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OZET

Yiksek Lisans Tezi
SELULOZIK ETANOL URETIMINE ORGANIK ASIT ON ISLEMININ ETKiSi
Gizem BARISIK

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittist
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Asli iISCI YAKAN

Bu c¢aligmada bugday samanindan biyoetanol elde edilmesi i¢in 3 farkli organik asitle
(maleik, stiksinik, okzalik asit) 6n-islem gerceklestirilmis ve bu organik asitlerin saman
kompozisyonu, enzimatik hidroliz ve etanol verimliligi tizerindeki etkileri
arastirilmistir. On islem sicaklig1 (170, 190, 210 °C), asit konsantrasyonu (%1, %3, %5)
ve on-iglem stiresi (10, 20, 30 dakika), glikoz ve ksiloz verimlilikleri dikkate alinarak
yanit ylizey yontemiyle (RSM) optimize edilmistir. Sonug olarak 6rneklerdeki ksilanin
on-igslem boyunca sivi fazda ¢oziindiigii ve bu durumun 6rneklerdeki seliiloz ve lignin
iceriginde artisa neden oldugu goézlemlenmistir. Maleik ve okzalik asitin yiiksek
miktarda seker verimi (>%90) eldesi sagladigi, ancak siiksinik asitin daha az etkili
oldugu tespit edilmistir. Optimizasyon sonuclar1 incelendiginde maleik asit igin
optimum kosullar, 210 °C sicaklik, %1,08 maleik asit konsantrasyonu ve 19,8 dakika
On-iglem stiresi; siiksinik asit i¢in optimum kosullar, 210 °C sicaklik, %5 siiksinik asit
konsantrasyonu ve 30 dakika on-islem siiresi; okzalik asit i¢in optimum kosullar ise,
210 °C sicaklik, %3,6 okzalik asit konsantrasyonu ve 16,3 dakika 6n-islem siiresidir. Bu
optimum kosullarda gergeklestirilen fermentasyon deneylerinden elde edilen etanol
verimleri ise maleik, siiksinik ve okzalik asit i¢in sirasiyla %80, %59 ve %79 olarak
tespit edilmistir.

Temmuz 2019, 102 sayfa

Anahtar kelimeler: Organik asit, biyoetanol, bugday samani, 6n islem, eszamanlt
sakkarifikasyon ve fermentasyon



ABSTRACT

Master Thesis

EFFECT OF ORGANIC ACID PRETREATMENT ON CELLULOSIC ETHANOL
PRODUCTION

Gizem BARISIK

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Asli ISCI YAKAN

In this study, pretreatment with 3 different organic acids (maleic, succinic and oxalic
acid) was applied for producing bioethanol from wheat straw and the effects of this
organic acids on the composition of wheat straw, enzymatic hydrolysis and
fermentation yields were investigated. It was also aimed to optimize pretreatment
temperature (170, 190, 210°C), acid concentration (1%, 3%, 5%) and pretreatment time
(10, 20, 30 min) by using response surface methodology (RSM) to maximize glucose
and xylose yields. It was found that xylan solubilizes during pretreatment. Therefore, an
increase in the lignin and cellulose content of the pretreated samples were observed.
Maleic and oxalic acids were much more effective on obtaining high sugar yields
(>90%) from wheat straw than succinic acid. The optimum process conditions for
maleic acid were, 210 °C, 1.08% acid concentration and 19.8 min; for succinic acid 210
°C, 5% acid concentration and 30 min; for oxalic acid 210 °C, 3.6% acid concentration
and 16.3 min. The ethanol yields obtained at optimum conditions were 80%, 59% and
79% for maleic, succinic and oxalic acid pretreatments, respectively.

July 2019, 102 pages

Key Words: Organic acid, bioethanol, wheat straw, pretreatment, simultaneous
saccharification and fermentation
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

°C Santigrat derece

uL Mikrolitre

um Mikrometre

dak Dakika

g Gram

h Saat

Ka Asitlik sabiti

L Litre

mL Mililitre

mM Milimolar

mmol Milimol

MPa Megapaskal

pH Hidrojen kuvveti

Psi Basing birimi (in¢®’ye pound cinsinden uygulanan kuvvet)
Rpm Dakikadaki devir sayisi

viv Hacimce

w/w Agirlikga yiizde

B Beta

Kisaltmalar

ABD Amerika Birlesik Devletleri

AFEX Amonyak Lif Patlamasi

C2H204 Okzalik asit

C,HsOH Etanol

C4H404 Maleik Asit

C4HgO4 Siiksinik asit

CeH1206 Glikoz

CO, Karbondioksit

-COOH Karboksil grubu

FPU Filter paper unit, filtre kagid1 aktivitesi
H»,SO4 Silfurik asit

H-0 Hidronyum

HCI Hidroklorik asit

HMF 5-hidroksimetil-furfural

HPLC Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
NaOH Sodyum hidroksit

RSM Yanit ylizey metodu

SHF Seker standartlari

SRS Ayri hidroliz ve fermantasyon

SSF Eszamanli sakkarifikasyon ve fermantasyon

TUIK Tiirkiye Istatistik Kurumu
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1. GIRIS

Siirdiiriilebilir ekonomik gelismeyi saglamak, ylizyilimizin en biiylik sorunlarindan biri
haline gelmistir. Kiiresel ekonomiyi etkileyen en biiylik sektorlerden biri ise enerji
sektoriidiir. Diinyanin enerji ihtiyaci ekonomik gelisme, endiistrilesme, refah ve niifus
artisina paralel olarak artmaktadir (Deniz vd. 2015). Ener;ji sektoriinii en ¢ok etkileyen
yapt taglarindan biri de petrol {iretimi ve petrole olan bagimliliktir. Petrol rezervlerinin
hizla azalmasi petrol fakiri iilkelerin ekonomilerini olumsuz etkilemektedir. Buna ek
olarak, petrol ve tiirevi iirtinlerin asir1 kullanimi sonucu olusan ¢evre kirlenmesi ve sera
etkisi her gecen giin artmaktadir ve diinya i¢in biiylik bir tehlike olusturmaktadir.
Petrole ve fosil yakitlarina olan bagimliligi ve atmosfere salinan CO; miktarini
azaltacak daha giivenilir, yenilenebilir, diisiik maliyetli, alternatif enerji kaynaklarina
ithtiya¢ oldugu bilim insanlarinca ve politik ¢evrelerce kabul edilmektedir (Liu vd. 2008,
Staniszewski vd. 2007, Bai vd. 2008, Najafpour vd. 2004, Zerbe 1988).

Gliniimiizde bu konuda yapilan calismalarin biiylik bir kismi biyoetanol ve biyodizel
tiretimi iizerinedir (Akgtl vd. 2001). 2016 yilinda diinya genelinde 82,3 milyon ton
petrole esdeger biyoyakit (biyoetanol+biyodizel) iiretilmistir ve bunda en biiyiik pay ise
% 43,5 ile Amerika Birlesik Devletleri’nindir. A.B.D’yi % 22,5 {iretim orani ile
Brezilya izlemektedir. Avrupa’da ise Almanya ve Fransa biyoyakit liretiminde lider

konumdadir (Anonymous 2017).

Biyoetanol, fermente olabilen karbonhidratlar iceren veya nisasta ve seliiloz gibi
fermente edilebilir karbonhidratlara doniistiiriilebilen polimerik karbonhidratlar iceren
her tiirlii biyolojik hammaddeden {iretilebilir (Onurbas Avcioglu vd. 2011). Biyoetanol
hammaddeleri; seker igerikli (seker kamisi, seker pancari, tatli sorgum), nisasta igerikli
(misir, bugday, tahil) ve lignoseliilozik igerikli (otlar, odunsular, tarimsal atiklar)
olabilmektedir. Gilinlimiizde arpa, bugday, misir vb. tahil {iriinleri, sekerpancari, seker
kamisi, patates, yer elmasi, tatli sorgum gibi Triinler biyoetanol iiretiminde

kullanilabilmektedir (Onurbas Avcioglu vd. 2011).

Bir tarim {ilkesi olan tilkemiz, lignoseliilozik etanol {iretimi bakimindan biiyiik bir
potansiyele sahiptir. Tiirkiye’de en ¢ok iiretimi yapilan tarimsal iriinlerin atiklar

dikkate alindiginda yilda yaklasik 21 milyon ton kuru tarimsal atigin olustugu tahmin



edilmektedir (Isci 2012). Buna ek olarak, tilkemizde 4,5 milyon dekar alanda "enerji
tarim1" yapilmast miimkiindiir ve bu alanin tamaminin kullanilmasi durumunda benzin
tiketiminin % 60-70 kadarin1 karsilayabilecek biyoetanol iiretimi olasidir (Anonim

2006).

Bu tez ¢aligmasinin amaci, yenilenebilir bir biyokiitle kaynagi olan bugday samaninin
organik asitlerle islenmesi ve enzimatik hidroliz asamasinda en yiiksek glikoz ve ksiloz
verimini saglayan optimum 6n islem kosullarin tespit edilmesidir. Boylelikle, samandan

elde edilecek biyoetanol verimliliginin arttirilmasi hedeflenmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Lignoseliilozik Materyaller

Biyoetanol iiretiminde kullanilan lignoseliilozik biyokiitle genelde gida olarak
tilkketilmeye miisait olmayan bitki materyallerinden olusur. Bunlar; otsu bitkiler (dalli
dar1 otu, fil otu vb.), odunsular (kavak, sogiit vb.) ve atiklardir (orman atiklari, tarimsal

atiklar (saman), kagit atiklari, bazi gida endiistrisi atiklart vb.).

Lignoseliilozik biyokiitlenin igeriginde; temel polisakkarit olarak seliiloz, hemiseliiloz,
fenolik bir polimer olan ve ayni zamanda bitkiye yapisal saglamlik kazandiran ligninin
oldugu bilinmektedir (Sluiter vd. 2010). Bitki hiicre duvarlarinin temel yapisal

bilesenleri Sekil 2.1.’de verilmistir.

Ferulikve kumarikasit  Hemiseldloz

Lignin

Asetilasyon

Seliiloz

Sekil 2.1 Bitki hiicre duvarlarinin temel yapisal bilesenleri (Sorek, 2014)



Cizelge 2.1 Farkli lignoseliilozik materyallerin seliiloz, hemiseliiloz ve lignin igerikleri
(Dalay vd. 2011)

Hammadde Seliiloz (%) Hemiseliiloz (%) Lignin (%)
Misir Kogant 45 35 15
Bugday Sap1 30 50 15
Bugday Samani 37-41 27-32 13-15
Odunsu Bitkiler 4542 305 20+4

Otsu Bitkiler 4242 2742 2843

Hammaddeye gore degisiklik gostermekle birlikte lignoseliilozik biyokiitle yaklasik
olarak % 35- 50 seliiloz, % 20- 35 hemiseliilloz ve % 15-20 ligninden olusmaktadir
(Mood vd. 2013). Farkli lignoseliilozik materyallerin seliiloz, hemiseliiloz ve lignin

icerikleri Cizelge 2.1°de verilmistir.

2.1.1 Seliiloz

Seliiloz, bitki hiicre duvariin yapisal destek saglayan ana bilesenidir. Ayrica bakteri,
mantar ve alglerde de mevcuttur (Agbor vd. 2011). Seliiloz (CgH1005)X lignoseliilozik
biyokiitledeki temel polimerdir (% 35- 50) (Mood vd. 2013). Diinyada en ¢ok bulunan
biyopolimer oldugu diisiiniilmektedir (Somerville 2006).

Seliiloz, birbirine B-1,4 glikozidik baglarla baglanmis D - glikoz alt birimlerinden
olugsmustur (Fengel ve Wegener1984). Seliiloz zincirlerinin birbirine baglanmasi;
kovalent baglar, hidrojen baglar1 ve Van Der Waals etkilesimlerinin varhigi ile
gerceklesmektedir. Seliiloz mikrofibrili i¢cindeki hidrojen baglari zincirin diiz olmasini
belirler, fakat zincirler arasi hidrojen baglar1 seliilozun yapisinin kristal veya amorf
olmasma neden olur (Laureano- Perez 2005). Seliillozun rolii sadece yapisaldir.
Bitkilerin mekanik baskilara karsi direncinden sorumludur (Kuru 2009). Seliillozun

yapist Sekil 2.2°de verilmistir.
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Sekil 2.2 Seliilozun yapisi (Anonymous 2019)

2.1.2 Hemiseliiloz

Hemiseliiloz, lignoseliilozik biyokiitlede en ¢ok bulunan ikinci polimerdir ve selillozdan
farki kimyasal agidan homojen olmamasidir. Hemiseliiloz; pentoz (ksiloz, arabinoz),
heksoz (mannoz, glikoz, galaktoz) ve asetile sekerlerin bilesiminden olusmus heterojen
bir polimerdir. Hemiseliiloz, seliiloza kiyasla diisitk molekiil agirliklidir ve kisa yan
zincirleri sayesinde kolayca hidrolize olabilirler (Fengel ve Wegener 1984, Saha 2003).
Hemiseliilozik yapida, ksilanlar nicelik yoniinden Onemli yer tutmaktadir. Sert
odunlarim % 20- 25’1, otlarin %15-20’si ve yumusak odunlarin dnemli bir kismim
glikomannan ve ksilanlar olusturmaktadir. Tahil saplar1 ise kuru agirlik olarak % 20-
30’u ksilandan olusur (Aspinal 1970). Ksilanlar, 6zellikle ksiloz monomerlerinden
olusurlar. Ksilan varyasyonlarinin timii D-ksilopiranoz omurgasmna B (1 — 4) ile
baghdirlar, fakat biyokiitle kaynagina bagli olarak farkli kompozisyonlar igerirler
(Ebringerova vd. 2005). Ornegin, bugday arabinoksilan1 % 65,8 ksiloz, % 33,5
arabinoz, % 0,1 mannoz, % 0,1 galaktoz ve % 0,3 glikoz icerirken; musir lifi ksilan1 %
48- 54 ksiloz, % 33- 35 arabinoz, % 5-11 galaktoz, % 3-6 glukuronik asit igermektedir
(Gruppen vd. 1992, Doner vd. 1997).

Hemiseliilozlarda bulunan ksilan polimeri, asit veya alkali ortamda oldukga iyi ekstrakte
edilebilirken; glukomannan asit ortamda ¢ok zor ekstrakte edilebilir ve ksilana gore ¢ok
daha giiglii alkali ortama ihtiyag duyar (Balaban ve Ucar 1999, Fengel ve Wegener
1984, Lawther vd. 1996). Ksilan en kolay ekstrakte edilebilen par¢a olarak
goriinmektedir (Hendriks and Zeeman 2009). Sekil 2.3’de hemiseliilozun monomer

yapilar1 verilmistir.
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Sekil 2.3 Hemiseliilozun monomer yapilari (Stocker 2008)

Hemiseliiloz, lignin ve seliiloz lifleri arasinda bir baglanti islevi gormektedir ve bu da
lignoseliilozik yapiya daha fazla sertlik kazandirir (Laureano- Perez vd. 2005). Farkli
hemiseliiloz bilesiklerinin ¢oziinlirliigli azalan sirada; mannoz, ksiloz, glikoz, arabinoz
ve galaktozdur. Coziiniirliik sicaklik artigiyla artmaktadir. Erime noktalar1 bilinmedigi
icin yiiksek molekiillii polimerlerin ¢oziiniirliikleri tahmin edilememektedir (Gray vd.
2003). Hemiseliiloz bilesikleri, suda (nétr kosullar altinda) 180 °C civarinda ¢éziinmeye
baslamaktadir (Bobleter 1994). Garrote vd (1999) ise hemiseliiloz bilesiklerinin 150 °C

civarinda kismen ¢oziinmeye basladigindan bahsetmektedir. Lignoseliiloz bilesenlerinin



cozlinmesi, sicakligin yanisira nem igerigi ve pH degerine de baghdir (Fengel ve

Wegener 1984).

2.1.3 Lignin

Lignin, seliiloz ve hemiseliillozdan sonra dogada en ¢ok bulunan polimerlerden biridir
ve hiicre duvarinda bulunmaktadir. Ug¢ degisik sinnamil alkoliin polimerlesmesiyle
olusur. Bunlar kumeril alkol, koniferil alkol ve sinapil alkoldiir. Lignin, bitkiye yapisal
destek saglar hiicre duvarina sertlik verir. Bitki igerisindeki sivi akigin1 kontrol eder.
Bitkiyi mikrobiyal parcalanmalardan korur (Fengel ve Wegener 1984). Bugday
samaninin lignin yapist Sekil 2.4’te ve ii¢ fenilpropan monomerinin yapisi Sekil 2.5’te

verilmigtir.
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Sekil 2.4 Bugday samani lignininin deneysel yapisi (Sun vd. 1997)
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Sekil 2.5 Ligninde ii¢ fenilpropan monomerinin yapist (Boerjan vd. 2003)

Lignin, heterojen yapidadir. Fenilpropanoid ara birimlerinin farkli sekillerde (aril-eter,
aril-aril, karbon-karbon gibi) kovalent baglanmasi ile olusan optik¢e inaktif bir
polimerdir. Ligninin bu kompleks yapist onun giiclilkle degrede olmasina sebep olur

(Bronow, 2001).

Ligninin, lignoseliilozik biyokiitledeki farkli bilesenlerini bir zamk gibi bir arada tuttugu
kabul edilmektedir. Boylece lignin, bu yapiy1 suda ¢éziinmez hale getirmektedir. Lignin
ile seliiloz arasindaki baglar, lignoseliilozik biyokiitlenin enzimatik ve mikrobiyal
hidrolizini engellemektedir (Avgerinos ve Wang 1983). Farkli materyaller, farklh
miktarlarda lignin icermektedir ve biyokiitlenin biyoyakitlara doniistiiriilebilmesi igin
ligninin 6n islemle pargalanmasi gerekmektedir. On islem sirasinda ligninin ¢oziildigi,
soguduktan sonra da yapisinin bozularak c¢okeldigi goriilmistiir (Brownell ve Saddler
1987, Converse 1993, Lynd vd. 2002). Lignin, hemiseliilloz gibi suda (nétr kosullar
altinda) 180 °C civarinda ¢oziinmeye baslamaktadir (Bobleter 1994). Asit, alkali veya
notr ortamda ligninin ¢oziniirliigi oncisiine (p- kumeril alkol, koniferil alkol, sinapil
alkol veya kombinasyonlarina) baglidir (Grabber 2005). Lignin diisiik molekiil agirlikl
alkoller, aseton, piridin, dioksan ve dimetil siilfoksit ile ¢oziinebilmektedir. Ayrica
yiiksek sicakliklar ligninin depolimerizasyon reaksiyonlarin1 hizlandirmaktadir

(O’Connor vd. 2007, Harmsen vd. 2010).



2.2 Bugday Samam

Giliniimiizde bugday, diinyada en genis alanda tarimi yapilan, en fazla yetistirilen ve en
fazla tiiketilen iiriindiir (Ozkaya ve Ozkaya 2005). Bugday, Gramineae familyasindan
bir bitki oldugu i¢in bu familyaya ait bitkilerin yetisebildigi tiim kosullarda
yetistirilebilmektedir. Yani bugday, yeryiiziinde degisik kosullara iyi adapte olmus bir
bitkidir ve 100’e yakin iilkenin topraklarinda yetistirilmektedir (Ozkaya ve Ozkaya
2005).

Bugdayin yeryiiziinde yetisebildigi alanlar Finlandiya’nin kuzeyinden, Arjantin’in
giineyine kadar yayilmistir. Fakat yogun olarak ekildigi alanlar Kuzey Yarimkiire’de
30-60 kuzey enlemleri arasidir. Bu yarimkiirede esas ekim alanlart Kuzey Amerika
Kitasi, Avrupa, Asya ve Kuzey Afrika’dir. Gliney Yarimkiire’de ise 27-40 giiney
enlemleri arasinda ve daha ¢ok Avustralya, Arjantin, Brezilya ve Giiney Afrika’da

yetistirilmektedir (Ozkaya ve Ozkaya 2005).

Bugdayin 2016 — 2017 yillar1 arasinda diinyada toplam 760,1 milyon ton iiretildigi
tahmin edilmektedir. Diinyada elde edilen kuru bugday samani miktarinin ise kalinti
faktorii kullanilarak (bugday samani i¢in kalint1 faktorii: 1,3 (Brown 2003) 988 milyon
ton oldugu tahmin edilmektedir. Tiirkiye’de ise Tiirkiye Istatistik Kurumu verilerine
gdre 2016 yilinda 20,6 milyon ton bugday iiretilmistir (TUIK 2017). Aym sekilde
hesaplama yapildiginda, Tirkiye’de elde edilen kuru bugday samani miktarinin 26
milyon ton oldugu diisiiniilmektedir. Bu da iilkemizin oldukc¢a yiiksek miktarlarda
hammaddeye sahip oldugunu gostermektedir. Ancak, heniiz bu hammaddeyi uygun

sekilde isleyip biyo-yakita ¢evirecek bir alt yap1 bulunmamaktadir.

Bugday samani diger lignoseliilozik biyokiitleler gibi kompleks yapidadir. Seliiloz,
hemiseliiloz ve lignin basta olmak iizere az miktarda da ¢oziinebilen substrat ve kiilden
olusmaktadir. Bugday samanmin kimyasal yapisindaki kiigiik farkliliklar; bugdayin
cinsine yetistigi topraga ve iklim kosullarma baglhdir. Bugday samaninin; yaklasik %
33-40 (w/w) oraninda seliiloz, %20-25 oraninda hemiseliiloz, ve %15-20 lignin i¢erdigi
rapor edilmistir (Prasad vd. 2007).



2.3 Biyoetanol Uretim Asamalari

Lignoseliillozik materyallerden biyoetanol {iretim prosesi; ©On islem, hidroliz,
fermantasyon ve distilasyon asamalarindan olusmaktadir (Talebnia vd. 2010). Sekil

2.6’de biyoetanol liretim prosesi verilmistir.

On-islem, lignoseliilozik materyallerden biyoetanol iiretiminde en énemli asamalardan
biri olarak kabul edilmektedir. On islemdeki genel amag; lignini pargalamak,
kristallesmis seliilozun yapisint bozmak (Sekil 2.7) ve bdylece enzimatik hidroliz
verimini ve fermente edilebilir seker olusumu miktarimi arttirmaktir (Adigiizel 2013).
Bu asamadaki gelismeler etanol verimini ve proses ekonomisini dogrudan
etkilemektedir. Bu sebeple bu konuda literatiirde bircok c¢alisma bulunmaktadir

(bunlarla ilgili bilgiler boliim 2.3.1°de verilmistir).

BIYORAFINERI

Enzimatik olarak Malzemenin geri
sekerlere kazanimi
dénﬁ;dm
- . ]
. " On isleme Sekerlerin
Biyokutle erayon Etanol

Sekil 2.6 Biyoetanol iiretim prosesi (Anonim 2017)
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Sekil 2.7 On islemin biyokiitle iizerine etkisinin sematik olarak gosterimi (Hsu vd.
1980)

On islemden sonra hidroliz islemi yapilmaktadir. Hidroliz, bir molekiiliin su ilave
edilerek parcalanmasidir. Lignoseliilozik materyallerde bulunan karbonhidrat
polimerleri hidroliz islemi ile basit sekerlere doniistiiriilmektedir. Hidroliz metotlart;
enzimatik ve kimyasal hidroliz olarak ikiye ayrilabilir. Hidroliz tamamen
gergeklestiginde seliilozdan glikoz elde edilir. Hemiseliiloz hidrolizi ile de pentoz ve

heksozlar agiga ¢ikar (Adigiizel 2013).

Kimyasal hidroliz, asit (derisik veya seyreltik) ile veya alkali hidroliz seklinde
gerceklesir. Her iki yontemin de farkli avantaj ve dezavantajlar1 s6z konusudur. Derisik
asit ile hidrolizde; ekipmanlara korozif etkisinin olmasinin yanisira kullanilan asitin
tekrar kullanilabilmesi icin enerji gereksiniminin fazla olmasi gibi dezavantajlari vardir.
Seyreltik asit ile hidrolizde ise benzer sekilde yine ekipmanlara korozif etki etmekte ve
islem sirasinda yiiksek sicakliklara ihtiya¢ duyulmaktadir (Adigiizel 2013).
Lignoseliillozik metaryellerinasit ile hidrolizinde, H,SO, ve HCI gibi asitler
kullanilmaktadir (Sun ve Cheng 2002). Enzimatik hidrolizde ise kimyasal yerine seliiloz
ve hemiseliilozu parcalayan enzimler kullanilmaktadir. Asit hidrolizde oldugu gibi
korozyon ile karsilagilmamakta ve daha c¢evreci bir yontem olarak siklikla tercih

edilmektedir (Balat vd. 2008, Bagder Elmac1 2015).

11



Enzimatik hidroliz sirasinda kullanilan enzimler genellikle Trichoderma ssp. ve
Aspergillus ssp. gibi kiiflerden firetilirler (Canilha vd. 2012). Seliilozik enzimler
endoglukonaz, ekzoglukanaz ve [B-glikozidazlar olmak iizere ii¢ temel bilesenden
olusmaktadir. Endoglukonazlar seliiloz zincirinde i¢ glikozidik baglara etki eder.
Ekzoglukanazlar zincir ug¢larini hidrolize eder ve agirlikli olarak sellobiyoz {iretir. -
glikozidazlar ise sellobiyozdan iki molekiil glikoz elde edilmesini saglar (Eveleigh,
1987).

Biyoetanol iiretiminde, hidroliz agsamasindan sonra fermentasyon islemi gelmektedir.
Fermantasyon asamasinda ise mikroorganizmalar kullanilarak enzimatik hidroliz

asamasinda elde edilen karbonhidratlardan etanol iretilir.

Heksozlardan etanol iiretimi i¢in en iyi bilinen mikroorganaizmalar Sacchamyces
cerevisiae ve Zymomonas mobilis’dir (Claassen vd. 1999). Bu mikroorganizmalar bes
karbonlu sekerleri fermente edememektedir (Rogers vd. 2007). Ksilozu etanole
fermente edebilen diger mikroganizmalar; Pichia stipitis, Candida shehatae ve
Pachyolen tannophilus’dur (Chandel vd. 2007, Lin ve Tanaka 2006). Bunlar irettikleri
etanolii tekrar kullanma egilimindedirler ve etanol verimleri diigiiktiir. Bu dezavantajin
tistesinden gelebilmek i¢cin hem heksozlari hem de pentozlari fermente edebilme
kapasitesinde olan genetik modifiye Sacchamyces cerevisiae tiirleri gelistirilmektedir
(Karhumaa vd 2007).

Femantasyon ve hidroliz asamalari; ayr1 hidroliz ve fermantasyon (Separate Hydrolysis
and Fermentation: SHF), eszamanl1 sakkarifikasyon ve fermantasyon (Simultaneous
Saccharification and Fermentation: SSF) olmak {iizere iki degisik yontemle yapilabilir.
SHF’de hidroliz ve fermantasyon ayr1 ayr1 kendi optimal kosullarinda
gerceklesmektedir. Fakat bu yontemde son iirlin, enzim aktivitesini inhibe etmektedir.
SHF yonteminin dezavantajlarini bertaraf edebilmek icin SSF yontemi gelistirilmistir.
SSF’de hidroliz ve fermantasyon ayni kapta gergeklesmektedir. Bu yontemle, hidroliz
ile seker olusurken fermantasyon ile hemen etanole doniisiim olmaktadir. Boylece seker
birikimi, enzim inhibisyonu ve kontaminasyon gibi problemler 6nlenmis olmaktadir
(Galbe and Zacchi 2002, Ohgren vd. 2007). SSF yonteminin ana sakincasti, hidroliz ve

fermantasyon asamalarinin optimum sicakliklarinin farkli olmasidir. Cogu mayanin
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optimum caligma sicakligi 30-35 °C iken hidrolizde kullanilan enzimlerin optimal

aktivite sicakligi genellikle 50 °C civarindadir (Kadar vd. 2004).

Fermantasyon asamasi sonrasinda olusan etanol soliisyonundan, suyu uzaklastirarak
anhidroz etanol adi verilen saf etanol {irliniinii olusturmak i¢in daha ileri asamalara
ihtiya¢ vardir. Genelde su komponentinin uzaklastirilmasi, soliisyondaki karigimlarin
farkl1 kaynama noktalar1 kullanilarak distilasyon prensibiyle yapilir. Karisim etanoliin
kaynama noktasi olan 78,2 °C’ ye 1sitildiginda karisim icerisindeki etanol buharlasir ve
karisimdaki diger komponentlerden ayrilir. Distilasyon yontemi ile elde edilen etanol
konsantrasyonu en fazla %95.63 olabilmektedir. Ancak, anhidroz etanol minimum
%99,5 saf etanol igerir ve su komponenti kesin surette %0,5’ten fazla olmamalidir
(Kumar 2010). Bu sebeple, safligin arttirilmasinda molekiiler eleme gibi farkli
yontemler kullanilmaktadir (Adiyata 2016).

2.3.1 On islem metotlar

ON ISLEM
|
| | | |

Fiziksel Fizikokimyasal Biyolojik Kimyasal

On Islem On Islem Yontemler On islem
L mekanik |14 otonidroliz ] Alkali On islem

arcalama

= Buhar Patlama —] Asit ile On Islem

AFEX (Amonyak|
if Patlamasi) On

Islemi

|| Karbondioksit
Patlama

Sekil 2.8 On islem yéntemleri (Talebnia vd. 2010).
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Literatiirde bulunan 6n iglem yontemleri, fiziksel, fizikokimyasal, biyolojik ve kimyasal
olmak tiizere 4 ana baslikta toplanabilir (Talebnia vd. 2010). Sekil 2.8 de 6n islem

yontemleri sematik olarak 6zetlenmistir.

2.3.1.1 Fiziksel on islem

En ¢ok tercih edilen fiziksel 6n islem, mekanik par¢alamadir (Adigiizel 2013). Mekanik
parcalamada, farkli sekillerde yapilan 6giitme ve pargalama islemleri ile biyokiitle ince
toz haline gelmektedir. Bu yontem materyalin yiizey alanini arttirarak enzimin daha iyi

niifuz etmesini saglar (Harun vd. 2010).

2.3.1.2 Fizikokimyasal 6n islem

Fizikokimyasal on islemler; otohidroliz, buhar patlama, AFEX (Amonyak Lif

Patlamasi) 6n islemi, karbondioksit patlama ve bunun gibi islemleri kapsamaktadir.

Otohidrolizde biyokiitle basmngli su ile muamele edilir (Adigiizel 2013). Bazi
durumlarda hidronyum (H3O) iyonu proses igerisinde katalist olarak kullanilir ve
uygulama sicakligi ise 150-230 °C arasinda degismektedir (Nitsos 2013). Proses
sirasinda, hemiseliilozlar hidrolize olur. Inhibitér madde olusumu ¢ok azdir (Adigiizel

2013).

Buhar patlama 6n islemi, herhangi bir kimyasal kullanmadan, biyokiitlenin 160- 240 °C
de ve 0,7- 4,8 MPa yiiksek basing altindaki doygun buharla temas etmesi prensibine
dayanir. Basing birka¢ saniyeden birka¢ dakikaya kadar uygulanarak hemiseliiloz
hidrolizinin gerceklesmesini saglar. Hemiseliiloz 6n islem boyunca sivi fazda
¢oziilebilen karbonhidratlarin baskin fraksiyonu iken lignin, yiiksek sicaklik sonucunda
parcalanmaktadir (Agbor vd. 2011). Buhar patlama yontemi daha ¢ok sert odunlar ve
tarimsal atiklar tizerinde etkilidir. Yumusak odunlar {izerindeki etkisi ise daha azdir

(Clark 1987).

AFEX (amonyak lif patlatmasi) 6n isleminde, lignoseliilozik materyallerin yiiksek
sicaklik ve basingta sivi amonyaga maruz birakilip ardindan basincin hizlica azaltildig:
bir 6n islemdir. AFEX ile hemiseliiloz iizerindeki asetil gruplar1 ayrilir ve lignin

lignoseliilozdan uzaklastirilir (Adigiizel 2013).
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Karbondioksit patlama 6n igleminde ise karbondioksit ile karboksilik asit olusumu
gerceklestirilir ve lignoseliilozik yapinin parcalanabilirligi arttirilir. Bu yontem CO2’nin
siiperkritik akiskan olarak kullanimina dayanmaktadir ve temel dezavantaji yiiksek

basing gerektirmesidir (Saritha, 2012).

2.3.1.3 Biyolojik yontemler

Biyolojik 6n islem yontemlerinde; kahverengi, beyaz ve yumusak c¢iiriik¢lil mantarlar
gibi mikroorganizmalar, lignin ve hemiseliilozun parcalanmasi i¢in kullanilmaktadir
(Temp vd. 1998). Biyolojik 6n-muamelenin avantaji enerji gereksiniminin az olmasi ve
herhangi bir kimyasal kullanilmadigi i¢in ¢evre dostu olmalaridir. Dezavantaji ise
hidroliz veriminin diisiik olmas1 ve 6n islem siiresinin diger yontemlere gore ¢ok uzun

olmasidir (Agbor vd. 2011).

2.3.1.4 Kimyasal 6n islem

Kimyasal yontemler, 6n islem i¢in kullanilan en yaygin metotlardandir. Proses maliyeti
diisiik ve etkili bir uygulama seklidir. Kimyasal 6n islem genel olarak, alkali 6n islem

ve asidik On islem olmak tizere iki sinifa ayrilabilir.

2.3.1.4.1 Alkali 6n islem

Alkali 6n islemde; lignoseliillozik hammadde seyreltik baz ile muamele edilmektedir.
Sodyum, potasyum, kalsiyum ve amonyum hidroksit gibi bazlar kullanilmakta ise de en
¢ok sodyum hidroksit (NaOH) iizerine calismalar mevcuttur (Kumar vd. 2009a,b).
Alkali 6n islemde diger 6n islem teknolojilerine gére daha diisiik sicaklik ve basing
kullanilmaktadir (Moiser vd. 2005a,b). Kimyasal 6n iglemler arasinda, alkali 6n islem
lignin, hemiseliiloz ve seliiloz arasindaki ester baglarini kirmada en etkili yontemdir,
selilozun yapisin1 bozmakla birlikte hemiseliiloz polimerlerin  degredasyonunu
onlemektedir (Gaspar 2007). Bu yontemin dezavantaji kullanilan ¢ogu alkalilerin pahali

olmasidir. Bu problemin ¢6zlimii, uguculugundan dolay1 geri doniistiiriilebilir olan
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amonyak veya geri kazanilabilir ucuz alkali ajan olan kalsiyum hidroksit (kireg)

kullanilmasidir (Kim and Holtzapple 2006, Wyman vd. 2005).

2.3.1.4.2 Asit ile 6n islem

Asit ile 0n islem, inorganik asitler ve organik asitler ile 6n islem olmak tizere iki
kategoride siniflandirilabilir. Inorganik asit ile &n islemde biyokiitle, konsantre veya
seyreltilmis asit ile muamele edilebilir (Talebnia, 2010). Siilflirik, hidroklorik, nitrik asit
gibi asitler kullanilmaktadir. Konsantre asit ile 6n islem yonteminin avantaji prosesin
diisiik sicakliklarda gerceklesebilmesidir. Bu durum prosesin  maliyetini de
diistirmektedir. Fakat kuvvetli asitlerin yiiksek konsantrasyonda kullanimlari toksik,
zarar verici ve asindiricidir. Bu da ekipmanlarin zarar gormesine ve proses maliyetinin

artmasina sebep olur (Adigiizel 2013).

Giinlimiizde sik¢a uygulanan 6n-iglem yontemlerinden birisi seyreltik inorganik asitle
yiiksek sicaklikta uygulanan 6n-islemdir. Bu yontemde genellikle stilfiirik asit kullanilir.
Ancak, siilfiirik asitin, korozif olmasmin yani sira hidroksimetilfurfural (HMF) ve
furfural gibi fermentasyonu inhibe etme 6zelligine sahip bilesiklerin olusmasina neden
oldugu da bilinmektedir (Alvira vd., 2010). Bu nedenlerden dolayi, son zamanlarda,
organik asitler kullanilarak yapilan On-islemler, inorganik asit On-islem yontemine

alternatif olarak arastirilmaya baglanmistir.

2.4 Organik Asitler

Organik asitler, yapisinda karboksil grubu (-COOH) igeren bilesiklerdir. Karboksil
grubu molekiilde bir tane ise monokarboksilli asit, birden fazla ise polikarboksilli asit

olarak adlandirilmaktadir. Karboksilli asitler, suda iyonlasirlar ve zay1f asittirler (pKa =

4-5) (Hart, 1995).

Karboksilli asitler polar yapida olup, molekiil i¢i ve molekiiller aras1 hidrojen bagi
yaparlar. Alkoller de hidrojen bag1 yaparlar, ancak karboksilli asitler dimerik yapida
olabildiginden kaynama noktalar1 alkollere gore oldukga yiiksektir. Karboksilli asitler
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dimer yapida iki hidrojen bagi yaparlar. Giiniimiizde genellikle; maleik, siiksinik ve

okzalik asit gibi 6zel adlar1 kullanilir (Cizelge 2.2) (Hart, 1995).

Cizelge 2.2 Baz1 Alifatik Dikarboksilli Asitler (Hart, 1995’ten uyarlanmistir)

Formiili Yaygin Adi IUPAC Adi
HOOC-COOH okzalik asit etandioik asit
HOOC-(CH,),- COOH siiksinik asit butandioik asit
HOOCCH= CHCOOH maleik asit cis- biitendioik asit

2.4.1 Organik asit ile 6n islem

Lignoseliillozik materyal o6n isleminde mineral asitler yiiz yili askin siiredir
gelistirilmektedir ancak seker degradasyonu, asit korozivitesi ve islem sonucunda
yiiksek geri kazanim maliyeti gibi dezavantajlart bulunmaktadir. Bu sebeple, son
yillarda, organik asitler kullanilarak yapilan on-islemler, geleneksel siilfirik asit 6n-
islem yontemine alternatif olarak literatiirde yer almistir (Kootstra vd. 2009a,b, Lee ve

Jeffries 2011, Guo vd. 2012).

Organik asitlerle 6n islemelerde, dikarboksilik asitler sagladiklar1 avantajlarla dikkat
cekmektedir. Dikarboksilik asitler daha yliksek dn-muamele etkinligi sergilerler. Ayni
kosullar altinda mineral asitlerle kiyaslandiginda, daha az seker degradasyon {iriinii ve
fermantatif mikroplara karst daha az toksisite olusumu gozlenir (Jung vd. 2014,
Kootstra vd. 2009a, Qian vd. 2005, Lee vd. 2011). Ayrica organik asitlerin daha az
korozif oldugu da bildirilmistir (Lu ve Mosier 2007, Kootstra vd. 2009b).

Cis-1,2 etilendikarboksilik asit olarak da adlandirilan maleik asit, ilk olarak 1830'larda

sentezlenmistir ve ticari olarak 1928'de iretilmistir (Felthouse vd. 2001).
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Lignoseliilloz 6n islemi i¢in maleik asit, seliilazlarin aktif bolgesine benzer olan
kimyasal yapist nedeniyle bir biyomimetik katalizor olarak diigiiniilmiistiir (Moiser vd.
2001). Maleik asitin B-(1,4) glikolik baglar1 segiciliginin, siilfirik asitten daha fazla
oldugu bulunmustur (Lu ve Mosier 2007). Ayrica, maleik asit ile 6n islem
uygulandiginda seker degredasyon iiriinleri olan HMF ve furfural gibi bilesiklerin ¢ok
az miktarda olustugu tespit edilmistir (Qian vd. 2005, Moiser vd.2001, Antal vd. 1991).

Etandioik asit olarak da adlandirilan okzalik asit, ilk kez on sekizinci yiizyilin
sonlarinda kimyasal olarak sentezlendi (Jung ve Kim 2014). Okzalik asit bilinen
organik asitlerin en giicliilerinden biridir. Okzalik asitin pKa degeri diisiik oldugu igin
selilozu ayirirken hemisiilozlarin  hidrolizini katalizleyebilir. Bunun yani sira,
mikroorganizmalar icin asetik asit veya siilfiirik asite kiyasla daha az toksiktir ¢iinkii
daha diisik pKa degeri, iyonize formlarin seliilar membrana tasinmast ya da

difiizyonunu kisitlar (Lee vd. 2009).

Siiksinik asit; bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan siklikla olusturulan
bir metabolittir. Pek ¢ok anaerobik mikroorganizmalar enerji metabolizmalarinin temel
son lirlinii olarak siiksinat iiretirler. Siiksinik asit, yiiksek degerli ticari 6neme sahip
polimerin, siirfaktanlarin, solventlerin, deterjanlarin ve lezzet maddelerinin
sentezlenmesinde oncii bilesendir (Zeikus vd. 1999). Giiniimiizde ticari olarak maleik
anhidritin hidrojenasyonu tarafindan ve sadece kiigiik bir miktar olarak da mikrobiyal

fermantasyon yoluyla elde edilir (Delhomme vd. 2009).

2.5 Kaynak Ozetleri

Literatlirde bugday samani ve diger lignoseliilozik materyallerden biyoetanol iiretimi ile

ilgili ¢cok farkli ¢alismalar bulunmaktadir.

Bugday samanindan biyoetanol tretimi ile ilgili yapilan bir ¢alismada, saman %2,5
(w/v) NaOH soliisyonunda 1:10 (kati/sivi) oraninda, oda sicakliginda 1 saat
bekletilmistir. On islemin meydana getirdigi morfolojik ve yapisal degisimler FTIR,
XRD ve taramali elektron mikroskopisiyle belirlenmistir. Box-Behnken modeli ile
enzimatik hidroliz parametreleri (substrat konsantrasyonu (% 2, %25, %3), enzim

konsantrasyonu (%0,25, %0,5, %0,75) ve reaksiyon siiresi (6 sa, 8 sa, 10 sa)) optimize
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edilmistir. Enzimatik hidrolize gore, 50 °C’de maksimum sakkarifikasyon (% 40,12)
sonucu % 2 bugday samani, % 0,5 enzim konsantrasyonu ve 6 saat islem kosullarinda
tespit edilmistir. Fermantasyon asamasinda Saccharomyces cerevisiae kullanilarak
maksimun etanol verimi (0,497 g/g indirgenmis seker) 96 saat fermantasyon isleminden

sonra elde edildigi rapor edilmistir (Irfan vd. 2016).

Kootstra vd. (2009a) ise fumarik, maleik ve siilfiirik asitin bugday samani iizerindeki
etkinliklerini incelemis ve organik asitlerin mineral asitlere alternatif olabilecegini
belirtmistir. Bu ¢alismada, 6n islem sicaklig1 ve kat1 yiikleme oranlar karsilagtirilmistir.
Calisma sicakliklar1 130, 150 ve 170 °C ve kati yiikleme oranlart % 10- 20- 30
seklindedir. 170 °C’de maleik asit ve siilfiirik asit 6n islemlerinin benzer glikoz verimi
(swrastyla %96 ve %98) sagladig: tespit eilmistir. Fumarik asitin, maleik asite gore daha
az etkili oldugu belirlenmistir. Fumarik asit ile 6n islemde 170 °C’de seliiloz % 85
oraninda parcalanmustir. On islemde % 20 kat1 yiikleme orami kullanilmasi, %30
oranina kiyasla (daha az furfural igcermesi sebebiyle) daha etkili etanol fermantasyonu
gerceklesmesini saglamistir. Ayrica organik asitle 6n islemde, siilfiirik asitle 6n isleme

gore furfural olmusumunun daha az oldugu tespit edilmistir.

Yapilan bir caligmada, Manihot esculenta sapindan (cassava sap1) biyoetanol eldesi i¢in
kat1 - s1v1 orani, reaksiyon siiresi, okzalik asit konsantrasyonu bagimsiz degiskenlerinin
indirgen seker konsantrasyonu iizerine etkisi 121 °C ve 15 psi’da aragtirillmistir. 5 g
ornek i¢in optimum indirgen seker verimi 1,564 g/L olup 0,08 g/mL kati-siv1 orani,
%2,97 okzalik asit konsantrasyonu ve 27 dk reaksiyon siiresinde tespit edilmisitr. On
islem sonrasinda, cassava sap1 0,5 mL seliilaz (16,8 FPU/g) kullanilarak hidrolize olmus
ve 1,889 g/L glikoz elde edilmistir. Maksimum etanol konsantrasyonu ve verimi

sirastyla 1,622 g/L ve 0,32 g etanol/ g cassava sapidir (Sivamani vd. 2018).

Sahu ve Pramanik (2018), pamuk atigindan laktik asit, okzalik asit, sitrik asit ve maleik
asit On islemi ile etanol tiretmistir. Biitiin bu organik asitler i¢inde maleik asit kullanimi
en verimli 6n islem olarak bulunmus olup, maksimum ksiloz miktar1 (126,05 g/g) 150
°C, 150 mM ve 45 dk optimum 6n islem kosullarinda elde edilmistir. Biyokiitle maleik
asitle 6n isleme tabi tutuldugunda, ligninin %88’nin ayristirildig1 tespit edilmistir. On

islem verimi konvansiyonel seyreltik siilfirik asit ile karsilagtirilmistir. Sakkarafikasyon
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verimi maleik asit ve siilfirik asit 6n iglemiyle sirasiyla 686,13 ve 675,26 g/g olarak

bulunmustur.

Lin vd. (2017), farkl asitlerin (okzalik asit, maleik asit, sitrik asit ve siilfiirik asit), asit
konsantrasyonunun (1-100 g/mL kati:su), 6n islem sicakligimin (120, 130, 140 °C) ve
stiresinin (0-20 dakika), hemiseliiloz hidrolizi iizerine etkilerini incelemislerdir. Yiiksek
asit konsantrasyonu, yiiksek sicaklik ve uzun reaksiyon siiresinin ksilooligosakkaritin
monosakkaritlere depolimerizasyonunu hizlandirdigini tespit etmislerdir.
Ksilooligosakkarit iiretimi i¢in yanit yiizey metoduyla optimum 6n islem kosullarini
belirlemiglerdir. En yiiksek ksilooligosakkarit verimi; kayin ksilani i¢in %39,31(126,54
°C — 7,95 dk) ve endiistriyel icki atig1 pulpu igin %30,32 (122,63 °C —15,85 dk) olarak
tahmin edilmis ve deneysel verilere yakin sonuglar elde edildigi (sirastyla %39,42 ve

%30,89) goriilmiistiir.

Qing vd. (2015), misir kocani ile yaptiklar1 ¢aligmalarinda yiiksek ksiloz verimi elde
edebilmek ve yiiksek oranda kati materyali parcalayabilmek icin okzalik asidi
degerlendirmislerdir. Yanit yiizeyi metodu kullanilarak 6n islem sicakligi (120 °C, 130
°C, 140 °C), reaksiyon siiresi (20 dk, 40 dk, 60 dk), asit konsantrasyonu (% 0,5, % 1,
% 1,5) ve kat1 — stv1 oran1 orani (% 5, % 7,5, % 10) optimize edilmistir. En yiiksek
ksiloz verimi; 140 °C’de, 40 dk, % 0,5 (agirlik¢a) okzalik asit konsantrasyonu ve %7,5
kat1 yiikleme orani kosullarinda % 94,3 olarak bulunmustur. Bu kosullar altinda, deney
sonuglart model tahminine yakin ¢ikmis, bu sebeple uygulanabilir bir model oldugunu

belirtmislerdir.

Yapilan bagka bir calismada (Kim vd. 2013), siilfiirik, maleik ve oksalik asitle 6n islem
uygulanmis sert agactan elde edilen ksilo-oligomerlerin hidrolizi i¢in matematiksel
denklemler gelistirilmistir. Ug farkl1 sicaklik (140, 160, 180 °C), farkl1 asit ve pH’larda
deneyler gergeklestirilmistir. % 85- 90 ksiloz verimine 140 °C’de 50-83 mM maleik asit
ile veya 33-44 mM okzalik asit konsantrasyonu ile ulagilmistir (pH 1,9- 2,2). Siilfiirik
asitin benzer ksiloz verimine ulagabilmesinin daha diisiik pH degerilerinde oldugu

gozlemlenmistir (pH< 1,6).

Lim ve Lee (2013), karma sert aga¢ materyalinde (Quercus mongolica, Robinia

pseudoacacia L. ve Castanea crenata) maleik asit ve okzalik asit ile 6n islemde, pH
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(1,04, 1,34, 1,54), reaksiyon sicakligi (160, 170, 180 °C) ve reaksiyon siiresinin (30, 60,
90 dk) fermente edilebilen seker eldesi iizerine etkilerini arastirmislardir. Dikarboksilik
asit on islemi ile fermente edilebilen seker eldesinde en 6nemli faktoriin pH oldugunu
belirlemislerdir. Reaksiyon sicakligini takiben de diger 6nemli faktoriin reaksiyon siiresi
oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica, maleik asit ile 6n islemin etkili oldugu bulunmus ve
yaklasik % 96 glikoz verimi elde edilmistir. Okzalik asitin ise maleik asite gore daha az
etkili oldugu saptanmis, okzalik asitle islenmis biyokiitlenin glikoz veriminin % 72,70-
88,64 arasinda oldugu tespit edilmistir. Dikarboksilik asit ile 6n islem uygulanmis
materyalde; enzimatik hidroliz veriminin asit konsantrasyonu ve reaksiyon siiresi ile

arttig1 belirlenmistir

Akcaagac odunu iizerine yapilan bir ¢aligmada, ak¢caaga¢ odununa seyreltik okzalik asit
on islemi uygulanmis, 6n islem ve sonrasinda enzimatik hidroliz performansi;
hidrotermal, seyreltik hidroklorik ve siilfiirik asit 0On- islem sonuglar ile
karsilastirilmistir. 180 °C ve 200 °C sicaklikta hidrotermal 6n islem, % 0,5 ve % 2 asit
konsantrasyonlarinda (160 °C) seyreltik asit 6n islemi uygulanmistir. En yiiksek toplam
ksiloz verimine (% 84) 160 °C'de hem % 0,5' lik okzalik hem de siilfiirik asit 6n islemi
ile ulasilmistir. 200 °C'de hidrotermal 6n islem ve 140 °C’de % 0,5 hidroklorik asit 6n
islemi sonrast verim ~81% olarak bulunmustur. On islem sicakliklari ve asit
konsantrasyonlar1 farklilik géstermesine ragmen, bu dort 6n islemin de lignoseliilozik

yapiy1 bozmakta etkili oldugu tespit edilmistir (Zhang vd. 2013).

Qin vd. (2012)’nin yaptig1 c¢alismada, misir kogani, 50 ve 90 mM asit
konsantrasyonlarinda siilfiirik, okzalik, sitrik, tartarik ve asetik asite 130, 150, 170, 190
°C sicakliklarda 30 dk on isleme tabi tutulmustur. 130 °C’ de 50 mM asit
uygulamasinda, siilfiirik asit 6n isleminde ksilan geri kazanimi % 83,2 bulunmus bu
degerin ayn1 kosullarda organik asit ile yapilan 6n islem sonucunda ise %90’dan fazla
oldugu goriilmiistiir. 150 °C’ de siilfiirik asitle 6n islemde ksiloz veriminin %43.4
oldugu tespit edilmis ve inorganik asitlerin ksilozun degredasyonuna sebep oldugu

gosterilmistir.

Bagka bir ¢alismada, hizli biiyiiyen ve ¢ok yillik bir bitki olan Saccharum (Saccharum
spontaneum L. ssp. aegyptiacum ) kullanilmistir. Okzalik asit ile 6n islem farkli sicaklik
(150-190 °C), siire (10-40 dk) ve okzalik asit konsantrasyonlarinda (% 2-8 (w/w)
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gerceklestirilmistir. Stire ve sicakligin kombine edildigi tek bir parametreyi veren siddet
faktorii (Severity Factor, SF)’nden yararlanilmis ve en yiiksek toplam seker verimine,
2,93 SF degeri ve % 6,79 okzalik asit (w/w) ile ulasildig1 tespit edilmistir. SF 2,93
degeri 158 °C ve 16 dk’y1 ifade etmektedir. Bu kosullarda, 43,0 g/L ksiloz, 5,0 g/L
glikoz ve 0,4 g/L arabinoz olusumu gézlenmistir (Scordia vd. 2010).

Misir kogant iizerinde yapilan bir diger calismada maleik asit ve siilflirik asit varliginda
hemiseliiloz hidrolizi ve ksilozun bozunma kinetigi arastirilmistir. Misir kogani, 200
mM maleik asit ile 170 °C’de 8, 10, 12 dk siire ile islenmis ve en iyi ksilan hidrolizinin
ve en az furfural olusumunun 8. dk’ da oldugu goriilmiistiir. Bu optimal kosullarda
yapilan 6n islem sonucunda, ksiloz veriminin % 95, (36,7 g/L ksiloz) ve furfural
konsantrasyonunun 1,8 g/L oldugu tespit edilmistir. Siilfiirik asitte ise en iyi ksiloz
veriminin % 68 (% 1,16 H,SO,, 179 °C 6,2 dk) oldugu tespit edilmistir (Lu ve Mosier
2007).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu calismada, materyal olarak Ankara Universitesi, Kenan Evren Arastirma ve
Uygulama Ciftligi’nden tedarik edilen bugday samani kullanilmistir. Bugday samani,
gozenek biiylikliigii 2 mm olan degirmende (Simsek Laborteknik TD701, Ankara,
Tirkiye) ogitilmiistiir. Samanin kompozisyon analizi NREL Laboratuvar Prosediirii
NREL/TP-510-42618’¢ (Sluiter vd. 2008) gore belirlenmis ve Cizelge 3.1°de
verilmigtir. Samandaki kuru madde miktar1 105 °C’de 1 giin bekletilerek %89,8 olarak

belirlenmistir.

Cizelge 3.1 Samanin kompozisyonu (kuru madde bazinda)

Samanin Kompozisyonu (%)

Seliiloz 34,11 £ 1,47
Ksilan 15,93 £1,07
Diger sekerler <3,00 + 0,03
Klason Lignin 20,84 £ 0,05
Kiil 7,16 + 0,04
3.2 Yontem
3.2.1 On islem

On islemde Merck firmasindan temin edilen (>%99 saflikta) organik asitler (maleik,
siiksinik, okzalik asit) kullanilmustir. Ogiitiilen bugday saman &rnekleri, 3 farkli sicaklik

(170, 190, 210 °C), asit konsantrasyonu (%1, %3, %5) ve siirede (10, 20, 30 dakika),
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Sekil 3.1 Parr reaktorii (Model 4525, Parr, ABD)

Parr reaktoriinde (Sekil 3.1, Model 4525, Parr, ABD) 120 rpm’de 6n isleme tabi
tutulmustur. Kuru saman: organik asit oram1 1:10 (g:mL) olarak sabit tutulmustur. On-
islem sonrasinda ise filtre yardimi ile siv1 kisimdan ayrilan biyokiitlede kompozisyon

analizleri (Sluiter vd. 2008) yapilmustir.

3.2.2 Enzimatik hidroliz

Belirlenen kosullarda 6n islem uygulanmis bugday samani 6rnekleri, enzimatik olarak
hidrolize edilmistir. Enzimatik hidroliz deneyleri NREL laboratuvar prosediirleri temel
alinarak yapilmistir (Selig vd. 2008). Oncelikli olarak, 6n isleme tabi tutulan bugday
samaninin nemi, infrared nem tayini cihazi (HB43-S, Metter Toledo, Amerika) ile tespit
edilmistir. Sonrasinda 5 g kuru madde igeren saman bir erlene alinarak, 5 mL sodyum
sitrat tamponu (1 M, pH 4,5) eklenmis, ilave edilecek enzim miktar1 da gbéz Oniine
almarak toplam agirlhik su ile 100 g’a tamamlanmistir. Enzimatik hidroliz ig¢in
hazirlanan erlenler 121°C’de 20 dk otoklavlanmistir. Otoklav sonrasinda oda sicakligina

gelen erlenlere dozu 30 FPU/g kuru saman olacak sekilde seliilaz enzimi (Accelerase
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1500, Genencor Int., Palo Alto, CA (enzim aktivitesi: 44 FPU/ mL)) eklenip,
karigtirmal1 inkiibatore konulmustur. 50 °C sicaklikta, 150 rpm calkalama hizinda, 72
saat boyunca enzimatik hidroliz islemi yapilmistir. 4, 24, 48 ve 72. saatlerde 6rnekler
alinmistir. Alinan Ornekler 4°C’de 6000 devirde 10 dk boyunca santrifiijlenerek,
stipernatant kismi1 0,45 um gozenek capli filtreler ile filtre edilmis ve HPLC analizleri
icin -18 °C’deki derin dondurucuda saklanmistir. Enzimatik hidroliz denemeleri, 2

tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.

Hidroliz verimligi asagidaki Esitlik 1 ve 2 kullanilarak hesaplanmustir.

. . Enzimatik hidroliz ile elde edilen glikoz miktar1 g x 0,9
likoz verimi (%) = x 1 1
Glikoz ve ( 0) Biyokiitledeki glukan miktar1 g 00 ( )
. . - Enzimatik hidroliz ile elde edilen ksiloz miktar1 g x 0,88
Ksiloz verimi (%) = g x 100 (2)

Biyokiitledeki ksilan miktar1 g

(Not: Formiillerdeki 0,9 ve 0,88, glikoz ve ksilozu, glukan ve ksilan esdegeri olarak

yazabilmek i¢in gerekli olan doniisiim ¢arpanlaridir.)

3.2.3 On islem parametrelerinin optimizasyonu

Her asit i¢in yanit yiizey metodu (RSM) kullanilarak proses parametreleri optimize
edilmistir. Sicaklik, asit konsantrasyonu ve On-islem siiresi bagimsiz degisken; glikoz

verimi ve ksiloz verimi ise bagimli degisken olarak secilmistir.

Box-Behnken tasarimi ile optimizasyon yapilmis ve deney matriksi Cizelge 3.2 ’de
verilmistir. Bagimli degiskenler i¢in ikinci dereceden asagidaki denklem kullanilarak

elde edilen verilerin ¢oklu regresyon analizi yapilmistir.
Y =By + BiXy + BoXo + B3X3 + BruXT + BaoXF + B3aX35 + ProX1Xo + Br3X1 X5 + BasXa X3 ©))

Esitlik 3’te Xj’ler bagimsiz degiskenleri (X; sicaklik (°C), X asit konsantrasyonu (%),
Xs siire (dak.), fi’ler model sabitlerini, ve Y’ ler bagimli degiskenleri (glikoz verimi (%)

ve ksiloz verimi (%)) gostermektedir.
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Cizelge 3.2 Yanit Yiizey YoOntemi ile optimizasyonda kullanilan degiskenler

Kodlar Degiskenler
Deney No Asit Stre Sicaklik Asit Stire
Sicaklik Konsantrasyonu °C) Konsantrasyonu (dak)
(dak) (%)
1 0 -1 -1 190 1 10
2 0 1 1 190 5 30
3 0 0 0 190 3 20
4 -1 0 -1 170 3 10
5 1 -1 0 210 1 20
6 1 1 0 210 5 20
7 -1 -1 1 170 1 30
8 1 0 -1 210 3 10
9 0 1 -1 190 5 10
10 -1 -1 0 170 1 20
11 1 0 1 210 3 30
12 -1 1 0 170 5 20
13 0 0 0 190 3 20
14 -1 0 1 170 3 30
15 0 0 0 190 3 20
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3.2.4 Fermentasyon

RSM metodu ile enzimatik hidroliz deneylerinde elde edilen sonuglarda maksimum
seker verimliligi saglayacak olan proses kosullari belirlenmistir. Bu kosullarda islenen
saman Ornekleri fermentasyon deneylerine tabi tutulmus ve farkli organik asitlerin

(maleik, siiksinik, okzalik asit) etanol verimliligi lizerine etkisi incelenmistir.

Es zamanli sakkarifikasyon ve fermantasyon (SSF) deneyleri NREL laboratuvar
prosediirleri dogrultusunda yapilmistir (Dowe vd. 2001). SSF deneylerinde mutant bir
maya olan Saccharomyces cerevisiae (ATCC 20618) kullanilmistir. Bu maya ksilozu da
fermente ederek etanole cevirebilen mutant bir mayadir. Fermantasyon islemi % 5
(W/w) kuru madde, 30 FPU/g kuru saman olacak sekilde seliilaz enzimi (Accelerase
1500, Genencor Int., Palo Alto, CA (enzim aktivitesi: 44 FPU/ mL)) % 1 (w/v) maya
ekstrakti, 0,05 M sitrat tamponu (pH 4.8) ve % 2 (w/v) pepton, igeren besi ortaminda
gerceklestirilmistir. Besiyeri i¢in 10 kat seyreltilmis YM Broth kullanilmis ve 1.0 M
sitrat tamponu (pH 4.8) ile 6n isleme tabi tutulmus biyokiitle, ayr1 bir sekilde 121 °C’de
30 dakika otoklavda sterilize edilmistir. a-seliiloz ile kontrol denemeleri yapilmistir. 28
°C’de, YM Broth besiyerinde aktiflestirilen 24 saatlik maya kiiltiirleri (Saccharomyces
cerevisiae ATCC 20618), Thoma lam1 ile sayilarak, fermantasyon besiyerine yaklagik
10" hiicre/mL seviyesinde inokule edilmistir. Fermantasyon deneyleri karistirmali
inkiibatorde 35 °C’de, 130 rpm’de, 96 saat boyunca devam etmis ve deney esnasinda 4,
24,48, 72, 96. saatlerde 6rnekler alinmistir. Alinan 6rnekler 4°C’de 6000 devirde 10 dk
boyunca santrifiijlenerek silipernatantlar1 ependorf tiiplerine aktarilmis ve analizlere

kadar -18 °C’de depolanmustir.

3.2.5 Analizler

3.2.5.1 On islem sonrasi biyokiitlede kompozisyon analizi

On islem sonrasi depolanan saman oOrneklerinde kompozisyon analizi yapilmasi
amactyla oncelikle %72’lik H,SO4 ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun i¢in 34 mL saf su ile

54,3 ml H,SO,4 (98%) balon jojede karistirilmistir. Daha sonra SRS (sugar recovery
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standards, seker standartlari) ¢ozeltisi hazirlanmistir. SRS standartlari, kompozisyon
analizleri swrasinda ne kadar sekerin degrade oldugunu tespit etmek icin
kullanilmaktadir. Bu amagla 200 mg glikoz, 500 mg ksiloz, 100 mg arabinoz ve 50 mg
mannoz 50 mL’lik balon jojeye aktarilarak hacim saf suyla 50 mL’ye tamamlanmistir.
SRS (sugar recovery standards, seker standartlari) ¢ozeltisinden 10’ar mL basing
tiplerine alinmig ve iizerine 348 pulL %72’lik HpSO, ilave edilmistir. Bu sekilde
hazirlanan SRS c¢ozeltileri kapaklar sikica kapatilarak otoklavlanmak tizere hazir hale

getirilmistir.

SRS standartlar1 ile es zamanli olarak, kompozisyonu belirlenecek olan 300 mg saman
ornegi 2 tekerriirlii olacak sekilde basing tiiplerine aktariimistir. Uzerlerine 3 mL
%72’lik HpSO,4 ¢ozeltisi ilave edilmistir. Tiipler beher igerisinde 30 °C’de su
banyosunda 1 saat boyunca teflon karistirma ¢ubuklari ile karistirilarak bekletilmistir.
Karigtirma islemi ilk yarim saatte 5 dakikada bir, sonraki yarim saatte 10 dakikada bir
yapilmig ve samanin topaklanmamasina dikkat edilmistir. 1 saat iglem siiresi
tamamlaninca drnekler su banyosundan ¢ikarilmis ve lizerlerine 84 mL saf su ilave
edilmistir. Kapaklar sikica kapatilan 6rnekler ve hazirlanan SRS ¢ozeltileri 121 °C’de 1
saat otoklavlanmistir. Otoklavlama islemi sonras1 érnekler ve SRS ¢ozeltileri soguyana
kadar beklenmis ve su trombu vasitasiyla siiziilmiistiir. ik siizilen kissm 50 mL’lik
plastik tiiplere alinmis ve daha sonra tiiplerin ici, kapaklar1 yikanarak tiim lignin filtre
kagidinin tlizerine toplanmistir. Filtre kagitlar1 darasi alinmis petrilere konularak 105
°C’de etiivde kurutulmustur. Lignin miktar1 asagidaki Esitlik 4’de gosterildigi sekilde

hesaplanmaistir:

.. . Etivden ¢ikan ligninli filtre kagidt agirligt —Filtre kagidt agirligt
% Lignin miktari=100% £ g ! Eudi agiriigt (6) Bt agirligi(s) (@)

Baslangigta tartilan 6rnek miktari (g)

[k siiziilen sivi kisimdan 6rnekler alinarak igerisindeki glikoz ve ksiloz miktarlari
HPLC ile belirlenmis ve NREL prosediiriinde (Sluiter vd. 2008) anlatildig1 sekilde,

saman oOrneklerindeki seliiloz ve ksilan miktarlar1 hesaplanmustir.

3.2.5.2 HPLC analizleri

Biyokiitlenin kompozisyonunda ve enzimatik hidroliz islemi sirasinda elde edilen
orneklerdeki seker analizleri, Agilent 1260 Infinity HPLC sistemi ile
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gerceklestirilmistir.  HPLC dedektorii RID  dedektor olup sicakligt  40°C’ye
ayarlanmistir. Glikoz ve ksiloz 80°C’de Bio-Rad Aminex HPX-87P kolon kullanilarak
tespit edilmistir. Mobil faz olarak, 0.6 mL/dk akis hizinda su kullanilmistir. Bio-Rad
Aminex HPX-87P kolonda analiz edilecek Ornekler eger asidik ise (kompozisyon
analizi ornekleri), CaCOj3 ile pH 5-6’ya nétralize edilmis ve 1 gece boyunca +4 °C’de
bekletildikten sonra, 0.45 pum’lik filtreler kullanilarak filtre edilip HPLC’ye enjekte
edilmistir. Enjeksiyon hacmi 10 pl’dir.

3.2.5.3 Fermentasyon sonrasi gaz kromatografisinde etanol analizi

Fermentasyonu sonrasi alinan orneklerde etil alkol tayini yapilmistir (Templeton 1994).
Etanol konsantrasyonu alev iyonizasyonu dedektorii ile calisan gaz kromatografisi
(Shimadzu, GC 14B, Japonya) kullanilarak tespit edilmistir. 1 pL 6rnek Chromosorb
101 (80/100 mesh) cam kolona (2 mm ¢apinda ve 2 m uzunlugunda) enjekte edilmistir.
Enjeksiyon haznesi ve alev iyonizasyonu dedektorii sicakliklart sirasiyla 220 ve 250 °C
olarak sabit tutulmustur. Kolon sicakligi 160 °C’dir ve tasiyict gaz olarak azot

kullanilmustir.

Etanol verimliligi, islenmis Orneklerdeki toplam seker miktar1 g6z Oniinde

bulundurularak asagidaki Esitlik 5 kullanilarak hesaplanmistir.

Uretilen etanol miktar1 g

Etanol verimi (%) = x 100 (5)

Fermentasyondaki toplam seker miktar1 g x 0,511

(Not: Fermentasyona giren toplam seker miktarinda, islenmis biyokiitledeki glikoz ve
ksiloz miktarlar1 (kullanilan mayanin her ikisini de fermente edebildiginden) goz 6niine
alinmistir. Formiildeki 0,511 degeri, mayanin stokiyometrik biyokimyasina bagli olan

sekerden etanole dontisiim faktoriidiir. )

3.2.6 istatistiksel analiz

Bulgulara yonelik istatistiksel analizler MINITAB 15.1.1.0 paket programi kullanilarak
gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Calismamizda saman ornekleri, 3 farkli organik asit ile (maleik asit, siiksinik asit ve
okzalik asit) farkli sicaklik (170, 190, 210°C), asit konsantrasyonu (%1, %3, %5) ve
siirelerde (10, 20, 30 dakika) 6n isleme tabi tutulmustur. Oncelikli olarak bu on islem
parametrelerinin  samanin kompozisyonuna, glikoz ve ksiloz verimine etkileri
incelenmistir. Daha sonra 6n iglem parametreleri optimize edilerek en yiiksek glikoz ve
ksiloz verimini saglayan proses kosullart belirlenmistir. Bu kosullarda iglenmis saman
fermente edilmis ve farkli asitlerle islenmis samanlar etanol verimlilikleri agisindan

karsilastirilmistir.

4.1 Maleik Asit On Islemi

4.1.1 Maleik asit 6n isleminin samanin kompozisyonu iizerine etkisi

Saman ornekleri, maleik asit ile farkli sicaklik (170, 190, 210°C), asit konsantrasyonu
(%1, %3, %5) ve siirelerde (10, 20, 30 dakika) on isleme tabi tutulmus ve
kompozisyonundaki degisimler gézlemlenmistir (Sekil 4.1). Dikarboksilik asitlerin,
selillozu parcalamadigr ve degredasyona ugratmadigi bilinmektedir (Kootstra vd.
2009b, Lee vd. 2010). Bu nedenle, organik asitlerle 6n islemlerde hemiseliiloz ve lignin

icerigindeki degisim daha ¢cok dnem tagimaktadir.

On islem gdérmemis samandaki ksilan miktar1 % 15,93 ve lignin miktar1 %20,84 tiir
(Cizelge 3.1). Maleik asit ile farkli kosullarda 6n isleme tabi tutulmus saman
orneklerinde ksilan miktarmin % 0,88-10,29 arasinda oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuglar, ksilanin On-islem sirasinda hidrolize olarak sivi fazda ¢6zilindiiglini
gostermektedir. Ksiloz gibi pentozlarin, sicaklik ve asite karsi duyarli oldugu ve
kolaylikla hidrolize oldugu bilinmektedir (Palmqvist ve Hahn-Hagerdal 2000). On
isleme tabi tutulmus saman 6rneklerinin lignin igeriginin ise % 31- 39 arasinda oldugu
bulunmustur. Hammaddeye oranla lignin igerigindeki bu artis, orneklerden ksilanin
ayristirilmasindan  kaynaklanmaktadir. Bir diger deyisle, ksilan biyokiitleden
uzaklastirildig1 i¢in (hidrolize olarak sivi faza gectigi i¢in) lignin miktart artmis gibi

goziikmektedir.
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Sekil 4.1 Farkli 6n islem kosullarinda maleik asitle islenmis saman Orneklerinin
kompozisyonu (her deney numarasit farkli proses kosulunu gostermektedir ve bu
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Sekil 4.2 Farkli 6n islem kosullarinda maleik asitle islenmis saman Orneklerinin seliiloz

ve lignin igeriklerinin (%) 6rnekteki ksilan miktar1 (%) ile degisimi
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On isleme tabi tutulmus orneklerdeki ksilan miktarindaki azalismn, seliiloz ve lignin
miktarinda artisa sebep oldugu Sekil 4.2°de de goziikkmektedir. Bu tarz sonuglar diger
arastirmacilar tarafindan da tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alismada, yumusak agac
Ornegi organik asitler ile farkli kosullarda on isleme tabi tutulmus ve kompozisyondaki
degisim gozlemlenmistir. Lignin igeriginin % 32,36’dan % 46,61’e kadar arttig1 ve
bunun karbonhidrat degradasyonuyla baglantili sekilde gerceklestigi tespit edilmistir
(Lim ve Lee 2013). Bu egilim, farkli lignoseliilozik biyokiitlelerin, asit ile 6n islem
yapildig1 ¢alismalarda da rapor edilmistir (Ohgren vd. 2007, Qin vd. 2012). Bahsi gecen

sebeplerden, drneklerdeki seliiloz miktarinda da artis oldugu gézlemlenmistir.

Sonuglar istatistiksel olarak incelendiginde, oOn islem sicakliginin ve asit
konsatrasyonunun samanin seliiloz igeriginde 6nemli degisimlere sebep oldugu (p<0,05)
bulunmustur. On islem siiresi ise istatistiksel acidan anlamli degisimlere sebep
olmamistir. Tiim proses parametrelerinin, Orneklerdeki ksilan ve lignin miktarlari
acisindan istatistiksel olarak Onemli oldugu tespit edilmistir. Bagimsiz proses
parametreleri olarak segilen On-islem siiresi, sicakligi ve asit konsantrasyonunun,
samanin seliiloz, ksilan ve lignin igerigine etkileri kontur grafikleri seklinde Sekil 4.3 -
4.11°de gosterilmistir. Sekil 4.3 ve 4.4 incelendiginde sicaklik artiginin her kosulda,
orneklerde daha yiiksek seliiloz miktarina neden oldugu anlasilmaktadir. Bu da ksilanin
orneklerden yliksek sicakliklarda daha cok ayristirildiginin bir gostergesidir. Sabit
sicaklik ve 6n-islem siiresinde, maleik asit konsantrasyonunun %1°den %3’e ¢ikarilmasi
seliilloz miktarinda %4,5 artisa neden olurken, %3’den %5’e ¢ikarilmasi 6nemli bir fark
yaratmamustir. Ksilan konsantrasyonlari incelendiginde ise sicaklik, asit konsantrasyonu
ve On-iglem siiresindeki artisin Orneklerdeki ksilant onemli Olglide azalttigr tespit
edilmistir. Ekstrem oOn-igslem kosullarinda ksilanin neredeyse tamaminin sivi fazda
¢Oziindiigli belirlenmistir. Bu sonuca paralel olarak, 6n-islem kosullarinin siddetinin

artmasi lignin konsantrasyonunun artmasina neden olmustur.
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Sekil 4.3 Farkli maleik asit konsantrasyonu (%) ve sicaklik (°C) degerlerinin samanin
seliiloz igerigine (g seliilloz/g kuru saman) etkisi

seliiloz
[ | = 0,50
B os0 - 052
B o052 - 054
0.54 - 0.5
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Sekil 4.4 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve sicaklik (°C) degerlerinin samanin seliiloz
igcerigine (g seliiloz/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.5 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve maleik asit konsantrasyonu (%) degerlerinin
samanin seliiloz igerigine (g seliiloz/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.6 Farkli maleik asit konsantrasyonu (%) ve sicaklik (°C) degerlerinin samanin
ksilan igerigine (g ksilan/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.7 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve sicaklik (°C) degerlerinin samanin ksilan
icerigine (g ksilan/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.8 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve maleik asit konsantrasyonu (%) degerlerinin
samanin ksilan igerigine (g ksilan/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.9 Farkli maleik asit konsantrasyonu (%) ve sicaklik (°C) degerlerinin samanin
lignin icerigine (g lignin/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.10 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve sicaklik (°C) degerlerinin samanin lignin
igerigine (g lignin/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.11 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve maleik asit konsantrasyonu (%) degerlerinin
samanin lignin i¢erigine (g lignin/g kuru saman) etkisi

4.1.2 Maleik asit 6n isleminin samanin enzimatik hidrolizi asamasindaki glikoz ve

ksiloz verimlilikleri iizerine etkisi

On-iglemden sonra, saman orneklerinde enzimatik hidroliz deneyleri yapilmis ve yanit
yiizey metodu kullanilarak; proses parametreleri olarak secilen, 6n-islem sicakliginin,
sliresinin ve asit konsantrasyonunun samanin glikoz ve ksiloz verimlilikleri {izerine
etkisi tespit edilmistir. Minitab programi ile regresyon analizi yapilarak ikinci derece
denklemler elde edilip Cizelge 4.1’de verilmistir. X; sicaklik (°C), X, asit
konsantrasyonu (%) ve Xs on-islem siiresi (dak) olup bagimsiz degiskenleri ifade eder.
Y1 glikoz verimi (%) ve Y ksiloz verimi (%) olup bagimli degiskenlerdir. Bulunan
denklemlerin belirleme katsayilari (rz) da aym ¢izelgede gosterilmistir. RSM
modellerinde r®nin en az %80 olmasi beklenir. Bu durum géz 6niine alindiginda yanit

degiskenleri i¢in bulunan modellerin deneysel verilerle uyum sagladigi soylenebilir
(Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1 Maleik asit icin regresyon esitlikleri

Bagimli

Degiskenler Regresyon Denklemleri r

Glikoz verimi Y1=0,95+ 0,20*X; + 0,051 X, + 0,15* X5 -
0,19*X;% — 0,0028X,% — 0,057X3° — 0,097*X X, - 0,97
(%) 0,12*X; X3 - 0,12*X,X3

Ksiloz verimi Y,=0,84+0,17*X; + 0,056X, + 0,13*X3 — 0,17
*X 12+ 0,018X,2 -0,097X3% -0,15*X; X, - 0,96
(%) 0,25%X; X3 -0,17 *X,X3

Uzerinde isaret bulunmayan bagimsiz degiskenler istatistiksel olarak onemsizdir.

* istatistiksel olarak 6nemi belirtir (p<0,05)

X1 (°C): 6n islem sicaklig1, X5 (%): asit konsantrasyonu, Xz (dak): 6n-islem siiresi

Y1 (%): glikoz verimi, Y; (%): ksiloz verimi

Samanin enzimatik hidrolizle elde edilen glikoz ve ksiloz verimi iizerine; maleik asit
konsantrasyonu, sicaklik, ve on-iglem siiresinin etkileri Sekil 4.12-4.17°de verilmistir.
Glikoz verimi tizerine istatistiksel olarak en 6nemli parametrelerin On-iglem siiresi ve
sicakligi oldugu regresyon esitlikleri incelenerek goriilmiistiir (Cizelge 4.1). Maleik asit
konsantrasyonunun ise glikoz verimi tizerine istatiskisel agidan Onemli bir etkisi
olmadig1 belirlenmistir. Regresyon denkleminde, 6n islem sicaklifinin ve siiresinin
glikoz verimine etkisinin pozitif oldugu goriilmektedir. Bu da 6n-islem sicakliginin ve
On-iglem siiresinin artmasi ile glikoz veriminin artacagini gostermektedir. Sekil 4.12 ve
4.14’de gorildiigli gibi maleik asit konsantrasyonu sabit tutuldugunda, on-islem
sicaklign veya siiresindeki artis glikoz veriminde artig1 saglamistir. Ornegin, reaktdrde
20 dakika stire ile %1 maleik asitle islenen samanin 6n-islem sicakligr 170 °C’den 210
°C’ye getirilmesi glikoz veriminde 2,4 kat artisa neden olmustur. 190 °C ve 20 dakika
tizerindeki kosullarda islenmis saman 6rneklerinde, en yiiksek glikoz verimleri (> %90)
elde edilmistir. Bulgularin, literatiirdeki calismalarla benzer oldugu goriilmiistiir.
Koostra vd. (2009b), samani1 maleik asit ile 170 °C’de 30 dakika siiresince 6n isleme
tabi tutmuslar ve glikoz verimini %96 olarak elde etmislerdir. Koostra vd. (2009b)’ nin
calismasindaki verimin, bu ¢alismadan yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu durumun daha
yiksek dozda (46 FPU/ g saman) enzim kullanilmasindan kaynaklandigi tahmin
edilmektedir.
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Sekil 4.12 Farkli maleik asit konsantrasyonu (%) ve sicaklik (°C) degerlerinin glikoz
verimine (g/g) etkisi
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Sekil 4.13 Farkli 6n iglem siiresi (dak) ve sicaklik (°C) degerlerinin glikoz verimine(g/g)
etkisi
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Sekil 4.14 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve maleik asit konsantrasyonu (%) degerlerinin

glikoz verimine (g/g) etkisi

Istatistiksel analizler dogrultusunda ksiloz verimi iizerine en énemli parametrelerin,
glikoz verimindeki sonuglara benzer olarak On-islem siiresi ve sicakligi oldugu
goriilmiistiir (Cizelge 4.1). Ksiloz verimi lizerine maleik asit konsantrasyonunun
istatistiksel agidan &nemli bir etkisi olmadigi tespit edilmistir. On-islem siiresi ve
sicakliginin  ksiloz verimine etkisinin pozitif oldugu regresyon denkleminde
goriilmektedir. Buna gore On-islem siiresi ve sicakliginin artmasi ile ksiloz veriminin
artacag@1 anlasilmaktadir. Grafiklerde de bu sonuglara ulagilmaktadir. On-islem siiresi ve
asit konsantrasyonu sabit tutularak On-islem sicakliginin arttirilmasi ksiloz veriminin

artmasini saglamistir. Koostra vd. (2009b) tarafindan da benzer sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 4.15 Farkli maleik asit konsantrasyonu (%) ve sicaklik (°C) degerlerinin ksiloz
verimine (g/g) etkisi
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Sekil 4.16 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve sicaklik (°C) degerlerinin ksiloz verimine
(9/g) etkisi
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Sekil 4.17 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve maleik asit konsantrasyonu (%) degerlerinin
ksiloz verimine (g/g) etkisi

170 ve 190 °C sicakliklar arasinda verim artisinin dnemli derecede belirgin oldugu
(Sekil 4.15) soylenebilir. 170-190 °C gibi diisiik sicakliklarda, ksiloz verimine 6n-islem
stiresindeki cok kii¢iik artiglar bile olumlu etki etmistir. Bununla beraber yiiksek
sicakliklarda 6n iglem siiresinin 6nemli bir fark yaratmadigi belirlenmistir (Sekil 4.16).
Fakat, sabit maleik asit konsantrasyonunda 210 °C’de uzun On-islem siirelerinin
verimde diisiise sebep oldugu goriilmiistiir. Bunun, ekstrem On-islem kosullarinda,
ksilozun bozunmasidan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. flaveten; diisiik
on-iglem siirelerinde (< 20 dak) ve sabit sicaklikta, istatistiksel olarak 6nemli olmasa da
grafiklerde, asit konsantrasyonundaki artisin ksiloz verimine olumlu etkide bulundugu
tespit edilmigstir (Sekil 4.17). Regresyon denkleminde de bu olumlu etki agikca
gorilmektedir (Cizelge 4.1). Bununla birlikte, bagimsiz degiskenler arasinda
istatistiksel agidan 6nemli interaksiyon oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1). Bu sonug;
On islem siiresi, On islem sicaklig1 ve asit konsantrasyonu arasinda etkilesimin oldugunu
gostermektedir. Bir diger ifade ile glikoz ve ksiloz verimi {izerindeki her bir 6n-islem

parametresinin etkisi, kendisi digindaki diger parametrelere de bagimlidir.
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Genel anlamda bakildiginda samandan yiiksek miktarda seker verimi (>%90) elde
etmede maleik asit ile 6n iglemin etkili bir yontem oldugu goriilmiistiir. 210°C’de, %]
maleik asit konsantrasyonu ve 20 dakika on islem siiresi uygulandiginda ksiloz verimi
%95 olarak elde edilmistir. Literatiirde Kootstra vd. (2009a) bugday samaninda
yaptiklari caligmalarinda 10 dakika islem siiresi, 170°C ve 89 mM maleik asit
konsantrasyonunda 6n islem uygulandiginda sivi fazda ksiloz verimi %85 tespit

edilmistir.

4.1.3 Maleik asit 6n isleminde proses kosullarinin optimizasyonu ve fermantasyon

asamasi

RSM ile ksiloz ve glikoz verimlilikleri maksimize edilerek maleik asit ile 6n islem
deneyleri i¢in optimum proses kosullari tespit edilmistir. Optimum noktalar 210 °C
sicaklik, %1,08 maleik asit konsantrasyonu, ve 19,8 dakika On-islem siiresi olarak
bulunmustur. Bu noktalardan yola ¢ikilarak verimlilikler elde edilmistir. RSM ile glikoz
verimi %99 ve ksiloz verimi ise %95 olarak bulunmustur. Deneyler ile de bu verilerin

dogrulugu desteklenmistir.
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Sekil 4.18 Optimum kosullarda maleik asitle islenmis samandan iiretilen etanol

miktarmin (g/L) fermantasyon siiresi boyunca degisimi
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Optimum kosullarda islenmis saman, fermente edilmis ve fermentasyon esnasinda
etanol konsantrasyonunun zamanla degisimi Sekil 4.18de gosterilmistir. Grafikte de
gorildiigli gibi etanol konsantrasyonu fermentasyon asamasinin ilk 24 saati igerisinde
hizlica artarak yaklasik 12,9 g/L’de sabit kalmistir. Etanol verimi ise % 80 olarak

materyal ve metot boliimiinde bahsi gectigi sekilde hesaplanmistir.

Yapilan bir c¢alismada, misir kogan1 % 0,91 maleik asit iceren soliisyonda 170 °C
sicaklikta 18 dakika bekletilmis ve Scheffersomyces (Pichia) sitipitis CBS 6054
kullanilarak fermente edilmistir. Sonu¢ olarak yaklasik %58 etanol verimi elde
edilmistir (Lee ve Jeffries 2011). On-islem kosullarindaki farkliliklarin, biyokiitlenin ve
kullanilan mayanin farkli olmasimin etanol veriminin diisiik olmasinda etkili oldugu

diistiniilmektedir.

Jung vd. (2015), piring samaninda maleik asit ile 6n islem (6n islem sicakligi 190 °C,
maleik asit konsantrasyonu %0,2, islem siiresi 20 dak.) uygulayarak etanol elde ettikleri
calismalarinda S. cerevesiae DsA kullanmis ve ornekte etanol verimini % 62,8 olarak
bulmuslardir. Yukaridaki 6rnege benzer sekilde proses parametrelerindeki farkliliklarin

etanol verimini etkiledigi goriilmektedir.

4.1.4 Siiksinik asit 6n isleminin samanin kompozisyonu iizerine etkisi

Saman Ornekleri, siiksinik asit ile de farkli sicaklik (170, 190, 210 °C), asit
konsantrasyonu (%1, %3, %5) ve farkl stirelerde (10, 20, 30 dakika) 6n isleme tabi
tutulmus ve kompozisyonundaki degisimler gézlemlenmistir (Sekil 4.19). Siiksinik asit
ile farkli kosullarda 6n isleme tabi tutulmus saman 6rneklerindeki ksilan miktar1 %6,60-
20,33 arasinda oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar degerlendirildiginde, siiksinik asitle
on-iglem sirasinda ksilanin hidrolize olarak sivi fazda ¢o6ziindiigli anlasilmaktadir.
Maleik asit ile 6n isleme oranla, ksilan kayiplarinin daha az oldugu goriilmektedir. Bu
iki asitin pKa; degerlerine bakildiginda, maleik asitin pKa; degerinin daha diisiik
oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.2) ve bu nedenle siiksinik asite kiyasla daha kuvvetli
bir dikarboksilik asit oldugu sdylenebilir. Buna ilaveten, iki karboksil grubunun

ortasinda bulunan ¢ift bag, maleik asitin daha reaktif olmasini1 saglamaktadir.
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Cizelge 4.2 On-islemde kullanilan organik asitlerin formiilleri ve pKa degerleri

Acik Formiil pKal pKa2

Kapali Formiil

Asit Adi
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1,84

HO.__O
L
"on

C4H4O4

Maleik Asit

5,64

4,21

C4HsO4

Siksinik Asit

OH

HO.
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HO

CoH,04
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OH
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2 3 4 5 6 7

1

Proses kosulu

kompozisyonu (her deney numarast farkli proses kosulunu gostermektedir ve bu

Sekil 4.19 Farkli 6n-islem kosullarinda siiksinik asitle islenmis saman orneklerinin
kosullar Cizelge 3.2 de belirtilmistir)
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Sekil 4.20 Farkli 6n-islem kosullarinda siiksinik asitle islenmis saman Orneklerinin
seliiloz ve lignin igeriklerinin (%), 6rnekteki ksilan miktar1 (%) ile degisimi

Orneklerdeki seliiloz ve lignin miktarindaki artism, maleik asit sonuclarina benzer
olarak ksilan miktarindaki azalis ile ilgili oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.20). Maleik asitle
islenmis 6rneklere kiyasla lignin konsantrasyonundaki artisin (%25’den %32’ye) daha
diisiik olmasi, siiksinik asitle islemde ksilanin sivi fazda daha az ¢oziindiigliniin bir

ispatidir.

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, tiim On-islem parametelerinin
(siiksinik asit konsantrasyonu, sicaklik ve silire) samanin seliilloz, ksilan ve lignin
iceriginde ©nemli degisimlere neden oldugu (p<0,05) belirlenmistir. On-islem
parametelerinin (sliksinik asit konsantrasyonu, sicaklik ve siire), samanin seliiloz, ksilan

ve lignin igerigine etkileri Sekil 4.21- 4.29°da verilmistir.

Orneklerdeki seliilloz miktarlar1 %37 ile %53 arasindadir. Sekil 4.21 ve 4.22 goz dniine
alindiginda maleik asitte oldugu gibi sicaklik artisinin her kosulda, orneklerde daha
yiiksek selilloz miktarma neden oldugu goriilmektedir. Sabit sicaklik ve oOn-islem
stiresinde, siiksinik asit konsantrasyonunu arttirmak, seliiloz miktarinda anlamli bir
artisa sebep olmustur (p<0,05). On-islem siiresi de, sicakligin etkisine benzer olarak

seliiloz miktarinda ciddi bir artisa neden olmustur.
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Sekil 4.21 Farkl siiksinik asit konsantrasyonu (%) ve sicaklik (°C) degerlerinin samanin
seliiloz igerigine (g seliiloz/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.22 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve sicaklik (°C) degerlerinin samanin seliiloz
igerigine (g seliiloz/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.23 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve siiksinik asit konsantrasyonu (%) degerlerinin
samanin seliiloz igerigine (g seliilloz/g kuru saman) etkisi

Ksilan konsantrasyonlarina bakildiginda, sabit On-iglem siiresinde ve siiksinik asit
konsantrasyonunda, sicaklik artist ornekteki ksilan miktarini ciddi sekilde azaltmistir
(Sekil 4.24 ve 4.25). 170 ile 190 °C arasindaki sicaklik degerlerinde, on-islem siiresi
sabit tutuldugunda, asit konsantrasyonunun arttirilmasinin ksilan miktari tizerinde ciddi
bir etkisinin olmadigi anlasilmaktadir. On-islem siiresinin de benzer sekilde etkisi
oldugu belirlenmistir. Yiiksek asit konsantrasyonunda (%5), on-islem sicakligi sabit
tutuldugunda, 6n-islem siiresinin ksilan miktar1 tizerinde ¢ok 6nemli degisimlere neden
olmadig1 goriilmiistiir. Tiim proses parametrelerinden (siiksinik asit konsantrasyonu,
sicaklik ve siire) drneklerdeki lignin miktar1 etkilenmistir (Sekil 4.27, 4.28, 4.29). Bu
parametrelerin artmasi lignin igerigini artirmigtir. Bu parametreler igerisinde en etkili

olani ise sicakliktir.
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Sekil 4.24 Farkl siiksinik asit konsantrasyonu (%) ve sicaklik (°C) degerlerinin samanin
ksilan igerigine (g ksilan/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.25 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve sicaklik (°C) degerlerinin samanin ksilan
icerigine (g ksilan/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.26 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve siiksinik asit konsantrasyonu (%) degerlerinin
samanin ksilan icerigine (g ksilan/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.27 Farkli siiksinik asit konsantrasyonu (%) ve sicaklik (°C) degerlerinin samanin
lignin icerigine (g lignin/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.28 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve sicaklik (°C) degerlerinin samanin lignin
igerigine (g lignin/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.29 Farkli 6n iglem siiresi (dak) ve siiksinik asit konsantrasyonu (%) degerlerinin
samanin lignin igerigine (g lignin/g kuru saman) etkisi
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4.1.5 Siiksinik asit 6n isleminin samanin enzimatik hidrolizi asamasindaki glikoz

ve ksiloz verimlilikleri iizerine etkisi

Siiksinik asit ile 6n islem sonrasinda, saman 6rneklerinde enzimatik hidroliz deneyleri
gergeklestirilmis ve proses parametrelerinin (On-islem sicakligi, siiksinik asit
konsantrasyonu ve On-islem siiresi) samanin glikoz ve ksiloz verimlilikleri tizerine
etkisi incelenmistir. Yanit ylizey metodu kullanilarak en yiiksek glikoz ve ksiloz
verimini saglayan proses kosullari tespit edilmistir. Elde edilen ikinci derece denklemler
Cizelge 4.3°de sunulmustur. r* degerlerine gore, siiksinik asit i¢in bulunan modellerinin

deneysel verilere uyum sagladigi soylenebilir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 Siiksinik asit i¢in regresyon esitlikleri

Bagiml

. T Regresyon Denklemleri r

Glikoz verimi v/ 4 3140 15%X, + 0,054*X, + 0,058*Xs
(%) +0,056*X;2% +0,013X,%+ 0,011 X3 + 0,98
0,048 X X,+0,018X X3 -0,022X,X3

Ksiloz verimi Y, = 0,24+ 0,13*X; + 0,020X, + 0,050*X3
(%) +0,033X,” -0,0013X,” +0,011X3” +0,0032X:X, 0,98
-0,0015X;X5-0,056*X,X3

Uzerinde isaret bulunmayan bagimsiz degiskenler istatistiksel olarak énemsizdir.

* istatistiksel olarak 6nemi belirtir (p<0,05)

X1 (°C): 6n islem sicakligi, X, (%): asit konsantrasyonu, Xs (dak): 6n-islem siiresi
Y1 (%): glikoz verimi, Y, (%): ksiloz verimi

Sekil 4.30, 4.31, 4.32’de samanin glikoz verimi ve 4.33, 4.34, 4.35’de ksiloz verimi
lizerine, proses parametrelerinin (sicaklik, siiksinik asit konsantrasyonu ve on-islem
siiresi) etkileri gdsterilmistir. Istatistiksel analizler sonucunda tiim bagimsiz
degiskenlerin, glikoz verimi {izerine etkili oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.3). Proses
parametrelerinin, glikoz verimine etkisinin pozitif oldugu regresyon denkleminde

goriilmektedir. Bu da sicakligin, asit konsantrasyonunun ve siirenin artmasi ile glikoz
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veriminin artacagint gostermektedir. Sekil 4.30, 4.31, 4.32de proses parametrelerinin
glikoz verimine olan pozitif etkisi goziikmektedir. Sabit On-islem siiresi ve asit
konsantrasyonunda, sicakligin 170 °C’den, 210 °C’ye ¢ikarilmasi glikoz veriminin
yaklagik 2 kat artmasini1 saglamistir. Benzer sekilde, sabit on-islem siiresi ve sicaklikta,
asit konsantrasyonunun %1’den %5’e ¢ikarilmasi, glikoz veriminin yaklasik 1,5 kat
artmasin saglamistir. On islem siiresinin 10 dakikadan 30 dakikaya arttirilmasi, diger
parametrelerin sabit kalmasi kosuluyla verimde 1,3 kat artis meydana getirmistir.
210°C’de , %5 siiksinik asitle 20 dakika on islem uygulanmig saman orneklerinde en
yiiksek glikoz verimi %63 olarak elde edilmistir. ilaveten siiksinik asit konsantrasyonu
ve sicaklik arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir interaksiyon oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.3). Bu interaksiyonun pozitif olmasi, glikoz verimini artirici sekilde bir

etkilesim oldugunun kanitidir.
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170 190 210

Sicaklik (°C)

Sekil 4.30 Farkl: siiksinik asit konsantrasyonu (%) ve sicaklik (°C) degerlerinin glikoz
verimine (g/g) etkisi
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Sekil 4.31 Farkli 6n iglem siiresi (dak) ve sicaklik (°C) degerlerinin glikoz verimine
(9/g) etkisi
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Sekil 4.32 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve siiksinik asit konsantrasyonu (%) degerlerinin
glikoz verimine (g/g) etkisi
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Ksiloz verimini ise istatistiksel olarak dnemli 6l¢iide sadece siire ve sicakligin etkiledigi
belirlenmistir (Cizelge 4.3). Maleik asit ile 6n islemde oldugu gibi, siiksinik asit
konsantrasyonunun da ksiloz verimi iizerine istatistiksel agidan Onemli bir etkisi
olmadig1 tespit edilmistir. Sicaklik ve siirenin ksiloz verimine pozitif etki ettigi
regresyon denkleminde goziikmektedir. On islem sicakligmin ve siiresinin artirilmasi ile
ksiloz verimi artmaktadir. Sekil 4.33, 4.34, 4.35’te ksiloz lizerine 6n-islem sicakliginin
ve siiresinin etkisi goriilmektedir. On islem siiresine kiyasla 6n islem sicakligmin,
verimi daha ¢ok etkiledigi anlasilmaktadir. Bunlara ilaveten, siiksinik asit
konsantrasyonunun ksiloz verimi iizerinde istatistiksel olarak tek basma anlamli bir
etkisi bulunmasa da oOn-islem siiresiyle birlikte istatistiksel olarak onemli oldugu
Cizelge 4.3’de goriilmektedir. En yiiksek ksiloz verimi 210 °C’de , %3 siiksinik asitle

30 dakika 6n islem uygulanmis saman orneklerinde %47 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.33 Farkli siiksinik asit konsantrasyonu (%) ve sicaklik (°C) degerlerinin ksiloz
verimine (g/g) etkisi
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Sekil 4.34 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve sicaklik (°C) degerlerinin ksiloz verimine
(9/g) etkisi
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Sekil 4.35 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve siiksinik asit konsantrasyonu (%) degerlerinin
ksiloz verimine (g/g) etkisi
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Genel olarak bakildiginda, siiksinik asitin, lignoseliilozik yapiyr etkili bir bigimde
pargalayamadigi belirlenmistir. Siiksinik asit ile 6n islem uygulanmig saman
orneklerinden yiiksek seker verimi (en yiiksek glikoz ve ksiloz verimi sirasiyla %63 ve
47) elde edilememis ve maleik asit 6n islemine kiyasla enzimatik hizroliz verimlerinin
olduke¢a diisiikk oldugu belirlenmistir. Verim artigi; asit konsantrasyonu, sicaklik ve
slirenin  arttirllmasiyla saglanmistir, ancak yeterli olmamistir. Maleik asitle
karsilastirildiginda siiksinik asit, daha zayif bir dikarboksilik asittir. Bunun verimin

diismesinde 6nemli bir etken oldugu diisiiniilmektedir.

4.1.6 Siiksinik asit o6n isleminde proses kosullarinin optimizasyonu ve

fermantasyon asamasi

En yiiksek glikoz ve ksiloz verimini saglayan optimum proses kosullart RSM ile
belirlenmistir. Siiksinik asit 6n islemi i¢in optimum kosullar 210 °C sicaklik, %5
siiksinik asit konsantrasyonu ve 30 dakika On-islem siiresi olarak tespit edilmistir.
Optimum noktadaki glikoz ve ksiloz verimi ise sirasiyla %70 ve %43 olarak

bulunmustur. Deneylerle de bu veriler dogrulanmustur.

Optimum kosullarda siiksinik asit ile islenmis saman 6rnegi ile fermentasyon deneyleri
gerceklestirilmis ve etanol konsantrasyonunun siire ile degisimi Sekil 4.36’da
verilmistir. Sekilde goriildiigli gibi fermentasyon siiresi boyunca etanol konsantrasyonu
artmistir. 96. saatte 10,3 g/L olmustur. Etanol verimi, %59 olarak hesaplanmistir. Seker
veriminin diigiik olmas1 nedeniyle etanol miktarinda da azalma olmustur. Maleik asitle
kiyaslandiginda etanol miktarinda %20 azalma goriilmektedir. Bu da siiksinik asitin
etkili bir 6n-iglem kimyasali olmadigin1 gostermektedir. Literatiirde siiksinik asit ile on-

islem ¢alismasi bulunamamaistir. Bu nedenle kiyaslama yapilamamaistir.
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Sekil 4.36 Optimum kosullarda siiksinik asitle islenmis samandan iiretilen etanol

miktarinin (g/L) fermantasyon siiresi boyunca degisimi

4.2 Okzalik Asit On Islemi

4.2.1 Okzalik asit on isleminin samanin kompozisyonu iizerine etkisi

Saman ornekleri diger asitlerde oldugu gibi, farkli sicaklik (170, 190, 210 °C), asit
konsantrasyonu (%1, %3, %5) ve siirelerde (10, 20, 30 dakika) okzalik asitle islenmistir.
Sekil 4.37°de kompozisyonundaki degisimler gosterilmistir. Okzalik asit ile farkli
kosullarda 6n isleme tabi tutulmus saman orneklerinde ksilan miktart % 0,07 - 7,13
olarak bulunmustur. Bu da okzalik asitle 6n islemde ksilanin, biiyiik oranda hidrolize
olup siv1 fazda ¢ozilindiigilinii isaret etmektedir. Maleik ve siiksinik asit ile on islemlerle
kiyaslandiginda, okzalik asit ile 6n islemde ksilanin daha fazla hidrolize oldugu
gorilmektedir. Okzalik asitin pKa degerleri diger asitlerinkine kiyasla daha diisiiktiir ve
daha kuvvetli bir asittir. Bu sebeple ornekteki ksilan igerigine etkisi daha siddetli
olmustur (Cizelge 4.2). On-islem sonrasinda &rneklerdeki lignin miktarmin %33-40
arasinda deger aldig1 belirlenmistir. Orneklerdeki seliiloz ve lignin miktarindaki artis,
diger sonuglarda da oldugu gibi ksilan miktarindaki azalis ile ilgilidir (Sekil 4.38). Lee
vd. (2010).’nin yaptig1 bir ¢alismada, okzalik asitle on islem uyguladiklart misir

kocaninda benzer sonuglar elde etmislerdir. Hemiseliiloz kaybiyla orantili olarak misir
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koganinin lignin igerigi, %13,9 oraninda artmistir. Bir diger calismada okzalik asit ile
On igleme tabi tutulmus karnabahar mantar1 (Sparassis crispa) atigmin lignin igerigi
%42,10- 43,19 arasinda tespit edilirken, hammadede bulunan lignin miktart % 28,8
olarak rapor edilmistir. Bu calismada da on islem sebebiyle lignin icerigi artmis gibi
goriinmektedir (Lee vd. 2013). Lignin konsantrasyonundaki artis maleik asit ve siiksinik
asite kiyasla en fazla okzalik asit ile On isleme tabi olan Orneklerde goriilmiistiir. Bu

durum yapidaki ksilanin okzalik asit ile daha ¢ok siv1 faza gegtigini gostemektedir.

Istatistiksel olarak sonuglara bakildiginda, 6n-islem siiresinin ve sicakligmin samanin
selilloz iceriginde 6nemli degisimlere neden oldugu goriilmiistiir. Fakat okzalik asit
konsantrasyonun istatistiksel olarak Onemli bir fark yaratmadigi tespit edilmistir.
Ksilana bakildiginda ise asit konsantrasyonu ve sicaklik istatistiksel olarak anlamli bir
degisime sebep olmustur. Ilaveten, tiim 6n-islem parametelerinin (sicaklik, okzalik asit
konsantrasyonu, ve siire) lignin iizerinde anlamli degisimlere neden oldugu (p<0,05)

belirlenmistir.
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= lignin
m ksilan

Kompozisyon
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Proses kosulu

Sekil 4.37 Farkli on-islem kosullarinda okzalik asitle islenmis saman orneklerinin
kompozisyonu (her deney numarasi farkli proses kosulunu gostermektedir ve bu
kosullar Cizelge 3.2’de belirtilmistir)
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Sekil 4.38 Farkli On-islem kosullarinda okzalik asitle islenmis saman Orneklerinin
seliiloz ve lignin igeriklerinin (%), 6rnekteki ksilan miktar1 (%) ile degisimi

Sekil 4.39- 4.47°de on-iglem sicakliginin, okzalik asit konsantrasyonunun ve 6n-iglem
siiresinin, samanin seliiloz, ksilan ve lignin igerigine etkileri verilmistir. Sekil 4.39,
4.40’a bakildiginda seliiloz konsantrasyonunun sicaklik ile hizli bir sekilde arttig
goriilmiistiir. Fakat bu artis 190 °C’den sonra kismen sabitlenmis ve ¢cok degismemistir.
Saman &rneklerindeki seliiloz icerikleri %39-%58 arasindadir. On-islem siiresinin
uzatilmasi da seliiloz konsantrasyonunun artisina neden olmustur. Sekil 4.39, 4.41°de
okzalik konsantrasyonundaki artis, seliiloz iceriginde azalmaya sebep oluyormus gibi

goziikse de bu azalma istatistiksel olarak dnemli bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 4.39 Farkl okzalik asit konsantrasyonu (%) ve sicaklik (°C) degerlerinin samanin

seliiloz igerigine (g seliiloz/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.40 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve sicaklik (°C) degerlerinin samanin seliiloz
igerigine (g seliiloz/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.41 Farkli 6n islem stiresi (dak) ve okzalik asit konsantrasyonu (%) degerlerinin
samanin seliiloz igerigine (g seliiloz/g kuru saman) etkisi

Sicaklik ve okzalik asit konsantrasyonundaki artisin 6rneklerdeki ksilan1 6nemli Slgiide
azalttig1 gorilmiistiir (Sekil 4.42, Sekil 4.43 ve Sekil 4.44). Maleik asit ile 6n islem
yapilmis 6rneklerde oldugu gibi, ekstrem on-islem kosullarinda ksilanin hemen hemen
hepsinin siv1 fazda ¢o6ziindiigii belirlenmistir. Scordia vd. (2013) tarafindan benzer bir
sonug¢ rapor edilmistir. Yapilan ¢alismada, fil otu 190 °C’de, %5 okzalik asit ile 25
dakika boyunca bekletilmis ve ksilanin Onemli oOlgiide sivi fazda ¢oziindigi
goriilmiistiir. Suda c¢oziinmeyen fraksiyonda yalnizca  %0,48 oraninda oldugu
belirlenmigtir. Sekil 4.43 ve Sekil 4.44°de diisiik okzalik asit konsantrasyonu ve diisiik
sicakliklarda, on-islem siiresindeki artis saman 6rneklerindeki ksilan miktarinda azaligsa
neden oluyor gibi goziikse de, bu azalis istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir
(p>0,05). Sicaklik, okzalik asit konsantrasyonu ve siirenin artmasi ile lignin igerigi
artmustir (Sekil 4.45, Sekil 4.46 ve Sekil 4.47). Yani orneklerdeki lignin miktari, maleik
ve sliksinik asit sonuglarina benzer olarak tiim proses parametrelerinden pozitif

etkilenmistir.
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Sekil 4.42 Farkl okzalik asit konsantrasyonu (%) ve sicaklik (°C) degerlerinin samanin

ksilan icerigine (g ksilan/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.43 Farkli on islem siiresi (dak) ve sicaklik (°C) degerlerinin samanin ksilan

igerigine (g ksilan/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.44 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve okzalik asit konsantrasyonu (%) degerlerinin
samanin ksilan igerigine (g ksilan/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.45 Farkl okzalik asit konsantrasyonu (%) ve sicaklik (°C) degerlerinin samanin
lignin igerigine (g lignin/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.46 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve sicaklik (°C) degerlerinin samanin lignin
igerigine (g lignin/g kuru saman) etkisi
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Sekil 4.47 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve okzalik asit konsantrasyonu (%) degerlerinin
samanin lignin i¢erigine (g lignin/g kuru saman) etkisi
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4.2.2 Okzalik asit 6n isleminin samanin enzimatik hidrolizi asamasindaki glikoz ve

ksiloz verimlilikleri tizerine etkisi

Maleik ve siiksinik asitte oldugu gibi, 6n-islemden sonra saman 6rneklerinde enzimatik
hidroliz deneyleri yapilmistir. Proses parametrelerinin (6n-islem sicakligi, okzalik asit
konsantrasyonu ve On-islem stiresi) samanin glikoz ve ksiloz verimlilikleri tizerine
etkisi tepit edilmistir. Cizelge 4.4’te regresyon analizinden elde edilen ikinci derece
denklemler verilmistir. Okzalik asit i¢in elde edilen modellerin deneysel verilere iyi

uyum sagladig1 goriilmektedir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Okzalik asit i¢in regresyon esitlikleri

Bagimli

Dihickenl Y Regresyon Denklemleri r

Glikoz verimi Y1=0,87+0,11*X; + 0,092*X, + 0,045X5 -
0,0089X,2 +0,020X,+ 0,019X3% -0,088*X; X5- 0,92
(%) 0,019X; X5 -0,092X,X5

Ksiloz verimi Y, =0,87+0,099%X; + 0,16*X, + 0,035 Xj -
0,017X,2 -0,077X,% +0,014X5% -0,022X X, - 0,91
(%) 0,018X;X3 -0,13*X,X3

Uzerinde isaret bulunmayan bagimsiz degiskenler istatistiksel olarak dnemsizdir.

* jstatistiksel olarak 6nemi belirtir (p<0,05)

X1 (°C): 6n islem sicakligi, X, (%): asit konsantrasyonu, Xs (dak): on-islem siiresi
Y1 (%): glikoz verimi, Y, (%): ksiloz verimi

Sekil 4.48 - 4.53’te samanin enzimatik hidroliz asamasindaki glikoz ve ksiloz verimine
proses parametrelerinin (sicaklik, okzalik asit konsantrasyonu ve oOn-islem siiresi)
etkileri gosterilmistir. Istatistiksel olarak glikoz verimine, &n-islem sicakligi ve asit
konsantrasyonunun etki ettigi belirlenmistir (Cizelge 4.4). Glikoz verimine, sicakligin
ve asit konsantrasyonunun pozitif etkisi oldugu regresyon denkleminde goriilmektedir.
Bagka bir ifadeyle, glikoz verimi, yiiksek sicaklik ve asit konsantrasyonlarinda

artmaktadir. Okzalik asit konsantrasyonu ve On-islem siiresi sabitken, sicakligin
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artirtlmasi glikoz veriminde onemli bir artis saglamistir (Sekil 4.48 ve Sekil 4.49).
Yiiksek sicakliklar, lignoseliilozik yapiyr daha iyi pargalayarak, enzimlerin yapinin
igerisine niifuzunu kolaylastirmis ve verimin artmasina sebep olmustur. Benzer sonuglar
literatiirde de goriilmektedir. Cheng vd. (2018), misir koganindan biyoetanol iiretimi
yaptiklar1 ¢alismalarinda okzalik asit konsantrasyonu (10, 50, 100, 150, 200 mmol/L),
reaksiyon siiresi (1, 1.5, 2, 2.5 saat), sicaklik (130, 140, 150 °C) ile g¢alismustir.

Calismamiza paralel sekilde sicaklik arttik¢a glikoz verimi artmustir.

Asit konsantrasyonu ve On islem sicakligi beraber degerlendirildiginde diisiik asit
konsantrasyonunda (%1), 6n islem sicakligr 170 °C’den 210 °C’ye arttirildiginda glikoz
verimi %54,2’den %99’a artmistir. Ancak yiiksek asit konsantrasyonunda (%5) on
islem sicakliginin etkisi glikoz veriminde yalizca %3-4 artig saglamaktadir. Glikoz ve
ksiloz verimleri 6n islem sicakligt 190 °C ve asit konsantrasyonu %3’ten yliksek

oldugunda, %90’1n lizerinde bulunmustur.

Sabit kosullar altinda, asit konsantrasyonunun glikoz verimi iizerine pozitif etkisi tespit
edilmistir. Literatiirdeki ¢calismalara bakildiginda, Lee vd. (2010) misir kocanina okzalik
asitle muamele etmis ve glikoz verimini %26 ile %76,2 oraninda elde etmistir. Bagka
bir okzalik asit ¢calismasinda karma sert agac 6rnekleri kullanilmig ve glikoz veriminin
%72,70-88,64 arasinda oldugu belirlenmistir (Lim ve Lee 2013). Bu ¢alismalarda glikoz
verimlerinin; hammaddenin yapisi, On-islem ve enzimatik hidroliz kosullarindaki

degisikliklerden dolay1 daha diisiik oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.48 Farkli okzalik asit konsantrasyonu (%) ve sicaklik (°C) degerlerinin glikoz
verimine (g/g) etkisi
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Sekil 4.49 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve sicaklik (°C) degerlerinin glikoz verimine
(9/9) etkisi
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Sekil 4.50 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve okzalik asit konsantrasyonu (%) degerlerinin
glikoz verimine (g/g) etkisi

Glikoz veriminde oldugu gibi, istatistiksel olarak yalnizca sicaklik ve okzalik asit
konsantrasyonunun ksiloz verimini 6nemli 6l¢iide etkiledigi belirlenmistir (Cizelge 4.4).
Maleik ve siiksinik asitten farkli olarak, ksiloz verimi iizerine On-iglem siiresinin
istatistiksel acidan &nemli bir etki yaratmadigi goriilmiistiir. On-islem sicakligi ve
okzalik asit konsantrasyonu arttiginda, ksiloz veriminin arttigi tespit edilmistir. Ksiloz
verimi {izerine proses parametrelerinin etkisi Sekil 4.51, Sekil 4.52 ve Sekil 4.53°te de

goriilmektedir.
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Sekil 4.51 Farkli okzalik asit konsantrasyonu (%) ve sicaklik (°C) degerlerinin ksiloz
verimine (g/g) etkisi
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Sekil 4.52 Farkli 6n islem siiresi (dak) ve sicaklik (°C) degerlerinin ksiloz verimine

(9/g) etkisi
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Sekil 4.53 Farkli 6n islem stiresi (dak) ve okzalik asit konsantrasyonu (%) degerlerinin
ksiloz verimine (g/g) etkisi

En yiiksek ksiloz verimi (%99), 210 °C sicaklikta, % 3,6 (yaklasik 400 mmol/L) okzalik
asit ile 16,3 dakika islenmis samanda elde edilmistir. Literatiirde okzalik asitin ksiloz
verimi lizerine etkisini igeren bilgiler mevcuttur. Cheng vd. (2018) okzalik asit 6n
islemine (140 °C islem sicakligi, 2.5 saat islem siiresi ve 150 mmol/L okzalik asit
konsantrasyonu) tabi tuttuklart misir koganindan biyoetanol {iiretmislerdir. Ksiloz
verimlerini %79,9 olarak rapor etmislerdir. Okzalik asit konsantrasyonu arttirildiginda,
ksiloz veriminin istatistiki olarak arttigin1 bildirmislerdir. Verimlerdeki farkliliklar,

hammaddenin ve ¢alisma kosullarinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Genel olarak okzalik asit sonuglari degerlendirildiginde samandan yiiksek miktarda
seker verimi elde edilmistir. Bu nedenle okzalik asitin samanin 6n islemi i¢in uygun bir
kimyasal oldugu diisliniilmektedir. Diger asitlere gore okzalik asit, daha gii¢li bir
dikarboksilik asittir, bu yiizden lignoseliilozik yapiyr diger asitlere oranla daha iyi

parcaladig1 ve hidroliz verimlerini iyilestirdigi goriilmiistiir.
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4.2.3 Okzalik asit 6n isleminde proses kosullarinin optimizasyonu ve fermantasyon

asamasi

Okzalik asit 6n isleminde RSM kullanilarak glikoz ve ksiloz verimlilikleri maksimize
edilmeye c¢alisilip, optimum proses kosullar1 belirlenmistir. Optimum noktalar, 210 °C
sicaklik, %3,6 okzalik asit konsantrasyonu ve 16,3 dakika 6n-islem siiresi olarak tespit
edilmistir. Optimum noktada verimler glikoz i¢in %98 ve ksiloz igin %99 olarak

hesaplanmistir. Deneylerle de bu veriler dogrulanmustir.

Optimum kosullarda okzalik asitle islenmis saman 6rnekleri kullanilarak fermentasyon
deneyleri gerceklestirilmis ve elde edilen etanol konsantrasyonunun siire ile degisimi
Sekil 4.54’te verilmistir. Etanol miktari, maleik asitteki sonuclara benzer olarak ilk 24
saat icerisinde hizlica bir artis gostermis ve yaklasik 12,9 g/I.’de sabitlenmistir. Etanol
verimi materyal ve metot kisminda belirtildigi gibi hesaplanmis ve %79 olarak
bulunmustur. Sonuglar kiyaslandiginda maleik asit ve okzalik asitin benzer etki
yarattiklar1 ve bu asitlerle islenen samandan yaklasik olarak ayni oranlarda etanol elde
edildigi belirlenmistir. Literatiire bakildiginda, Lee vd. (2009) musir kocani iizerine
calismis ve 180 °C sicaklik, %2,4 okzalik asit konsantrasyonu, 50 dakika on-islem
sliresi uygulanmistir. Pichia stipitis CBS 6054 kullanilarak fermantasyon islemi
gerceklestirilmis ve etanol verimi % 69,2 olarak bildirilmistir. Scordia vd. (2011) ise
dev kamis (giant reed) ile yaptiklar1 calismalarinda sicaklik (150-190 °C), 6n islem
stiresi (10-40 dakika) ve okzalik asit konsantrasyonu (%2-8) 6n islem kosullar1 segilmis,
maya olarak S. cerevisiae FPL 450 kullanilmis ve etanol verimini %53 olarak rapor
etmistir. Bir bagka calismada Jeong ve Lee (2018), Sitaki mantarindan (Lentinula
edodes), okzalik asit on islemi (160 °C sicaklik, 58 dakika iglem siiresi ve 82 mM
okzalik asit konsantrasyonu) sonrasinda P. stipitis CBS 6054 mayas1 kullanilarak
yapilan fermantasyonla biyoetanol iiretmistir ve en yiiksek etanol verimini %35,86
olarak bulmustur. Bu ¢alismalardaki hammadde yapisinin, 6n-iglem parametrelerinin ve

kullanilan mikroorganizmadaki farkliligin etanol verimini etkiledigi diistiniilmektedir.
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Sekil 4.54 Optimum kosullarda okzalik asitle islenmis samandan {iretilen etanol
miktarinin (g/L) fermantasyon siiresi boyunca degisimi
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5. SONUC

Bu aragtirmada lignoseliilozik materyal olarak bugday samanindan biyoetanol {iretimi
yapabilmek amaciyla konvansiyonel asit ile 6n islem metodu olarak siklikla tercih
edilen siilfirik aside alternatif olabilecegi diisiiniilen organik asitlerle 6n islem
gergeklestirilmis ve bu 6n islemlerin biyokiitlenin kompozisyonuna, enzimatik hidroliz
verimine (glikoz ve ksiloz verimine) ve etanol verimine etkileri incelenmistir. Saman
ornekleri, 3 farkli sicaklik (170, 190, 210 °C), asit konsantrasyonu (%1, %3, %5) ve
stirede (10, 20, 30 dakika) farkli organik asitlerle (maleik, siiksinik, okzalik asit) 6n
isleme tabi tutulmustur. Bu arastirmadan elde edilen bulgular asagidaki sekilde

Ozetlenebilir.

e Ksilanin 6n-iglem boyunca sivi fazda ¢oziindiigii ve bu durumun 6rneklerdeki
seliiloz ve lignin igeriginde artisa neden oldugu gézlemlenmistir.

e Sicakligin, asit konsantrasyonunun ve siirenin artmasi ksilozun sivi fazda daha
fazla ¢oziinmesine sebep olmustur.

e Maleik ve okzalik asitin samandan yiiksek miktarda seker verimi (>%90) elde
etmekte ¢ok etkili bir yontem oldugu bulunmustur.

e Siiksinik asitle islenmis orneklerden, maleik ve okzalik asite kiyasla daha az
seker verimi elde edilmistir. Bu siiksinik asitin daha zayif bir asit olmasindan
kaynaklanmaktadir.

e Optimum proses parametreleri maleik asit i¢in, 210 °C sicaklik, %1,08 maleik
asit konsantrasyonu ve 19,8 dakika on-islem siiresi; siiksinik asit i¢in, 210 °C
sicaklik, %35 siiksinik asit konsantrasyonu ve 30 dakika 6n-islem siiresi; okzalik
asit i¢in ise, 210 °C sicaklik, %3,6 okzalik asit konsantrasyonu ve 16,3 dakika
On-iglem siiresi olarak bulunmustur.

e Bu optimum kosullarda gergeklestirilen fermantasyon deneylerinden elde edilen
etanol kosantrasyonlari ise maleik, siiksinik ve okzalik asit i¢in sirasiyla 12,9,
10,3 ve 12,9 g/L olarak tespit edilmistir.

e Optimum kosullarda elde edilen etanol verimleri ise maleik, sliksinik ve okzalik

asit i¢in sirastyla %80, 59 ve 79 olarak bulunmustur.
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Bu bulgular, organik asitlerin (6zellikle maleik asit ve okzalik asitin) bugday samaninin
yapisini parcalamakta ve etanol eldesinde c¢ok etkili oldugunu gostermektedir.
Konvansiyonel asitlere gore ¢evre kirligine sebep olmamalari, toksik olmamalar1 ve
daha az korozif olamalar1 gibi avantajlar1 da disiiniildiiglinde gelecekte kullanimlarinin
artacagl acgiktir. Gelecek caligmalarda organik asitlerin konvansiyonel asitlere oranla

daha pahali olmasi sebebiyle maliyet analizi yapilarak ¢aligmalar gelistirilebilir.
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EK 1 Maleik Asit I¢in Istatiksel Analiz

Ek 1.1 Maleik asit 6n islem uygulamasinda kompozisyon analizinde seliiloz i¢in
istatiksel analiz cizelgeleri

a. Regresyon katsayilari

Coef. SE Coef. T P
Sabit 0,545108 0,013447 40,536 0,000
X1 0,029997 0,008190 3,662 0,015
X 0,026492 0,008781 3,017 0,030
X3 -0,007801 0,008781 -0,888 0,415
X1*X3 0,026310 0,013447 1,957 0,108
Xo* X, -0,021570 0,012463 -1,731 0,144
X3*X3 -0,016233 0,012463 -1,303 0,250
X1*X2 -0,013667 0,011393 -1,200 0,284
X1*X3 -0,035120 0,011393 -3,083 0,027
X2*X3 -0,033916 0,013034 -2,602 0,048
S =0,0235409 PRESS = 0,0526586
R-Sq =%91,11 R-Sq(pred) = %0,00 R-Sq(adj) = %75,10
p < 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
b. Varyans analizi
Kaynak DF  SeqSS Adj SS Adj MS F P
Regresyon 9 0,028387  0,028387  0,003154 5,69 0,035
Lineer 3 0,010823  0,014467  0,004822 8,70 0,020
X1 1 0,007304 0,007433 0,007433 13,41 0,015
Xa 1 0,003476  0,005044  0,005044 9,10 0,030
X3 1 0,000043 0,000437  0,000437 0,79 0,415
Kare 3 0,006194  0,004080 0,001360 2,45 0,178
X1*X3 1 0,004097 0,002121 0,002121 3,83 0,108
Xo*X; 1 0,001307 0,001660 0,001660 3,00 0,144
X3*X3 1 0,000790  0,000940 0,000940 1,70 0,250
Interaksiyon 3 0,011370 0,011370 0,003790 6,84 0,032
X1*X, 1 0,000036 0,000798 0,000798 1,44 0,284
X1*X3 1 0,007582  0,005266  0,005266 9,50 0,027
Xo*X3 1 0,003752  0,003752  0,003752 6,77 0,048
Kalint1 hata 5 0,002771 0,002771  0,000554
Uyum eksikligi 3 0,002771  0,002771  0,000924 * *
Saf hata 2 0,000000  0,000000  0,000000
Toplam 14 0,031158

p < 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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Ek 1.2 Maleik asit 6n islem uygulamasinda kompozisyon analizinde ksilan i¢in
istatiksel analiz cizelgeleri

a. Regresyon katsayilari

Coef. SE Coef. T P
Sabit 0,033538 0,006717 4,993 0,004
X1 -0,023655 0,004091 -5,782 0,002
Xa -0,017314 0,004387 -3,947 0,011
X3 -0,013937 0,004387 -3,177 0,025
X1*X3 0,002997 0,006717 0,446 0,674
Xo*X, 0,010110 0,006225 1,624 0,165
X3*X3 -0,000367 0,006225 -0,059 0,955
X1*X2 0,005096 0,005691 0,895 0,412
X1*X3 0,005188 0,005691 0,912 0,404
X2*X3 0,015021 0,006511 2,307 0,069
S =0,0117595 PRESS =0,0119918
R-Sq = %93,62 R-Sq(pred) = %0,00 R-Sq(adj) = %82,13
p< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
b. Varyans analizi
Kaynak DF  SeqSS Adj SS Adj MS F P
Regresyon 9 0,010141 0,010141 0,001127 8,15 0,016
Lineer 3 0,008701 0,008785 0,002928 21,18 0,003
X1 1 0,004719  0,004622 0,004622 33,43 0,002
Xa 1 0,002559  0,002154 0,002154 15,58 0,011
X3 1 0,001422  0,001396 0,001396 10,09 0,025
Kare 3 0,000416 0,000415 0,000138 1,00 0,465
X1*X3 1 0,000002 0,000028 0,000028 0,20 0,674
Xo*X; 1 0,000414 0,000365 0,000365 2,64 0,165
X3*X3 1 0,000000  0,000000 0,000000 0,00 0,955
Interaksiyon 3 0,001024 0,001024 0,000341 2,47 0,177
X1*X, 1 0,000010 0,000111 0,000111 0,80 0,412
X1*X3 1 0,000278  0,000115 0,000115 0,83 0,404
Xo*X3 1 0,000736  0,000736  0,000736 5,32 0,069
Kalint1 hata 5 0,000691 0,000691  0,000138
Uyum eksikligi 3 0,000687  0,000687  0,000229 100,03 0,010
Saf hata 2 0,000005 0,000005 0,000002
Toplam 14 0,010832

p=< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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Ek 1.3 Maleik asit 6n islem uygulamasinda kompozisyon analizinde lignin i¢in
istatiksel analiz cizelgeleri

a. Regresyon katsayilari

Coef. SE Coef. T P
Sabit 0,357663 0,004710 75,938 0,000
X1 0,019406 0,002869 6,765 0,001
Xa 0,011673 0,003076 3,795 0,013
X3 0,010594 0,003076 3,444 0,018
X1*X3 -0,005953 0,004710 -1,264 0,262
Xo*X, -0,001727 0,004365 -0,396 0,709
X3*X3 -0,000616 0,004365 -0,141 0,893
X1*X2 -0,000374 0,003990 -0,094 0,929
X1*X3 0,000082 0,003990 0,021 0,984
X2*X3 -0,001050 0,004565 -0,230 0,827
S =0,00824507 PRESS = 0,00450394
R-Sq = %94,33 R-Sq(pred) = %24,92 R-Sq(adj) = %84,13
p< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
b. Varyans analizi
Kaynak DF  SeqSS Adj SS Adj MS F P
Regresyon 9 0,005659  0,005659  0,000629 9,25 0,012
Lineer 3 0,005529 0,005195 0,001732 25,47 0,002
X1 1 0,003519 0,003111 0,003111 45,76 0,001
X2 1 0,001251  0,000979  0,000979 14,41 0,013
X3 1 0,000759  0,000807 0,000807 11,86 0,018
Kare 3 0,000126  0,000127 0,000042 0,62 0,630
X1*X3 1 0,000113 0,000109 0,000109 1,60 0,262
Xo*X; 1 0,000011 0,000011 0,000011 0,16 0,709
X3*X3 1 0,000002 0,000001 0,000001 0,02 0,893
Interaksiyon 3 0,000004  0,000004  0,000001 0,02 0,996
X1*X, 1 0,000000 0,000001 0,000001 0,01 0,929
X1*X3 1 0,000000 0,000000 0,000000 0,00 0,984
Xo*X3 1 0,000004  0,000004 0,000004 0,05 0,827
Kalint1 hata 5 0,000340 0,000340  0,000068
Uyum eksikligi 3 0,000250 0,000250  0,000083 1,84 0,371
Saf hata 2 0,000090  0,000090  0,000045
Toplam 14 0,005998

p=< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.

88



Ek 1.4 Maleik asit 6n islem uygulamasinda enzimatik hidroliz analizinde glikoz
verimlilikleri i¢in istatiksel analiz ¢izelgeleri

a. Regresyon katsayilari

Coef. SE Coef. T P
Sabit 0,946575 0,03175 29,809 0,000
X1 0,198367 0,02498 7,944 0,001
Xa 0,051019 0,02075 2,458 0,070
X3 0,151121 0,02609 5,792 0,004
X1*X3 -0,193213 0,03711 -5,207 0,006
Xo*X, -0,002753 0,03326 -0,083 0,938
X3*X3 -0,056859 0,03208 -1,772 0,151
X1*X2 -0,096819 0,02703 -3,582 0,023
X1*X3 -0,118721 0,03695 -3,213 0,033
X2*X3 -0,122226 0,03088 -3,958 0,017
S =0,0554673 PRESS = 0,683520
R-Sq = %96,94 R-Sq(pred) = %0,00 R-Sq(adj) = %90,06
p< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
b. Varyans analizi
Kaynak DF  SeqSS Adj SS Adj MS F P
Regresyon 9 0,390252  0,390252  0,043361 14,09 0,011
Lineer 3 0,255813  0,255813  0,085271 27,72 0,004
X1 1 0,194134  0,194134 0,194134 63,10 0,001
Xa 1 0,018594 0,018594 0,018594 6,04 0,070
X3 1 0,103227  0,103227  0,103227 33,55 0,004
Kare 3 0,096294  0,096294  0,032098 10,43 0,023
X1*X3 1 0,040269 0,083417 0,083417 27,11 0,006
Xo*X; 1 0,009970 0,000021  0,000021 0,01 0,938
X3*X3 1 0,002861 0,009664  0,009664 3,14 0,151
Interaksiyon 3 0,102653 0,102653 0,034218 11,12 0,021
X1*X, 1 0,016159 0,039478 0,039478 12,83 0,023
X1*X3 1 0,038299 0,031754 0,031754 10,32 0,033
Xo*X3 1 0,048195 0,048195 0,048195 15,66 0,017
Kalint1 hata 4 0,012306  0,012306  0,003077
Uyum eksikligi 2 0,009812 0,009812  0,004906 3,93 0,203
Saf hata 2 0,002494  0,002494  0,001247
Toplam 13 0,402559

p< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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Ek 1.5 Maleik asit 6n islem uygulamasinda enzimatik hidroliz analizinde ksiloz
verimlilikleri i¢in istatiksel analiz ¢izelgeleri

a. Regresyon katsayilari

Coef. SE Coef. T P
Sabit 0,83740 0,03949 21,207 0,000
X1 0,17167 0,03106 5,527 0,005
Xs 0,05608 0,02581 2,173 0,095
X3 0,13179 0,03244 4,062 0,015
X1*X3 -0,16637 0,04614 -3,606 0,023
Xo*X, 0,01773 0,04136 0,429 0,690
X3*X3 -0,09677 0,03989 -2,426 0,072
X1*X2 -0,15389 0,03361 -4,579 0,010
X1*X3 -0,24486 0,04595 -5,329 0,006
X2*X3 -0,16824 0,03840 -4,381 0,012
S =0,0689740 PRESS = 0,551587
R-Sq = %95,66 R-Sq(pred) = %0,00 R-Sq(adj) = %85,89
p< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
b. Varyans analizi
Kaynak DF  SeqSS Adj SS Adj MS F P
Regresyon 9 0,419282 0,419282  0,046587 9,79 0,021
Lineer 3 0,108667 0,204806 0,068269 14,35 0,013
X1 1 0,051845 0,145346  0,145346 30,55 0,005
Xa 1 0,048057  0,022463  0,022463 4,72 0,095
X3 1 0,008765 0,078514 0,078514 16,50 0,015
Kare 3 0,025540 0,082080 0,027360 5,75 0,062
X1*X3 1 0,002994 0,061849 0,061849 13,00 0,023
Xo*X; 1 0,018369 0,000874  0,000874 0,18 0,690
X3*X3 1 0,004177  0,027993  0,027993 5,88 0,072
Interaksiyon 3 0,285076  0,285076  0,095025 19,97 0,007
X1*X, 1 0,040107 0,099734 0,099734 20,96 0,010
X1*X3 1 0,153658  0,135082  0,135082 28,39 0,006
Xo*X3 1 0,091311 0,091311 0,091311 19,19 0,012
Kalint1 hata 4 0,019030 0,019030  0,004757
Uyum eksikligi 2 0,016811 0,016811 0,008406 7,58 0,117
Saf hata 2 0,002219 0,002219 0,001109
Toplam 13 0,438312

p=< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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EK 2 Siiksinik Asit Icin Istatiksel Analiz

Ek 2.1 Siiksinik asit 6n islem uygulamasinda kompozisyon analizinde seliiloz i¢in
istatiksel analiz cizelgeleri

a. Regresyon katsayilar1

Coef. SE Coef. T P

Sabit 0,433180 0,006456 67,095 0,000
X1 0,051260 0,003932 13,036 0,000
Xo 0,013405 0,004216 3,180 0,025
X3 0,026431 0,004216 6,269 0,002
X1*Xq 0,005494 0,006456 0,851 0,434
Xo*X; 0,001837 0,005983 0,307 0,771
X3*X3 0,003541 0,005983 0,592 0,580
X1*X2 0,018364 0,005470 3,357 0,020
X1*X3 0,007818 0,005470 1,429 0,212
X2*X3 0,009327 0,006258 1,490 0,196
S=0,0113021 PRESS = 0,00736936

R-Sq = %97,99 R-Sq(pred) = %76,76 R-Sqg(adj) = %94,36

p< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.

b. Varyans analizi

Kaynak DF  SeqSS Adj SS Adj MS F P
Regresyon 9 0,031068 0,031068 0,003452 27,02 0,001
Lineer 3 0,029111  0,028060  0,009353 73,22 0,000
X1 1 0,021640 0,021706  0,021706 169,93 0,000
Xa 1 0,001102 0,001291 0,001291 10,11 0,025
X3 1 0,006369  0,005021  0,005021 39,30 0,002
Kare 3 0,000172  0,000159  0,000053 0,42 0,749
X1*X3 1 0,000041 0,000092 0,000092 0,72 0,434
X2*X, 1 0,000034 0,000012 0,000012 0,09 0,771
X3*X3 1 0,000098 0,000045 0,000045 0,35 0,580
Interaksiyon 3 0,001785 0,001785 0,000595 4,66 0,065
X1*X, 1 0,001099 0,001440 0,001440 11,27 0,020
X1*X3 1 0,000402 0,000261 0,000261 2,04 0,212
Xo*X3 1 0,000284  0,000284  0,000284 2,22 0,196
Kalint1 hata 5 0,000639  0,000639  0,000128

Uyum eksikligi 3 0,000410 0,000410 0,000137 1,19 0,486
Saf hata 2 0,000229  0,000229  0,000115

Toplam 14 0,031707

p < 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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Ek 2.2 Siiksinik asit 6n islem uygulamasinda kompozisyon analizinde ksilan igin
istatiksel analiz cizelgeleri

a. Regresyon katsayilari

Coef. SE Coef. T P
Sabit 0,150801 0,005419 27,827 0,000
X1 -0,043572 0,003301 -13,201 0,000
Xs -0,013075 0,003539 -3,695 0,014
X3 -0,016643 0,003539 -4,703 0,005
X1*X3 -0,018005 0,005419 -3,323 0,021
Xo*X, 0,005041 0,005022 1,004 0,362
X3*X3 -0,002169 0,005022 -0,432 0,684
X1*X2 -0,011221 0,004591 -2,444 0,058
X1*X3 -0,005563 0,004591 -1,212 0,280
X2*X3 0,013700 0,005253 2,608 0,048
S =0,00948667 PRESS = 0,00394283
R-Sq = %97,96 R-Sq(pred) = %82,14 R-Sq(adj) = %94,29
p< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
b. Varyans analizi
Kaynak DF  SeqSS Adj SS Adj MS F P
Regresyon 9 0,021624  0,021624  0,002403 26,70 0,001
Lineer 3 0,018418 0,019351 0,006450 71,67 0,000
X1 1 0,014574  0,015683  0,015683 174,26 0,000
X2 1 0,000897 0,001229 0,001229 13,65 0,014
X3 1 0,002946  0,001991  0,001991 22,12 0,005
Kare 3 0,001748 0,001098 0,000366 4,07 0,083
X1*X3 1 0,001634 0,000994 0,000994 11,04 0,021
Xo*X; 1 0,000092 0,000091 0,000091 1,01 0,362
X3*X3 1 0,000022 0,000017  0,000017 0,19 0,684
Interaksiyon 3 0,001458 0,001458 0,000486 5,40 0,050
X1*X, 1 0,000804 0,000538 0,000538 5,97 0,058
X1*X3 1 0,000043 0,000132 0,000132 1,47 0,280
Xo*X3 1 0,000612 0,000612 0,000612 6,80 0,048
Kalint1 hata 5 0,000450  0,000450  0,000090
Uyum eksikligi 3 0,000216  0,000216  0,000072 0,61 0,668
Saf hata 2 0,000234  0,000234  0,000117
Toplam 14 0,022074

p< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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Ek 2.3 Siiksinik asit 6n igslem uygulamasinda kompozisyon analizinde lignin i¢in
istatiksel analiz cizelgeleri

a. Regresyon katsayilari

Coef. SE Coef. T P
Sabit 0,270163 0,003008 89,813 0,000
X1 0,024885 0,001832 13,583 0,000
Xs 0,007997 0,001964 4,071 0,010
X3 0,011062 0,001964 5,632 0,002
X1*X3 0,010430 0,003008 3,467 0,018
Xo*X, 0,002520 0,002788 0,904 0,408
X3*X3 0,001691 0,002788 0,607 0,571
X1*X2 0,008282 0,002548 3,250 0,023
X1*X3 0,004145 0,002548 1,627 0,165
X2*X3 0,001790 0,002916 0,614 0,566
S =0,00526583 PRESS = 0,00150368
R-Sq = %98,15 R-Sq(pred) = %79,95 R-Sq(adj) = %94,82
p< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
b. Varyans analizi
Kaynak DF  SeqSS Adj SS Adj MS F P
Regresyon 9 0,007363 0,007363 0,000818 29,50 0,001
Lineer 3 0,006606 0,006591  0,002197 79,24 0,000
X1 1 0,004985 0,005116  0,005116 184,49 0,000
X2 1 0,000325 0,000460 0,000460 16,57 0,010
X3 1 0,001296 0,000879  0,000879 31,72 0,002
Kare 3 0,000406  0,000386  0,000129 4,65 0,066
X1*X3 1 0,000356  0,000333 0,000333 12,02 0,018
Xo*X; 1 0,000031  0,000023 0,000023 0,82 0,408
X3*X3 1 0,000019 0,000010 0,000010 0,37 0,571
Interaksiyon 3 0,000350 0,000350 0,000117 4,21 0,078
X1*X, 1 0,000251 0,000293  0,000293 10,56 0,023
X1*X3 1 0,000089  0,000073  0,000073 2,65 0,165
Xo*X3 1 0,000010 0,000010 0,000010 0,38 0,566
Kalint1 hata 5 0,000139  0,000139  0,000028
Uyum eksikligi 3 0,000086 0,000086 0,000029 1,09 0,512
Saf hata 2 0,000053 0,000053  0,000026
Toplam 14 0,007501

p=< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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Ek 2.4 Siiksinik asit 6n islem uygulamasinda enzimatik hidroliz analizinde glikoz
verimlilikleri i¢in istatiksel analiz ¢izelgeleri

a. Regresyon katsayilari

Coef. SE Coef. T P
Sabit 0,31227 0,01668 18,721 0,000
X1 0,15154 0,01016 14,916 0,000
Xs 0,05357 0,01089 4,918 0,004
X3 0,05763 0,01089 5,291 0,003
X1*X3 0,05628 0,01668 3,374 0,020
Xo*X, 0,01250 0,01546 0,809 0,455
X3*X3 0,01095 0,01546 0,708 0,510
X1*X2 0,04749 0,01413 3,361 0,020
X1*X3 0,01764 0,01413 1,248 0,267
X2*X3 -0,02145 0,01617 -1,326 0,242
S =0,0292001 PRESS = 0,0349992
R-Sq = %98,39 R-Sq(pred) = %86,78 R-Sq(adj) = %95,49
p< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
b. Varyans analizi
Kaynak DF  SeqSS Adj SS Adj MS F P
Regresyon 9 0,260563  0,260563  0,028951 33,95 0,001
Lineer 3 0,231331  0,242257 0,080752 94,71 0,000
X1 1 0,179667  0,189697  0,189697 222,48 0,000
Xa 1 0,015718  0,020621  0,020621 24,18 0,004
X3 1 0,035947  0,023867  0,023867 27,99 0,003
Kare 3 0,015689 0,011290 0,003763 4,41 0,072
X1*X3 1 0,014208 0,009706  0,009706 11,38 0,020
Xo*X; 1 0,000764  0,000558 0,000558 0,65 0,455
X3*X3 1 0,000717  0,000428 0,000428 0,50 0,510
Interaksiyon 3 0,013543 0,013543 0,004514 5,29 0,052
X1*X, 1 0,011197 0,009631  0,009631 11,30 0,020
X1*X3 1 0,000846 0,001328 0,001328 1,56 0,267
Xo*X3 1 0,001500 0,001500  0,001500 1,76 0,242
Kalint1 hata 5 0,004263 0,004263  0,000853
Uyum eksikligi 3 0,001791 0,001791  0,000597 0,48 0,728
Saf hata 2 0,002472  0,002472  0,001236
Toplam 14 0,264827

p=< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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Ek 2.5 Siiksinik asit 6n islem uygulamasinda enzimatik hidroliz analizinde ksiloz
verimlilikleri i¢in istatiksel analiz ¢izelgeleri

a. Regresyon katsayilari

Coef. SE Coef. T P
Sabit 0,241259 0,01643 14,686 0,000
X1 0,126149 0,01001 12,607 0,000
Xs 0,020084 0,01073 1,872 0,120
X3 0,049722 0,01073 4,635 0,006
X1*X3 0,032509 0,01643 1,979 0,105
Xo*X, -0,001270 0,01522 -0,083 0,937
X3*X3 0,011346 0,01522 0,745 0,490
X1*X2 0,003163 0,01392 0,227 0,829
X1*X3 -0,001479 0,01392 -0,106 0,919
X2*X3 -0,055714 0,01592 -3,499 0,017
S =0,0287586 PRESS = 0,0378589
R-Sq = %97,50 R-Sq(pred) = %77,14 R-Sq(adj) = %93,01
p< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
b. Varyans analizi
Kaynak DF  SeqSS Adj SS Adj MS F P
Regresyon 9 0,161493 0,161493 0,017944 21,70 0,002
Lineer 3 0,141159  0,150953 0,050318 60,84 0,000
X1 1 0,116358 0,131460 0,131460 158,95 0,000
Xa 1 0,002329 0,002899 0,002899 3,50 0,120
X3 1 0,022472  0,017768 0,017768 21,48 0,006
Kare 3 0,008664 0,003901 0,001300 1,57 0,307
X1*X3 1 0,008247 0,003239  0,003239 3,92 0,105
Xo*X; 1 0,000041  0,000006 0,000006 0,01 0,937
X3*X3 1 0,000376  0,000459  0,000459 0,56 0,490
Interaksiyon 3 0,011671 0,011671 0,003890 4,70 0,064
X1*X, 1 0,000954  0,000043 0,000043 0,05 0,829
X1*X3 1 0,000592  0,000009 0,000009 0,01 0,919
Xo*X3 1 0,010125 0,010125 0,010125 12,24 0,017
Kalint1 hata 5 0,004135 0,004135 0,000827
Uyum eksikligi 3 0,001923  0,001923 0,000641 0,58 0,683
Saf hata 2 0,002212 0,002212 0,001106
Toplam 14 0,165628

p=< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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EK 3 Okzalik Asit I¢in Istatiksel Analiz

Ek 3.1 Okzalik asit 6n islem uygulamasinda kompozisyon analizinde seliiloz igin
istatiksel analiz cizelgeleri

a. Regresyon katsayilari

Coef. SE Coef. T P
Sabit 0,551409 0,015919 34,638 0,000
X1 0,040303 0,009696 4,157 0,009
X -0,021820 0,010395 -2,099 0,090
X3 0,028265 0,010395 2,719 0,042
X1*X3 -0,063779 0,015919 -4,006 0,010
Xo*X, -0,031509 0,014753 -2,136 0,086
X3*X3 0,029843 0,014753 2,023 0,099
X1*X2 0,001701 0,013487 0,126 0,905
X1*X3 -0,036434 0,013487 -2,702 0,043
X2*X3 -0,027604 0,015430 -1,789 0,134
S =0,0278677 PRESS = 0,0328482
R-Sq = %91,83 R-Sq(pred) = %30,90 R-Sq(adj) = %77,13
p < 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
b. Varyans analizi
Kaynak DF  SeqSS Adj SS Adj MS F P
Regresyon 9 0,043656  0,043656  0,004851 6,25 0,029
Lineer 3 0,015511 0,019152 0,006384 8,22 0,022
X1 1 0,008346  0,013419 0,013419 17,28 0,009
Xa 1 0,002456  0,003422 0,003422 4,41 0,090
X3 1 0,004709  0,005742  0,005742 7,39 0,042
Kare 3 0,017422  0,020170 0,006723 8,66 0,020
X1*X3 1 0,009832 0,012466  0,012466 16,05 0,010
Xo*X; 1 0,003422 0,003542 0,003542 4,56 0,086
X3*X3 1 0,004168 0,003178 0,003178 4,09 0,099
Interaksiyon 3 0,010723 0,010723 0,003574 4,60 0,067
X1*X, 1 0,000591 0,000012 0,000012 0,02 0,905
X1*X3 1 0,007647  0,005668  0,005668 7,30 0,043
Xo*X3 1 0,002485 0,002485 0,002485 3,20 0,134
Kalint1 hata 5 0,003883  0,003883  0,000777
Uyum eksikligi 3 0,001682 0,001682 0,000561 0,51 0,715
Saf hata 2 0,002201  0,002201  0,001101
Toplam 14 0,047539

p < 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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Ek 3.2 Okzalik asit 6n islem uygulamasinda kompozisyon analizinde ksilan i¢in
istatiksel analiz cizelgeleri

a. Regresyon katsayilari

Coef. SE Coef. T P
Sabit 0,017265 0,005522 3,126 0,026
X1 -0,017535 0,003363 -5,213 0,003
Xs -0,013232 0,003606 -3,669 0,014
X3 -0,008100 0,003606 -2,246 0,075
X1*X3 0,004022 0,005522 0,728 0,499
Xo*X; 0,005983 0,005118 1,169 0,295
X3*X3 -0,000766 0,005118 -0,150 0,887
X1*X2 0,004908 0,004678 1,049 0,342
X1*X3 0,003741 0,004678 0,800 0,460
X2*X3 0,010117 0,005353 1,890 0,117
S =0,00966714 PRESS = 0,00766345
R-Sq = %92,04 R-Sq(pred) = %0,00 R-Sq(adj) = %77,71
p< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
b. Varyans analizi
Kaynak DF  SeqSS Adj SS Adj MS F P
Regresyon 9 0,005403  0,005403 0,000600 6,42 0,027
Lineer 3 0,004742  0,004638 0,001546 16,54 0,005
X1 1 0,002752  0,002540 0,002540 27,18 0,003
X2 1 0,001563 0,001258 0,001258 13,46 0,014
X3 1 0,000427  0,000472  0,000472 5,05 0,075
Kare 3 0,000162 0,000195 0,000065 0,69 0,594
X1*X3 1 0,000007  0,000050  0,000050 0,53 0,499
Xo*X; 1 0,000155 0,000128 0,000128 1,37 0,295
X3*X3 1 0,000000 0,000002 0,000002 0,02 0,887
Interaksiyon 3 0,000499 0,000499 0,000166 1,78 0,267
X1*X, 1 0,000027  0,000103 0,000103 1,10 0,342
X1*X3 1 0,000138 0,000060 0,000060 0,64 0,460
Xo*X3 1 0,000334 0,000334 0,000334 3,57 0,117
Kalint1 hata 5 0,000467  0,000467  0,000093
Uyum eksikligi 3 0,000461 0,000461  0,000154 48,62 0,020
Saf hata 2 0,000006  0,000006  0,000003
Toplam 14 0,005870

p=< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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Ek 3.3 Okzalik asit 6n islem uygulamasinda kompozisyon analizinde lignin i¢in

istatiksel analiz cizelgeleri

a. Regresyon katsayilari

Coef. SE Coef. T P
Sabit 0,360884 0,002357 153,122 0,000
X1 0,022162 0,001435 15,438 0,000
Xa 0,011392 0,001539 7,402 0,001
X3 0,007786 0,001539 5,059 0,004
X1*X3 0,002898 0,002357 1,230 0,274
Xo*X; -0,003039 0,002184 -1,391 0,223
X3*X3 0,001278 0,002184 0,585 0,584
X1*X2 0,003136 0,001997 1,570 0,177
X1*X3 0,001693 0,001997 0,848 0,435
X2*X3 -0,003398 0,002284 -1,488 0,197
S =0,00412583 PRESS =0,00121401
R-Sq = %98,60 R-Sq(pred) = %80,10 R-Sq(adj) = %96,09
p< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
b. Varyans analizi
Kaynak DF  SeqSS Adj SS Adj MS F P
Regresyon 9 0,006014 0,006014 0,000668 39,26 0,000
Lineer 3 0,005820 0,005778 0,001926 113,15 0,000
X1 1 0,004322  0,004057  0,004057 238,35 0,000
X2 1 0,000959  0,000933 0,000933 54,79 0,001
X3 1 0,000539  0,000436  0,000436 25,59 0,004
Kare 3 0,000091 0,000066  0,000022 1,29 0,373
X1*X3 1 0,000050 0,000026  0,000026 1,51 0,274
Xo*X; 1 0,000035 0,000033 0,000033 1,94 0,223
X3*X3 1 0,000007  0,000006  0,000006 0,34 0,584
Interaksiyon 3 0,000102 0,000102  0,000034 2,00 0,232
X1*X, 1 0,000059 0,000042 0,000042 2,47 0,177
X1*X3 1 0,000005 0,000012 0,000012 0,72 0,435
Xo*X3 1 0,000038 0,000038 0,000038 2,21 0,197
Kalint1 hata 5 0,000085 0,000085  0,000017
Uyum eksikligi 3 0,000067  0,000067  0,000022 2,54 0,295
Saf hata 2 0,000018 0,000018  0,000009
Toplam 14 0,006099

p=< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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Ek 3.4 Okzalik asit 6n islem uygulamasinda enzimatik hidroliz analizinde glikoz
verimlilikleri i¢in istatiksel analiz ¢izelgeleri

a. Regresyon katsayilari

Coef. SE Coef. T P
Sabit 0,873616 0,03884 22,494 0,000
X1 0,113635 0,02366 4,804 0,005
Xa 0,091774 0,02536 3,619 0,015
X3 0,044987 0,02536 1,774 0,136
X1*X3 -0,008919 0,03884 -0,230 0,827
Xo*X; 0,019480 0,03599 0,541 0,612
X3*X3 0,018854 0,03599 0,524 0,623
X1*X2 -0,087962 0,03290 -2,673 0,044
X1*X3 -0,018562 0,03290 -0,564 0,597
X2*X3 -0,091489 0,03765 -2,430 0,059
S =0,0679889 PRESS = 0,381936
R-Sq = %91,96 R-Sq(pred) = %0,00 R-Sq(adj) = %77,48
p< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
b. Varyans analizi
Kaynak DF  SeqSS Adj SS Adj MS F P
Regresyon 9 0,264245  0,264245  0,029361 6,35 0,028
Lineer 3 0,209519  0,199102 0,066367 14,36 0,007
X1 1 0,116667  0,106673  0,106673 23,08 0,005
X2 1 0,083561 0,060531 0,060531 13,09 0,015
X3 1 0,009292  0,014545 0,014545 3,15 0,136
Kare 3 0,001389  0,002484  0,000828 0,18 0,906
X1*X3 1 0,000999 0,000244  0,000244 0,05 0,827
Xo*X; 1 0,000197 0,001354 0,001354 0,29 0,612
X3*X3 1 0,000193 0,001268 0,001268 0,27 0,623
Interaksiyon 3 0,053337  0,053337 0,017779 3,85 0,091
X1*X, 1 0,020556  0,033035 0,033035 7,15 0,044
X1*X3 1 0,005479  0,001471 0,001471 0,32 0,597
Xo*X3 1 0,027302 0,027302 0,027302 5,91 0,059
Kalint1 hata 5 0,023112 0,023112  0,004622
Uyum eksikligi 3 0,022896  0,022896  0,007632 70,67 0,014
Saf hata 2 0,000216 0,000216  0,000108
Toplam 14 0,287357

p< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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Ek 3.5 Okzalik asit 6n islem uygulamasinda enzimatik hidroliz analizinde ksiloz
verimlilikleri i¢in istatiksel analiz ¢izelgeleri

a. Regresyon katsayilari

Coef. SE Coef. T P
Sabit 0,87273 0,05012 17,413 0,000
X1 0,09900 0,03053 3,243 0,023
Xa 0,15702 0,03273 4,798 0,005
X3 0,03471 0,03273 1,061 0,337
X1*X3 -0,01658 0,05012 -0,331 0,754
Xo*X, -0,07710 0,04645 -1,660 0,158
X3*X3 0,01371 0,04645 0,295 0,780
X1*X2 -0,02208 0,04246 -0,520 0,625
X1*X3 -0,01775 0,04246 -0,418 0,693
X2*X3 -0,13358 0,04858 -2,750 0,040
S=0,0877378 PRESS = 0,646308
R-Sq = %91,21 R-Sq(pred) = %0,00 R-Sq(adj) = %75,39
p< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
b. Varyans analizi
Kaynak DF  SeqSS Adj SS Adj MS F P
Regresyon 9 0,399490 0,399490 0,044388 5,77 0,034
Lineer 3 0,306518 0,297938 0,099313 12,90 0,009
X1 1 0,093386 0,080962 0,080962 10,52 0,023
Xa 1 0,205709 0,177194 0,177194 23,02 0,005
X3 1 0,007423  0,008660  0,008660 1,12 0,337
Kare 3 0,026758  0,024348 0,008116 1,05 0,446
X1*X3 1 0,001186 0,000842 0,000842 0,11 0,754
Xo*X; 1 0,025285 0,021212 0,021212 2,76 0,158
X3*X3 1 0,000287  0,000670  0,000670 0,09 0,780
Interaksiyon 3 0,066214  0,066214  0,022071 2,87 0,143
X1*X, 1 0,000209  0,002081 0,002081 0,27 0,625
X1*X3 1 0,007803 0,001345 0,001345 0,17 0,693
Xo*X3 1 0,058202  0,058202  0,058202 7,56 0,040
Kalint1 hata 5 0,038490 0,038490 0,007698
Uyum eksikligi 3 0,038132  0,038132 0,012711 71,06 0,014
Saf hata 2 0,000358  0,000358  0,000179
Toplam 14 0,437979

p=< 0,05 istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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