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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ATIK EKMEKLERDEN BiYOETANOL URETIM SURECINDE HALOJEN ETKIiSiNIN
ARASTIRILMASI

Tiilay YILMAZ

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Cevre Miihendisligi Anabilim Dah
Danisman: Do¢.Dr. Deniz UCAR
Y1l:2019, Sayfa:74

Yenilenebilir bir enerji kaynagi olan biyoetanol, karbonhidrat degeri yiiksek hammaddelerden (seker
kamigi, musir, algler, seker pancar1) mikroorganizmalarin yardimiyla fermantasyon yoluyla elde
edilen ¢evre dostu sivi bir yakittir. Biyoetanol, diinya ¢apinda birgok alanda kullanilmakta olup
ozellikle ulasim i¢in en yaygimn kullanilan biyo-yakittir. Bu tez calismasi kapsaminda {i¢ farki
grupta kesikli reaktorler kurulmugtur. Hammadde kaynagi olarak israf orani iilkemiz i¢in yilda 21
milyar tona ulasan ekmek atiklar1 kullamlmistir. Ik gruptaki reaktorlerde atik ekmek hidrolizli ve
hidrolizsiz bir seklide 1 litrelik reaktorlerde fermantasyona tabi tutulmustur. Hidroliz asamasinda
enzimatik siire¢ i¢in arpa maltt 6ziitli kullanilmigtir. Malt ile hidrolize ugramis reaktorde 20 gram
ekmek atig1 i¢in baglangic karbonhidrat konsantrasyonunda yaklasik % 97 azalma goriilmiis olup,
0,83 L gaz cikisi elde edilmistir. Hidroliz uygulanmayan c¢aligmada ise sadece 0,03 L gaz ¢ikisi
olciilmiis olup karbonhidrat azalisinda kayda deger bir etki goriilmemistir. ikinci gruptaki
reaktorlerde ise farkli halojen tuzlarinin hidroliz ve fermantasyon siirecine etkisi incelenmistir. Bu
amagla ilk olarak sabit malt ve ekmek iceren reaktorlere farkli konsantrasyonlarda halojen (F, Cl,
Br, I) eklenmis ve 3 saat boyunca hidroliz edilmistir. Hidroliz siirecinden sonra elde edilen
hidrolizatlardan setler halinde fermentor reaktorleri kurulmustur. 10000 mg/L KI ile en yiiksek
hidroliz verimi elde edilmistir. Calismanin bir diger asamasinda ise pilot dl¢ekli 400 L fermentor
kapasitesine sahip biyoetanol diizenegi ve 400 L kapasiteli damitma diizegi kurulmus ve damitma
diizeneginin optimizasyonu saglanmistir. Damitma sisteminde 30 °C sicaklia sahip sogutma suyu
ve 2.41 KWh enerji girdisi ile %96 saflikta etanol elde edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Biyoetanol, dimmer sistem, damitma, halojen, amilaz aktivitesi



ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF HALOGEN IN THE PRODUCTION PROCESS OF
BIOETHANOL FROM WASTE BREADS

Tiilay YILMAZ

Harran University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Environmental Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Deniz UCAR
Year: 2019, Page:74

Bioethanol, a renewable energy source, is an environmentally friendly liquid fuel obtained by
fermentation with the help of microorganisms from raw materials with high carbohydrate value (sugar
cane, corn, algae, sugar beet). Bioethanol is used in many areas worldwide and is the most commonly
used biofuels for transportation. Within the scope of this thesis, three different group batch reactors
were established. As a source of raw materials, waste wastes have been used in our country for 21
billion tons per year. In the first group of reactors, waste bread was used in fermentation in hydrolyzed
and non-hydrolyzed forms. Barley malt extract was used for the enzymatic process. 20 g waste bread
was added to reactors and 97% reduction in initial carbohydrate concentration was observed in malt
hydrolyzed reactor and 0.83 L of gas was obtained. In the non-hydrolyzed study, only 0.03 L gas
output was measured and there was no significant effect on carbohydrate decrease. In the second
group, the effect of different halogen salts on hydrolysis and fermentation process was investigated.
For this purpose, different concentrations of halogen (F, CI, Br, 1) were first added to reactors
containing fixed malt and bread and hydrolyzed for 3 hours. After hydrolysis, fermentor reactors were
formed from the hydrolysates obtained. The highest hydrolysis efficiency was obtained with 10000
mg/L KI. In another phase of the study, 400 L fermentor and 400 L distillation unit was established
and distillation unit was optimized for ethanol purification. With 30°C cooling water and 2.41 KWh
energy input, 96% ethanol was obtained.

KEY WORDS: Bioethanol, dimmer system, distillation, halogen, amylase activity



TESEKKUR

Oncelikle lisans ve yiiksek lisans egitimim boyunca her zaman yammda olan, desteklerini
esirgemeyen, bircok farkli konuda ve projede bana calisma sansi veren ve ayni zamanda tez
calismamda yol goéstermekle yetinmeyip, biiyiik bir dzveri ve fedakarlikla birlikte benimle galisan
danigmanim Dog. Dr. Deniz UCAR’a ¢ok tesekkiir ederim.

Tez konusunun segiminde yardimlarini esirgemeyen Prof. Dr. Sinan UYANIK’a, kendi doktora
tezi icin tasarladig1 gazolgerden bizim igin de tasarlayan Ars. Gér. Ozan BEKMEZCIye, doktora tezi
i¢in hazirlanan ¢oklu reaktor sistemini bizimle paylasan Cevre Yiiksek Miihendisi Dilan Toprak’a ve
maddi ve manevi destekleri igcin GAPYENEV Biyokiitle Laboratuvari ¢alisma ekibine tesekkiirii bor¢
bilirim.

Damitma kolonunun ve Dimmer sisteminin yapiminda ve kurulumunda yardimlarini esirgemeyen,
kilometrelerce yol gelip bizimle birlikte pilot 6lgekli diizenegin kurulumda yanimizda olan KDE
Damitma ve Distilasyon Cihazlar1 Sanayi Ticaret Limited Sirketi Genel Miidiirii Osman ECE’ye ve
Gokhan BAYKAN’a tesekkiir ederim.

HPLC 6l¢timlerinde bilgi ve deneyimlerini bizimle paylasan ve yardimei olan Ars. Gor. Biilent
BASYIGIT e tesekkiir ederim.

Son olarak beni bu seviyelere getiren, maddi manevi desteklerini esirgemeyen annem Fidan
YILMAZ’a, babam Giirkan YILMAZ’a ve kardeslerime ¢ok tesekkiir ederim.
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1.GIRIS Tiilay YILMAZ

1. GIRIS

Biyokiitle, bir tiire veya cesitli tiirlerden olusan bir topluma ait yasayan
organizmalarin belirli bir zamanda sahip oldugu toplam kiitle olarak tanimlanabilir.

Bu ayni zamanda organik karbon olarak da kabul edilmektedir(URL1, 2018).

Biyokiitle depolanabilir, taginabilir, kullanilabilir, uygun maliyetli olmas1 ve
mevcut veya yeni doniisiim teknolojilerini uyum saglamalarindan dolay1 yirmi birinci
yizyitlin en Onemli enerji kaynaklarinin hammaddesi olma potansiyeline

sahiptir(Bassam ve ark., 2013).

Biyokiitle, baz1 fiziksel, kimyasal ve biyolojik donilisiim siirecleri yardimiyla
kati, sivi ve gaz halindeki yakitlara doniistiiriilebilir ve olusan yakitlar biyoyakit
olarak adlandirilir. Biyokiitlenin yakit potansiyelini ise genel olarak su gesitleri
olusturur; odun, kisa rotasyonlu odunsu mahsiiller, tarimsal atiklar, kisa rotasyonlu
otsu tiirler, odun atiklari, kiispe, endiistriyel artiklar, atik kagit, belediye kat1 atiklari,
talag, biyo-katilar, ¢cimen, gida liretim islemlerinden kaynaklanan atiklar, su bitkileri

ve yosun, hayvan atiklari(Demirbas, 2004).

Biyo-yakitlar arasinda biyoetanol, biyometanol, bitkisel yaglar, biyodizel,
biyogaz, biyo-sentetik gaz (biyo-syngas), biyo-yag, biyo-char, Fischer-Tropsch
stvilart ve biyohidrojen bulunur(Demirbas, 2008). Bu iiretilen yakitlardan sivi
formda bulunanlardan en yaygin ve basarili olanlar1 ise biyoetanol ve biyodizeldir.
Bu yakitlarin benzin, dizel ve benzeri alisilmis sivi yakitlarin yerini almasi
hedeflenmektedir(John ve ark., 2011). Biyokiitleden biyoyakita doniisiim yollari
Sekil 1.1°de goriilmektedir(Katyal, 2007).
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i i

Termokimyasal Doniigtirme Biyokimyasal Doniigtiirme

i i ! i

Piroliz Gazifikasyon Sivilagtirma Biyoetanol Biyodizel
Sentetik Yag Sentetik Gaz Biyokimyasallar

Sekil 1.1. Biyokiitlenin biyoyakitlara doniisiim yontemleri

1.1. Etanol

Etanol (C,HsOH), karbonhidrat degeri yiiksek maddelerden ve bitkilerden
fermantasyon yoluyla elde edilen zehirleyici, enerji verimliligi yiiksek, sivi bir
madde olup kimyasal Ozellikleri ¢izelgede sunulmustur(Dorrian, 2015). Etanol
biyokimyasal ve termokimyasal olarak iiretilebilmektedir. Biyokimyasal {iretim
stireci; On islem, hidroliz ve fermantasyon olmak lizere {ic asamadan olusmaktadir.
Bu iiretim siireci ayrica ham madde toplama-tasima, geri kazanma ve tasima,
biyokiitlenin 6giitiilmesi, polimerlerin par¢alanmasi, kati lignin bileseninin ayrilmasi

ve son Uriin geri kazanimin gibi alt asamalar1 da icermektedir(Vohra ve ark., 2014).

Termokimyasal olarak etanol {iretiminde ise iki yontem kullanilmaktadir. Tlk
yontem hibrit bir termokimyasal ve biyolojik sistemdir. Biyokiitle malzemeleri ilk
once termokimyasal olarak gazlastirilir ve sentez gazi (hidrojen ve karbon oksitler
karigimi) Ozel olarak tasarlanmis fermentdr icinden gecirilir. Sentez gazim
dontistiirebilen bir mikroorganizma, belirli islem kosullar altinda fermentore verilir
ve etanol elde edilir. Ikinci termokimyasal etanol iiretim prosesinde herhangi bir
mikroorganizma kullanilmaz. Bu siirecte, biyokiitle materyalleri ilk &nce
termokimyasal olarak gazlastirilir ve sentez gazi katalizor igeren bir reaktérden

gecirilir ve bu da gazin etanole doniistiiriilmesine neden olur(Badger, 2002).

2
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Cizelge 1.1. Etanoliin Kimyasal Ozellikleri

Formuli C,HsOH
Molekiil Agirlig: 46.07 g/mol
Kaynama Noktas1 78,4°C
Erime noktas1 -114.5°C
Ozgiil Agirhig (20°C) 0.789 g/cm3
pH Araligi 5-5.5

1.1.1. Etanoliin tarihcesi

Etanoliin giinliik hayatta kullanilmasi ¢ok eski zamanlara dayanmaktadir.
Omegin, Henry Ford 1908’de piyasaya siirdiigii aragta etanol kullanilmasi ile kirsal
kesimin kalkinmas1 amaglamustir. Ozellikle Avrupa’da (6rnegin, Almanya, Fransa ve
Italya), 20. yiizyilin baglarindan bu yana etanol biiyiik 6l¢iide kullanilmistir. Ornegin;
Almanya'da yalnizca 95.000'den fazla soba ve 1902'de 37.000 ispirto lambasi
yapilmis, Paris’te alkol yakitlar konulu sergi agilmigtir(Rosillo-calle ve Walter, 2006;
Solomon ve ark., 2007). Brezilya, 1975’te, 1973 OPEC Arap petrol ambargosuna
kars1 seker kamisina dayali ‘Proalcool Programi’ gelistirmistir ve 1970’lerde etanol
yakit piyasast canlanmistir(Solomon ve ark., 2007). Gliniimiizde ise etanol pazarmin
diinyadaki liderleri ABD ve Breziya’dir(Chandel ve ark., 2007).

1.2. Biyoetanol

Biyoetanol; temelinde organik maddelerde bulunan karbonhidrat kaynaginin
mikroorganizmalar tarafindan biyokimyasal olarak oksijensiz ortamda fermantasyon
yolu ile ddniisiime ugratilmasi sonucunda elde edilen sivi bir biyoyakittir(Imrag,

2006).
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Sekil 1.2. Etanoliin molekiiler yapisi (agik formiilii)

1.2.1.Biyoetanoliin kullanim alanlari

Biyoetanol, diinya ¢apinda bir¢ok alanda kullanilmakta olup 6zellikle ulagim
icin en yaygin kullanilan biyo-yakittir. Biyokiitleden biyoetanol {iretimi, ham petrol
tiiketimini ve gevre kirliligini azaltmanin bir yoludur. Ozellikle otomobiller igin
biyoetanol harmanlanmis benzinli yakit kullanilmasi, petrol kullanimin1 ve sera gazi
emisyonlarin1 6nemli Ol¢iide azaltabilmektedir(Balat ve Balat, 2009). Etanol
araglarda %15 ile %85 arasinda degisen oranlarda kullanilabilinir ve bu yakitlar
sirastyla E15 ve E85 denir. Ornegin; geleneksel bir benzinli orta boy binek otomobil
ile gidilen 100 km yol i¢in ortalama 11 L benzin gerektirmektedir. E85 yakit1 icinse,
100 km siirlis i¢in 2.2 L benzin ve 12 L biyoetanol tiiketir. Bu nedenle, 1 litre
biyoetanol, 0.73 litrelik benzinin yerini alabilir(Kim ve Dale, 2004). Biyoetanol
kullanildig1 diger alanlar maddeler halinde asagida listelenmistir (URL2, 2018).

Kojenerasyon Unitelerinde

* Fosil yakitl tesislerdeki NOx emisyonlarinin azaltilmasi
* COg, ticareti igin

* Buhar enjeksiyonlu gaz tiirbinlerinde

» Kombine ¢evrimli gii¢ santrallerinde

* Dizel gii¢ jeneratorlerinde

* Kiiclik kojenerasyon (veya sogutma) Stirling sistemleri

* Suyun tuzlulugunun giderilmesinde
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Kiiciik Ev Aletlerinde

* Firinlarda

* Aydinlatmada

* [sitma ve sogutma aygitlarinda

* Besinlerin saklanmasinda (sogutma)

Kimyasal Uriin Sektorii
* Etilen tiretiminde

* Hidrojen tiretimi

* Glikol eterler

* Etil akrilat

* Asetik asit

« Etil asetat

* Aset aldehit

* Etil eter

* Etil+klorir

1.2.2. Biyoetanoliin Tiirkiye’deki durumu

2017 yil1 itibari ile tilkemizde 12 adet kayith etil alkol iireten ve 38 tane etil
alkol ithalat1 yapan firma bulunmaktadir. Ulkemizde 2017 yilinda 12 firmaya ait 15
tesiste toplam 109 083386 litre etil alkol {iretimi gergeklestirmistir. 2017 yilinda
toplam yillik tiretim kapasitesi 257.371.500 litredir ve asagidaki Cizelge 1.2°de
yillara gore tiretim miktarlart goriilmektedir(7iitiin ve Alkol Piyasast Diizenleme

Kurumu Faaliyet Raporu, 2017).

Cizelge 1.2. 2013-2017 yillar arasinda Tiirkiye’de iiretilen etil alkol miktarlar (L)

2013 2014 2015 2016 2017
Ambalajli 284 195 760 540 662 838 790 953 2 829 536
Dékme 72 854 792 93 843 943 102 019 195 104 615 687 108 236 438
Toplam 73 138 987 94 604 483 102 682 033 105 406 640 111 065 974
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Enerji Piyasasi Diizenleme Kurumunun (EPDK), Benzin Tiirlerine Etanol
Harmanlanmas1 Hakkinda Tebliginde belirtildigi iizere temin edilen ve ithal edilen
benzin tiirlerinin toplamina 1/1/2013 tarihinden itibaren en az %2 (V/V),1/1/2014
tarthinden itibaren en az %3 (V/V) yerli {riinlerden iiretilmis etanolun
harmanlanmasi yiiriirliige girmis ve 16/06/2017 tarihli giincelleme ile devam
etmektedir.

1.2.3.Biyoetanoliin diinyadaki durumu

Biyoetanol iiretimi igin Brezilya’da seker kamisi; Amerika Birlesik
Devletleri'nde musir; Avrupa Birligi'nde seker pancari temel biyoetanol iiretim
kaynaklaridir(Chiaramonti, 2007). Biyoetanol {iretimini ve tiikketiminin biiyiik kism1
Brezilya ve ABD’de gergeklesmektedir. Bu iiretimin yaklasik % 67'si otomobillerde
yakit  olarak, geri kalam1  ise g¢esitli  diger endiistri  dallarinda

kullanilmaktadir(Hamelinck ve Hooijdonk, 2005).

Brezilya diinyanin en biiyiik seker kamisindan biyoetanol {iretici ve iiretilen
biyoetanoliin motor yakit1 olarak kullanilmasinda diinya lideridir. Brezilya’nin 2016
yilindaki iiretilen biyoetanol miktar1 26 milyar litre seviyesini agmigtir. 1975 yilinda
Ulusal Alkol Programi (PROALCOQL) olarak bilinen ve yerli biyoetanol {iretimini
tesvike etmek icin O6zel bir program kuruldu ve programin ilk asamasi, petrol
tedarikcilerinin % 10 susuz etanolii petrol ile karigtirmasini gerektirdi ve 1979°dan
itibaren benzine alternatif olarak sulu etanol iiretimi desteklendi. 19901 yillarin
baslarinda programda yapilan degisikliklerle birlikte benzine susuz etanol ilavesinin
% 20-25 oraninda artmasina karar verilirken Mart 2015'den itibaren bu oran % 27'ye

yiikselmistir(Dallmann ve Faganha, 2017; Maczynska ve ark., 2019).

ABD’de ise Yenilenebilir Yakit Standardi (The Renewable Fuel Standard)
2005 yilinda onayland1 ve bu standart ABD'de biyoyakit sektdriinde dinamik bir
gelisme donemi baslatti. ABD'de 28 eyalette toplamda 211 etanol biyorefinerleri
bulunmaktadir. Genel olarak yakitlarda E10 ve E85 kullanmakta olup, piyasalar

onlara etanoliin % 51 ila % 83'linli olusturan benzin ve etanol karisiminda esnek
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yakitlar sunmaktadir. 2017 yilinda, Amerikan otomobil filosunda esnek yakit
kullanabilen araglarin tedarik edilme sayisi 24 milyona ulagsmistir, bu da Amerikan
yollarinda seyahat eden on arabadan birinin bu teknolojiyle donatildigi anlamina

gelmektedir(Kupczyk ve ark., 2019).

AB’de biyoetanol iiretimi yaklagik 4,5 milyar litre olup, Fransa bu iiretimin
%241 ile ilk swrada yer alirken %0,017 ile Irlanda en az iiretim yapan AB
tilkesidir(Akalin ve ark., 2015).

Avustralya'daki ticari biyoetanol iiretimi ise 2004'te 50 milyon litreden (ML)
2012'de 356 ML'ye yiikseldi ve ardindan 2017'de 250 ML'ye diisti. Bu,
Avustralya'daki toplam ulastirma yakit tiiketiminin% 0.33"line esittir(Akbar, 2019).

Diinyadaki akaryakit i¢in tretilen ve tiiketilen etanol miktarlart Cizelge

1.3’desunulmustur(International Sugar Organization,2016)(Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. Diinyadaki Akaryakit icin Etanol Uretim ve Tiiketim Miktarlar1 (milyar litre)

2011 2012 2013 2014 2015 2016
Uretim 82,8 82,1 86,4 92,7 100,3 98,6
ABD 52.8 50.4 50.4 54.3 56.1 58.0
Brezilya 19,01 20,0 23,4 24,5 29,7 26,5
Digerleri 10,9 11,7 12,6 13,9 14,5 14,1

2011 2012 2013 2014 2015 2016
Tiiketim 80,7 81,2 86,3 91,1 98,5 97,8
ABD 48,4 49,1 49,9 51,0 52,8 54,5
Brezilya 19,3 17,8 215 24,1 28,8 26,2
Digerleri 13,0 14,3 14,9 16,0 16,9 17,1

1.3.Biyoetanol Uretimi

Biyoetanol iiretimi karmasik bir prosestir. Enerji degeri yiiksek hammaddelerin
( seker kamisi, misir kogani vb.) veya lignoseliilozik biyokiitle gibi biyolojik
kaynaklarin mikroorganizmalar tarafindan etanole doniistiiriilmesi presibine dayanir.
Etanol tiretimi hammaddelerin (1) sakkarifikasyonu yada 6n isleme tabii tutulmasi ,

(2) fermantasyonu ve (3) fermantasyon sonucunda elde edilen ¢ikis suyundaki etanol
7
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safligin1 arttirmak igin distilasyon gibi bir dizi isleme tabi tutulmasi gerekir(Sun ve
Cheng, 2005; A.Cardona ve 2007; Ebrahimi ve ark., 2008).

Nisasta bazli liretimde ise fermantasyon isleminden bir adim 6nce hidroliz
yapilmalidir. Seliilozik biyokiitleden biyoetanol iiretimindeki ise fermantasyon
oncesi seliilozik yapryr yikmak, seker igerigini serbest birakmak i¢in 6n isleme
ihtiya¢ vardir(Lipnizki, 2010). Seker bazli hammaddeden yapilan biyoetanol iiretimi
daha basit olup, fermantasyonu baslatmak i¢in yalnizca ekstrakte edilen sekere maya

ilavesi yeterlidir.

1.3.1.0n islemler

Uzun zincirli karbonhidrat yapilarinin, monomerik sekerlere hidrolizinin
hizlandirmak ve hidroliz verimini arttirmak i¢in hammaddenin makroskopik ve
mikroskobik boyutunu, kimyasal bilesimi degistirecek On islemlere tabi tutulmasi
gerekir(Sun ve Cheng, 2002).

Ideal 6n islem, (1) biyokiitle partikiillerinin boyutunu kiigiiltme ihtiyacindan
kaginmayi, (2) pentoz (hemiseliiloz) fraksiyonlarin1 koruyabilmeyi, (3) fermantatif
mikroorganizmalarin ~ biliylimesini  engelleyen  bilesiklerinin ~ olusumunu
siirlayabilmeyi, (4) enerji taleplerini ve maliyetleri azaltmayi igermelidir(Del
Campo ve ark., 2006).

Son yillarda ¢ok sayida farkli én-muamele teknolojisi 6ne siiriilmiistiir. On
islem siirecinde uygulanan prosesler genellikle biyolojik, fiziksel, kimyasal ve fiziko-
kimyasal on-igslemler olarak smiflandirilabilirler. Bazi ¢alismalarda bu yontemlerin
kombinasyonu da incelenmistir(Alvira ve ark., 2010). Kuru hammaddenin
parcalanmasindan sonra, hidroliz, yiiksek basingli sicak su, seyreltik asit, soguk
konsantre asit, asit katalizorlii buhar hidrolizi, buhar patlamasi, amonyak lifi
patlamasi, alkali 6n islemler ve iyonik olmayan yiizey aktif cisimlerinin kullanimi

gibi birkag farkli islem miimkiindiir(Wheals ve ark., 1999).
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1.3.1.1.Biyolojik 6n islem

Biyolojik 6n islemlerde, hammaddedeki lignin ve hemiseliillozu pargalamak
icin kahverengi, beyaz ve yumusak ciiriikliikler mantarlar gibi mikroorganizmalar
kullanilir. Kahverengi ¢iiriikler cogunlukla seliiloza saldirirken, beyaz ve yumusak

ciiriikliikler hem seliiloza hem de lignine saldirir(Sun ve Cheng, 2002).

1.3.1.2.Fiziksel 6n islemler

Mekanik Ogiitme; biyokiitlenin yiizey alanim arttirmak icin yapisim
kiigiiltiilmektedir ve bu sayede sonraki agsamalarin verimi artmaktadir. Kuru 6giitme,
islak ogilitme, titresimli bilyeli ogiitiici ve sikistirma metotlarini gibi ¢esitleri

vardir(Fersiz, 2018).

Ekstriizyonda; malzemeler 1sitma, karistirma ve kesmeye tabi tutulur. Bu
siire¢ de hammaddede fiziksel ve kimyasal modifikasyonlara neden olur. Kullanilan
sicakligin ve diger faktorlerin, liflerin defibrilasyonuna, fibrilasyonuna ve
kisalmasina neden olarak lignoselilloz yapiyt bozduguna ve sonunda
karbonhidratlarin enzimatik saldiriya erigsimini arttirdigina inanilmaktadir(Alvira ve

ark., 2010).

1.3.1.3. Kimyasal On Islemler

Asidik On islemler, lignoseliilozik besleme stoklarinin kullanimi igin gesitli
on iglem yontemleri arasinda en olgun teknolojilerden biridir. Asit katalizorlerin
diisik maliyeti ve etkinligi nedeniyle, lignoseliilozik biyokiitlenin asidik 6n
islemlerinde konsantre mineral asit, seyreltik mineral asit ve dikarboksilik asit gibi

cesitli asit tiirleri kullanilmistir(Jung ve Kim, 2015).

Asit hidrolizi, aga¢ yongalari, piring samani, seker pancari kiispesi ve bugday
samani gibi lignoseliilozik malzemelerin islenmesi i¢in olast bir islem olarak

arastirilmistir. Genel olarak asit hidrolizi, biyokiitlenin hemiseliilozik bileseninin
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coziindiiriilmesinde etkilidir ve asit katalizor gorevi goriir. Uygun pH, sicaklik ve
reaksiyon siiresi kombinasyonlarinda, hammaddeden yiiksek oranda seker (6zellikle

hemiseliilozdan ksiloz) elde edilmesinde etkili olur(Pessoa ve ark., 1997).

Asit hidrolizde yaygin olarak hidroklorik asit, siilfiirik asit, trifloroasetik asit,
formik asit ve nitrik asit tercih edilir. Diger yontemlerle karsilastirildiginda, asit
hidrolizi daha yiiksek seker verimi ve tretkenlikle sonuglanir(Hongzhang, 2015).
Asit hidrolizinde, yiliksek sicaklikta ve basingta seyreltik asit, diisiik sicaklikta ve
basingta ise konsantre asit kullanilabilir, ancak bu prosesler fermantasyonu
engelleyen toksik bir yan iiriin tiretir(Prabir, 2013). Asit hidrolizinin avantajlarindan
bir digeri de asidin 6n islem olmadan lignine niifuz edebilmesidir. Asit hidroliz orani
enzim hidrolizinden daha hizlidir ve asit hidroliz islemi genellikle 1limli bir sicaklik
(100-150 °C araliginda) kullanarak % 1-10 konsantrasyonlarda siilfiirik asit ve
hidroklorik asit ile yapilir(Ahmad ve ark., 2009).

Kirec ile On Isleminde (Sodium Hydroxide/ Lime pretreatment); kireg,
bikarbonatlarin karbonatlara doniismesi ve kalsiyumun kalsiyum karbonat olarak
¢okmesi i¢in pH" 9.5 civarlarina yiikselten alkali bir maddedir(M, 2006). Kire¢ 6n
islemi, biyokiitlenin kalsiyum hidroksit ve su ile 25-200°C arasindaki sicakliklarda
karistirllmasidir ve bu islemin siiresi saatler ile haftalar arasindadir. Oksidatif
olmayan kosullar altinda, kire¢ oOn islemi ligninin yaklasgik {i¢te birini

uzaklastirir(Sierra ve ark., 2009).

Orgonosolv (Orgonosolv Pretreatment) prosesi, tipik olarak asidik bir
katalizorle birlikte aromatik alkoller (fenoller) veya alifatik alkoller (etilen glikol,
metanol, etanol, biitanol, gliserol) gibi organik ¢dziicliler kullanilarak lignoseliilozik
biyokiitleden ligninin ¢ikarilmasini igerir. Tipik etanol- bazli organosolv 6n muamele

parametreleri su araliklara sahiptir;

1) Sicakliklar (¢imler i¢in 90-120°C ve sert /[yumusak odunlar i¢in 155-220°C),
2) Reaksiyon siireleri (25-100 dK),
3) Asit katalizor yiiklemesi (% 0.5-22) ve
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4) Etanol konsantrasyonlari (% 25—75v/v)(Chundawat ve ark., 2010).

Ozonolysis; bir lignoseliilozik biyokiitle 6n islemi olarak 80'li yillara
dayanmaktadir. Ozon, tercihen karbonhidratlardan daha fazla lignin ile reaksiyona
girerek, biyokiitlenin imha edilmesini ve delignifikasyonunu (lignin uzaklastirma)
tesvik eder ve bdylece seker enzimatik hidrolizle salmir. On islemden gegirilmis
biyokiitle ve ozon tiiketimi bilesimi birka¢ proses parametresine baghdir: reaktor
tasarimi, nem igerigi, partikiil biiyiikliigii, pH, reaksiyon siiresi, ozon / hava akimi ve

ozon konsantrasyonu(Travaini ve ark., 2016).

1.3.1.4.Fiziko-kimyasal 6n islemler

Buhar Patlamasi On islemi (Stream Explosion Pretreatment-SEP),
biyokiitle bilesenlerini par¢alamak, kimyasal ve biyolojik reaktivitesini artirmak i¢in
uygulanan en yaygin 6n islemlerden biridir. Bu yontemde, biyokiitle, 160-260 °C'lik
bir sicaklikta yliksek basinglt doymus buharla muamele edilir ve daha sonra, basing
hizl1 bir sekilde diisiiriiliir ve bu hammaddeyi patlayict bir dekompresyona maruz
birakir. Seker verimini artirmak i¢in ucuz oldugundan H»S04 gibi bir asit katalizor

sisteme eklenir(Xu ve Huang, 2014).

Siv1 Sicak Su On Islemi (Liquid hot water pretreatment-LHW); otohidroliz
olarak da bilinen bu 6n islem ¢evre dostu olmasi, yiiksek verimliligi ve disiik
maliyeti nedeniyle en umut verici 6n islem stratejilerinden biri olarak kabul edilir.
LHW'yi yalnizca su iceren bir ortamda yiiksek sicakliklarda (160-240°C) ve basingta
isleyen hidrotermal bir islemdir. Bu sartlar altinda, hidronyum iyonlar1 suyun
iyonizasyonuyla {retilir ve hemiseliillozlardan asetik asit salinimina yol acar.
Hemiseliilozun hidrolizini otomatik olarak katalize eder ve inhibe edici yan iiriinlerin
birikiminden kaginirken seliilloza erisimin artmasiyla sonuglanir(Michelin ve

Teixeira, 2016).

Amonyak lifi patlamas1 (AFEX), kapali bir paslanmaz ¢elik reaktorde orta
derecede bir sicaklikta (80-150 °C) ve basingta (200—400 psi) sivi amonyak ile
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biyokiitleye muamele edilir ve basing diisiiriiliir. Basingtaki bu hizli diisiis, biyokditle
yapisinin fiziksel olarak bozulmasina neden olur; bu nedenle, seliilloz ve hemiseliiloz

liflerinin agiga ¢ikmaktadir(Sundaram ve ark., 2015).

AFEX ile muamele edilmis numuneler sakkarifikasyon ve fermantasyon
isleminde tamamen ¢oziiliir, bdylece maya ve enzimlerin biyokiitle ile etkilesimi

artar. Boylece daha yiiksek etanol verimi elde edilir(Alizadeh ve ark., 2005).

Sulu amanyok ile 1slatma (Soaking in aqueous ammonia pretreatmet-SAA,
diistik sicaklikta (30-75 °C) sulu amonyagin 1sitilmasiyla enzimin seliiloz substratina
erisilebilirligini engelleyen fiziksel ve kimyasal bariyer olan ligninin ¢ikarilmasi
prensibine dayanir. Hemiseliiloz fraksiyonunun tutulmasi ve on islemden sonra
ligninin ¢ikarilmasindan dolayr degerli bir 6n islem metodolojisi olarak kabul

edilmektedir(Xu ve Huang, 2014)

1.3.1.5.Enzimatik 6n islem

Hidroliz, maddelerin suyla kimyasal olarak pargalanmasidir ve bilesigin
kimyasina, ¢oziiniirligiine, pH'sina ve oksidasyon-rediikdiyon potansiyeline
baglidir(A, 2007). Biyoetanol iretimi ic¢in ilk geleneksel islem, mayalanabilir
sekerler elde etmek icin gerekli olan bir hidroliz asamasidir. Bu nedenle, asit
hidrolizi ve/veya bir enzimatik hidroliz yapilmasi ihtiya¢ duyulmaktadir(Jeddou ve
ark., 2014).

Enzimatik hidroliz, 6nceden islenmis lignoseliilozik biyokiitleyi mayalanabilir
sekerler halinde hidrolize etmek igin seliilazlarin ilave edildigi islemdir. Islem birkag

onemli asamayi igerir(Fan, 2014);
1- Enzimlerin sulu fazdan seliiloz yiizeyine aktarilmasi,

2- Enzimlerin adsorpsiyonu ve enzim-substrat komplekslerinin olusumu,

3- Seliilozun hidrolizi,
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4- Hidroliz iiriinlerinin seliilozik pargaciklarin ylizeyinden yogun sulu faza
aktarilmasi ve

5- Selodekstrinlerin ve sellobiyozun sulu fazdaki glikoza hidrolizi.

Seliiloza hidrolize olmak igin etki eden 3 smif ezim vardir; (1) endo-b-1,4-
glukanazlar (EG, EC 3.1.2.4) (2) seliilohidrolaz (CBH, EC 3.2.1.91) (3) b-
glukozidazlar (BG, EC 3.2.1.21). Hemiseliilazlar ve lignazlar, ana enzimler igin

seliiloza erisimi saglayarak hidrolizde bir rol oynayabilirler(Edlund ve ark., 2009).

Nisastali hammadde de ise enzimatik hidroliz iki asamadir. Ilk asama
stvilagmadir ve maltodekstrinler ve maltoz iireten nisastanin a- (1-4) kimyasal bagini
hidrolize eden amilazlar tarafindan yiiksek sicaklilarda (80-110 °C) gergeklestirilir.
Ikinci adim, kismen hidrolize edilmis nisastanin, daha sonra Saccharomyces mayalar
tarafindan etanole fermente edilen nispeten temiz bir glikoz akisi iireten glukoamilaz
tarafindan sakrifiye edilmesidir(Jeddou ve ark., 2014)(Sekil 1.3). Amilazlar (amilaz,
B-amilaz ve glukoamilaz), nisastali malzemelerin hidrolizi i¢in kullanilir. Amilazlar
bitkilerden, hayvanlardan ve mikroorganizmalardan elde edilmekle birlikte,
mikrobiyal amilazlar yaygin olarak kullanilmaktadir. a-Amilaz lineer amilaz
zincirindeki 1,4-a-D-glukosidik baglarini rastgele, hidrolize eder. Bununla birlikte,
amyloglucosidase, amilopektinin dallanma noktalarindaki 1,6-a-linklerini ve 1,4-a-

linklerini ayirir(Singh Duhan ve ark., 2013).

pH 5,5
Mantar a-amilaz, 2000 U kg™!
50 ppm Ca*?
55°C, 48 sa Maltoz Surubu
% 0,3 glikoz %4 D-glikoz
Bakteri a-amilaz, 1500 % 2,0 maltoz _D S/BES maltoz
pH6.5 Ukg' % 97.9 oligosakkarit %18 rr@ltatrpZ )
40 ppm Ca* 105°C, 5 dk 95°C, 2 sa %12 dider oligosakkaritler
Nisasta Nisasta Jelatinlegtirilmis Swvilagmig X
Granillleri P Bulamaci D Nigasta (< 1 DE) > Nisasta (1 1 DE) Sakkarifikasyon
Jelatinlesme Swvilastrma Glikoz $urubu
" ¥ 997 D-glikoz
%1,5 maltoz
pH4,5 %0,5 isomaltoz
glukoamilazik, 150 U kg'! %1 diger oligosakkaritler
piilulunaz, 100 U kg'! EEE—
60°C, 72 sa

Sekil 1.3. Nisastanin enzimatik hidrolizinin sematik gosterimi
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Enzimler, spesifik bir biyokimyasal reaksiyon hizini arttiran ve durumdan
etkilenmeyen proteinlerdir. Enzimlerin aktivite gosterebilmesi igin belirli bir pH ve
sicaklik araligia ihtiya¢ duyarlar ve dolayisiyla kullanimlarinda yetersiz enzim
aktivitesi ve sinirlanma goriilebilmektedir(Yadav, 2017). Enzimin ilk maliyeti, daha
fazla emek istemesi ve Ozel laboratuar ya da ortam gerektirmesi ise enzimatik 6n
islemin kullanimini sinirlayan diger faktorlerdir. Asit ile 6n islemin ise daha basit,
diisiik maliyetli olmasi, reaksiyon hizinin enzim ile isleme nazaran daha diisiik
olmas1 gibi bir¢ok avantaja sahiptir fakat yan {iriinlerin maya biiyiimesi lizerindeki
inhibe edici 6zelligi asidik on iglemin en iyi bilinen dezavantajidir(Tasi¢ ve ark.,

2009).

1.3.2.Etanol fermantasyonu

Alkolik fermantasyon olarak da adlandirilan etanol fermantasyonu, glikoz,
fruktoz ve siikroz gibi sekerleri hiicresel enerjiye doniistiiren ve yan iirlinler olarak
etanol ve Kkarbondioksit iireten biyolojik bir siirectir. Mayalar bu doniigimii
oksijensiz ortamda yerine getirirler, ¢iinkii etanol fermantasyonu bir anaerobik siire¢

olarak bilinmektedir(\VVan Waarde ve ark., 1993).

Teorik olarak agirlik bakimindan glikozun %51°1 etanole doniisiir. Bu
2*etanolun molekiil agirligi/glikozun molekiil agirligi *100 esitliginden gelmektedir.
Pratikte ise mikroorganmalar metabolik faaliyetleri (biiyiime, bakim-onarim vb.) i¢in
etanol disindaki ortamda var olan substratt kullanirlar. Pratikte %46’lik bir
fermantasyon veriminde %40 ila 48 oraninda glikoz etanole déniisiir. Ornegin 1000
kg fermente olabilir seker yaklasik olarak 583 litre saf etanol iretir(Naik ve ark.,
2010).

1.3.3.Distilasyon (Damitma)

Fermantasyon islemi sonucunda elde edilen biyoetanol, bir damitma islemi
yoluyla sudan uzaklastirilmalidir. Mevcut uluslararast biyoetanol standartlarina gore,

izin verilen maksimum su igerigi % 0,2 (EN 15376, Avrupa),% 0,4 (ABTN/
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Resolugao ANP No. 36/2005, Brezilya) veya% 1,0 (ASTM D 4806, USA)dir.
Uretilen etanolden suyun uzaklastirilimast igin pervaporasyon, adsorpsiyon, basingl
salinim damitma, ekstraksiyon damitma (ED), azeotropik damitma (AD) ve bu

secenekleri birlestiren hibrit yontemler vardir(Kiss ve Suszwalak, 2012).

Kismi damitma, suyun kaynama noktast (100°C) etanoliin kaynama
noktasindan (78.3°C) daha yiiksek oldugundan, karisim 1sitilarak etanoliin sudan
once buhara doniistiiriilmesi ve yogunlastirilmasi prensibine dayanir(Limayem ve
Ricke, 2012). Ekstraksiyon damitma (ED), ayrilacak bilesenlerin nispi uguculugunu
arttirmak ve bdylece ayirma faktoriinii arttirmak icin karisabilir, yliksek kaynama
noktali ya da nispeten ugucu olmayan bir bilesen (¢Oziicii) ilavesiyle buhar-sivi

ayirma igslemidir(Huang ve ark., 2010).

Kaynayan bir sivi karigim igindeki uguculuklarindaki farkliliklara dayanarak
karisimlart ayirma yontemi ise azeotrop damitma olarak adlandirilir. Bir azeotrop
(orijinal karigimla ayn1 oranda bilesen iceren buhar iireten iki veya daha fazla sivinin
karigimi) normal damitma ile ayrilamaz, bu nedenle karisima ilave bir tiglincii bilesen
(stirtikleyici) eklenir ve azeotroptaki sivilarin birinin uguculugunun, digerinden daha
biiyiik 6l¢tide degismesi ile ayrilmanin gergeklesmesine izin vermesidir(Azeotropic
distillation, 2019).

Pervaporasyon, vakum altinda iki veya daha fazla bilesen iceren sivinin
membrandan gecirilmesi prensibine dayanan bir islemdir(McKeen, 2012).
Pervaporasyon, organik ¢oziiciilerin (6rnegin alkoller, asitler, esterler ve benzeri)
dehidrasyonu, seyreltik organik bilesiklerin sulu karigimlardan ¢ikarilmasi ve
organik-organik  karisimi ayirma  gibi  alanlarda  kullanilir(Nagy, 2012).
Pervaporasyon, diisiik sicaklik, diisiik basing, ek kimyasallara gerek duymamas1 gibi
avantajlarindan dolayr biyoteknolojideki ayirma islemleri igin ¢ekici hale

gelmektedir(Scott, 1995).

Adsorpsiyon, biyoetanolii sulu c¢ozeltilerden veya fermantasyon suyundan

adsorban kullanimiyla uzaklastirmak i¢in anlik, secici ve basit bir iglemdir. Adsorban
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ve sulu etanol ¢ozeltisi dolu bir siitunda temas halindedir. Sulu alkol ¢ozeltisi veya
fermantasyon suyu siitunun igine doldurulmus adsorbandan gegerken, adsorban

malzeme tercihen etanolii adsorbe eder(Qureshi, 2014).

Diger bir yontem ise giines enerjisi ile damitmadir. Varayos ve arkadaslari
(2006) diiz levhali ve bosaltilan 1s1 borusu giines kolektorlerine sahip siirekli giines
etanol damitma sistemlerinin performanslarin1 ve ekonomik canliligin1 incelemek
lizere her ana bilesenin matematiksel modeli gergeklestirerek sistem simiilasyonu
gelistirmislerdir. Simiilasyondan, %12 alkol konsantrasyonu ile baglayan, damitim
sisteminden % 80 alkol konsantrasyonunun iiretim maliyeti olan 12.500 L/y1l verim

alinacagina ulagmislardir(\Vorayos ve ark., 2006).

1.4 Biyoetanol Uretimi icin Kullanilan Prosesler ve Reaktor Tipleri

Etanol {iretimi i¢in yaygin olarak bilinen ii¢ proses vardir. Bunlar kesikli
(batch), yar1 kesikli (semi-batch) ve siirekli (continuous) fermantasyon prosesi olarak
adlandirilmaktadir. Kesikli fermantasyon prosesinde ilk olarak fermantore maya
eklenir ve daha sonra istenen etanol yiizdesine bagli olarak kontrollii bir akis ile
hammadde reaktore doldurulur. Bu prosesde mayalar daha az risk altinda olup, sok
yiiklemeler ile karsilagilmaz. Optimizasyonu ve igletimi daha kolaydir(Godoy ve
ark., 2008). Yari-kesikli fermantasyon prosesinde ise, ilk yapilan fermantasyon
sonrasi tank icerigi tamamen bosaltilmaz ve bir miktar1 asilama kiiltiirii olarak tankta
birakilir ve hammadde ile doldurma islemi devam eder. Siirekli fermantasyonda ise
stirekli olarak fermentdre ilave edilen yeni substrat kadar fermenterden {iriin alinir ve

boylece mikroorganizma hep gelisme fazinda tutulur(Cardona ve ark., 2007).

Reaktor tipleri ise, substratin ¢esidine bagli olarak hidroliz ve fermantasyon
slireglerinin ayr1 ayr1 gerceklestigi reaktorler (SHF), sakkarifikasyon sirasinda
fermantasyonu saglayabilen reaktorler (SSF), es zamanli sakkarifikasyon ve yardimci
fermantasyon ve tiim bu siire¢lerin Dbirlestirilmis versiyonu (Consolidated

BioProcessing-CBP) olarak siralanabilir (Hamelinck ve Hooijdonk, 2005).

16



1.GIRIS Tiilay YILMAZ

Enzimatik hidrolizin ve fermantasyonun ayri asamalarda gerceklestigi proses
SHF olarak adlandirilir. SHF’de her iki hidroliz reaktdriinden ortak sivi akisi ilk 6nce
glikoz fermantasyon reaktoriine girer ve olusan etanol damitildiktan sonra su tekrar

doniistiiriilmemis ksiloz igin fermante edilir ve damitilir(M. Balat, 2008).

SSF (Es zamanli Sakkarifikasyon ve Fermantasyon), lignoseliilozik
malzemelerden biyoetanol iiretimi i¢in umut verici bir siirectir ve genellikle seyreltik
asit veya yiiksek sicaklikta sicak su on islemiyle birlestirildiginde etkilidir. SSF'de
seliilazlar ve ksilanazlar, karbonhidrat polimerlerini mayalanabilir sekere doniistiiriir.
Bu islem gelismis bir hidroliz oranina sahiptir, diisiik enzim yiiklemesi gerektirir ve
daha yiiksek biyoetanol verimleri ile sonuglanir (Balat, 2011). SSF'nin kismi
sakkarifikasyondan sonra karigim kolayligi saglamasi, diisiik enerji tiikketimi ve
herhangi bir zaman noktasinda karsilastirildiginda daha dusiik viskoziteye sahip
olma, disiik konsantrasyonda inhibitor olusturmasi  gibi  avantajlara

sahiptir(Koppram ve Olsson, 2014).

Konsolide biyoislem (CBP), diisik maliyetli hidroliz, sakkarifikasyon ve
fermantasyon asamalarini birlestirici nihai konfigiirasyondur(Olson ve ark., 2012).
CBP, 6zel enzim iiretimi ve / veya daha etkili biyokiitle hidrolizi ile baglantili olarak
isletme ve sermaye maliyetlerinin ortadan kaldirilmasi nedeniyle avantajli bir

prosestir (Olson ve ark., 2012; Xu ve ark., 2009).
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Cizelge 1.4.Biyoetanol iiretiminde kullanilan ¢esitli ham maddeler i¢in fermantasyon kosullari

On hazirlik ve Fermantasyon . .
Hammadde Sakkarifikasyon Kosullar1 Mikroorganizma
Seker kamigi kiispesi ~ Seyreltik asit hidrolizi Kesikli C.shehatae NCIM3501

Seyreltik asit hidrolizi,

Bugday samani Enzimatik asit hidrolizi SSF, SHF E.coli FBR5
Endiistriyel atik - SSF K. 2‘;:322:: S
Aygicegi sap1 Buhar, Enzimatik Kesikli S glelzg\égsiedaei:ar
Yer fistig1 kabugu Asit hidrolizi Kesikli S. cereviseae

g o Seyreltik asit hidrolizi, .
Bugday kepegi Enzimatik asit hidrolizi SSF S. cereviseae
Arpa kabugu Buhar, Enzimatik SSF S. cereviseae

1.5.Biyoetanol Uretimi I¢cin Kullanilan Hammaddeler

Bugiine kadar ii¢ kusak enerji iiriinii gelistirilmistir. Ilk nesil biyoyakitlar musir,
soya fasulyesi, seker kamisi ve kolza tohumu gibi yenilebilir hammaddelerden
iiretilmektedir.  Ikinci nesil  biyoyakitlar; atiklardan ve  lignoseliilozik
hammaddelerden, {igiincii nesil biyoyakitlar ise mikro ve makro alglerden
tiretilmektedir(Daroch ve ark., 2013; Lee ve Lavoie, 2013). Kullanilan biyoyakit
hammaddelerinden etanol verimleri Cizelge 1.5°de goriilmektedir(Rodionova ve ark.,
2017).

Cizelge 1.5. Baz1 biyoetanol kaynaklarinin etanol verimleri

Hammadde Etanol Verimi Etanol Verimi
(galon / doniim) (L/hektar)
Misir Kogant 112-150 1050-1400
Bugday 277 2590
Manyok 354 3310
Tatl Sorgum 326435 3050-4070
Misir 370430 3460-4020
Seker Pancari 536-714 5010-6680
Seker Kamist 662-802 6190-7500
Dall1 Dar1 1150 10,76
Mikroalg 5000-1500 46 760-1 402 900
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1.5.1.Birinci nesil hammaddeler

Birinci nesil etanol {iiretiminde bugday, arpa, muisir, patates, gibi nisasta
bakimindan zengin gida {iriinleri veya sukroz iceren hammaddeler kullanilir.
Ozellikle misir ve seker kamisinin birinci nesil biyoetanol iiretimi i¢in hammadde

olarak kullanilmas1 yaygindir(Lee and Lavoie, 2013).

Seker bazli hammaddelerden biyoetanol iiretimi kolay olup o6n islem
olmaksizin fermantasyon siirecine tabi tutulabilmektedirler. Seker kamigindan hektar
basia 6740 L, seker pancarindan hektar basina 5500 L, misir i¢in ise hektar basina
4180 L biyoetanol tiretilebilinir(Lee ve Lavoie, 2013).

Biyoetanol
Glikoz— Fermantasyon » Distilasyon ve Dehidrasyon — Biyoetanol

T €0,

Maya

Sekil 1.4. Seker igeren hammaddeden biyoetanol iiretiminin akim semast

Nisasta bazli hammaddelerde ise; nisasta dogal bir biyopolimer olup a (1,4)
bagli anhidroglikoz birimleri ile dogrusal polisakarit amiloz ve dallanma noktali (1,6)
baglantilara sahip a (1,4) -AGU zincirleri ile dallanmis polisakarit amilopektin

yapilarindan olusur(Subramanian, 2017).

Bakterilerin ve mayalarin nisastay1 etanole doniistiiriilebilmesi i¢in nisastanin
suyla reaksiyonu (hidroliz) ve uzun glikoz molekiillii yapisinin kirilmasi
(sakkarifikasyon) gerekmektedir(Demirbasg, 2005). Bu kisim 6n islemler kisminda
anlatilmistir. Ticari nisasta kaynaklar1 arasinda misir, bugday, arpa, yulaf, piring ve
sorgum tohumlari, yumru kokler ve patates kokleri, manyok ve sagu palmiyesi 6zleri
bulunmaktadir. Bu kaynaklarin yapisindaki nisasta varligi degisiklik gostermektedir.
Ornegin musir cekirdeginde ortalama olarak % 72, tritikalede (bugdayn alt smnifi) %
62.4-70.9 ve manyok koklerinde ise olgunlagmis kokleri ise % 15-33 arasinda nisasta

bulunmaktadir(Van Zyl ve ark., 2012).
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Ormegin yiiksek miktarda nisasta igeren misir (%70 karbonhidrat), etanol igin
degerli bir hammaddedir (Bothast, 2005). Modern bir etanol fabrikasi, 25.4 kg misir
koganindan yaklasik 10 L etanol iiretebilinir(Martin, 2010).

Kati s aynmi

On Islem

Ham maddenin kullammi

Misir Kogani

Buhar ve Asit T

S kisim

at kisim

Sartlandirma

T ‘Sakkarifikasyon ve Fermentasyon

Atiksu artimi Distilasyon ve etanol saflastima ﬁ)

v

Lignin kalntilan

Turbojenerator

Sekil 1.5. Misir bitkisinden biyoetanol iiretimi akis diyagrami

1.5.2.ikinci nesil hammaddeler

Ikinci nesil hammaddeleri ligno-seliilozik maddeler ve yan fiiriinleri (tahil
samani, seker kamisi kiispesi, orman artiklari), atiklar (belediye kati atiklarinin
organik bilesenleri) ve Ozel besleme stoklar1 (amacglh yetistirilen bitkiler, kisa
rotasyon ormanlar1 ve diger enerji bitkileri) olusur ve bu ham maddelerin ek arazi
gereksinimi yoktur. Ayrica gida iiretimi ilizerinde de herhangi bir etkisi olmadan
kullanilabilirler(Sims ve ark., 2010). Ayrica bir lignoseliilozik biyo-rafineri
sisteminin, fosil yakit referans sistemine kiyasla % 60 sera gazi emisyonu tasarrufu

saglayabildigini de bildirmistir(Akgul ve ark., 2012).
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Ikinci nesil biyoetanol iiretiminin gelisimi, ilk nesil iiretim kadar gelismis
olmamakla birlikte ulusal boyutta hammaddenin mevcudiyetine bakildiginda, devasa
bir potansiyele sahiptir. Ornegin en biiyilk palmiye yagi iireticilerinden olan
Malezya, ¢ogunlukla islenmemis asir1 yagh palmiye atig1 iiretir ve iilkenin toplam
tarimsal ~ atiklarinin%  85’ini  palmiye  yag1  endiistrisinden  geldigi
kaydedilmistir(Aditiya ve ark., 2016).

Lignoseliiloz, nisastadan daha karmasik bir hammaddedir. Bir karbonhidrat
polimeri (seliilloz ve hemiseliilloz) ve lignin karisimindan olusur ve karbonhidrat
polimerleri esas olarak hidrojen baglar1 ve ayn1 zamanda bazi kovalent baglarla

lignine sikica baglanir(Lee, 1997).

Biyokimyasal olarak lignoseliilozdan etanol iiretimi fermente edilebilir
sekerlerin olusumu i¢in hidroliz (seliilloz ve hemiseliilozu lignin ile komplekslerinden
serbest birakmak i¢in delignifikasyon ve serbest sekerlerin iretilmesi igin
karbonhidrat polimerlerinin depolimerizasyonu(Lee, 1997)), fermantasyon (karma
heksoz ve pentoz sekerlerinin fermantasyonu) ve saflastirma olmak iizere ii¢ ana
basamaga ayrilmaktadir(Adiglizel, 2013). Lignoseliilozik hammaddelerden etanol
eldesi Sekil 1.6’da goriilmektedir(Madadi ve ark., 2017).

Basit Sekerler

" /Lignin
Ares
AT
d

Onislemler %é

\\/( lFermantasyon

Hemisellloz ETANOL

s

Sekil 1.6. Lignoseliilozik hammaddeden etanol eldesi

1.5.3.Uciincii nesil hammaddeler

Birinci nesil hammaddelerinin seri iiretimi i¢in daha fazla alan gerektirmesi,

insan ve hayvan gida ihtiyaci i¢in var olan alanlar1 azaltmasi gibi ekonomik ve
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politik kaygilara neden olmustur. Ikinci nesil biyoyakit iiretim siireci ise
hammaddenin doniisiimii i¢in pahali ve karmasik teknolojiler gerektirmesi(Alam ve
ark., 2015), orman tahribine sebep olmasi ve hammaddenin toplanmasindan sonra
temizlik gereksinimi gibi sebeplerden dolayr sorun olusturmaktadir(Kang ve ark.,
2012). Alglerden firetilen iigiincli nesil biyoyakitlarin ise, birinci ve ikinci nesil
biyoyakitlarda karsilagilan dezavantajlardan yoksun, uygulanabilir bir alternatif
enerji kaynagi oldugu disiiniilmektedir(Dragone ve ark., 2010). Algler (mikro ve
makroalgler); yiiksek lipid ve karbonhidrat igerigi, yiiksek proton doniisiimii, ¢cok
cesitli su ortamlarinda kolay yetisme, nispeten diisiik arazi kullanimi ve yiiksek
karbondioksit (CO,) emilimi nedeniyle umut verici hammaddelerdir(Azmah ve ark.,
2016). Mikroalgler, yeterli miktarda karbon (organik veya inorganik), N (iire,
amonyum veya nitrat), P ve diger iz elementler oldugu siirece, tath sularda, deniz
suyunda, belediye atik sulari, endiistriyel atik sular ve hayvan atik sular1 gibi gesitli
su ortamlarinda yetigebilirler(Alam ve ark., 2015). Asagidaki Cizelge 1.6’da birinci
ikinci ve tglincii nesil hammaddeleirn karsilastirilmas: bulunmaktadir(Azmah ve

ark., 2016).

Cizelge 1.6. Birinci, ikinci ve {igiincii nesil biyoetanoliin karsilagtirilmasi

Kiyaslama . Birinci Nesil Ikinci Nesil Ucgiincii Nesil
Parametreleri
o e Lignoseliilozik -
Yenilebilir Uriinler Biyokiitle Algal Biyokiitle

Ekilebilir ve marjinal

Deniz suyu, temiz su,

Arazi Tipi Ekilebilir Arazi atiksu
alan
. On islem .
Seker Ekstraksiyonu Hidroliz Hidroliz
Déniisiim teknolojileri ~ Fermantasyon Fermantasyon
Fermantasyon
Damitma Damitma
Damitma
Biyoetanol verimi Diisiik Orta Yiiksek

Cevreye etkisi

CO, azaltilmina diisiik
katk1

CO, azaltilmina yiiksek
katki

COsazaltilmina yiiksek
katki

Nispeten basit

Gida kaynaklart ile

Avantajlari e . Yiiksek biiyiime orani
doniisiim stireci rekabetin olmamasi
. . . 1 1
. “Yiyecek -  yakit” Hammaddenin inatg1 Sirh yatl'rlm ar. ve
Dezavantajlari proses dizaynindaki
tartigmasi yapist zorlular
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1.6.Kullanilan Mikroorganizmalar

Etanol iiretiminde gerek mayalar gerekse bakteriler kullanilmaktadir. ideal bir
etanol tretimi ic¢in kullanilacak substratta mikroorganizmada olmasi gereken

Ozellikler ise;

1) Genis aralikli substrat kullanabilir olmasi

2) Yiiksek etanol verimliligine ve tiretkenligine sahip olmasi

3) Yiiksek konsantrasyonlarda etanol ve sicakliga dayanikli olmasi

4) Hidrolizatta bulunan ve seliilolitik aktiviteye sahip inhibitorlere karsi

toleransli davranmasi gerekir. (Sarkar ve ark., 2012).

Tiim mikroorganizmalarin hem pentozlari hem de heksozlar1 isleyememe,
diisiik verimlilikteki etanol veya diisiik etanol konsantrasyonlarinda bu {iriiniin hiicre
materyaline doniisimii gibi smirlart vardir. Dahasi, fermantasyonun oksijensiz

durumu, mikroorganizma popiilasyonunu yavas yavas yok eder(Lynd, 1996).

1.6.1.Mayalar

Binlerce yil oOnce, S. cerevisiae gibi mayalar, Ozellikle bira ve sarap
endiistrilerinde alkol {iiretiminde kullanilmistir. Mayalar, yliksek etanol verimi
saglamasi ve yliksek etanol konsantrasyonuna dayanabilmesinden dolayr damitma
maliyetini disik tutar(Hajar ve ark., 2017). Clostridium sp., Saccharomyces
cerevisiae en iyi bilinen etanol iireten maya tiirleridir(Najafpour ve ark., 2004).
Etanol {iireten gesitli maya tiirleri ve fermantasyon kosullari verilmistir(Lin ve

Tanaka, 2006).
S. cerevisiae, patojenik olmamasindan dolay:1 ragbet goren, etanol ve ekmek

gibi tiliketilebilir iirlinlerin {iretiminde uzun siiredir uygulanmis olmasi nedeniyle

giivenilir kabul edilen bir organizmadir(Ostergaard ve ark., 2003). Saccharomyces
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cerevisiae mayasinin, bakterilerden daha saglam oldugu, yiiksek etanol
konsantrasyonuna karsi1 daha toleransli oldugu kanitlanmistir(Edgardo ve ark., 2008).

Etanol fermantasyonlarinda, maya hiicreleri bir dizi stres altindadir. Bu stresler
genel olarak sunlardir; siilfiir (>100 mg/L), etanol stresi (% 15 (v/v)), sicaklik (35-38
°C), pH (<3.5), asetik asit (%0.05 (w/v)), laktik asit (%0.8 (w/v)) ve ozmotik basinglt
seker (% 25 (w/v)). Birgogu, maya hiicrelerini herhangi bir tek hiicreden daha ciddi
sekilde etkileyen sinerjilerdir ve diisiik etanol veriminin yani sira maya canlilii ve

canliliginin azalmasina yol agar(Guo ve ark., 2013).

Cizelge 1.7. Temel fermantasyon iiriinii olarak etanol iireten maya tiirleri

Karbon — .
. Sicaklik N Inkiibasyon Uretilen
Soy- Tiirler ©C) pH Kaynag Siresi (sa) etanol (g/L)
(9/L)
27817_—_Saccharomyces 30 55 Glikoz (50— 18-94 51-91.8
cerevisiae 200)
L-041-S. cerevisiae 30-35 - (Sluokor;) z 24 25-50
181-S. . 27 6.0 Glikoz (10) 40160 :
cerevisiae(aerobic)
2777_4—Kluyveromyces 30 55 Glikoz (20— 18-94 48.96 (max)
fragilis 120)
3001_6-Kluyveromyces 30 55 Glikoz (100) 18.94 44.4 (max)
marxianus
30091-Candida utilis 30 55 Glikoz (100) 14 g4 44.4 (max)
Glukoz (0-
ATCC- 25) ve ksiloz
32691Pachysolen 30 4.5 (0-25) 100 7.8 (max)
tannophilus

1.6.2.Bakteriler

Gram negatif bakteriler Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Zymomonas
mobilis., E. coli ve K. oxytoca dogal olarak genis aralikta seker kullanabilirler. Bu
nedenle c¢alismalar segici olarak etanol iiretmek icin bu tiirlerin miihendislikleri
tizerine yogunlagmistir(Dien ve ark., 2003). Mikroorganizmalar, farkli nesil

fermantasyon siireclerinde (laktat, asetat, siiksinat ve butirat gibi organik asitlerin
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yani sira etanol, biitanol, aseton ve biitandiol) kullanilmaktadirlar(Ingram ve ark.,

1987).

Escherichia coli gibi bakteriler, dogal olarak lignoseliilozdaki tiim seker
bilesenlerini metabolize etme yeteneklerine sahiptir. Cevresel zorluklar, genis
substrat aralig1 ve mineral tuz ortamlarinda iyi biiylime kabiliyeti gibi 6zelliklerinden

dolay1 tercih edilmektedir(Zhou ve ark., 2008).

Gram negatif bir bakteri olan Zymomonas mobilis, nisasta ve lignoseliilozik
hidrolizatlardan ve sekerden etanol eldesinde yogun olarak calisilmis ve S. cerevisiae
ile karsilastirildiginda, Z. mobilis etanole daha yiiksek tolerans, daha yiiksek glikoz
alim1 ve gelismis etanol verimi gostermistir. Fakat dar substrat arali§i nedeniyle S.
Cerevisiae’nin yakit etanol {iretimi i¢in piyasadaki yerini alamaz. Z. mobilis'in, her
bir glikoz molekiiliinden sadece bir ATP molekiilii veren Entner-Doudoroff yolu

kullanarak glikozu metabolize eder(Zabed ve ark., 2017).

1.7.Siirece Etki Eden Faktorler

Fermantasyon sirasinda, pH, etanol konsantrasyonu ve sicaklik gibi bir¢ok
etkili parametre, mikroorganizmalarin spesifik bilylime hizin etkileyebilir ve substrat
ya da olusan iiriin konsantrasyonundan dolay1 inhibisyon meydana getirebilmektedir.
Hiicre popiilasyonlarinin yasayabilirligi, spesifik fermantasyon hizi ve seker alim
orani, istenen ortam kosuluyla dogrudan iliskilidir(Lin ve ark., 2014). Ozellikle
sicakligin enzim aktivitesi, mikroorganizmalarin biiylime ve etanol liretim verimi
tizerinde kayda deger etkisi vardir(Hajar ve ark., 2017). Etanol fermantasyonu igin
optimum sicaklik 28-35°C olarak bilinmektedir. Daha diisik ve ya yiiksek
sicakliklarda ytliksek etanol verimine sahip mayalar olmasia karsin, genel olarak
maya metabolizmasini etkiledigi ve bunun sonucunda gliserol, asetik asit, siiksinik
asit,vb. ikincil metabolitlerin olusumunu da etkiledigi bilinmektedir(Torija ve ark.,
2003).
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Ajitasyon (calkalama) orani, fermantasyon siirecinde besin maddelerinin
fermantasyon suyundan hiicrelerin i¢ine ge¢gmesini artirmasi ve etanoliinde hiicrenin
i¢ kismindan fermantasyon ortamina ¢ikmasinin saglanmasinda 6nemli rol oynar.
Ajitasyon ayrica hiicrelerde etanoliin inhibisyonunu azaltir ve seker tiiketimini artirir.
Fermantasyon isleminde mayalar i¢in optimum ajitasyon oran1 150-200 RPM olup
hiicrelerin sinirli metabolik aktivitelerinden dolay: asirt hiz uygun degildir (Zabed ve
ark., 2014).

Etanol, etanol iireten maya hiicrelerinde bile toksik etki yapmaktadir. Yiiksek
etanol konsantrasyonlar1 proteinler, fosfolipid cift katmanlar ve diger hidratlanmis
hiicre bilesenleri ilizerinde olumsuz bir etkiye sahip olup biiylimeyi, metabolik

aktiviteyi ve etanol tiretim verimini sinirlar(Hallsworth, 1998).

Fermantasyon isleminde, yiiksek baslangi¢ glikoz konsantrasyonu (% 20-25)
daha uzun ve eksik fermantasyona sebep olmaktadir ve kullanilan kiiltiiriin spesifik
biiylime oraninda diisiise sebep olmaktadir(King ve Hossain, 1982). pH ise hiicre
enzimlerinin aktivitesi lizerinde biiylik bir etkiye sahiptir ve biyolojik reaksiyonlarin
kimyasal yollarini ve kinetigini degistirebilir(Akin ve ark., 2008).

Sonu¢ olarak g¢evresel sartlar kullanilan mikroorganizma tlirline ve
hammaddeye bagli olarak degiskenlik gosterir. Asagidaki Cizelge 1.8’de bazi maya

suslar1 igin optimum g¢evresel kosullar sunulmustur(Hajar ve ark., 2017).

Cizelge 1.8. Biyoetanol verimini etkileyen faktorler ve oranlar

Seker Ajitasyon Ast Etanol
Maya Susu Hammadde (S:éa)lkhk pH (Zszr)nan Kons. orant Boyutu Kons.
(g/L) (rpm) (%) (g/L)
Saccharomyces  Manyok
cerevisiae Nisastasi 32 45 66 585 120 5 89,1
CHY1011
Saccharomyces
cerevisiae ZU-10 Misir sapt 30 55 72 99 120 5 41,2
Saccharomyces 30 55 16 37,47 150 10 18,52
Cerevisiae
Kluyveromyces -
marxianus CECT Du&day 42 55 72 - 150 - 36,2
10875 samani
saccharomyces o oo o klar 30 - 24 84,4 250 5 41,3

cerevisiae K35
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Bu caligmada ise hammadde kaynagi olarak ekmek atiklari kullanilmgtir.
Ekmek, bugday ununa su, tuz, maya seker enzim (malt unu vb.) ve gerekli goriiliirse
katki maddeleri eklenerek yogrulmasi, sekillendirilmesi ve fermantasyona birakilip
daha sonra pisirilmesi sonucu elde edilen triindiir ve eksi hamurlu, kepekli, karisik
tahill1 gibi ¢esitlilige sahiptir(Tirk Gida Kodeksi Ekmek ve Ekmek Cesitleri Tebligi,
2012). Tipik bir beyaz ekmek %45-58’1 karbanhidrat,%8,7°1 protein, %3,2’si yag ve
%?2’si kiilden olugmaktadir. Ekmek, yapimi sirasinda eklenen katki maddelerinden ve
hammaddesi olan bugdaydan dolay1 6nemli vitaminler (tiamin, niasin, folik asit vb.)

ve mineraller( K, P, Mg, Na vb.)icermektedir(Ozkaya, 1986).

Ekmegin zengin, besleyici bilesenler icermesi ve kolay iiretilip temin
edilebilmesi gibi 6zelliklerden dolay: insanlar giinliik enerji ihtiyaglarinin %50’sini
ekmekten karsilamaktadirlar. Kisi bagina yillik ekmek tliketiminin; Avustralya’da 44
kg, Misir’da 180 kg, iran’da 150 kg, Italya’da 73 kg, Kuveyt’de 98 kg, Suriye’de 130
kg, ABD’de 34 kg ve iilkemizde ise 60 kg oldugu rapor edilmistir(Tirk Gida
Kodeksi Ekmek ve Ekmek Cesitleri Tebligi, 2012). Fazlasiyla tiiketilen bu besin
kaynagmn israfi da fazla olmaktadir. Ulkemizde arastirmalara gore kisi basi atik
ekmek miktar1 20 gramdir. Benzer arastirmalar bir yilda iilkemizde israf edilen 2.1
milyar adet ekmegin iilkenin 23 giinliik ihtiyact kadar oldugunu ortaya
koymaktadir(T.C. Toprak Mabhsiilleri Ofisi ,2018).

Cizelge 1.9. 100 gramlik porsiyon ekmek i¢in besin degerleri
Porsiyon Miktar1:100 g. Standart

Beyaz Ekmegin Besin Degerleri

I¢indeki Miktar1

Kalori (kcal) | 265

Toplam yag 329

Trans yag 0g
Kolesterol 0 mg
Sodyum 491 mg
Potasyum 115 mg
Karbonhidrat 149 g
Diyet Lifi 2.79
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100 gramlik ekmegin yarisindan fazlasi etanole fermente olabilir bilesenlerden
olusmaktadir. Kabaca Ingiliz ¢oregi, simit ve beyaz ekmek gibi ekmek tiirevlerinin

agirlikca % 40 ila 45’1 nisastadan olugsmaktadir(Raman, 2017).

Ekmek atiklarmin en Onemli degerlendirme sekli hayvan yemi olarak
kullanimidir. Ancak atik ekmekte kiif olusumu s6z konusudur ve bu kiife bagh
mikotoksinlerin besin zincirine katilmasi bir dizi saglik sorununa sebep
olmaktadir(Ebrahimi ve ark., 2008; Tabibi ve Salehian, 1974; Visconti ve Bottalico,
1983). Atik ekmek tiirevleri i¢in uygulanabilecek en iyi alternatif ekmek israfinin
azaltilmast olmakla birlikte kisa vadede ekmek israfinin halen yiiksek boyutlarda

kalacag1 ongdriilmektedir.

Dolayisi ile sahip oldugu yiiksek fermente olabilir bilesen ve israfinin yogun
miktarlarda olmasi, ekmegi biyoetanol iiretiminde ideal bir ham maddeye
doniistiirmektedir. Bu nedenle bu tez calismasinda ham madde olarak ekmek

kullanilmuistir.

Ekmekte bulunan nisastanin glikoz ve diger fermente olabilir seker tiirevlerine
doniistiiriilmesi icin alfa ve beta amilaz enzimleri gerekmektedir. Arpa tohumlart ile
bu siire¢ binlerce yildir yapilmaktadir. Diastatik gii¢ olarak bilinen ii¢ temel enzimin
nisastay1 glikoza cevirebilme yetenegi arpa icin diger tahillara gore daha yiiksektir.
Cimlenme asamasi baslamis ancak sonra durdurularak kurutulmus arpa tohumlarina
malt denmekte olup diastatik gii¢ bu ¢imlendirme agamasinda maksimum seviyeye

cikar(Cizelge 1.10).

28



1.GIRIS Tiilay YILMAZ

Cizelge 1.10. Tahil tiplerine gore diastatik gii¢

Tahil Tipi Diastatik Gii¢ (Derece Lintner)
6 Siral1 Arpadan Elde edilen Malt 150
2 Sirali Arpadan Elde edilen Malt 110
Bugday malti 120
Ham Bugday 0
Islenmemis Yardime: tahillar (piring, 0
misir)

Bu nedenle ¢alismada enzim ihtiyacinin giderilmesi i¢in arpadan elde edilmis
malt kullanilmistir. Bu sayede ekonomik fayda saglandigi gibi enzimler ihtiyag

halinde iiretilerek taze kullanilmistir.

Yapilan c¢alismalar, bazi halojen tuzlarmin g¢esitli ortamlardaki amilaz
aktivitesine etki ettigini ortaya koymaktadir. ilk calismalarin tarihleri 1900’lerin
basina kadar uzanmakta olup bazi halojen tiirlerinin agizdaki sindirime etkisi
arastirllmistir.  Yapilan ilk calismalar halojenlerin etkisinin olup olmadiginm
belirlemeye yonelik olup takip eden c¢aligmalarda halojenlerin  farkh
konsantrasyonlar1 test edilmistir. Bu c¢alismalarda nigastaya baglanan amilaz
miktarinin NaCl konsantrasyonu ile orantili oldugu(Ambard ve Trautmann, 1933),
patatesi sindiren amilazin NaF konsantrasyonunun 1/1.75 M seviyelerine kadar
arttig1 bildirilmistir(McClure, 1933). Ancak bu halojenlerin amilaz aktivitesine etkisi
arastirilmis olmasina ragmen biyoetanol iiretim siirecine etkisi iizerine ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu halojenler amilaz aktivitesini arttirirken fermantasyon siirecine
nasil bir etki yapacag: arastirilmasi gereken bir konudur. Bu nedenle bu tezde NaF,
NaCl, KBr ve KI bilesiklerinin ekmek atiklarindaki nisastanin arpa malti enzimleri
ile hidrolizi ve sonrasinda fermantasyon asamasina etkileri aragtirilmistir. Calisma

boyunca maya olarak Saccharomyces cerevisiae kullanmistir.
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2.ONCEKI CALISMALAR

Literatiirde bu konuya dair kapsamli ¢aligmalar bulunmaktadir. Genel olarak
calismalar kullanilan hammaddeye, reaktor tipine, uygulanan 6n isleme ve kullanilan

mikroorganizma tipine gore farklilik géstermektedir.

2.1 Kullanllan Hammadde ve Uygulanan On Isleme Bagh Yapilan Calismalar

Ana Belén Guerrero ve ark. (2018) tarimsal muz atiginin biyoetanol iiretimi
icin potansiyelini ¢alismis ve Muz bitkisinin rachis (¢igek tasiyan sap kismi)
kismindan 103 L/ton kuru madde etanol elde edilmistir. Psédosteminden kismindan
(bitkide bulunan sahte kok diye adlandirilan kisim) 112 L/ton kuru madde etanol elde

edilmistir.

Diger yapilan bir ¢alismada ise hammadde olarak ugucu yagi alinmis defne
yapragi artig1 kullanilmistir. Hammaddeye sirasiyla sakkarifikasyon ve fermantasyon
islemleri uygulanmiglardir. Cesitli enzimatik siireclerden gegirildikten sonra, en
yiiksek etanol derisimine (4.88 g/L) ise maya miktar1 10.1 g/L; pH 5.49 ve 37°C olan
ortamda ulagsmislardir(Goycincik ve Yiicel, 2015).

Dubey ve ark. (2012) asidik 6n islemden ge¢irilmis kagit atiklarindan (% 70,12
+ 4,88 karbonhidrat) biyoetanol iiretimini degerlendirmislerdir. Ilk olarak atik
kagitlarda a-seliiloz (61.5 £+ 3.49), pentozlar (7.42 + 0.36), lignin (% 16.33 + 0.96),
kil (% 12.50 £ 0.33) ve nem (% 8.28 £ 0.63) bulundugunu tespit etmislerdir ve
degisen kosullar altinda ( kat1 / s1vi oran1 1/8-1/14 (agirlik / hacim), reaksiyon siiresi
1-6 saat ve 120 °C ve asit konsantrasyonu 0.005-1.00 N ) bir otoklavda seyreltik asit
On islemine tabi tutmuslardir. Atik kagidin optimum 6n islem kosullari altinda (120°
C, 2 saat, 0,50 N H,SO,) elde edilen hidrolizatinin Pichia stipit ile fermantasyondan
elde edilen etanol {iretimi ve veriminin sirasiyla 3.73+£0.16 g/L ile % 77.54 £ 4.47

oldugunu bildirmislerdir.

30



2.ONCEKIi CALISMALAR Tiilay YILMAZ

Sago atiklariin (tropikal palmiye govdelerinin 6zlinden elde edilen bir nisasta)
hammadde kaynagi olarak kullanildigi bir diger ¢aligmada ise karbondioksit ile
hizlandirilmis mikrodalga hidrotermal hidrolizi kullanilarak biyoetanol {iiretimi
incelenmistir. Calisma sonunda maksimum % 43.8 teorik glikoz ve % 40.5 teorik
etanol verimi elde edildi. Elde edilen bu etanol verim katsayisi, 0.47 (g glikoz basina
g etanol) olup bu da 100 g kuru sago atig1 basina 15.6 g etanol elde edildigi anlamina
gelmektedir(Thangavelu ve ark., 2014).

Seong Choi ve ark. (2013) ise mandalina (Citrus unshiu) soyma (MP)
atiklarindan etanol {iretmek i¢in, ateslenmis bir briilor ve bir eksende donen yatay
silindir kullanan bir biyokiitle én hazirlik sistemi tasarlamislardir. On islemler igin
kimyasal madde kullanmadan 150 °C’de 10 dakika siirede yapilan islemde
partikiillerin boyutunu 1 mm'den daha diisiik bir seviyeye indirilmistir. Onceden
islemden gegirdikleri MP'nin enzimatik hidrolizi 50 mM sodyum asetat tamponu (pH
4.8) i¢inde 45 °C'de 6 saat boyunca gergeklestirilerek ve toplam sakkarifikasyon
oran1 yaklasik % 95.6’ya ulasilmistir. Vakumla buharlastirma islemi, fermente
edilebilir seker konsantrasyonunu % 10'a yiikseltilmistir (glikoz % 7.1 ve fruktoz %
2.9). Laboratuvar oOlcekli biyoreaktoriinde 30 ° C'de pH 5.0'de 12 saat siireyle
fermantasyon, ham MP'den 36 saatte % 78'e kiyasla etanol verimini % 90.6'ya

yiikselttigi sonucuna ulagmislardir.

Seong ve ark. (2012) ¢alismalarinda ise kahve posalarindan biyoetanol {iretimi
calisilmislardir. Kahve tozu icin kahve ekstraksiyonu ve hazir kahve hazirlama
sonrasinda TUretilen kahve kalintis1 atigi (CRW) birincil bir endiistriyel atiktir.
Calismada, biyoetanol {iretimi icin CRW kullanimi degerlendirilmis, CRW'nin
karbonhidrat igerigi, Saccharomyces cerevisiae tarafindan fermente edilebilir glikoz,
galaktoz ve mannoz gibi fermente edilebilir sekerlerden olustugu belirlenmistir.
Enzimatik hidrolizi arttirmak igin, 6n hazirlik ile 10 dakika boyunca 1.47 MPa basing
altinda on isleme tabi tutulmustur ve CRW'nin mayalanabilir sekerlere enzimatik
doniisiim oran1 % 85.6 olarak bulunmustur. Enzimatik hidrolizi takiben eszamanli
sakkarifikasyon ve fermantasyon sonrasi etanol konsantrasyonu ve verim (seker

icerigine dayal1 olarak) sirasiyla 15.3 g/L ve % 87.2°dir.
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Walsum ve ark. (1996) sivi sicak su (LHW) (220 ° C, 5 MPa, 120 s)
kullanilarak 6n isleme tabi tutulan lignoseliilozik materyaller, Trichoderma reesei
seliilaz varliginda Saccharomyces cerevisiae kullanilarak eszamanl sakrifikasyon ve
fermantasyon (SSF) ile etanole fermente edilmistir. Seker kamisi (alindigi gibi),
kavak cipsleri (en kiiciik boyut 3 mm) ve karisik sert aga¢ unu (-60 +70 ag), 15-30
FPU / g enzim yiiklerinde 2-5 giin i¢inde etanole % 90 verimle etanole doniisiimii
saglanmistir. LHW 0n isleminden fretilen hidrolizat, S. cerevisiae'nin toplu

bliylimesinde hafif bir inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir.

Alkali 6n islemin kullanildigi bir ¢alismada ise Chlorococcum infusionum
tiriindeki mikroalgden biyoetanol iiretimi c¢aligilmistir. NaOH konsantrasyonu,
sicaklik ve 0n islem siiresi iizerinde denemeler yapilmis olup, maksimum biyoetanol
veriminin 120°C’de 30 dk. boyunca % 0,75 NaOH (w/v) uygulandig1 6n islemden
sonra en yiiksek glikoz verimi 350 mg/g ve biyoetanol verimi ise 0,26 g etanol/g alg

oldugu bildirilmistir(Harun ve ark., 2010).

Campo ve ark. (2006) ise taze ve islenmis sebzelerden elde edilen atiklarin
hammadde kaynagi olarak kullanilabilmesi ig¢in siilfiirik asiti katalizor olarak
kullanarak seyreltilmis asit hidroliz 6n islemi uygulamislardir. Deneyler sonucunda
tekli seker geri kazaniminin domates ve kirmizibiber i¢in azami oranlar1 sirasiyla %
40.29 ve 50.20 oldugunu bildirmislerdir. Nisastali yiyeceklerde (baklagiller,
mercimek ve nohut gibi baklagiller gibi) ise yiiksek seker geri kazanimim en iist
diizeye c¢ikarmak icin daha yogun 6n islem gerekli olduguna ulasmislardir. Sonug
olarak, taze ve islenmis sebze atiklarinin biyoetanol {iretimi igin potansiyel

hammaddeler olarak diisiiniilebilecegine ulagmislardir.
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2.2 Kullanilan Mikroorganizmaya Bagh Yapilan Calismalar

Rani ve ark. (2010) patates yumrularindan (Solanum tuberosum) 70 ° C'de
isitilip kurutulduktan sonra elde edilen unundan etanol iiretimi ¢aligmistir. Patates
ununun homojen bulamaci,( katt sivi oran1 1: 4) a-amilaz (2.05 DUN U / g nisasta)
ile 80 ° C'de 30 dakika siireyle sivilastirilmasindan sonra 2 saat boyunca 60 ° C'de
glukoamilaz (20.5 GA U / g nisasta) ile sakrifiye edilmis ve hidrolizat i¢inde % 15.2
toplam indirgeyici seker dlglilmiistiir. Hidrolizatin Saccharomyces cerevisiae HAU-1
ile 30 °© C'de 48 saat siireyle fermantasyonu, 56.8 g/L etanol iiretimi ile

sonuclanmistir.

Lee ve ark. (2011) Undaria pinnatifida, Chlorella vulgari ve Chlamydomonas
reinhardtii tiirelirndki deniz alglerinden biyoetanol tiretimi igin gesitili E. Coli suslar
kullanmiglardir. On islem olarak seyreltik asit hidrolizi ya da enzimatik hidroliz
kullanmislardir. Etanolik E. Coli W3110 suslar1 E. coli SJIL25, E. coli SJL2526, E.
coli SJL27 ve E. coli SJL2627 kullanmiglardir. Maksimum biyoetanol verimi C.
Vulgaris’in sakkarifikasyonundan sonra E. coli SJL2526 ile gerceklesen

fermnantasyon siireci sonunda 0.4 g etanol / g biyokiitle verimi elde ettiler.

He ve ark. (2009) Paenibacillus sp. ve farkli Zymomonas mobilis suslar1 ile
tath patatesten elde edilen ham nisasta ile biyoetanol iiretimi ¢alismislardir. Ham
nigasta Paenibacillus sp. ile Zymomonas mobilis’in direk kullanabilecegi glikoza
doniistiirilmiistiir. Calismalarinda Z. Mobilis ATCC 29191 ve Paenibacillus sp. 9’ u
iceren kiiciik hacimli kiiltiirlerde en yiiksek etanol konsantrasyonunu (6.89 g / 1)
vermis olup, biiyiik 6lgekli fermantasyonda ise son etanol konsantrasyonu 6.60 g / L
elde edilmistir. Bu deger 120 saatlik bir fermantasyon siiresinden sonra 50.0 g / L

nisastadan etanoliin teorik veriminin% 23.24'ine tekabiil etmektedir.

Yanase ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada seliilozdan etanol iireticisi olan,
yiiksek biiyiime ve fermantasyona sahip bir termotolerant maya olan Kluyveromyces
marxianus kullanmiglardir. Tir, hiicre ylizeyinde Trichoderma reesei endoglucanase

ve Aspergillus aculeatus B-glukozidaz gosterecek sekilde genetik olarak tasarlanmis
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ve seliilozik B-glukan ile dogrudan 12 saat igerisinde 48 ° C'de 10 g/ L'lik bir etanole
doniistiirmistiir. Etanol verimi (tiiketilen f glukan grami bagina iiretilen etanol
grami) 0,47 g/g olup bununda teorik verimin% 92.2'sine tekabiil ettigini
bildirmislerdir.

2.3.Kullanilan Prosese Bagh Yapilan Calismalar

Ho ve ark. (2013) yaptigi calismada karbonhidrat bakimindan zengin bir
mikroalg olan Chlorella vulgaris FSP-E'nin g¢esitli hidroliz stratejileri ve
fermantasyon islemleri yoluyla biyoetanol iiretimi arastirilmigtir. C. vulgaris FSP-E
biyokiitlesinin (kuru agirlik basina % 51 karbonhidrat iceren) enzimatik hidrolizi, %
90.4 glikoz verimi saglamistir. Enzimatik mikroalg hidrolizatint SHF ve SSF
uygulamalar1 sirasiyla% 79.9 ve% 92.3 teorik verimle etanole doniistiirdi. % 1
stlfurik asitli su ile seyreltilmis asidik hidrolizde ise C. vulgaris FSP-E
biyokiitlesinin  sakrifiye edilmesi verimli oldu ve baslangigta 50 g/L
konsantrasyonunda mikroalgal karbonhidratlardan yaklasik % 93.6 glikoz verimi
elde edildi. SHF islemi sonunda ise 11.7 g/L konsantrasyonunda (% 87.6 teorik

verim) etanol liretmistir.

Tan ve ark. (2014) deniz yosunu atiklarindan SHF ve SSF prosesleri
kullanilarak etanol {iretimi amaglandi. SHF islemi i¢in, ii¢ islem degiskeni, substrat
konsantrasyonu, pH ve sicaklik degistirilerek enzimatik hidroliz gergeklestirildi. En
yiiksek glikoz verimi (% 99.8); pH 4.8'de, 50 ° C'lik bir sicaklikta ve % 2 (w/v) elde
edildi. Daha sonra fermantasyon islemi ile SHF de % 55.9'luk bir biyoetanol verimi
elde edildi. Buna karsilik SSF’de ise % 90.9 biyoetanol verimi elde edildi. Bu
sonuglar dogrultusunda deniz yosunu kati1 atiklarindan biyoetanol iiretiminde
SSF'sinin SHF'ye gore bir takim avantajlara (maliyet ve enerji tasarrufu saglayan

basit bir tek agamali prosediir ) sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Khuong ve ark. (2014) konsolide biyoislem (CBP) prosesi kullanilarak seliiloz

fermente eden mantar Phlebia sp. ile seker kamisi atiklariin alkali 6n muamele ile
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optimizasyonunu incelenmislerdir. Mantar 120 saat boyunca hizla seliilaz ve ksilanaz
tiretmistir. Bu mantar NaOH ile 6n igleme tabi tutulmus 20 g/ L seker kamis1 atigiyla
fermante edildiginde 4,5 g/L etanol iirettigini bildirmislerdir(% 65.7 verim).
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Tez ¢alismasi kapsaminda {i¢ farkli grupta kesikli reaktorler kurulmustur.
Bunlar;
1- Hidroliz testleri i¢in kurulan 1 litrelik reaktorler
2- Halojen etkisinin belirlenebilmesi i¢in kurulan ¢oklu reaktor
sistemi ve
3- 400 L’lik pilot 6lgekli biyoetanol tiretim diizenegi olup takip eden

boliimlerde her bir reaktor grubu agiklanacaktir.

3.1.1.Hidroliz testleri icin kurulan 1 litrelik reaktorler

Bu agamada 1 Litrelik amber sisesi fermentor olarak kullanilmistir. Reaktorde
iiretilen gazin &lgiimii igin de tez danismanimin ve Ars. Gér. Ozan BEKMEZCI nin
proje calisanlar1 oldugu 16121 nolu “Siit endiistrisi atiksuyundan biyogaz iiretiminde
iz element ihtiyacinin belirlenmesi” isimli projede iiretilen bir gazolcer

kullanilmistir. Sisteme ait sematik ve fotografik gosterim Sekil 3.1°de sunulmustur.
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Fermentor Gaz Sayacl

Sekil 3.1. 1 litrelik kesikli fermentor ve gaz dlcere ait sematik ve fotografik goriinti

Kurulan bu reaktorde 1 litrelik amber sisesi kauguk bir tipa ile kapatilmistir.
Tipanin ortast delinmis ve buradan 8 mm’lik pndématik hortum ile fermentorde
olusan gazin gazodlgere gegisi saglanmistir. Gazdlger bir adet gaz toplama odacigi,
arduino uno, selenoid vanalar, basing Olger, sicaklik dlger, SCADA (supervisory
control ve data acquisition) sisteminden olusmaktadir. Gazolgere ait sematik

gosterim asagida Sekil 3.2°de sunulmustur.

Selenoid Vana

Basing
Olger

Fermentorden

gelen gaz hatt Gaz Olger

Sonrasi Tahliye

Sekil 3.2.Gaz dlgere ait sematik gosterim

Sematik gosterimi verilen gaz sayacinin ¢alisma prensibi su sekildedir:

Fermentorden gelen gaz, normalde ag¢ik (NA) vana tarafindan sayaca girer

ancak normalde kapali (NK) vana tarafindan ¢ikamaz. Dolayisiyla, gaz iiretilmeye
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devam ettikge, fermentdrden gelen boru hattinda ve gaz toplama odaciginda basing
artig1 olur. Odaciktaki basing dnceden belirlenen bir seviyeye ulagtiginda, 6rnegin dis
ortam basinin 50 mbar fazlasina, gaz bosaltma sekansi baslar:

1) NA vana kapanir ve 0,5 saniye beklenir.

2) NK vana agilir.

3) 5 saniye beklenir: Bu sirada gaz toplama odacigindaki basing ile ortam
basinci dengeleninceye kadar odaciktaki gaz NK vanadan disari ¢ikar.

4) NK vana kapatilir ve 0,5 saniye beklenir.

5) NA vana agilir.

6) Sicaklik ile sekans basindaki ve denge olustugundaki basing bilgileri
bilgisayara gonderilir.

Bu islem sirasinda tahliye edilen gazin miktari,

1) Gaz toplama odaciginin hacmi,

2) Sicaklik ve

3) Tahliye sonrasi denge basinci (ortam basinci) ile tahliye Oncesi basing
arasindaki farka

bagli olarak ideal gaz kanununa gore hesaplanir.

Calismada kullanilmis olan BMP183 basing sensorii, mutlak basing ve sicaklik
Ol¢limiinii ayn1 anda yapabilmektedir. Gaz toplama odaciginin hacmi de dnceden
bilindigin icin ideal gaz yasasina gore (P-V=n-R-T), tahliye edilen gazin miktarini

belirlemek mumkiin olacaktir.

Gaz sayacinin bilgisayardaki programi, her bir tahliye i¢in gelen veriyi, bir
Excel tablosunda, ilgili sayag¢ i¢in ayrilmis kolonlara tarih ve saat bilgisi ile sicaklik,
baslangi¢ basinci, tahliye basinci (ortam basinci) ve bunlara gore hesapladig: tahliye

edilen normal hacmi kaydeder.
Vanalar1 acip kapatma, basing sensoriinden veri alma ve bilgisayara veri

gonderme gibi islemleri yapacak SCADA (supervisory control ve data acquisition)

sistemi, Arduino Uno platformu ile yapilmustir.
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3.1.2.Halojen etkisinin belirlenebilmesi i¢cin kurulan ¢oklu reaktor sistemi

Es zamanli olarak ayni kosullarda halojen etkisi ile hidroliz olmus ekmek
atiklarindan fermantasyon siireci i¢in Harran Universitesi GAP Yenilenebilir Enerji
ve Enerji Verimliligi Merkezinde bulunan 50 reaktorliik sistem kullanilmistir. Bu
sistemdeki her bir reaktor reaksiyonun gerceklestigi gévde kismi, reaktdrde olusan
gazin biriktigi balon kismi ve 50 mBar’lik manometreninde bulundugu baglanti ve
numune alma yapilarindan olugmaktadir. Fermentorlerin kurulumu sirasinda; konik
silikon kauguk tipa (36-44 mm), 6 mm pnOmatik hortum, 6 mm fittings, 3 yollu
pnomatik vana, 3 yollu musluk, 50 mBar manometre, 500 mL HDPE plastik sise ve
1860+20,5 mL hacminde aliiminyum balon (24 °C sicaklikta, 50 mBar basing
altinda) kullanilmistir. Reaktoriin agzim1 kapatmak icin kullanilan silikon tipalar 6
mm’lik hortumun sizdirmaz bir sekilde gececegi sekilde delinmistir. Hortum bu
noktadan gegirilerek 3 yollu pndmatik vana ile baglantis1 saglanmistir. Bu vanalardan
biri reaktor kismina bagl biri reaktorde biriken biyogazin tahliye edilip biriktirildigi
balona ve sonuncusu ise basing dlgere baglidir. Pnomatik vananin bir ucuna baglanan
hortumun ucundaki {i¢ yollu vana gazin birikecegi balona baglidir. Deney sonrasinda
olusan gaz burada birikir ve gerekmesi durumunda gaz kromotografisinde okuma
yapmak i¢in numuneler bu noktadan almir. Kullanilan bir reaktdre ait sematik

gosterim ve ¢oklu reaktdr sistemine ait fotograf Sekil 3.3’de Ssunulmustur.

Manometre ‘@

3 Yollu Gaz depolama \\
Pnématik \ balonu /

3 Yollu musluk

500 mi
HDPE

Plastik
Sise

Numune alma ve gaz
toplama yapisi

Sekil 3.3. Caligmada kullanilan 50 reaktdrden olusan diizenege ait fotografik gosterim.
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3.1.3.Pilot ol¢ekli biyoetanol iiretim diizenegi

Biyoetanol iiretim diizenegi bir adet 400 litrelik hidroliz iinitesi, 1 adet 400
litrelik fermentdr, bir adet 400 litrelik damitma sistemi ve 1.5 metre uzunlugunda

damitma kulesinden olusmaktadir.

400 Litrelik Hidroliz Unitesi; Hidroliz iinitesi ¢ap1 80 cm ve yiiksekligi 80 cm
olan  silindirik  bir hazne olup merkez noktasinda bir  karistirict
bulunmaktadir(Heidolph RZR 2051). Unite paslanmaz kromdan iiretilmis olup

fotografik gosterimi asagida sunulmustur.

Sekil 3.4. 400 Litrelik hidroliz {initesi

400 L’lik Fermentor: Fermentor silindirik sekle sahip olup capt 60 cm ve
yiiksekligi 140 cm’dir. Fermentorde alt taban ve iist tavan disa dogru konik sekilde
tasarlanmis olup konik kismin yiiksekligi 10 cm’dir. Alt konik tabanin merkezinde
ve reaktoriin alt konik yapisinin hemen tizerinde fermentoriin tahliyesi icin sirasiyla 1
ve yarim in¢ kalinlikta paslanmaz kiiresel tahliye vanasi bulunmaktadir.
Fermentorden numune alinabilmesi i¢in de tabanindan 60 cm yiikseklikte numune
alma yapis1 bulunmaktadir. Numune alma yapisinin 20 cm altinda ise termometre
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bulunmaktadir. Gerektiginde reaktoriin 1sitilabilmesi i¢in reaktorde 7500 Watt

giiclinde rezistans bulunmaktadir.

Fermentoriin iist koni yamacinda ise gerektiginde i¢ine miidahale edilebilmesi
icin bir kapak ve tepe noktasinda olusan gazin toplanip Slgiilebilmesi i¢in bir gaz
tahliye borusu bulunmaktadir. Fermentore ait sematik ve fotografik gosterim Sekil

3.5’de sunulmustur.

Gaz Sayaci
Bosaltma -
Bakim /
Kapag /
2 7,5 KWh
Termometre Rezistans
wwe | =
Alma € —
Yapisi 2 = 5 SiviTahliye
Vanasi
Camur Tahliye
1 ) Vanasi

Sekil 3.5. Fermentore ait sematik ve fotografik gosterim

Damitma Tanki; Fermentdrde olusan etanoliin saflagtirilabilmesi i¢in 70 cm
capinda ve 110 cm yiiksekliginde silindirik ve paslanmaz kromdan yapilmis damitma
tank1 yapilmistir. Fermentordekine benzer sekilde iist ve alt kismi disa dogru 10 cm
yiiksekliginde konik yapidadir. Damitma tanki tabaninda fermentorde oldugu gibi bir
tahliye vanasi mevcuttur. Reaktdrde 1sitmanin yapilabilmesi i¢in dort adet 3000 Watt
giiclinde rezistans (toplam 12 kwh) bulunmaktadir. Reaktoriin tepe noktasinda ise

fermentordekine benzer sekilde bir kapak bulunmaktadir.
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| 3JKWh
_ Rezistans

F

l_

—1
— A

Sekil 3.6.Damitma tankina ait sematik ve fotografik goterim.

Reaktorde homojen 1sinmay1 saglayabilmek igin reaktor tabanindan ¢ekilen sivi
pompa yardimi ile (pompa marka ve Ozellikleri) reaktor Ustlinden sisteme geri
verilmektedir. Ayrica reaktdrde 1s1 dagilimmin daha dengeli olabilmesi igin
rezistanslar DIMMER sistemine baglanmistir. Dimmer devresi, alternatif akim ile
calisan bir gii¢ kontrol devresidir. Damitma tankina verilen toplam 1sitma giiciliniin

hedeflenen sicakliga ulastiktan sonra sabit tutulmasi i¢in kullanilir.

Damitma Kulesi; Fermentor sonrasinda olusan fermantasyon c¢dzeltisinde
bulunan etanoliin saflastirilabilmesi i¢in bir damitma kulesi kullanilmistir. Bu kule
yaklasik 150 cm yiikseklikte olup etanol ve suyun farkli sicakliklarda kaynamasi ve
yogunlagmasi prensibine dayanmaktadir. Sistem su sekilde c¢alisir. Damitma tankinin
yaklagik 95 °C’ye kadar isitilmasi sonucu fermentor sivisindaki su ve etanol
buharlagarak damitma kulesinde yukari dogru ilerler. Bu sayede damitma kulesi
1sinir. Su ve etanol buhari ilk olarak kule igindeki bakir filtrelerden gecer. Burada
buhar ile birlikte tasinan partikiil maddeler filtre olur. Bakir filtrelerden sonra alkol

ve su buhari seramik halkalarin bulundugu bir katmana gelir. Seramik halkalar
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sicaklig1 tutarak kolondaki sicakligin tutulmasma yardimer olur. Kolon bu kisimda
yaklasik 82 — 85 °C sicakliga ulasir. Su ve etanol buhar1 sonrasinda reflux iinitesine
gecer. Bu kisimdaki buhar tekrar 78 °C’ye kadar diisiiriiliir. Bu sayede su buharinin
biiylik kism1 yogunlasip damitma tankina dogru geri donerken etanol buharlagmaya
devam eder. Bu iiniteden sonra etanol buhari yogunlastirma bdlmesine geger ve

burada hizla sicaklik 20 °C’ye diisiiriiliir ve etanol yogunlasip sivi hale geger.

1
b

Sekil 3.7. Bakir damitma kulesinin i¢ ve dis yapisi goriiniimii

Sogutma i¢in kullanilan su ilk olarak etanoliin 78 °C’den hizla 20 °C’ye
diistiriilmesi i¢in etanol yogunlastirma bolgesine girer. Burada etanol hizla sogurken,
suyun sicakligr artar. Isinmis su etanol yogunlastirma bdlmesinden ¢iktiktan sonra
reflux bélmesine girer. Isinmis olarak bu bolmeye giren su gelen buharda kismi bir
sicaklik diisiisiine sebep olur ve bu sayede etanoliin reflux bolmesinde yogusmasi
engellenir. Damitma kulesine ait teknik Ozellikler asagida Cizelge 3.1°de

sunulmustur.
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Cizelge 3.1. 66 mm damitma kolon sisteminin ebatlari

Kazan Kapasitesi:

500 Litre,

Toplam Kolon yiiksekligi 150 ¢cm(100 cm Ana Kolon ve 50 cm Reflux
Kolonu)

Kolon Malzemesi Bakir

Kolon Cap1 66 mm

Kolon Et Kalimlig1 2mm

Reflux Kolon-Sogutucu(Cooler) baglanti ara | 40 cm

Parcas1 Uzunlugu

Reflux Kolon-Sogutucu(Cooler) baglanti ara | 28 mm

Pargas1 Cap1

Sogutucu-Parrot Baglantisi

15 mm konik diiz Rakor

Sogutucu Malzemesi Bakir
Sogutucu Yiiksekligi 80 cm
Sogutucu Cap1 42 mm
Sogutucu su Girig ve Cikis Elemanlari Piring
Parrot Malzemesi Bakir

Ana Kolon-Kazan Baglantis

66 mm 304 Paslanmaz Flansh Yakali contali ve
Paslanmaz Klamp vasitasiyla

Ana Kolon-Reflux Kolonu Baglantist

Bakir Flansh yakali, contali ve 304 paslanmaz
Klamp vasitasiyla

Parrot Yiiksekligi 40 cm
Parrot Ol¢iim Hazne Capi 28 mm
Parrot Olgiim Hazne Derinligi 25 cm

3.2.Yontem

3.2.1.Hidroliz testleri i¢in kurulan 1 litrelik reaktorler

Bu test maya uyandirma malt ile hidroliz isleminin degerlendirilebilmesi i¢in

yapilmstir. Bu amagla ilk olarak birinci reaktére 20 gram ekmek ve 4000 mg

UAKM/L esdegerinde maya 1 litrelik fermentdre alinmistir. Ikinci reaktdrde ise 20

gram ekmek, 20 gram malt 6ziitii ile karistirild1 ve kademeli hidroliz (72 °C’de 1 saat

sivilagtirma ve 68 °C’de 2 saat sakkarifikasyon) uygulandi.

Reaktorde mayalarin

gelisiminin sorunsuz olmasi i¢in yardimec1 maddeler 3 g KH,PO4, 3 g K;HPOS, 0.25
mg MgSO4*7H,0 ve 0.08 g CaCl,*2H,0 eklendi. 3 giin siire ile fermantasyona tabi

tutulmus ve bu siirecte baslangi¢ ve bitis pH, karbonhidrat, AKM ve gaz dlgiimleri

yapilmistir. Uretilen etanol miktar1 bu kisim icin teorik olarak hesaplanmistir.
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3.2.2.Halojen etkisinin belirlenebilmesi icin kurulan ¢oklu reaktor sistemi

Bazi  halojenlerin  hidroliz ve fermantasyon verimine etkisinin
degerlendirilebilmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda NaF, NaCl, KI ve Br hidroliz
ortammna eklenmis ve hidroliz performansma etkisi arastirilmistir. Ayrica bu
hidrolizatin fermantasyon siireci de takip edilmis ve gerek hidroliz asamasina

gerekse fermantasyon agsamasina etkileri ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

Bu amagla farkli konsantrasyonlarda hidroliz ortamina eklenen halojen

konsantrasyonlar1 asagidaki Cizelge 3.2’°de sunulmustur.

Cizelge 3.2. Halojen etkisi testi i¢in reaktorlere ait isletim kosullar1

Reaktor No Halojen Kons. Ekmek kons. Malt kons.
1 100 mg NaF/L

2 1000 mg NaF/L

3 2000 mg NaF/L

4 580 mg NaCl/L

5 5800 mg NaCl/L

6 11600 mg NaCl/L

7 5g KI/L 20g/L
8 10 g KI/L 20 gL

9 50 g KI/L

10 0,75 g KBr/L

11 7,53 g KBr/L

12 15,06 g KBr/L

13 -

14 - -

Hidroliz asamas1 1 litrelik ana reaktorlerden olusmakta olup fermantasyon
asamasinda ise bu 1 litrelik reaktorlerden s1vi hacmi 250 ml olan 3 adet kesikli
reaktor kurulmustur. Hidroliz asamasinda her bir 1 litrelik reaktére 20 gram ekmek
at1ig1, 20 gram malt ve farkli konsantrasyonlarda halojen eklenmistir. ki grup (13 ve
14 nolu reaktorler) kontrol olarak ¢alistirilmigtir. Bunlardan 13 nolu gruba halojen
eklenmemis ve 14 nolu gruba ise malt eklenmemistir. Bu sayede malt igerigindeki
enzimlerin ¢alisma siireglerine halojenin etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Reaktorlerde malt eklemesi ile birlikte pH 6.36+0.15 olarak Olgiilmiis ve

enzimatik siire¢ i¢in ilave bir pH ayarlamasi yapilmamistir. Hidroliz asamasinda
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reaktorler 1.5 saat boyunca 72 °C’de sicak su banyosunda 100 RPM’de
karistirilmistir. 1.5 saat sonunda sicaklik 68 °C’ye distiriilerek sakkarifikasyon
siireci baslatilmistir. Bu asamada pH kontrol edilmis ve 5.83+0.14 olarak
Olclilmiistiir. Hidroliz ve sakkarifikasyon siireleri malt igerisindeki enzimlerin U

degerleri baz alinarak hesaplanmistir(Trait Descriptions, 2016).

Hidroliz siireci sonunda reaktérdeki sivi homojen olarak 3 farkli 500 ml’lik
kesikli fermentore alinmistir (¢oklu reaktor sistemi). Fermentorlerde 4000 mg
UAKM/L esdegerinde maya eklenerek fermantasyon siireci 30 °C’de sicaklik
kontrollii odada baslatilmistir. Fermantasyon siireci gaz ¢ikisi ile takip edilmis olup

3. giin sonunda sonlandirilmstir.

3.2.3.400 L’lik pilot 6lcekli biyoetanol iiretim diizenegi

Sistemin etanol {iretimi yapabilirliginin ve saflastirmasi veriminin test
edilebilmesi i¢in fermentdr ve damitma sistemi ayr1 ayri test edilmistir.

Fermentoriin test edilmesi i¢in ilk asamada sizdirmazlik testleri yapilmigtir. Bu
amagla reaktor su ile doldurulmus ve olasi kagalar tespit edilerek onlemler alinmistir.
Ikinci asamada ise reaktore hidroliz {initesinde hazirlanmis 400 litrelik ve iginde 50
kg seker bulunduran ¢ozelti (125 gram Seker /L) fermentdre verilmistir. Reaktorde
mayalarin azot, fosfor gibi besin ihtiya¢larinin karsilanabilmesi i¢in 1 kg karbon
icermeyen DAP 18-46-0 giibresi eklenmistir. Bu giibrenin 100 kg’inda 18 kg azot, 56
kg fosfor penta oksit bulunmaktadir. igerdigi fosforun da %90’1indan fazlasi su iginde
eriyebilir 6zelliktedir. Maya 4000 mg/L UAKM olacak sekilde reaktore eklenmistir
(12 paket 500 mg’lik firinc1 mayasi). Calisma boyunca fermentorden diizenli olarak

pH, karbonhidrat ve gaz debisi izlenmistir.

Damitma diizeneginin test edilebilmesi igin ise fermentdr {initesindekine
benzer sekilde sizdirmazlik testinden sonra 400 litre % 7.5’lik etanol ¢ozeltisi
damitma tankina eklenmis ve damitma siireci denenmistir. Bu siirecte sogutma suyu

debisi, sicakligi, kolon ve damitma tanki sicakligi, verilen enerji miktar1 ve iiretilen
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etanoliin saflif1 diizenli izlenmistir. Buna gore en yiiksek safliktaki etanoliin elde

edilebilmesi i¢in optimizasyon c¢aligsmasi yapilmistir.

3.4.Analitik Yontemler

On islemler sirasinda enzim aktivitesi seker seviyeleri ve pH diizenli izlendi.
Etanol, glikoz ve sakkaroz konsantrasyonlar1 SHIMADZU DGU 20ASR marka
HPLC’de CarboSep CHO 87P kolonu ile o6lgiildi. Damitma kolonundan distile
edilen etanoliin safliginin belirlenmesinde hidrometre ve kullanilmistir. pH, WTW
marka multimetre ile belirlenmistir. Toplam karbonhidrat tayininde Dubois ve
arkadaglarimin tarif ettigi metot kullanilmistir( Dubois ve ark., 1956). AKM ve
UAKM standart metotlarda tarif edildigi sekilde yapildi(APHA, 2005).

3.4.1.Toplam karbonhidrat tayini

Bu analiz Dubois ve arkadaslarinin tarif ettigi sekilde yapilmistir. Numunler
analiz oncesi 0.45 pl filtreden gecirilmistir. Cam tiiplere alinan 200 ml numune 1 ml
H,SO, eklenerek karistirilmistir ve numunede bulunan organik maddelerin
parcalanmas1 saglanmistir. Daha sonra cam tiipe 10 ul % 82’lik fenol ¢ozeltisi
eklenmis ve 20 dakika bekletilerek renk doniisimii gézlenmistir. Renk doniisiimii
sonrasinda numuneler 495 nm’de spektrofotometrede (Merck Spectroquant Pharo

100) okunmustur. Kullanilan metoda ait kalibrasyon egrisi Sekil 3.8’de sunulmustur.
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Sekil 3.8. Toplam karbonhidrat tayini i¢in kalibrasyon egrisi

3.4.2.Etanol, glikoz ve sakkaroz tayinleri

Calisma  boyunca etanol, glikoz ve sakkaroz konsantrasyonlari
konsantrasyonlar1 SHIMADZU DGU 20ASR marka HPLC’de CarboSep CHO 87P
kolonu ile 6l¢iildii. Calisma sirasinda alinan numuneler bozulma ve kontaminasyon

riskini azaltmak i¢in filtreden geg¢irilerek buzdolabinda saklanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Materyal ve yontemde belirtilen tiim ¢alismalarin sonuglar1 bu kisimda ayri

basliklar altinda belirtilmistir.

4.1.Hidroliz Testleri

Bu asamada mevcut diizenegin calisabilirliginin kontrolii i¢in 1 litrelik
fermentorlerde hidrolizli fermantasyon ¢alismasit yapilmistir. Bu amagla 1 litrelik su
icerisine 20 gram ekmek atig1 ve 20 gram malt eklenmistir. 3 saatlik hidroliz testi
sonucunda hidroliz verimi Olgiilmiistiir. Bu amagla test Oncesinde ve sonrasinda
AKM, karbonhidrat ve pH olgiilmiistiir olup sonuglar asagida sunulmustur(Cizelge
4.1).

Cizelge 4.1. Calismaya ait AKM, karbonhidrat ve pH degerleri

AKM (mg/L) Karbonhidrat (mg/L) | pH
Baglangic 40000+1200 1658+49,74 6,36
Hidroliz  Sonu /| 7060+211,8 21234+685,89 5,83
Fermantasyon
Baglangici
3. Giiniin Sonu 624044949 580+17,4 3,49

Fermantasyon siirecinde olusan gaz hacimleri anlik olarak takip edilmistir. 3

giin siiren calismada 2. giinden sonra gaz cikis1 gézlenmemistir. Cikan toplam gaz

miktar1 890 mL olup teorik olarak 1.63 gram etanol olusumuna isaret etmektedir.
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Sekil 4.1. Hidrolizli ekmek artig1 fermantasyonu ¢aligmasi zamana bagli gaz hacimleri

Hidrolizsiz ortamda ekmek ile mayanin 1 litrelik siirecteki tepkilerinin anlik

gaz iretimi ile kontrol edilebilmesi i¢in ayrica 1 L’lik hidroliz asamasi

uygulanmadan 20 g ekmek ve 4000 mg/L UAKM es degerinde maya fermantore

eklenmis ve test Oncesinde ve sonrasinda AKM, karbonhidrat pH ve anlik gaz

tiretimi Ol¢ililmistiir. Sonuglar asagidaki ¢izelge ve grafikte sunulmustur.

Cizelge 4.2. Ekmek artigindan fermantasyon testine ait AKM, karbonhidrat ve pH degerleri

AKM (mg/L) Karbonhidrat (mg/L) pH
Baslangig 194004+219,20 485+14,55 6,53
3. giiniin Sonu 11065+£671,54 341,26+10,26 3,67

Gaz Ol¢iimiine ait grafik ise asagida sunulmustur. Hidrolizsiz ekmek

fermantasyonunda ekmekte kalabilen seker gruplar1 fermente oldugundan gaz hacmi

diisiiktiir. Gaz olger ise sadece iki 6l¢iim alabilmistir. Toplam gaz hacmi ise 0,028

L’dir.
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Sekil 4.2. Hidrolizsiz ekmek atig1 fermantasyonunda olusan gaz hacmi.

4.2.Halojen Testleri

Halojen testleri iki gruba ayrilmistir. ilk grupta (kontrol gruplari) hidrolizli
(halojen icermeyen) ve hidrolizsiz denemelerin sonuglar1 verilmistir. Tkinci kisimda

ise halojen testlerine ait sonuglar kontrol gruplari ile kiyaslamali olarak sunulmustur.

4.2.1.Kontrol gruplari

Hidroliz asamasi nisastanin maya tarafindan kullanilabilir boyutlara
getirilmesi stirecidir. Bu siirecte alfa ve beta amilaz enzimleri gorev alir. Alfa amilaz
enzimleri nisasta molekiillerini 1.4 baglarindan kirarak dextrin sekerini olusturur.
Ancak dekstrin maya tarafindan kullanilamaz ve fermantasyon baglamaz. Bu
asamada beta amilaz enzimleri kalan reaksiyonu (nisastadan fermente edilebilir seker
tirevlerinin olusumu) tamamlar. Bu asamada maya sekerleri kullanarak etanol

fermantasyonu yapabilir.
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Sekil 4.3. Nisasta, dekstrin ve glikoz molekiillerinin yapisi

Ekmek artiklarindan etanol sentezinde de yukarida bahsedilen sebeplerden
dolayr hidroliz adimi gereklidir. Literatiirde bu konuda yapilan c¢alismalarda
oncelikle alfa amilaz enzimi ve ardindan glikoamilaz enzimi kullanilmis ve fermente
olabilir seker tiirevleri agiga g¢ikarilmistir(Ebrahimi ve ark., 2008). Ekmek tiirevi

atiklardan etanol sentezinde dolayzisi ile hidroliz adimi bir gerekliliktir.

Ancak ekmek yapisinda bazi fermente olabilir sekerleri barindirir. Firincilikta
yaygin olarak sukroz (¢ay sekeri olarak da bilinir) kullanilir. Sukroz glikoz ve
fruktoz sekerlerinin bag kurmus halidir ve tatliligin 6l¢iimii i¢in bu seker tiirii bir

standart kabul edilir (Sukrozun tatlilik degeri 100°diir)(Bayraktar, 2001).

Firmcilarin yaygin olarak kullandig1 seker tiird
sukrozdur(glikoz+fruktoz=sukroz). Tathilik seviyesini 6lgmek icin bu seker tiiri
diger tiim sekerlerin degerlendirilmesinde standart kabul edildi. Sukrozun tatlilik
degeri 100°diir. Bu 0lglim ayrica yapay tatlandiricilarda kullanildi. Maillard
reaksiyonu ile iiretilen firin iirlinlerinde protein vasitasiyla renk verebilen 2 tiir seker
vardir. Indirgenen sekerler glikoz maltoz ve laktozdur ve bunlar protein varliginda
firmlanma islemi boyunca koyulasir ve karemallesir. Ekmekteki protein varlig
yumurtadan undan ve ya siitten gelmektedir. Bu reaksiyon siirecinde nem olmaktadir.
Sekerin firincilik isleminde bir¢ok fonksiyonu vardir. En yaygin olan1 ekmegin tadi

icin eklenmesidir. Nemi tutar, tazeligine katki saglar, ¢ignenebilirlik, esneklik ya da
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sertligine katki saglar, Ayni zamanda ekmek hamurunun viskozitesine katki
saglayarak {iriiniin uzama ya da par¢alanma 6zelliklerine etki eder. Fermente olabilir
sekerin firincilik siireclerindeki bu kullanimini sinirlayan tek durum hamurdaki
mayanin sekeri tiiketmesidir. Bu nedenle yukarida sayilan 6zellikler mayanin
ihtiyacindan daha fazla seker eklenmesi durumunda gecerlidir. Cizelge 4.3’de mayali

ekmekler i¢in seker seviyeleri verilmistir(Busken, 2007).

Cizelge 4.3. Mayali ekmek’te bulunabilen seker yiizdeleri

Ekmek Tiirevleri % Seker Miktarlari
Ocak tipi ekmek 05-4

Beyaz ekmek 6-12

Tath ekmek 14 - 22

Literatiirde ekmek tiirevli maya bazli etanol {iretiminde fermantasyon
oncesinde hidroliz i¢in enzim ilavesi gerekmektedir. Yapilan literatiir calismasinda
da Saccharomyces cerevisiae’nin dogrudan kullanimi {izerine ¢alisma olmamasina
ragmen bazi bagska maya tiirevlerinin amilaz tiirevlerini iiretebildigi belirtilmistir. S.
fibuligera gida kaynakli bir maya olup yiiksek amilolitik aktiviteye sahiptir(amilaz
ve tiirevlerini sentezleyebilme yetenegi). Yapilan c¢alismalar S. Fibuligera
hiicrelerinin iki ¢esit amilolitik enzim irettigini (a-amylase ve glucoamylase )ortaya
koyarken bazi arastirmacilar tek tip enzim direttigini savunmaktadir (Hostinova,
2002). Saccharomycopsis fibuligera CBS 6266 ‘in mikroskopik gosterimi sekilde
goriilmektedir(Kurtzman ve Smith, 2011).
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Sekil 4.4. Saccharomycopsis fibuligera CBS 6266

Saccharomyces cerevisiae ile patates kaynakli nigasta tiirevlerinin dogrudan
fermantasyon iizerine yapilan ¢alismalarda ise Aspergillus niger, ve A.niger’in es
kiiltiirleri Saccharomyces cerevisiae ile birlikte kullanilmistir. Amilolitik aktivite,
nigsasta kullanom miktar1 ve orani, etanol verimi es Kkiiltiirlerde mono kiilttiirlere
kiyasla sinerjik metabolik etkilesim nedeni ile birka¢ kat artmistir. Ko kiiltiirdeki
Saccharomyces cerevisiae miktarinin % 4’ten 12’ye arttirilmasi etanol iiretiminde
dramatik bir artiga ve teorik maksimum etanoliin 2 giin i¢inde {iretilebilmesine imkan

tanimaistir.

Ancak literatiirde Saccharomyces cerevisiae ile dogrudan fermantasyon
lizerine caligmalar farkli bakteriler ile karisik kiiltiir olarak tanimlanmis olup
Saccharomyces cerevisiae’nin monokiiltiirlerinin - kullanimi  iizerine ¢alismalar
bulunmamaktadir. Ozellikle ekmek tiirevi nisastali atiklar icin fermantasyon
oncesinde ¢esitli hidroliz adimlari izlenmis olup Saccharomyces cerevisiae’nin

hidroliz olmaksizin ekmek tiirevleri ile iliskisi {izerine ¢alisma yoktur.

Tez calismasinin bu kisminda bu nedenle ekmek tiirevi nisastali atiklarin
dogrudan fermantasyonu hidroliz adimi takip edilmis fermantasyon siireci ile
karsilastirmali olarak arastirilmistir. Bu amagla kurulan iki set fermentor
kurulmustur. Bu fermentorlerden ilk sette hidroliz adimi uygulanmis (alfa ve beta
amilaz enzimleri ile) ekmek hidrolizati; ikinci sette ise dogrudan ekmek eklenmis

olup Saccharomyces cerevisiae ile fermantasyona birkilmistir.
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Hidroliz asamasinda, iki setten birinde alfa ve beta amilaz enzimleri (malt
formunda) kullanilmis olup alfa amilaz i¢cin 70 °C’de 1.5 saat ve beta amilaz

enziminin ¢alisabilmesi i¢in de 62 °C’de 1.5 saat bekletilmistir.

Hidrolizsiz set icin ise ayni iglemler alfa ve beta amilaz enzimleri eklenmeden
uygulanmigtir. Caligmada her saat basi numune alinmis olup glikoz ve sakkaroz

degerleri izlenmistir. Degerler Sekil 4.5’de sunulmustur.
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Sekil 4.5. 3 saatlik hidroliz siirecinde glikoz ve sakkaroz sekerlerinin zamana bagli degisimi

Hidrolizli siiregte sakkaroz degerleri ilk 1. saat sonunda 100 mg/L seviyesinden
1720 mg/L seviyesine ¢ikarken 3. saatin sonunda daha da yiikselerek 2050
seviyelerine ulagmistir. Glikoz ise aynmi siiregte 1. saatin sonunda 4120 mg/L
seviyesine ve 3. saatin sonunda ise 4520 mg/L seviyesine ulagmistir. Yapilan 3
saatlik ¢alismanin ilk 1.5 saati alfa amilaz sicaklik kosullar1 ve sonraki 1.5 saati beta
amilaz enzimi sicaklik kosullarina gore yapilmis olmasina ragmen ilk saatlerde hizli
bir sakkaroz yikselisi gozlenmistir. Bu durum es zamanl sivilagtirma ve

sakkarifikasyon olduguna isaret etmektedir. Bu durum asagidaki sekil ile
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aciklanmaktadir(“The Brewer’s Window: What Temperature Should I Mash at?,”
2012). 11k 70 °C’lik 1.5 saatlik siirecte beta amilaz enzimi aktiftir.

Enzyme Activity in a 1 Hour Mash

Sources: Palmer, Mr. Wizard and Narziss

Degrees C
50 52 54 56 58 60 62 64 66 7‘:,58 70 72 74 76 78 80
100% t+ + + + t+ % i 4 : + t+ t+ t+ t+

90% A

e | O

p——

Fermentabili
80% A ty

70% 1

60% 1

50% 4

B-Amylase vlase

40% A
30% A

L" Dextrins
20% A
D e R

IV NN\

122 125 128 131 134 137 140 143 146 149 15553‘-.155 158 161 164 167 170 173 176
Degrees F

4 ” 1
Brevfers
Wincllow

10% A

0%

Sekil 4.6. Alfa ve beta enzimleri varliginda sicakliga bagli olarak enzim aktiviteleri

Calismada pH ise diizenli takip edilmis olup alfa amilaz i¢in 6.20+0.18; beta

amilaz stireci i¢in ise 5.64+0.15’e ayarlanmistir.

Hidroliz asamas1 sonras1 her bir setten (hidrolizli ve hidrolizsiz) 250 ml’lik siv1
igeren 3’er reaktor kurulmus ve reaktorler 72 saatlik fermantasyona tabi tutulmustur.
Caligsma baglangicinda her bir reaktdrden toplam organik karbon, glikoz ve sakkaroz
ile 72 saatlik siire¢ sonunda bu analizlere ilave olarak olusan gaz hacmi ve etanol
miktar1 Ol¢lilmiistiir. Sonuglar yukaridaki sekilde hidrolizli ve hidrolizsiz siire¢ i¢in
ayr1 ayr1 sunulmustur. Olgiilen sakkaroz ve glikoz miktarlar1 ise asagida Cizelge

4.4’de sunulmustur.
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Cizelge 4.4. Hidrolizli ve hidrolizsiz siire¢ igin dlgiilen glikoz ve sakkaroz miktarlart

Hidrolizli Hidrolizsiz

Baslangic Bitis Baglangic Bitis
Glikoz (mg/L) 4520 0 0 0
Sakkaroz (mg/L) 2043 0 100 72.6£15

Calisma boyunca fermantasyon siirecinde olusan gazlar (biiylik oranda CO,)
aliiminyum gaz balonlarina toplanmis ve siire¢ sonunda toplam gaz miktari
Olclilmiistiir. Buna gore her bir set i¢cin olusan gaz hacimleri ile iiretilen etanol

miktarina bagl olarak teorik gaz miktarlar asagidaki Cizelge 4.5’de sunulmustur.

Cizelge 4.5. Teorik ve dlgiilen gaz degerleri

Hidrolizli Hidrolizsiz
Olgiilen Etanol (mg/L) 10,60 1,15
Reaktor Hacmi (L) 0,25 0,25
Etanol (g) 2,65 0,28
Teorik gaz (ml) 1,44 L 0,152
Olgiilen gaz (ml) 938+26 162438

4.2.2.Halojen testlerinin sonuclari

Halojenler, periyodik tablonun 7A grubunda bulunan, tepkimeye egilimli
ametallerdir. Diger bir ifade ile madenlerle bilesince tuz verebilen brom, flor, klor ve
iyot elementlerine verilen isimdir. Yapilan bazi calismalarda halojenlerin amilaz
aktivitelerine etkisi oldugu bildirilmistir(Clifford, 2015; McClure, 1939). Ancak bazi
halojenler hidroliz asamasinda amilaz aktivitesini olumlu yonde etkileyebilirken,
fermantasyon asamasinda maya lizerinde inhibe edici ya da toksik etkiye sebep
olabilir. Bu nedenle klor, flor, brom ve iyot elementlerinin tiim siirece etkisi tez
calismasinin bu bolimiinde arastirilmistir. Bu amagla literatiirde sunulmus halojen

konsantrasyonlar1 arastirilmis ve asagidaki Cizelge 4.6’ da goriilmektedir.
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Cizelge 4.6. Halojenler ve amilaza etkileri tizerine yapilan ¢aligmalarda test edilen degerleri

Halojen Test Edilen Konsantrasyonlar1 | Referans

NaCl 100-2000 mg/L (Clifford, 2015)
NaF 580-11600 mg/L (McClure, 1939)
Kil 5000-50000 mg/L (Clifford, 2015)
KBr 750- 15060 mg/L (Clifford, 2015)

Buna gore, farkli konsantrasyonlarda floriir, klor iyot ve brom igeren hidroliz
reaktorleri 3 saat siire ile hidroliz asamasina tabi tutulmus ve saat basi numune
alimmustir. Buna gore her bir halojen i¢in asagida hidroliz ve fermantasyon asamasi

sonuclar1 sunulmustur.

Klor iizerine yapilan calismalarda Li, Na, K ve NH4 formundaki klorun
diyastatik etkiyi (enzimin nisastayr parcalayabilme yetenegi) arttirdigi
bildirilmektedir. Diger formdaki tuzlardan olan Mg (MgCl, formunda) 0.5 M
konsantrasyonu i¢in amilaz aktivitesini inhibe ettigi ve Li, NH," ve Ca tuzlari igin bu

konsantrasyonun daha az etkili oldugu belirtilmistir.
Yapilan calismada 1. Ve 3. Saat sonu glikoz ve sakkaroz konsantrasyonlar1 ve

3. saatten sonra fermantasyon siirecine girmis numunelerin fermantasyon

sonrasindaki etanol iiretimleri agagidaki ¢izelgede sunulmustur.
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Cizelge 4.7. NaCl nin farkli konsantrasyonlar1 i¢in bulunan degerler

Hidroliz
Fermantasyon
1 Saat 3. Saat
NaCl Sakkaroz | Glikoz | Sakkaroz | Glikoz Sakkaroz | Glikoz | Gaz
Etanol (%)
(mg/L) (mg/L) (mg/L) | (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) | (ml)
580 1.518 3.608 |1.975 4744 |1,35+0,04 |- - 1028+71
5800 1.267 5336 |1.604 5.471 |0,95+0,23 |- - 802+10
11600 962 4.642 |1.258 5.630 |0,87+0,22 |- - 705+13
Halojensiz | 1.719 4123 |2.043 4570 |1,37+0,01 |- - 938+26
Hidrolizsiz | 99 0 103 0 0,15+0,02 |- - 162+38

Cizelge 4.7°de goriilebilecegi iizere, hidroliz verimi NaCl tuzunun
konsantrasyonuna bagli olarak artis gostermistir. Hidroliz siiresi sonunda, 11600
mg/L NaCl igeren hidroliz reaktdriinde 5630 mg/L glikoz konsantrasyonu ile en
yiiksek glikoz iiretim verimi elde edilmistir. Kontrol reaktdrii (halojen ilavesi
olmayan) ile kiyaslandiginda bu deger %23 daha yiiksektir. 5800mg/L lik NaCl
denemesi izlendiginde ise ilk 1 saatin sonunda 5336 mg/L seviyesine ulagilmis ve 1.

saat ile 3. saat arasinda kayda deger bir artis gozlenmemistir.

Hidroliz silireci sonrasinda fermantasyona tabi tutulan Orneklerde de
fermantasyon verimleri ¢izelgede goriilmektedir. Buna gore tuz konsantrasyonunun
artmasi ile fermantasyon verimi diismektedir. 580 mg/L NaCl i¢in %1.35 etanol

tiretilirken 11600 mg/L NaCl i¢in bu deger 0.87 %’ye diigmektedir.

Flor iizerine yapilan literatiir taramasinda K ve NH4;* formundaki florun
tiikiiriikte bulunan amilaz aktivitesini inhibe ettigi ancak daha giincel ¢aligmalarda
pH’ya bagli olarak NaF konsantrasyonlar1 denenmis ve 0.1, 0.2 ve 0.3 M NaF i¢in
sirast ie pH 6.3-6.7, 6.6-6.8, ve 6.6-6.8 araliklarinda yapilan denemelerde %24’e
kadar tuz icermeyen ortamda amilaz aktivitesini arttirdigi bildirilmistir(McClure,
1939).

Buna gore yapilan ¢alismada 100, 1000 ve 2000 mg/L NaF igeren hidroliz
reaktorleri klor siirecinde oldugu gibi hidrolize ve sonrasinda fermantasyona tabi

tutulmustur.
59



4.ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Tiilay YILMAZ

Cizelge 4.8. NaF’in farkli konsantrasyonlari i¢in bulunan degerler

Hidroliz

1. Saat 3. Saat Fermantasyon Sonu
NaF Sakkaroz | Glikoz | Sakkaroz | Glikoz | Etanol Sakkaroz | Glikoz | Gaz
(mg/L) (mg/L) | (mg/L) [(mg/L) |[(mg/L) |(%) (mg/L) |[(mg/L) |(ml)
100 1709 4116 1635 4022 0,82+0,07 968+53
1000 1619 4444 1446 3930 120,08 64724
2000 1115 3647 1032 4178 0,56+0,11 | 20£16 978+138 | 415+18
Halojensiz | 1719 4123|2043 4570 | 1,37+0,01 938+26
Hidrolizsiz | gg 0 103 0 0,15+0,02 162+38

Yapilan calismada 100 ile 2000 mg/L konsantrasyonlarinda test edilen NaF’in
fermantasyon siirecine olumlu bir etkisi gozlenmemistir. Bulunan etanol
konsantrasyonlar1 halojensiz kontrol grubundan daha da diisiik goézlenmis olup
muhtemel bir inhibisyondan s6z edilebilir. Benzer bir durum hidroliz siireci i¢in de

gecerli olup NaF’in hidroliz siirecine olumlu bir etkisi gdzlenmemistir.

Brom ile yapilan ¢alismalarda MgBr,, NH4Br, LiBr ve BaBr; i¢in optimum
konsantrasyonun 0.125 ve 0.008 M oldugu belirtilmistir. Tez ¢aligmasinda ise 750 ile
15060 mg/L’lik konsantrasyonlar denenmis olup sonuglar Cizelge 4.9°da

sunulmustur.

Cizelge 4.9. KBr’un farkli konsantrasyonlari i¢in bulunan degerler

Hidroliz

1.saat 2.saat 3.saat Fermantasyon Sonu
KBr Sakkaroz | Glikoz | Sakkaroz | Glikoz | Sakkaroz | Glikoz |Etanol Gaz
(mg/L) (mg/L) |(mg/L) |(mg/L) [(mg/L) |(mg/L) |(mg/L) |(%) (ml)
750 2312 3861 2346 4217 2474 3545 1,28+0,06 | 884431
7530 2139 4451 2297 4618 1675 3489 0,90+0,17 | 777+137
75060 2088 5093 2215 5148 2074 4620 1,03£0,05 | 608+6,4
Halojensiz | 1719 4123 2043 4570 1,37+0,01 |938+26
Hidrolizsiz | 99 0 103 0 0,15+0,02 | 162+38
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Yiikselen KBr konsantrasyonlar1 hem hidroliz asamasinda hem de
fermantasyon asamasinda olumlu yonde etki gostermistir. 15060 mg/L
konsantrasyonundaki hidroliz reaktoriinde kontrol reaktoriine nazaran kiiglik bir artig
gozlenmistir (~1 civar1). Etanol konsantrasyonu ise test edilen li¢ KBr
konsantrasyonu i¢in en yiiksek deger yine 0,75 mg/L’lik degerde bulunmustur.
Ancak etanol konsantrasyonu kontrol grubu reaktoriinden daha diisiik bulunmus olup
etanol verimini arttirmamistir. Fermantasyon sonu kurulan reaktorlerden alinan

numunelerde sakkaroz ve glikoz 6lgiilebilir seviyenin altindadir.

Iyotun amilaz aktivitesine etkisi literatiirde cesitlilik gostermektedir. Li, NH4,
Mg ve Ca tiirevi iyotlar 0.5 M konsantrasyonlarda inhibe edici etkiler gosterirken
Cal, i¢in 0.06M; Lil ve Mgl i¢in 0.03 M ve NH4I i¢in 0.25 M konsantrasyonlarinda
inhibisyon goézlenmistir. Na, K ve Ba tiirevi iyotlar ise 0.5 M konsantrasyonda

amilazin diastatik aktivitesini arttirici etki gostermistir(Clifford, 2015).

Yapilan ¢alismada ti¢ farkli reaktére 5000-50000 mg/L konsantrasyonun da Kl
eklenmis ve sonuglar asagidaki ¢izelgede sunulmustur. Buna gore 10000 mg/L
konsantrasyonunda Kl optimum verimi saglamis ve 3. saatin sonunda 2043 mg/L ve
4570 mg/L’lik kontrol reaktorlerine nazaran 2291 mg/L ve 6185 mg/L’lik
konsantrasyonlar saglamistir. Ancak en yiiksek etanol konsantrasyonu 5 mg/L KI
konsantrasyonunda 0.91 % ile tespit edilmis olup bu deger kontrol grubundan
diisiiktiir. Buna gore KI'nin diisiik konsantrasyonlarinin amilaz aktivitesini arttirdigi,
ancak fermantasyon verimini diisiirdiigii sonucuna varilabilir. Test edilen 5000-50
000 mg/L’lik konsantrasyonlar kendi i¢inde degerlendirildiginde 5000 ila 10000
mg/L araligindaki KI'nin gerek hidroliz gerekse fermantasyon siirecinde optimum

oldugu sonucuna varilabilir.
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Cizelge 4.10. KI'nin farkli konsantrasyonlari i¢in bulunan degerler

Hidroliz
1 2 3 Fermantasyon Sonu
Sakka | Glikoz
KI(mg | roz (mg/L | Sakkaroz | Glikoz |Sakkaroz | Glikoz
/L) (mg/L) |) (mg/L) (mg/L) | (mg/L) (mg/L) | Etanol (%) | Gaz (ml)
5000 2206 |5020 |2118 5586 2174 5443 0,91£0,25 | 682+22
10000 [1921 5051 |2163 5976 2291 6185 0,80+0,15 | 664+48
50000 |1463 [4349 ]1639 4384 1788 4892 0,52+0,12 | 390+26
Haloje
nsiz 1719 | 4123 2043 4570 1,3740,01 938426
Hidroli
2siz 99 0 103 0 0,1540,02 162438

4.3.Pilot dl¢ekli biyoetanol diizeneginin optimizasyonu

Biyoetanoliin ¢esitli ortamlarda yakit olarak kullanilabilmesi icin saflik
derecesinin minimum % 96 olmasi gerekmektedir. Bunun igin gerek ekmek
atiklarindan gerekse farkli seliilozik ya da seker bazli atiklardan alkol fermantasyonu
sonucunda olusan alkol damitma teknolojileri ile saflastirilir. Tez calismasinin bu
kisminda alkol saflastirma i¢in kurulan diizenek ile alkol saflastirma testleri
yapilmistir. Bu amagla 400 litrelik reaktore % 10 oraninda alkol i¢eren sulu ¢ozelti

eklenmis ve saflastirma siireci baglatilmistir.

Damitma tankinda 3 KWh giiclinde 4 adet rezistans bulunmaktadir. Basit cay
ocaklarinda istenilen sicaklik termostat ile saglanir. Ayarli termostat sicaklik

istenilen degerin altinda iken calisir ve istenilen degerin iizerine ¢iktiginda durur.

Ancak rezistanslar caligmaya bagladigi anda bile hemen isinmazlar (ya da
calisma durdugunda hemen sogumazlar) ve bu durum sicaklikta bir salinim meydana

getirir.

Etanol saflastirma gibi sicakligin ¢ok hassas olmasi gereken durumlarda klasik
rezistansa bagli a¢ kapa sistemleri ¢aligmazlar. Bunun yerine rezistanslar Dimmer

sistemine bagli olup gerektiginde reaktdre verilen giiciin azaltilmast miimkiindiir.
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Dimmer sistemi alternatif akim ile caligmakta olup yaygin olarak aydinlatmada
kullanilmaktadir(Velasco ve ark., 2011). Ayrica sicaklik kontrolii, motor hizi
kontrolii gibi uygulamalarda da kullanilmaktadir. Kabaca rezistanslara giden giiciin
istenilen seviyede agilmasina olanak saglamaktadir. Bu sayede damitma tankinda ve

kule tepesinde istenilen sicaklik tam olarak ayarli direng ile saglanabilmektedir.

SAAT:
OTOMATIK

Sekil 4.7. Dimmer sistemi ara yiizi

Damitma tankinda ¢aligma prensibine gére damitma verimini etkileyen birkag
parametre vardir. Buna gore reaktore verilen gii¢, sogutma suyu sicakligi ve debisi
ile ortam sicakligi damitma verimine dogrudan etki eder. Eger reaktore ¢ok fazla giic
uygulanirsa, alkol ile birlikte su kaynamasi da olacagindan saflastirma verimi diiser.
Sogutma suyu sicakligi ve debisi de yeterli miktarda olmalidir. Aksi halde refluks
tinitesinde sicaklik 78 °C’de sabit tutulamaz ve yogunlastirma {initesinde alkol
istenilen sicakliga diismez. Bunun i¢in bir optimizasyon calismasi gerekmekte olup

su debisi, sicaklig1 ve reaktdre verilen gii¢ bu asamada optimize edilmistir.

Bu maksatla Dimmer sistemine gii¢ kayit datalogger takilmis ve reaktore
verilen toplam gii¢ miktar1 izlenmistir. Bu izleme asamasinda sogutma suyu debisi ve
sicakligi da takip edilmis ve degisen kosullarda elde edilen alkoliin saflik derecesi
Ol¢iilmiistiir. Yapilan bu calismada elde edilen bulgular asagidaki grafikte

sunulmustur.
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96,5
96 -
95,5 A
95 A
94,5 -
94 -

93,5

Alkol Saflik Derecesi (%)

2,3

2,4

2,5 2,6

P {(KWh)

2,7

2,8

Damitma tanki

toplamda

12 KWh giice kadar

Sekil 4.8. Reaktore verilen toplam giice bagli olarak alkol saflig1

cikabilecek sekilde

tasarlanmistir. Damitma siireci baslatildiginda 12 KWh toplam gili¢ sicakligin

reaktorde 94-95 °C’ye, damitma kulesinde ise 78 °C’ye kadar ¢ikmasi i¢in kullanilir.

Ancak etanoliin kaynamasi basladiginda 12 KWh’lik giictin 2.41 KWh’a diistiriilmesi

gerektigi sonucuna varilmistir. Bu optimizasyon calismasina ait diger detaylar

asagidaki Cizelge 4.11°de sunulmustur.

Cizelge 4.11. Alkol saflagtirma siirecinde sistem optimizasyon ¢alismasi detaylari

Alkol P (KWh) | S(kVA) | 11 12 13 Sogutma suyu
Saflig (Amper) | (Amper) | (Amper) | Sicaklik | Debi
(%) (°C) (ml/dk)
94 2,70 2,94 4,42 4,38 4,31 30,4 3225,8
94,2 2,57 2,87 4,31 4,29 4,21 29,6 3448,2
94,5 2,51 2,83 4,24 4,24 4,15 30,1 3409,0
96 2,41 2,77 4,16 4,17 4,07 29,5 3496,5
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5.SONUC ve ONERILER

Bu tez caligmasinda iilkemizde yillik 21 milyar tona ulasan ekmek atiginin
etanol {iretim siireci incelenmistir. Bu siirecte bir set ekmek atigi dogrudan
fermantasyon asamasina alinmis, diger bir set ekmek atig1 ise 6nce hidroliz asamasina
sonra da fermantasyon asamasina tabi tutulmustur. Bu sayede hidroliz asamasinin
etkisi degerlendirilmistir. Calismanin ikinci asamasinda ise amilaz aktivitesine etki

eden halojen tuzlarmin hidroliz ve fermantasyon siirecine etkisi arastirilmistir.

Malt ile hidrolize ugramis reaktdrde 20 gram ekmek atig1 icin baslangig
karbonhidrat konsantrasyonunda yaklasik % 97 azalma goriilmiis olup, 0.83 L gaz
cikist elde edilmistir. Hidroliz uygulanmayan ¢alismada ise sadece 0.03 L gaz ¢ikisi

Ol¢iilmiis olup karbonhidrat azalisinda kayda deger bir etki goriilmemistir.

Halojen testlerinde 10000 mg/L KI ile en yiiksek hidroliz verimi elde
edilmistir. Halojenler hidroliz siirecine nazaran fermantasyon siirecine olumsuz
etkide bulunmuslardir. Diisiik halojen konsantrasyonlari igeren testlerde optimum

etanol konsantrasyonlar1 6l¢iilmiistiir.

Dimer sistemi ile damitma tanki sicakligi 12 KWh toplam gii¢ ile 95 °C’ye
ulastiktan sonra gii¢ 2.41 KWh’a diisiiriilerek diizenekte %96 safliga ulasilmistir.
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