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DALLI DARI BiTK_iSiNDE_N (Panicum Virgatum L.) BiYOETANQL URETIMINDE
SEYRELTIK ASIT VE KIREG ON UYGULAMALARININ OPTiMiZASYONU ve

BAZI GENOTIPLERIN BiYOETANOL VERIMLILIKLERININ BELIRLENMESI!

Optimization of Diluted Acid and Lime Pretreatments in Bioethanol Production from
Switchgrass (panicum virgatum |.) and Determination of Ethanol Yields of Some

Genotypes
Sara Betll DOLGUNM.Umit UNAL
Gida Muihendisligi Anabilim Dali Gida Muhendisligi Anabilim Dal

OZET

Bu calismada dinya biyoenerji model tiri dalli darn bitkisinden (Panicum
virgatum L.) biyoetanol uretiminde seyreltik asit ve kire¢ 6n uygulamalarinin
optimizasyon calismasi yapimistir. Calismada 3 farkli enzim (Novozymes Cellic
CTec2) konsantrasyonu ile 7 gin hidroliz gergeklestiriimis ve optimum enzim
konsantrasyonu ve siresi belirlenmigtir. Calismanin sonuglarina gére optimum
enzim konsantrasyonu 0.06 mL/g dalli dari, hidroliz siresi ise 3 gin olarak
belirlenmistir.

Piroliz optimizasyonu amaci ile seyreltik siilfirik asit ve kirec ile 2 farkl
konsantrasyonda (% 0.5 ve % 1.0 sulfurik asit (h/h), 0.05 ve 0.1 g kire¢/g dalli dart),
3 sicakhk (120, 140 ve 180 °C) ve slrede (30, 60, 90 dak) deneme yapilmistir.
Optimizasyon cgalismasi sonuglarina goére en yiksek fermente edilebilir seker
miktarina seyreltik sulfurik asit ile pirolizde 120 °C'de % 0.5 (h/h) asit
konsantrasyonu ile 90 dak sonucu, kireg ile pirolizde 120 °C'de 0.1 g kireg/g dalli
dari ile 60 dak sonucu ulasiimig, miktarlari ise sirasiyla 50.58 ve 44.76 g/100 g dalli
dari olarak bulunmustur.

Fermantasyon optimizasyon calismasinda ise Saccharomyces cerevisiae
mayasi kullanilarak 2 farkh sicaklik (25 ve 30 °C ) ile 4 gL* maya ekstrakti (YE)
ilaveli ve ilavesiz olmak Uzere toplamda 4 farkli kosul ile denemeler kurulmustur.
En ylUksek etanol veriminin elde edildigi kosul 25 °C ve YE eklenmis denemeden
elde edilmis ve 0.0966 g etanol/g dalli dari olarak bulunmustur. 10 farkli dalli dari
genotipinin biyoetanol verimlilikleri ise 0.0842 ile 0.122 g/g dalli dari arasinda
bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Lignoseltloz, Panicum virgatum L., Dalli dari, Biyoetanol,
Seyreltik asit, Kireg.

Abstract

In this study, optimization of bioethanol production was performed by
diluted acid and lime pretreatments from switchgrass (Panicum virgatum L.) which
is known as an energy crop type. Firstly, biomass was hydrolyzed with 3 different
enzyme (Novozymes Cellic CTec2) dosages for 7 days so that optimum dosage

L Ayni baslikli Yiksek Lisans tezinden Uretilmistir.
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and time was determined. According to results, optimum enzyme dosage was 0.06
mL/g biomass and hydrolysis time was 3 days.

For pyrolysis optimisation, switchgrass was pyrolyzed with two different
chemicals (sulphuric acid and lime) in two different concentrations (0.5% and 1.0%
(w/w) sulphuric acid or 0.05 and 0.10 g lime/biomass) at various temperatures
(120,140 and 180 °C) for three different process time (10, 60, 90 min). According to
the obtained results, the maximum total fermentable sugar was found to be 50.58
g/100 g biomass, optimum pyrolysis condition was 120 °C, 0.5% of sulphuric acid
treatment for 90 minutes. Additionally, the maximum total fermentable sugar was
found to be 44.76 g/100 g biomass at 120 °C, 0.1 g lime/biomass for 60 minutes.

In order to determinate optimum fermentation conditions, fermentation was carried
out by Saccharomyces cerevisiae at two temperatures (25 and 30 °C) and two
mediums (control and 4 gL-1 YE additions). The maximum ethanol yield was
obtained at 25 °C and 4 gL-1 YE added medium and the yield was found to be
0.0966 g ethanol/100 g biomass. The results showed that the bioethanol yields
from 10 genotypes ranged between 0.0842 and 0.1220 g/100 g biomass.

Keywords: Lignocellulose, Panicum virgatum L., Switchgrass, Bioethanol Diluted

acid, Lime.

Giris

Gunimiz dinya ekonomisinin blyuk bir kismi kémiir, petrol ve dogal gaz
gibi fosil enerji kaynaklarina badimh durumdadir. Bu enerji kaynaklari yakit,
elektrik, kimyasal ve diger maddeleri Uretmek igin kullaniimaktadir (Uihlein ve
Schebek, 2009). insanlarin enerji tiketiminin biylik oranda artmasi ve fosil
yakitlara olan bagimlilik, fosil yakit rezervlerinin tikenmesine neden olmaktadir. Bu
rezervlerin tekrar yenilenebilmesi i¢cin milyonlarca yil gerekmektedir (Suryaningsiha
ve Irhas, 2014). British Petroleum'un yayinladidi bir raporda petrol, dogal gaz,
kdmur rezervlerinin sirasiyla 41, 64 ve 155 yil icinde tikenecedi belirtiimektedir
(Anon, 2013).

Artan eneriji talebi ile birlikte fosil kaynaklarin agiri kullanimi ve bu durumun
sonucu olarak ciddi cevresel zararlar olusmaktadir. Yasanan bu gelismelerle
birlikte biyokitle enerji kaynaklari gibi alternatif kaynaklarin kullanimi 6nem
kazanmaya baglamistir (Sabanci ve ark., 2010). Biyokitle enerji kaynaklari,
icerisinde karbonhidrat bilesikleri olan bitkisel ve hayvansal kokenli tim
maddelerdir. Bu kaynaklar kullanilarak, biyoetanol, biyodizel ve biyogaz olmak
Uzere U¢ temel yakit elde edilebilmektedir (Sarkar ve ark., 2012: Ko¢ ve Senel,
2013).

GunUmUzde en o6nemli yenilenebilir biyoyakitlar 1. nesil biyodizel ve
biyoetanoldir. Ancak, kotu ekolojik performanslari ve gida hammaddelerinden
uretilmeleri nedeniyle, 1.nesil biyoyakitlar siklikla elegtiriimektedir. Son
zamanlarda, farkh tiir lignoseliilozik materyallerden Uretilen 2. nesil biyoyakitlar bu
problemlerin ortadan kalkmasinda umut vaat etmektedir (Ajanovic, 2013).

Motorlu tasitlar igin en yaygin olarak kullanilan biyoetanol petroliin yerini
almada 6nemli bir potansiyele sahiptir (Sarkar ve ark., 2012). Biyoetanol farkl
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biyolojik hammaddelerin fermantasyonu sonucu olusan renksiz, ugucu, yanici ve
oda kosullarinda sivi halde bulunan kimyasal bir maddedir. Molekil formdla
C2H50H'dir. Molekdll yapisinda karbon atomuna bagh bir hidroksil grubu (—OH)
bulundurur (Walker, 2010).

Biyoetanol, genel olarak formlli (CH20)n olan her karbonhidrat
bilesiginden elde edilebilir. Biyoetanol dretimi icin kullanilan birinci nesil kaynaklar
seker igerikli bitkileri ve nisasta icerikli bitkileri, ikinci nesil kaynaklar ise buyuk
oranda lignoselulozik biyokdtleleri temsil eder. Birinci nesil kaynaklar beslenme
amaciyla kullanildiklari i¢in biyoetanol kaynadi olarak kullanimlari avantajli degildir.
ikinci nesil kaynaklardan etanol tretimi ise hammaddenin bol miktarda bulunmasi
nedeniyle ¢ok daha ekonomiktir. Ikinci nesil kaynaklar tarimsal artiklari ve bu
amagla yetistirilen enerji bitkilerini kapsar (Bajpai, 2013).

Dalli dari (Panicum virgatum L.) Amerika kokenli, ¢ok yillik, sicak iklim
bitkisidir. Sicaga, soguga ve kuraklida toleransi ylksektir. Dalli dari yiksek verimi,
farkli toprak tiplerine uyumlulugu, disik su ve besin gerekliligi, cevresel yararlari
ve ¢ok amagh kullanilabilir olmasi nedeniyle umut vaat edici bir lignoselllozik
bitkidir. Geleneksel yontemlerden farkli ekim ve hasat ekipmanlarina gerek
duymamasi, bu bitkinin tarimsal bir avantajidir (Keshwani ve Cheng, 2009:
Kenneth, 2004).

MATERYAL

Arastirmalarda kullanilan 2014 yilina ait dalli dari érnekleri Hatay ilinde
yetistiriimis ve Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Bolimd’nden temin edilmistir. Calismada 10 farkli dalli dari genotipi kullaniimistir.

Metot
On Hazirlik

Dalli dari érnekleri oda sicakliginda veya 50 °C’lik etivde (nem dizeyi %
10’un altinda olacak sekilde) kurutulduktan sonra bitki 6gtutme degdirmeninde (Wiley
mill) partikil ¢api 0.4 mm olacak sekilde 6gutilmustir (Hu ve Ragauskas, 2011;
Kim ve ark., 2011).

Lignoseliilozik Yapi Tayini

Hasat edilen biyokitle 6rnekleri 60 °C’ye ayarlanmis etlivde 24 saat slire
ile kurutulduktan sonra, partiktl buyudkligu <0.5 mm olacak sekilde degirmende
éguttimastir. Orneklerde % ADF (Asit Deterjan Fiber), % NDF (Nétral Deterjan
Fiber) ve % ADL (Asit Deterjan Lignin) analizleri Van Soest ve ark. (1991)'na goére,
Ankom filterbag teknigi ile sodyum silfit (Na2SO3) kullaniimadan a-amilaz ilave
edilerek, A220 Fiber (ANKOM Technology, Fairport, NY) cihazi kullanilarak
yapimistir.

NDF (%) Analizi

Ogutilmus dalli dari érnekleri darasi alinmis F57 keselerine (FilterBag
F57) 0.5 g tartiimis ve kese agzi sicak baski ile kapatiimistir. Ankomlif analizoriin
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plastik tasiyicisina yerlestirilen torbalar, analiz haznesine yerlestirilip 21 NDF
¢cozeltisi (Ankom NDF Drypowder — Ankom FND20C, Trietilenglikol ) ve 4 mLa-
amilaz ilavesi ile 100 °C’de 75 dak islem gérmistir. Kaynama sonunda haznedeki
¢cozelti bosaltiimis vedrnek keseleri 5’er dak olmak tzere 2 sicak, 1 kez soguk saf
su ile yikanmistir. Orneklerdeki yagin uzaklastiriimasi amaciyla 3-5 dak asetonla
yikanan keseler once oda sicakliginda 1 saat ve sonra 105 °C de 4-5 saat
kurutulup tartilarak % NDF icerikleri asagidaki formal yardimi ile hesaplanmistir.

% NDF = ((W3-(W1*C))/W2

W1=F57 bos kese agirlig

W2= Ornek agirhg

W3= Ekstraksiyon sonrasi kese + 6érnek agirhgi
C= Bos (kor/blank) kese duzeltme faktori

ADF (%) Analizi

Ogitilmis dalli dari érnekleri darasi alinmis F57 keselerine (FilterBag
F57) 0.5 g tartilmis ve kese agzi sicak baski ile kapatiimistir. Ankomlif analizériin
plastik tasiyicisina yerlestirilen torbalar, analiz haznesine yerlestirilip 21 ADF
¢ozeltisi (Ankom ADF Drypowder “CTAB” — Ankom FAD200 1 Normal H2SOa) ilave
edilerek 100 °C’de 60 dak muamele edilmistir.Kaynatma sonunda 6rnek keseleri
5’er dak olmak uzere 2 sicak, 1 kez soguk saf su ile 3 kez yikanmistir. Preslenen
keseler 3-5 dak asetonda yikanmis ve oda sicakliginda 1 saat ve sonra 105 °C de
4-5 saat kurutulup tartilarak % ADF icerikleri asagidaki formul yardimi ile
hesaplanmistir:

% ADF = ((W3-(W1*C))/W?2

W1= F57 bos kese agirhgi

W2= Ornek agirhg:

W3= Ekstraksiyon sonrasi kese + érnek agirligi
C= Bos (kor/blank) kese diizeltme faktoru

ADL (%) Analizi

% ADF orani belirlenen F57 6rnek keseleri, icerisinde% 72’lik sulfirik asit
(H2S04) c¢ozeltisi bulunan beher kaba yerlestirilerek tamamen ¢ozeltiye batmasi
saglanmistir. Ornekler 30 dak araliklarla hafifce calkalanmis ve béylece 3 saat
asitle muamele edilmistir. Daha sonra bol cesme suyu ile pH nétr oluncaya kadar
yikanan orneklere 3 dak sireyle aseton uygulanmistir. 105 °C de 4-5 saat
kurutulup tartilarak % ADL igerikleri asagidaki formal yardimi ile hesaplanmigtir:

% ADL = (W3-(W1*C))/W2

W1= F57 bos kese agirhgi

W2= Ornek agirhg:

W3= Ekstraksiyon sonrasi kese + 6rnek agirligi
C= Bos (kor/blank) kese diizeltme faktoru
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Orneklerin seliiloz ve hemiselliloz igerikleri asagidaki formiil ile hesaplanmistir:
Seliiloz (%)=ADF-ADL
Hemisellloz (%)=NDF-ADF

Kil (%) Tayini

Ogutiuimis dalli dar érneklerinde kiil tayini dncesi temizlenen porselen krozeler,
550-600 °C’de kul firminda kurutulmustur. Krozeler desikatdérde sogutulup
tartildiktan sonra igerisine 3—-4 g dalli darn 6rnedi konulmustur. Kil firinina
yerlestirilen Ornekler kémirlesme olmayacak sekilde, kil agik griden beyaza
degdisen bir renge ulasana kadar (3—4 saat) 550-600 °C’de yakilmistir. Desikatorde
sogutulan érnekler tartiimis ve % kul orani su forml ile hesaplanmistir.

Kl (%)=((W3-W1)/W2)*100

W1= Yakma sonrasi bos kroze agirhgi
W2= Ornek agirhig

W3= Yakma sonrasi érnek+kroze agirhgi

Kuru Madde Analizi

Dalli dari érneklerinin kuru madde oranlarinin belirlenmesinde Memmert UNB 400
(Almanya) marka ettv kullanilmistir. Bu amagla, oda sicakliginda kurutulmus 5 g
bitki drnedi 6nceden 105 °C’lik etivde 2 saat bekletildikten sonra desikatorde
tutularak oda sicakligina getiriimis ve darasi alinmis aliminyum kaplara konularak
hassas terazide tartiimis daha sonra etiivde 105 °C’de sabit agirhiga gelene kadar
kurutulmustur. Orneklerin toplam kuru madde oranlarinin hesaplanmasinda
asagidaki formul kullaniimistir (Kalra, 1998; Sluiter ve ark., 2008):

% Toplam kuru madde=(B-d)/(A-d)x100

A: Baslangicta tartilan 6érnek miktar (dara ile birlikte)

B: Analiz sonunda tartilan érnek miktari (dara ile birlikte)
d: Tartim kabinin agirhgi

Enzimatik Hidroliz Optimizasyonu

Enzimatik hidroliz optimizasyonunda 400 mL % 1.0’lik sulfurik asit ¢ézeltisi
ve 20 g dalli dari karistirilarak 120 °C’de 60 dak slre ile piroliz edilmis 6rnek
kullaniimigtir. Reaktérde piroliz islemi tamamlandiktan sonra150 mL 6rnek alinarak
pH'st 10 M NaOH ile 5.0'a ayarlanip mikrobiyal gelisimi dnlemek amaci ile 0.5 gL-1
kloramfenikol ilave edilmistir. Daha sonra farkli novozymes Cellic CTec2 enzim
dozajlari (E1 (0.03 mL enzim/g dalli dari), E2 (0.06 mL enzim/g dalli dari) ve E3
(0.09 mL enzim/g dalli dar1) kullanilarak, ¢alkalamali inktibatérde 50 °C'de 200 rpm
karistirma hizinda hidroliz gergeklestirilmistir. 7 giin boyunca 24 saatte bir aralikla
alinan ornekler 0.45 um’lik filtreden gecirildikten sonra HPLC'de analiz edilinceye
kadar -25 °C'de muhafaza edilmistir. Olusan seker miktari sonuglarina gore
optimum enzim dozaji ve hidroliz suresi belirlenmistir. Enzim dozajlarinin ve
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hidroliz kosullarinin (sicaklik ve pH) belirlenmesinde enzim (retici firmanin énerileri
referans alinmigtir (Anon, 2010).

Piroliz Optimizasyonu

Piroliz optimizasyonu Parr (ABD) yiiksek basing reaktoriinde
gerceklestiriimistir. (Sekil 3.5). Ayrica, uygulamada "cam hazne" kullanilarak
yuksek sicakhdin ve asit konsantrasyonun neden oldugu korozyonu ve buna bagl
olarak olusabilecek fermantasyon inhibitérlerini en aza indirmek amaglanmistir
(Raja ve Sethuraman, 2008).

Seyreltik Siilfiirik Asit ile Piroliz

Seyreltik asit ile piroliz optimizasyonu igin, 20 g dalli dari érnegi 400 mL
sulfurik asit (% 0.5 ve % 1.0 (h/h)) ¢ozeltisi ile karistirilarak 120, 140, 180 °C'de 30,
60, 90 dak sure ile yuksek basing reaktériinde tutulmustur. Piroliz isleminin
ardindan 6rneklerden 150 mL alinip 10 M NaOH ile pH'si 5.0'e ayarlanmistir.
Ardindan mikrobiyal gelisimi 6nlemek amaci ile 0.5 gL-1 kloramfenikol ilave edilmig
ve Cellic CTec2 enzimi 0.06 mL enzim/g dalli dar1 olacak sekilde eklenerek 3 glin
calkalamali inkubatérde 50 °C'de ve 200 rpm'de enzimatik hidroliz
gerceklestiriimistir.  Pirolizin  ardindan, Orneklerin  seker igerigi HPLC ile
belirlenmistir.

Kireg ile Piroliz

Kireg ile piroliz optimizasyonu i¢in 20 g dalli dari érnegi 400 mL kire¢ (0.05
ve 0.1 g Ca(OH)2/g kuru dalli dan) ¢ozeltisi ile karistirilarak 120, 140, 180 °C'de 30,
60, 90 dak sure ile yuksek basin¢ reaktorinde tutulmustur. Piroliz igleminin
ardindan o6rneklerden 150 mL alinip asetik asit (CH3COOH) ile pH'si 5.0'e
ayarlanmigtir. Ardindan mikrobiyal gelisimi 6nlemek amaci ile 0.5 gL-1
kloramfenikol ilave edilmis ve Cellic CTec2 enzimi 0.06 mL enzim/g dalli dar
olacak sekilde eklenerek 3 gun calkalamal inkibatérde 50 °C'de ve 200 rpm'de
enzimatik hidroliz gergeklestirilmistir. Pirolizin ardindan, orneklerin seker igerigi
HPLC ile belirlenmistir (Chang ve ark., 2001).

inokulum Hazirlanmasi

Etil alkol fermantasyonu igin kullanilacak 0.2 gL-1 S. cerevisiae (Lalvin,
Lallemand, Inc., Kanada) aktif kuru maya 20 gL glikoz, 8.5 gL' maya ekstrakti,
1.32 gLt NH4CI, 0.11 gLt MgSOs4, ve 0.06 gL CaClz igeren pH'si 5.5 olarak
ayarlanan sivi besi yerinde 30 °C'de 24 saat cogaltiimistir. Daha sonra maya
suspansiyonu iceren besi yeri, alkol fermantasyonu yapilacak hidrolizat miktarinin
% 10 hacminde alinip 4000 rpm’de 4 °C’de 10 dak santriflj edilmistir. Santrifuj
sonrasinda maya, fermantasyonunun gergeklestirilecedi hidrolizat ile slspansiye
edilerek alkol fermantasyonunun gerceklestirilecedi ortama eklenmistir (Yang ve
ark., 2009).
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Etil Alkol Fermantasyonunun Optimizasyonu

S. cerevisiae (Lalvin, Lallemand, Inc., Kanada) instant maya kullanilarak
yapilan fermentasyon optimizasyonu calismalarinda 2 farkh sicaklik (25 °C ve 30
°C) kullaniimigtir. Ayrica, dalli dari bitkisinin disik azot icerigi nedeniyle alkol
verimini arttirmak icin 4 gL-! YE ilave edilmis, kontrol drneklerine herhangi bir ilave
yapiimamistir. Fermantasyon optimizasyonu igin 20 g dalli darn 400 mL % 0.5
sulfurik asit ¢ozeltisi ile karistirilip 120 °C'de 90 dak sire ile piroliz edilmistir. Piroliz
edilen drnekten 150 mL alinarak 0.06 mL/g dalli dari oraninda Cellic CTec2 enzimi
kullanilarak hidroliz gergeklestirilmistir. Hidroliz edilen érnekler 6000 rpm’de 15 dak
santrifuj edilmis ve berrak kisim alinarak 10 M NaOH ile pH’si5.5'e ayarlanmistir.
PH'si ayarlanan hidrolizattan erlenlere 100 mL alinarak agizlari pamuk ve
aliiminyum folyo ile kapatilip 121 °C'de 15 dak steril edilmistir. Ardindan, 6rneklere
hidrolizat hacminin % 10'u kadar inokulum ilave edilmistir. Fermantasyon sirasinda
seker ve alkoldeki degisimi gézlemlemek icin 24 saatte bir érnek alinarak HPLC'de
analiz yapilmistir. Etanol verimin hesaplanmasinda asagdidaki formal kullaniimigtir:

% Etanol verimi = olusan etanol miktar1 (g/L) % 100
o Branotverimi = fermente edilen seker miktari (g/L)

HPLC ile seker ve alkol analizi

HPLC ile seker (sukroz, glikoz, friktoz) ve etil alkol tayini amaciyla piroliz
sonucu, enzimatik hidroliz ve fermantasyon boyunca alinan érnekler 5000 rpm’de
10 dak santrifij edilmis ve santrifiij sonunda elde edilen slpernatant analizde
kullanilmigtir. Bunun igin drnekler 0.45 pm’lik filtreden (Milipore Millex-HV, Hidrofilik
PVDF filtre) gegcirilip HPLC’ye enjekte edilmistir.(Pickering ve ark., 1998; Cordier ve
ark., 2007).

Dalli dari genotiplerinden biyoetanol iiretimi

10 farkli dalli dari genotipine, optimum piroliz kosulu uygulandiktan sonra
optimum seker sonucunun alindid1 enzim dozaji ve sluresine gére enzimatik hidroliz
uygulanmigtir. Daha sonra optimum fermantasyon kosullarina gére etanol Uretimi
gerceklestirilip her asamanin sonucunda 6rnek alinarak HPLC'de analiz edilmigtir.

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
Dalli dari genotiplerinin bilesimleri

Analiz sonucuna gore dalli dari érneklerinin kuru madde oranlari % 92.14
ile 93.47, kil igerikleri ise % 6.3 ile 19.6 arasinda bulunmustur. Ayrica seliloz
icerikleri % 27.8-38.0, hemiseliloz icerikleri % 29.4-37.2, lignin icerikleri ise 2.4—
9.7 arasinda bulunmustur.

Enzimatik hidroliz optimizasyonu

Enzim optimizasyonu i¢in % 1.0'lik stlfirik asit ile 120°'de 60 dak piroliz
edilmis érnek kullaniimig, ardindan G¢ farkli enzim konsantrasyonunda (E1: 0.03,
E2: 0.06, E3: 0.09 ml Cellic CTec2/g dalli dari) denemeler gergeklestiriimigtir.
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Enzimatik hidroliz optimizasyonun sonuglarina gore; E1 enzim konsantrasyonu ile
olusan en ylksek fermente olabilir seker miktarina 5. giinde (32.90 toplam seker
g/100 g dalli dan) ulasiimistir. E2 ve E3 enzim konsantrasyonlarinda ise en yiiksek
fermente edilebilir seker miktari 3. giinin sonunda elde edilmis, miktarlari ise
siraslyla 34.62 g toplam seker/100 g dalli dari ve 37.80 g toplam seker/100 g dalli
dari olarak bulunmustur.

Seyreltik silfiirik asit ile piroliz

Seyreltik asit ile yapilan piroliz optimizasyonu amaci ile iki farkh sulfurik asit
konsantrasyonu (% 0.5 ve % 1.0 (h/h)), Gg farkh sicaklik (120, 140, 180 °C) ve u¢
farkh sure (10, 60, 90 dak) ele alinmistir. Enzimatik hidroliz sonrasi olusan toplam
fermente edilebilir seker miktari, piroliz siresi arttikga artmis ancak sicaklik arttikca
miktari azalmistir. Sonugta en ylksek fermente edilebilir seker miktarina (50.58
g/100 g dalli dari) 120 °C'de % 0.5 asit konsantrasyonu ile 90 dak sonunda
ulasiimistir.

Kire¢ (Ca(OH).) ile piroliz

Kireg ile yapilan piroliz optimizasyonunda iki farkh kire¢ konsantrasyonun
(0.05 ve 1.0 g kire¢/g dalli dan), Gg¢ farkli sicakhigin (120, 140, 180°C) ve Ug farkli
surenin (10, 60, 90 dak) seker olusuma etkisi arastirimistir. En yiksek toplam
fermente edilebilir seker miktari 120 °C'de 0.01 g kireg/g dalli dari ¢bzeltisinin 60
dak kosullarinda elde edilmis ve bu kosullarda elde edilen toplam seker miktari
44.76 g seker/100 g dalli dari olarak bulunmustur.

Fermantasyon optimizasyonu

Fermantasyon optimizasyonu sonucuna goére etanol verimi (g etanol/g dalli
dar1) ve % etanol verimi sonuglari sirasi ile 0.0526-0.966 ve 15.6—23 arasinda
bulunmustur. Ayrica en yiiksek etanol verimi 24 saat sonucunda 25 °C ve 4 gL+
YE eklenmis denemede 0.0966 g etanol/g dalli dari olarak bulunmustur.

Farkh dalli dari1 genotiplerinin biyoetanol verimliliklerinin belirlenmesi

Belirlenen optimum piroliz, enzim hidrolizi ve fermantasyon kosularinda 10
farkh dalli dari genotipinin etanol verimlilikleri belirlenmistir. Bu amagcla dalli dar
ornekleri 120 °C'de % 0.5 stilfuirik asit (h/h) ¢ozeltisi ile ylksek basing reaktérinde
90 dak piroliz edilmis ardindan 0.06 mL/g dalli dari enzim konsantrasyonuna goére
enzim ilave edilerek 3 gln hidroliz edilmistir. Hidroliz edilen 6érneklere santrifij
isleminden sonra 4 gL' YE ve maya ilavesi yapilarak 25 °C'de fermantasyon
gerceklestiriimistir. Calismanin sonucuna gdre her bir genotiptenelde edilen etanol
verimi ve % etanol verimi cizelge 4.6'da gdsteriimektedir. Genotiplerin etanol
verimlikleri 0.0842 ile 0.122 g etanol/g dalli dari, % etanol verimlilikleri ise 23-50.05
arasinda bulunmustur.
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Sonuglar

Bu arastirmada,dalli dan bitkisi U¢ farkli enzim konsantrasyonu ile hidroliz
edilip optimum enzim dozaji ve hidroliz siresi belirlenmis, ardindan drneklere
toplamda 36 farkl piroliz kombinasyonu uygulanip en yilksek fermente edilebilir
seker miktarinin elde edildigi kosul saptanmistir. En son olarak, segilen optimum
enzim ve piroliz kosullarina goére iki farkli sicaklik ve ortamda S. cerevisiae ile
etanol Uretimi gergeklestirilip secilen 10 farkli dalli dari genotipinden etanol elde
edilmigtir.

Calismadan elde edilen bulgulara gére;

v' Enzimatik hidroliz optimizasyonu sonucu, optimum enzim dozaji 0.06 mL/g
dalli dari, hidroliz siresi ise 3 gin olarak belirlenmistir.

v' Piroliz optimizasyonunda en yiksek toplam fermente edilebilir seker
miktari 120 °C'de % 0.5 sulfurik asit (h/h) ¢ozeltisi ile 90 dak sonucu elde
edilmis ve miktari 50.58 g seker/100 g dalli dari olmustur. Kireg
kullaniminda ise en ylksek fermente edilebilir seker 120 °C'de 0.1 g
kireg/g dalli dari ile 60 dak sonucu elde edilmis ve miktari 44.76 g
seker/100 g dalli dari olarak bulunmustur. Bu iki kimyasal piroliz yéntemi
kiyaslandiginda, seyreltik asit ile piroliz sonucu daha yuksek fermente
edilebilir seker miktarina ulasildigi goértulmekte bdylece optimum piroliz
yontemi olarak énerilmektedir.

v' Fermantasyon optimizasyonunda ise en yliksek etanol verimi 25 °C'de 4
gL! YE ilave edilmis ornekten elde edilmis ve 0.0966 g etanol/g dalli dari
olarak bulunmustur. Calismanin sonucuna gore etanol verimi 30 °C'de YE
ilavesi ile % 17, 25 °C'de YE ilavesi sonucu ise yaklasik olarak % 83 artis
gOstermisgtir.

v 10 farkli dalli dar genotipinden etanol (retimi sonucu ise etanol
verimlilikleri 0.0842 ile 0.122 g etanol/ g dalli dari, % etanol verimlilikleri ise
23-50.05 arasinda bulunmustur.
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