriini olarak etanol Ureten bakteri tirleri ve etanol

Uretme verimleri

Kullanilan mmol

Bakteri Taru glikoz basina Kaynak
uretilen mmol etanol
Clostridium sporogenes 4.15 Miyamoto 1997
Clostridium indoli (Patojen) 1.96 Miyamoto 1997
Clostridium sphenoides 1.8 Miyamoto 1997
Clostridium sordelli (Patojen) 1.7 Miyamoto 1997
Zymomonas mobilis 1.9 Miyamoto 1997
Zymomonas mobilis subsp. pomaceas 1.7 Miyamoto 1997
Spirochaeta aurantia 1.5 Miyamoto 1997
Spirochaeta stenostrepta 0.84 Miyamoto 1997
Spirochaeta litoralis 1.1 Miyamoto 1997
Erwinia amylovora 1.2 Miyamoto 1997
_ . Dien vd. 2003
Escherichia coli KO11 0.7-0.1 Matthew vd. 2005
Escherichia coli LY01 40-50 g/L Dien vd. 2003
Leuconostoc mesenteroides 1.1 Miyamoto 1997
Streptococcus lactis 1.0 Miyamoto 1997
Klebsiella oxytoca 0.94-0.98 Matthew vd. 2005
Klebsiella aerogenes 24 g/L Ingram vd. 1998

Mucor sp. M105

Ingram vd. 1998

Fusarium sp. F5

Ingram vd. 1998
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Cizelge 2.11. Ana fermantasyon uruni olarak etanol tireten maya turlerinin fermantasyon

kosullar1 ve etanol Uretme verimleri

. Uretilen
. Sicakhk Seker Tiirii ve | Reaksiyon
Tar cc) | PP | Miktan g1) | Sresi (h) E(;a}g' Kaynak
27817-S. cerevisiae 30 5.5 | Glikoz (50-200) 18-94 5.1-91.8 | Vallet vd. 1996
L-041-S. cerevisiae 30-35 - Sakaroz (100) 24 25-50 Pinal vd. 1997
181-S. cerevisiae Donev ve
(aérobik) 27 6.0 Glikoz (10) 40-160 - Uzunova-
Doneva 2002
UO-1-S. cerevisiae Camacho-Ruiz
(aerobik) 30 5.0 Sakaroz (20) 60-96 - vd. 2003
Ansanay-
V5-S. cerevisiae 24 - Glikoz (250) 36 - Galeote vd.
2001
ATCC 24860- Ergun ve Ferda
S, cerevisiae 30 45 | Melas (1.6-5.0) 24 5-18.4 Mutlu 2000
- Glikoz
S. cerevisiae 30 4.5 (150-300) 192 53 Roukas 1996
Caylak ve
S. cerevisiae 28 5.0 Sakaroz (220) 96 96.71 Vardar Sukan
1998
. .. Galaktoz da Cruz vd.
Fiso-S. cerevisiae 30 5.0 (20-150) 60 4.8-40 2003
- Galaktoz da Cruz vd.
A3-S. cerevisiae 30 5.0 (20-150) 60 4.8-36.8 2003
.. Galaktoz da Cruz vd.
L52-S. cerevisiae 30 5.0 (20-150) 60 2.4-32 2003
GCB-K>- 30 6.0 | Sakaroz (30) 72 27 Shafiq vd. 2003
S. cerevisiae
GCA-lI- 30 6.0 | Sakaroz (30) 72 42 Shafiq vd. 2003
S. cerevisiae
KR1s-S. cerevisiae 30 6.0 Sakaroz (30) 72 22.5 Shafig vd. 2003
CMI237- . Navarro vd.
S. cerevisiae 30 4.5 Glikoz (160) 30 70 2000
2.399-S. cerevisiae 30 55 | Glikoz (31.6) 30 13.7 Yu ‘;%gi‘ang
24860-S. cerevisiae : - | Glikoz (150) 27 48 Najagggjr vd.
27774-
Kluyveromyces 30 5.5 | Glikoz (20-120) 18-94 48.96 Vallet vd. 1996
fragilis
30017-K. fragilis 30 5.5 | Glikoz (20-120) 18-94 48.96 Vallet vd. 1996
30016-
Kluyveromyces 30 55 Glikoz (100) 18-94 44.4 Vallet vd. 1996
marxianus
30091-candida 30 | 55| Glikoz(100) 18-94 444 | Valletvd. 1996
ATCC-32691 .
Glikoz (0-25) ve Sanchez vd.
Pachyso_len 30 4.5 Ksiloz (0-25) 100 7.8 1999
tannophilus
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Yapilan arastirma sonuglarindan goriildiigii lizere etanol fermantasyonu igin en
¢ok kullanilan mikroorganizma bir maya tiirii olan Saccharomyces cerevisiae’dir. S.
cerevisiae, fermantasyon ortaminda %18’lik alkol konsantrasyonuna dayanikli oldugu ve
yiiksek etanol iiretme kapasitesine sahip oldugu i¢in etanol fermentasonunda en ¢ok tercih
edilen mikroorganizma olmustur. Bu maya, besin olarak glikoz basit sekerini ve sakaroz
disakkaritini kullanmaktadir. S. cerevisiae yaklasik 4000 yildir insanlar tarafindan
ekmegin kabartilmasinda ve alkollii icecek tiretilmesinde kullanilmaktadir. Gliniimiizde
bircok besinin fermantasyonunda ve endistriyel alanlarda kullanilan bu maya, essiz
fizyolojisi sayesinde diinya ¢apindaki biyoteknoloji arastirmalarinda Oncli  bir
mikrooganizma olmustur (Johnson ve Echavarri-Erasun 2011).

Bircok mikroorganizma gibi Saccharomyces cerevisiae da glikozu Embden —
Meyerhof — Parnas (EMP yolu) yolunu izleyerek metabolize etmektedir (Lin ve Tanaka
2006). Bu metabolik yol glikozu 10 veya 11 enzim katalizorliigiindeki farkli
reaksiyonlardan gegirerek bir mol glikozdan net iki mol ATP uretirken iki mol purivat,
laktat veya etanole donistiirmektedir (Bodner 1986). Sekil 2.14’te Saccharomyces
cerevisia’nin glikozdan etanol iretirken gergeklestirdigi reaksiyonlar sematik olarak
verilmistir.

0 NAD?
i@ 0 PO NADHH'Q O
CH,OH ATP ADP CH{J'?‘D C-H 4} : E—O—#—@
Q S ol "o H-G-OH 0 (= H-C-OHO
OH OH 1 i @ @ i 9 @
CHz0—P- CHy 0—P-0
Ho\—/OH O) HO—OH S s
. OH . o Gliseraldehit 1.3-difosfogliserat
Glikoz Glikoz 6-fosfat 3-fosfat 3_fosfogliseroil fosfat
ADP
0 //@ ATP
©o—b-0-cH, CHoH 9 2 9
I Nt - &0
H H-C-OH 00®_.. H-C-0—p-0©
oH Lis0-$- Ehon 0
I ot T oy
Fruktoz 6-fosfat 3-fosfogliserat 2-fosfogliserat
ATP
HO
9
0 - 0
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0 " P9 gX 77 P
@yt [ @ C—0-P-0° = c=0
P-0-CHz CHO-P- I I 0 ]
é 6 CH, 0o - CH,
e Fosfoenolpiriivat Piriivat
OH NADHH*
OH NAD*
Fruktoz 1,6-difosfat co,
0 0
$—o® CHy-C—H
& “‘E:’" Asetaldehit
EHZEH #'H 3 NADH,H l
b= g ® == H-C-OH Laktat NAD®
s i O) ' ? £ CH,CH,OH
0 CHO—P- 1CH
0 Etanol
Dihidroksiaseton Gliseraldehit
fosfat 3-fosfat

Sekil 2.14. Saccharomyces cerevisia’nin Embden — Meyerhof — Parnas metabolik yolu

Birinci adimda hekzokinaz enzimi katalizorliigiinde glikozun Cs bOlgesinde
fosforilasyon islemi gerceklesmekte ve fosfat esteri agiga ¢cikmaktadir. Bu islem bir mol
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ATP harcasa da glikoz molekiiline sonraki basamaklarda ¢alisan enzimlerin
substratlarmi taniyabilecegi yiiksek yiiklii bir fosfot grubunu baglamaktadir. ikinci
basamakta glikoz 6-fosfat bir aldehitten bir ketona fosfoglikoizomeraz enzimi
katalizorliigiinde doniistiiriilmektedir. Bu reaksiyonda esitlik sabiti glikoz 6-fosfat
yonunde olsa da reaksiyon, glikoz 6-fosfatin hiicre igerisinde ¢ok birikmesinden dolayi
fruktoz 6-fosfat yoniini tercih etmektedir. Ugiincli basamakta fosfofruktokinaz enzimi
katalizorliigiinde fruktoz 6-fosfatin Cy bolgesinde bir mol ATP harcanarak fosforilasyon
islemi gergeklestirilmektedir. Bu reaksiyon dogal olarak ters islemesi gerekirken
harcanan ATP ile reaksiyon tersine cevrilmektedir (Bodner 1986). Dordiincu basamakta
fruktoz 1,6-difosfat iki farkli molekiile ayrilmaktadir. Fruktozbifosfataldolaz enzimi
hekzoz halkasin1 iki adet trioz sekere parcalamaktadir. Bu reaksiyon sonunda
dihidroksiasetonfosfat ve gliseraldehit 3-fosfat olusmaktadir. Besinci basamakta
dihidroksiasetonfosfat bu metabolik yolda daha ileriye gidemeyecegi icin
triozfosfatizomeraz enzimi tarafindan gliseraldehit 3-fosfata doniistiiriilmektedir. Bu ilk
bes basamakta bir molekiil glikoz empirik formiilde degisim olmaksizin ve net
oksidasyon veya indirgenme reaksiyonsuz olarak iki mol gliseraldehit 3-fosfata
donistiiriilmektedir. Bu metabolik yolun amaci ATP elde etmek olsa da ilk 5 basamakta
iki mol ATP harcanmaktadir (Bodner 1986).

Altinct basamakta 2 mol ATP iiretilirken enerji liretim ve tiikketimi dengeye
gelmektedir. Bu basamakta gliseraldehit 6nce oksitlenmekte, sonra fosforile edilerek 1,3-
difosfogliserat veya 3-fosfogliserol fosfat olaran bilinen bir asil fosfata
doniistiiriilmektedir. Bu islemde triozfosfatdehidrojenaz enzimi katalizorliik yapsa da asil
oksitleme isini nikotinamid adenin diniikleitit (NAD") ger¢eklestirmektedir. Yedinci
basamakta stiper ylksek enerjili olan 1,3-difosfogliserat bir fosfor transfer ederek ADP’yi
ATP’ye doniistirmektedir. Bu islem fosfogliseratkinaz enzimi katalizrliigiinde
gerceklesmektedir. 1,3-difosfogliseratin C1 bdlgesinde bulunan asil fosfat grubundaki
elektronlarin itme kuvvetleri ATP’nin fosfat omurgasindaki elektronlarin itme
kuvvetlerine benzer oldugu icin hidrolizasyondan meydana gelen enerjiyi ATP kolaylikla
kendine baglamaktadir. Bu islemde bir mol glikoz basina iki mol 1,3-difosfogliserat girdi
oldugu igin toplamda 2 mol ATP iretilmektedir. Sekizinci basamakta Cz bdlgesinde
bulunan bir fosfat grubu C, boélgesine fosfogliscomutaz enzimi Kkatalizorliigiinde
gecirilmektedir. Bu islem siiper enerji yiiklii bir fosfat grubunun meydana getirilmesine
hazirliktir. Dokuzuncu basamakta enolaz enzimi ile 2-fosfogliserattan bir mol su
uzaklastirilmakta ve siiper enerji yiiklii fosfat grubuna sahip olan fosfoenolpiriivat elde
edilmektedir.  Onuncu  basamakta  pirtvatkinaz ~ enzimi  KatalizOrliigiinde
fosfoenolpiirivattan fosfat grubu ayrilarak olusan enerji ile 1 mol ADP’yi ATP’ye
dontstiirmektedir. Sonug olarak bu basamaga iki mol fosfoenolpiriivat girdigi i¢in 2 mol
ATP ve 2 mol piriivat ¢gikmaktadir (Bodner 1986).

Altinc1 basamakta meydana gelen NADH’1 tekrar NAD™ formuna getirmek igin
aerobik organizmalar oksijeni kullanirlar ve suya indirgerler. Anaerobik organizmalar ise
piriivat iyonunu laktat iyonuna veya etanole cevirerek bu islemi gerceklestirmektedirler.
Saccharomyces cerevisia on birinci basamakta piriivati piriivatdekarboksilaz enzimi ile
asetaldehite donistiirmektedir. On ikinci basamakta ise alkol dehidrojenaz enzimi
katalizorliigiinde asetaldehiti etanole, NADH’1 da NAD"e c¢evirmektedir. Tim
basamaklar gergeklestiginde Saccharomyces cerevisiae 2 mol ATP iiretmis olmaktadir.
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2.9.3. Es zamanl sekerlesme ve fermantasyon

Lignoseliillozik  biyokiitleden seker iiretilmesi ve sekerlerin etanole
dontstiiriilmesi  siirecinde ardistk veya es zamanlh olarak degisik yoOntemler
uygulanabilmektedir. Ancak uygulanan tim yontemlerde 6n aritma basamaginin basarisi
enzimatik hidrolizin verimini etkileyecegi icin birinci derece Onem arz etmektedir
(Martins vd. 2011). Enzimatik hidroliz ve alkol fermantasyonu prosesleri birbirlerinden
ayr1 gergeklestirildiginde bu isleme Ayrik (veya Ardisik) Hidroliz ve Fermantasyon
(Separate Hydrolysis and Fermentation, SHF) ismi verilmektedir. Bu stratejide
lignoseliillozik maddenin enzimatik hidrolizi ve sonrasinda gerceklesen hekzozlarin
fermantasyonu islemleri ayr1 reaktorlerde gerceklestirilirken her reaktdriin kendi
optimum kosulunda calistirilabilme avantaji mevcuttur. Ancak SHF’in enzimatik hidroliz
reaktoriinde glikoz birikmesi ve bu glikozun sellilaz enzimini inhibe etmesi, reaksiyon
oranlarinda ve verimde azalmaya yol agmaktadir. Ayrica SHF’de bir miktar glikoz,

kalint1 kat1 maddeler tarafindan adsorbe edilerck seker doniisiim oranini da azaltmaktadir
(Soccol vd. 2010).

Glikoz inhibisyonunun oniine gecmek ve sekerin etanole doniisiim oranini
arttirmak i¢cin Es Zamanli Sekerlesme ve Fermantasyon (Simultaneous Saccharification
and Fermentation, SSF) prosesi kullanilmaktadir. SSF prosesinde, enzimatik hidroliz ve
etanol fermantasyonu reaktorleri kombine edilerek hidrolize edilen sekerlerin siirekli
etanole donilismesi saglanmaktadir. Boylece glikoz birikmesinin Oniine gecilmis
olmaktadir. Reaktorde etanol birikmesi seliilazi ve S. cerevisia’yi, glikoz birikmesi kadar
inhibe etmedigi i¢in SSF’te seliilozun etanole ddniisme orani yiiksektir. iki reaktoriin
ardisik olarak kullanildig: sisteme gore SSF, son iirlin inhibisyonunu ortadan kaldirdig:
ici %40’a kadar etanol liretim veriminde artis saglamanin yami sira iki yerine tek
reaktorde, daha ekonomik olarak ayni isi yapmaktadir (Bollok vd. 2000). SSF’in diger
avantajlar1 ise daha kisa reaksiyon siiresine sahip olmasi ve prosesin yliksek sicakligi,
ortamdaki etanol konsantrasyonu, reaktoriin anaerobik olmasindan dolay1 dig mikroflora
kaynakli kontaminasyon riskinin daha az olmasidir (Wyman 1994).

Saccharomyces cerevisiae glikozu hizli bir sekilde etanole g¢evirmesi ve %18’e
kadar ortamdaki etanole direngli olmasindan otiirii es zamanli sekerlesme ve
fermantasyonda kullanmaya uygun bir mikroorganizmadir. Alfani vd. (2000) bugday
samanina buharla patlatma uygulayarak elde ettikleri hidrolizat1 S. cerevisiae ile etanol
fermantasyonuna tabi tutmuslardir. Sonug olarak SSF prosesi yaklasik 30 saatte biterken,
SHF prosesinin 96 saat siirdiigiinii ve SSF prosesinden 0.837 gL*h™ etanol Uretilirken
SHF prosesinden ise sadece 0.313 gL'h" etanol iiretilebilecegini tespit etmislerdir.

2.10. Metan Fermantasyonu ve Mekanizmasi

Metan  fermantasyonu, organik  maddelerin  anaerobik  kosullarda
mikroorganizmalar tarafindan pargalanmasi ve sonug olarak organik maddenin metan ve
karbondioksite doniistiiriilmesi prosesidir. Dogada zayif ve inorganik elektron alicilarinin
(oksijen, nitrat, stlfat, demir) ortamda limitleyici olarak bulunmadigi kat1 atik deponi
alanlar1, piring tarlalari, hayvan bagirsaklar1 gibi ortamlarda metan fermantasyonu
gerceklesmektedir (Hattori 2008). Anaerobik pargcalanma prosesinde fermente eden
bakteriler, organik asit oksitleyen bakteriler ve metanojenik arkeler olmak tizere ti¢ ana
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fizyolojide mikroorganizma gorev almaktadir. Mikroorganizmalar organik maddeyi
biyokimyasal ¢evrim basamaklar1 halinde parcalayarak metan ve karbondioksite
cevirmektedirler. Metan fermantasyonunda, hidrojen uretenler (asetojenler) ile hidrojen
tiketenler (homoasetojenler, hidrojenotropik metanojenler) arasindaki sintrofik iliski
proses i¢in kritik dneme sahiptir. Metan fermantasyonu, organik atiklardan enerji tireterek
fosil yakit kullanimimi ve CO2 emisyonlarini azaltacak bliyiik bir potansiyele sahiptir
(Angelidaki vd. 2011). Metan fermantasyonunun dogada bir¢ok ortamda kendiliginden
meydana gelmesi bu prosesin kontrollli metan Uretimi icin blylk veya kicuk 6lcekte
uygulanabilmesine olanak saglamaktadir. Metan fermantasyonunun bu 6zelligi
endustriyel uygulamalarda esnek ve strdurdlebilir enerji cozimleri dizayn edilebilmesini
ve gelismekte olan iilkelerde goriildiigii gibi ciftliklerde ve evlerde bile kullanilabilmesini
saglamaktadir (Lozanovski vd. 2014).

Anaerobik pargalanma ile islenecek malzemenin her 64 gr’lik KOI degeri basia
teorik olarak 1 mol metan Uretilmektedir. Metanin kalorifik degeri 55.14 MJ/kg oldugu
icin anaerobik parcalanmada kullanilacak 1 kg KOI basma 13.79 MJ enerji elde
edilmektedir (Heidrich vd. 2011). Metan fermantasyonu sonucunda olusan gazin %99’u
CH4 ve CO2’ten olusmaktadir. CHs ve CO: oranlar1 ise metan fermantasyonunda
kullanilan maddeye gore degismektedir. Cizelge 2.12°de besin maddelerinin teorik
biyogaz potansiyelleri verilmistir. Metan fermantasyonundan {iretilen biyogaz direkt
olarak yakilarak enerji liretilebilmekte veya saflastirilip metan yiizdesi arttirildiktan sonra
yakit olarak bagka alanlarda kullanilabilmektedir.

Cizelge 2.12. Besin maddelerinin teorik biyogaz potansiyelleri

Substrat Biyogaz (Nm3/ton TKM) | CH4(%) | CO2(%)
Karbonhidrat 790-800 50 50
Protein 700 70-71 29-30
Yag 1200-1250 67-68 32-33

Metan fermantasyonu ile monosakkeritleri, amino asitlerini, doymamis yag
asitlerini, gliserolii ve halojene olmus organik bilesikleri kapsayan genis yelpazedeki
materyalleri islemek miimkiindiir (Madigan vd. 2008). Anaerobik parcalanma prosesi
farkli mikroorganizmalarin rol aldigi, hidroliz, asidojenesis, asetojenesis ve
metanojenesis olarak adlandirilan dort basamakta gerceklesmektedir. Sekil 2.15°de
anaerobik parcalanma asamalari verilmistir. Bu basamaklarda biiyiikk organik
makromolekiiller kiigiik organik bilesiklere par¢alanmakta ve son olarak metana
doniistiiriilmektedir.
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/ Kompleks Organik Madde \
l Hidroliz

Basit Organik Madde

Asidojenesis

Ucucu Yag Asitleri

Asetik Asit + H, & CO,

Asetojenesis =
; CH, &C(:)2 4
Asetoklastik ~— Hidrojenotrofik

\ Metanojenesis Metanojenesis /

Sekil 2.15. Anaerobik pargalanma asamalari

2.10.1. Hidroliz

Kompleks organik maddenin anaerobik parcalanmasinda hidroliz, kompleks
polimerik organik bilesiklerin ¢6ziinmiis monomerlere pargalandigi genis g¢aptaki bir
depolimerizasyon islemidir (Angelidaki vd. 2011). Biyokiitleyi olusturan {i¢ ana bilesen
olan karbonhidratlar, yaglar ve proteinler bu siiregte monosakkaritlere, uzun zincirli yag
asitlerine, gliserola ve amino asitlere par¢alanmaktadirlar. Hidroliz, biyokiitle Uzerine
salgilanan veya hiicre ¢eperine yapisan hiicre dis1  enzimler tarafindan
gergeklestirilmektedir. Hidroliz hiz1 pargalanan polimerik bilesigin karakterine gore
cesitlilik gostermektedir. Bu basamak biyogaz iiretimi i¢in 6zellikle lignoseliilozik atiklar
veya aritma ¢amuru kullanildiginda hiz kisitlayici basamak haline gelmektedir. Hidrolizin
lignoseliilozik atiklar {izerinde yavas olmasinin sebebi seliiloz, hemiseliiloz ve ligninden
olusan bitki yapisinin mikrobiyal saldirilara karsi saglam olmasidir (Schniirer 2016).

Anaerobik parcalanmada en yaygin kullanilan atiklardan biri atiksu aritma
tesislerinde olusan atik aktif camurdur. Bu mikrobiyal materyal karisimi parcalanma
urunlerini ve inert maddeleri icermektedir. Bu pargalanma trtinlerinin ve inert maddelerin
hidrolizi zor olugu i¢in bu maddelerin anaerobik pargalanmasi sinirlt bir seviyede
mumkindir (Ekama vd. 2007).

2.10.2. Asidojenesis
Asidojenesis islemi, basit organik materyalin siilfat, nitrat veya oksijen gibi

inorganik elektron alicilar1 yoklugunda gergeklestirilen anaerobik bir ¢evrimdir
(Angelidaki vd. 2011). Cesitli hidroliz reaksiyonlari sonucu meydana gelen monomerler,
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Embden — Meyerhof — Parnas (EMP) veya Enter — Doudoroff (ED) metabolik yollari ile
daha ileri okside edilecekleri fermantasyon reaksiyonlarina girmektedirler. Sekerlerin
biyokimyasal metabolik yollar1 ¢esitli olsa da genel olarak ana ¢ikt1 pirlivattir.
Asidojenesiste NADH’1n tekrar oksidasyonu i¢in piriivat igsel elektron alicisi olarak
kullanilmakta ve bu islem sonucunda asetat, propiyonat, biitirat, laktat, valerat, kaproat
gibi C2-C6 ugucu yag asitleri tiretilmektedir (Schniirer 2016).

Proteinler, hidrolizde amino asitlere pargalandiktan sonra asidojenesiste Stickland
reaksiyonuna girmektedirler. Bu islemde amino asit ¢iftleri esli oksidasyon ve indirgenme
reaksiyonlar1 ile parcalanmaktadirlar. Bir amino asit elektron verici, diger amino asit ise
elektron alicis1 olarak gorev yapmaktadir. Elektron verici amino asit, orijinal amino
asitten bir karbon daha kisa olan ugucu yag asidine okside edilmektedir. Bu isleme 6rnek
olarak U¢ karbonlu olan alanin amino asidinin asidojenesiste asetata cevrilmesi
verilmektedir. Hidrojenin kismi basincinin yeterince diisiik oldugu kosullarda amino
asitlerin fermentasyonu, esli olmayan oksidasyon ve elektronlarin hidrojen olarak
salinmasi ile ger¢eklesen alternatif bir metabolik yola yonelebilmektedir (Schnurer 2016).

Hidroliz ve asidojenesis basamaklarinda trigliserit olarak bulunan yaglar gliserole
ve igeriginde on iki karbondan fazla karbon bulunduran uzun zincirli yag asitlerine
doniistiiriilmektedirler (Schnirer 2016).

2.10.3. Asetojenesis

Asetojenesis CO- indirgenmesi ve organik asitlerin doniistiiriilmesi yolu ile asetat
sentezleme islemidir. Daha 6nce homo-asetojenler olarak adlandirilan hidrojen kullanan
asetojenler, son seviye elektron alicisi, enerji koruyucu ve CO2’ten hiicre karbonu
sentezleme mekanizmasi olan COz’ten asetil-CoA indirgenme sentezi metabolik yolunu
kullanan zorunlu anaerob bakterilerdir. Bu bakteriler hidrojen, format ve metanol gibi
substratlar icin metanojenler ile micadele halindedirler (Angelidaki vd. 2011).

Wood- Ljungdahl olarak da adlandirilan asetil-CoA metabolik yolunu kullanan
asetojenler ototrof veya heteretrof olarak gelisirken, elektron alicis1 ve vericisi olarak ¢cok
sayida karbon kaynagindan yararlanmaktadirlar (Schniirer 2016). Hidrojen (reten
asetojenler, asitojenesis evresinde Uretilen organik asitleri ve alkolleri okside ederek
asetata cevirmektedirler. Bu iglem sirasinda asitojenler ve metanojenler sintrofik olarak
calisarak kendi aralarinda elektron dengesi kurmaktadirlar. Sekil 2.16’da asidojenlerin ve
metanojenlerin elektron alis — veris dengesi verilmistir.
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D896

Sekil 2.16. Asidojenlerin ve metanojenlerin elektron alis — veris dengesi

Ucgucu Yag
Asitleri

Asetat

Bu oksidasyon reaksiyonunda meydana gelen elektronlar 6nce protonlara (H"),
sonra format iiretiminde kullanilmak tizere H2 ve bikarbonata iletilmektedirler. Bu
reaksiyonlar termodinamik olarak tercih edilen reaksiyonlar olmadigi i¢in sinirli seviyede
gerceklesmektedirler (Worm vd. 2010). Asetojenesis ve metanojenesis reaksiyonlarinda
metanojenlerin reaksiyonlart daha tercih edilebilir olsa da iki grubun reaksiyonlari
kombine edildiginde yasamak icin sintrofik olarak yeterli enerji Uretmektedirler. Bu
reaksiyonlarin Gibbs serbest enerji verileri Cizelge 2.13.’te sunulmustur.

Cizelge 2.13. Ugucu yag asitlerinin oksidasyonunda ve metanojenesiste meydana gelen
standart Gibbs serbest enerji degisimi (Worm vd. 2010)

Reaksiyon AG®
(kJ/Reaksiyon)

Yag asidi oksidasyonu

Asetat +4H,0—H,+2HCO3 +H* +105

Propiyonat +3H,0—Asetat +HCO3 +H'+3H> +76

Bitirat +2H,0—2 Asetat +H*+2H, +48

Metanojenesis

4H,+HCO3; +H*—CH4+3H20 -136

Asetat+H*—CH4+CO; -35

4Format+4H"—CH4+3C0,+2H,0 -145

Asetatin sintrofik oksidasyonu

Asetat +H,O—CH4+HCO3 -31

2.10.4. Metanojenesis

Anaerobik besin zincirinin son evresi olan metanojenesiste metanojen arkeler
asitojenesis ve asetojenesis evrelerinin  Urlnlerini  Kkatalize ederek metana
dontistiirmektedirler. Arkeler bu islemi gergeklestirirken asetati, karbondioksiti,
hidrojeni, formati, alkolleri ve metile edilmis Ci bilesiklerini kullanabilmektedirler
(Thauer vd. 2008). Metanojenler metan iiretirken kullandiklar1 substrata gore ii¢ ana
fizyolojik kategoriye ayrilmaktadirlar. Bu gruplar hidrojenotrofik metanojenler,
metilotrofik metanojenler ve asetoklastik metanojenler olarak adlandirilmaktadirlar.

e Hidrojenotrofik metanojenler, karbondioksiti indirgeyerek metan Uretirken elektron
kaynag1 olarak hidrojeni kullanmaktadirlar. Bazi hidrojenotrofik metanojenler
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format1 ve ikincil alkolleri de elekton kaynagi olarak kullanabilmektedirler (Holmes
ve Smith 2016).

e Metilotrofik metanojenler, karbondioksiti indirgeyerek metan retmek icin metile
edilmis substratlar1 (metanol, metilaminler, metil siilfitler) kullanmaktadirlar
(Schnirer 2016).

e  Asetoklastik metanojenler, metani asetat dikarboksilasyonu yolu ile tiretmektedirler
(Holmes ve Smith 2016).

Metanojenler {izerinde yapilan arastirmalara gore metanojenlerin %77.4’1
hidrojenden elektron alarak karbondioksit indirgemesi gergeklestirebilmektedir. Bu
hidrojenotrofik metanojenlerin %91.66’s1 zorunlu hidrojenotrofiktir. ikinci en yaygin
metanojen metabolizmasi ise %26 oran ile metilotrofik metanojenesistir. Asetoklastik
metanojenesis %8 ile en az yaygin metan iiretim metabolizmasidir. Methanosarcina’nin
birkag tiirii her ii¢ metabolik yol ile de metan iiretebildigi icin fizyolojik olarak en ¢esitli
trdir. Tum bu metanojenik metabolik yollar, metil-koenzim M rediiktaz (Mcr)
tarafindan metil-koenzim M’in (metil-CoM) metana doniistiiriilmesi ile son bulmaktadir
(Holmes ve Smith 2016).

2.10.5. Metan fermantasyonunda kullanilan biyokiitle ve atiklar

Temel icerik olarak karbonhidrat, protein, yag, seliilloz veya hemiseliiloz i¢eren
tim biyokiitleler metan fermantasyonunda kullanilabilmektedirler. Sadece odun gibi
giicli lifli yapidaki biyokiitleler yavas anaerobik pargalanmalarindan dolayr metan
fermantasyonuna uygun degildirler. Tarihsel olarak anaerobik pargalanma hayvan
giibresi ve aerobik atiksu aritmadan c¢ikan c¢amurun aritilmasinda kullanilsa da
giniimiizde sadece aritma amagli degil, enerji {iretme amachh olarak da
gerceklestirilmektedir (Weiland 2010). Bu enerji iiretim proseslerinde tarimsal atiklar,
hayvancilik tesislerinin atiklari, organik endiistriyel atiklar, evsel kati atiklar, atiksu
aritma tesislerinden gelen ¢amurlar ve enerji bitkileri tek olarak fermantasyonda ya da
birkac tanesi birlikte kofermantasyon isleminde kullanilmaktadirlar.

Kofermantasyon islemi atiklardan ve enerji bitkilerinden elde edilebilecek metan
miktarini arttirsa da bu proseste kullanilan biyokiitlelerin makro ve mikro niitrient
dengeleri iyi hesaplanmalidir (Angelidaki vd. 2011). Bazi biyokiitleler sadece tek
baslarina fermente edilebilirken bazilar1 da sadece diger substratlarla karisim halinde
fermantasyon isleminde kullanilabilmektedir. Kofermantasyon islemi tercih edilen
niitrient ve su bakimindan artis saglarken potansiyel inhibitor maddelerin de seyrelmesini
saglamaktadir (Schnirer 2016). Metan fermantasyonunda blyuk potansiyele sahip olan
ko-substrat enerji bitkileridir. Avrupa’da yapilan arastirmada tiim tarim alanlar1 verimli
kullanildiginda, hayvan giibresi ve tarimsal atiklar potansiyel metan fermantasyonu
hammaddelerinin %80’den fazlasini olusturmaktadir (Rohstoffe vd. 2010).

Enerji bitkileri, tarim {riinleri ve tarimsal atiklar da metan fermantasyonunda
kullanilmaktadir. Tarim kaynakli atiklarin kolay depo edilebilme ve silajlanabilme
avantajlart mevcuttur. Silajlanan tarimsal iriinlerde asitojenesis evresinde asitlenme
islemi meydana gelmekte ve pH’in azalmasi sonucu tarim {riinii bozulmaya
baslamaktadir (Weinberg vd. 2003). Bu islemde tarimsal atiklarin ve enerji bitkilerinin
depo halindeyken hidroliz ve asitojenesis evreleri bagladigi i¢in metan fermantasyonuna
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eklendiklerinde alikonma siireleri kisa olmaktadir. Cizelge 2.14.’de bazi tarim iiriinlerin
ve enerji bitkilerinin hektar bagina biyokiitle verimleri ve metan potansiyelleri verilmistir.

Cizelge 2.14. Baz1 tarim Urinlerinin biyokutle verimleri ve biyogaz tretim potansiyelleri
(Weiland 2010)

Urdn Verimi . .
o Biyogaz Verimi Metan
Tarim Uriini maté:_;a:} /ﬁzitar) (Nm3ton VS) | Miktari(%)
Seker pancari 40-70 730-770 53
Yem pancari 80-120 750-800 53
Misir 40-60 560-650 52
Misir kocani 10-15 660-680 53
Bugday 30-50 650-700 54
Tritikale 28-33 590-620 54
Sorgum 40-80 520-580 55
Cim 22-31 530-600 54
Kirmizi yonca 17-25 530-620 56
Aygicegi 31-42 420-540 55
Bugday tanesi 6-10 700-750 53
Cavdar 4-7 560-780 53

2.11. Proses Optimizasyonu

Optimizasyon islemi eldeki veriler veya kontrollii deney sonuglart ile degisik
kosullarda parametrelerin degisimlerinin istatistiksel olarak hesap edilerek segcilen
parametrenin optimum degere sahip oldugu kosullarin bulunmasi islemidir. Modern
istatistik teorisi, istatistiksel yontemlerin gelistirilmesi ve kullanilmasi i¢in optimizasyon
yontemlerine sik¢a basvurmaktadir. Lineer regresyon, varyanslarin analizi ve deney
dizaynlarinda en kiiciik kareler, maksimum olasilik tahmini ve tiniform en giiclii test
yontemleri optimizasyon igin yogun olarak kullanilmaktadir (Rustagi 1994). Bu
calismada On aritma proses optimizasyonu i¢in cevap yiizey yontemi (CYY), merkezi
kompozit tasarim yontemi (MKT) kullanilmistir.

2.11.1. Cevap yuzey yontemi (CYY)

CYY baz1 girdi degiskenleri ile bir veya daha cok c¢ikti degiskeni arasindaki
iliskiyi incelemektedir. Ik olarak George E.P. Box ve K.B. Wilson tarafindan 1951
yilinda kullanilmistir (Neto vd. 2005). CYY deneysel dizayn ile iliski i¢inde elde edilen
deneysel verilere uygun emprik modelleri temel alan bir grup matematiksel ve istatistiksel
tekniktir (Bezerra vd. 2008). Bu yontemde lineer ve polinomiyal fonksiyonlar
kullanilarak tizerinde ¢alisilan sistem tanimlanmaktadir. CYY, dikkatli bir tasarim ve
deney analizi ile bir cevap veya ¢ikt1 degiskenini, onu etkileyen bir dizi belirleyici veya
girdi degiskeni ile iligskilendirmeyi amacglamaktadir. Matematiksel dilde bu yontemde
arastirmacinin aradig1 dngoriilen fonsiyonel iliskidir (Box ve Draper 2007). Sekil 2.17°de
cevap yuzey yonteminde cevap egrisi Ve cevap yilzeyinin degisimi sunulmustur.

T = (@0, @) i (2.1)
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Esitlik 2.1°de n, a1 ve a2 girdi degiskenlerinin fonkisyonu olarak verilmistir. Bu
denklemde iki girdi degiskeni bulunmaktadir. Ancak incelenen sisteme bagli olarak
CYY’de ikiden fazla degisken de bulunabilmektedir. k sayida degisken oldugu
varsayildiginda ai, ay, ..., ak girdi degiskenleri ile ortalama cevap arasindaki fonksiyonel
iliski ve k girdilerinin seviyeleri Esitlik 2.2’deki gibi yazilabilmektedir.

ilgilenilen Bolge

A 4

“+

Degisken a,
—

n = f(ay, ap) I

ilgilenilen Bolge

Degisken a,
T
(b)

Sekil 2.17. Cevap yuzey yonteminde (a) Cevap egrisi (b) Cevap yiizeyi (Box ve Draper
2007)

Daha kompakt bir sekilde eger a degiskeni, a1, az, ..., ak elemanlart ile birlikte bir
kolon vektore karsilik geldiginde ortalama cevap fonksiyonu Esitlik 2.3’teki gibi
yazilabilmektedir.

Eger sadece a1 girdisi var ise ¢ikt1 ) ile tek girdi olan ai iliskilendirilerek Sekil
2.17°de gosterildigi gibi bir cevap egrisi ¢izilebilmektedir. Eger a1 ve a; olmak tzere iki
girdi var ise ve U¢ boyutlu uzayda, a; ve az'ye karst n'nin bir grafigini cizilerek Sekil
2.17'de gosterilen gibi bir cevap yizeyi elde edilmektedir. k degeri 2’den fazla ise (k+1)
boyutlu uzayda cevap yiizeyi yine mevcuttur. Ancak gorselde sadece U¢ boyutlu kesitsel
gosterim olarak bu yuzeyi gérmek mimkundir (Box ve Draper 2007).
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2.11.2. Merkezi kompozit tasarim (MKT)

Istatistikte bir deney dizayn yontemi olan MKT, tim (¢ seviyeli faktoriyel
deneyleri kullanmaya gerek duymadan cevap degiskeni i¢in ikinci dereceden (kareli) bir
model olusturmak igin kullanilmaktadir. Tasarlanan deney gergeklestirildikten sonra,
sonuglarin elde edilmesi i¢in genel olarak dogrusal regresyon kullanilmaktadir.

-1.1,1 111
)

L

-1,1,-1 1.1,-1

A FalterC

FaktorB

-
Faktér A
R 11 1,11

Sekil 2.18. k=3 degiskene icin MKT

Merkezi kompozit tasarim, tam faktoriyel veya parcali faktoriyel dizayndan, genel
olarak merkezden a wuzaklikta bulunan deneysel noktalarin olusturdugu yildiz
dizaynindan ve bir merkez noktasindan meydana gelmektedir. Sekil 2.18’de tli¢ degiskenli
bir optimizasyon isleminde kullanilan tam merkezi kompozit tasarim verilmistir (Bezerra
vd. 2008).

Merkezi kompozit tasarimda deney sayist N=k?+2k+c, formiilinden
hesaplanmaktadir. Bu formiilde N deney sayisi, k degisken sayisi ve ¢p merkez noktanin
tekrar sayisidir. Deneysel noktalarin merkeze olan uzakligi o=2&P" formilii ile
hesaplanmaktadir. a degeri iki, ii¢ ve dort degisken i¢in sirasiile 1.41, 1.68 ve 2.00 olarak
hesaplanmaktadir. MK T’ da tiim faktorler bes seviyede incelenmektedir (-a, -1, 0, 1, a)
(Bezerra vd. 2008).

2.12. Tez Calismasinin Amaci

Bu yuksek lisans tezinin amaci; enerji bitkisi dalli daridan etanol ve metan olmak
iizere iki biyoyakitin minimum proses maliyeti ile maksimum miktarda {iretiminin
yapilmasi i¢in entegre termokimyasal ve fermantasyon proseslerinin gelistirilmesidir. Bu
kapsamda yuksek lisans tez ¢alismasinda 6ncelikle enerji bitki dalli dar1 karakterizasyonu
yapilmis ve lignoseliilozik yapisindaki C5 ve C6 sekerlerin agiga ¢ikarilabilmesi ve dalli
daridan etanol ve metan {iretim veriminin arttirilmasi amaciyla dalli dariya hidrojen
peroksit (H202) ve asetik asit (CH3COOH - HAc) (HP&HAc) 6n aritma prosesi
uygulanmis ve maksimum biyoyakit iiretimi agisindan HP&HAc 6n aritma prosesinin
optimizasyonu yapilmistir. HP&HAc 6n aritma proses optimizasyonunda Cevap yiizey
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yontemi (CYY), Merkezi kompozit tasarim (MKT) kullanilmistir. HP&HAc 6n aritma
prosesinin deneysel tasarimi Design Expert 7.1.5 programi ile yapilmistir. HP&HAC 0n
aritma prosesinde H2O2 miktari, HAc miktari, reaksiyon siiresi ve reaksiyon sicakligi
parametreleri kullanilarak program tarafindan Onerilen 6n aritma kosullarina gore
deneyler yapilmis, belirlenen cevap degiskenlerinin analiz sonuglari Design Expert
programina aktarilmistir. MKT deney tasariminda, cevap degiskeninin modellenmesi,
Onerilen modelin uygunlugunun test edilmesi igin ANOVA testi uygulanmistir. HP&HAC
On aritma prosesi maksimum etanol ve metan iiretimi ve minimum proses maliyetinde
maksimum etanol ve metan iiretimi agisindan optimize edilmis ve optimum proses
kosullar1 tespit edilmistir. HP&HAc 6n aritma prosesi ile muamele edilen numuneler
kullanilarak es zamanli sekerlestirme ve fermantasyon prosesi ile etanol iiretim prosesi
optimize edilmis ve etanol liretilmistir. Etanol iiretimi sonrasinda fermantasyon ortami da
dahil tiim atiklar kullanilarak minimum atik stratejisi ile metan fermantasyonu yapilarak
ikinci biyoyakit metan tretimi yapilmistir. Son olarak HP&HAC 6n aritma deneyleri
sonrasinda dalli darmin yiizey 6zelliklerindeki degisiminin incelenebilmesi i¢in Taramali
Elektron Mikroskop (TEM) ve bag karakterizasyonunun degisiminin incelenebilmesi i¢in
Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) kullanilmustir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Dalli Dar1 Enerji Bitkisinin Alinmasi, Hazirlanmasi ve Boyut Kiiciiltme

Tez kapsaminda kullanilan Shawne¢ tiirii dalli dar1 bitkisi 1140941 numarali ve
“Dalli Darmin Adaptasyonu, Adaptasyon Haritalarinin Olusturulmasi, Mekanizasyon
Karakteristiklerinin, Enerji Bilangosunun Belirlenmesi ve Biyoetanol Atiklarindan
Biyogaz Uretimi” baslikli TUBITAK 1003 projesi kapsaminda Konya’da Selguk
Universitesi tarafindan ekilmis (Karapiar) ve yetistirilmistir. Kasim aymda hasat edilen
Shawnee tiirii dalli dar1 numuneleri Akdeniz Universitesi’ne gonderilmistir.

Etanol ve metan iiretimi 6ncesinde karakterizasyon ve 6n aritma ¢aligmalar1 i¢in
yaklasik 10 kg Shawnee tiirii dall1 dar1 numunesi Akdeniz Universitesi Tarim Makinalari
Boliimii’nde bulunan g¢ekigli degirmen ile 6giitiilmiis ve 0.5 mm boyuta elenmistir. Sekil
3.1.”de Shawne¢ tiirii Dall1 dar1 numunelerinin 6giitme ve eleme ¢aligmalarinin yapilmasi
asamasinda cekilen fotograflar sunulmustur.

Sekil 3.1. Shawne¢ tiirii Dalli darinin 6gilitme ve eleme ¢aligmalari
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Sekil 3.1.’in devami

3.2. Dalli Darimin Karakterizasyon Analizleri

Shawneé¢ tipi dalli darinin karakterizasyonu i¢in toplam kati madde (TKM), ugucu
katt madde (UKM), ¢dziinmiis kimyasal oksijen ihtiyac1 (¢KOTJ), toplam Kjeldahl azotu
(TKN), ¢oziinmiis protein, toplam protein, toplam indirgen seker (DNS), toplam seker
(Anthrone), ekstrakte olabilen madde ve yag (lipid), Van Soest fraksiyonlari (seliiloz,
hemisellloz, lignin, ¢éziinmiis organik madde), asitte ¢6ziinen ve ¢dziinmeyen lignin,
yapisal karbonhidratlar, toplam karbon (TK), inorganik karbon (IK) ve toplam organik
karbon (TOK) analizleri Akdeniz Universitesi, Mihendislik Fakiiltesi, Cevre
Miihendisligi Boliimii’'nde yapilmustir.

Dalli dar1 numunesinin elementel kompozisyon (C, H, O, N) ve iz element
kompozisyonu (Ca, K, Na, Mg, Al, Fe, Cu, Mn, Sr ve Se) analizleri sirasiyla Orta Dogu
Teknik Universitesi, AR-GE Egitim ve Olgme Merkezi laboratuvarinda ve Akdeniz
Universitesi, Gida Giivenligi ve Tarimsal Arastirmalar Merkezi ile Akdeniz Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Toprak Boliimii laboratuvarlarinda hizmet alim1 yoluyla yaptirilmistir.
Ayrica, 1s1l deger analizi Konya Cimento’ya ait ikincil Yakitlar Girdi Kalite Kontrol
Laboratuvari’nda hizmet alimi yoluyla yaptirilmastir.

3.2.1. Toplam kati madde (TKM) analizi

TKM analizleri Standart Metot 2540-C’ye gore yapilmistir. TKM, belirli miktarda
numunenin 103-105°C’de sabit tartima gelene kadar etiivde kurutulmasi sonucunda
olusan agirlik kaybinin belirlenmesi ile 6l¢iilmistiir (APHA 2005).

3.2.2. Ucucu kati madde (UKM) analizi
UKM, TKM nin organik kismini temsil etmektedir. UKM analizi Standart Metot
2540-C’ye gore yapilmistir. UKM, TKM igerigi bilinen numunenin 550°C’de firinda

yakilmasi ve sabit tartima getirilmesi sonucu gozlenen agirlik kaybinin belirlenmesi ile
Olgtilmistir (APHA 2005).
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3.2.3. Toplam karbon (TK), inorganik karbon (IK) ve toplam organik karbon
(TOK) analizleri

Dalli dar1 numunesi toplam karbon, inorganik karbon ve toplam organik karbon
analizlerinde Shimadzu TOC-L analizorii ve kat1 6rneklerin yakilmasinda SSM — 5000 A
Solid Sample Module kullanilmistir. TK ve 1K igeriklerinin cihaz ile 6lctilmesinin
ardindan TOK degeri hesaplama ile tespit edilmistir. TK degerinden IK degerinin
¢ikartilmasi numuneye ait TOK igerigini vermektedir.

3.2.4. Toplam Kjeldahl azotu (TKN) analizi

TKN, organik azot ve amonyum azotunun toplam miktarlaridir. TKN analizi
Standart Metot 4500°¢ gore tayin edilmistir (APHA, 2005). TKN analizi; numunede
mevcut organik azotun H2SO4, kjeldahl katalizorii (CuSO4) ve sicaklik uygulanarak
ekstraksiyonla amonyum siilfata [(NH4)2SO4] doéniistiiriillmesi, soda ilavesi ile
alkalinizasyondan sonra amonyumun borik asit (H3BO3) ile distilasyonunun yapilmasi
ve hidroklorik asit ile titrasyonu prensibine dayanmaktadir. TKN analizi, Standart
metotlara gore TKN analizinin kati atiklar i¢in adapte edilmis formu kullanilarak
yapilmigtir (Buffiere vd. 2006).

TKN analizlerinde yakma, distilasyon ve titrasyonu otomatik olarak yapan Buchi
Digest Automat K-438, Biichi Auto Kjeldahl Unit K-370 ve Radiometer TitraLab 840
kullanilmistir. Numunelerin yakilmasinda kullanilan sicaklik programi 195°C - 30 dk,
250°C - 60 dk, 420°C - 200 dk, 50°C - 30 dk. ve sogutmadan olusmaktadir.

3.2.5. Coziinmiis ve toplam protein analizi

Toplam ve ¢oziinmiis protein konsantrasyonu Lowry metodu kullanilarak analiz
edilmistir (Lowry vd. 1951). Metod peptidik baglarin miktarin1 6lgmektedir. Protein
konsantrasyonu mg/L BSA (Bovine serum albimun) esdegeri olarak belirlenmistir.
Standart bovine serum albumin ¢ozeltileri (0, 20, 40, 60, 80 ve 100 mg/L) hazirlanarak,
standart konsantrasyonlara karsi absorbans degerleri 750 nm’de okunmus ve kalibrasyon
egrisi hazirlanmistir. Tuz ve folin c¢ozeltisi reaksiyonundan sonra, numunelerin
absorbansi spektrofotometre yardimiyla 750 nm’de Ol¢ilmis ve kalibrasyon egrisi
yardimiyla numune igerisindeki protein miktari belirlenmistir.

1 g/L konsantrasyonda hazirlanan dall1 dar1 numunesi 30 dakika karistirilmagtir.
Toplam protein analizi dalli dar1 igceren karisim numunesinden ve ¢oziinmiis protein
analizi ise karigim numunesinin 14500 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmesinden sonra elde
edilen s1vi numuneden yapilmistir.

3.2.6. Coziinmiis kimyasal oksijen ihtiyac1 (¢KOI) analizi
¢KOI analizi Hach-Lange hazir test kitleri kullanilarak yapilmustir. Analizin
prensibi, oksitlenebilen maddelerin, giimiis siilfatin katalizor olarak bulundugu ortamda

148°C’de 2 saat oksitlenmesi ve siilfiirik asit-potasyum dikromat ¢ozeltisi ile reaksiyona
girmesi seklindedir. Numunenin ¢KOI (mg/L) degeri spektrofotometrede 605 nm dalga
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boyunda okunmustur. ¢KOI analizinde Hach-Lange DR5000 spektrofotometre ve Lange
LT200 marka 1sitic1 blok kullanilmastir.

3.2.7. Toplam indirgen seker analizi

Toplam indirgen seker tayini icin DNS metodu (Miller 1959) kullanilmistir. DNS
metodu; aldehit gruplarin oksidasyonu sonucu olusan ve indirgen seker olarak bilinen
serbest karbonil gruplarin (C=0), 3,5-dinitrosalisilik asitle indirgenmesi esasina
dayanmaktadir. 3,5-dinitrosalisilik asit alkali sartlar altinda sirasiyla 3-amino, 5-
nitrosalisilik aside indirgenmektedir.

oksidasyon
Aldehit grup------------=-=-=-=------ —Karboksil grup

indirgenme
3,5-dinitrosalisilik asit ----------========mnnm-- —3-amino, 5-nitrosalisilik asit

Indirgen seker miktar1 analizinde, glikoz kullanilarak standart glikoz ¢ozeltileri
hazirlanmigtir. Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda 0, 200, 400, 600, 800, 1000 mg
glukoz/L konsantrasyonlari kullanilmisgtir. DNS ile muamele sonrasi numunelerin
absorbansi spektrofotometre yardimiyla 575 nm’de Ol¢ulmustdr.

3.2.8. Toplam seker analizi

Toplam seker (glukoz) konsantrasyonunun belirlenmesinde Anthrone metodu
kullanilmigtir (Dreywood 1946). Anthrone metodu, karbonil gruplarinin (C=0)
miktarinin  Olgiilmesi ile karbonhidrat konsantrasyonu belirlenmesi prensibine
dayanmaktadir. Yontem, yiiksek sicaklik ve asit konsantrasyonuna (100°C ve %98’lik
H2S04) maruz birakilan polisakkaritlerin monomerlerine par¢alanmasi sonrasinda bes
karbonlu (pentoz) ve altt karbonlu (heksoz) sekerlerin sirasiyla furfural ve
hidroksimetilfurfurala c¢evrilmesi ve olusan bu pargalanma {iriinlerinin anthrone ile
reaksiyona girmesi sonucu olusan renk degisiminin 6l¢iimii esasina dayanmaktadir.

Seker miktari, standart glukoz kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi yardimiyla
hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda 0, 20, 40, 60, 80, 100 mg glukoz/L
konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Anthrone ve siilflirik asit reaksiyonundan sonra
numunelerin absorbansi spektrofotometre yardimiyla 625 nm’de 6l¢iilmiistiir.

3.2.9. Yapisal karbonhidrat analizi

Ham dalli dar1 numunesi yapisal karbonhidrat analizleri (Sellobiyoz, Glukoz,
Ksiloz, Galaktoz, Arabinoz, Mannoz) ABD Ulusal Yenilenebilir Enerji (NREL)
Laboratuvari tarafindan Onerilen “Biyokiitlede Yapisal Karbonhidratlarin ve Ligninin
Belirlenmesi (NREL/TP-510-42618 -2012) (Sluiter vd. 2006) isimli analitik prosediire
gore ve HP&HAc 6n aritma uygulanmis dalli dar1 numuneleri ile enzim dozlarin
belirlenmesi i¢in es zamanli sekerlestirme ve fermantasyon uygulanan numunelerin
yapisal karbonhidrat analizleri (Sellobiyoz, Glukoz, Ksiloz, Galaktoz, Arabinoz,
Mannoz) ABD Ulusal Yenilenebilir Enerji (NREL) Laboratuvar tarafindan Onerilen
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“Proses Numunelerinin Snvi Fazinda Sekerlerin, Yan Uriinlerin Ve Parcalanma
Urinlerinin Tespiti (NREL/TP-510-42623)” (Sluiter vd. 2006) isimli analitik prosediire
gore yapilmistir. Bu prosedirlerde yapisal karbonhidrat analizlerinin yiiksek basing sivi
kromatografisi (HPLC) ile yapilmas1 6nerilmektedir.

“Biyokiitlede Yapisal Karbonhidratlarin ve Ligninin Belirlenmesi (NREL/TP-510-
42618 -2012) isimli analitik prosediirde numunenin hidroliz edilerek analize hazirlanmasi
onerilmektedir. Hidroliz islemi i¢in 300 + 10 mg dalli dar1 numunesi otoklav sisesine
konulmus ve 3,00+0.01 mL %72’lik H2SO4 eklenerek karistirlmistir. 1 saat 30°C’de asit
ile dall1 darinin reaksiyona girmesi i¢in bekletilmis, sonrasinda asit konsantrasyonu %4
olacak sekilde saf su eklenerek (84 mL) seyreltilmistir. Elde edilen seyreltik asit ve dalli
dar1 karisimi 1 saat 121°C’de otoklavlanmis ve sogutulmustur. Otoklavlanarak hidrolize
ugramis numuneler, vakum filtre dlizeneginden siiziilmiistiir. Filtreden gecen s1vi yeni bir
cam sisede toplanmistir. H2SO4 ekstraksiyonundan sonra CaCOs kullanilarak numune pH
degeri 5-7 araligina getirilmistir. N6tralize edilen numuneler 0,22 pum filtreden stizulerek
yapisal karbonhidrat analizi i¢in HPLC viallerine alinmistir.

Yapisal karbonhidrat analizlerinde Dionex Ultimate 3000 HPLC cihaz
kullanilmistir.  Yapisal karbonhidratlarin  (Sellobiyoz, Glukoz, Ksiloz, Galaktoz,
Arabinoz, Mannoz) ayrimi i¢in standartta belirtilen (NREL/TP-510-42623) HPLC cihazi
calisma kosullar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Yapisal karbonhidratlarin (Sellobiyoz, Glukoz, Ksiloz, Galaktoz, Arabinoz,
Mannoz) ayrimi icin standartta belirtilen (NREL/TP-510-42623) HPLC cihaz1 ¢alisma
kosullar1

Kolon Aminex HPX-87P kolon, 300x7,8 mm

Dedektor Refraktif indeks

Kolon Sicakligi 80°C

Dedektor Sicaklig 50°C

Mobil Faz 0,2um’den siiziilmiis ve gazsizlagtirllmig HPLC derecesinde
H.O

Akis Hizi 0,6 mL/dk

Analiz Siresi 35 dk.

Numune Hacmi 10-50 pL

Yapisal karbonhidratlarin (Sellobiyoz, Glukoz, Ksiloz, Galaktoz, Arabinoz,
Mannoz) analiz edilmesinde kullanilan HPLC cihazi (Dionex Ultimate 3000) ve refraktif
indeks dedektorl Sekil 3.2.’de verilmistir.
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Sekil 3.2. HPLC cihazi1 (Dionex Ultimate 3000) ve refraktif indeks dedektorii
3.2.10. Asitte ¢cdzlinen ve ¢ézinmeyen lignin analizi

Asitte ¢cozlinen ve ¢oztinmeyen lignin analizleri, ABD Ulusal Yenilenebilir Enerji
(NREL) Laboratuvar tarafindan “Biyokiitlede Yapisal Karbonhidratlarin ve Ligninin
Belirlenmesi (NREL/TP-510-4261)” (Sluiter vd. 2012) i¢in hazirlanan analitik prosediire

gore yapilmistir.

Bu kapsamda, 300 = 10 mg numune darast alinmig ve numaralandirilmig 1siya
dayanikli siseye konulmus ve 3,00+0.01 mL %72’°lik H2SO4 eklenerek tamamen karisana
kadar yaklagik 1 dakika karistirilmistir. Numune siseleri 30+3°C su banyosunda
karistirillarak 1 saat inkiibe edilmistir. Numuneler su banyosundan alindiktan sonra 84,00
+0.04 mL deiyonize su eklenerek %4’lik asite seyreltilmistir. Numune siseleri
karistirildiktan sonra otoklava yerlestirilmis ve 121°C*de 1 saat bekletilmistir.

Asitte ¢6ziinmeyen lignin analizinde otoklav sonrast, asitte ¢6ziinmeyen lignin miktarinim
belirlenmesi i¢in biyokiitle vakum filtre diizeneginden gegirilerek kati kisim sabit tartima
getirilmis krozeye alinmis, sivi kisim filtrasyon erleninde toplanmistir. Sivi kisim asitte
¢OzUnmus lignin analizi i¢in kullanilmistir. Krozeye konulan asitte ¢éziinmemis kalinti
105+3°C’de 24 saat kurutulmus ve ardindan desikatérde sogutulup tartilmistir. Daha
sonra kiil firininda 550°C’de 2 saat yakilarak tekrar desikatorde sogutulup tartilmistir.
Asitte cozunmeyen lignin (AIL) agirligi % olarak hesaplanmistir.

Asitte ¢ozlnen lignin analizinde ise bir 6nceki adimda elde edilen s1vi kismin, UV
spektrofotometrede 320 nm dalga boyunda absorbansi 6l¢iilmiis ve asitte ¢oziinen lignin
miktar1 hesaplanmistir.

3.2.11. Ekstrakte olabilen madde ve yag (lipid) analizi
Ekstrakte olabilen madde ve yag analizinde soxhlet metodu kullanilmistir.
Numunelerde mevcut ekstrakte olabilen maddelerin analizi icin numune soxhlet kartusu

icinde petrolyum eter ile ekstraksiyona tabi tutularak petrolyum eter ve numune soxhlet
balonunda toplanmistir. Petrolyum eterin uzaklastirilmasi amaciyla 70-80°C sicaklikta
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Heidolph 4000 rotary evaporatdr cihazi kullanilmistir. Evapore edilen numunelere 24 saat
kurutma (105°C) uygulanmis ve ekstraksiyon balonlariin agirliklar 6l¢iilerek mevcut
yag ile exstrakte olabilen madde miktari tespit edilmistir (Bridoux vd. 1994)

3.2.12. Van Soest fraksiyon (Seltloz (CELL), hemiseltloz (HEMI), lignin (LIGN),
¢ozUnur madde (SOLU)) analizleri

Seliiloz, hemiseliloz, lignin ve ¢dzlnlr fraksiyon analizleri Van Soest metoduna
gore yapilmistir (Van Soest 1963). Gravimetrik analiz metodu olan Van Soest yontemi,
notral ve asidik deterjanla ardisik ekstraksiyonun ardindan seliiloz konsantrasyonunun
belirlenmesi igin glcli asit ekstraksiyonu temeline dayanmaktadir. Van Soest analiz
sonucu dort fraksiyonla ifade edilmektedir. SOLU (¢ozundr fraksiyon); nétral deterjanla
ekstrakte edilen organik madde miktaridir. HEMI (hemiseliiloz fraksiyonu); notral
deterjan ile asit deterjan ekstraksiyonu arasindaki farktir. CELL (seliiloz fraksiyonu);
%72’lik H2SO4 ile ekstraksiyon sonrasinda tespit edilmektedir. LIGN (lignin fraksiyonu)
ise %72’lik H2SO4 ile muamele sonrasinda elde edilen UKM miktaridir (Van Soest vd
1963). Seliloz (CELL), hemiseliloz (HEMI), lignin (LIGN), ¢6zlnir madde (SOLU)

fraksiyon analizlerinin yapilmasinda Gerhardt - FBS6 Van Soest Seti kullanilmustir.
3.2.13. Elemental analiz

Dalli dar1 numunesinin elementel kompozisyon (C, H, N ve S) analizleri Orta
Dogu Teknik Universitesi, AR-GE Egitim ve Olgme Merkezi laboratuvarinda hizmet
alimi1 yoluyla yaptirilmistir.

3.2.14. iz element analizi

Dall1 dart numunesinin iz elementel (Ca, K, Na, Mg, Al, Fe, Cu, Mn, Sr ve Se)
analizleri Akdeniz Universite;_si, Gida Giivenligi ve Tarimsal Arastirmalar Merkezi
laboratuvarindan ve Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakultesi, Toprak Bolumunden hizmet
alimi yolu ile yaptirilmistir.

3.2.15. Alt 1511 deger analizi

Ham dalli dart numunesi alt 1s11 deger analizi Konya Cimento, Ikincil Yakitlar
Girdi Kalite Kontrol Laboratuvari’nda hizmet alimi yoluyla yaptirilmistir.

3.3. Karakterizasyon Analizlerinde Kullanilan Ekipmanlar

Shawne¢ tiirii dalli dartya ait numunenin karakterizasyonunun belirlenmesinde
kullanilan ekipmanlar ve modelleri Cizelge 3.2’da verilmistir.
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Cizelge 3.2. Dalli dariya ait karakterizasyon analizlerinin yapilmasinda kullanilan

ekipmanlar
Analiz Kullanilan Ekipman
TKM Analizi WTW Binder ED115 Etiv
Presica XB 220A ve XT 1220M Terazi
UKM Analizi Protherm, PLF 120 Kiil firm1

Presica XB 220A ve XT 1220M Terazi

Toplam Karbon (TK), Inorganik Karbon
(IK) ve Toplam Organik Karbon (TOK)
Analizleri

Shimadzu TOC -L
Shimadzu SSM-5000A

TKN Analizi

Presica XB 220A ve XT 1220M Terazi
Buchi K-438 Digester Automat Yakma
Unitesi
Buchi Kjelflex K-360 Distilasyon ve
Titrasyon Cihazi
Radiometer TIM 840 Titrasyon Cihazi
Millipore ELIX® 5 UV Saf Su Cihazi

Toplam Protein Analizi
Coziinmiis Protein Analizi

Presica XB 220A ve XT 1220M Terazi
HACH Lange DR 5000 Spektrofotometre
VELP Classic Vorteks Karistiric
H+P Labortechnik VVariomag Power Direct
Manyetik Karistirict
Millipore ELIX® 5 UV Saf Su Cihazi

Coziinmiis Kimyasal Oksijen Ihtiyaci
Analizi

H+P Labortechnik VVariomag Power Direct
Manyetik Karistirict
HACH DRB200 Dijital Reaktor Blogu
HACH Lange DR 5000 Spektrofotometre

Toplam Indirgen Seker Analizi
Toplam Seker Analizi

Memmert WNB 14 Su Banyosu
HACH Lange DR 5000 Spektrofotometre
VELP Classic Vorteks Karistirici
Millipore ELIX® 5 UV Saf Su Cihaz1

Yapisal Karbonhidrat Analizi

Thermo Scientific UltiMate 3000 HPLC

Asitte COozunmeyen Lignin ve Asitte
COzunen Lignin

Memmert WNB 14 Su Banyosu
Hirayama HICLAVE HV-50L Otoklav
HACH Lange DR 5000 Spektrofotometre
Rocker 300 Vakum Pompasi
WTW Binder ED115 Etiiv
Protherm, PLF 120 Kiil firin
Millipore ELIX® 5 UV Saf Su Cihaz1

Ekstrakte Olabilen Madde ve Yag
(Lipid) Analizi

Medline MS-E102 Isitict Sepet
Heidolph 4000 WB/G1 Rotary Evaporator
WTW Binder ED115 Etiiv
Presica XB 220A ve XT 1220M Terazi
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Cizelge 3.2’nin devami

Seliiloz (CELL), Hemiseliloz (HEMI),
Lignin (LIGN), Cozunir Madde (SOLU)
Fraksiyon Analizleri

Gerhardt, FBS6 Van Soest Seti
WTW Binder, ED115 Etiiv
Protherm, PLF 120 Kiil firmi1
Presica XB 220A ve XT 1220M Terazi
Millipore ELIX® 5 UV Saf Su Cihaz1
Polaron SC7620 Sputter Coater
LEO1430 Taramal1 Elektron
Mikroskobu
Presica XB 220A ve XT 1220M Terazi
Bruker Tensor 27 FT-IR
LECO- CHNS-932
ICP — OS — Pelkinelmer 7000DV
ICP —MS Perkinelmer Elan drc-e

Taramali Elektron

Gorunttleme

Mikroskop  ile

Fourier Kizilotesi
Spektroskopisi

Elementel Kompozisyon (CHNS) Analizi
Iz Element (Ca, K, Na) Analizleri

Iz Element (Mg, Al, Fe, Cu, Mn) Analizleri

Dontistimli

3.4. MKT Metodu ile Hidrojen Peroksit — Asetik Asit On Aritma (HP&HAC)
Deneylerinin Planlanmasi ve Optimizasyonu

Dalli darinin HP&HAc 6n aritma prosesi optimum kosullarinin saptanmasi,
HP&HAC 6n aritmanin etanol ve biyogaz liretim verimi tizerine etkilerinin belirlenmesi
amaciyla istatistiksel deney tasarim metotlarindan biri olan merkezi kompozit deney
tasarim yontemi kullanilmistir. Merkezi kompozit tasarim dort faktorlii ve ylizey merkezli
olarak uygulanmistir. Sistem tizerinde etkisi oldugu diisiiniilen bagimsiz degiskenler;
reaksiyon sicaklig1 (°C), reaksiyon siiresi (saat), asetik asit konsantrasyonu (%ow/v) ve
H20:> konsantrasyonu (%w/v) olarak belirlenmistir. Bagimsiz degiskenler ve seviyeleri
Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.3. HP&HAC 6n aritma prosesinde kullanilan bagimsiz degiskenler ve seviyeleri

Kodlu Deger
Bagimsiz Degiskenler Diisiik Diizey | Merkez Seviye | Yuksek Dlzey
(1) (0) (+1)
X1, Reaksiyon Sicakligi, (°C) 50 75 100
X2, Reaksiyon Siresi, (Saat) 6 15 24
X3, Asetik Asit Konsantrasyonu, (%ow/v) 0 1 2
Xa, H202 Konsantrasyonu, (%w/v) 0 1 2

Bagimsiz degiskenlerin sistem iizerindeki etkilerinin belirlenmesi, bagimli

degiskenler (cevaplarin) vasitasiyla yapilmaktadir. Bu nedenle bagimli degiskenlerin
belirlenmesi 6nem tasimaktadir. Hidrojen peroksit — asetik asit 6n aritmanin etkinliginin
belirlenmesinde cevap degiskenleri olarak ¢ozinmiis kimyasal oksijen ihtiyaci (¢KOI),
¢Oziinmils indirgen seker (cindSeker), etanol potansiyeli ve biyokimyasal metan
potansiyeli (BMP) parametreleri kullanilmistir.

Bagimsiz degiskenlerin 6n aritma prosesi tizerindeki etkinliklerinin belirlendigi

caligmada, deneysel tasarim ve optimizasyon ig¢in gelistirilmis Design Expert®
istatistiksel paket programinin 7.0 sirimi kullanilmistir.  Deney setlerinin

63



MATERYAL VE METOT I. A. BASAR

belirlenmesinde bagimsiz degiskenler ve seviyeleri ile bagimli degisken olarak belirlenen
parametreler programa aktarilmistir. Cevap ylizey tasarimi i¢in yapilmasi gereken deney
setleri Design Expert® programi tarafindan énerilmistir. Onerilen deney setleri Cizelge
3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Design Expert® programi tarafindan 6nerilen cevap ylizey tasarimi deney
setleri

Deney | Sicaklik (°C) | Sdre (h) HACc (% wi/v) H202 (% w/v)
1 100 6 0 0
2 75 15 1 0
3 75 15 2 1
4 50 24 2 0
5 100 6 2 0
6 100 6 0 2
7 100 24 0 0
8 50 15 1 1
9 75 15 1 2
10 100 24 0 2
11 100 24 2 2
12 50 24 0 2
13 75 15 1 1
14 75 15 0 1
15 50 6 2 2
16 50 6 0 2
17 75 6 1 1
18 75 24 1 1
19 100 24 2 0
20 100 15 1 1
21 100 6 2 2
22 50 24 0 0
23 50 6 0 0
24 50 24 2 2
25 50 6 2 0

Program tarafindan 6nerilen deneylerin yapilmasiyla bagimli degiskenlere ait elde
edilen veriler kullanilarak 6nerilen modelin istatistiksel olarak uygunlugu ANOVA testi
ile tespit edilmistir. Modelin uygunlugu R? ile ifade edilmis ve istatistiksel dnemi F testi
ile incelenmistir. Elde edilen model esitlikleri yardimiyla bagimsiz ve bagiml
degiskenler icin maksimizasyon ve minimizasyon kriterleri ile 6nem agirliklart
belirlenerek optimizasyon yapilmistir. Optimizasyon isleminden sonra elde edilen model
uygunlugu validasyon deneyleri yapilarak degerlendirilmistir.
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3.5. Hidrojen Peroksit — Asetik Asit On Aritma Deney Sistemi ve On Aritma
Etkinlik Analizleri

3.5.1. Hidrojen peroksit — asetik asit 6n aritma deney sistemi

Lignoseliilozik dalli dari enerji bitkisinden etanol ve biyogaz Uretim verimini
artirmak i¢in lignoseliilozik yapin hidrolize ve delignifiye edilmesi amaci ile dalli
dartya asetik asit — hidrojen peroksit &n aritma uygulanmustir. On aritma deneylerinde 0.5
mm boyuta getirilmis dalli dar1, reaktor igerisindeki kati madde orani1 %6 olacak sekilde
kullanilmigtir. MKT yontemi tarafindan onerilen deney setlerine gére hesap edilen HAc
ve H2O; reaktore eklenmis ve reaktor igeriginin toplam agirligi 200 g olacak sekilde saf
su ile tamamlanmistir. Reaktor iceriginin baslangic pH degerleri lglilmiis ve reaktor
deney sistemine yerlestirilerek 6n aritma islemi yapilmistir. HP&HAC 6n aritmanin
uygulandigi deney sistemi Sekil 3.3’de verilmistir. Deney sistemi; cam reaktor, siticili
manyetik karistirici, yag banyosu ve kondenserdan olusmaktadir. Belirlenen miktarda
dalli dari, H2O2 ve HAc igeren reaktorler, IKA® C-MAG HS-7 isiticili manyetik
karistirict iizerinde bulunan ve sicakligi onceden ayarlanmis olan yag banyosuna
yerlestirilmis, reaktorlerde buharlasma sonucu sivi kaybi yasanmamasi i¢in agizlar
kondenser ile kapatilmigtir. Kondenserler Lauda RAS sirkiilasyonlu su banyosu yardimi
ile 15°C’de tutularak buharlasan sivinin yogunlastirilmasi saglanmistir. Tiim deneylerde
manyetik karigtirict, reaktor i¢i karigim 150 rpm olacak sekilde ayarlanmistir. Belirlenen
reaksiyon siiresinin tamamlanmasinin ardindan reaktorlerin agzi kapatilmig, buzlu su ile
hizlica sogutulmustur. Tum deneyler paralelli yapilmustir.

T

Sekil 3.3. HP&HAC 6n aritma sistemi

HP&HAC on aritma sonrasinda reaktdr iceriginin pH degeri oOlgiilmiistiir.
Reaktordeki kat1 — s1vi karisim 4400 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek kati kisim etanol
fermantasyonunda kullanilmak iizere ayrilmistir. Sivi kisim ise 14500 rpm’de 15 dakika
ikinci kez santrifiijlenerek elde edilen sivi numunelerde indirgen seker analizi, kimyasal
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oksijen ihtiyaci analizi, yapisal karbonhidrat analizi ve inhibitdr madde analizi
yapilmuistir.

3.5.2. On aritma etkinlik analizleri
3.5.2.1. pH analizi

HP&HAC On aritma deneyleri baslangicinda ve sonunda pH degerleri, WTW
Inolab pH 720 marka pH metre cihazi ile 6l¢lilmiistiir.

3.5.2.2. indirgen seker analizi

Indirgen seker analizi DNS metodu (Miller 1959) ile gergeklestirilmistir. DNS
metodu Boliim 3.2.7°de verilmistir.

3.5.2.3. Kimyasal oksijen ihtiyaci analizi

KOI analizi Hach-Lange hazir test kitleri ile yapilmistir. Kimyasal oksijen ihtiyaci
Ol¢iim metodu Boliim 3.2.6’da verilmistir.

3.5.2.4. Yapisal karbonhidrat analizi

Yapisal karbonhidrat analizi Dionex Ultimate 3000 HPLC cihazi ile yapilmustir.
Analiz metodu Bo6liim 3.2.8’de verilmistir.

3.5.2.5. inhibitor madde analizi

Yiiksek sicaklik ile muamele edilen seker icerikli numunelerde etanol
fermantasyonunu ve metan 0retimini olumsuz etkileme potansiyeli olan inhibitor
maddelerin (HMF, Furfural, Asetik asit ve Laktik asit) a¢iga ¢ikmasi miimkiindiir. Bu
maddeler sekerlerin parcalanma {irlinleridir ve numuneye uygulanan islemin igerigine ve
siddetine bagl olarak farkli konsantrasyonlarda agiga c¢ikabilmektedir. Ozellikle dalli
darmin yiiksek seker igermesinden ve HP&HAC 6n aritmada hem asit hem de 1s1 etkisi
ile inhibitér madde olusabileceginden 6n aritma sonrasi s1vi fazda bu inhibitér maddelerin
varligi ve konsantrasyonu ABD Ulusal Yenilenebilir Enerji (NREL) Laboratuvari
tarafindan onerilen “Proses Numunelerinin Stvi Fazinda Sekerlerin, Yan Uriinlerin Ve
Parcalanma Urinlerinin Tespiti (NREL/TP-510-42623)” (Sluiter vd. 2006) isimli
analitik prosedr ile analiz edilmistir.

Inhibitor madde analizleri, Dionex Ultimate 3000 HPLC cihazi kullanilarak ve
metotta  Onerilen  dl¢iim  sartlart  altinda  gergeklestirilmistir.  Inhibitrlerin
(Hidroksimetilfurfural (HMF), Furfural, Asetik asit ve Laktik asit) ayrimi igin standartta
belirtilen (NREL/TP-510-42623) HPLC cihazi c¢alisma kosullart Cizelge 3.5’de
verilmistir.
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Cizelge 3.5. Inhibitérlerin (HMF, Furfural, Asetik asit ve Laktik asit) ayrimi igin
standartta belirtilen (NREL/TP-510-42623) HPLC cihazi ¢alisma kosullar

Kolon Aminex HPX-87H kolon, 300x7,8 mm

Dedektor Refraktif Indeks

Kolon Sicakligi 60°C

Dedektor Sicakligi 50°C

Mobil Faz 0,2um’den siiziilmiis ve gazsizlagtirllmigs HPLC derecesinde
H20 ile hazirlanmig 0,005M H2SO4 ¢ozeltisi

Akis Hizi 0,6 mL/dk

Analiz Suresi 50 dk.

Numune Hacmi 10-25 pL

3.6. Etanol Fermantasyonu

HP&HAc 6n aritma prosesi sonrasinda dalli darmin etanol potansiyelinin tespit
edilebilmesi i¢in 6n aritilmis numunelere es zamanli sekerlestirme ve fermantasyon
(simultaneous saccharification and fermentation — SSF) prosesi uygulanmistir.
Fermantasyon ortaminda yiiksek KM miktarina ulasilabilmesi ve sivi fazda inhibitor
madde bulunmasi ihtimali dikkate alinarak 6n aritma prosesi sonrasi kati faz kullanilarak
etanol fermantasyonu ¢alismalar1 yapilmustir.

3.6.1. Etanol fermantasyonu icin inhibitér madde giderimi

HP&HAC 6n aritma sonrasinda elde edilen siv1 fraksiyonda inhibitér maddelerin
(HMF, Furfural, Asetik asit ve Laktik asit) analiz edilebilmesi icin ABD Ulusal
Yenilenebilir Enerji (NREL) Laboratuvari tarafindan onerilen “Proses Numunelerinin
Swvi Fazinda Sekerlerin, Yan Uriinlerin Ve Parcalanma Ur(inlerinin Tespiti (NREL/TP-
510-42623)” (Sluiter vd. 2006) isimli analitik prosediir kullanilmigtir. Kullanilan
yontemin detaylar1 Boliim 1.5.2.5. “Inhibitér madde analizi” bashg verilmistir.
Sonuglarda etanol fermantasyonunu inhibe edecek bir maddeye rastlanmadigi igin
detoksifikasyon islemi yapilmasina gerek goriilmemis ve SSF protokolii direkt
numunelere uygulanmistir.

3.6.2. Es zamanh sekerlestirme ve etanol fermantasyonu (SSF)

On aritma prosesleri ile lignoseliilozik materyallerin yapist bozulmakla birlikte
maya ile fermantasyonun verimli hale gelebilmesi i¢in polimer yapidaki sekerleri
monomerlerine parcalayan enzimatik hidroliz prosesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Dererie
vd. 2011). Bu kapsamda enzimatik hidroliz ve fermantasyonun es zamanl gerceklestigi
SSF prosesi lignoselulozik materyalden biyoetanol Gretimi icin ideal 6zellikler
tasimaktadir (Fernandes vd. 2015). SSF prosesinde kullanilan enzimler HP&HAC 6n
aritma sonrasi polimer yapida olan sekerleri maya kullanimina uygun monomerlere
yikarken es zamanli olarak maya da ortamdaki monomer sekerleri etanole fermente
etmektedir. Bu es zamanli mekanizma ile birden fazla reaktore ihtiyag duyulmamakta ve
mayanin substrat inhibisyonuna ugrama ihtimali ortadan kalkmaktadir.
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SSF prosediiriiniin bir metot olarak tiim uygulama detaylarina yer veren
caligmalara literatiirde ulasilamamistir. Bununla birlikte, prosesin gerceklestirilebilmesi
icin deney ortamina uygun KM miktarinda substrat, yeterli hiicre sayisina ulagmis aktif
maya kiiltiirii, polimer sekerleri par¢alama 6zelligi olan uygun dozlarda B-glukozidaz ve
seliilaz enzimleri, eser besin elementleri ve pH degerinin degismemesi i¢in tampon
eklenmesi gerekmektedir. Etanol fermantasyonu prosesinde kullanilan tiim bu proses
degiskenlerinin uygulama degerlerinin se¢ilmesinde yararlanilan literatiir Cizelge 3.6’da
verilmistir. Yapilan literatiir taramasi ile SSF prosediiriiniin bilesenleri derlenmis
(Cizelge 3.6) ve laboratuvarda uygulama c¢aligsmalari baslatilarak prosediir oturtulmustur.

Ham dall1 dar1 numunesi ve HP&HAC 6n aritma uygulanmig dalli dart numuneleri
kullanilarak 100 mL ¢alisma hacminde, %5 KM oraninda ve 1,4x10’ hiicre sayisinda
Saccharomyces cerevisiae mayast ile c¢alisilmistir. SSF  ortamma eklenecek
Saccharomyces cerevisiae maya miktarinin tespit edilebilmesi igin SSF prosesinden 6nce
maya ¢ogaltma islemi yapilmistir. Maya ¢ogaltma islemi ile ilgili detayli bilgi Boliim
3.6.3°de verilmistir. Her bir SSF reaktorline cogaltilan mayadan 7 mL (1,4x107 hiicre/mL)
eklenmistir. SSF ortamina maya verimini arttirmak i¢in eser besin elementleri 2 g/L
KH2POg4, 1 g/L (NH4)2S04, 0,5 g/L MgSOs olacak sekilde eklenmistir. SSF prosediiriinde
Saccharomyces cerevisiae’dan yiiksek verim alinabilmesi i¢in reaktdr igerigi pH
degerinin 4 — 5 araliginda tutulmasi gerekmektedir. Fermantasyon siiresince pH’da
olabilecek degisimleri engellemek ve deneyin basinda pH degerini istenilen aralikta
tutmak igin SSF reaktorlerine pH 4,8 olan 1 molarlik sitrat tamponu eklenmistir. Sitrat
tamponu istenilen pH degerine gére 1 M sodyum sitrat ve 1 M sitrik asitin karigtirilmasi
ile elde edilmistir. Ideal enzim calisma sicaklig1 50°C ve mayalar icin ideal fermantasyon
sicakligi 30°C olarak literatiirde verilmektedir. Bununla birlikte enzimatik hidroliz ve
fermantasyonun es zamanl gergeklestirilebilmesi i¢in 36°C sicakligin uygun oldugu da
yine yapilan SSF calismalarinda belirtilmektedir. Bu nedenle, bu ¢alismada es zamanh
sekerlestirme ve fermantasyon deneyleri 36°C reaksiyon sicakliginda yapilmistir.
Enzimatik hidrolizi gergeklestirmek i¢in lignoseliilozik materyaldeki temel seker kaynag:
olan selilozu monomerlerine parcalayan selilaz ve B-glukozidaz enzimleri tercih
edilmistir (Singhania vd., 2013). SSF prosesinde kullanilan seliilaz ve B-glukozidaz
enzim dozlar1 miktarina Boliim 3.6.4’te detaylar1 verilen enzim miktar1 denemeleri ile
karar verilmistir. Belirlenen enzim dozlarinin da SSF ortamina eklenmesi ile etanol
fermantasyonu baglatilmistir.

Dall1 dar1 numunesi, maya, enzimler, besin elementleri ve tampon SSF reaktoriine
eklendikten sonra reaktdr igeriginin pH degerleri 6l¢lilmiis ve reaktor lizerinde hava kilidi
ile numune alma hatt1 bulunan silikon tipa ile kapatilmistir. Etanol iiretim reaktorii Sekil
3.4’de verilmistir. Deney sirasinda kullanilan tim malzemeler otoklavlanmais, alkol ile
veya UV ile sterilize edilmistir. Kapatilan etanol reaktorleri Daihan ThermoStable® IS-
30 ¢alkalamali inkiibatore yerlestirilmis ve 144 saat inkiibe edilmistir (Sekil 3.4). SSF
prosesi siiresince t=0, 12, 24, 48, 72, 96, 120 ve 144. saatlerinde 1’er mL numune alinmas,
0,22 um’lik filtrelerden siiziilmiis ve etanol ile yapisal karbonhidrat miktarlar1t HPLC’de
Olciilmiistiir. SSF prosesi sonunda (144. saat) reaktor iceriginin pH’s1 6l¢iilmiis ve reaktor
icerikleri -20°C’de muhafaza edilmistir.
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(a) (b)

Sekil 3.4. a) Etanol Uretim reaktori; b) Etanol fermantasyonu
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Cizelge 3.6. Etanol fermantasyonu prosesinde kullanilan proses degiskenlerine ait

degerler
Parametre SSF I¢in Secilen Deger Kaynak
. Canabarro vd. 2017

Calisma Hacmi 100 mL Livd. 2014.
Aitavd. 2011
Babujanarthanam ve Kavitha

0
Katt Madde Oram 5% 2014 Capecchi vd. 2016

Geng vd. 2012
Dowe ve Mcmillan 2008
Aita vd. 2011
Babujanarthanam ve Kavitha

Sitrat Tamponu %5 - pH 4.8 2014

(PH)

Barros-Rios vd. 2016
Duan vd. 2013
Fernandes vd. 2015
Ebrahimi vd. 2017

Besin Elementleri
Kaynag

2 g/L KH2POsg,
1 g/L (NH4)2SO4
0.5 g/L MgSQOq4

Camesasca vd. 2015
Capecchi vd. 2016
Chapla vd. 2015
Fockink vd. 2015
Keshav vd. 2016
Kuhad vd. 2010

Maya Besiyeri

YPD agar ve YPD s1vi
besiyer

Dowe ve Mcmillan 2008
Babujanarthanam ve Kavitha
2014

Fernandes vd. 2015

Geng vd. 2012

Keshav vd. 2016

Kim vd. 2015

Ebrahimi vd. 2017

Li vd. 2014

Maya Miktan

Reaktorde 1,4x10°

Dowe ve Mcmillan 2008
Aita vd. 2011
Camesasca vd. 2015
Fockink vd. 2015

Hsu vd. 2011

Inkiibasyon
Sicakhig

36°C

Dowe ve Mcmillan 2008
Barros-Rios vd. 2016
Camesasca vd. 2015
Chapla vd. 2015
Capecchi vd. 2016
Fockink vd. 2015

Kanstirma Hizx

150 rpm

Fockink vd. 2015
Geng vd. 2012
Hsu vd. 2011
Keshav vd. 2016
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3.6.3. SSF icin maya cogaltma

SSF prosediirti ile etanol fermantasyonu sirasinda deney ortaminda bulunan glukozu
etanole fermente etmesi icin maya olarak Saccharomyces cerevisiae kullanilmasi tercih
edilmistir. Saccharomyces cerevisiae eski c¢aglardan beri bilinen, ekmek ve alkol
tiretiminde kullanimi1 olgunlagmis, kolayca tedarik edilebilen bir mikroorganizmadir.
Cogaltilmas1 kompleks degildir ve maliyeti diisiiktiir. Bu ¢alismada besiyer olarak maya
Oziitii, pepton ve dekstrozdan olusan YPD besiyer kullanilmistir (Babujanarthanam ve
Kavitha, 2014). YPD besiyerin kompozisyonu 10 g/L maya 0zutl (yeast extract), 20g/L
pepton ve 20 g/L D-glukoz (dekstroz) olacak sekildedir. Sivi olarak hazirlanip
otoklavlanan besiyere Antalya Alkollii igecekler A.S.’den tedarik edilen kuru maya as1
olarak eklenerek mezofilik kosullarda inkiibe edilmesi ile maya ¢ogaltma saglanmistir.

Etanol fermantasyonu siiresince ortamdaki glukozu fermente etmeye yetecek sayida
maya hiicresi eklenmelidir. Eklenecek maya hiicresi sayisinin tespit edilebilmesi igin
oncelikle maya c¢ogaltma ve maya sayimi ¢alismalart yapilmistir. Bu kapsamda YPD
besiyere farkli konsantrasyonlarda kuru maya ekilmis ve inkiibasyon sirasinda t=0, 2, 4,
6, 8, 10, 12 ve 24. saatlerde numuneler alinmistir. Alinan numunelerden hiicre sayimi i¢in
YPD agara ekim yapilmis ve brix ile 600 nm’de optik densite (OD) takip edilmistir. Brix
6lcumu icin Atago PAL-1 dijital brix refraktometre ve OD 6l¢cuimu icin Hach Lange DR
5000 spektrofotometre kullanilmistir. Kuru maya otoklavlanmis YPD besiyere
eklendikten sonra reaktdr hava kilidi ve numune alma hatt1 takili tipa ile kapatilmigtir
(Sekil 3.5.). Reaktor, deney boyunca inkiibasyon kosullarini saglamak i¢in 36°C’deki
calkalamal1 su banyosunda muhafaza edilmistir. Brix ile mayanin sekeri tiiketme hizi
takip edilmis, YPD agara yapilan ekimlerden sayilan koloniler ile de OD iliskilendirilmis
ve grafikleri ¢ikartilmigtir.

Uygun biiylime egrisi ve seker tiikketim hizinin belirlenmesi i¢in 0,01 — 0,05 g kuru
maya/100  mL YPD olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Steril ortamda siv1 besiyerden alinarak YPD agara yapilan numune
ekimlerinde Miles ve Misra metoduna (Miles vd., 1938) gore 0 — 10® arasinda
seyreltmeler kullanilmistir. YPD agar 10 g/ maya 6ziitii, 20 g/L pepton, 20 g/L dekstroz
ve 20 g/L agardan hazirlanmistir. YPD agar bulunan petri kaplarina her seyreltme miktari
ve deney siiresi i¢in 3’er petri kab1 olacak sekilde ekilen 20’ser pL hacminde maya
kiiltiirii 24 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda koloni sayim1 yapilmistir. Asagida
verilen Esitlik 3.1 kullanilarak sayilan kolonilerden iiretilen hiicre sayis1 hesaplanmistir.

CFU/mL = koloni sayist X 50 X seyreltme orani...............ccooeeviveieninnannnn... (3.1)
CFU/mL = 1 mL’de bulunan koloni olusturma birimi (hiicre say1s1)
Koloni sayis1 = Petri kabinda 20 uL ekimden iireyen koloni sayis1

50 =20 pL ekim hacmini mL’ye ¢evirmek i¢in kullanilan katsay1
Seyreltme oran1 = 20 uL numunenin alindig1 ortamin seyreltilme orani
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Sekil 3.5. Maya ¢ogaltma isleminde kullanilan maya reaktort

Sonug olarak SSF prosediiriinde kullanilacak maya miktarinin tespit edilmesi ve
maya tretimi i¢in uygun kosullarin tespit edilmesi amaciyla Saccharomyces cerevisiae
0,01, 0,02, 0,03, 0,04 ve 0,05 mg kuru maya/100 mL YPD konsantrasyonlarda olacak
sekilde otoklavlanmig YPD besiyere paralel olarak ekilmis ve 36°C’ta galkalamali su
banyosunda inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon boyunca t=2, 4, 6, 8, 10, 12 ve 24.
saatlerde numuneler alinmistir. Alinan numunelerden YPD agara farkli seyreltme
oranlarinda yapilan maya ekimi ve inkiibasyon sonunda gozlenen koloniler Sekil 3.6’da
verilmistir. Ayn1 zamanda alinan numunelerde brix 6l¢iimii ile seker tiiketimi ve OD ile
de bulaniklik takibi yapilmistir.

Sekil 3.6. YPD agara farkli seyreltme oranlarinda yapilan maya ekimi

0,02 — 0,05 mg kuru maya/100 mL YPD konsantrasyon araliginda brixin ¢ok hizli
azaldig1 ve OD’nin ¢ok hizli arttig1 belirlenmistir. t=0 aninda 5,5 — 5,7 araliginda baglayan
brix degeri 6 — 8 saat araliginda 4’iin altina diismiis yani ortamda bulunan seker maya
sayisinin fazlaligi nedeniyle hizhi tiiketilmistir. Maya ¢ogaltma g¢alismalarinda hiicre
yogunlugunun takip edilmesinde kullanilan OD degeri 1’e ulastiginda yaklasik 107 adet
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hiicre sayisina esdegerdir. Benzer sekilde OD degeri de 4 — 6 saat araliginda 1’in lizerine
cikmustir.

Bununla birlikte 0,01 mg kuru maya/100 mL YPD konsantrasyonunda brix
degerlerinde azalma ve OD degerlerinde artig grafigi normal bir bliylime egrisi ile uyumlu
olacak sekilde ortaya c¢ikmistir. Sekil 3.7°de 0,01 mg kuru maya/100 mL YPD
konsantrasyonda zamana karsi brix degerleri ve Sekil 3.8’de OD degerlerindeki
degisimleri verilmektedir. Brix degeri 12 saatte 5,6’dan 3,7’ye diismiis ve 24. saatte
degisiklik gozlenmemistir. OD degeri ise 12 saatte 2,88’e ve 24. saatte 3,33 e ulagsmustir.

6
—o—0,01-1
—~
’ ~ 0,01-2
5 N\
\ Ortalama
4 ™
- —\
=3
o
2
1
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
012 3 456 7 8 91011121314151617 18 192021222324
Zaman (sa)

Sekil 3.7. 0,01 mg kuru maya/100 mL YPD konsantrasyonunda brix degerinin zamana
kars1 degisimi
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Sekil 3.8. 0,01 mg kuru maya/100 mL YPD konsantrasyonunda OD degerinin zamana
kars1 degisimi

0,01 mg kuru maya/100 mL YPD konsantrasyonundan inkiibasyonun t=2, 4, 6, 8,
10, 12 ve 24. saatlerinde alinan numunelerden YPD agara {i¢ paralel ekim yapilmis ve
zamana karst hiicre sayist artist gozlenmistir. Ekimler zamana bagli olarak artan
seyreltme oranlarinda gerceklestirilmis ve koloni sayimi yapilmigtir. Sayilan koloniler
Esitlik 3.1°de verilen formiile gore hiicre sayisina doniistiiriilmiistiir. Hiicre yogunlugunu
temsil eden OD degerleri zamana kars1 elde edilen hiicre sayilar ile iligkilendirilerek
grafige aktarilmis, boylece her maya ¢ogaltma islemi sirasinda koloni ekimi yapmadan
hiicre sayisinin tespit edilebilmesi saglanmistir. OD’ye kars1 hiicre sayis1 Sekil 3.9°da
sunulmaktadir. SSF icin uygun hiicre sayisina ulasilmasi i¢in yapilan denemeler
sonucunda maya c¢ogaltma inkiibasyonunun t=12 aninda ulasildigr belirlenmistir.
Yaklasik 12 saatte OD’nin 2.8 oldugu ve bu degerde cogaltilan mayanin 2x107/mL
konsantrasyonda oldugu bulunmustur.
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Sekil 3.9. 0,01 mg kuru maya/100 mL YPD konsantrasyonunda hiicre sayisinin OD ve
zamana kars1 degisimi

Literatiir arastirmasma gdre etanol reaktorlerinde  1.4x10%mL  maya
konsantrasyonunu saglanmasinin uygun olduguna karar verilmis, buna gore
fermantasyona baslanirken etanol reaktorlerine 7 mL ¢ogaltilan mayadan eklenmistir.

3.6.4. Deneylerde kullanilan enzim dozunun belirlenmesi

Lignoseliilozik yapinin bilesenlerinden olan seliiloz ve hemiseliiloz polimer seker
molekiillerinden  olugmaktadir =~ ve  etanol fermantasyonunun  substratlarin
olusturmaktadirlar. Bununla birlikte polimer yapida olmalari nedeniyle Saccharomyces
cerevisiae tarafindan kullanilmaya elverigli degillerdir. HP&HAC 6n aritma prosesi ile
diizenli yapis1 acilmaya ve ligninden uzaklastirilmaya calisilan seliiloz ve hemiseliilozun
fermantasyonda kullanilabilmesi i¢cin monomerlerine hidrolize olmasi gerekmektedir.
Anahtar — kilit uyumu ile calistigi bilinen enzimler bu hidrolizi gergeklestirmekte
biyolojik temelli bir yontem olarak tercih edilmektedir.

Diger lignoseliilozik materyallerde oldugu gibi dalli darida da seliiloz 6nemli bir
paya sahiptir ve bitkinin yapisinda bulunmaktadir. SSF prosediiriinde HP&HAC 6n aritma
ile parcalanamayan seliilozu kendisini olusturan glukoz monomerlerine ayirmak icin
seltilaz (Cellulase from Trichoderma reesei ATCC 26921 — Sigma) ve B-glukozidaz
(Glucosidase from Aspergillus niger — Sigma) enzimleri kullanilmistir. Olusturulan deney
ortamima eklendiginde en verimli sonuglarin elde edilmesini saglayacak enzim
konsantrasyonlari kombinasyonunun tespit edilebilmesi i¢in belirli araliklarda enzim
konsantrasyonlarini iceren denemeler gerceklestirilmistir. SSF deneylerinde kullanilacak
selilaz ve B-glukozidaz enzimlerinin ideal konsantrasyonlarinin tespit edilmesi igin
literatlire ve enzim lireticisi Novozymes firmasinin tavsiyelerine uygun araliklar Design
Expert® programinda kullanilarak farkli enzim dozlarinda SSF denemeleri yapilmistir.
Selulaz i¢in 25 — 75 EGU/gTKM (Novozymes firmasinin tavsiye ettigi miktar olan 0.2 g
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selilaz/ g seliloz) ve B-glukozidaz igin 20 — 80 IU/gTKM enzim dozu (Fernandes vd.
2015, Li vd. 2014) araliklar1 segilerek Design Expert®’e girilmistir. Bu araliklara gore
yazilim tarafindan 6nerilen deney setleri Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7. Enzim dozlarinin tespiti igin Design Expert® tarafindan onerilen deney
setleri

Tasarim
Deney Selllaz B-Glukozidaz
EGU/gr TKM IU/gr TKM
1 25.00 80.00
2 75.00 80.00
3 50.00 20.00
4 75.00 50.00
5 50.00 50.00
6 25.00 50.00
7 25.00 20.00
8 50.00 80.00
9 75.00 20.00
Enzim Kontrol 0 0

Onerilen deney setleri ve enzim igermeyen kontrol deneyi diger tiim SSF
bilesenleri ayni kalacak sekilde ham Sawnee numunesi kullanilarak uygulanmigtir. SSF
deneyleri Daihan ThermoStable® 1S-30 calkalamali inkiibatérde gergeklestirilmistir.
Parallel olarak Bolim 3.6.2. “Es zamanli sekerlestirme ve etanol fermantasyonu
(SSF)”’de anlatildig1 sekilde gergeklestirilen deneylerden t=0, 12, 24, 48, 72. 96, 120 ve
144. saatlerde 1’er mL numune alinarak tiretilen etanol miktar1t HPLC’de ol¢iilmiistiir.
Yapilan analizlere gére maksimum etanol iiretim veriminin elde edildigi enzim dozlar1
HP&HAC oOn aritma uygulanmis dalli dart numunelerinin  SSF  deneylerinde
kullanilmustir.

3.6.5. Etanol miktarimmin belirlenmesi

HP&HAC uygulanmis dalli darinin SSF metodu ile fermente edilmesinin ardindan
deney ortaminda etanol varligi ve konsantrasyonu ABD Ulusal Yenilenebilir Enerji
(NREL) Laboratuvar1 tarafindan onerilen “Proses Numunelerinin Sivi Fazinda
Sekerlerin, Yan Uriinlerin Ve Parcalanma Urinlerinin Tespiti (NREL/TP-510-42623)”
(Sluiter vd. 2008) isimli analitik prosediir ile analiz edilmistir. Analiz, Dionex Ultimate
3000 HPLC cihazi kullanilarak ve metotta Onerilen Ol¢lim sartlar1 altinda
gerceklestirilmigtir. Etanolin ayrimi igin standartta belirtilen (NREL/TP-510-42623)
HPLC cihaz1 ¢alisma kosullar1 Cizelge 3.8’de verilmistir.
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Cizelge 3.8. Etanoliin ayrimi igin standartta belirtilen (NREL/TP-510-42623) HPLC
cihazi ¢alisma kosullari

Kolon Aminex HPX-87H kolon, 300x7,8 mm

Dedektor Refraktif Indeks

Kolon Sicakligi 60°C

Dedektor Sicakligi 50°C

Mobil Faz 0,2um’den siizilmiis ve gazsizlastirilmis HPLC derecesinde
H20 ile hazirlanmig 0,005M H2SO4 ¢ozeltisi

Akis Hizi 0,6 mL/dk

Analiz Suresi 50 dk.

Numune Hacmi 10-25 pL

SSF prosesi sonunda oOlgiilen etanol miktarindan t=0 aninda maya c¢ogaltma
ortamindan gelen etanol miktari diisiilerek normalize edilmis etanol tiretimi sonuglari elde
edilmistir.

3.7. Biyokimyasal Metan Potansiyeli (BMP)

BMP, organik maddenin anaerobik aktif mikroorganizmalarca pargalanmasi
stiresince iretilen metan miktarinin hesaplanmasi amaciyla kullanilan prosediirdiir. BMP
testinde temel amag standart sicaklik ve basingta metan {iretim veriminin tespit
edilmesidir. Deney siiresince liretilen gaz miktar1 ve gaza ait kompozisyon olgumleri
yapilarak iiretilen metan miktar1 hesaplanmaktadir (Us 2010).

Etanol fermantasyonu sonrasinda geriye kalan fermantasyon ortami ve HP&HAC
On aritma sonrasinda ayrilmis olan sivi faz belirli bir oranda birlestirilip metan
potansiyelinin belirlenmesi amaciyla numunelerin BMP testleri Carrére vd. (2009) ile Us
ve Perendeci (2012) tarafindan uygulanan ydnteme gore yapilmistir. Onerilen yénteme
gore BMP reaktorii igerisindeki aktif as1 konsantrasyonunun 3-5 gUKMY/L ve substrat-as1
oranmin ise 0,5 (kat1 numuneler i¢in gUKM/gUKM, s1vi numuneler i¢in gKOI/gUKM)
olmasi1 gerekmektedir. Ayrica, deney siiresince as1 gamur aktivitesinin devam etmesi i¢in
BMP reaktdriine uygun miktarda makro ve mikro besinler ve reaktorler igerisinde pH
degisiminin tamponlanmasi amaciyla NaHCO3 ilave edilmesi gerekmektedir. Numune,
as1 ve gerekli besinlerin BMP reaktoriine ilave edilmesinden sonra ortamdaki oksijenin
giderilmesi i¢in N2/CO2 (%70/%30) gaz karistminin kullanilmasi onerilmektedir.
Oksijenin giderilmesinden sonra BMP reaktorleri sizdirmaz septum kapak ile kapatilarak
inkiibatore yerlestirilmistir. Sekil 3.10°da BMP testinde kullanilan reaktor verilmistir.
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Sekil 3.10. BMP reaktoru

BMP testleri i¢in 500 mL kapasiteli cam reaktorler kullanilmistir ve ¢alisma
hacmi 400 mL olarak belirlenmistir. BMP testleri mezofilik (35°C) sartlarda, metan
Uretimi platoya ulasincaya kadar devam ettirilmistir. BMP reaktorlerinde asi
konsantrasyonu 3 gUKM/L olacak sekilde anaerobik asi ¢amur eklenmistir. BMP
reaktorlerine eklenen as1 miktarinin hesaplanmasinda asagida verilen Esitlik 3.2.
kullanilmaktadir.

3 CxexV

Vb= e s (3.2)

Esitlikte yer alan Vb, BMP reaktoriine ilave edilecek asi ¢camur hacmini, Cxe,
BMP reaktoriinde olmasi istenen as1 camur konsantrasyonunu (3 g/L), CX, anaerobik as1
camur konsantrasyonunu (QUKMY/L) ve V ise BMP reaktoriiniin ¢alisma hacmini temsil
etmektedir.

Her bir BMP reaktdrii icerisinde substrat-asi orani 0.5 olacak sekilde numune ilave
edilmistir. BMP reaktoriine eklenecek numunenin sivi ya da kati olma ozelligi dikkate
alinarak numune miktar1 hesaplanmistir. Kati numuneler icin BMP reaktoriinde olmasi
gereken numune miktari Esitlik 3.3 ile hesaplanmaktadir.

) (B)*xV*Cxe
Numune Miktar: (§) = =i i e e e e e e e e (323)
Nykm

Esitlikte; (B), BMP reaktorl icerisindeki substrat-asi oranin1 (0.5
gUKMunumune/JUKMag), Nukm ise numunenin ugucu kati madde (g/g) degerini
belirtmektedir.

S1vi numuneler igin BMP reaktoriine ilave edilen numune miktari ise Esitlik 3.4
ile hesaplanmaktadir.

: (B)*1000+V«Cxe
Numune Miktar1 (mL) = e e e e e e e e (304)

Ngoj
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Esitlikte, Nkos s1vi numunenin KOI degeridir (gO2/L).

BMP reaktorine ilave edilen numune konsantrasyonu kati numuneler igin 1,5
gUKM/L ve sivi numuneler icin ise 1,5 gKOI/L olacak sekilde Esitlik 3.5 ile
hesaplanmaktadir.

(B)*Vb=*Cx

Numune konsantrasyonu = >

. (3.5)

BMP reaktorlerinde as1 aktivitesinin siirekliligini saglamak amaciyla mikro ve
makro elementleri igeren ¢6zelti ile pH’nin tamponlanmasi i¢in NaHCO3z ¢Ozeltisi
eklenmistir. inkiibasyon 6ncesinde her BMP reaktdriine %70 N2 ve %30 CO iceren gaz
karisimi 1 dakika siireyle verilerek baslangi¢ kosullarinin anaerobik olmasi saglanmaistir.
Deney siiresince BMP reaktorlerinden gaz kagisinin engellenmesi igin kalin plastik
septumlar ve aliiminyum kapaklar kullanilmistir. Etanol fermantasyonu sonrasinda kalan
fermantasyon ortami ve HP&HAC 6n aritma sonrasinda kalan sivi faz karigimindan elde
edilen numunelerden kurulan her bir BMP testi iki tekrarli olarak yapilmistir. BMP
reaktorleri test siiresince inkiibatorde 35°C’de muhafaza edilmistir. Test boyunca BMP
reaktorlerinde olusan biyogaz miktari belirli glinlerde gaz-su yer degistirme prensibiyle
calisan gaz Ol¢iim sistemi kullanilarak Ol¢iilmiistiir. Biyogaz kompozisyonu ise gaz
kromatografi cihazi ile belirlenmistir. Asidan kaynaklanan metan iiretiminin belirlenmesi
amaciyla anaerobik asi ¢amur sahit olarak kullanilmistir. Ayrica saf glikoz standart
substrat kaynagi olarak kontrol amaciyla kullanilmistir.

3.7.1. Makro ve mikro besin elementleri ile tampon ¢ozeltisi

NH4Cl (26,6 g/L), KH2PO4 (10 g/L), MgCl,.6H20 (6 g/L) ve CaCl2.2H.0 (3 g/L)
igeren stok makro element ¢ozeltisi hazirlanmis ve hazirlanan stok c¢ozeltiden her bir
BMP reaktort icerisine Cizelge 3.9’de verilen konsantrasyonlar saglanacak sekilde
makro element ¢oOzeltisi ilave edilmistir.

Cizelge 3.9. BMP testi i¢in gerekli makro elementler ve konsantrasyonlari

Besin Konsantrasyon (mg/L)
NH4CI 172
KH2PO4 65
MgCl2.6H20 39
CaCl,.2H.0 19

FeCl..4H20 (2 g/L), CoCl26H.0 (0,5 g/L), MnCl24H.0 (0,1 g/L), NiCl2.6H20
(0,1 g/L), ZnCl, (0,05 g/L), H3BOs (0,05 g/L), Na>SeOs (0,05 g/L), CuCl22H.0 (0,04
g/L), NazMo042H,0O (0,01 g/L) iceren stok mikro element ¢ozeltisi hazirlanmis ve
hazirlanan stok ¢ozeltiden her bir BMP reaktorii igerisine Cizelge 3.10°da verilen
konsantrasyonlar saglanacak sekilde mikro element ¢ozeltisi ilave edilmistir.

79



MATERYAL VE METOT I. A. BASAR

Cizelge 3.10. BMP testi icin gerekli mikro elementler ve konsantrasyonlari

Besin Konsantrasyon (mg/L)
FeCl,. 4H,0 20

CoCl,. 6H20 5

MnClz. 4H,0 1

NiCl,. 6H.0 1

ZnCl; 0,5

H3BO3 0,5

Na,SeOs 05

CuCly. 2H.0 0,4
Na>Mo00O4. 2H,0 0,1

BMP testinde as1 inhibisyonunun 6nlenmesi i¢in numune pH’sinin uygun ¢ozelti
kullanilarak tamponlanmasi gerekmektedir. Bunun i¢in 50 g/ NaHCOs3 stok ¢ozeltisi
hazirlanmis ve her BMP reaktorl icerisinde NaHCO3 konsantrasyonu 2,6 g/L olacak
sekilde stok NaHCO3 ¢Ozeltisi ilave edilmistir.

3.7.2. Anaerobik as1 camuru ve as1 camuru BMP degeri

BMP testinde kullanilan anaerobik as1 camur Hurma Atiksu Aritma Tesisi (AAT),
anaerobik camur ¢iirlitme iinitesinden saglanmistir. BMP testleri i¢in kullanilan asi
camurdan iretilen metan miktart mLCH4/gUKM cinsinden hesaplanmigtir ve numuneler
icin normalizasyon islemi yapilmistir.

3.7.3. Gaz kompozisyonu ve toplam gaz miktarinin belirlenmesi

BMP testinde olugsan gaz miktarinin belirlenmesinde gaz-sivi yer degistirme
metodu temel alinarak hazirlanan deney diizenegi (Sekil 3.11) kullanilmistir. Deney
diizenegi, dereceli silindir, asidik tuz ¢dzelti haznesi ve bir adet pompadan olugsmaktadir.
Deney diizeneginde Masterflex marka peristaltik pompa, asitli tuz ¢ozeltisinin dereceli
silindire doldurulup bosaltilabilmesi i¢in kullanilmistir. Deney diizeneginde, CO2 gazinin
sudaki ¢oziintirliigiinii engellemek icin pH 1 olacak sekilde asidik tuz ¢ozeltisi Standart
Metot 2720°ye gore hazirlanmistir (APHA 2005). BMP reaktorlerinde olusan biyogaz
miktari Ol¢iilerek kayit edilmistir.

", ‘i“ w

sekil 3.11. élyogaz miktart Olciim diizenegi
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BMP reaktorleri igerisinde olusan biyogaz bilesenleri ise (CH4, CO2 ve N2) Varian
CP-4900 Mikro gaz kromatografi (GC) cihazi ile tespit edilmistir. Kullanilan GC, termal
iletkenlik dedektori (online-TCD) ile donatilmis ve PPQ kolona (10 m) sahiptir (Sekil
3.12). Analiz metodunda kullanilan enjektér ve kolon sicakliklari sirasiyla 110°C ve
70°C’dir. Varian CP 4900 Micro GC’de helyum (25 mL/dk) tasiyict gaz olarak
kullanilmaktadir.

YN —
L [ "
Bk
M

Sekil 3.12. Gaz kompozisyonun belirlenmesi

CH4, CO2 ve N2 gazlarinin biyogaz icerisindeki ylizdeleri pik alanlarinin
hesaplanmasi ile tespit edilmistir. Gaz bilesenlerinden CHs4 gazinin % miktarinin
hesaplanmasinda Esitlik 3.66 kullanilmistir.

A1%(0,995
Mxloo

% Metan Icerigi = e e (3.6)

2

Az, numuneye ait CH4 gazinin pik alanini, Az ise %99,5 saf CHs gazinin pik
alanini belirtmektedir.

3.7.4. Metan miktarinin hesaplanmasi

BMP reaktoriinde iiretilen metan miktariin hesaplanmasinda asagida verilen
Esitlik 3.7 kullanilmistir.

Vh+(P2-P1 273,15 Vg*(P2+P1)%0,5 273,15
mLCH4:( ( )* ))+(g(+) .

100 T1+273,15 100 T2+273,15

) 3.7)

Vh, BMP reaktoriindeki bosluk hacmini, P1 ve P2 ard arda 6l¢iim glnlerinde
Olciilen metan gazinin % degerlerini, T inkiibasyon sicakligini (°C), T2 normal sartlar
altindaki sicaklik (°C) degerini, Vg ise Ol¢tlen biyogaz hacmini belirtmektedir.

BMP reaktoriindeki bosluk hacminin (Vh) hesaplanmasinda ise Esitlik 3.8
kullanilmastr.

VAZDg = Do oos oo e (3.8)
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Esitlikte yer alan Do su dolu BMP reaktoriiniin agirligini, D ise BMP reaktor( ile
numune, as1 ve ¢ozeltilerin beraber tartilan son agirligini temsil etmektedir.

3.8. HP&HAC On Aritma Sonrasi Karakterizasyon

HP&HAC o6n aritma sonrasinda elde edilen lignoseliilozik materyaldeki yiizey
ozelliklerinin degisimi taramali elektron mikroskop (TEM) ve bag karakterizasyonunun
degisimi Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR) ile incelenmistir.

3.8.1. Fourier doniisiimlii infrared spektrofotometre FTIR analizi

HP&HAC on aritmanin lignoseliilozik yapinin degisimi iizerine etkilerinin
incelenmesi amaciyla ham dalli dar1 numunesinin, HP&HAC 6n aritma uygulanmis
numunelerin molekiiler bag karakterizasyonu Fourier transform infrared spektroskopisi
(FTIR) ile incelenmistir. FTIR analizleri, Attenuated total reflection—Fourier transform
infrared spectrophotometer ile yapilmistir. Olgiimler 500 cm-1 ve 4000 cm™ dalga boyu
araliginda, 4 cm™ spektral ¢dziiniirliikte ve ortalama 12 tarama sinyali ile yapilmustir.

3.8.2. Taramal elektron mikroskobu TEM ile yiizey analizi

HP&HAC 6n aritmanin lignoseliilozik yapinin yiizeyi ilizerindeki etkilerinin
incelenmesi amaciyla ham dalli dar1 numunesinin, HP&HAC 6n aritma uygulanmis
numunelerin yilizey 6zellikleri TEM ile incelenmistir. TEM incelemesi, Zeiss Leo 1430
marka cihaz ile yapilmistir. TEM ile inceleme 6ncesinde numuneler liyofilize edilmistir.
Daha sonra numuneler 18 mA vakum altinda 120 saniye altin paladyumla kaplanmistir.
Kaplama islemi sonrasinda numuneler 15 kV voltaj altinda TEM ile farkli bityiitmelerde
incelenmistir.

82



BULGULAR VE TARTISMA [. A. BASAR

4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Dallh Dan Karakterizasyon Analiz Sonuclari

Shawneé tiirli dalli dar1 numunesinin Karakterizasyonunun belirlemesi igin
kurutulup 6giitiilmiis ve homojenize edilmis numune kullanilarak toplam kati madde
(TKM), ugucu kati madde (UKM), toplam Kjeldahl azotu (TKN), ¢6ziinmiis protein,
¢dziinmiis kimyasal oksijen ihtiyaci (¢KOI), toplam indirgen seker (DNS), toplam seker
(Anthrone), toplam yapisal karbonhidratlar, asitte ¢ozlnen lignin, asitte ¢oziinmeyen
lignin, ekstrakte olabilen madde ve yag (Lipid), Van Soest fraksiyonlar1 (seliiloz,
hemiseluloz, lignin, ¢6zinur madde fraksiyonu), toplam karbon (TK), inorganik karbon
(IK), toplam organik karbon (TOK) analizleri yapilmistir. Laboratuvarimizda
gercgeklestirilen tiim karakterizasyon analizleri {i¢ paralel olarak ¢alisiimis ve sonuglarda
ortalama analiz degerleri verilmistir. Elementel kompozisyon (C, H, N, S) ve iz element
analizleri ise hizmet alim1 yoluyla yaptirilmistir. Shawneé tiirti dalli dar1 numunesi tim
karakterizasyon analiz sonuglar1 Cizelge 4.1’de sunulmustur.
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Cizelge 4.1. Shawneé tiirii dall1 dar1 karakterizasyon analiz sonuglari
Analiz Birim Sonug
Toplam Kati Madde, TKM (9/kgNumune) 938.12
Ucucu Kat1 Madde, UKM (9/kgNumune) 824.31
Total Kjeldahl Azotu, TKN (mg/gUKM) 5.60
Cozlinmiis Protein (mgcPro/gUKM) 94.26
Coziinmiis indirgen Seker, ¢indSeker (mg/gUKM) 67.99
Toplam Seker (mg/gUKM) 164.44
Coziinmiis Kimyasal Oksijen Ihtiyaci, ¢KOI (mgKOI/UKM) 155.59
Ekstrakte olabilen Madde ve Yag (Lipid) (%) 1.00
Asitte C6zunen Lignin,ASL (%) 2.34
Asitte Coziinmeyen Lignin,AlL (%) 17.20
Van Soest Fraksiyonu
CGOzinlr Madde Fraksiyonu (%) 26.54
Hemiseliloz (%) 34.76
Seliiloz (%) 33.13
Lignin (%) 5.57
Toplam Karbon, TK (%) 37.35
Inorganik Karbon, IK (%) 0.13
Toplam Organik Karbon, TOK (%) 37.22
Elementel Analiz
C (%) 40.13
H (%) 5.75
N (%) 0.87
S (%) -
iz Elementler
Mg ppm 1236.6
Al ppm 308.5
Fe ppm 197.1
Cu ppm 1.37
Mn ppm 29.6
Sr ppm 51.95
Se ppm -
Ca ppm 36.47
Na ppm 2.789
K ppm 6.827
Toplam Yapisal Karbonhidratlar mg/mL 2.1693
Sellobiyoz mg/mL 0
Glikoz mg/mL 1.1964
Ksiloz mg/mL 0.6462
Galaktoz mg/mL 0.1300
Arabinoz mg/mL 0.1967
Mannoz mg/mL 0
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Cizelge 4.1.’de verilen Shawneé cesidi dalli dariya ait TKM ve UKM deney
sonugclari sirast ile 938.12 g/kg dalli dar1 (%93.81), 824.31 g/kg dall1 dar1 (%82.43) olarak
bulunmustur. Bu kuru madde oranina dalli dar1 bitkisinin tarlada dogal olarak kurutulmasi
yolu ile wulasilmistir. Literatiirde dalli dar1 bitkisinin karakterizasyonu yapilan
calismalarda TKM degeri %91.7 (Fahmi vd. 2007), %97.7 (Motasemi vd. 2014), %91.6
(Imam ve Capareda 2012), %90.9 (Sadaka vd. 2014), %91.62 (Carpenter vd. 2010) ve
UKM degeri ise %84.2 (Imam ve Capareda 2012), %73.1 (Sadaka vd. 2014), %76
(Carpenter vd. 2010) olarak bulunmustur. Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan Shawneé
¢esidi dalli darmin TKM ve UKM degerleri literatiirdeki ¢aligmalarin sonuglart ile
uyumludur.

Dalli dar1 numunesinin toplam Kjeldahl azotu (TKN) miktar1 5.6 mg/gUKM
olarak bulunmustur. Bu deger dalli darida kiitlece %0.68 oraninda TKN oldugunu
gostermektedir. Literatiirde, Agblevor vd. (1994), Twine ve Slevee ¢esidi dalli dari
Uzerine yaptiklari ¢alismada bu iki g¢esidin TKN miktarim1 %1.05-1.16 araliginda
bulmuslardir. Grigatti vd. (2004), dall1 dar1 ¢esitleri arasindaki karakterizasyon farklarini
arastirdiklar1 calismalarinda Alamo, Kanlow, Shawneé ve Trailblazer ¢esidi dalli
darilarin TKN miktarlarini sirast ile 8.9 mg/g, 6.6 mg/g, 7.5 mg/g ve 6.4 mg/g olarak
bulmuslardir. Jackowiak vd. (2011), Kanlow ¢esidi dalli dar1 ile gergeklestirdikleri
karakterizasyon analizlerinde TKN miktarini 0,99 mg/gTKM bulmuslardir. Literatiirde
mevcut diger c¢esitler ile kiyaslandiginda Shawneé ¢esidi dalli dar1 i¢in bu ¢alismada
bulunan TKN degerinin literatiirde tespit edilen miktar araliginda oldugu goérulmektedir.

Shawneé c¢esidi dalli darinin ¢oziinmiis protein degeri 94.26 mgPro/gUKM
(%9.43) olarak bulunmustur. Bals vd. (2007), Alamo ¢esidi dalli darinin protein miktarini
%7.3 olarak bulmustur. Bu ¢alismada Shawneé¢ ¢esidi dall1 dar1 protein analizi sonucunun
literatiir ile tutarli uyumlu oldugu gortilmektedir.

Shawneé cesidi dalli dar1 numunesinin ¢oziinmiis indirgen seker miktar1 67.99
mg/gUKM olarak olgiilmistiir. Butkuté vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada dalli dar
bitkisinin ¢oziinmiis indirgen seker miktarin1 analiz etmisler ve sonucu 26.6-67.8
mg/gTKM araliginda bulmuslardir. Adler vd. (2006), Cave in Rock ¢esidi dalli dari
bitkisinin suda ¢oziilen karbonhidrat fraksiyonlarmi detayli olarak incelemislerdir.
Yaptiklar1 c¢alismanin sonucu olarak dalli daridan 9.6 mg glikoz/gTKM, 7.4 mg
fruktoz/gTKM, 38.2 g sakaroz/gTKM olmak iizere toplam 55.2 mg/gTKM sekerin suya
gectigini  bulmuslardir. Coziinmiis indirgen seker analiz sonucu literatiir ile
karsilastirildiginda diger ¢alismalarda elde edilen degerlere yakin oldugu gériilmektedir.

Shawne¢ ¢esidi dalli dar1 numunesinin ¢6ziinmiis kimyasal oksijen ihtiyact degeri
155.59 mgKOI/gUKM olarak bulunmustur. Jackowiak vd. (2011), Kanlow ¢esidi dall1
dar1 numunesinin KOI degerini 350 mg/gTKM olarak 6l¢miistiir. Jackowiak vd. (2011)
tarafindan Kanlow ¢esidi i¢in Olgililen deger, bu calismada Shawneé ¢esidi i¢in Olciilen
degerden yiiksektir. Calismada Kanlow ¢esidi icin dl¢iilen KOI degerinin toplam olmas1
nedeni ile bu farkin olusabilecegi diisiiniilmektedir.
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Shawneé ¢esidi dalli dar1 numunesinin ekstrakte olabilen madde ve yag (lipid)
analiz sonucu %1.00 olarak bulunmustur. Literatiirde dalli dar1 bitkisinin ekstrakte
olabilen madde ve yag (lipid) miktar1 konusunda herhangi bir ¢aligma bulunmadigindan
bu calismada bulunan sonucun literatiir ile karsilastirilmasi miimkiin olmamustir.

Shanweé c¢esidi dalli darinin asitte ¢oziinen lignin miktar1 %2.34 ve asitte
coziinmeyen (Klason) lignin miktar1 ise %17.20 olarak bulunmustur. Literatiirde dall1
darinin asitte ¢éziinen lignin fraksiyonu farkli arastiricilar tarafindan %8.56 (Fahmi vd.
(2007), %3.7 (Esteghlalian vd. (1997) ve %1.8 (Samuel vd. (2010) olarak ol¢lilmiistiir.
Asitte coziinmeyen (Klason) lignin fraksiyonu ise %20.9 (Samuel vd. (2010), %25.6 (Hu
vd. (2011) ve %19.5 Esteghlalian vd. (1997) olarak 6l¢iilmiistiir. Bu ¢alisma kapsaminda
Olciilen asitte ¢oziinen ve c¢oOzlinmeyen lignin analiz sonuglart literatiir ile
karsilastirildiginda sonuglarin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Sonuglarda
g0Ozlenen kucuk farklarin kullanilan dalli dar1 ¢esidinin, yetistirme bolgesinin veya hasat
zamaninin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Shawne¢ ¢esidi dalli dar1 Van Soest fraksiyonlar1 %26.6 ¢ozinlr madde, %34.76
hemiseliiloz, %33.13 seliiloz ve %5.57 lignin olarak bulunmugtur. Literatiirde dall1 dar
ile ilgili gerceklestirilen ¢aligmalar incelendiginde Imam vd. (2012) %18.5 ekstrakte
olabilen madde, %19.2 hemiseliloz, %32 seluloz ve %18.8 lignin bulurken, Perez vd.
(2015) %8.5 ekstrakte olabilen madde, %36 hemisellloz, %33 seliiloz ve %20 lignin
bulmustur. Carpenter vd. (2010) %25.2 hemiseliloz, %31.1 seltloz ile %16.8 lignin ve
Adler vd. (2006) %26.5-29.9 hemiseliloz, %28.6-34.8 seliloz ile %13-18.2 lignin
sonuglarini tespit etmislerdir. Bu ¢alisma kapsaminda olculen seliiloz ve hemiseliiloz
sonuclarinin literatiirdeki sonuglara ¢ok yakin oldugu, ekstrakte edilebilen madde ve
lignin sonuglarinin ise literatiirdeki sonuglar ile yaklasik degerde oldugu goriilmektedir.
Literatiirdeki sonuglarin arasinda farklardan da anlasilabilecegi gibi Van Soest analizinde
ayni numune i¢in ekstrakte edilebilen madde ve lignin yiizdeleri farkli ¢ikabilmektedir.

Shawneé ¢esidi dalli dart numunesi toplam organik karbon, inorganik karbon ve
toplam karbon sonuglari sirasi ile %37.22, %0.13 ve %37.35 olarak bulunmustur. Toplam
karbon degeri dalli darinin elemental analizi sonucunda elde edilen %40.13 karbon igerigi
ile de uyumludur. Literaturde, Jackowiak vd. (2011) Kanlow ¢esidi dalli darinin toplam
organik karbon miktarin1 %43+6.9 olarak bulmuslardir. Shawneé cesidi dalli dar
numunesinin toplam organik karbon analiz sonucunun literatiir ile uyumlu oldugu
gbzlenmistir.

Elemental analiz sonucunda Shawneé cesidi dalli dari numunesinin karbon,
hidrojen ve azot igerikleri sirasiyla %40.13, %5.75 ve 9%0.87 olarak oOl¢iilmiistiir.
Numunede kiikiirt tespit edilememistir. Literatiirde dalli darinin elementel bilesiminin
olgiildiigli ¢alismalar incelendiginde Motasemi vd. (2014) tarafindan %47.2 C, %6 H,
%0.15 N ve %0.04 S, Imam ve Capareda (2012) tarafindan %42 C, %6.1 H, %0.4 N ve
%0.1 S, Perez vd. (2015) tarafindan %48 C, %5.9 H, %0.6 N ve %0.025 S ve Sadaka vd.
(2014) tarafindan %43.2 C, %6.2 H, %0.47 N, %0.13 S sonuglarinin elde edildigi
gozlenmistir. Bu calismada 6l¢iilen elemental analiz sonuglarinin literatiir ile uyumlu
oldugu tespit edilmistir.
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Iz element analizi sonucunda Shawneé ¢esidi dalli dar1 numunesinde 1236.6 ppm
Mg, 308.5 ppm Al, 197.1 ppm Fe, 1.37 ppm Cu, 29.6 ppm Mn, 51.95 ppm Sr, 0 ppm Se,
36.47 ppm Ca, 2.789 ppm Na ve 6.827 ppm K ol¢iilmiistiir. Hu vd. (2011) Alamo gesidi
dall1 darmin yapraklarinda 9555 ppm K, 3715 ppm Ca, 2635 ppm Mg, 188.1 ppm Mn,
90.2 ppm Na, 53.6 ppm Fe, 19 ppm Cu, 13 ppm Al, 7.6 ppm Sr, gévdesinde ise 6497.1
ppm K, 463.4 ppm Ca, 443.4 ppm Mg, 51.7 ppm Mn, 147.9 ppm Na, 15.2 ppm Fe, 8.7
ppm Cu, 1.6 ppm Al, 2.0 ppm Sr 6l¢miislerdir. Fahmi vd. (2007) dalli darida 102 ppm
Al, 6173 ppm Ca, 2 ppm Cu, 113 ppm Fe, 717 ppm K, 542 ppm Mg, 41 ppm Mn, 0 ppm
Mo, 158 ppm Na oldugunu belirlemistir. Bu ¢alismada dalli darinin gévde, yapraklar ve
cigek kisminin tamami kullanildigi i¢in bazi iz element degerleri literatiir ile degisiklik
gosterse de genel olarak iz element analiz sonuglari literatiir ile tutarlidir.

Shawneé c¢esidi dalli dar1 numunesinin toplam yapisal karbonhidrat miktari
2.1693 mg/mL olarak 6l¢iilmiistiir. Bu toplam miktar; 1.1965 mg/mL glikoz, 0.6462
mg/mL ksiloz, 0.13 mg/mL galaktoz ve 0.1967 mg/mL arabinozdan olusmaktadir.
Yapilan analizde dalli darmin yapisinda sellobiyoz ve mannoz sekerlerine
rastlanilmamistir. Elde edilen bu sonuglara gére Shawne¢ tiirii dalli darmin yapisindaki
karbonhidratlarin %55.15°1 glikoz, %29.79’u ksiloz, %5.99’u galaktoz ve %9.06’s1
arabinozdan olugmaktadir. Literatiir incelendiginde dalli dar1 bitkisi ile yapilan
caligmalarda dalli darmnin yapisal karbonhidrat profilini Athmanathan vd. (2015)
%35,920,3 glikoz, %22,3+0,2 ksiloz, %2,6+0,1 arabinoz; Esteghlalian vd. (1997) %32.2
glikoz, %20.3 ksiloz, %0 galaktoz, %3.7 arabinoz, %0.4 mannoz; Jensen vd. (2008)
%47.72 glikoz, %19.06 ksiloz, %4.18 galaktoz, %8.11 arabinoz, %6.3 mannoz;
Mclaughlin ve Kszos (2008) %45.6 glikoz, %26.1 ksiloz, %1.1 galaktoz, %3.1 arabinoz,
%0.5 mannoz; Hu vd. (2012) %33.6 glikoz, %24.7 ksiloz, %1.3 galaktoz, %3.9 arabinoz,
%0.1 mannoz olarak bulmuslardir. Literatiirdeki sonuglar kendi aralarinda
karsilagtirildiginda dalli darinin yapisal karbonhidrat profilinin degisiklik gosterdigi
goriilmektedir. Bu farkligin dalli dar1 ¢esidinin ve yetistirilme kosullarinin farkl
olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen yapisal
karbonhidrat analiz sonuglarinin genel olarak literatiir ile uyumlu oldugu saptanmistir.

4.2. HP&HAC On aritma Sonuglar
4.2.1. HP&HAC 6n aritmanin pH iizerine etkisi

HP&HAC 6n aritma 6ncesinde ve sonrasinda Olciilen pH degerleri Sekil 4.1°de
verilmistir. Farkli reaksiyon siiresi (saat), reaksiyon sicakligi (°C), HAc konsantrasyonu
(%) ve H202konsantrasyonu (%) kosullarinda 6n aritmaya maruz birakilan numunelerin
pH degerlerinde genel olarak 6n aritma sonrasinda 6nemli degisimler gdzlenmemistir.

50°C reaksiyon sicakligi, 6 saat reaksiyon stiresi, %0 HAc konsantrasyonu ve %0
H20. konsantrasyonu reaksiyon kosullarinda yapilan HP&HAc 6n aritma deneyi
baslangicinda en yiiksek pH degeri 6.59 olarak elde edilmistir. En diisiik pH degeri ise
50°C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc konsantrasyonu ve%2 H>0-
konsantrasyonu reaksiyon kosullarinda yapilan HP&HAc 6n aritma deneyi baglangicinda
3.30 olarak ol¢tilmiistiir.
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Sekil 4.1.’den goriilecegi lizere %1 ya da %2 HAc eklenen tiim deneylerin
baslangi¢ pH degeri 3.30-3.78 araliginda ol¢iilmiistiir. HAc’in %1 veya %2 eklenmesi
pH’1 neredeyse ayni miktarda diistirmektedir. HP&HAc eklenmeyen o6n aritma
deneylerinin baslangic pH degerleri ise 6.53-6.59 araliginda ve 6n aritma sonras1 pH
degerleri ise 4.97-5.79 araliginda Slgiilmiistiir. On aritma sonrasinda pH degerlerinde
diisme gozlenmistir. Sadece H20; ilave edilen 6n aritma deneylerinin baslangic pH
degerleri ise 6.26-6.35 araliginda Ol¢iilmiistiir. Bu degerlere gore H202’in tek basina
eklendigi deneylerde H202’in baslangi¢ pH’1n1 az bir miktarda azalttig1 goriilmiustiir.

50°C reaksiyon sicakligi, 6 saat reaksiyon siiresi, %0 HAc konsantrasyonu ve %0
H202konsantrasyonu reaksiyon kosullarinda yapilan HP&HAc 6n aritma sonrasinda en
yiiksek pH degeri 6.52 olarak elde edilmistir. En diisiik pH degeri ise 100°C reaksiyon
sicaklig1, 6 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc konsantrasyonu ve %2 H20 konsantrasyonu
reaksiyon kosullarinda yapilan HP&HAc 6n aritma sonrasinda 2.80 olarak ol¢iilmiistiir.
HAc kullanilan deneylerin pH’larinin reaksiyon siiresince ¢ok degismedigi goriilmiis ve
on aritma reaksiyon siiresinin tamamlanmasinin sonunda pH degerleri 2.80-3.66
araliginda Olclilmiistiir. HP&HAc kullanilmayan 6n aritma deneylerinin sonunda pH
degerleri 4.97 - 6.52 araliginda 6l¢iilmiistir.
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Sekil 4.1.’de sunulan pH degisimleri genel olarak incelendiginde %1 ve 2 HAc
kullanilan 6n aritma deneylerinde reaksiyon sicaklifinin ve reaksiyon siiresinin
degistirilmesinin pH’da bir degisime neden olmadigi tespit edilmistir. HP&HAC
kullanilmayan deneylerde ise reaksiyon sicakligi ve siiresi arttikca pH’in azaldigi
gozlenmistir. H20, kullanilan tiim deneylerde ise reaksiyon sonunda pH’in azaldig:
gozlenmistir. H2O2’in oksitleme 6zelliginin sicaklik ve siire ile dogru orantili bir sekilde
artmasindan dolay1 sicaklik ve siire artinca H202 ortama daha fazla H* iyonu salarak
pH’1n diismesine neden olmaktadir (Maciel vd. 2014; Sabuncu ve Culha 2015)

Literatiirde enerji bitkisi ya da lignoseliilozik atiklar kullanilarak HP&HAc 0n
aritma uygulanan g¢aligmalarda reaksiyon baglangicinda ve sonunda pH Ol¢limiiniin
yapildig bir calismaya rastlanilmamistir.

4.2.2. HP&HAC 6n aritmanin ¢indSeker iizerine etkisi

HP&HAC 6n aritma prosesinin ¢6ziinmiis indirgen seker iizerine etkilerini
incelemek igin HP&HAC 6n aritma prosesi ile muamele edilen dalli dart numunelerinin
stv1 fazda ¢6ziinmiis indirgen seker konsantrasyonlar1 dl¢iilmiistiir. Farkli HP&HAC 0n
aritma kosullarinda 6lgiilen ortalama ¢oziinmiis indirgen seker (¢indSeker) sonuglari
Sekil 4.2°de sunulmustur. Sekil 4.2.’den goriilecegi lizere maksimum ¢6ziinmiis indirgen
seker konsantrasyonu 100°C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siresi, %0 HAc
konsantrasyonu ve %2 H»O; konsantrasyonunda 201.25 mggindSeker/gUKM olarak
tespit edilmistir. Minimum ¢6ziinmiis indirgen seker konsantrasyonu ise 50°C reaksiyon
sicakligl, 24 saat reaksiyon siiresi, %0 HAc konsantrasyonu ve %2 H20:
konsantrasyonunda 1,97 mg¢indSeker/gUKM olarak 6l¢iilmiistiir.

Sekil 4.2.°den goriilecegi lizere genel olarak HAc eklenen tim HP&HAc 0n
aritma deneylerinde ¢oziinmiis sekerlerin pargalandigi tespit edilmistir. Sekil 4.2.’den
goriilecegi tizere H202 ve HAC eklenmeyen 50°C reaksiyon sicakligi ve 6 saat reaksiyon
suresi, 50°C reaksiyon sicakligi ve 24 saat reaksiyon stiresi, 100°C reaksiyon sicakligi ve
6 saat reaksiyon suresi, 100°C reaksiyon sicakligi ve 24 saat reaksiyon siiresi ile 100°C
reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi, %0 HAcC konsantrasyonu ve %2 H>0>
konsantrasyonunda HP&HAC 6n aritma deneylerinde ¢éziinmiis indirgen seker artisi
gbzlenmistir.

H202 ile HAc eklenmeyen ve 50°C reaksiyon sicakliginda gerceklestirilen
HP&HAC 6n aritma deneylerinde reaksiyon suresinin 6 saatten 24 saate ¢ikarilmasiyla
¢oziinmils  indirgen  sekeri  deferi  79.88  mgg¢indSeker/gUKM’den 71
mgcindSeker/gUKM’ye diismiistiir. Bununla birlikte, H,O ile HAc eklenmeyen ve
100°C reaksiyon sicakliginda gergeklestirilen HP&HAc oOn aritma deneylerinde
reaksiyon suresinin 6 saatten 24 saate ¢ikarilmasiyla ¢oziinmiis indirgen seker degeri
82.10 mgcindSeker/gUKM’den 95.94 mggindSeker/gUKM’ye artmistir. H20; ile HAC
eklenmeyen ve 6 saat reaksiyon sliresinde gerceklestirilen HP&HAc on aritma
deneylerinde reaksiyon sicakliginin 50°C’den 100°C’ye c¢ikarilmasiyla ¢Ozlinmiis
indirgen seker degerlerinin birbirine ¢ok yakin 6l¢iildiigii tespit edilmistir. Genel olarak
yiiksek reaksiyon sicakligi ve siiresi daha yiiksek ¢oziinmiis indirgen seker degeri ile
sonug¢lanmuistir.
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H202’in tek basina ya da HAc ile birlikte eklendigi tim HP&HAC 6n aritma
deneylerinde neredeyse tiim ¢6ziinmiis indirgen seker parcalanmistir. Ancak, 100°C
reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon suresi, %0 HAc ve %2 H>O> konsantrasyonunda
yapilan HP&HAC 6n aritma deneyi buna bir istisna olmustur. Bu reaksiyon sicakligi ve
reaksiyon suresinde H>O» diger tiim 6n aritma deneylerinden farkli davranarak basarili
bir sekilde dalli daridaki sekeri hidrolize etmistir. Ayni kosullarda 6 saat reaksiyon
stiresinde veya 50°C reaksiyon sicakliginda, 24 saat reaksiyon siresi, %0 HAc ve %2
H20. konsantrasyonunda HP&HAC o6n aritma gergeklestirilen deneyde ¢oziinmiis
indirgen seker artiginin  goriilmemesi reaksiyon sicakligi ve reaksiyon siiresi
kombinasyonunun 6n aritmada etkili oldugunu gozlenmistir.

HP&HAC 6n aritmanin, dalli dar1 numunelerinin ¢indSeker degerleri iizerine
etkilerini tespit edebilmek i¢in 6n aritma prosesi ile muamele edilen numunelerin ham
dalli dar1 numunesine gore ¢cindSeker degerlerindeki degisimler (artma ve azalma %
olarak) hesaplanmistir. Ham dalli dar1 numunesine gore farkli HP&HAC 6n aritma
kosullarinda muamele edilen dalli dar1 numunelerinin ¢indSeker degerlerindeki degisim
sonuglari Sekil 4.3’de sunulmustur. Ham dalli dar1 numunesinin ¢éziinmiis indirgen seker
miktar1 67.99 mgcSeker/gUKM bulunmustur. Sekil 4.3.’den goriilecegi iizere H202 ve
HAc eklenen HP&HAC 6n aritma deneylerinin genelinde ¢oziinmiis indirgen seker
%90.49-97.81 araliginda azalmistir. 100°C reaksiyon sicakliginda, 24 saat reaksiyon
stiresinde, %0 HAc konsantrasyonu ve %2 H,O> konsantrasyonunda yapilan HP&HAc
On aritma deneyi sonunda ¢oziinmiis indirgen seker ham dalli dar1 numunesine gore %196
artmistir.

HP&HAC 6n aritmanin ¢éziinmiis indirgen seker lizerindeki etkisi genel olarak
degerlendirildiginde bu 6n aritma yonteminin istenenin aksine ¢6ziinmiis indirgen sekeri
parcaladigi gézlenmistir. Ancak, literatirdeki HP&HAC 6n aritma c¢alismalarinda ve bu
calismada amagc lignoseliilozik biyokiitleyi sadece tek bir 6n aritma islemi ile hidrolize
etmek degil, lignoseliilozik yapiyr delignifiye ederek enzimatik hidroliz islemine
hazirlamaktir.

Literatirde mevcut HP&HAC 6n aritma prosesinin uygulandigi ¢alismalarda tek
amag ligninin %90’mn {izerinde giderilmesi oldugu igin hicbir ¢alismada sivi fazda
¢oziinmiis indirgen seker 6l¢timii yapilmamustir. Capecchi vd. (2016) Alamo ¢esidi dalli
dar1 kullandiklar1 ¢aligmalarinda bazik kosullarda buharla patlatma 6n aritma prosesi
uygulamis ve sivi fazdaki glikoz ve ksiloz miktarlarinin dedektor limitlerinin altinda
oldugunu rapor etmislerdir. Shao vd. (2010) misir bitkisinin tamamini kullandiklar1 ve
amonyak lif patlatma 6n aritma yontemini uyguladiklari caligmalarinda 72 saat reaksiyon
stiresi sonunda hidrolizatta glikozun 59.3 g/L’den 0 g/L’ye diistiigiinii ve ksilozun ise 7.8
g/L’den 1.6 g/L’ye distiiglinii bulmuslardir. Coziinmiis indirgen seker kaybina neden
olan tiim ¢aligmalarin ortak noktasi, kat1 fazda delignifikasyon saglayarak on aritma
sonrasinda enzimatik hidroliz ve etanol fermentasyonu verimlerini arttirmasidir. Kati
fazda ligninin ortadan kaldirilmasi enzimlerin selilloza ve hemiselillozu daha kolay
ulasarak enzimatik hidroliz isleminin verimini artirmaktadir. Bu ¢alismada literatiirdeki
diger HP&HAC c¢aligmalarinin aksine atik {iretmeden lignoseliilozu biyoyakitlara
cevirmek amaglandigi i¢in sivi fazdaki ¢oziinmiis indirgen seker analizleri
gerceklestirilerek biyoyakit (metan) Uretme potansiyelleri belirlenmistir.
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4.2.3. HP&HAC 6n aritmanmin ¢KOTI iizerine etkisi

Shawne¢ ¢esidi dall1 dartya uygulanan HP&HAc 6n aritma etkisinin belirlenmesi
icin 6n aritmaya maruz birakilan numunelerin kati-s1v1 fazlar1 ayrilmis ve sivi fazda ¢KOI
konsantrasyonlar1 6l¢iilmiistiir. Olgiilen ortalama ¢KOI konsantrasyonlar1 Sekil 4.4’de
verilmistir. Sekil 4.4’den goriilecegi lzere maksimum ¢KOikonsantrasyonu 844.94
mgcKOI/gUKM degeriyle ile 100°C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi, %2
HAC ve %2 H20; konsantrasyonlarinda tespit edilmistir. Minimum ¢KOI konsantrasyonu
ise 199.34 mg¢KOI/gUKM degeri 50°C reaksiyon sicakligi, 6 saat reaksiyon siiresi, %0
HAc ve %0 H20> konsantrasyonu uygulanan 6n aritma kosullarinda tespit edilmistir.

15 saat reaksiyon suresi, %1 H.O2 ve %1 HAc konsantrasyonlar1 sabit tutularak
reaksiyon sicakliginin 50°C, 75°C ve 100°C oldugu kosullarda yapilan HP&HAc 6n
aritma deneylerinde sirast ile 310.9 mggKOI/gUKM, 428,51 mggKOI/gUKM ve 520.10
mgcKOI/gUKM sonuglari elde edilmistir. Reaksiyon sicakligmin artirilmasiyla ¢KOI
miktariin arttig1 goriilmektedir.

HP&HAC 6n aritmanin, dalli dart numunelerinin ¢KOI degerleri lizerine etkilerini
tespit edebilmek icin On aritma prosesi ile muamele edilen numunelerin ham dalli dar
numunesine gore ¢KOI degerlerindeki degisimler (artma ve azalma % olarak)
hesaplanmistir. Ham dalli dari numunesine gore farkli HP&HAC 6n aritma kosullarinda
muamele edilen dalli dart numunelerinin ¢KOI degisim sonuglar1 Sekil 4.5’de
sunulmustur. Ham dalli dar1 numunesi ¢KOI degeril55.59 mggKOI/gUKM olarak
olciilmiistiir. Sekil 4.5°den goriilecegi iizere ham dalli dar1 numunesi ¢KOI degeri ile
kiyaslandiginda HP&HAc 6n aritma deneyleri sonrasinda 6lgiilen tiim ¢KOI degerlerinde
artis gozlenmistir. Bu artis genel olarak H,O» ve HAc miktarlari, reaksiyon sicakligi ve
reaksiyon reaksiyon siiresi ile dogru orantili olarak gergeklesmistir. Sadece H20O2 eklenen
deneylere gore sadece HAc eklenen &n aritma deneylerinde daha yiiksek ¢KOI degerleri
elde edilmistir. Tlaveten her iki kimyasalin ilave edildigi 6n aritma deneylerinde ise en
yiiksek ¢KOI artis sonuglar elde edilmistir.

H202 ve HAc ilave edilmeyen 6n aritma deneyleri incelendiginde sabit 50°C
reaksiyon sicakliginda reaksiyon siiresinin 6 saatten 24 saatte artirilmastyla ¢KOI degeri
199.34 mgcKOI/gUKM’den 204.34 mgcKOI/gUKM degerine yiikselmistir. Ayn1 sekilde
sabit 100°C reaksiyon sicakliginda, reaksiyon siiresinin 6 saatten 24 saate ¢gikarilmasiyla
¢KOI degeri 246.72 mg¢KOI/gUKM’den 254.57 mg¢KOI/gUKM degerine artmistir.
H202 ve HAc eklenmeyen deneylerde reaksiyon sicakliginin 50°C’den 100°C’ye
c¢ikarilmasinin ¢KOI miktarmi yaklasik %25 arttirdigi, reaksiyon siiresinin ise ¢KOI
izerinde neredeyse higbir etkisinin olmadig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.5°den goriilecegi iizere maksimum ¢KOI artis1 %443.07 degeri ile 100°C
reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc ve %2 H202 konsantrasyonlarinda
gdzlenmistir. En diisiik ¢KOI artis1 ise %28.2 degeri ile 50°C reaksiyon sicakligi, 6 saat
reaksiyon suresi ve H2Oz ile HAc kullanilmayan 6n aritma kosullarinda elde edilmistir.

75°C reaksiyon sicakliginda, %1 H20: ile %1 HAc konsantrasyonlarinda
reaksiyon siiresinin 6, 15 ve 24 saate artirilmasi ile %204.37, %175.42 ve %231.76’lik
¢KOI artislar1 saglanmuslardir. Bu sonuglara gore reaksiyon siiresi 6 saat’ten 15 saate
cikarildiginda ¢KOI artis1 diismesine ragmen reaksiyon siiresinin 24 saate artirilmasiyla
daha yiiksek ¢cKOI artis1 gdzlenmistir.

Literatiirde lignoseliilozik materyale HP&HAc uygulayan caligmalarda genel
amag kati fraksiyonda delignifikasyonu saglamak oldugundan higbir ¢aligmada HP&HAc
on aritmanm sivi fraksiyonda ¢KOI iizerine etkisi incelenmemistir. Lignoseliilozik
materyallere HP&HACc disinda 6n aritma prosesi uygulayan ¢alismalara bakildiginda ise
Kanlow ¢esidi dalli dar1 kullanan Jackowiak vd. (2011) 90-180°C reaksiyon sicakliginda
mikrodalga én aritma uygulamis ve dalli daridan 164-241 mggKOI/gTKM elde etmistir.
Bu tez ¢alismasinda HP&HAc 6n aritma uygulamast ile elde edilen ¢KOI degerlerinin
literatiirde lignoseliilozik atiklara uygulanan 6n aritma sonucunda elde edilen ¢KOI
degerlerinden yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yiiksek ¢KOI degerlerinin dalli dart
bitkisinin yiiksek yapisal karbonhidrata sahip olmasi ve HP&HAc 6n aritmada kullanilan
H20:2ile HAc’in kiimiilatif etkisinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

4.2.4. HP&HAC 6n aritmanin inhibitor madde iizerine etkisi

Dalli dar1t numunesine uygulanan HP&HAC 6n aritmanin etkisinin belirlenmesi
ve muamele edilen numuneden iiretilebilecek biyoyakit (etanol ve metan) iiretimine etki
edebilecek inhibisyonun tespit edilebilmesi amaciyla on aritmaya maruz birakilan
numunelerin kati-sivi fazlari ayrilmis ve sivi fazda inhibitér madde miktarlar
Olcllmiistir. On aritma sonrast enzimatik hidroliz ve etanol fermantasyonu
gerceklestirildigi i¢in 6n aritma sirasinda meydana gelebilecek inhibitdr maddeler etanol
uretimini olumsuz yonde -etkileyebilmektedir. Bu nedenle etanol fermantasyonu
Oncesinde inhibitor madde ol¢limii gergeklestirilmis ve bu maddelerin giderilmesi i¢in bir
isleme ihtiya¢ olup olmadig1 belirlenmistir.

HPLC sistemi ile yapilan inhibitér madde ol¢timii pahali ve zaman alan bir
analizdir. Bu nedenle tim HP&HAc 6n aritma deneylerinde inhibitér madde dl¢limii
yapmak yerine en yiksek H>O: ile HAc konsantrasyonunda, en yiksek reaksiyon
sicakliginda ve en uzun reaksiyon siiresinde yapilan HP&HAc 6n aritma deneyleri ile en
diisiik H20; ile HAc konsantrasyonunda, en diisiik reaksiyon sicakliginda ve en kisa
reaksiyon siiresinde yapilan HP&HACc 6n aritma deneyleri secilmistir. Se¢ilen HP&HAc
On aritma kosullarinda muamele edilen numunelerde asetik asit (HAc), laktik asit (HLa),
hidroksimetil furfural (HMF) ve furfural konsantrasyonlari 6l¢iilmiistiir. Etanol Gretimi
acisindan inhibitor olabilecek ortalama laktik asit ve asetik asit konsantrasyonlart Sekil
4.6’da ve HMF ve furfural konsantrasyonlar1 ise Sekil 4.7°de sunulmustur.
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Sekil 4.6. Farklhi HP&HAC on aritma kosullarinda Olcllen asetik ve laktik asit
konsantrasyonlari

Sekil 4.6.’dan goriilecegi tizere %2 HAc kullanilan tiim HP&HAc 6n aritma
deneylerinde HAc konsantrasyonu yaklasik olarak sisteme eklenen HAc kadar tespit
edilmistir. Bu sonuca gére HAc konsantrasyonunun reaksiyon siiresince ¢ok az degistigi
goriilmektedir. Bu degisimin reaksiyon sicakligi ve siirenin etkisiyle par¢alanma, dalli
dar ile reaksiyona girme veya H20: ile birleserek perasetik asit olusturma seklinde
gerceklesebilecegi diisiintilmektedir. Sekil 4.6’da goriilen dort HP&HAc 6n aritma

kosulu disinda 6nemli derecede yliksek miktarda HAc tespit edilmemistir.

Sekil 4.6’dan goriilecegi lizere HP&HAc 6n aritma deneylerinde bazi kosullarda
cok az miktarda HLa olustugu ancak inhibisyona yol acacak kadar yiiksek miktarda HLa
iiretilen deney olmadig tespit edilmistir. En yiiksek HLa kosantrasyonu 100°C reaksiyon
sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi ile %2 H202 ve %2 HAc konsantrasyonlarinda yapilan
HP&HAC 6n aritma deneyinde 0.83 mg/mL olarak dl¢iilmiistiir. Narendranath vd. (2001)
iki tir Saccharomyces cerevisiae iizerinde yaptiklar1 ¢alismada HAc ve HLa’nin
baslangi¢ inhibisyon konsantrasyonlarmi sirasi ile 6 mg/mL ve 25 mg/mL olarak
bulmuslardir. Casey vd. (2010) ortamda 15 mg/mL konsantrasyondaki HAc’nin
mikrobiyal ¢cogalma, substrat tiiketim ve hacimsel etanol iiretim hizlarini azalttigini ancak
metabolik etanol verimini arttirdiim1 rapor etmislerdir. Bu caligmada; etanol
fermantasyonunda HP&HAc 6n aritma sonrasinda elde edilen kat1 kisim kullanilacag ve
etanol fermantasyon ortami hazirlanirken kati kisitmdan gelen HAc seyrelecegi icin
HP&HAC 6n aritmadan gelen HAc ve HLa miktarlarinin inhibisyona yol agacak
konsantrasyonda olmadigi ve bu sebeple inhibitdr giderim islemi yapilmasina gerek
olmadigina karar verilmistir. Ayrica, HAc ve HLa’ nin etanol fermantasyonu sonrasindaki
asamada liretilecek metan verimini arttiracagi tahmin edilmektedir.
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Sekil 4.7. Farklh HP&HAcC o6n aritma kosullarinda Olcilen HMF ve furfural
konsantrasyonlari

Sekil 4.7.°den goriilecegi lizere 100°C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon
stiresi, %2 HAc ve %0 H20., konsantrasyonunda yapilan HP&HAc 6n aritma deneyinde
0.0439 mg/mL HMF tespit edilmistir. 100°C reaksiyon sicaklig, 24 saat reaksiyon siiresi,
%0 HAC ve %2 H20: konsantrasyonunda yapilan HP&HAc 6n aritma deneyinde ise
0.0131 mg/mL furfural 6lciilmiistiir. Sekil 4.7°den goriilecegi iizere yiiksek reaksiyon
sicakliginda (100°C) HMF ve furfural olusumu gozlenmistir. Taherzadeh vd. (2000),
HMF ve furfural’in Saccharomyces cerevisiae {izerindeki etkilerini arastirdiklari
calismalarinda 2 mg/mL HMF ve 2 mg/mL furfural igeren ortamda mayanin spesifik
biiyiime hizinin 0.45’den 0.01’e diistiiglinii bulmuslardir. Ayrica, 4 mg/mL HMF veya 4
mg/mL furfural igeren ortamda spesifik etanol tiretim hizinin inhibitdr igermeyen ortama
gore yaklasik %50 azaldigini rapor etmislerdir. Yine bu calismada HMF ve furfural
varliginda spesifik etanol iiretim hiz1 azalsa da genel etanol veriminin degismedigi
gorilmektedir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda tespit edilen HMF ve furfural
konsantrasyonlar1 ¢ok diisiik diizeyde olduklarindan etanol fermantasyonunda inhibisyon
olusmayacagi ongoriilmiistiir.

4.2.5. HP&HAC 6n aritmanin yapisal karbonhidratlar tzerine etkisi

Dalli dar1 numunesine uygulanan HP&HAC 6n aritmanin etkisinin belirlenmesi
ve muamele edilen numuneden sivi faza gecen yapisal karbonhidratlarin tespit
edilebilmesi amaciyla 6n aritmaya maruz birakilan numunelerin kati-siv1 fazlari ayrilmis
ve s1vi fazda yapisal karbonhidrat miktarlar1 6l¢Ulmistiir. S1vi fazda yapisal karbonhidrat
miktarinin tespit edilmesi, etanol fermantasyonunda kullanilacak kati fazdan ayrilip
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metan fermantasyonunda kullanilacak olan sivi faza kazandirilan sellobiyoz, glikoz,
ksiloz, galaktoz, arabinoz ve mannoz miktarlarini géstermektedir. Farkli HP&HAC On
aritma kosullarinda 6l¢tilen ortalama yapisal karbonhidrat konsantrasyonlar1 Sekil 4.8’de
verilmistir.

Yapisal karbonhidrat analizi sonucunda en yiiksek sellobiyoz miktar1 75°C
reaksiyon sicakligi, 15 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc ve %1 H20, konsantrasyonunda
22.24 mg/gUKM, en yiiksek glikoz miktar1 50°C reaksiyon sicakligi, 6 saat reaksiyon
stresi, %0 HAc ve %0 H202 konsantrasyonunda 25.78 mg/gUKM, en yuksek ksiloz
miktart 100°C reaksiyon sicaklifi, 24 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc ve %2 H20:
konsantrasyonunda 9.5 mg/gUKM, en yiiksek galaktoz miktar1 50°C reaksiyon sicakligi,
6 saat reaksiyon suresi, %0 HAc ve %2 H.O. konsantrasyonunda 6.73 mg/guUKM, en
yiiksek arabinoz miktar1 100°C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi, %0 HAc ve
%2 H202konsantrasyonunda 13.92 mg/gUKM ve en yiiksek mannoz miktari ise 50°C
reaksiyon sicakligi, 6 saat reaksiyon siiresi, %0 HAc ve %0 H202 konsantrasyonunda
15.69 mg/gUKM odl¢iilmiistiir. En yiliksek toplam yapisal karbonhidrat miktar: ise 53.95
mg/gUKM degeriyle 100°C reaksiyon sicakligi, 6 saat reaksiyon siiresi, %0 HAc ve %0
H202konsantrasyonunda dl¢iilmiistiir.

Sekil 4.8.’den goriilecegi lizere HP&HAc 6n aritma ile tiim kosullarda bir miktar
sellobiyoz, glikoz ve mannoz hidrolize edilmistir. Ayrica, galaktoz diisiik sicakliklarda
Ve arabinoz da yiiksek sicakliklarda hidrolize olmustur. Bununla birlikte, ksiloz sekerinin
genel olarak hi¢ hidrolize olmadigi, sadece en giicli HP&HAc 6n aritma kosullarinda
(100°C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc ve %2
H2Ozkonsantrasyonunda) bir miktar hidrolize edilebildigi bulunmustur.

HP&HAC 6n aritmanin dalli dar1 numunelerinde hidrolize edilebildigi seker
veriminin belirlenebilmesi i¢in 6n aritma prosesi ile muamele edilen numunelerin ham
dalli dar1 numunesine gore yapisal karbonhidrat degerlerindeki degisimler (% olarak)
hesaplamistir. Ham dalli dar1t numunesine gore farklit HP&HAC 6n aritma kosullarinda
muamele edilen dalli dar1 numunelerinin yapisal karbonhidrat degisim sonuglart Sekil
4.9’da sunulmustur. Yapisal karbonhidrat analizi sonucunda ham dalli dar1t numunesinde
424.63 mg/gUKM glikoz, 229.35 mg/gUKM ksiloz, 46.14 mg/gUKM galaktoz ve 69.81
mg/gUKM arabinoz bulunmustur. HoSO4 ekstraksiyonu ile numunedeki tiim sekerler
ac1ga cikarildigindan ekstraksiyon sonunda elde edilen degerler pratikte ulasilabilecek
maksimum miktarlar1 tespit etmektedir. Ham dalli dar1 i¢in gercgeklestirilen yapisal
karbonhidrat 6l¢timiinde kullanilan asit hidrolizi yontemi sellobiyoz sekerlerindeki B(1,4)
glikozidik baglar1 kopmasina neden oldugu i¢in seliilozdan gelen bu sellobiyoz sekerleri
glikoza doniismiistiir ve sonugta sellobiyoz tespit edilememistir. Ayn1 sekilde asit
hidrolizi prosesinin gii¢lii kosullart mannoz sekerinin de mannoik asite veya C-2 epimeri
olan glikoza donlismesine neden olmus ve mannoz sekeri tespit edilememistir.
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Ham dall1 dar1 yapisal karbonhidrat bilesimine kiyasla HP&HAc 6n aritma prosesi
ile farkli kosullarda muamele edilen numunelerin sivi fazda 6l¢iilen hidrolize edilebilen
seker verimleri incelendiginde HP&HAc 6n aritmanin hidrolizasyon konusunda giiglii bir
On aritma yontemi olmadig tespit edilmistir. Hidrolize olan seker verimleri
incelendiginde en yliksek glikoz hidrolizasyonu 100°C reaksiyon sicakligi, 24 saat
reaksiyon siresi, %0 HAc ve %0 H>0, konsantrasyonunda %5.57, en yiksek ksiloz
hidrolizasyonu 100°C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc ve %2 H20>
konsantrasyonunda %#4.14, en yiiksek galaktoz hidrolizasyonu 50°C reaksiyon sicakligi,
6 saat reaksiyon siresi, %0 HAc ve %2 H20, konsantrasyonunda %14.59 ve en yiksek
arabinoz hidrolizasyonu 100°C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi %0 HAc ve
%2 H20: konsantrasyonunda %19.93 olarak hesaplanmuistir.

Sonug olarak HP&HAC 6n aritma denemelerinde glikoz hidrolizasyon miktarlari
%0.90 - 5.57-araliginda tespit edilmistir ve elde edilen glikoz hidrolizasyon miktarlari
diisiik seviyededir. HP&HAc 6n aritma sonrasi siva fazda dlgiilen ¢ozlinmiis indirgen
seker miktarlar ile tutarli bir sonuglar elde edilmistir. Galaktoz sekerinin 50 ve 75°C
reaksiyon sicakliginda ve arabinoz sekerinin ise 100°C reaksiyon sicakliginda daha
yiiksek verimle hidrolize edilebildigi tespit edilmistir.

Rosales-calderon vd. (2014) bugday samani ile yaptiklari ¢alismalarinda yiiksek
reaksiyon sicakliginda NaOH oOn aritmanin hidrolize edebildigi seker miktarlarini
incelemislerdir. Sonug olarak 120°C reaksiyon sicakligi, 30 dakika reaksiyon siiresi ve
%6 NaOH konsantrasyonunda elde edilen 6n aritma sivisinda %49.9 glikoz ve %23.6
ksiloz, 150°C reaksiyon sicakligi, 60 dakika reaksiyon siiresi ve %10 NaOH
konsantrasyonunda elde edilen 6n aritma sivisinda ise %55.3 glikoz ve %24.2 ksiloz
Olgmiiglerdir. Imman vd. (2015) farkli reaksiyon sicakliklari, asit gesitleri ve
konsantrasyonlarinin piring samani {izerindeki hidrolizasyon etkisini inceledikleri
calismalarinda glikozun yaklasik %20’sini ve pentozlarin ise yaklasik %70’ini hidrolize
etmiglerdir. Klein vd. (2016), Ficus religiosa yapraklarina termal islem uygulamis ve
enzimatik hidrolize hazirlik i¢in lignoseliilozun yapisini degistirirken miimkiin oldugunca
az sekeri hidrolize etmeyi amacglamiglardir. Sonu¢ olarak 80, 100, 120°C reaksiyon
sicakliginda sirasi ile %1.5, %1.6 ve %3.9 glikozu hidrolize etmislerdir.

HP&HAC o6n artma sonrasinda hidrolize edilen seker miktart literatiirdeki
hidrolizasyonu amaclayan 6n aritma yontemlerine gore diisiik kalmaktadir. Ancak,
HP&HAC 6n aritmadaki asil amag enzimatik hidroliz 6ncesinde dalli darinin fiziksel
yapisin1 daha gozenekli hale getirmek ve enzim ile seliiloz arasinda engel olan lignini
miimkiin oldugunca ortadan kaldirmaktir. Bu islemleri gerceklestirirken de en az seker
ve kiitle kaybi amaclanmaktadir. Literatiirde enzimatik hidrolize hazirlik amach
gergeklestirilen 6n aritma prosesleri sonunda elde edilen hidrolize seker sonuglariyla bu
calismada elde edilen hidrolize seker sonuglari tutarlidir. Bu tiir galismalarda hedef lignini
ortadan kaldirmak oldugundan ve ligninin giderilmesi durumunda sekerler de
pargalanacagi i¢in On aritma sonrast sivi fazda oOlgililen sekerler fermantasyon Oncesi
lignoseliilozik biyokiitleden kayip olarak goriilmektedir. Bu nedenle HP&HAc 6n aritma
gibi delignifikasyon odakli on aritmalarda hidrolize sekerin miimkiin oldugunca az
olusmasi istenilmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen sonucglara géore HP&HAc
On aritma sonrasi kat1 fazda meydana gelen seker kaybi, basaril bir enzimatik hidroliz ve
etanol fermantasyonuna yetecek kadar az miktardadir.
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4.3. Etanol Fermantasyonu ve HP&HAc On aritmanin Etanol Fermantasyonuna
Etkisi

4.3.1. Etanol fermantasyonu igin optimum enzim miktariin belirlenmesi

Etanol fermantasyonu i¢in es zamanl sekerlestirme — fermantasyon prosesinde
kullanilacak optimum selillaz ve B-glukozidaz enzim dozlarmin tespit edilebilmesi
amaciyla enzim {ireticisi firmanin tavsiye ettigi seliilaz dozu ve literatlirde mevcut
caligmalar incelenerek karar verilen B-glukozidaz dozlari dikkate alinarak MKT ile enzim
dozu deneme setleri dizayn edilmistir. Design Expert tarafindan Onerilen enzim
dozlarinda ham Shawnee dalli dar1 kullanilarak es zamanli sekerlestirme — fermantasyon
deneyleri yapilmistir. Optimum seliillaz ve B-glukozidaz enzim dozlarinin belirlenmesi
amaciyla 96 saat siirdiiriilen es zamanl sekerlestirme — fermantasyon prosesi sonunda
Ol¢iilen ortalama etanol degerleri Sekil 4.10.’da verilmistir.
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Sekil 4.10. Optimum seliilaz ve B-glukozidaz enzim dozlarinin belirlenmesi amaciyla
yapilan es zamanl sekerlestirme — fermantasyon prosesinde 6lgiilen etanol degerleri

Sekil 4.10°dan goriilecegi iizere en yliksek etanol konsantrasyonu 2.80
mgEtOH/mL olarak 50 EGU/gTKM seliilaz ve 80 IU IU/gTKM B-glikozidaz enzim
dozunda elde edilmistir. Bununla birlikte, proses maliyetleri g6z 6niinde bulundurularak
Shawneé¢ ¢esidi dalli dar1 i¢in etanol fermantasyonu deneylerinde en yiiksek ikinci etanol
konsantrasyonu tretimini (2.73 mgEtOH/mL) saglayan enzim dozlarinin 25 EGU/gTKM
sellilaz ve 50 IU/gTKM B-glikozidaz olarak kullanilmasina karar verilmistir.
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4.3.2. HP&HAC 6n aritmanin etanol fermantasyonuna etkisi

Farkli HP&HACc 0n aritma kosullarinda muamele edilen Shawne¢ ¢esidi dalli dar1
numunelerinin kat1 faz1 kullanilarak es zamanl sekerlestirme — fermantasyon deneyleri
yapilmistir. 144 saat siirdiiriilen etanol fermantasyonu siiresince alinan numunelerde
etanol miktar1 dl¢iilmiis ve etanol sonuglart mgEtOH/mL cinsinden belirlenmistir. On
aritma etkinliginin belirlenmesinde kiyaslama yapilabilmesi i¢in ham dalli dar
numunesinin de es zamanli sekerlesme —fermantasyon deneyi gergeklestirilmistir. Biitiin
numunelerin 144. saat sonundaki etanol miktarlar1 nihai sonug olarak kabul edilmis ve
birimleri gEtOH/kgTKM cinsine dontstiirilmiistiir.

Farkli HP&HACc 6n aritma kosullarinda muamele edilen Shawneé ¢esidi dalli dar1
numunelerinden es zamanli sekerlestirme — fermantasyon prosesi ile Uretilen etanol
miktarlar1 Sekil 4.11°de verilmistir.

HP&HAC 6n aritmanin, dalli dar1 numunelerinden iretilen etanol miktarlar
tizerine etkilerini tespit edebilmek i¢in 6n aritma prosesi ile muamele edilen numunelerin
ham dalli dari numunesine gore etanol miktarindaki degisimler (artma ve azalma %
olarak) hesaplanmistir. Ham dalli dar1 numunesine gore farkli HP&HAC 6n aritma
kosullarinda muamele edilen dalli dari numunelerinin etanol degisim sonuglar1 ise Sekil
4.12°de verilmistir.

Sekil 4.11°den 75°C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi, %1 HAc ve %l
H>0> konsantrasyonu kosullarinda yapilan HP&HAc 6n aritma deneyi hari¢ 50 ve 75°C
reaksiyon sicakliklarinda gergeklestirilen tim HP&HAc On aritma deneylerinin dalli
darinin yapisi lizerinde enzimatik hidroliz etkinligini arttiracak kadar 6nemli bir degisim
saglayamadigi ve bu 6n aritma kosullarinda muamele edilen dalli dar1 numunelerinden
tiretilen etanol miktarmin disiik kaldig1 goriilmektedir. H2O2 ve HAc kullanilmayan 6n
aritma deney kosullarinda muamele edilen dalli dar1 numunelerinin es zamanlh
sekerlesme — fermantasyon sonuglar1 incelendiginde hepsinin ham dalli dart numunesine
gore daha az etanol irettigi tespit edilmistir. Sonu¢ olarak reaksiyon sicakligi ve
reaksiyon siiresinin tek baslarina etanol iiretim verimini artirma ozelligi olmadigi
gozlenmistir.

%1 H20:2 ile %1 HAc konsantrasyonlarinda, 15 saat reaksiyon siiresinde ve 50,
75, 100°C reaksiyon sicaklari kosullarinda muamele edilen dalli dar1 numunesinden
tiretilen etanol miktarlari sirasi ile 2.14 mgEtOH/gTKM, 1.67 mgEtOH/gTKM ve 54.99
mgEtOH/gTKM olarak bulunmustur. Sekil 4.11.’den reaksiyon sicakligin 50°C’den ve
75°C’ye ¢ikarilmasinin etanol miktarin1 neredeyse degistirmedigi, ancak reaksiyon
sicakliginin 100°C’ye ¢ikarildigi 6n aritma kosullarinda muamele edilen numuneden
yiiksek miktarda etanol iiretildigi gortilmektedir.
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Sekil 4.11. Farkli HP&HAC 6n aritma kosullarinda muamele edilen dall1 dar1 kullanilarak tiretilen etanol miktarlar
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H202 ve HAc’in tek baglarina kullanildiklar1 deneylerde sadece 100°C reaksiyon
sicakligl ve 24 saat reaksiyon siiresi kosullarinda yliksek etanol iiretimi saglanmstir.
Bulgulara gore etanol fermantasyonu oncesinde uygulanacak basarili bir HP&HAc 6n
aritma prosesinde H»O ile HAc miktarlari, reaksiyon sicakligi ve reaksiyon siiresi
parametrelerinin yiiksek degerlerinde kiimiilatif etki ortaya ¢ikmustir.

Sekil 4.12°den goriilecegi iizere ham dalli dar1 numunesine gore etanol iiretiminde
maksimum artis 100°C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi, %0 HAc ve %2 H20-
konsantrasyonlarinda 6n aritma ile muamele edilen dalli dar1 numunesinde %150.36
olarak gozlenmistir. Etanol tiretiminde maksimum azalma ise 50°C reaksiyon sicakligi,
24 saat reaksiyon suresi, %0 HAc ve %2 H20> konsantrasyonlarinda 6n aritma uygulanan
dalli dar1 numunesinden %99.41 olarak elde edilmistir. Bu iki kosul arasindaki tek fark
olan reaksiyon sicakliginin dalli darinin fiziksel yapisini enzimlerin ulasabilecegi sekilde
degistirmede etkili oldugu gorilmektedir.

HP&HAC 6n aritma ile muamele edilen dalli dar1 numunelerinden es zamanli
sekerlestirme — fermantasyon prosesi ile iiretilen etanol miktarlarinin ve HP&HAc 0n
aritma etkinliginin daha 1yi anlasilabilmesi icin {iiretilen etanol miktar1 L/tonTKM
birimine doniistiirilmistlir. Ayrica, dalli daridan fretilebilecek teorik etanol verimi
hesaplanmis ve HP&HAc 6n aritma ile muamele edilen dalli dar1 numunelerinden es
zamanli sekerlestirme — fermantasyon prosesi ile iiretilen etanol miktarlarinin teorik
etanol verimine gore ulasilan verimleri hesaplanmis ve Sekil 4.13’te sunulmustur. 938.12
g/kgTKM, 824.31 g/kgUKM ve %33.1 selilloz miktarina sahip Shawneé ¢esidi dalli
darinin teorik etanol verimi 208.85 L/tonTKM olarak hesaplanmistir. HP&HAC 6n aritma
ile muamele edilmeyen Shawneé ¢esidi dalli daridan 41.34 L/ton TKM etanol iiretilmis
ve teorik etanol potansiyelinin %19.79’una ulasilmistir. En yiiksek etanol 100°C
reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc ve %2 H20> konsantrasyon
kosullarinda muamele edilen dalli dar1 numunesinden 103.49 L/ton TKM olarak
iiretilmistir ve teorik verimin %49.55’ine ulasilmistir. En diisiik etanol ise 50°C reaksiyon
sicakligl, 24 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc ve %2 H20. konsantrasyon kosullarinda
muamele edilen dalli dar1 numunesinde 0.24 L/ton TKM olarak iiretilmis olup teorik
verimin %0.12’sine ulagilmistir.

Lignoseliillozik materyalden etanol iiretimi konusunda yapilan calismalar
incelendiginde; Aita vd. 'nin (2011) seker kamis1 kiispesinden teorik etanol veriminin
%78’ine ulasarak 291.5 L/ton TKM etanol trettikleri, Babujanarthanam ve Kavitha'nin
(2014) kirmizi algden 36 saat fermantasyon siiresinde teorik verimin %91.62’sine
ulagarak 0.546 g/g seliiloz etanol tirettikleri, Barros-Rios vd.'nin (2016) misir bitkisinden
292-358 L/ton TKM araliginda etanol iirettikleri, Camesasca vd.'nin (2015) fil ciminden
teorik verimin %352 ’sine ulasarak 162 L/ton TKM etanol trettikleri, Canabarro vd.'nin
(2017) piring kabugundan ve kepeginden 171.1 L/ton TKM etanol iirettikleri, Fockink
vd.'nin (2015) ¢ir¢ir makinasi tozundan 232 L/ton TKM ve ¢irgir makinasi atigindan ise
129 L/ton TKM etanol urettikleri, Keshav vd.'nin (2016) pamuk sapindan 557.67 L/ton
TKM etanol Urettikleri tespit edilmistir. Papa vd. (2015) dalli daridan biyogaz ve etanol
tirettikleri ¢aligmalarinda dalli dartya iyonik sivilar 6n aritma uygulayarak en yiiksek 85.7
mgEtOH/g TKM iiretime ulagsmislardir. Wu vd. (2018) dalli dariya fosforik asit ile On
aritma uygulayarak 190.4 mgEtOH/g TKM firetim gerceklestirmislerdir. Bu tez
kapsaminda literatiirde mevcut degerlerden diisiik miktarda etanol iiretimine ulagilmistir.
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4.4. Metan Fermantasyonu ve HP&HAC On aritmanin Metan Fermantasyonuna
Etkisi

Shawneé ¢esidi dalli dar1 numunelerine uygulanan HP&HAC 6n aritma prosesi
sonrasinda numuneler kati-sivi faz olarak ikiye ayrilmistir ve kati faz numuneleri etanol
iiretim potansiyelinin tespit edilmesinde kullanilmistir. Etanol {iretiminden sonra kalan
etanol fermantasyon ortami ve HP&HAc 6n aritma prosesinden kalan sivi faz numuneleri
birlestirilerek kalan tiim atiktan ikinci biyoyakit metan iiretimi hedeflenmistir.

Her bir HP&HAC 6n aritma prosesinde 12 g TKM numune kullanilmis olup,
bunun 5 g TKM’si etanol {iretimine aktarilmistir. Etanol iiretimi sonrasinda 5 g TKM
iceren etanol fermantasyon ortami alinarak HP&HAc 6n aritma prosesinden kalan sivi
fazdan 78.33 mL eklenmistir (5/12si kadar). Boylece etanol iiretim siirecinde olusacak
atiklarin tamaminin kullanilmasi saglanmistir. Toplam 50 giin devam ettirilen BMP
testlerinden elde edilen sonuglar mLCH4/gUKM olarak hesaplanmistir. Farkli HP&HAC
Oon aritma kosullarinda muamele edilen numuneler ile etanol iiretiminden kalan
fermantasyon ortami ortalama BMP testi sonuglar1 Sekil 4.14°de verilmistir.

Sekil 4.14’den goriilecegi lizere maksimum metan tiretimi 363.82 mMLCH4/gUKM
degeri ile 100°C reaksiyon sicakligi, 6 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc ve %0 H20:
konsantrasyonunda on aritma uygulanan dalli dar1 numunesinden elde edilmistir.
Minimum metan tretimi ise 235.84 mLCH4/gUKM degeri ile 100°C reaksiyon sicakligi,
24 saat reaksiyon suresi, %2 HAc ve %0 H20; konsantrasyonunda muamele edilen dalli
dar1 numunesinden tretilmistir. Bu iki kosul arasindaki tek fark 6n aritmada uygulanan
reaksiyon siiresidir. ki kosulda da &n aritma sonras1 ¢Seker miktarlar diisiik ve ¢KOI
miktarlar yliksek olmasina ragmen, 24 saat reaksiyon siiresinde 6n aritma ile muamele
edilen dalli dar1 numunesinden iiretilen etanol potansiyeli 6 saat reaksiyon suresinde 6n
aritma ile muamele edilen dalli dart numunesinden daha yiiksek sonug verdigi i¢in metan
potansiyeli 6 saat reaksiyon siiresi uygulanan 6n aritma deneyinde yiiksektir.

BMP sonuglart genel olarak degerlendirildiginde tiim kosullarda yiiksek miktarda
metan iretildigi goriilmektedir. Bunun nedeni 6n aritma sonrasinda sivi kisimlarda
yiiksek ¢KOI miktarlar1 elde edilmesi ve etanol fermantasyonunda genel olarak iiretimin
diistik kalmasi sonucunda fermente edilebilecek maddelerin BMP testine kalmasindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica, bazi 6n aritma uygulamalart sonunda HAc miktarinin
azalmamasi ve etanol fermantasyonu basamaginda B-glukozidaz enziminin ¢ozicusi
olarak kullanilan asetat tamponunun da HAc icermesi BMP miktarinin artmasina neden
olmustur.
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75°C reaksiyon sicakligi, 15 saat reaksiyon siiresi, %1 HAc ve %1 H20:
konsantrasyonunda yapilan merkez deneyde en yiiksek ticlincii BMP degeri 356.20
mLCH4/gUKM olarak elde edilmistir. Merkez nokta 6n aritma kosullarinda yiiksek BMP
degeri elde edilmesi MKT deney tasariminda H2O,, HAc, reaksiyon sicakligi ve
reaksiyon siiresi proses degiskenlerinin secilen araliklarinin uygun oldugunu
gostermektedir. Merkez noktada 6 ve 24 saat reaksiyon siirelerinde muamele edilen dalli
dar1 numunesinden tiretilen BMP miktarlar sirasiyla 248.10 mLCH4/gUKM ve 305.23
MLCH4/gUKM olarak elde edilmistir. Merkez noktada H>O- ile HAc konsantrasyonlari
ve reaksiyon suresi sabit tutularak 50 ve 100°C reaksiyon sicakliginda yapilan 6n aritma
deneylerinde muamele edilen dalli dart numunelerinden sirasiyla 297.22 mLCH4/gUKM
ve 300.61 mLCH4/gUKM elde edilmistir. Bu sonuglara gére BMP agisindan yine 75°C
reaksiyon sicakliginda gercgeklestirilen merkez deneyi kosullarinda en yiliksek metan
potansiyeli sonucuna ulastig1 goriilmektedir.

Shawneé ¢esidi ham dalli dari numunesinin BMP degeri 195.50 mLCH4/gUKM
olarak 6l¢iilmiistiir. Ham dalli dart numunesine gore farkli kosullarda HP&HAc 6n aritma
uygulanan numunelerin BMP degerlerindeki degisimler Sekil 4.15°de verilmistir. Sekil
4.15’den goriilecegi iizere tim kosullarda metan iiretiminde artis saglanmistir.
Maksimum metan artis1 100°C reaksiyon sicakligi, 6 saat reaksiyon stiresi, %2 HAc ve
%0 H202 konsantrasyonu kosullarmin uygulandig:i dalli dar1 numunesinden %86.09
olarak ve minimum artig ise 100°C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc
ve %0 H20; konsantrasyonu kullanilan 6n aritma ile muamele edilen dalli dar
numunesinden %20.63 olarak elde edilmistir.

Literatiirde farkli 6n aritma yontemleri uygulanarak dalli darinin metan tiretiminin
incelendigi siirli sayida ¢aligma bulunmaktadir. Capecchi vd. (2016), Alamo ¢esidi dalli
daridan etanol ve metan lretimini inceledikleri ¢alismalarinda 281.8 mLCH4/gUKM
metan elde etmislerdir. Jackowiak vd. (2011), Kanlow ¢esidi dalli dariya mikrodalga 6n
aritma uygulamislar ve 150°C reaksiyon sicakliginda muamele edilen numuneden en
yiksek metan tretimini 320 mLCH4/gUKM olarak elde etmislerdir. Papa vd. (2015), dalli
dariya basingli sicak su 6n aritma ve enzimatik hidroliz uygulayarak 66.54 L/tonTKM
etanol ve 271 mL/gUKM metan, iyonik sivilar ve enzimatik hidroliz uygulayarak ise
108.61 L/ton TKM etanol ve 230 mL/gUKM metan iiretmislerdir. Frigon vd. (2012), yaz
doneminde hasat edilmis Kanlow c¢esidi dalli dar1 kullanarak ham dalli daridan 205
MLCH4/gUKM ve 6n aritma ile muamele edilen dalli dart numunesinden 298
MLCH4/gUKM f{iretmislerdir.

Bu c¢alisma kapsaminda ham Shawneé ¢esidi dalli dar1 numunesine ait BMP
sonucunun literatiir ile uyumlu oldugu, 6n aritma sonrasi kalan siv1 fraksiyon ve etanol
Uretimi sonrast kalan fermantasyon atiklarinin karistirilmasi ile hazirlanan numunelerin
BMP degerlerinin ise literatiire gore yiiksek oldugu tespit edilmistir. On aritma sonrasinda
indirgen seker miktarlarinin diisiik ancak ¢KOI miktarlarmin yiiksek olarak 6l¢iilmesi,
BMP sonuglarmin ¢KOI ile orantili oldugunu géstermektedir. Yiiksek BMP sonucu, 6n
aritma prosesinin yiksek reaksiyon sicakligi ve asit kosullarinda yapilmasina ragmen
HMF veya furfural gibi inhibisyona yol agabilecek inhibitorlerin olusmadigini1 ve metan
tretiminin inhibe olmadigimi gostermektedir. Ayrica, 6n aritmadan ve etanol
fermantasonunda B-glukozidaz enziminin ¢dziiciisii olan asetattan kaynakli asetik asit
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konsantrasyonunun da inhibisyona yol agmadigi, tersine BMP testinde besin olarak
kullanilarak tiretilen metan miktarini arttirdigi gorilmiistiir.

4.5. Model Verileri

Shawneé c¢esidi dall1 daridan iiretilebilecek etanol ve metan miktariin artirilmasi
amactyla cevap yiizey yontemi, merkezi kompozit tasarim (MKT) ile planlanan HP&HAc¢
on aritma deney kosullari ile bagimli degiskenlere ait sonuglar (s1v1 fazda ¢indSeker ve
¢KOI, kat1 fazdan iiretilen etanol ve karisim numunesinden iiretilen metan) Cizelge 4.2°de
verilmistir. Dall1 dar1t numunesine HP&HAC 6n aritma prosesinin uygulamasindan sonra
¢indSeker, ¢KOI, etanol ile metan miktar1 optimizasyonu i¢in uygulanan MKT’de
HP&HAC cevap degiskenlerinin modellenmesi, modelin uygunlugunun testinin
yapilmasi ve bagimsiz degiskenlerle bu degiskenlere ait etkilerin belirlenebilmesi
amactyla ANOVA testi yapilmistir.
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Cizelge 4.2. Merkezi kompozit tasarim tarafindan onerilen HP&HAc 6n aritma deneyleri ve bagimli degiskenlere ait sonuglar

Deney Sicakhk | Sdre HAc H202 . cindSeker g:KQi Etanol BMP
(°C) (h) (Yowiv) (Yowiv) (mgIndSeker/gUKM) (mgcKOI/gUKM) (mgEtOH/mL) (mLCH4/gUKM)
1-1 100 6 0 0 81.08 241.85 1.69 296.72
1-2 100 6 0 0 83.11 251.59 1.66 291.15
2-1 75 15 1 0 6.63 374.94 1.92 312.93
2-2 75 15 1 0 6.30 389.90 1.56 319.09
3-1 75 15 2 1 1.89 596.69 0.8429 353.35
3-2 75 15 2 1 1.91 622.95 0.8914 343.29
4-1 50 24 2 0 2.29 530.95 1.94 339.29
4-2 50 24 2 0 2.22 511.93 1.98 323.48
5-1 100 6 2 0 2.38 513.91 2.41 362.31
5-2 100 6 2 0 2.43 532.74 2.33 365.33
6-1 100 6 0 2 1.60 366.42 1.03 277.16
6-2 100 6 0 2 1.62 371.11 1.03 294.22
7-1 100 24 0 0 95.18 250.97 251 251.60
7-2 100 24 0 0 96.71 258.20 2.06 247.37
8-1 50 15 1 1 1.95 315.59 0.8148 302.26
8-2 50 15 1 1 1.91 305.99 0.9135 292.18
9-1 75 15 1 2 1.69 376.77 1.06 311.05
9-2 75 15 1 2 1.74 384.35 1.04 320.34
10-1 100 24 0 2 198.72 408.62 4.93 276.55
10-2 100 24 0 2 206.81 401.16 5.03 278.15
11-1 100 24 2 2 3.29 864.80 4.70 344.95
11-2 100 24 2 2 3.30 825.08 4.96 357.61
12-1 50 24 0 2 1.50 275.48 0.8794 277.89
12-2 50 24 0 2 1.48 262.66 0.8708 283.60
13-1 75 15 1 1 2.28 438.80 0.9439 378.48
13-2 75 15 1 1 2.33 418.56 0.9015 333.91
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Cizelge 4.2°nin devami

Deney Sicaklik | Sire HAC H20: . cindSeker g:K.Oi Etanol BMP
(°C) (h) (Yow/v) (Yow/v) (mgcIndSeker/gUKM) (mg¢KOI/gUKM) (mgEtOH/mL) (MLCH4/gUKM)
14-1 75 15 0 1 1.71 296.91 1.02 273.15
14-2 75 15 0 1 1.75 283.19 0.97 247.26
15-1 50 6 2 2 1.71 592.03 0.90 317.58
15-2 50 6 2 2 1.70 585.82 0.92 339.98
16-1 50 6 0 2 2.03 342.06 0.89 232.08
16-2 50 6 0 2 2.04 338.14 0.91 262.01
17-1 75 6 1 1 2.17 479.89 0.99 239.54
17-2 75 6 1 1 2.27 467.23 1.01 256.66
18-1 75 24 1 1 3.08 525.63 3.30 298.23
18-2 75 24 1 1 3.09 506.71 3.10 312.24
19-1 100 24 2 0 2.45 621.78 3.11 227.14
19-2 100 24 2 0 2.48 630.11 2.97 244.55
20-1 100 15 1 1 5.25 511.18 3.58 280.96
20-2 100 15 1 1 5.32 529.02 3.64 320.25
21-1 100 6 2 2 2.24 659.33 3.69 329.29
21-2 100 6 2 2 2.24 631.09 3.67 366.08
22-1 50 24 0 0 71.83 208.76 1.63 303.52
22-2 50 24 0 0 70.17 199.92 1.61 326.72
23-1 50 6 0 0 79.49 201.47 1.71 257.34
23-2 50 6 0 0 80.26 197.21 1.58 272.83
24-1 50 24 2 2 1.61 608.60 1.64 242.23
24-2 50 24 2 2 1.69 631.05 1.72 248.37
25-1 50 6 2 0 2.12 484.50 1.91 373.68
25-2 50 6 2 0 2.08 487.27 1.85 344.88
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4.6. Model Sonugclari
4.6.1. Céziinmiis indirgen seker (¢cindSeker) model sonuglar

MKT yontemi ile planlanan 25 farkli HP&HAc 6n aritma kosulunda merkez
deneyi triplike, diger deneyler duplike olacak sekilde yapilmis ve bagimsiz degiskenlere
ait Olciilen sonuglar modelde kullanilmak iizere Design Expert® 7 paket programina
islenmistir. Coziinmiis indirgen seker icin verilerin karekokiiniin alindig1 ve istatistiksel
olarak 6nemsiz olan terimlerin regresyon denkleminden ¢ikarildigi modifiye kuadratik
bir model kullanilmistir. ¢IindSeker icin kullanilan modelin ANOVA testi sonuclari
Cizelge 4.3’te ve modele ait istatistiksel analiz sonuclar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.3. ¢indSeker modeli ANOVA testi sonuglari

Kareler | Serbestlik Kareler . . -degeri
Kaynak Toplamm | Derecesi | Ortalamasi F-degeri i

Model 610.74 20 30.54 47.65 < 0.0001
A-Reaksiyon 0.82 1 0.82 1.29 0.2656
Sicakligi
B-Reaksiyon Siresi 0.071 1 0.071 0.11 0.7413
C-HAC 4.202E-002 1 4.202E%% | 6.557E-0% | 0.9360
Konsantrasyonu
D-H20: 42.77 1 42.77 66.73 | <0.0001
Konsantrasyonu
AB 26.57 1 26.57 41.46 < 0.0001
AC 22.15 1 22.15 34.56 < 0.0001
AD 17.31 1 17.31 27.01 < 0.0001
BC 19.42 1 19.42 30.31 < 0.0001
BD 19.89 1 19.89 31.04 < 0.0001
CD 40.69 1 40.69 63.48 < 0.0001
A? 6.11 1 6.11 9.53 0.0043
B2 3.80 1 3.80 5.94 0.0210
D? 7.10 1 7.10 11.08 0.0023
ABC 24.36 1 24.36 38.01 < 0.0001
ABD 18.45 1 18.45 28.79 < 0.0001
ACD 14.22 1 14.22 22.19 < 0.0001
BCD 18.50 1 18.50 28.86 < 0.0001
A%B 1.70 1 1.70 2.66 0.1135
A%C 25.41 1 25.41 39.65 < 0.0001
AB? 0.85 1 0.85 1.33 0.2584
Kalan 19.23 30 0.64
Uyum Eksikligi 19.21 4 4.80 6136.91 | <0.0001
Yalin Hata 0.020 26 7.824E004
Diizeltilmis Toplam 629.97 50 - - -
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Cizelge 4.4. ¢indSeker modeli istatistiksel analiz sonuglari

Standart Sapma 0.80 R? 0.9695

Ortalama 3.21 Adj R? (Diizeltilmis R?) 0.9491

Varyasyon Katsayisi (%) 24.91 Pred R? (Tahmin edilen R?) 0.8999

Press 63.06 Adeq Precision 24.925
(Yeterli Hassasiyet)

Design Expert® 7 paket programi, elde edilen ve programa islenen bagimsiz
degisken c¢IndSeker verilerini analiz ederek ¢IndSeker igin kuadratik model
kullanilmasini1 &nermistir. R? degeri daha yiiksek bir model elde etmek igin kuadratik
model modifiye edilmis ve bazi regresyon terimleri denklemden ¢ikartilarak modifiye
kuadratik bir model kurulmustur. Kurulan bu modelin R? degeri 0.9695 olarak
hesaplanmigtir. Onerilen model (Esitlik 4.1) icin gerceklestirilen ANOVA testi
sonucunda model i¢in elde edilen diisiik p degeri (<0,0001) modelin %99,999 giiven
araliginda 6nemli oldugunu belirtmektedir. ¢indSeker modeli iizerinde &n aritma
kosullart belirlenirken kullanilan degiskenlerin direkt etkileri incelendiginde; reaksiyon
sicakligl, reaksiyon siiresi, HAc konsantrasyonu ve H202 konsantrasyonu degiskenlerine
ait p degerlerinin siras1 ile 0.2656, 0.7413, 0.9360 ve <0.0001 olarak hesaplandigi
goriilmektedir. Bu degerlere gore reaksiyon sicakliginin, reaksiyon siiresinin ve HAc
konsantrasyonunun istatistiksel olarak ¢indSeker miktarma olan etkileri 6nemsiz
bulunmustur. H2O; konsantrasyonunun ¢indSeker iizerine olan etkisi ise p degerinin
0.05’den kiiciik olmasindan dolayi istatiksel olarak anlamli bulunmustur.

Interaksiyon etkileri incelendiginde; reaksiyon sicakligi x reaksiyon siiresi,
reaksiyon sicakligi x HAc konsantrasyonu, reaksiyon sicakligi x H202 konsantrasyonu,
reaksiyon suresi x HAc konsantrasyonu, reaksiyon siresi X H>-O> konsantrasyonu, HAc
konsantrasyonu x H20> konsantrasyonu, reaksiyon sicakligi x reaksiyon siiresi x HAc
konsantrasyonu, reaksiyon sicakligi x reaksiyon siiresi x H2O, konsantrasyonu, reaksiyon
sicakligit x HAc konsantrasyonu x H>O> konsantrasyonu ve reaksiyon siresi x HAc
konsantrasyonu x H20: konsantrasyonu ikili ve t¢lii interaksiyonlarinin p degerleri
<0.0001 olarak bulundugu icin ¢cindSeker iizerinde istatistiksel olarak etkilidirler. ikinci
dereceden etkiler incelendiginde; reaksiyon sicakliginin, reaksiyon siiresinin ve H20:
konsantrasyonunun ikincil etkilerinin p degerlerinin siras1 ile 0.0043, 0.021 ve 0.0023
oldugu ve bu p degerlerinin 0.05’ten kiiclik olmalari nedeni ile istatistiksel olarak
¢indSeker iizerinde etkili olduklar1 goriilmektedir. Ayrica, reaksiyon sicakligmin ikinci
derecesi ile HAc konsantrasyonu interaksiyon etkisinin de 0.0001 p degerine sahip olmasi
nedeniyle reaksiyon sicakligi? x HAc konsantrasyonu da ¢indSeker iizerinde etkilidir.

Modelin yeterliligi ve gecerliliginin kabuliinde farkli teknikler (hata analizi,
hatanin derecelendirilmesi, hata kareler toplaminin tahmini ve uyum eksikligi vb.)
kullamlmaktadir. R? olarak ifade edilen determinasyon katsayis1 agiklanan varyasyonun
toplam varyasyona orant olarak tanimlanmakta ve modelin tahmin giiclini
gOstermektedir. Modelde determinasyon katsayisi 0.9695 olarak hesaplanmistir. Bu
modelde hesaplanan R? degeri, modelde kullanilan degiskenlere karsilik elde edilecek
¢indSeker cevaplarmin %96.95’inin 6nerilen bu model ile agiklanabilecegi ifade
etmektedir. Modelde diizeltilmis R? degeri 0.9491 olarak bulunmustur. R? ve diizeltilmis
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R? terimleri arasinda biiyiik bir fark olmamasi modeldeki terimlerin yeterli oldugunu
gostermektedir.

Istatistiksel olarak uyum eksikligi 6lciilen ve tahmin edilen degerlerin ortalama
karesinin, ayni kosullarda tekrar edilen deney sonuglarinin ortalama karesine boliimii
olarak tanimlanmakta ve uyum eksikligi degerinin p>0,1 olmasi1 gerekmektedir. Onemli
uyum eksikligi tekrar edilen deneylerin ortalama sonuglar1 arasindaki degisimin dizayn
noktalarinin tahmin edilen degerlerinin degisiminden az olmasi anlamina gelmektedir
(Stat Teaser, News from Stat-Ease, Inc. 2004). Ancak, elde edilen model yuksek
regresyon katsayina sahip olmasina ragmen uyum eksikligi 6nemli olabilmektedir. Bu
durumda tekrar edilen deneylerin nasil yapildigi sorgulanmalidir. Eger, tekrar edilen
deneyler (merkez noktada) tekrar edilen dogru dlglimlerse, saf hata tespit edilememekte
ve uyum eksikligi yapay olarak kiigiik olmaktadir. Bu durumda istatistiksel olarak uyum
eksikligi gegerli bir test olmamakta ve modelin gecerliginde diger istatistiksel kriterler
dikkate alinmaktadir. Uyum eksikligi, model transformasyonu yoluyla da ortadan
kaldirilabilmektedir. Bununla birlikte, 6nemli model uyum eksikligi i¢in higbir sey
yapilamiyorsa, deneysel sonuclarin gecerliligini saglamak i¢in validasyon deneyi
yapilmakta ve model tahmini ile validasyon deneyi sonuglar1 karsilagtirilabilmektedir
(Gokgdl 2016). Bu calisamada, ¢indSeker modeli igin regresyon katsayisi (R2) 0.9695
bulunmasina ragmen model uyum eksikligi 6nemli (p-degeri <0,0001) bulunmustur.
Design alaninda modele olan giivenin saglanabilmesi i¢in validasyon deneyi yapilmistir.

Design Expert® 7 programmin ¢indSeker icin onerdigi modifiye guadratik
modelin kodlu ve gergek degerli regresyon denklemleri sirasi ile Esitlik 4.1 ve Esitlik
4.2°de verilmistir.

JeSeker =+1.09 +045xA+0.13xB+0.032xC-1.09xD+091xAXB -
083XAXC+074xAXxD-078XxBxC+079xBxD+1.13xCxD + 1.05x A+
0.83xB?+1.13xD?-087xAXBXxC+0.76 xAXxBxD-0.67xAxCxD-0.76xB
X C x D + 069 x A?> x B -267 x A> x C + 049 x A x

JJ¢Seker = +32.29617 - 0.63546 x Reaksiyon Sicakligi + 0.51633 x Reaksiyon
Suresi - 28.98888 x HAc Konsantrasyonu - 7.47394 x H20, Konsantrasyonu - 0.021149
x Reaksiyon Sicakligi x Reaksiyon Siiresi + 0.69312 x Reaksiyon Sicakligi x HAc
Konsantrasyonu + 5.46566E°% x Reaksiyon Sicakligi x H,O, Konsantrasyonu + 0.28873
X Reaksiyon Siiresi x HAc Konsantrasyonu - 0.081027 x Reaksiyon Siresi x H.O> +
4.39472 x HAc Konsantrasyonu x H,O, Konsantrasyonu + 4.11250E°% x Reaksiyon
Sicakligi® - 7.88012E9%% x Reaksiyon Siiresi? + 1.13265 x H.0, Konsantrasyonu? -
3.87753E%%% x Reaksiyon Sicakhigi x Reaksiyon Siiresi x HAc Konsantrasyonu +
3.37480E°% x Reaksiyon Sicakhgi x Reaksiyon Siiresi x H>O, Konsantrasyonu -
0.026667 x Reaksiyon Sicakhigi x HAc Konsantrasyonu x H>0O> Konsantrasyonu -
0.084477 x Reaksiyon Siresi x HAc Konsantrasyonu x H20. Konsantrasyonu +
1.23035E°%% x Reaksiyon Sicaklhigi® x Reaksiyon Siresi - 4.27712E%% x Reaksiyon
Sicakligi® x HAc Konsantrasyonu + 2.41558E%% x Reaksiyon Sicakligi x Reaksiyon
SUPESIZ.. ... oot e et et e et e et e e et e e e e et et e e e e e e e e 2
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LN

Tahmin Edilen ¢Seker Miktan (mgcSeker/gUKM)
i

Olciilen ¢Seker Miktan (mggSeker/gUKM)

Sekil 4.16. Olgiilen ¢cindSeker miktarlara karsilik tahmin edilen ¢indSeker degerlerinin
dagilimi

Model tarafindan hesaplanan regresyon denklemi ile elde edilen teorik sonuglarin,
elde edilen deneysel sonuglara karsilik gelen dagilimi Sekil 4.16°da verilmistir. Tahmin
edilen degerler lineer dogrusu etrafinda gosterilen noktalar deneyler sonucunda elde
edilen verileridir. Bu noktalarin tahmin edilen dogrudan uzakliklarinin az olmasindan
dolayr modelin veriler ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, o6l¢ilen
degerler 0.59-3.97 mgg¢indSeker/gUKM araliginda yogunlasmistr.

Reaksiyon sicakligl, reaksiyon siresi, HAc konsantrasyonu ve H202
konsantrasyonu degiskenlerinin ¢IndSeker miktarma olan etkilerini inceleyen cevap
yiizey ve kontur grafikleri Sekil 4.17°de verilmistir.

Sekil 4.17 (a)’da cevap degiskeni ¢indSeker konsantrasyonunun reaksiyon siiresi
ve reaksiyon sicakligi ile degisimini agiklayan CY grafigi verilmistir. Sekil 4.17.(a)’dan
goriilecegi lizere reaksiyon siiresinin ya da reaksiyon sicakligmmin tek basina
arttirlmasmin ¢indSeker {iizerinde bir etkisi olmadig1 goriilmektedir. Modele gore;
reaksiyon siiresi diisiik seviyede tutulup, reaksiyon sicakligr 50-100°C arasinda
degistirildiginde veya reaksiyon sicakligi diisiik seviyede tutulup reaksiyon siiresi 6-24
saat arahiginda degistirildiginde ¢indSeker tiim bu kosullar igin yaklasik 3.25
mgcindSeker/gUKM olarak elde edilmektedir. cindSeker artisinda reaksiyon sicaklig ve
reaksiyon siiresinin interaksiyon etkisinin 6nemli oldugu cevap ylizey grafiginden
gorulmektedir. Sekil 4.17 (b)’de verilen kontur grafigi incelendiginde; c¢indSeker
artisinin, 75°C reaksiyon sicakligi ve 15 saat reaksiyon siiresi interaksiyon etkisi ile
artmaya bagladigi, reaksiyon sicaklikligi ve reaksiyon siiresi arttirildikga bu artisin
biiyiidiigii goriilmektedir. Maksimum ¢indSeker degeri, maksimum HP&HAc 6n aritma

120



BULGULAR VE TARTISMA [. A. BASAR

kosullarinda 100°C reaksiyon sicaklifi ve 24 saat reaksiyon siiresinde yaklasik 32
mgcIndSeker/gUKM olarak elde edilmistir.

Sekil 4.17 (c)’de cevap degiskeni c¢indSeker konsantrasyonunun HAC
konsantrasyonu ve reaksiyon sicakligi ile degisimini inceleyen CY grafigi verilmistir.
Sekil 4.17.(b)’den goriilecegi lizere HAc konsantrasyonu %0 ve reaksiyon sicakligi 55-
87.5°C araliginda tutuldugunda ¢indSeker konsantrasyonunun diisiik oldugu, reaksiyon
sicaklign 87.5-100 °C araligma yiikseltildiginde ise ¢IndSeker konsantrasyonunun
reaksiyon sicakligi artisi ile dogru orantili bir sekilde arttigi goriilmektedir. Reaksiyon
sicaklign  sabit tutulup HAc konsantrasyonunun ¢indSeker iizerindeki etkisi
incelendiginde ise HAc konsantrasyonu ile ¢indSeker konsantrasyonunun ters orantili
oldugu goriilmektedir. HAc konsantrasyonu %2 seviyesinde iken ¢indSeker neredeyse
her sicaklikta 0 mggindSeker/gUKM seviyesindedir. Sekil 4.17 (d)’de verilen kontur
grafigi incelendiginde; modelde en vyiiksek ¢indSeker konsantrasyonuna 37
mgeSeker/gUKM olarak %0 HAc konsantrasyonu ve 100°C reaksiyon sicakligi
kosulunda ulasilmstir.

Sekil 4.17 (e)’de cevap degiskeni ¢indSeker konsantrasyonunun H2O;
konsantrasyonu ve reaksiyon sicakligi ile degisimini inceleyen CY grafigi verilmistir.
Sekil 4.17.(e)’den goriilecegi tlizere H202 konsantrasyonu %0 ve reaksiyon sicakligi 50 -
75°C araliginda tutuldugunda ¢indSeker konsantrasyonu 10-18 mgg¢indSeker/gUKM
seviyesinde ve reaksiyon sicakligi 75 - 100°C araliginda tutuldugunda ise ¢indSeker
konsantrasyonu 10-14 mgcindSeker/gUKM seviyesinde elde edilmektedir. 50°C
reaksiyon sicakliginda H;O, konsantrasyonunun artirilmasinin ¢indSeker iizerindeki
etkisinin negatif yonde oldugu goriilmektedir. Sekil 4.17 (f)’de verilen kontur grafigi
incelendiginde; H.O> konsantrasyonunun ve reaksiyon sicakliginin ¢indSeker iizerinde
interaksiyon etkileri oldugu goriilmektedir. Bu etki incelendiginde tiim reaksiyon
sicakliklarr igin H202 konsantrasyonu %0-1 araliginda ¢indSekerde azalmaya, %1-2
araliginda ise artiga neden olmaktadir. Sekil 7.17. (f) kontur grafiginden modelin 100°C
reaksiyon sicakligt ve %2 H20: konsantrasyonundaki ¢Seker tahmini 7.46
mg¢indSeker/gUKM olmustur. Model, maksimum ¢Seker degerini, 50°C reaksiyon
sicakligi ve %0 H20- konsantrasyonunda 18 mgc¢Seker/gUKM olarak tahmin edilmistir.
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Sekil 4.17. cindSeker konsantrasyonuna ait cevap yiizey grafikleri (CYG) ve kontur
grafikleri (KG); a) Reaksiyon siiresi x Reaksiyon sicakligi CYG; b) Reaksiyon suresi x
Reaksiyon sicakligi KG; c): HAc konsantasyonu x Reaksiyon sicakligit CYG; d) HAc
konsantasyonu x Reaksiyon sicakligi KG; e) H202 konsantasyonu x Reaksiyon sicakligi

CYG,; f) H20; konsantasyonu x Reaksiyon sicakligi KG.
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Sekil 4.17. (devami) ¢indSeker konsantrasyonuna ait cevap yiizey grafikleri (CYG) ve
kontur grafikleri (KG); g) HAc konsantrasyonu x Reaksiyon suresi CYG; h) HAc
konsantrasyonu x Reaksiyon slresi KG; i): H20. konsantasyonu x Reaksiyon suresi
CYG,; j) H20. konsantasyonu x Reaksiyon suresi KG; k) H202 konsantasyonu x HAc
konsantrasyonu CYG; I) H.O2 konsantasyonu x HAc konsantrasyonu KG.
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Sekil 4.17 (g)’de cevap degiskeni ¢indSeker konsantrasyonunun HAc
konsantrasyonu ve reaksiyon siiresi ile degisimini inceleyen CY grafigi verilmistir. Sekil
4.17. (g)’den gorillecegi iizere %0 HAc konsantrasyonunda ¢indSeker
konsantrasyonunun 15 saat reaksiyon siiresine kadar ¢ok artmadigi ancak 15 — 24 saat
reaksiyon siresi araliginda ise arttigi gozlenmistir. Reaksiyon siiresi 6 saatte sabit
tutularak HAc konsantrasyonunun artirilmasi ile ¢indSeker degerinin arttig1 Sekil 4.17.
(g)’den goriilmektedir. ¢indSeker konsantrasyonu iizerinde reaksiyon siiresi ve HAc
konsantrasyonunun ters orantili etki yaptigi Sekil 4.17 (h)’de verilen kontur grafiginden
goriilmektedir. 6 saat reaksiyon siiresi ve %2 HAc konsantrasyonunda c¢indSeker
konsantrasyonu yaklasik 5.4 mge¢Seker/gUKM iken, 24 saat reaksiyon stiresi ve %0 HAc
konsantrasyonunda ¢indSeker miktar1 6.6 mgg¢Seker/gUKM olarak tahmin edilmistir.

Sekil 4.17 (i)’de cevap degiskeni ¢indSeker konsantrasyonunun H20;
konsantrasyonu ve reaksiyon siiresi ile degisimini inceleyen CY grafigi verilmistir. Sekil
4.17. (i)’den goriilecegi tizere %0 H.O> konsantrasyonunda reaksiyon suresinin 6
saatten19 saatte artirilmasiyla ¢indSeker konsantrasyonunun azaldigi, ancak19-24 saat
reaksiyon siiresi araliginda ise diisiik miktarda bir artis oldugu goriilmektedir. 6 saat sabit
reaksiyon stresinde H,O, konsantrasyonunun artirilmasiyla ¢indSeker konsantrasyonu
azalmaktadir. Modele gére bu iki 6n aritma degiskeni pozitif yonde ¢indSeker artist
saglamaktadir. Sekil 4.17.(1)’den H202 konsantrasyonu %?2’de sabit tutulup reaksiyon
siiresi arttirldiginda ¢indSeker konsantrasyonunda meydana gelen bu pozitif degisim
goriilebilmektedir. Bununla birlikte, Sekil 4.17 (j)’de verilen kontur grafigi
incelendiginde; minimum ¢indSeker konsantrasyonu %1.5 H202 konsantrasyonu ve 12
saat reaksiyon suresinde ve maksimum ¢Seker konsantrasyonu %0 H2O> konsantrasyonu
ve 6 saat reaksiyon siiresinde 23 mg¢Seker/gUKM olarak tahmin edilmistir.

Sekil 4.17 (k)’da cevap degiskeni ¢indSeker konsantrasyonunun H2O;
konsantrasyonu ve HAc konsantrasyonu ile degisimini inceleyen CY grafigi verilmistir.
Sekil 4.17. (k)’dan, %0 H20, konsantrasyonunda ¢indSeker konsantrasyonunun artan
HAc konsantrasyonuna bagli olarak azaldig1, %0 HAc konsantrasyonunda ise ¢IndSeker
konsantrasyonunun H2O> konsantrasyonunun artmasi ile azaldigi goriilmektedir. Sabit
%0 HAc konsantrasyonunda ve %1-2 H2O, konsantrasyonun araliginda ¢indSekerin
neredeyse 0 mgcSeker/gUKM oldugu Sekil 4.17. (k)’dan goriilmektedir. H20:2
konsantrasyonunun, HAc konsantrasyonuna gore ¢IndSeker iizerindeki negatif yonlii
etkisi daha fazladir. Sekil 4.17 (1)’de verilen kontur grafiginden goriilecegi iizere model
maksimum ¢indSeker konsantrasyonunu 18.17 mg¢Seker/gUKM olarak %0 H20;
konsantrasyonu ve %0 HAc konsantrasyonu kosulunda tahmin etmektedir.

¢indSeker icin kurulan model sonucunda elde edilen cevap yiizey ve kontur
grafikleri genel olarak degerlendirildiginde reaksiyon sicaklifi ve reaksiyon siiresinin
arttirlmasiyla ¢indSeker konsantrasyonunun arttigi, H,O2 ve HAc konsantrasyonlarinin
artirllmasiyla ¢InSeker konsantrasyonunun azaldigi tespit edilmistir. Maksimum
¢indSeker konsantrasyonuna ulasmak igin yiiksek reaksiyon siiresi, reaksiyon sicaklig
ve H>O; konsantrasyonunun interaksiyon etkileri kullanilarak HAc konsantrasyonunun
minimum diizeyde tutulmas1 uygun goziikmektedir.
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4.6.2. ¢KOI model sonuglar

MKT yontemi ile planlanan 25 farkli HP&HAc 6n aritma kosulunda merkez
deneyi triplike, diger deneyler duplike olacak sekilde yapilmis ve bagimsiz degiskenlere
ait Olgtlen sonuglar modelde kullanilmak {izere Design Expert® 7 paket programina
islenmistir. ¢KOI i¢in Design Expert® 7 programi tarafindan &nerilen kuadratik model
kullanilmistir. ¢KOI i¢in kullanilan modelin ANOVA testi sonuglar1 Cizelge 4.5’te ve

modele ait istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.5. ¢KOI modeli ANOVA testi sonuglar1

Kaynak Kareler Serbestli_k Kareler F-degeri | p-degeri
Toplam | Derecesi | Ortalamasi
Model 1,229 14 87203.20 74.31 < 0.0001
A-Reaksiyon 88955.13 1 8895513 | 75.80 | <0.0001
Sicakligt
B-Reaksiyon Sdresi 16845.23 1 16845.23 14.35 0.0006
C-HAC 9.26E+08 1 0.26E® | 789.36 | <0.0001
Konsantrasyonu
D-H0: 1,15E+08 1 115" | 98.17 | <0.0001
Konsantrasyonu
AB 14957.21 1 14957.21 12.74 0.0010
AC 3249.30 1 3249.30 2.77 0.1048
AD 5321.10 1 5321.10 4.53 0.0401
BC 19094.55 1 19094.55 16.27 0.0003
BD 249.59 1 249.59 0.21 0.6475
CD 519.54 1 519.54 0.44 0.5101
A? 1322.14 1 1322.14 1.13 0.2956
B? 20489.73 1 20489.73 17.46 0.0002
C? 1730.05 1 1730.05 1.47 0.2326
D? 12793.65 1 12793.65 10.90 0.0022
Kalan 42249.04 36 1173.58
Uyum Eksikligi 38894.62 10 3889.46 30.15 | <0.0001
Yalin Hata 3354.42 26 129.02
Diizeltilmis Toplam 1,26E*%° 50
Cizelge 4.6. ¢KOI modeli istatistiksel analiz sonugclar
Standart Sapma 34.26 R? 0.9666
Ortalama 441.94 | Adj R? (Diizeltilmis R?) 0.9535
Varyasyon Katsayisi (%) 7.75 Pred R? (Tahmin edilen R?) 0.9338
Press Adeq Precision
83563.60 | (Yeterli Hassasiyet) 33.967

Design Expert® 7 paket programi elde edilen ve programa islenen cevap
verilerinin istatistiksel analizini yaparak ¢KOI igin kuadratik model kullaniimasini
onermistir. ¢KOI modeli igin R? degeri 0.9666 olarak hesaplanmistir. Onerilen model
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(Esitlik4.3.) icin yapilan ANOVA testi sonucunda model i¢in elde edilen diisiik p degeri
(<0.0001) modelin %99.999 giiven araliginda istatistiksel olarak o6nemli oldugu
belirtmektedir. Kuadratik modelde yer alan bagimsiz degiskenlerden reaksiyon sicakligi,
reaksiyon suresi, HAc konsantrasyonu ve H20 konsantrasyonu sahip olduklari diisiik p
degerleri (p<0.05) ile istatistiksel agidan 6nemli model terimleri olarak bulunmusglardir.

Reaksiyon sicakligi x reaksiyon siiresi, reaksiyon sicakligi x H.O2 konsantrasyonu
ve reaksiyon siresi x HAc konsantrasyonu ikili interaksiyonlarinin p degerleri <0.0001
olarak bulundugundan bu etkiler gKOI modeli igin 5Snemli model terimleridir. Reaksiyon
sicakligi x HAc konsantrasyonu, reaksiyon siresi x H2O. konsantrasyonu ve HAc
konsantrasyonu X H202 Konsantrasyonu ikili interaksiyonlarinin p degerleri 0.05’ten
biiyiik olduklar1 i¢in modeldeki etkileri Onemsizdir. lkinci dereceden etkiler
incelendiginde ise reaksiyon siiresi ve H202 konsantrasyonunun p degerleri sirastyla
0.0002 ve 0.0022 oldugundan ve p degerleri 0.05’ten (p<0.05) kii¢iik olmalar1 nedeni ile
istatistiksel olarak ¢KOI iizerinde etkilidirler.

Modelde determinasyon katsayis1 (R?) 0.9666 olarak hesaplanmistir. R? olarak
ifade edilen determinasyon katsayisi agiklanan varyasyonun toplam varyasyona orani
yontemi ile hesaplanmakta ve modelin tahmin giiciini gostermektedir. 0.9666 degeri,
modelde kullanilan degiskenlere karsilik elde edilecek ¢KOI cevaplarmin %96.66’smin
bu model ile agiklanabilecegini ifade etmektedir. Modelde diizeltilmis R? degeri 0.9535
olarak bulunmustur. R? ve diizeltilmis R? terimleri arasinda biiyiik bir fark olmamasi
modeldeki terimlerin yeterli oldugunu gostermektedir.

Istatistiksel olarak uyum eksikligi dl¢iilen ve tahmin edilen degerlerin ortalama
karesinin, ayni kosullarda tekrar edilen deney sonuglarinin ortalama karesine boliimii
olarak tanimlanmakta ve uyum eksikligi degerinin p>0,1 olmasi1 gerekmektedir. Onemli
uyum eksikligi tekrar edilen deneylerin ortalama sonuglari arasindaki degisimin dizayn
noktalarinin tahmin edilen degerlerinin degisiminden az olmasi anlamina gelmektedir
(Stat Teaser, News from Stat-Ease, Inc. 2004). Ancak, elde edilen model yuksek
regresyon katsayina sahip olmasina ragmen uyum eksikligi énemli olabilmektedir. Bu
durumda tekrar edilen deneylerin nasil yapildigir sorgulanmalidir. Eger, tekrar edilen
deneyler (merkez noktada) tekrar edilen dogru dlclimlerse, saf hata tespit edilememekte
ve uyum eksikligi yapay olarak kii¢iik olmaktadir. Bu durumda modelin gecerliginde
diger istatistiksel kriterler dikkate alinmaktadir. Uyum eksikligi, model transformasyonu
yoluyla da ortadan kaldirilabilmektedir. Bununla birlikte, 6nemli model uyum eksikligi
icin higbir sey yapilamiyorsa, deneysel sonuglarin gegerliligini saglamak i¢in validasyon
deneyi yapilmakta ve model tahmini ile validasyon deneyi sonuglari
karsilastirilabilmektedir (GOkgol 2016). Bu calismada, ¢KOI modeli i¢in regresyon
katsayis1 (R?) 0.9666 bulunmasina ragmen model uyum eksikligi énemli (p-degeri
<0,0001) bulunmustur. Design alaninda modele olan giivenin saglanabilmesi igin
validasyon deneyi yapilmustir.

Design Expert® 7 programu tarafindan ¢KOI icin 6nerilen kuadratik modelin
kodlu ve gercek degerli denklemleri sirasi ile Esitlik 4.3 ve Esitlik 4.4°de verilmistir.
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¢KOI =+430.93 + 49.71 x A + 21.63 x B + 160.41 x C + 56.57 x D + 21.62 x
AxB-10.08 X AxC+1290xAxD +2443xBxC+279xBxD +4.03xCxD -
16.09 X A%+ 63.33X B? + 18.40 X C?-50.04 X D?.......c0cvovev e e e e B3

¢KOI = +254.66524 + 3.48904 x Reaksiyon Sicakligi - 31.28282 x Reaksiyon
Suresi + 48.63885 x HAc Konsantrasyonu + 109.28628 x H.O, Konsantrasyonu +
0.096088 x Reaksiyon Sicakligi x Reaksiyon Siiresi + 0.40307 x Reaksiyon Sicakligr x
HAc Konsantrasyonu + 0.51581 x Reaksiyon Sicakligi x HO> Konsantrasyonu + 2.71417
X Reaksiyon Siresi x HAc Konsantrasyonu + 0.31031 x Reaksiyon Suresi x H>O»
Konsantrasyonu + 4.02934 x HAc Konsantrasyonu x H.O», Konsantrasyonu - 0.025739 x
Reaksiyon Sicakligi? + 0.78184 x Reaksiyon Siiresi? + 18.40199 x HAc Konsantrasyonu?
- 50.04182xH20, KONSANErasyonU? ... .........cccooeve e cee e ee e e e e e e b

Tahmin Edilen ¢cK OI Miktar: (mgeK OI/gUKM)
|

I I I I I
e

il ey [kl 4 31

Olciilen ¢KOI Miktart (mgeK OI/gUKM)

Sekil 4.18. Olgiilen ¢KOI miktarlarina karsilik tahmin edilen ¢KOI degerlerinin dagilimi

Esitlik 4.3’de onerilen kuadratik model esitligi kullanilarak tahmin edilen ¢KOI
degerlerine kars1 dlgiilen ¢KOI konsantrasyonlarmin dagilimi Sekil 4.18°de verilmistir.
Sekil 4.12°den goriilecegi iizere ¢KOI’nin tahmin edilen ve élgllen konsantrasyon
degerleri lineer bir dogrunun etrafinda dagilim gostermistir. Bu dagilim, 6l¢lim sonucu
elde edilen deneysel veriler ile modelden tahmin edilen verilerin birbirleriyle uyumlu
oldugu gostermektedir.

Reaksiyon sicakligi, reaksiyon siiresi, HAc konsantrasyonu ve H20:

konsantrasyonu degiskenlerinin ¢KOI konsantrasyonuna olan etkilerini inceleyen cevap
yuzey grafikleri ve kontur grafikleri Sekil 4.19°da verilmistir.
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Sekil 4.19. ¢cKOI konsantrasyonuna ait cevap yiizey grafikleri (CYG) ve kontur grafikleri
(KG); a) Reaksiyon siiresi x Reaksiyon sicakligit CYG; b) Reaksiyon slresi x Reaksiyon
sicaklhigi KG; c): HAc konsantasyonu x Reaksiyon sicakligi CYG; d) HAc konsantasyonu
x Reaksiyon sicakligi KG; €) H.O> konsantasyonu x Reaksiyon sicakligi CYG; f) H2O>

konsantasyonu x Reaksiyon sicakligi KG.
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Sekil 4.19. (devami) ¢cKOI konsantrasyonuna ait cevap yiizey grafikleri (CYG) ve kontur

grafikleri

(KG); g) HAc konsantrasyonu X Reaksiyon siresi

CYG; h) HAc

konsantrasyonu x Reaksiyon suresi KG; i): H202 konsantasyonu x Reaksiyon siresi
CYG,; j) H202 konsantasyonu x Reaksiyon suresi KG; k) H202 konsantasyonu x HAc
konsantrasyonu CYG,; I) H.O; konsantasyonu x HAc konsantrasyonu KG.
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Sekil 4.19 (a)’da cevap degiskeni ¢KOI konsantrasyonunun reaksiyon siiresi ve
reaksiyon sicakligi ile degisimini inceleyen CY grafigi verilmistir. Sekil 4.19. (a)’dan
HP&HACc 6n aritmada, reaksiyon sicakligi 50°C’ de sabit tutuldugunda ve 6 ya da 24 saat
reaksiyon siiresi uygulandiginda ¢KOI konsantrasyonunun yiiksek oldugu ve 15saat
reaksiyon siiresi uygulandiginda ise azaldigi goriilmektedir. Reaksiyon siiresi 6 saatte
tutuldugunda, reaksiyon sicakligmn artirilmasi ile ¢KOI konsantrasyonu artmaktadir.
Sekil 4.19. (a)’dan reaksiyon sicaklig1 ve reaksiyon siiresinin interaktif etkisi ile ¢KOI
konsantrasyonunun arttigi  goriilmektedir. Maksimum ¢KOI konsantrasyonu 570
mgcKOI/gUKM degeri ile 100°C reaksiyon sicakligi ve 24 saat reaksiyon kosullarinda
elde edilmistir.

Sekil 4.19 (c)’de cevap degiskeni ¢KOI konsantrasyonunun HAc konsantrasyonu
ve reaksiyon sicaklig ile degisimini inceleyen CY verilmistir. Sekil 4.19. (c)’den, %0
HAc konsantrasyonunda reaksiyon sicakliginin artirilmast ile ¢gKOI konsantrasyonunda
disik diizeyde artis gozlenirken, reaksiyon sicakligi sabit tutulup HAc
konsantrasyonunun artirilmastyla ¢KOI konsantrasyonunun yiiksek diizeyde arttig
goriilmektedir. HAc konsantrasyonunun, ¢KOI konsantrasyonu artis1 iizerinde etkisi
olduk¢a giigliidiir. Bu durum HAc’nin yiiksek KOI’ye sahip olmasi ve on aritma
reaksiyonlarinda parcalanmamasindan kaynaklanmaktadir. HAc konsantrasyonu ile
reaksiyon sicakligmin ¢KOI iizerindeki interaksiyon etkisine incelendiginde bu iki 6n
aritma degiskeninin arttirilmalari ile ¢KOI konsantrasyonunun da artt181 tespit edilmistir.
Sekil 4.19 (d)’den modelin maksimum ¢KOI konsantrasyonunu 100°C reaksiyon
sicakligi ve %2 HAc konsantrasyonunda 650 mg¢KOI/gUKM olarak tahmin ettigi
gorilmektedir.

Sekil 4.19 (e)’de cevap degiskeni ¢KOI konsantrasyonunun H2O, konsantrasyonu
ve reaksiyon sicakligi ile degisimini inceleyen CY verilmistir. Sekil 4.19. (e)’den
goriilecegi tizere %0 H202 konsantrasyonunda reaksiyon sicakliginin artirilmasi ile ¢KOI
konsantrasyonu artmaktadir. 50°C reaksiyon sicakliginda H202 konsantrasyonunun
artirilmasiyla ¢KOI konsantrasyonunun arttig1 tespit edilmistir. H,O2 konsantrasyonu ve
reaksiyon sicakligmin ¢KOI iizerinde interaksiyon etkisi dnemlidir. Model, 90- 100°C
reaksiyon sicakhigi ve %1.5- 2 H20; konsantrasyonu araliginda maksimum ¢KOI
konsantrasyonunu yaklasik 484 mggKOI/gUKM olarak tahmin etmektedir.

Sekil 4.19 (g)’de cevap degiskeni ¢KOI konsantrasyonunun HAc konsantrasyonu
ve reaksiyon siiresi ile degisimini inceleyen CY verilmistir. Sekil 4.19. (g)’den %0 HAc
konsantrasyonunda 6-15 saat reaksiyon siiresi araliginda ¢KOI konsantrasyonunda
azalma ve 15-24 saat reaksiyon siiresi araliginda az miktarda artis gozlenmistir. 6 saat
sabit reaksiyon siiresinde artan HAc konsantrasyonu ¢KOI konsantrasyonunu énemli
miktarda arttirmaktadir. HAc konsantrasyonu ve reaksiyon siiresinin ¢KOI
konsantrasyonu Utzerinde énemli interaksiyon etkisi mevcuttur. 6 saat reaksiyon suresi
ve %2 HAc konsantrasyonunda ¢KOI konsantrasyonu yaklasik 620 mggKOI/gUKM iken
24 saatte reaksiyon siiresi ve %2 HAc konsantrasyonunda ¢KOI miktar1 maksimum 720
mgeKOI/gUKM degerine ulagmustir.

Sekil 4.19 (i)’de cevap degiskeni ¢KOI konsantrasyonunun H,O, konsantrasyonu

ve reaksiyon siiresi ile degisimini inceleyen CY verilmistir. Sekil 4.19. (i)’den %0 H202
konsantrasyonunda ve 6-15 saat reaksiyon siiresi araliginda ¢KOI konsantrasyonunun
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azaldig1 ve 15-24 saat reaksiyon siiresi aralifinda ise diisiik miktarda bir artig oldugu
gorilmektedir. 6 saat reaksiyon siiresinde H,O2 konsantrasyonunun artirilmasiyla ¢KOI
konsantrasyonunda artig gézlenmistir. Maksimum reaksiyon siiresi ve maksimum H20>
konsantrasyonunda yiiksek ¢KOI konsantrasyonu elde edilmistir. Sekil 4.19 (j)’de verilen
kontur grafiginden goriilecegi iizere minimum ¢KOI konsantrasyonu %0 H20-
konsantrasyonu ve 15 saat reaksiyon siiresinde 324 mg¢KOI/gUKM ve maksimum ¢KOI
konsantrasyonu %1.5 H»O. konsantrasyonu ve 24 saat reaksiyon suresinde 525
mg¢KOI/gUKM olarak elde edilmistir.

Sekil 4.19 (k)’da cevap degiskeni ¢KOI konsantrasyonunun H20; konsantrasyonu
ve HAc konsantrasyonu ile degisimini inceleyen CY verilmistir. Sekil 4.19. (k)’dan %0
H20, konsantrasyonunda ¢KOI konsantrasyonunun HAc konsantrasyonu artisina bagl
olarak arttig1, bununla birlikte %0 HAc konsantrasyonunda ¢KOI konsantrasyonunun
H20. konsantrasyonunun %0-1.5 araliginda az miktarda arttig1 ve %1.5-2 araliginda ise
degisim gostermedigi tespit edilmistir. Genel olarak HAc konsantrasyonunun artis1 ¢KOI
konsantrasyonunu 6nemli dl¢iide arttirmakta, ancak H2O, konsantrasyonu ise ¢KOI
konsantrasyonu Uzerinde neredeyse etkisiz gdzikmektedir. Sonuc¢ olarak H20»
konsantrasyonu, HAc konsantrasyonuna gore ¢KOI iizerinde ¢ok daha az etkilidir. Sekil
4.19 (1)’den goriilecegi iizere maksimum ¢KOI konsantrasyonunun 630 mgecKOI/gUKM
degeri ile %]1.5 H202 konsantrasyonu ve %2 HAc konsantrasyonu kosulunda elde
edilecegi tahmin edilmektedir.

¢KOI modeli genel olarak degerlendirildiginde reaksiyon sicaklifi, reaksiyon
stiresi ve H,02 konsantrasyonu parametrelerinin tekil etkilerinin ¢KOI konsantrasyonu
tizerinde 6nemli bir etkisi olmadigi, bununla birlikte HAc konsantrasyonundaki artisin
¢KOI konsantrasyonunu arttirdig1 tespit edilmistir. Maksimum ¢KOI konsantrasyonuna
ulagsmak i¢in yiiksek reaksiyon siiresi, reaksiyon sicakligi ve HAc konsantrasyonunun
biitiinlesik etkilerinin kullanilmasi gerekmektedir.
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4.6.3. Etanol model sonuglari

MKT yontemi ile planlanan 25 farkli HP&HAc 6n aritma kosulunda merkez
deneyi triplike, diger deneyler duplike olacak sekilde yapilmis ve bagimsiz degiskenlere
ait Olciilen sonuglar modelde kullanilmak {izere Design Expert® 7 paket programina
islenmistir. Etanol i¢in Design Expert® 7 programi tarafindan onerilen kuadratik model
kullanilmigtir. Etanol i¢in kullanilan modelin ANOVA testi sonuglar1 Cizelge 4.7’de ve
modele ait istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Etanol modeli ANOVA testi sonuglari

Kareler | Serbestlik Kareler . .| p-degeri
Kaynak Toplamn | Derecesi | Ortalamasi F-degeri e

Model 25720.90 14 1837.21 16.48 | <0.0001
A-Reaksiyon
Sicakligi 9756.70 1 9756.70 87.52 | <0.0001
B-Reaksiyon Sresi 3933.30 1 3933.30 35.28 | <0.0001
C-HAc
Konsantrasyonu 1422.90 1 1422.90 12.76 0.0010
D-H202
Konsantrasyonu 168.13 1 168.13 151 0.2274
AB 1498.32 1 1498.32 13.44 0.0008
AC 411.17 1 411.17 3.69 0.0627
AD 3363.11 1 3363.11 30.17 | <0.0001
BC 175.21 1 175.21 1.57 0.2180
BD 927.15 1 927.15 8.32 0.0066
CD 41.37 1 41.37 0.37 0.5462
A? 1417.36 1 1417.36 12.71 0.0010
B? 751.85 1 751.85 6.74 0.0135
C? 496.06 1 496.06 4.45 0.0419
D2 17.45 1 17.45 0.16 0.6947
Kalan 4013.06 36 111.47
Uyum Eksikligi 3925.43 10 392.54 116.47 | <0.0001
Yalin Hata 87.63 26 3.37
Diizeltilmis Toplam | 29733.96 50

Cizelge 4.8. Etanol modeli istatistiksel analiz sonuglari

Standart Sapma 1056 | R? 0.8650
Ortalama 21.95 | Adj R? (Diizeltilmis R?) 0.8125
Varyasyon Katsayis1 (%) | 48.10 Pred R? (Tahmin edilen R?) 0.7282
Press Adeq Precision

8081.96 | (Yeterli Hassasiyet) 17.455

Design Expert® 7 paket programi elde edilen ve programa islenen cevap
verilerinin istatistiksel analizini yaparak etanol ic¢in kuadratik model kullanilmasini
onermistir. Etanol modeli icin R? degeri 0.8650 olarak hesaplanmistir. Onerilen model
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(Esitlik 4.5) i¢in yapilan ANOVA testi sonucunda mode i¢in elde edilen diisiik p degeri
(<0.0001) modelin %99.999 giiven araliginda istatistiksel olarak Onemli oldugu
belirtmektedir. Kuadratik modelde yer alan bagimsiz degiskenlerden reaksiyon sicakligi,
reaksiyon siiresi, HAc konsantrasyonu sahip olduklar1 diisiik p degerleri (p<0.05) ile
istatistiksel agidan dnemli model terimleri olarak bulunmuslardir. Bununla birlikte, H202
konsantrasyonuna ait p degeri 0.05’ten biiyiik oldugu (p<0.05) i¢in etanol modeli i¢in
H20:2 konsantrasyonunun etkisi istatiksel olarak anlamsiz bulunmustur.

Interaksiyon etkileri incelendiginde; reaksiyon sicakligi x reaksiyon siiresi,
reaksiyon sicakligi x H2O2 konsantrasyonu ve reaksiyon siresi x H2O2 konsantrasyonu p
degerleri kiiciik (p<0.0001) bulundugu i¢in etanol modeli {lizerinde istatistiksel olarak
etkilidirler. Reaksiyon sicakligi x HAc konsantrasyonu, reaksiyon siresi x HAC
konsantrasyonu ve HAc konsantrasyonu x H2O> konsantrasyonu interaksiyonlarina ait p
degerleri 0.05’ten biiyiik olduklar1 (p<0.05) igin istatistiksel olarak model tizerindeki
etkileri énemsizdir. ikinci dereceden etkiler incelendiginde ise reaksiyon sicakligimin,
reaksiyon suresinin ve HAc konsantrasyonunun ikincil etkilerinin p degerlerinin sirast ile
0.0010, 0.0135 ve 0.0419 oldugu ve bu p degerlerinin 0.05’ten kiiciik olmalar1 nedeni ile
istatistiksel olarak etanol iiretimi lizerinde etkili olduklar1 goriilmektedir.

Modelde determinasyon katsayis1 (R?) 0.8650 olarak hesaplanmistir. R? olarak
ifade edilen determinasyon katsayisi agiklanan varyasyonun toplam varyasyona orant
yontemi ile hesaplanmakta ve yiizde cinsinden modelin tahmin giicini géstermektedir.
0.8650 degeri, modelde kullanilan degiskenlere karsilik elde edilecek etanol cevaplarinin
%86.50’sinin bu model ile aciklanabilecegi gdstermektedir. Modelde diizeltilmis R?
degeri 0.8125 olarak bulunmustur. R? ve diizeltilmis R? terimleri arasinda biiyiik bir fark
olmamasi modeldeki terimlerin yeterli oldugunu gostermektedir.

Istatistiksel olarak uyum eksikligi 6lciilen ve tahmin edilen degerlerin ortalama
karesinin, ayn1 kosullarda tekrar edilen deney sonuglarinin ortalama karesine boliimii
olarak tanimlanmakta ve uyum eksikligi degerinin p>0,1 olmasi gerekmektedir. Onemli
uyum eksikligi tekrar edilen deneylerin ortalama sonuglar1 arasindaki degisimin dizayn
noktalarinin tahmin edilen degerlerinin degisiminden az olmasi anlamina gelmektedir
(Stat Teaser, News from Stat-Ease, Inc. 2004). Ancak, elde edilen model yuksek
regresyon katsayina sahip olmasina ragmen uyum eksikligi 6nemli olabilmektedir. Bu
durumda tekrar edilen deneylerin nasil yapildigi sorgulanmalidir. Eger, tekrar edilen
deneyler (merkez noktada) tekrar edilen dogru 6lgiimlerse, saf hata tespit edilememekte
ve uyum eksikligi yapay olarak kiigiik olmaktadir. Bu durumda modelin gegerliginde
diger istatistiksel kriterler dikkate alinmaktadir. Uyum eksikligi, model transformasyonu
yoluyla da ortadan kaldirilabilmektedir. Bununla birlikte, dnemli model uyum eksikligi
i¢in higbir sey yapilamiyorsa, deneysel sonuglarin gegerliligini saglamak i¢in validasyon
deneyi yapilmakta ve model tahmini ile validasyon deneyi sonuglar
karsilastirilabilmektedir (GOkg6l 2016). Bu calismada, etanol modeli i¢in regresyon
katsayist (R?) 0.8650 bulunmasina ragmen model uyum eksikligi énemli (p-degeri
<0,0001) bulunmustur. Design alaninda modele olan giivenin saglanabilmesi i¢in
validasyon deneyi yapilmustir.
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Design Expert® 7 programi tarafindan etanol i¢in onerilen kuadratik modelin
kodlu ve gergek degerli regresyon denklemleri sirasi ile Esitlik 4.5 ve Esitlik 4.6’de
verilmistir.

Etanol = +9.89 + 16.46 x A+ 1045 xB+6.29xC+ 216 xD+6.84 x AxB +
358XAXC+1025xAXxD-234xBxC+538xBxD+1.14xCxD + 16.66 x A2
+12.13XB%-9.85XC%-1.85X D2 .. ooioe oo oo e e e eee e 4B

Etanol = +188.46345 - 4.34860 x Reaksiyon Sicakligi - 5.95060 x Reaksiyon
Siresi + 18.00369 x HAc Konsantrasyonu - 35.00556 x H20, Konsantrasyonu +
0.030412 x Reaksiyon Sicakligt x Reaksiyon Siiresi + 0.14338 x Reaksiyon Sicakligt x
HAc Konsantrasyonu + 0.41007 x Reaksiyon Sicakligi x H-O, Konsantrasyonu - 0.25999
X Reaksiyon Siresi x HAc Konsantrasyonu + 0.59808 x Reaksiyon Siresi x H>O>
Konsantrasyonu + 1.13706 x HAc Konsantrasyonu x H>O, Konsantrasyonu + 0.026650
x Reaksiyon Sicakligi® + 0.14977 x Reaksiyon Siiresi? - 9.85383 x HAc Konsantrasyonu?
- 1.84833 X H202 KONSANtrasyonU? ...............ccceveeve e cee e e ee e e e e 46

B
|

B
|

5 -

Tahmin Edilen Etanol Miktan (mgEtOH/gTKM)
|

=12 rs prae o) . [ra-4 ar.am

Olciilen Etanol Miktan (mgEtOH/gTEM)

Sekil 4.20. Olgiilen etanol miktarlarina karsilik tahmin edilen etanol degerlerinin dagilimi

Esitlik 4.5°de onerilen kuadratik model esitligi kullanilarak tahmin edilen etanol
degerlerine kars1 dlgiilen etanol konsantrasyonlarinin dagilimi Sekil 4.20°de verilmistir.
Sekil 4.20°den goriilecegi lizere etanolin tahmin edilen ve olgulen konsantrasyon
degerleri lineer bir dogrunun etrafinda dagilim gostermistir. Bu dagilim, 6l¢iim sonucu
elde edilen deneysel veriler ile modelden tahmin edilen verilerin 6zellikle 12-62
MQEtOH/gTKM araliginda birbirleriyle uyumlu oldugu gostermektedir.
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Reaksiyon sicakligi, reaksiyon siiresi, HAc konsantrasyonu ve H20:
konsantrasyonu degiskenlerinin etanol miktarina olan etkilerini inceleyen cevap yiizey ve
kontur grafikleri Sekil 4.21°de verilmistir.

Sekil 4.21 (a)’da cevap degiskeni etanol konsantrasyonunun reaksiyon siresi ve
reaksiyon sicakligi ile degisimini inceleyen CY grafigi verilmistir. Sekil 4.21.(a)’dan 6
saat sabit reaksiyon siiresinde, reaksiyon sicakligi 50-62.5°C aralifinda tutuldugunda
etanol miktarmin degismedigi, reaksiyon sicakligi 62.5-100°C araligina ytikseltildiginde
ise etanol miktarinin arttigi goriilmektedir. Benzer bir sekilde 50°C sabit reaksiyon
sicakliginda 6-10.5 saat reaksiyon siiresi araliginda etanol iiretim miktarinin biraz
azaldig1 ve 10.5-24 saat reaksiyon siiresi araliginda ise etanol iretim miktarinin arttig1
goriilmektedir. Reaksiyon siiresinin tek bagina 24 saate ¢ikarilmasinin veya reaksiyon
sicakliginin tek bagina 100°C’ye ¢ikarilmasinin etanol tiretim miktari tizerinde ¢ok blyuk
etkileri olmamasina ragmen bu iki degiskenin kiimiilatif etkileri ile etanol liretim miktar1
biiyiik oranda artmaktadir. Sekil 4.21 (b)’de verilen kontur grafigi incelendiginde;
minimum etanol miktarinin 4.7 mgEtOH/gTKM degeriyle 12 saat reaksiyon slresi ve
64°C reaksiyon sicakligi kosulunda iiretilebilecegi, maksimum etanol miktarinin ise 70
mgEtOH/gTKM degeriyle 24 saat reaksiyon siiresi ve 100°C reaksiyon sicakligi
kosulunda tiretilebilecegi goriilmektedir.

Sekil 4.21 (c)’de cevap degiskeni etanol konsantrasyonunun HAc konsantrasyonu
ve reaksiyon sicakligl ile degisimini inceleyen CY grafigi verilmistir. Sabit reaksiyon
sicakliginda HAc konsantrasyonu %0-1 araliginda uygulandiginda etanol iiretim
miktarinin az miktarda arttig1 ve %1-2 araliginda uygulandiginda ise az miktarda azaldig1
goriilmektedir. Etanol iiretimi genel olarak reaksiyon sicakliginin artisi ile atmistir. HAc
konsantrasyonu ve reaksiyon sicakliginin etanol iiretimi iizerinde interaksiyon etkisi HAc
konsantrasyonu %0-1 araliginda oldugunda diisikk, %2 HAc konsantrasyonunda
yiiksektir. Model tarafindan maksimum etanol iiretiminin yaklasik 43 mgEtOH/gTKM
degeriyle %1.5 HAc konsantrasyonu, ve 100°C reaksiyon sicakligi kosulunda
tiretilebilecegi tahmin edilmektedir.

Sekil 4.21 (e)’de cevap degiskeni etanol konsantrasyonunun H20. konsantrasyonu
ve reaksiyon sicakligi ile degisimini inceleyen CY grafigi verilmistir. Sekil 4.21.(e)’den
goriilecegi tizere %0 H20. konsantrasyonunda 50-70°C reaksiyon sicakligi araliginda
etanol konsantrasyonunda azalma, 70-100°C reaksiyon sicakligi araliginda artis tespit
edilmistir. H202 konsantrasyonu ve reaksiyon sicakliginin birlikte artirilmasi ile etanol
tiretimi artmistir. Sekil 4.21.(f)’den goriilecegi lizere model, maksimum etanol degerini
100°C reaksiyon sicakligi ve %2 H202 konsantrasyonunda 52 mgEtOH/gTKM olarak
tahmin etmektedir.
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Sekil 4.21. Etanol ko

nsantrasyonuna ait

cevap yuzey grafikleri (CYG) ve kontur

grafikleri (KG); a) Reaksiyon siiresi x Reaksiyon sicakligit CYG; b) Reaksiyon suresi x
Reaksiyon sicakligi KG; c): HAc konsantasyonu x Reaksiyon sicakligit CYG; d) HAc
konsantasyonu x Reaksiyon sicakligi KG; e) H202 konsantasyonu x Reaksiyon sicakligi

CYG,; f) H20; konsantasyonu x Reaksiyon sicakligi KG.
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Sekil 4.21. (devami) Etanol konsantrasyonuna ait cevap yuzey grafikleri (CYG) ve kontur

grafikleri

(KG); g) HAc konsantrasyonu x Reaksiyon siresi

konsantrasyonu x Reaksiyon suresi KG; i): H202 konsantasyonu x Reaksiyon siresi
CYG,; j) H20. konsantasyonu x Reaksiyon suresi KG; k) H202 konsantasyonu x HAc
konsantrasyonu CYG; I) H.O2 konsantasyonu x HAc konsantrasyonu KG.
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Sekil 4.21 (g)’de cevap degiskeni etanol konsantrasyonunun HAc konsantrasyonu
ve reaksiyon siiresi ile degisimini inceleyen CY grafigi verilmistir. Sekil 4.21. (g)’den
HAc konsantrasyonu %0 iken 6-18 reaksiyon siiresinin araliginda etanol iiretiminin
olmayacagi, 18-24 saat reaksiyon siiresi araliginda ise etanol {iretiminin artacagi
gorulmektedir. 6 saat sabit reaksiyon stresinde %0-0.25 HAc konsantrasyonu araliginda
etanol tiretimi olmadigi, %0.25-1.5 HAc konsantrasyonu araliginda etanol iiretiminin
arttigl, %1.5-2 HAC konsantrasyonu aralifinda ise etanol {retiminin azaldigi
goriilmektedir. Sekil 4.21.(h)’dan goriilecegi ilizere 24 saat reaksiyon siiresi ve %1.2 HAc
konsantrasyonunda maksimum etanol iiretiminin yaklasik 30 mgEtOH/gTKM olarak
iiretilebilecegi model tarafindan tahmin edilmektedir.

Sekil 4.21 (i)’de cevap degiskeni etanol konsantrasyonunun H2O> konsantrasyonu
ve reaksiyon siiresi ile degisimini inceleyen CY grafigi verilmistir. Sekil 4.21.(i)’den %0
H>0> konsantrasyonu ve 6-13 saat reaksiyon siiresi araliginda etanol konsantrasyonunun
azaldig1 ve 13-24 saat reaksiyon siresi araliginda ise arttigir goriilmektedir. Reaksiyon
siiresi 6 saatte uygulandiginda H20O2 konsantrasyonunun artirilmasi ile etanol
konsantrasyonunun degismedigi tespit edilmistir. Bununla birlikte H2O, konsantrasyonu
ve reaksiyon siiresinin birlikte artirilmasi ile etanol konsantrasyonu da artmistir. Sekil
421 (j)’de verilen kontur grafigi incelendiginde model yaklasik 37 mgEtOH/gTKM
degeri ile maksimum etanol konsantrasyonuna %2 H>O» konsantrasyonu ve 24 saat
reaksiyon siiresi uygulandiginda ulasilabilecegini tahmin etmektedir.

Sekil 4.21 (k)’de cevap degiskeni etanol konsantrasyonunun H>O>
konsantrasyonu ve HAc konsantrasyonu ile degisimini inceleyen CY grafigi verilmistir.
Sekil 4.21. (k)’dan %0 H20. konsantrasyonunda, %0-1.25 HAc konsantrasyonu
araliginda etanol miktarmin arttigi ve %1.25-2 HAc konsantrasyonu aralifinda ise
azaldig1 goriilmektedir. %0 HAc konsantrasyonunda ise tiim H202 konsantrasyonlarinda
etanol miktar1 0 mgEtOH/gTKM dir. H202 konsantrasyonunun etanol (retimi tzerinde
neredeyse hi¢ etkili olmadigi ve HAc konsantrasyonunun belirleyici oldugu tespit
edilmistir. Sekil 4.21. (I)’de verilen kontur grafiginden goriilecegi iizere maksimum
etanol dretiminin 11.76 mgEtOH/gTKM degeri ile %1.75 H20. ve %1.4 HAc
konsantrasyonlarinda iiretilebildigi model tarafindan tahmin edilmektedir.

Etanol modeli genel olarak degerlendirildiginde reaksiyon sicaklig1 ve reaksiyon
sliresinin  artirilmasinin  ise etanol konsantrasyonunu arttirdigi, H202. ve HACc
konsantrasyonlarinin artirilmasinin etanol konsantrasyonunu azalttigi tespit edilmistir.
Maksimum etanol konsantrasyonuna ulasmak i¢in uzun reaksiyon siiresi ve yiiksek
reaksiyon sicakliginin birlikte kullanilmasinin uygun oldugu gézlenmistir.
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4.6.4. Biyokimyasal metan potansiyeli model sonuclari

MKT yontemi ile dizayn edilen 25 farkli 6n aritma kosulu merkez deneyi triplike,
geri kalan deneyler duplike olacak sekilde gergeklestirilmis, elde edilen sonuglar modelde
cevap verisi olarak kullanilmak {izere Design Expert® 7 paket programina islenmistir.
Biyokimyasal metan potansiyeli i¢in verilerin tersi alinarak istatistiksel olarak 6nemsiz
olan terimlerin regresyon denkleminden ¢ikarildigi modifiye bir model kullanilmistir.
BMP i¢in kullanilan modelin ANOVA testi sonuglar1t Cizelge 4.9’da, modele ait
istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.10’da verilmistir.

Design Expert® 7 paket programi elde edilen ve programa islenen cevap verilerini
analiz ederek BMP i¢in kuadratik model kullanilmasini 6nermistir. R? degeri daha yiiksek
bir model elde etmek i¢in kuadratik model modifiye edilmis ve bazi regresyon terimleri
denklemden ¢ikarilarak kurulan modelde R? degeri 0.8508 olarak hesaplanmustir. Elde
edilen modelde p degeri <0.0001 olarak bulunmasindan dolay1 %99.999 giiven araliginda
modelin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir. Modelde BMP {izerinde, On
aritma kosullar1 belirlenirken kullanilan degiskenlerin direkt etkileri incelendiginde;
reaksiyon sicakligi, reaksiyon siiresi, asetik asit konsantrasyonu ve H202 konsantrasyonu
degiskenlerine ait p degerlerinin sirasi ile 0.6826, 0.0025, 0.0002 ve 0.5433 olarak
hesaplandigr goriilmektedir. Bu degerlere goére reaksiyon sicakligiin ve H20:
konsantrasyonunun istatistiksel olarak BMP’ye olan etkileri 6nemsiz bulunmustur.
Reaksiyon siresinin ve asetik asit konsantrasyonunun BMP (izerine olan etkisi ise; p
degerinin 0.05’den kii¢iik olmasindan dolayi istatiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Cizelge 4.9. BMP modeli ANOVA testi sonuglari
Kaynak Kareler Serbestli_k Kareler F- p-degeri

Toplam Derecesi | Ortalamasi | degeri

Model 9.734E70% 18 5.408E% 10.14 | <0.0001
A-Reaksiyon 9.088E0%° 1 9.088E0%® 0.17 0.6826
Sicakligi
B-Reaksiyon Sdresi 5.738E%Y 1 5.738E% 10.75 0.0025
C-HAc 9.626E7°% 1 9.626E7% 18.04 0.0002
Konsantrasyonu
D-H20; 2.014E7008 1 2.014E7008 0.38 0.5433
Konsantrasyonu
AB 5.018E%% 1 5.018E% 9.40 0.0044
AC 2.614E7°0%° 1 2.614E70% 0.049 0.8262
AD 1.577E°00 1 1.577E7% 29.55 < 0.0001
BC 1.212E00 1 1.212E70% 22.72 <0.0001
BD 1.624E°%7 1 1.624E°%7 3.04 0.0907
CD 1.258E 008 1 1.258E 0% 0.24 0.6305
A2 4,530E9%° 1 4,530E9%° 0.085 0.7726
B? 6.104E7°% 1 6.104E7°% 11.44 0.0019
D? 1.382E9%7 1 1.382E97 2.59 0.1174
ABC 3.2397%% 1 3.239%% 6.07 0.0193
ABD 1.077E70% 1 1.077E00 20.19 <0.0001
ACD 3.216E% 1 3.216E 6.03 0.0197
A’B 9.788EY 1 9.788E%Y 18.34 0.0002
A’C 2.697E% 1 2.697E% 5.05 0.0316
Kalan 1.707E°006 32 5.336E70%
Uyum Eksikligi 1.107E0% 6 1.845E79%7 7.99 <0.0001
Yalin Hata 6.003E%% 26 2.309E70%8
Diizeltilmis Toplam 1.144E70% 50

Cizelge 4.10. BMP modeli istatistiksel analiz sonuglari
Standart Sapma 1.386E%* | R? 0.8508
Ortalama 2.025E°% | Adj R? (Diizeltilmis R?) 0.7668
Varyasyon Katsayisi (%) 6.85 Pred R? (Tahmin edilen R?) | 0.6601
Press Adeq Precision

1.400E% | (Yeterli Hassasiyet) 10.201

Interaksiyon etkileri incelendiginde; reaksiyon sicakligixreaksiyon siiresi,
reaksiyon sicakligixH2>O2 konsantrasyonu ve reaksiyon siresix HAc konsantrasyonu ikili

interaksiyonlarinin,

reaksiyon

sicakligixreaksiyon

sturesixHAC

konsantrasyonu,

reaksiyon sicakligixreaksiyon siiresixH202 konsantrasyonu ve reaksiyon sicakligixHAc
konsantrasyonuxH»>O> konsantrasyonu fii¢lii interaksiyonlarmin p degerleri <0.0001
olarak bulundugu igin etanol iiretimi iizerinde istatistiksel olarak etkilidirler. Ikinci
dereceden etkiler incelendiginde; reaksiyon sicakliginin, reaksiyon siiresinin ve H20:
konsantrasyonunun ikincil etkilerinin p degerlerinin sirast ile 0.7726, 0.019 ve 0.1174
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oldugu ve sadece reaksiyon siiresine ait p degeri 0.05’ten kiiciik oldugu igin istatistiksel
olarak BMP iizerinde reaksiyon siiresinin ikinci dereceden etkili oldugu goriilmektedir.
Ayrica reaksiyon sicakliginin ikinci derecesi ile reaksiyon siiresinin ve reaksiyon
sicakliginin ikinci derecesi ile HAc¢ konsantrasyonunun interaksiyon etkilerinin de sirasi
ile 0.0002, 0.0316 p degerlerine sahip olduklarindan dolayi, BMP {izerinde etkili
olduklar1 goriilmektedir.

Modelde determinasyon katsayis1 0.8508 olarak hesaplanmustir. R? olarak ifade
edilen determinasyon katsayis1 agiklanan varyasyonun toplam varyasyona orani yontemi
ile hesaplanmakta ve yuzde cinsinden modelin tahmin giicuni goéstermektedir. Bu
modelde hesaplanan R? degerine gore; modelde kullamlan degiskenlere karsilik elde
edilecek BMP cevaplarinin %85.08’inin bu model ile agiklanabilecegi goriilmektedir.
Modelde diizeltilmis R? degeri 0.7668 olarak bulunmustur. R? ve diizeltilmis R?terimleri
arasinda biiyiik bir fark olmamasi modeldeki terimlerin yeterli oldugunu gostermektedir.

Uyum eksikligi, hesaplanan uyum eksikliginin ortalamasinin karesinin yalin
hatanin ortalamasinin karesine orani seklinde hesaplanir ve modelin verileri temsil edip
etmedigini kontrol eder. Modelde uyum eksikligine ait p degeri <0.0001 olarak
hesaplandig1 ve bu degerin 0.05’ten kiigiik olmas1 modelde uyum eksikligi oldugunu
gostermektedir. Uyum eksikliginin 6nemli olmasi, modelin gozlenen tekrarlayan
varyasyondaki verilere uymadigini géstermektedir (Stat-Ease, 2017).

Istatistiksel olarak uyum eksikligi dl¢iilen ve tahmin edilen degerlerin ortalama
karesinin, ayni kosullarda tekrar edilen deney sonuglarinin ortalama karesine bolimii
olarak tanimlanmakta ve uyum eksikligi degerinin p>0,1 olmasi1 gerekmektedir. Onemli
uyum eksikligi tekrar edilen deneylerin ortalama sonuglari arasindaki degisimin dizayn
noktalarinin tahmin edilen degerlerinin degisiminden az olmasi anlamina gelmektedir
(Stat Teaser, News from Stat-Ease, Inc. 2004). Ancak, elde edilen model yuksek
regresyon katsayina sahip olmasina ragmen uyum eksikligi 6nemli olabilmektedir. Eger,
tekrar edilen deneyler (merkez noktada) tekrar edilen dogru dlgiimlerse, saf hata tespit
edilememekte ve uyum eksikligi yapay olarak kiigiik olmaktadir. Bu durumda modelin
gecerliginde diger istatistiksel kriterler dikkate alinmaktadir. Uyum eksikligi, model
transformasyonu yoluyla da ortadan kaldirilabilmektedir. Bununla birlikte, onemli model
uyum eksikligi i¢in hicbir sey yapilamiyorsa, deneysel sonuglarin gecerliligini saglamak
icin validasyon deneyi yapilmakta ve model tahmini ile validasyon deneyi sonuglar
karsilastirilabilmektedir (Gokgol 2016).

Design Expert® 7 programinin BMP i¢in olusturdugu modifiye kuadratik modelin
kodlu ve gergek degerli regresyon denklemleri, sirasi ile esitlik 4.7 ve esitlik 4.8’de
verilmistir.

1/BMP = + 3.231E%3 - 1,589E% x A - 3.788E ~ % x B-4.906E % x C + 2.365E"
05 D+ 1.252E%% x Ax B -9.038E%%® x Ax C - 2.220E% x Ax D + 1.946E* x Bx C
-7.123E9% x B x D - 1.983E%%® x C x D + 2.861E°% x A? + 3.321E°9% x B2 - 1.580E%
x D? - 1.006Ex Ax B x C - 1.835E x Ax Bx D - 1.003E% x A x C x D + 5.247E"
004 % AZX B + 2.754E 0% X AZX Co.cov oot e e e et et et e e e e e e e e e e e e BT
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1/BMP = -3.10949E% + 2.46403E°% x Reaksiyon Sicakligi + 2.09432E904 x
Reaksiyon Siiresi + 9.06836E°* x HAc Konsantrasyonu - 7.40488E°%® x H,0;
Konsantrasyonu - 1.21719E°% x Reaksiyon Sicakligi x Reaksiyon Siiresi - 5.57410E9%° x
Reaksiyon Sicakligi x HAc Konsantrasyonu + 7.36401E°% x Reaksiyon Sicakligi x H,O2
Konsantrasyonu + 5.51600E°% x Reaksiyon Siiresi x HAc Konsantrasyonu + 5.32479E"
095 x Reaksiyon Siiresi x H,02 Konsantrasyonu + 2.80935E%%* x HAc Konsantrasyonu x
H20, Konsantrasyonu - 1.79397E°% x Reaksiyon Sicakligi® + 4.09999E% x Reaksiyon
Siiresi? - 1.58025E%% x H,0, Konsantrasyonu? - 4.47112E%7 x Reaksiyon Sicakligi x
Reaksiyon Siiresi x HAc Konsantrasyonu -8.15497E%% x Reaksiyon Sicakligi x Reaksiyon
Siresi x H202 Konsantrasyonu - 4.01021E°%%® x Reaksiyon Sicakhigi x HAc
Konsantrasyonu x H.O2 Konsantrasyonu + 9.32738E % Reaksiyon Sicakligi? x Reaksiyon
Siiresi + 4.40643E° x Reaksiyon Sicakligi> x HAc Konsantrasyonu... ... ..................A.8

e

Tahmin Edilen BMP Miktan (mLCH,/gUKM)
|

T T T T T
Olgtilen BMP Miktar: (mLCH,/gUKM)
Sekil 4.22. Olclilen BMP miktarlarina karsilik tahmin edilen BMP degerlerinin dagilimi

Model tarafindan hesaplanan regresyon denklemi ile elde edilen teorik sonuglarin
elde edilen deneysel sonuglara karsilik gelen dagilim grafigi Sekil 4.22°de verilmistir.
Tahmin edilen degerler lineer dogrusu etrafinda gosterilen noktalar deneyler sonucunda
elde edilen verileridir. Bu noktalarin tahmin edilen dogrudan uzakliklarinin az
olmasindan dolay1 modelin veriler ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Modelin, degisken
degerleri olan reaksiyon sicakligi, reaksiyon siiresi, HAc konsantrasyonu ve H»O>
konsantrasyonu parametrelerinin ikili olarak BMP miktarina olan etkilerini ifade ettigi
cevap yiizey ve kontur grafikleri Sekil 4.23’te verilmistir.
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Sekil 4.23. BMP miktarina ait cevap yuzey grafikleri (CYG) ve kontur grafikleri (KG);
a) Reaksiyon siiresi x Reaksiyon sicakligit CYG; b) Reaksiyon siresi x Reaksiyon
sicakligi KG; ¢): HAc konsantasyonu x Reaksiyon sicakligi CYG; d) HAc konsantasyonu
x Reaksiyon sicakligi KG; €) H>O> konsantasyonu x Reaksiyon sicakligi CYG; f) H20>
konsantasyonu x Reaksiyon sicakligi KG.
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Sekil 4.23. (devam1) BMP miktarina ait cevap yiizey grafikleri (CYG) ve kontur grafikleri
(KG); g) HAc konsantrasyonu x Reaksiyon siresi CYG; h) HAc konsantrasyonu X
Reaksiyon suresi KG; i): H20> konsantasyonu x Reaksiyon siuresi CYG; j) H202
konsantasyonu x Reaksiyon siresi KG; k) H202 konsantasyonu x HAc konsantrasyonu
CYG,; 1) H202 konsantasyonu x HAc konsantrasyonu KG.
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Sekil 4.23 (a)’da cevap degiskeni BMP miktarinin reaksiyon siiresi ve reaksiyon
sicakligi ile degisimini inceleyen CY grafigi verilmistir. Sekil 4.23. (a)’dan goriilecegi
Uzere 6 saat sabit reaksiyon siresinde ve 50-75°C reaksiyon sicakligi araliginda BMP’nin
azaldig1 ve 75-100°C reaksiyon sicakligi aralifinda BMP’nin arttif1 tespit edilmistir.
Benzer sekilde 50°C sabit reaksiyon sicakliginda 6-15 saat reaksiyon siiresi araliginda
BMP degerinin arttigi ve 15-24 saat reaksiyon siiresi araliginda ise azaldigi
goriilmektedir. Model tarafindan maksimum BMP degerinin 320 mLCH4/gUKM olarak
75°C reaksiyon sicakligi ve 20 saat reaksiyon siiresi kosullarinda iiretilecegi tahmin
edilmektedir.

Sekil 4.23 (c)’de cevap degiskeni BMP miktarinin HAc konsantrasyonu ve
reaksiyon sicakligi ile degisimini inceleyen CY grafigi verilmistir. Sekil 4.23.(c)’den %0
HAc konsantrasyonunda 50-75°C reaksiyon sicakligi araliginda BMP degerinin azaldigi
ve 75-100°C reaksiyon sicakligi araliginda ise BMP degerinin arttig1 goriilmektedir. Sabit
reaksiyon sicakliginda HAc konsantrasyonunun artirtlmasi ile BMP degerinin dogru
orantili olarak arttig1 goriilmektedir. %2 HAc konsantrasyonunda maksimum BMP
degerlerine ulasilacagi model tarafindan tahmin edilmistir. Sekil 4.23 (d)’de verilen
kontur grafigi incelendiginde; model tarafindan maksimum BMP degeri %2 HAc
konsantrasyonu ve 75°C reaksiyon sicakligi kosulunda 360 mLCH4/gUKM olarak tahmin
edilmistir. Minimum BMP degerinin ise %0 HAc konsantrasyonu ve 75°C reaksiyon
sicakliginda 269 mLCH4/gUKM olarak model tarafindan tahmin edilmistir.

Sekil 4.23 (e)’de cevap degiskeni BMP miktarmin H2O, konsantrasyonu ve
reaksiyon sicakligi ile degisimini inceleyen CY grafigi verilmistir. Sekil 4.23. (e)’den %0
H20: konsantrasyonunda reaksiyon sicakliginin artmasi ile BMP miktariin azaldig ve
50°C reaksiyon sicakliginda ise H2O> konsantrasyonunun artmasi ile BMP miktarinin
yine azaldigi goriilmektedir. H202 konsantrasyonu ve reaksiyon sicakliginin BMP
tizerinde pozitif interaksiyon etkisi gdzlenmistir. 50°C reaksiyon sicakligi ve %0 H20>
konsantrasyonu ile 100°C reaksiyon sicakligi ve %2 H20> konsantrasyonunda ytksek
BMP degerlerine ulagilmistir. Model, 50°C reaksiyon sicakligt ve %0 H202
konsantrasyonu ile 100°C reaksiyon sicakligi ve %2 H202 konsantrasyonu olmak tizere
iki noktada maksimum BMP degerine ulasilabilecegini tahmin etmektedir. Sekil 4.23.
(f)’de verilen kontur grafiginden maksimum BMP degerinin 340 mLCH4/gUKM olarak
bu noktalarda elde edildigi goriilmektedir.

Sekil 4.23 (g)’de cevap degiskeni BMP miktarinin HAc konsantrasyonu ve
reaksiyon siiresi ile degisimini inceleyen CY grafigi verilmistir. Sekil 4.23.(g)’den %0
HAc konsantrasyonunda reaksiyon siiresinin artirilmasi ile BMP miktarinin arttigi ve 6
saat sabit reaksiyon siiresinde HAc konsantrasyonunun artisina bagli olarak BMP
miktarmin arttig1 goriilmektedir. Cevap ylizey grafigi genel olarak incelendiginde HAc
konsantrasyonu ve reaksiyon sdresinin birlikte artirilmasi ile BMP’nin artigi
goriilmektedir. Sekil 4.23 (h)’de verilen kontur grafiginden BMP’nin 1.5- %2 HAC
konsantrasyonu ve 15-24 saat reaksiyon siiresinde maksimum degerine yaklasik 366
MLCH4/gUKM ulasacagi tahmin edilmistir.

Sekil 4.23 (i)’de cevap degiskeni BMP miktarinin H2O. konsantrasyonu ve

reaksiyon siiresi ile degisimini inceleyen CY grafigi verilmistir. Sekil 4.23.(i)’den %0
H>0O> konsantrasyonunda 6-19.5 saat reaksiyon siiresi araliginda BMP miktarinin arttigi
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ve 19.5-24 saat reaksiyon siiresi araliginda ise diisiik miktarda azaldig1 goriilmektedir. 6
saat sabit reaksiyon silresinde ise H2O. konsantrasyonunun degisiminden BMP
miktarmin ¢ok etkilenmedigi ve yaklasik ayni miktarda kaldigr goriilmektedir. Model,
minimum BMP miktarmi %1.25 H>O, konsantrasyonu ve 6 saat reaksiyon siresi
kosullarinda, maksimum BMP miktarini ise 338 mLCH4/gUKM degeri ile %1.5-2 H2O>
konsantrasyonu ve 15-24 saat reaksiyon siiresi kosullarinda tahmin etmektedir.

Sekil 4.23 (k)’de cevap degiskeni BMP miktarinin H2O2 konsantrasyonu ve HAc
konsantrasyonu ile degisimini inceleyen CY grafigi verilmistir. Sekil 4.23. (k)’dan
goriilecegi tizere %0 H202 konsantrasyonunda HAc konsantrasyonu artigina bagli olarak
BMP miktar1 artmaktadir. %0 HAc konsantrasyonunda ise BMP miktarinin H202
konsantrasyonu degisiminden ¢ok etkilenmedigi goriilmektedir. HAc konsantrasyonunun
BMP Uzerindeki etkisi blyuk, H2O2 konsantrasyonunun ise azdir. Sekil 4.23 (1)’de verilen
kontur grafiginde 380 mLCH4/gUKM degeri ile maksimum BMP miktarina %0-2 H20:
ve %2 HAc konsantrasyonlarinda ulasilabilecegi goriilmektedir.

BMP modeli genel olarak degerlendirildiginde reaksiyon siiresi ve HAc
konsantrasyonunun artirilmast  ile BMP miktar1 artmaktadir. Ozellikle HAc
konsantrasyonu BMP miktarin1 6nemli miktarda arttirmaktadir. Maksimum BMP
miktarma ulagsmak icin yliksek reaksiyon siiresi, reaksiyon sicakligi ve HAc
konsantrasyonu ile diisiik H2O, konsantrasyonu saglanmasi gerektigi tespit edilmistir.

4.7. HP&HACc On aritma Prosesinin Etanol ve Metan Uretimi icin Optimizasyonu
ve Validasyonu

Shawneé ¢esidi dalli dart bitkisine uygulanan HP&HAc 6n aritma prosesinin
optimizasyonunda elde edilen modeller kullanilmis ve optimizasyon Design Expert® 7
paket programi kullanilarak yapilmistir. Optimizasyonda amag¢ deneysel veriler
sonucunda elde edilen model esitlikleri yardimiyla bagimsiz degiskenlerin istenilen cevap
sartlar1 dogrultusunda optimum degerlerine ulagsmaktir. HP&HAC 6n aritma prosesinde
etkili oldugu diisiiniilen reaksiyon sicakligi, reaksiyon siiresi, HAc konsantrasyonu ve
H20; konsantrasyonu bagimsiz degiskenlerinin ¢indSeker, ¢KOI, etanol potansiyeli ve
BMP bagimli degisken miktarlarin1 degerlendiren farkli optimizasyonlar yapilmigtir.
Optimizasyon islemi gergeklestirilirken Design Expert® 7 programinda bagimli ve
bagimsiz degiskenler icin “Aralikta Birak”, ‘“Maksimize Et” veya “Minimize Et”
komutlarindan birisi kullanilmistir. “Aralikta Birak” komutu i¢in program, modele
islenmis olan bagiml1 ve bagimsiz degisken verilerinin maksimum ve minimum degerleri
araliginda herhangi bir degerin kullanilabilecegini algilamaktadir. Ayrica “Maksimize
Et” ve “Minimize Et” komutlar1 i¢in programda mevcut olan 1-5 araliginda degisen 6nem
seviyesi de optimizasyon isleminde kullanilmistir. Programda bagimli ve bagimsiz
degiskenler i¢in degisik komutlar ve 6nem seviyeleri denenerek en yiiksek tercih oranina
(desirability) sahip optimize kosullar arasindan se¢im yapilmustir.

Etanol ve BMP olmak iizere iki biyoyakit bagimsiz degiskeninin optimizasyon
islemi gerceklestirilirken maksimum biyoyakit liretimi ve minimum maliyet olmak iizere
iki farkli yaklasim kullanilmistir. Maksimum etanol ve metan iiretimi yaklasiminda
bagimsiz degiskenlerden reaksiyon sicakligi maksimize edilmis, reaksiyon siiresi, HAc
ve H20; konsantrasyonlar1 kullanilan deger araliginda birakilmistir. Maksimum biyoyakit
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tiretimi i¢in optimum kosulun bulunmasi amactyla yapilan optimizasyon denemeleri ve
maksimum biyoyakit {iretimi i¢in segilen optimizasyon kosullar1 ve ¢oziimleri Cizelge
4.11°de verilmistir.

Ikinci yaklasimda dalli dar1 bitkisinden HP&HAc 6n aritma ile biyoyakit
iiretiminde maliyetin en diisiik seviyede tutulmasi hedeflenmis ve maliyet optimizasyonu
yapilmistir. Maliyet optimizasyonunda amag; minimum maliyetli 6n aritma kosullarinda,
maksimum biyoyakit iiretilen optimum kosulun saptanmasidir. Buna gore, bagimsiz
degiskenlerden reaksiyon siiresi, reaksiyon sicakligi, HAc konsantrasyonu ve H20>
konsantrasyonu on aritma kosullarinin hepsi maliyeti arttirdiklar1 i¢in bu bagimsiz
degiskenlerin optimizasyon isleminde minimum seviyede tutulmalart gerekmektedir.
Maliyet optimizasyonu i¢in optimum kosulun bulunmasi1 amaciyla yapilan optimizasyon
denemeleri ve minimum maliyet ile maksimum biyoyakit {iretimi igin segilen
optimizasyon kosullar1 ve ¢ozlimleri Cizelge 4.12°de verilmistir.
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Cizelge 4.11. Maksimum biyoyakit iiretimi i¢in incelenen optimizasyon kosullari, segilen optimizasyon kosullar ve ¢oziimleri

Bagimsiz Degiskenler Bagimh Degiskenler Optimizasyon Kosullar1
. Reaksiyon Reaksiyon | Reaksiyon .
Sira Reak5|y? n Suresi HAc Kons. H202 Kons cindSeker cKOi Etanol BMP Sicakhigi Siresi HA% Kons Hzoé Kons | Tercih
Sicakhii (°C) (h) (%) (%) Oram
Max Max Max Max Max Max Max Max
1 (+++) (+++) (+++) (+++) (+++++) (+++++) (+++++) (+++++) 99.98 24 1.22 2 0.749
Max Max Max
2 (++++4) Aralik Aralik Aralik Aralik Aralik (++++4) (++++4) 100 22.9 2 2 0.955
Max Max Max
3 Aralik Aralik Aralik (++++4) Aralik Aralik (++++4) (++++4) 100 22.89 1.99 2 0.955
4 Aralik Aralik Aralik Aralik Aralik Aralik (+’_\‘_/|fj_(+) Max (+) 99.7 2291 1.92 2 0.977
5 Aralik Aralik Aralik Aralik Aralik Aralik '\(/I_SX ( +’_\+_/|_fi( +) 99.74 194 1.98 2 0.967
Secilen Optimizasyon Kosullar1 ve Coziimleri
Reaksiyon Reaksiyon HAc Kons. H202 Kons. cindSeker cKOi Etanol BMP Tercih
Sicaklir (°C) | Suresi (Saat) (%) (%) (mgcSeker/g UKM) (mgeKOIi/gUKM) (mgEtOH/gTKM) (mLCH4/gUKM) Orani
100 229 2 2 4.59 787.29 81.915 345.127 0.955
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Cizelge 4.12. Maliyet optimizasyonu i¢in incelenen optimizasyon kosullari, secilen optimizasyon kosullari ve ¢dztimleri

Bagimsiz Degiskenler Bagimh Degiskenler Optimizasyon Kosullar:
. . Reaksiyon | Reaksiyon .
Reaksiyon Reaksiyon . . o L HAc Kons | H202 Kons | Tercih
Sira Sicakli Siiresi HAc Kons. H202 Kons ¢IndSeker ¢KOI Etanol BMP Slc(oack:l)lgl Slz;§5| (%) (%) Oramt
Min Min Min Max
1 (+44) (+44) Aralik (+++) Aralik Aralik Aralik (++++4) 50 6 1.87 0 0.976
Min Min Min Max
2 (++4) (++4) Aralik (+++) Aralik Aralik Aralik (++++4) 50.01 6.12 1.87 0 0.976
Min Min Min Max
3 (++4) (++4) Aralik (++4) Aralik Aralik Aralik (++++4) 50 6.42 1.87 0 0.976
Min Min Min Min Max
4 (+4++44) (+4++44) (+4++44) (+4+++4) Aralik Aralik Aralik (++++4) 50 9.84 0.18 0 0.838
Min Min Min Min Max
5 (++++4) (++++4) (++++4) (++++4) Aralik Aralik Aralik (++++4) 50 6.89 0.77 0 0.813
Secilen Optimizasyon Kosullar ve Coziimleri
Reaksiyon Reaksiyon HAc Kon. H202 Kon. cindSeker ¢KOi Etanol BMP Tercih
Sicakligr (°C) | Sdiresi (Saat) (%) (%) (mg¢Seker/gUKM) (mgcKOI/gUKM) (mgEtOH/gTKM) (mLCH4/gUKM) Orani
50 6 1.87 0 1.48 457.74 26.15 358.41 0.976
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Elde edilen maksimum biyoyakit ve maliyet optimizasyon kosullarmin
giivenilirliklerinin tespiti i¢in validasyon deneyleri yapilmistir. Maksimum biyoyakit
iiretimi i¢in Onerilen optimizasyon kosulunda yapilan validasyon deney sonuglar1 Cizelge
4.13’te ve minimum maliyetle maksimum biyoyakit iiretimi i¢in proses optimizasyonu
kosulunda yapilan validasyon deney sonuglari ise Cizelge 4.14°de verilmistir.

Cizelge 4.13. Maksimum biyoyakit iiretimi i¢in dnerilen optimizasyon kosulunda yapilan
validasyon deney sonuglar1

cindSeker cKOi Etanol BMP
(mgeSeker/gUKM) | (mgeKOI/gUKM) | (MgEtOH/gTKM) | (mLCH4/gUKM)
Maksimum
Biyoyakit Uretimi
icin Onerilen 459 787.29 81.92 345.13
Kosullarda Tahmin
Edilen Degerler
Validasyon Deneyi
Sonunda Olgiilen 4.36 934.95 80.41 355.32
Degerler

Maksimum biyoyakait tiretimi i¢in Design Expert paket programi tarafindan 100°C
reaksiyon sicakligi, 22.9 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc konsantrasyonu ve %2 H20:
konsantrasyonu optimum kosullar olarak onerilmistir. Kurulan modeller tarafindan bu
kosullarda 4.59 mgg¢indSeker/gUKM, 787.29 mgcKOI/gUKM, 81.92 mgEtOH/gTKM ve
345.13 mLCH4/gUKM sonuglarinin elde edilecegini tahmin edilmistir. Yapilan
validasyon deneyinde 4.36 mggindSeker/gUKM, 934.95 mge¢KOI/gUKM, 80,41 mg
EtOH/gTKM ve 355.32 mLCH4/gUKM sonuglari elde edilmistir. Maksimum biyoyakit
{iretimi icin tahmin edilen ve Slgiilen degerler arasindaki hata yiizdesi ¢indSeker, ¢cKOI,
etanol ve BMP icin sirasi ile %5.27, %15.79, %1.83 ve %2.95 olarak hesaplanmstir.
¢indSeker, etanol ve BMP’ye ait validasyon sonuglari ile modelin tahminleri arasindaki
farkin az olmas1 modelin giivenilirliginin yiiksek oldugu gostermektedir.

Cizelge 4.14. Minimum maliyetle maksimum biyoyakit Uretimi igin Onerilen proses
optimizasyon kosulunda yapilan validasyon deney sonuglari

cindSeker g:KQi Etanol (mE'(\:/IIE)M /9
(mg¢Seker/gUKM) | (mgeKOI/gUKM) | (MgEtOH/gTKM) UKM)
Minimum Proses
Maliyetinde
Maksimum
Biyoyakit Uretimi 1.48 457.74 26.15 358.41
icin Onerilen
Kosullarda Tahmin
Edilen Degerler
Validasyon Deneyi
Sonunda Olgiilen 2.57 618.17 25.62 342.63
Degerler

Minimum maliyetle maksimum biyoyakit iiretimi i¢cin Design Expert paket
programi tarafindan 50°C reaksiyon sicakligi, 6 saat reaksiyon stiresi, %1.87 HAc
konsantrasyonu ve %0 H:0: konsantrasyonu optimum kosullar olarak Onerilmistir.
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Kurulan modeller tarafindan bu kosullarda 1.48 mgcindSeker/gUKM, 457.74
mgeKOI/gUKM, 26.15 mgEtOH/gTKM ve 258.41 mLCH4/gUKM sonuglarinin elde
edilecegini tahmin edilmistir. Yapilan validasyon deneyinde 2.57 mgc¢indSeker/gUKM,
618.17 mgcKOI/gUKM, 25.62 mgEtOH/gTKM ve 342.63 mLCH4/gUKM sonuglar1 elde
edilmistir. Minumum proses maliyetinde maksimum biyoyakit {iretimi i¢in tahmin edilen
ve Olgiilen degerler arasindaki hata yiizdesi ¢indSeker, ¢KOI, etanol ve BMP i¢in sirast
ile %42.55, %25.95, %2.04 ve %4.4 olarak hesaplanmstir. ¢indSeker ve ¢KOI icin hata
miktar1 yliksek ve etanol ve BMP i¢in ise diisiik tespit edilmistir. Etanol ve BMP i¢in elde
edilen validasyon sonuglar1 ile modelin tahminleri arasindaki farkin az olmasi modelin
giivenilirliginin yiiksek oldugu gostermektedir.

4.8. HP&Ac On aritmamin Dalh Dariya Etkisinin Belirlenmesi

Ham Shawneé ¢esidi dalli dar1 numunesi, HP&HAc 6n aritma ile muamele edilen
numuneler ve optimum HP&HAc proses kosullarinda muamele edilen numunelerin
yiizey Ozelliklerinin degisimi taramali elektron mikroskobu (TEM) ve molekiiller arasi
bag karakterizasyonunun degisimleri Fourier doniigiimlii infrared spektroskopisi (FTIR)
ile incelenmistir.

4.8.1. HP&HAC 6n aritma sonrasi elde edilen kati faz FTIR sonuclari

HP&HAC 6n aritmanin Shawneé ¢esidi dalli darinin yiizeyi tizerindeki etkilerinin
incelenmesi amactyla ham numune ve HP&HAc On aritma ile muamele edilen
numunelerin bag karakterizasyonunun degisimi FTIR ile incelenmistir. FTIR anlizinde,
Shawnee ¢esidi ham dalli dart numunesi (1), HP&HAC 6n aritma (100°C reaksiyon
sicakligi, 6 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc konsantrasyonu, %0 H202 konsantrasyonu) ile
muamele edilen ve maksimum BMP Uretilen numune (2), HP&HAC 6n aritma (100 °C
reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi, %0 HAc konsantrasyonu, %2 H.O>
konsantrasyonu) ile muamele edilen ve maksimum etanol dretilen numune (3),
Maksimum etanol ve metan olmak iizere iki biyoyakit iiretimi i¢in optimum HP&HAc On
aritma kosulunda (100°C reaksiyon sicakligi, 22.9 saat reaksiyon siiresi, %2 HAC
konsantrasyonu, %2 H>O konsantrasyonu) muamele edilen numune (4) ve minimum
maliyet ile maksimum etanol ve metan olmak iizere iki biyoyakit tiretimi i¢in optimum
HP&HAC 6n aritma kosulunda (50°C reaksiyon sicakligi, 6 saat reaksiyon siiresi, %1.87
HAc konsantrasyonu, %0 H>O. konsantrasyonu) muamele edilen numune (5)
kullanilmistir. FTIR analizi Bruker Tensor 27 cihazinda yapilmis olup her numune i¢in
cihaz 16 tekrar ile numuneleri analize etmistir. Elde edilen spektrumlar Sekil 4.24’te
verilmistir.
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Sekil 4.24. Ham dall1 dar1 ve HP& AHc 6n aritmaya tabi tutulmus dalli dar numunelerinin
FTIR spektrumlari

FTIR analizi sonucu elde edilen spektrumlar incelendiginde 400-1700 cm™ dalga
boyu araliginda genel olarak 3 ve 4 numarali numunelerin ham dall1 daridan daha farkli
kimyasal baglara sahip olduklari, 2 ve 5 numarali numunelerin ise kismen ham dall
dartya daha yakin bag 6zellikleri tagidiklar1 gériilmektedir. 400-1850 cm™ dalga boyu
aralig1 dikkatli incelendiginde 470 cm™, 670 cm™, 775 cm™, 850 cm, 895 cm™, 1050
cm?, 1245 cm™, 1510 cm™, 1735 cm™, 2400 cm™, 2900 cm%, 3400 cm™ dalga boylarinda
ve 1590-1650 cm™ dalga boyu araliginda 6nemli degisiklikler oldugu goriilmektedir. Bu
dalga boylarinda gozlenen degisiklerin hangi molekiiller ve bag yapilari ile ilgili olduklari
Cizelge 4.17°de verilmistir.
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Cizelge 4.17. FTIR spektrumlarinda goriilen degisimlerin anlamlart
Dalga Boyu (cm™) Etkilenen Kimyasal Bag ve Etki Kaynak
Saikia ve
470 Si-O-Si ve (PO4)* baglarinda titresim | Parthasarathy 2010,
Uysal vd. 2013
620 C-0, C=0 baglarinda titresim Litescu vd. 2012
775 NH; baglarinda titresim Sumayya vd. 2008
850 =C-H baglarinda egilme Sahoo vd. 2012
B-glukozidik baglarda titresim, Chandrasekaran vd.
895 kristalin ve amorf seliiloz orani1 i¢in 2012, Sun vd. 2015,
gosterge Fu vd. 2015
1050 Seliiloz, hemiseliloz ve lignindeki C- | Ang vd. 2012; Fu vd.
O baglarinda gerilme titresimi 2015
1245 HemiselUIcgzdaki asetil gruplarmm C- Fuvd. 2015
O baglarinin adsorpsiyonu
1510 Lignindeki qromgtik halkalarin sun vd. 2015
titresimi
1590-1650 Delignifikasyona bagh argmatik Fuvd. 2015
halkalarin gerilmesi
1735 Ketonlar ve ester karbonil gruplardaki Gokulakumar ve
baglarin titresimi Narayanaswamy 2008
2400 Karbondioksit kaynakli C=0 Gerakines vd. 1995
baglarinin gerilmesi
2900-3400 Selulozdaki C-H baglarmin titresimi | Ang vd. 2012, Fu vd.
ve O-H baglarinin gerilmesi 2015, Hsu vd. 2010

FTIR spektrumu incelendiginde; maksimum etanol ve metan olmak {izere iki
biyoyakit iiretimi i¢in optimum HP&HAc 6n aritma kosulunda (100°C reaksiyon
sicakligi, 22.9 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc konsantrasyonu, %2 H20 konsantrasyonu)
muamele edilen numunenin 470 cm™ dalga boyunda Si-O-Si ve (POs)* baglarinin ham

PO

numuneye gore belirgin bir sekilde degistigi gézlenmistir.

620 cm™ dalga boyunda, C-O ve C=0 baglarinda meydana gelen titresimlerde en
yiiksek absorbans degerinden en diisiige siralama yapildiginda; ham dalli dar1 numunesi
(1), minimum maliyet ile maksimum etanol ve metan olmak {izere iki biyoyakit tiretimi
icin optimum HP&HAC 6n aritma kosulunda (50°C reaksiyon sicakligi, 6 saat reaksiyon
stiresi, %1.87 HAc konsantrasyonu, %0 H20> konsantrasyonu) muamele edilen numune
(5), HP&HAC 6n aritma (100°C reaksiyon sicakligi, 6 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc
konsantrasyonu, %0 H2O. konsantrasyonu) ile muamele edilen ve maksimum BMP
uretilen numune (2), HP&HAC 6n aritma (100 °C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon
stiresi, %0 HAc konsantrasyonu, %2 H.O: konsantrasyonu) ile muamele edilen ve
maksimum etanol Uretilen numune (3) ve maksimum etanol ve metan olmak (izere iki
biyoyakit iiretimi i¢in optimum HP&HAc 6n aritma kosulunda (100°C reaksiyon
sicakligi, 22.9 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc konsantrasyonu, %2 H>O> konsantrasyonu)
muamele edilen numune (4) oldugu gézlenmistir. On aritma kosullar sertlestikce C-O
ve C=0 baglarinda azalma oldugu net bir sekilde Sekil 4.24.’den goriilmektedir.
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775 cm™ dalga boyu NH; baglarindaki titresimi ifade etmektedir. Ham dall1 dar1
numunesine gore HP&HAC 6n aritma (100 °C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon
stresi, %0 HAc konsantrasyonu, %2 H.O> konsantrasyonu) ile muamele edilen ve
maksimum etanol Uretilen numunede (3) ile maksimum etanol ve metan olmak (zere iKi
biyoyakit iiretimi i¢in optimum HP&HAc 6n aritma kosulunda (100°C reaksiyon
sicakligi, 22.9 saat reaksiyon suresi, %2 HAc konsantrasyonu, %2 H>O> konsantrasyonu)
muamele edilen numunede (4) farklilasma ve baglarda bozulma gézlenmistir.

C-H baglarinda egilmeye karsilik gelen 850 cm™ dalga boyunda tiim numuneler
ham numuneden yliksek adsborbans degeri vermislerdir ve ham dalli dar1 numunesi
disinda HP&HACc ile muamele edilen numunelerin tamaminda C-H baglarinda benzer
diizeyde egilme gozlenmistir.

895 cm dalga boyu B-glukozidik baglardaki titresimi ifade etmektedir. Ham dalli
dart numunesi disinda HP&HAc ile muamele edilen numunelerde 895 cm™ dalga
boyunda B-glukozidik bag yogunlugunun arttigi gézlenmistir. Bunun nedeni 6n aritmada
ligninin giderilmesi sonucu B-glukozidik bagli monosakkaritlerin biyokiitlede daha
yogun hale gelmesidir (Chandrasekaran vd. 2012). Numuneler kendi aralarinda
karsilastirildiginda; 6n aritma kosullari giiclendikge B-glukozidik baglarda azalma oldugu
gortlmektedir.

1050 cm? dalga boyu, selilloz, hemiselilloz ve ligninin C-O baglarndaki
gerilmeyi ifade etmektedir. FTIR spektrumlar1 incelendiginde en diisiik absorbans
maksimum etanol ve metan olmak {izere iki biyoyakit {iretimi icin yapilan optimum
HP&HAC 6n aritma kosulunda (100°C reaksiyon sicakligi, 22.9 saat reaksiyon siiresi, %2
HAc konsantrasyonu, %2 H>O. konsantrasyonu) muamele edilen numunede (4) ve
HP&HAC 6n aritma (100 °C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi, %0 HAc
konsantrasyonu, %2 H>O> konsantrasyonu) ile muamele edilen ve maksimum etanol
uretilen numunede (3) gozlenmistir. Bu durum bu iki kosulda ham numuneye goére
seliiloz, hemiseliiloz ve lignin toplaminda azalma oldugunu ifade etmektedir.

Hemiseliilozdaki asetil gruplarimin C-O baglarinin adsorpsiyonunu temsil eden
1245 cm™ dalga boyundaki pikler incelendiginde; ham dalli dar1 numunesine gore
maksimum etanol ve metan olmak iizere iki biyoyakit liretimi i¢in optimum HP&HAc On
aritma kosulunda (100°C reaksiyon sicakligi, 22.9 saat reaksiyon suresi, %2 HAc
konsantrasyonu, %2 H>O2 konsantrasyonu) muamele edilen numunede (4) ve HP&HAC
on aritma (100 °C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi, %0 HAc konsantrasyonu,
%2 H20: konsantrasyonu) ile muamele edilen ve maksimum etanol tretilen numunede
(3) hemiseliilozun azaldig1 goriilmektedir. Lignin aromatik halkalarinin tiresimini ifade
eden 1510 cm? dalga boyunda, dort numunenin de absorbans degerlerinin ham
numuneden yiiksek oldugu goriilmektedir. Numuneler kendi aralarinda incelendiginde en
az lignin aromatik halka titresiminin maksimum etanol ve metan olmak uUzere iki
biyoyakit iiretimi i¢in optimum HP&HAC 6n aritma kosulunda (100°C reaksiyon
sicakligi, 22.9 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc konsantrasyonu, %2 H202 konsantrasyonu)
muamele edilen numunede (4) ve en ¢ok aromatik halka titresiminin ise HP&HAC 0n
aritma (100°C reaksiyon sicakligi, 6 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc konsantrasyonu, %0
H20, konsantrasyonu) ile muamele edilen ve maksimum BMP uretilen numunede (2)
tespit edilmistir.
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FTIR spektrumlari incelendiginde 1590-1650 cm™ araliginda belirgin bir degisim
gorilmektedir. Bu dalga boyu araliginda elde edilen absorbans numunedeki lignin miktari
ile dogrudan orantihdir (Fu vd. 2015). Spektrumlar incelendiginde en yiksek
delignifikasyonun maksimum etanol ve metan olmak lizere iki biyoyakit {iretimi igin
optimum HP&HAC 6n aritma kosulunda (100°C reaksiyon sicakligi, 22.9 saat reaksiyon
stiresi, %2 HAc konsantrasyonu, %2 H>O, konsantrasyonu) muamele edilen numunede
(4) gergeklestigi goriilmektedir. HP&HACc 6n aritma (100 °C reaksiyon sicakligi, 24 saat
reaksiyon suresi, %0 HAc konsantrasyonu, %2 H»>O, konsantrasyonu) ile muamele edilen
ve maksimum etanol dretilen numune (3) ve HP&HAC 6n aritma (100°C reaksiyon
sicakligi, 6 saat reaksiyon siresi, %2 HAc konsantrasyonu, %0 H202 konsantrasyonu) ile
muamele edilen ve maksimum BMP dretilen numunede (2) ham numuneye gore azalma
mevcuttur. Minimum maliyet ile maksimum etanol ve metan olmak iizere iki biyoyakit
uretimi i¢in optimum HP&HAc 6n aritma kosulunda (50°C reaksiyon sicakligi, 6 saat
reaksiyon suresi, %1.87 HAc konsantrasyonu, %0 H.O> konsantrasyonu) muamele edilen
numunenin (5) absorbans degeri ise ham dalli dar1 numunesinden yiiksektir. Bu,
minimum maliyet ile maksimum etanol ve metan olmak iizere iki biyoyakit iiretimi i¢in
optimum HP&HAc 6n aritma kosulunda o6n aritmanin delignifikasyon konusunda
basarisiz oldugunu ifade etmektedir.

1735 cm® dalga boyu, ketonlarin ve ester karbonil gruplarm baglarindaki titresimi
gostermektedir. Bu dalga boyunda azalma ham dali dar1 numunesine gore sadece
maksimum etanol ve metan olmak {izere iki biyoyakit {iretimi i¢in optimum HP&HAc 6n
aritma kosulunda (100°C reaksiyon sicakligi, 22.9 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc
konsantrasyonu, %2 H>O> konsantrasyonu) muamele edilen numunede (4) gézlenmistir.
Diger kosullarda ise ham numuneye gore artis gdzlenmistir.

2400 cm? dalga boyundaki spektrumda meydana gelen dalgalanma FTIR
Olclimiiniin yapildig1 ortamdaki COz’ten kaynaklanmaktadir. Bu yiizden bu dalga
boyundaki piklerin numunelerle herhangi bir baglantis1 yoktur (Gerakines vd. 1995).

2900 ve 3400 cm™ dalga boylarindaki pikler seliilozdaki C-H baglarmin titresimi
ve O-H baglarmin gerilmesi ile baglantilidir. Dalli darimin lignoseliilozik yapida bir
biyokiitle olmasindan dolay1 bu dalga boylarinda degisimler net olarak gortlebilmektedir.
Her iki dalga boyunda da maksimum etanol ve metan olmak iizere iki biyoyakit iiretimi
icin optimum HP&HAC 6n aritma kosulunda (100°C reaksiyon sicakligi, 22.9 saat
reaksiyon suresi, %2 HAc konsantrasyonu, %2 H202 konsantrasyonu) muamele edilen
numunede (4) ve HP&HAC 6n aritma (100 °C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon
stiresi, %0 HAc konsantrasyonu, %2 H.O> konsantrasyonu) ile muamele edilen ve
maksimum etanol tretilen numunede (3) ham numuneden daha diisiik adsorbans degerleri
gbzlenmistir. Buna gore gicli 6n aritma kosullart olan bu iki kosulda seliilozun kristalin
yapisina hasar verilebilmistir (Fu vd. 2015).

4.8.2. HP&HAC 6n aritma sonrasinda elde edilen kati faz TEM sonuclari
HP&HAC 6n aritmanin Shawneé ¢esidi dalli darmin yiizey o6zellikleri lizerinde
meydana getirdigi degisimlerin belirlenmesi icin TEM ile goriintiileme yapilmistir. TEM

ile gorintilemede, Shawnee ¢esidi ham dalli dar1 numunesi (1), HP&HAC 6n aritma
(100°C reaksiyon sicakligi, 6 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc konsantrasyonu, %0 H20-
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konsantrasyonu) ile muamele edilen ve maksimum BMP dretilen numune (2), HP&HACc
on aritma (100 °C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi, %0 HAc konsantrasyonu,
%2 H>0> konsantrasyonu) ile muamele edilen ve maksimum etanol tretilen numune (3),
Maksimum etanol ve metan olmak tizere iki biyoyakit tiretimi i¢in optimum HP&HAc On
aritma kosulunda (100°C reaksiyon sicakligi, 22.9 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc
konsantrasyonu, %2 H,O» konsantrasyonu) muamele edilen numune (4) ve minimum
maliyet ile maksimum etanol ve metan olmak iizere iki biyoyakit iiretimi i¢in optimum
HP&HACc 6n aritma kosulunda (50°C reaksiyon sicakligi, 6 saat reaksiyon stiresi, %1.87
HAc konsantrasyonu, %0 H20. konsantrasyonu) muamele edilen numune (5)
kullanilmistir. TEM ile goriintiileme Zeiss Leo 1430 cihazi ile yapilmistir ve elde edilen
TEM goriintiileri Sekil 4.25°te verilmistir.

Ham dalli dariya (1) ait TEM goriintiileri incelendiginde; ham dalli darinin
yiizeyinin piiriissiiz oldugu ve diizgiin geometrik sekillerden olustugu goriilmektedir.
Yapinin dis kisimlar1 diizgiin liflerden ve kabuktan olusurken i¢ kisimlardaki kanallarin
dolu oldugu géziikkmektedir.

Sekil 4.25 (2)’deki TEM goriintiileri incelendiginde; 100°C reaksiyon sicakligi, 6
saat reaksiyon siresi, %2 HAc konsantrasyonu ve %0 H>O> konsantrasyonu HP&HAC
on aritma kosulunda muamele edilen ve maksimum BMP (retilen numune yizeyinin
parcaladigi, bazi boliimlerde kabugun tamamen soyuldugu ve yapinin i¢indeki kanallarin
bosaldig1 goriilmektedir. Ayrica yilizeyde bazi boliimlerde kabarmalar gozlenmistir.

100°C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi, %0 HAc konsantrasyonu, %2
H20, konsantrasyonu HP&HAC 6n aritma kosulunda muamele edilen ve maksimum
etanol Uretilen numuneye (3) ait TEM goériintiilerinden reaksiyon sicakligi ve H202’in
etkileri net bir sekilde goriilmektedir. Goriintiilerde yapinin ylizeyinin tamamen
parcalandigi, yiizey alaninin ve gozenekliligin arttig1, enzimatik hidrolize elverisli hale
geldigi goriilmektedir. Bu 6n aritma bolgesel olarak tam parcalanma saglamis olsa da
dall1 dar1 parcalarinda saglam kalan lifler oldugu da goriilmektedir.

Maksimum etanol ve metan olmak {izere iki biyoyakit {iretimi i¢in optimum
HP&HAC 6n aritma kosulunda (100°C reaksiyon sicakligi, 22.9 saat reaksiyon siiresi, %2
HACc konsantrasyonu, %2 H>O> konsantrasyonu) muamele edilen numunenin (4) TEM
goriintiileri incelendiginde 6n aritmanin oldukga etkili oldugu, dalli dar1 numunesi
kabugunun tamamen pargalandigi ve ylizeyde geometrik bir sekil secilemedigi
goriilmektedir. Ayrica, ham numunede i¢i dolu olan kanallarin 6n aritmada bosaldig
gordlmektedir. Bu durum, 6n aritmada yiizey alaninin ve gozenekliligin artmasi ile
enzimatik hidroliz verimini arttirarak yiiksek etanol tiretimine imkan saglamstir.

Minimum maliyet ile maksimum etanol ve metan olmak iizere iki biyoyakit
dretimi icin optimum HP&HAC 6n aritma kosulunda (50°C reaksiyon sicakligi, 6 saat
reaksiyon suresi, %1.87 HAc konsantrasyonu, %0 H>O> konsantrasyonu) muamele edilen
numuneye (5) ait TEM goriintiileri incelendiginde; HAc’nin numunenin dis katmaninda
pullanmalara ve kabarmalara yol a¢tig1 goriilmektedir. Yiizeyde bolgesel olarak kabugun
acildig1 ve yine bolgesel olarak dalli darimin i¢indeki gézenekli yapinin agiga ¢iktigi tespit
edilmistir.
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Sekil 4.25. TEM goriintiileri: Shawnee ¢esidi ham dalli dar1 numunesi (1), HP&HAC 6n
aritma (100°C reaksiyon sicakligi, 6 saat reaksiyon siiresi, %2 HAc konsantrasyonu, %0
H2O> konsantrasyonu) ile muamele edilen ve maksimum BMP (retilen numune (2),
HP&HAC 6n aritma (100 °C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi, %0 HAc
konsantrasyonu, %2 H>O> konsantrasyonu) ile muamele edilen ve maksimum etanol
uretilen numune (3)
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Sekil 4.25 (devami). Maksimum etanol ve metan olmak tizere iki biyoyakit iiretimi igin
optimum HP&HAC 6n aritma kosulunda (100°C reaksiyon sicakligi, 22.9 saat reaksiyon
stiresi, %2 HAc konsantrasyonu, %2 H20. konsantrasyonu) muamele edilen numune (4)
ve minimum maliyet ile maksimum etanol ve metan olmak {izere iki biyoyakit tiretimi
icin optimum HP&HAc 6n aritma kosulunda (50°C reaksiyon sicaklifi, 6 saat reaksiyon
stiresi, %1.87 HAc konsantrasyonu, %0 H.0O> konsantrasyonu) muamele edilen numune

()

Literatiirde, dall1 dar1 numunesine 6n aritma uygulamasi sonrasinda 6n aritma ile
muamele edilen numunelerin yiizey 6zelliklerinin incelendigi ¢aligmalarda; Irmak vd.
2018 dall1 dartya mikrodalga 6n aritma uygulamis, 120 °C 800W kosulunda dalli darinin
dis kabugundaki balmumu benzeri yapinin degismedigini, ancak 120 °C 1600W 6n aritma
kosulunda bu yapinin pargalandigini gormiislerdir. Dougherty vd. 2014 g¢esitli 6n
aritmalarin dalli darmin yapis1 iizerinde meydana getirdigi degisimleri inceledikleri
calismalarinda, TEM goriintiilerinde amonyak lif patlatma (AFEX) ve seyreltik asit On
aritmalariin dalli darinin ylizeyi lizerinde etkisiz kaldiklarini, iyonik sivilar 6n aritmanin
ise yiizeyde baloncuk benzeri sekiller meydana gelmesini sagladigini rapor etmislerdir.
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5. SONUCLAR

Tiirkiye, enerji iiretiminde yaklasik olarak %50 oraninda iiretici tlkelerin
kaynaklarina (dis kaynaklar) ve %66.83 oraninda ise fosil yakitlara bagimli bir iilkedir.
Ozellikle ulasim sektdriinde kullanilan sivi ve gaz yakitlar Tiirkiye i¢in uzun vadede
tiretici tlilkelerden saglanmaya devam edecektir. Bununla birlikte, petrol kaynaklar1 sinirl
olan ulkemizde enerji talebine katki saglayarak enerji bitkilerinden sivi ve gaz yakitlar
iiretebilecek tarimsal altyap1 ve teknoloji mevcuttur. Tiirkiye’de 6zellikle dalli dar1 gibi
bir¢ok iklimde yetigebilen, biyokiitle iiretme hizi ve karbonhidrat icerigi yiiksek
lignoseliilozik bitkiler konusundaki arastirmalar ve yatirimlar arttirildigr taktirde artan
enerji talebine destekleyici iiretim yapilarak enerji giivenliginin saglanmasi ve ekonomik
avantaj elde edilmesi miimkiin olacaktir.

Bu yiiksek lisans tezinin amaci; enerji bitkisi dalli daridan etanol ve metan olmak
tizere iki biyoyakitin minimum proses maliyeti ile maksimum miktarda iiretiminin
yapilmasi i¢in entegre termokimyasal ve fermantasyon proseslerinin gelistirilmesidir. Bu
kapsamda yiiksek lisans tez ¢alismasinda 6ncelikle enerji bitki dalli dar1 karakterizasyonu
yapilmis ve lignoseliilozik yapisindaki C5 ve C6 sekerlerin agiga ¢ikarilabilmesi ve dalli
dari’dan etanol ve metan iiretim veriminin arttirilmasi amaciyla dalli dariya hidrojen
peroksit (H202) ve asetik asit (CH:COOH - HAc) (HP&HAC) 6n aritma prosesi
uygulanmis ve maksimum biyoyakit iiretimi agisindan HP&HAC 6n aritma prosesinin
optimizasyonu yapilmistir. HP&HAC 6n aritma proses optimizasyonunda Cevap yiizey
yontemi (CYY), Merkezi kompozit tasarim (MKT) kullanilmistir. HP&HAC 6n aritma
prosesinin deneysel tasarimi Design Expert 7.1.5 programui ile yapilmistir. HP&HAC 6n
aritma prosesinde H2O2 miktari, HAC miktari, reaksiyon siiresi ve reaksiyon sicakligi
parametreleri kullanilarak program tarafindan Onerilen 6n aritma kosullarmma gore
deneyler yapilmis, belirlenen cevap degiskenlerinin analiz sonuglar1 Design EXxpert
programina aktarilmistir. MKT deney tasariminda, cevap degiskeninin modellenmesi,
onerilen modelin uygunlugunun test edilmesi i¢in ANOVA testi uygulanmistir. HP&HAC
On aritma prosesi maksimum etanol ve metan Gretimi ve minimum proses maliyetinde
maksimum etanol ve metan Uretimi agisindan optimize edilmis ve optimum proses
kosullar1 tespit edilmistir. HP&HAC On aritma prosesi ile muamele edilen numuneler
kullanilarak es zamanli sekerlestirme ve fermantasyon prosesi ile etanol retim prosesi
optimize edilmis ve etanol liretilmistir. Etanol iiretimi sonrasinda fermantasyon ortami da
dahil tiim atiklar kullanilarak minimum atik stratejisi ile metan fermantasyonu yapilarak
ikinci biyoyakit metan tiretimi yapilmistir. Son olarak HP&HAC 6n aritma deneyleri
sonrasinda dalli darinin yiizey 6zelliklerindeki degisiminin incelenebilmesi i¢in Taramali
Elektron Mikroskop (TEM) ve bag karakterizasyonunun degisiminin incelenebilmesi i¢in
Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) kullanilmistir.

Bu tezde kullanilan enerji bitkisi Shawneé ¢esidi dalli dar1 Konya Karapinar’dan
temin edilmistir. Biyoyakit liretiminde kullanilan dall1 darinin karakterizasyon analizleri
yapilmistir. Bu kapsaminda toplam kati madde (TKM), ugucu katt madde (UKM), toplam
Kjeldahl azotu (TKN), ¢dziinmiis protein, ¢dziinmiis kimyasal oksijen ihtiyaci (¢KOI),
toplam indirgen seker (DNS), toplam seker (Anthrone), toplam yapisal karbonhidrat,
asitte ¢coziinen lignin, asitte ¢6ztinmeyen lignin, ekstrakte olabilen madde ve yag (Lipid),
Van Soest fraksiyonlar1 (seliiloz, hemiseliiloz, lignin, ¢oziintr madde fraksiyonu), toplam
karbon (TK), inorganik karbon (iK), toplam organik karbon (TOK) analizleri yapilmistir.
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Ayrica elementel kompozisyon (CHNS) ve iz element analizleri (Ca, K, Na, Mg, Al, Fe,
Cu, Mn, Sr ve Se) yapilmistir. Karakterizasyon analizleri sonucunda dalli dari
numunesinin karbon (C) igerigi %40,13 olarak tespit edilmistir. Seliiloz ve hemiseliiloz
miktarlar1 ise %33.13 ve %34.76 olarak Olgiilmiistiir. Yiiksek karbon igerigi, dikkati
ceken miktarda seliiloz ile hemiseloz miktar1 (%67.89) ve yapisal karbonhidrat igerigi
(2.17 mg/mL) dall1 darinin enerji iiretiminde kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.

HP&HAC 6n aritma prosesinde 50-100°C reaksiyon sicakligi, 6-24 saat reaksiyon
stiresi, %0-2 HAc konsantrasyonu ve %0-2 H20: konsantrasyonu bagimsiz degiskenleri
secilerek MKT yontemi ile on aritma deneyleri planlanmistir. HP&HAC 6n aritma
deneyleri yapilarak elde edilen numunelerde ¢indseker, ¢KOI, es zamanh sekerlestirme
ve fermantasyon prosesi ile iiretilen etanol ve BMP testi sonrasinda iiretilen metan
miktarlar1 bagimli cevap degisken verileri olarak kullanilmis ve HP&HAC 6n aritma
prosesinin etkinligi degerlendirilmistir.

HP&HAC 6n aritma deneyleri sonucunda 100°C reaksiyon sicakligi, 24 saat
reaksiyon stiresi, %0 HAc ve %2 H0, konsantrasyonlarinda maksimum ¢indSeker
degeri 201.25 mggindseker/gUKM olarak elde edilmistir. Ham dalli dari numunesi
¢indSeker degeri ise 67.99 mggindseker/gUKM olarak dl¢iilmiistir ve HP&HAC 6n
aritma ile s1v1 fazda ham dalli dar1 numunesine gore %196 ¢indSeker artis1 saglamustir.
844.94 mggKOI/gUKM olarak maksimum ¢KOI degeri ise 100°C reaksiyon sicakligi, 24
saat reaksiyon siresi, %2 HAc ve %2 H20. konsantrasyonlarinda tespit edilmistir. Ham
dalli dar1 numunesi ¢KOI degeri ise 155.59 mg¢KOI/gUKM olarak elde edilmis ve
HP&HAC 6n aritma ile sivi fazda ham dalli dar1 numunesine gore %443.06 artis
saglanmistir.

Es zamanli sekerlestirme ve fermantasyon prosesi sonucunda maksimum etanol,
maksimum ¢Indseker konsantrasyonunun elde edildigi HP&HAC 6n aritma kosulunda
(100°C reaksiyon sicakligi, 24 saat reaksiyon siiresi, %0 HAc ve %2 H20:
konsantrasyonlarinda) iiretilmistir. Bu HP&HAC 6n aritma kosulunda muamele edilen
dalli dar1 numunesinden 81.65 mgEtOH/gTKM etanol iretilmistir. Ham dalli dar
numunesinden ise 32.62 mgEtOH/gTKM etanol iretilmistir. HP&HAC 6n aritma
uygulamas: ile iiretilen etanol miktari, ham dalli dar1 numunesinden iiretilen etanol
miktarindan %150.36 daha fazla gerceklesmis ve teorik etanol veriminin %49.55’ine
ulagilmgtir. Etanol (retimi sonrasinda dretilen etanol distilasyon yolu ile
buharlastirilmis, fermantasyon ortami ve 6n aritmadan kalan sivi faz birlestirilerek tiim
atiklardan metan {iretimi amaciyla biyokimyasal metan potansiyeli testi (BMP)
yapilmistir. Maksimum metan tiretimi 100°C reaksiyon sicakligi, 6 saat reaksiyon siiresi,
%2 HAC ve %0 H202 konsantrasyonlari uygulanan dalli dari numunesinden 363.82
MLCH4/gUKM olarak elde edilmistir. Shawneé ¢esidi ham dalli dar1 numunesinin BMP
degeri ise 195.50 mLCH4/gUKM olarak 6l¢iilmiistiir. HP&HAC 0n aritma ile muamele
edilen numuneden {iretilen metan ham dalli dar1 numunesinden {iretilen metana gore
%86.09 artmistir. Bu artis, HP&HAC 6n aritmanin etkisi ile siv1 faza gecen ¢oziiniir
organik maddelerden ve etanol fermantasyon ortaminda kalan organik maddelerden
kaynaklanmaktadir.

Reaksiyon sicakligi, reaksiyon siiresi, HAc konsantrasyonu ve H20:2
konsantrasyonu bagimsiz degiskenlerine karsilik HP&HAc 6n aritma sonrasinda 6lgtilen
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¢indSeker, ¢KOI, etanol ve BMP bagimli degiskenleri Design Expert® 7 programina
islenmis, her bir bagimli degisken icin modelleme yapilmis ve model denklemleri elde
edilmistir. Modeller i¢in gergeklestirilen ANOVA testleri sonucunda modellerin
istatistiksel analizleri yapilmis, elde edilen diisiik p degerleri ile modellerin istatistiksel
acidan 6nemli olduklari belirlenmis ve en ylksek R? degerine sahip olacak sekilde
secilmislerdir. Bagimli degiskenlere ait dontisiimler, kullanilan modeller, modellere ait p,
R? ve Adj-R? degerleri Cizelge 5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1. Bagimli degiskenlere ait modeller ve modeller igin hesaplanan R? ve Adj-R?
degerleri

Bagimli

R Aesar 2 i R2

Degisken Dontisiim Model p-degeri R Adj-R

cindSeker | Karekok | Modifiye Kuadratik | 1557 | 9605 | 0.9491
(Backward)

¢KOI - Kuadratik <0.0001 | 0.9666 | 0.9535

Etanol - Kuadratik <0.0001 | 0.8650 | 0.8125

Modifiye Kuadratik

BMP Ters (Backward)

<0.0001 | 0.8508 | 0.7668

Dalli dart numunesine HP&HAC 6n aritma uygulanmasinin ardindan etanol ve
metan bagimsiz degiskeninin optimizasyonunda iki farkli yaklasim kullanilmistir. Birinci
yaklagimda; maksimum etanol ve metan dretilmesi igin bagimsiz degiskenlerden
reaksiyon sicakligi maksimize edilmis, reaksiyon stiresi, HAC ve H20; konsantrasyonlari
kullanilan deger araliginda birakilmustir. ikinci yaklasimda ise minimum proses
maliyetinde maksimum etanol ve metan Uretimi g6z 6nlnde bulundurularak bagimsiz
degiskenlerden reaksiyon sicakligi, reaksiyon siiresi, HAC ve H20. konsantrasyonlari
minimize edilmistir. Her iki yaklasimda etanol ve metan Uretiminin maksimum olmasi
tercth edilmis ve maksimize edilmistir. Maksimum biyoyakit iiretimi i¢in optimum
HP&HAC 6n aritma kosullar1 100°C reaksiyon sicakligi, 22.9 saat reaksiyon suresi, %2
HACc ve %2 H>0:> konsantrasyonlari olarak bulunmus ve bu kosulda yapilacak 6n aritma
deneyinden  4.59  mggindSeker/gUKM,  787.293  mg¢KOI/gUKM,  81.915
mgEtOH/gTKM ve 345.127 mLCH4/gUKM sonuglarinin elde edilecegi modeller
tarafindan Ongorillmistir. Minimum proses maliyetinde maksimum etanol ve metan
uretimi icin optimum HP&HAC 6n aritma kosullari ise 50°C reaksiyon sicakligi, 6 saat
reaksiyon suresi, %1.87 HAc ve %0 H.O> konsantrasyonlari olarak onerilmis ve bu
kosulda modeller tarafindan 1.48 mgc¢indSeker/gUKM, 457.74 mgeKOI/gUKM, 26.15
mgEtOH/gTKM ve 358.41 mLCH4/gUKM sonuglarinin elde edilecegi tahmin edilmistir.

Program tarafindan Onerilen optimum HP&HAC 6n aritma kosullarinda
modellerin giivenilirligini test etmek igin validasyon deneyleri yapilmistir. HP&HAC 6n
aritma proses optimizasyonlarinda etanol ve BMP modellerinin 6ngérdiigii ve validasyon
deneylerinde olgiilen etanol ve BMP sonuglar1 Cizelge 5.2°de verilmistir. Maksimum
biyoyakit liretimi i¢in modelin tahmin ettigi degerler ile validasyon deneyi sonucu elde
edilen degerler kiyaslandiginda etanol ve metan icin hata ylizdeleri sirastyla %1.83 ve
%2.95 olarak hesaplanmigtir. Minimum proses maliyetinde maksimum biyoyakit uretimi
icin modelin tahmin ettigi degerler ile validasyon deneyi sonucu elde edilen degerler
kiyaslandiginda ise etanol ve metan igin hata yiizdeleri sirasiyla %2.04 ve %4.4 olarak
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hesaplanmistir. Hata miktarlarinin diisiik olmasi, elde edilen modellerin giivenle
kullanilabilecegini gostermektedir. Etanol ve BMP validasyon sonuglari incelendiginde
modelin tahminlerine olduk¢a yakin degerler elde edildigi goriilmektedir.

Cizelge 5.2. HP&HAC 6n aritma proses optimizasyonunda 6ngorilen ve validasyon
deneylerinde 6l¢ilen degerler

Lo . . T Minimum Proses Maliyetinde
Optimizasyon Maksimum Biyoyakit Uretimi Maksimum Biyoyakit I%re timi
Bagimh Degisken Etanol BMP Etanol BMP
(mgEtOH/gTKM) | (MLCH4/gUKM) | (mgEtOH/gTKM) | (mMLCH4/gUKM)
Modeller
Tarafindan
Tahmin Edilen 81.92 345.13 26.15 358.41
Degerler
Validasyon
Deneyi Sonunda 80.41 355.32 25.62 342,63
Olculen Degerler
Hata (%) 1.83 2.95 2.04 44

HP&HAC on aritmanin dalli dar1 ylizeyinde meydana getirdigi fiziksel
degisimlerin belirlenmesi icin TEM ile goriintiileme yapilmistir. Ham dalli dar
numunesinin liflerden olustugu ve belirgin geometrik sekillere sahip bir yapida oldugu
goriilmistiir. Nispeten zayif kosullarda uygulanan HP&HAc 6n aritma ile muamele
edilen dalli dar1 numunesinin yilizeyinde pullanma, gozeneklenme ve kabarmalar
gozlenmis ancak yapi ¢ok etkilememistir. Gii¢lii kosullarda uygulanan HP&HAc 06n
aritma ile muamele edilen dalli dar1t numunesi yiizeyinin ise tamamen parcalandigi, i¢
kanallarin bosaldig1 ve i¢ kisimlardan disa dogru hareketlenmeler oldugu gozlenmistir.

Ham dalli dar1 ve HP&HAC 6n aritma prosesi ile muamele edilen numunelerin
bag karakterizasyonu Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) ile incelenmistir.
FTIR spektrum sonuglarina gore 100°C reaksiyon sicaklig, 24 saat reaksiyon siiresi, %0
HAc konsantrasyonu, %2 H>O: konsantrasyonu HP&HAC 6n aritma kosullarinda
muamele edilen ve maksimum etanol tretilen numune ile 100°C reaksiyon sicakligi, 22.9
saat reaksiyon siresi, %2 HAc konsantrasyonu, %2 H>0O. konsantrasyonu HP&HACc 6n
aritma kosulunda muamele edilen ve maksimum etanol ile metan olmak tiizere iki
biyoyakit iiretilen numune bag karakterizasyonunun maksimum deformasyona ugradigi
gozlenmistir. FTIR ile inceleme sonunda elde edilen spektrumlarda HP&HAc 0On
aritmanin giiclii kosullarinda seliiloz, hemiseliiloz ve lignini indike eden dalga boylarinda
ham numuneye gore daha az absorbans degeri elde edilmistir.

Literatlrde enerji bitkisi dalli dart kullanilarak HP&HAC 6n aritma prosesi ile
kombine etanol ve metan uretim proseslerinin incelendigi, etanol ve metan retimi igin
optimum proses kosullariin belirlendigi ve atik iiretilmeden iki biyoyakit iiretiminin
incelendigi herhangi bir ¢alisma bulunmadigindan, bu yiiksek lisans tezi kapsaminda
yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar yapilacak olan sonraki ¢alismalarda referans
noktast olarak kullanilabilecek degerdedir. Bu tez kapsaminda, lignoseliilozik
biyokutleler icin verimli bir proses olan HP&HAC 6n aritmaya yeni bir bakis agisi
getirilmis ve birden fazla biyoyakitin kombine prosesler ile verimli bir bi¢imde
iiretilebilecegi gosterilmistir. Ayrica O6nemli bir enerji bitkisi olan dalli darinin
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karakterizasyonu, etanol potansiyeli ve metan potansiyeli konularinda literatiire katkida
bulunulmustur. Son olarak bu tez kapsaminda enerji konusunda disa bagimli olan tilkemiz
icin alternatif bir ¢ikis yolu olan enerji bitkilerinden biyoyakit iiretimi konusunda teknik
ve akademik bilgi saglanmistir.
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