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Bu calismada, hashas sapina fermente seker eldesi icin alkali 6n islem
uygulanmis ve 6nislem parametrelerinin, NaOH konsantrasyonu (% 1,0-3,0 w/v),
on iglem sicakligi (60-90 ° C) ve 6n islem siiresinin (30-90 dak), glukoz geri
kazanimi, lignin giderimi, selilloz geri kazanimi tizerine etkileri Yanit Yiizey
Yontemi (YYY) kullanilarak incelenmistir. Seliiloz kazanimi baslangig
hammaddesindeki  seliiloz miktarina goére % 61,02-%99,14 arasinda
degismektedir. En yiiksek lignin giderimi (% 43,43), 90 °C, % 3,50 NaOH ve 90
dak. on islem kosullar1 altinda elde edilmistir. Maksimum glukoz verimi igin
optimum on islem kosullart % 2,40 w/v NaOH, 70 dak. ve 80 °C olarak
bulunmustur. Bu kosullarda, deneysel glukoz ve ksiloz verimi sirasiyla 499,35 mg
/g seliiloz ve 498,66 mg ksiloz / g ksiloz olarak bulunmustur. Bu g¢alismada
enzimatik hidroliz kinetigi Michaelis-Menten ve diftizyon limitli Kkinetik

yontemleri ile modellenmistir.

Anahtar Kelimeler: Hashas sapi, Alkali 6n islem, Enzimatik hidroliz,
Biyoetanol
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At this study response surface methodology (RSM) was employed to
optimize dilute alkaline pretreatment condition for maximum glucose yield of
poppy stalk with respect to NaOH concentration (1.0-3.0%, wi/v), pretreatment
temperature (60—90°C) and pretreatment time (30—90 min). Recovery of cellulose
ranged from 61.02% to 99.14% based on the initial cellulose content in the raw
material. The highest lignin removal (43.43 %) was obtained at the pretreatment
conditions of 90 °C, 3.50% NaOH for 90 min. The optimum pretreatment
conditions for maximum glucose yield after enzymatic hydrolysis were found as
2.40% w/v NaOH, 70 min, and 80 °C. At this condition, experimental glucose and
xylose yields were found as 499.35 mg/g glucan, and 498.66 mg xylose/ g xylan,
respectively. Enzymatic hydrolysis Kinetics of pretreated poppy stalks was also
modelled based on the Michaelis-Menten and diffusion limited kinetic models.

Keywords: Poppy Straw, Alkali Pretreatment, Enzymatic Hydrolysis
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1. GIRIS VE AMAC

Lignoseliilozlar, biyokiitlenin i¢inde yaygin olarak bulunan organik
bilesiklerdir. Orman atiklari, tarimsal atiklar, evsel ve endiistriyel atiklar oncelikli
lignoseliilozik biyokiitle kaynaklaridir. Lignoseliilozik atiklarin degerlendirilerek
katma degeri yiiksek iiriine doniistiiriilmesi ¢caligsmalar1 6zellikle son yillarda nem
kazanmustir.

Lignoseliillozik hammaddeler igermis oldugu bilesenlerin pargalanma
tirtinleri olan sekerler (sakkaritler), biyoteknolojik tiriinlerin tiretilmesinde 6nemli
substrat kaynaklaridir. Giiniimiizde enerji darbogazi nedeniyle alternatif enerji
kaynaklarina yonelis sonucunda, oOzellikle petrole bagimli iirlinlerin yerini
alabilecek {iriinlerin gelistirilmesinde lignoseliilozik hammaddeler 6nemli bir yer
tutmaktadir. Bu triinlerin basinda 6zellikle seliillozun hidrolizi ile elde edilen
sekerlerin (fermente sekerler) fermantasyonu ile iiretilen ve sivi yakitlarda katki
maddesi olarak kullanilan biyoetanol gelmektedir.

Bulundugu biyokiitleye bagli olarak lignoseliilozik biyokiitlenin yaklasik
%20-50’sini ~ selilloz, %?20-25’ini hemiseliiloz, %20-30’unu ise lignin
olusturmaktadir (Lee, 1997; Sun ve Cheng, 2002). Biyokiitlede bulunan
selillozdan fermente seker iiretimi icin zayif ve kuvvetli asitlerle hidroliz ve
enzimatik/mikrobiyolojik hidroliz iglemleri uygulanmaktadir. Asitlerle hidroliz
islemi, kullanilan asitin geri kazanimi ve c¢evresel faktorlerden dolay:r tercih
edilmemektedir. Bu teknolojinin yerine, son yillarda biyoteknolojideki gelismeye
bagli olarak yeni mikroorganizalarin gelistirilmesi ve yeni enzimlerin lretilmesi
ile birlikte, lignoseliilozdan seker iiretiminde enzimatik/mikrobiyal hidroliz
kullanilmaktadir. Ancak direkt olarak enzimin kullanildigi islemlerde hidroliz
stiresi ¢cok uzun ve seker verimi ise disiiktiir. Lignoseliiloz yapisindaki lignin,
enzimin seliiloza erisimine engel teskil etmekte ve enzimin kristal haldeki
selilozu monomerlere doniistirme ylizdesini diisiirmektedir. Bu nedenle,
mikrobiyal/enzimatik hidroliz isleminden 6nce hammaddeye bazi 6n islemlerin
uygulanmasi gerekmektedir. Bu islemlerin temel amaci; lignini ve hemiselulozu
uzaklastirmak, seliilozun kristal yapisim1 bozmak ve lignoseliilozik biyokiitlenin

porozitesini artirmaktir. Mikrobiyal/enzimatik hidroliz islemi baslica kiif
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mantarlart ve bakteriler olmak {izere lignoseliilotik mikroorganizmalarla ve

bunlarin iirettikleri enzimlerle (seliilaz, ksilanaz vb.) gerceklesmektedir (Cullen ve

Kersten, 1992).

Tiirkiye’nin yillik biyokiitle potansiyeli yaklasik 30 milyon ton petrol

esdegeridir (T.C. Enerji ve Tabii Kaynaklar Bakanlig1 Yenilenebilir Enerji Genel

Midiirligi Biyokiitle Enerjisi Potansiyeli Atlasi, http://bepa.yegm.gov.tr/). Bu

degerin yaklasik olarak %50’sine bitkisel atiklarin degerlendirilmesi

erigilebilmektedir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Tiirkiye nin y1llik biyokiitle potansiyeli (http://bepa.yegm.gov.tr/)

ile

Niifus :

75.627.384,00

Toplam Hayvan Sayis1 (Adet) :

362.734.882,00

Hayvansal Atik Miktar1 (ton/y1l) :

156.759.836,61

Hayvansal Atiklarin Enerji Degeri (TEP/y1l ) :

1.323.714,67

Bitkisel Uretim Miktar1 (ton/y1l) :

142.418.566,47

Bitkisel Atik Miktar1 (ton/y1l) :

142.441.285,37

Bitkisel Atiklarin Enerji Esdegeri (TEP/y1l)

15.941.321,26

Kentsel Kat1 Atik Miktar1 (ton/yil) :

29.618.188,14

Kentsel Organik Atiklarin Enerji Degerleri (TEP/y1l) :

2.186.228,09

Orman Atiklarinin Enerji Degeri (TEP / y1l) : 855.805,00
Atiklarin Toplam Enerji Esdegeri (TEP/y1l) : 20.307.069,02
Biyodizel Isleme Lisans1 Sahibi Firmalarin Sayst : 24

Biyoetanol Isleme Lisans1 Sahibi Firmalarin Sayisi : 3

Biyokiitle Kaynakli Elektrik Uretim Santral Sayist : 42

Anavatant Anadolu olan ve {ilkemiz i¢in biiyilk bir éneme sahip olan

hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinden ekonomik degeri olan kapsiil ve
tohum olmak iizere iki 6nemli iiriin elde edilmektedir. Hashas kapsiilleri alkaloid
iretimi igin, tohumlar1 ise yag tiretiminde kullanilmaktadir. Devlet kontroliinde
yaklasik olarak 54911 hektarlik (TUIK, 2011) yasal yetistirme alaninda {iretimi
yapilan hashas bitkisinin %50 si hashas sapindan olugmaktadir (Laughlin 1978);
ki bu deger yaklasik olarak yillik 100.000 ton hashas sapina denk gelmektedir.

Hashas saplar1 ya direkt olarak tarlada yakilmakta ya da evlerde 1sinma amacglh
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kullanilmaktadir. Dolayisi ile hashas saplar1 fermente sekerlerin iiretimi igin
uygun bir tarimsal lignoseliilozik atiktir.

Bu c¢alismada, Oncelikle hashas saplarina sodyum hidroksit 6n islem
parametreleri yanit yiizey yontemi kullanilarak seliilozun glukoz verimi tizerinden
optimize edilmistir. Calismada ayrica enzimatik hidroliz kinetigi incelenmis ve

verilerin basit kinetik modellere uyumlulugu gézlenmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

2.1. Hashas (Papaver somniferum L.) Uretimi ve Kullanim Alanlar

Diinya iretiminin %48’lik gibi biiyiikk bir payina sahip olan {ilkemizde
Birlesmis Milletler Teskilatinca verilen 700.000 dekar limit dahilinde geleneksel
olarak tarim1 yapilan hashas, Papaver somniferum L. tiirii olan tek yillik bir kiiltiir
bitkisidir. Kislik ve yazlik olarak ekilmekte olup kislik ekim yorelere gore bazi
farkliliklar gostermekle birlikte Ekim ayinin ilk haftasinda, yazlik ekim ise Mart
ay1 sonu Nisan ay1 basinda yapilmaktadir (TUIK, 2011). Haghas bitkisi 700-1200
metre yiikseklikte, organik maddece =zengin topraklarda en 1iyi sekilde
yetismektedir. Topragin yapist ve besin muhtevasina bagli olmakla birlikte iyi bir
gelisme ve verim i¢in dekara 3 kg saf fosfor ve 8-10 kg saf azot igeren kimyevi
giibreleme yeterli olmaktadir.

Hashasin milletleraras1 iiniinii saglayan ihtiva ettigi morfin ve diger
alkaloidlerden kaynaklanan tibbi 6zelligidir. Hashas kapsiiliiniin morfin, kodein,
tebain, noskapin ve papaverin gibi tibbi 6neme sahip olan ana alkaloidlerin yani
sira yaklasik 30 degisik alkaloid ihtiva ettigi bilinmektedir. Bunlardan tiirevleri
olan katma degerleri yiiksek, yar1 sentetik ila¢ aktif hammaddeleri iiretilmektedir.
Bu alkaloidlerden morfin, kodein ve tebainin uyusturucu 6zelligi olmasina ragmen
noskapin ve papaverin uyusturucu oOzellige sahip degillerdir (Hashas Tarimu,
www.mku.edu.tr/getblogfile.php?keyid=1003). Tipta; analjezik (agr1 kesici),
anestezik (uyusturucu) ve antitlissif (Oksiiriik kesici) olarak bu maddelerden
yararlanilmaktadir.

Hashas tohumlar1 gri-mavi, sari, beyaz, ¢ig kahve ve pembe renklerde
olabilmektedir. Tirkiye’de en fazla yetistirilen hashaslar sirasiyla beyaz, mavi ve
sar1 tohumlu gesitlerdir. Uretilen hashas tohumlarindan bir kismu cift¢i ihtiyaglar:
icin ayrilmakta geri kalan kismi ise serbest piyasada islem gormektedir. Hashas

tohumunun en 6nemli 6zelligi % 45-54 yag ve % 20-30 protein icerigine sahip

olmasidir (Hashas Tarimi1, www.mku.edu.tr/getblogfile.php?keyid=1003). Tohum
geleneksel olarak gida amacgli ekmeklerde ve ezilerek hamur islerinde

kullanilmaktadir. Tohumun preslenmesi ile elde edilen yag mutfakta ve gida


http://www.mku.edu.tr/getblogfile.php?keyid=1003
http://www.mku.edu.tr/getblogfile.php?keyid=1003
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sanayisinde kullanilmaktadir. Ayrica kozmetik ve boya sanayinde de kullanildig:
bilinmektedir.

Hashas saplar1 evlerde yakacak olarak ya da hayvansal yem olarak
kullanilmaktadir. Bunun yerine katma degeri yiiksek, ¢evre i¢in emisyon nedeni

olmayacak biyoetanol tiretiminin hammaddesi olmasi olasidir.

2.2. Lignoseliilozik Biyokiitle

Biitlin lignoseliilozik biyokiitlelerin temel yapisi {i¢ temel polimerden
olugmaktadir: Bunlar seliiloz, hemiseliiloz ve lignindir. Sekil 2.1°de bu ii¢ temel

bilesigin yapis1 gosterilmistir.

Sekil 2.1. Lignoseliilozik maddenin yapisi (Li ve Liu, 2010)

Bu ii¢ temel yap1 her bitkide farkli oranlarda olacagi gibi, ayn1 zamanda
ayn1 bitkinin farkli toprak ve iklim kosullarina gore de degismektedir. Cizelge
2.1.’de bu degisim, bitki ¢esidine gore gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Lignoseliilozik maddelerin seliiloz, hemiseliiloz ve lignin icerikleri (Sun ve Cheng,

2002)

Lignoseliilozik Biyokiitle Seliiloz (%) | Hemiseliiloz (%) | Lignin (%)
Sertsi Yapilar 40-55 24-40 18-25
Yumusak Yapili 45-50 25-35 25-35
Findik Kabugu 25-30 25-30 30-40
Misir Kogani 45 35 15
Otlar 25-40 35-50 10-30
Kagit 85-99 0 0-15
Bugday Samani 30 50 15
Evsel Atiklar 60 20 20
Yapraklar 15-20 80-85 0
Pamuk Tohumu 8095 5-20 0
Gazete 40-55 25-40 18-30
Kimyasal Hamurlarin Atik
Kagitlar 60-70 10-20 5-10
Cimler 45 31,4 12,0

2.2.1. Seliiloz

Seliiloz, makromolekiiler iskelet yapisiyla biitiin bitkisel hiicrelerden elde

edilebilen 6nemli bir dogal tirindiir. Krassing, 1993’te bitki diinyasindaki toplam

seliiloz miktariin 26,5x1011 ton oldugunu belirtmistir. Seliiloz bir ¢ok alanda

kullanilmaktadir. Hidroliz islemi sonucunda kendi yapitasit olan glukozun elde

edilmesinin yan1 sira lif maddesi ve kagit fabrikasyonu hammaddesi olarak

kullanilmasiyla 6nem tasimaktadir (Tanriverdi, 2004). Sekil 2.2°de seliilozun

hammadde olarak kullanim yerleri gosterilmistir.

Dogrusal yap1 gosteren seliiloz molekiil zinciri birbiriyle (1,4)-glukozidik
baglanmis B-D-Glukoz birimlerinden olusmaktadir (Dingtiirk, 2007). Sekil 2.3’de

bu yap1 gosterilmistir. Seliilloz bulundugu bitkiye bagli olmaksizin ayn1 kimyasal

yapiya (D-glukopironoz iinitelerinin dogrusal polimerleri) sahiptir (Mengeloglu

ve Alma, 2002).
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Sekil 2.2. Seliillozun hammadde olarak kullanim olanaklar1 (Tanriverdi, 2004).
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Sekil 2.3. Seliillozun molekiil yapisi
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2.2.2. Hemiseliiloz
Polyozlar olarak da adlandirilan hemiseliilozlar ¢ogunlukla agaglar ve kara
bitkilerinde biiyiik miktarlarda sentezlenen kompleks bitki polisakkaritlerinin bir

grubudur (Dingtiirk, 2007). Hemiseliilozlar farkli seker gruplarindan olusmalari,

diisiik polimerizasyon dereceleri, dallanmigliklari, kristal olmayislari, hidroksil

H H
H OH
HO o
o]
H 0
HoH

Hemiseliilozlardan ksilozlar, yaprakli aga¢ odunlarinda en fazla miktarda

gruplarinin ¢oklugu gibi 6zellikleri ile seliilozlardan farklidirlar.

H H H OH H H
OH H H o OH
Ho-7~4 o 0 HO 0
0 HO o 0
H© H “oH H
HoH H H HoH

Sekil 2.4. Hemiseliiloz zinciri

bulunan seliilozik olmayan polisakkaritlerdir. Ksilozlar; lineer homoksilanlar,
arabinoksilanlar, glukouronoksilanlar ve glukouronoarabinoksilanlar olarak
karakterize edilirler. igne yaprakli agaclarda ise galaktoglukomannanlar ve
glukomannanlar ana hemiselilloz bilesenleri olup ksilozlar az miktarda
bulunmaktadirlar. Cogu sert odun hemiseliilozlarinda en baskin pentoz sekeri
ksiloz iken, enerji iiriinleri olarak ifade edilen otsul bitkiler ve tarimsal atik
hemiseliilozlarinda ise en baskin seker arabinoz olabilmektedir. Bu ise biyoetanol
tiretimi  i¢in kullanilan hammadde ve bu hammadde igeriginin Gnemini

gostermektedir (Coptir ve ark., 2011).

2.2.3. Lignin

Seliilozdan sonra bitki diinyasinda en fazla bulunan dogal polimer
lignindir. Hiicre ¢eperindeki esas gorevi, yapistirict 6zelliginden dolayr seliiloz
liflerini bir arada tutmak olarak 6zetlenebilir. Ligninin polimerik yapisinin biiytlik
kismini; sinapil, p-kumaril ve koniferil alkolleri olusturur. Bu yapitaslarindaki
reaktif gruplar, alifatik veya aromatik hidroksil gruplarinin reaksiyonu ile oldukca

karmasik {ic boyutlu kompleks bir fenilpropan polimeri seklinde lignin makro



molekiiliinii olusturmaktadir. Lignin yapisindaki ve miktarindaki farkliliklar bitki
gruplar1 ve tiirleri arasinda farklilik arz etmekte olup ayrica bitkinin yasi, hiicre
tipi ve tek bir hiicrenin farkli kisimlarinda da farklilik gostermektedir (Copiir ve

ark., 2011).

HI?JH
HEOH 0 HC—
2
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| | €H
HLE0H HC ] I HyCOH
I | H | |
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Sekil 2.5. Ligninin kimyasal yapis1 (Kirec¢i, 2006)
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2.3. Lignoseliilozik Biyokiitleye Uygulanan On Islemler

Lignoselillozun fermente sekerlere hidrolizini sinirlayan seliilozun
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sindirilebilirligi baslica fiziko-kimyasal, yapisal ve kompozisyon faktorleriyle
engellenmesi nedeniyle problemlidir. Yapisal karakteristiklere bagli olarak,
hidroliz adiminda fermente seker elde etmek icin en dnemli adim olan 6n islem,
lignin yapisini ve hidroliz sirasinda enzimlerin seliilloza daha kolay ulasabilmesi

icin seliilozun Kristal yapisini bozar (Alvira ve ark., 2010).
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On islemin ardindan biyokiitlenin fermente edilebilir sekerlere
doniistimiinde gerekli olan ikinci adim su molekiiliiniin ilavesiyle ana molekiiliin

koparilmasini ifade eden hidroliz islemidir.

(CsH1206)n + H20 — nCsH1206

reaksiyonunda gosterildigi gibi seliiloz seyreltik asit, konsantre asit veya seliilaz
enzimi yoluyla katalizlenir (Copiir ve ark., 2011). Seyreltik asit hidrolizi, seker
tiretimini takip eden selillozun konsantre asit dekristilizasyonuna dayanir. Daha
sonra fermentasyon islemi ile seker etanole donistiiriilir (Mielenz, 2001).
Lignoseliilozik biyokiitleye uygulanan 6n islemler mekanik, fizokimyasal,
kimyasal ve biyolojik on islemler olmak tiizere dort grup altinda

degerlendirilebilir.

2.3.1. Mekanik on islemler

Mekanik ©6n islemin amact: lignoselillozun tanecik boyutunu ve
kristalizesini azaltmak, diger bir deyisle spesifik ylizey alanini arttirmak ve
polimerizasyon derecesini azaltmaktir. Bu, materyalin boyutuna bagli olarak
dograma (10-30 mm) ve dgiitmenin (0.2-2 mm) kombinasyonlariyla yapilir (Sun
ve Cheng, 2002). Farkli 6giitme prosesleri (bilyeli, iki merdaneli, darbeli, kolloit
ogiitiiciili, vibrasyon enerjili ogiitiicti) lignoseliillozik materyalin enzimatik
hidrolizinin gelistirilmesinde kullanilabilir (Taherzadeh ve Karimi, 2008). Bu 6n
islemin giic gereksinimi, son tanecik boyutuna ve biyokiitlenin karakteristigine
baghdir. Ogiitmenin yiiksek enerji ihtiyact ve siirekli artan enerji fiyatlari
gozoniinde bulunduruldugunda bu prosesin ekonomik agidan uygun olmadigi

sOylenebilir (Hendriks ve Zeeman, 2009).

10
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2.3.2. Fizikokimyasal 6n islemler

2.3.2.1. Buhar patlatmal

Buhar patlatmali metodu lignoseliilozik materyalin 6n islemi igin en
yaygin kullanilan metotlardan biridir. Bu metotla, ufalanmis biyokiitle yiiksek
basingta doygun buharla islem goriir ve daha sonra basinci hizla azaltilir; diger bir
ifadeyle, atmosferik basingta birka¢ dakika islem gordiikten sonra genellikle 160-
260 °C sicaklikta (sikistirma basincit 0.69-4.83 MPa) birkag saniye islem
gormesidir. Bu proses yiiksek sicaklik sayesinde hemiselillozun ayrigsmasina ve
ligninin transformasyonuna neden olur; béylece seliiloz hidrolizinin verimi artar
(Sun ve Cheng, 2002). Bu 6n islemi etkileyen faktorler: kalma zamani, sicaklik,
partikiil boyutu ve nem igerigidir. Optimal hemiseliiloz ¢oziliniirliigii ve hidrolizi
ya yiiksek sicaklik ve kisa kalma zamanmi (270 °C, 1 dak.) ya da daha diigik
sicaklik ve daha uzun kalma zamani (190 °C, 10 dak.) ile elde edilebilir. Son
calismalar diisiik sicaklik ve uzun kalma zamanmin daha avantajli oldugunu

gostermektedir (Sun ve Cheng, 2002).

2.3.2.2. Amonyak fiber patlatmah (AFEX)

Bu 6n iglem, buhar patlatmali teknigine benzemekte olup tipik AFEX
prosesindeki parametreler: 1-2 kg sivi amonyak/kg kuru biyokiitle, sicaklik 90 °C
ve kalma zamani1 30 dakikadir. AFEX 6n islemi 6zellikle ¢esitli otsu bitkiler ve
otlarin sakkarifikasyon hizini iyilestirebilecegi igin tercih edilmektedir (Sun ve
Cheng, 2002).

2.3.2.3. Karbondioksit patlatmal
Bu 6n iglem buhar patlatmali ve amonyak fiber patlatmali 6n islemlere
benzer sekilde yapilmaktadir. Burada, karbondioksitten karbonik asit olusur ve

hidroliz hizim1 arttirir. Bu metot, alfalfa (4 kg CO./kg fiber, 5.62 MPa’da)

bitkisinde kullanmis ve 24 saatlik enzimatik hidrolizin sonunda teorik glukozun

11
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%75’ini elde etmistir. Bu verim buhar ve amonyak patlatmali 6n islemlere gore

diisiik; fakat 6n islemsiz enzimatik hidrolize gore yiiksektir (Sun ve Cheng, 2002).

2.3.3. Kimyasal on islemler

2.3.3.1. Ozonlama

Ozon, lignin ayiriminda kullanilan giiglii oksitleyici bir kimyasaldir.
Ligninin hammaddeden ayrilmasi1 enzimatik hidrolizi arttirir. Bu 6n islem oda
sicakliginda ve normal basing altinda gergeklesir ve bu yontemle higbir sekilde
fermantasyonu ya da hidrolizi etkileyecek inhibitér olusmaz. Bugday ve cavdar
sapt gibi birka¢ tarimsal atikta, ozonlama o6n isleminden sonra enzimatik

hidrolizin verimi arttirmada etkili oldugu goriilmiistiir (Alvira ve ark., 2010).

2.3.3.2. Asit hidrolizi

Hemiseliiloz ile seliiloz arasindaki baglar1 koparabilmek amaciyla
uygulanan asit 6n islem, lignoseliilozik malzeme igerisindeki rijit yapilarin
seyreltik veya derisik asit kullanilarak ayrigtirtlmasini igerir (Brodeur ve ark.,
2011). Bir ¢ok lignoseliilozik hammadde igin en genis ve yaygin bir bi¢imde
kullanilan 6n islem seyreltik asit hidrolizidir. Seyreltik asit hidrolizinde,
lignoseliilozik materyal H>SOs (Silfirik Asit) gibi seyreltik asit ve suyla
karistirilir, istenilen sicaklifa gelebilmesi i¢in buharla 1sitilir ve daha sonra
atmosferik basinca getirilir. Bu, aslinda buhar 6n islemine ¢ok benzerdir ve
literatiirde iki metot arasinda ac¢ik bir ayrim yoktur. Genellikle, materyal buhar 6n
isleminde nemli; seyreltik asit hidrolizinde ise %5’den daha az kuru maddeyle
kullanilir. Ayrica, seyreltik asit hidrolizinde partikiil boyutu daha kiigiiktiir.
Genellikle; asit konsantrasyonu, on islem sicakligl ve reaktorde kalma zamani 6n
islem verimini etkileyen parametrelerdir (Jergensen ve ark., 2007).

Seliilozik maddeyi ¢6zmek i¢in %40 derisiminde HCI (Hidroklorik Asit)

ile soguk kullanilan Bergius prosesi gibi ikinci bir yontem konsantre asit

12
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hidrolizidir. Suyla seyreltme ve isitmadan sonra seliilozun sekere hidrolizi
gerceklesir. Konsantre asit prosesi genellikle seyreltik asit prosesinden daha fazla
seker ve etanol verimine sahiptir, fakat ¢evre sicakliginda konsantre asidin
asindiriciligl, asidin  seyreltilmesi ve ¢ozlinen seliillozun sekere hidrolizi igin
isitilmast gibi durumlar daha fazla korozif etkiye neden olmaktadir. Bu etki
nedeniyle pahali alagimlara ya da seramik gibi non-metalik yapilara ihtiyag
duyulmasi maliyeti artirmaktadir (Madson, 2004).

2.3.3.3. Alkali hidrolizi

Alkali 6n islemi i¢in ana kimyasallar: sodyum hidroksit, amonyak, etilen
diamin ve kalsiyum hidroksittir. Derisik sodyum hidroksit, odunun
delignifikasyonu i¢in genellikle soda ve kraft hamurunda kullanilir. Seyreltik
NaOH’un (Sodyum Hidroksit) lignin ve hemiseliilozu pargaladigi, yiizey alanini
arttirdig1 ve polimerizasyonu azalttig1 gosterilmistir. Mese ve tarimsal atiklar gibi
lignin oram1 diisiik materyallerin hidroliz hizim1 arttirmada etkili oldugu
bulunmustur (Bjerre ve ark., 1996). Cam gibi yiiksek lignin igerigi olan
materyallerde ise seyreltik NaOH etkili degildir. Holtzapple ve ark. kalsiyum
hidroksidi, misir kogant ve kavaga birkag giin boyunca diisiik sicaklikta
uygulamiglar ve diger alkali 6n isleme benzer olan bu metotla delignifikasyonun
biiyiik bir miktarma ve hidroliz hizinin artmasina neden oldugunu géstermislerdir.
Amonyak ¢ozeltisi ise misir kogan1 ve darinin delignifikasyonu ve hidrolizin
gelistirilmesinde ¢ok etkili oldugu goriilmiistiir (Alvira ve ark., 2010).

Alkali 6n islemle lignin, yapisal degisikliklere ugrayarak icerisindeki ester
ve glukozit baglart bozunur ve bunun yani sira selillozun sismesi ve pargali
kristalizasyonunu saglamasiyla da bir miktar hemiseliilozun da ¢6ziinmesi
gerceklesir. Lignin yapisini bozundurmasiyla seliiloza ve hemiseliiloza erigimin
daha kolay olmasi ve yapt igerisindeki seliiloz konsantrasyonunu arttirmasi

nedeniyle bu yontem tercih edilir (Alvira ve ark., 2010).

13
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2.3.3.4. Organik coziicii hidrolizi

Metanol, etanol, aseton, etilen glikol gibi organik ¢oziiciiler lignini ¢6zmek
ve seliilozu enzimatik hidrolize hazirlamak ic¢in kullanilirlar. Diger kimyasal 6n
islemlere gére en 6nemli avantaji1 yan tiriin olarak saf lignin elde edilmesidir. Bazi
calismalarda hemiseliiloz baglarini kirmak i¢in HCI, NaOH, oksalik ya da salisilik
asit katalizor olarak kullanilmaktadir. Ksilozun yiiksek verimi genellikle asit
eklenmesiyle elde edilir. Bunun yerine 185 °C gibi yiiksek sicakliklara ¢ikilarak
asit kullanilmasi onlenebilir. Bu prosesin, iki adimli ayirmada hemiseliilloz ve
lignini ayirmak i¢in 6nce asit hidroliziyle kombine edilmesi Onerilir. Bu sayede
ligninin yiliksek miktarda uzaklastiriimasi (%70) ve minimum seliiloz kaybi

(%2’den daha az) saglanmis olur (Alvira ve ark., 2010).

2.3.3.5. Iyonik sivilar ile hidrolizi

Iyonik sivilar, biyokiitlenin igerdigi seliillozun kolayca ¢oziindiigii
kimyasallardir. Oda sicakliginda s1vi halde bulunan iyonik sivilar 300 °C’ye kadar
bozunmazlar. Iyonik sivilar biyokiitlenin yiizey alanini enzimatik hidroliz igin
arttirip lignin miktarini azaltirlar. Ayrica; biyokiitlenin kristal indeksini azaltmasi,
toksit veya patlayict gazlar olusturmadiklari i¢in ¢evre dostu ¢oziicii olmalari ve

de genis bir sicaklik araliginda ¢alisabildikleri i¢in kullanilirlar (Li ve ark., 2010).

2.4. Enzimatik Hidroliz

Enzimler dogada protein yapisinda bulunan biyolojik katalizérlerdir. Canli
hiicreler tarafindan (hayvan, bitki veya mikroorganizma) tarafindan iiretilirler. Bir
canlt hiicrede hemen hemen tiim reaksiyonlar spesifik bir enzim tarafindan
gerceklestirilir. Canli sistemdeki enzimlerin ana gorevi kimyasal baglarin
kirilmas1 veya yeni kimyasal baglarin olusum reaksiyonlarii katalize etmektir.
Yani diger kimyasal katalizorler gibi reaksiyon hizini artirirlar. Enzimle katalize
olan reaksiyonda bu olay enzimin aktif bolgesi denen bir 6zel kisimda gergeklesir.

Enzimin aktif bolgesine baglanan ve islenen molekiile substrat (reaktant, S) denir.
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Enzim substrat molekiiliinii baglayarak, parcalanacak bagin aktif
merkezdeki katalitik gruba ¢ok yakin durmasini ve ara {iriiniin kolayca olusmasini
saglar (Anahtar kilit modeli, Sekil 2.6). Bazi enzimler substratla dayaniksiz
kovalent bagli ara {riinler olustururlar; bdylece reaksiyonun kolayca
gerceklesmesini saglarlar. Proton verici veya proton alict olarak fonksiyon géren
bazi fonksiyonel gruplar vasitasiyla bir enzim genel bir asit veya baz katalizini
gergeklestirebilir.  Enzim, substrat molekiiliindeki parcalanacak olan bagin

gerilmesi veya deformasyonunu saglayarak, bagin pargalanmasini kolaylastirir.

arin
Reaksiyona

giren maddeler
0 O™
‘L ¥

>
A FIH [

Sekil 2.6. Enzim-Substrat kompleksinin olusumunda anahtar-kilit modeli

Seliilozun glukoza enzimatik hidrolizinde genel olarak endoglukonazlar
veya endo-1,4-B-glukanazlar (EG), ekzoglukanazlar veya sellobio hidrolazlar
(CBH) ve B-glukosidazlardir (BGL) kullanilirlar. Bu enzim tiirleri i¢inde EG,
seliiloz zincirinde rastgele kopmalara neden olarak degradasyon etkisini artiran en
etkin tiirdiir. EG seliiloz zincirinin duyarli olan intra molekiiler f-1,4 glukosidik
baglarini hidrolizlerken, ekzo-glukonazlar c¢oziilebilir sellobioz veya glukoz
kisimlarin1 serbest birakarak seliiloz zincirlerini u¢ noktalarinda koparir. BGL ise
sellobioz inhibisyonunu engelleyerek sellobiozun glukoza hidrolizini katalizleyip
hidroliz islemini tamamlar (Coughlan, 1989) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Seliilozdan glukoz olusum reaksiyonu

Seliilozun enzimatik hidrolizi yiiksek spesifiklige sahip olan seliilaz enzimi
ile gerceklestirilir. Hidroliz iiriinleri genellikle glukoz iceren indirgen sekerlerdir.
Hem bakteri hem de fungi lignoselillozik maddenin hidrolizi i¢in seliilaz
tiretebilir. Bu mikroorganizmalar aerobik ya da anaerobik , mezofilik ya da
termofilik olabilir (Sun ve Cheng, 2002). Clostridium, Cellulomonas, Bacillus,
Thermomonospora,  Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio,
Microbispora ve Streptomyces gibi bakteriler seliilaz tiretebilir. Cellulomonas fimi
ve  Thermomonospora fusca seliillaz tretimi i¢in olduk¢a ¢ok c¢alisilmis
olanlaridir. Clostridium thermocellum ve Bacteroides cellulosolvens gibi 6zellikle
seliilotik anerobikler olan birgok seliilotik bakterilerin yiiksek spesifikli aktiviteyle
seliilaz liretmelerine ragmen, bunlar yiiksek enzim titresi liretmezler. Anaerobikler
cok diisiik biiyime hizina sahip ve anaerobik biliylime kosullarina ihtiyag
duyduklart igin seliilaz iretimindeki ¢ogu arastirmalar fungiler {izerine
yogunlagmistir (Sun ve Cheng, 2002).

Selillaz ve hemiseliilaz enzimlerinin asil kaynagmi filamentli mantarlar
olusturmaktadir. Yapilan ¢alismalarda Trichoderma sp. (T. viride, T. reesei, T.
logibrachiatum) tiirlerinin kristalin seliilozu degrede etme kapasitesine sahip en
tiretken tiir olduklart belirlenmistir (Coughlan, 1989).

Ksilozlarin biyodegradasyonunda endo-B-1,4 ksilanaz, B- ksilosidaz ve

dallanmis yapiya sahip ksilozlarin hidrolizinde kullanilan a-Larabinofuranosidaz,
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asetil ksilan esteraz, ferulik asit esteraz ve p-kumarik asit esteraz gibi enzimler
kullanilir (Coptir ve ark., 2011) .

Penicillium capsulatum ve Talaromyces emersoni gibi bir ¢ok
mikroorganizma ksilozu tamamiyla pargalayan enzim sistemlerine sahiptir
(Coughlan, 1989). Ksilozlardan ¢ogu dallanmis ksiloz {initeleri arasindaki
glikosidik baglar1 koparamaz ve bu nedenle ana zincirinin tamamiyle
hidrolizinden 6nce yan zincirlerin koparilmasi gerekmektedir Ki bunu yapabilen
birka¢ enzim tiirli ksilooligosakkaritlerden yan zincirleri koparabilmektedir. Bu
enzimler yan dallarin koparilmasindan 6nce ksiloz ana zincirinin kismi hidrolizine
gerek duymaktadirlar. Ksiloz, seliilozla kiyaslandiginda daha kompleks bir yapiya
sahip olmasina ragmen, seliiloz gibi kristal bir yap1 gostermedigi icin enzimatik
hidrolize ¢ok daha fazla yatkindir (Coughlan, 1989).

Arabinanlar ise arabonizden elde edilmektedir ve arabinozlar enzim
tretimininde daha ¢ok indiiklenmektedir. Dolayisiyla arabinozca zengin
hemiselilloz hidrolizatlar1 enzim {iretimi i¢in kullanilabilmektedir (Coughlan,

1989).

2.4.1. Enzimatik hidrolizi etkileyen faktorler

Seliilozik substratin enzimatik hidrolizi stiresince gesitli faktorler seliilaz
karisiminin katalitik aktivitesini sinirlamaktadir. Bu sinirlamalarin enzim- substrat

iliskili faktorlerden kaynaklandigi diistiniilmektedir (Alvira ve ark., 2010).

2.4.1.1. On islemin enzimatik hidrolize etKisi

Hemiseliiloz ve seliillozun fermente monomerik sekerlere etkili hidrolizi
icin 6n islemin herhangi bir formu gereklidir. Lignoselillozun kimyasal, fiziksel
ve morfolojik karakteristikleri substratin sindirilebilirligi i¢in énemlidir. On islem
bu karakteristikleri degistirir ve maddeyi sakkarifikasyon i¢in daha uygun hale
getirir. Bundan dolayi, doniisiim prosesindeki diger biitiin adimlar1 biiyiik

miktarda etkileyen 6n islem biyoetanol iiretiminde en 6nemli adimdir. Genelde
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enerjiye ihtiya¢ duyan ve maliyeti bliylik Olclide etkileyen on islem metotlari:
fiziksel (or: kesme, 6glitme vb.), kimyasal (0r: seyreltik asit, alkali vb.), termal
(6r: buhar patlatmasi1 vb.) ve biyolojik (0r: agag ciiriitiicli mantar vb.) metotlar
olarak siniflandirilir. Sik sik bu ydntemlerin kombinasyonu kullanilir. On islem
metotlar1 gelistiginde ve kiyaslandiginda sicaklik, zaman ve pH gibi faktorler
hesaplanabilir. Ancak, empirik yolla bu sekilde bir degerlendirme bize tam olarak
hiicre duvarinin yapisin1 ve kimyasini agiklayamaz (Kristensen, 2009). Yapilan
bir c¢alismada, bugday sapmin hidrotermal ©6n islemiyle yapisinin degistigi
belirtilmistir. Bu kesfin arkasindaki sebep, on islemin mekanizmasinin ve
etkisinin daha iyi anlagilmasiyla On islem i¢in enerji tiiketiminin optimize

edilmesini saglamaktir (Kristensen, 2009).

2.4.1.2. Seliiloz kristalitesi

Polimerizasyon derecesi ve seliilloz kristalitesinin seliilozik substratlar
ayristirmayla ilgili hidroliz hizim1 belirlemede O6nemli bir faktér oldugu
diistiniilmiistiir, fakat bazi bagimsiz aragtirmalar bu parametrelerin lignoseliilozik
subsratlarin aksiligini agiklamadigin1 gostermistir. Yani, sadece kristal seliilozu
hidrolize edebilen seliilaz kompleksleri tanimlanabilmistir (Alvira ve ark., 2010).
Lignoseliilozik on islemin hidroliz islemini gelistirmesine karsin bazilarinda
selliloz fraksiyonunun kristalizitesini arttirdigr elde edilmistir. Bu sonucun buhar
patlatmasi  gibi 6n isemlerden sonra amorf seliilozun daha kolay
uzaklastirilmasimma ya da indirgenmesine bagli oldugu Onerilir. Buna karsin,
yiksek pH’li 6n islemlerin daha az etkili ve bazi maddelerdeki biyokiitle

kristalizetesini azalttig1 gosterilmistir (Alvira ve ark., 2010).
2.4.1.3. Seliilozun polimerizasyon derecesi
Polimerizasyon derecesi, oOzellikle kristalizite gibi diger subsrat
karakteristikleriyle ilgilidir. Seliillozun uzun zincirinin rolii belli olmamasina

ragmen, seliiloz hidrolizinde etkili oldugu bilinmektedir. Depolimerizasyon

seliilozik subsratin yapisina baglidir. Enzimatik hidrolizde, endoglukanlar
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seliilotik subsratlarin polimerizasyon derecesini azaltmak i¢in seliiloz zincirini i¢
kisimda koparirlar. Ancak, subsratlarin etkisine bakmaksizin, burada artik
kristalin seliilozun aksiligini artirmasiyla ilgili seliiloz polimerizasyon derecesinin
bir diizeltme seviyesi oldugu gorilmistir (Alvira ve ark., 2010). Farkli 6n
islemlerin etkisinin, ksiloz uzaklastiriimasinin seliilozun zincir uzunlugunda lignin
gideriminden daha fazla etkiye sahip oldugunu ve polimerizasyon derecesini
azaltigin1 gOstermesi iizerine calismalara devam edilmektedir (Alvira ve ark.,

2010).

2.4.1.4. Subsrat yiizey alam

Enzimin substrata ulasabilirligi, hidroliz siirecini etkileyen en Onemli
faktorlerden biridir. Bundan dolayi, 6n islemlerin ana amacindan biri enzimatik
hidrolizdeki verimliligi artirmak i¢in yiizey alanini artirmaktir (Alvira ve ark.,
2010).

2.4.1.5. Lignin bariyeri (icerigi ve dagilim)

Lignin ve hemiseliiloz varliginda seliilaz enziminin seliilloza doniisiimii
zordur ve bu yiizden hidrolizin etkinligi azalir. Lignin, enzimatik hidrolizin hizini
hidrolize olmus subsratlarin sindirilebilir parg¢asina fiziksel agidan engelleyerek
sinirlar.  Ayn1  zamanda, Seliiloz hidrolizini azalttigi goriilmiistir. Alkali
ekstraksiyonu ve protein eklemesi ya da polietilen glukol vb. diger eklemeler gibi
seliilozun lignine verimsiz adsorsiyonunu onlemesi icin ¢alisilmaktadir. Ek
malzemelerin kullanimi etanol {iretim prosesinin maliyetini artirmasina karsin
enzimatik hidroliz adiminin gelistirmesiyle onemli yararlar saglanabilir.

Enzimlerin lignine diizensiz baglanmas1 subsratin yapistyla ilgilidir. Cesitli
seliilazlar ligninle inhibizasyonunda farkli olurken, ksilozlar ve glukozidazlar
daha az etkilenir. Bazi 6n islemlerin erime ve ligninin tekrar yerlesmesi (buhar
patlatmasi) ya da lignin karbonhidratlarin mekanizmasinin (AFEX) bozunmasi
gibi farkli etkiler gosterdigi rapor edilmistir. Ligninin enzimatik hidrolize biiyiik

bir etkisinin olmasinin yani sira, biyorafineri prosesinde daha yiiksek degerde
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tiriin elde etme potansiyeline sahip olmasi nedeniyle de su siralar ana arastirma

alanlarindan birisidir (Alvira ve ark., 2010).

2.4.1.6. Hemiseliiloz icerigi

Hemiseliilozlarin uzaklastirilmasi, subsratin gozenek boyutunu artirir ve
boylece seliilozun hidrolize olma olasilig1 ve enzime ulasabilirligi artar. Bir diger
deyisle, 6n islemden gecirilmis katilardaki hemiseliilozik sekerlerin geri kazanimi
daha yiiksek toplam fermente seker elde etmek icin arastirilmistir. Bu sebeple,
hemiseliillozik modifikasyonun enzimatik gereksinimleri hesaba katilmalidir.
Hemiseliilozdaki asetilasyonun derecesi bir diger 6nemli faktordiir, ¢linkii lignin
ve asetil gruplar hemiseliiloz matriksine baghdir ve polisakkarit bozunumuna

engel olabilir (Alvira ve ark., 2010).

2.4.1.7. Gozeneklilik

Onceki calismalar, subsratin gozenek biiyiikliigiiniin lignoseliilozik
biyokiitlenin enzimatik hidrolizinde ana sinirlayici faktor oldugunu gostermistir.
Seliilazlar; bir¢ok lignoseliilozik materyalin bulundugu i¢ alanin dis alandan daha
biiyiik oldugunda gozeneklerde hapsolabilir. On islem prosesinde gozenekliligi

artirma Ozellikle hidrolizi gelistirebilir (Alvira ve ark., 2010).
2.4.1.8. Hiicre duvari kalinhg:
Ot kutikiilu ve aga¢ kabugundan olugan mumsu bariyerler enzim
penetrasyonunu engellemektedir; hatta ¢giitiilen bitki saplar1 ve odunsu dokular

dogalar1 geregi sivi penetrasyonu simirlar (Ruiz ve ark., 2006). Bu yiizden

enzimatik hidroliz i¢in hiicre duvar kalinlig1 6nemlidir.
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2.4.1.9. Doniisiime ulasilabilirlikteki degisim

Seliiloz ulasilabilirliginin rolii ve doniisiimdeki degisimi, seliilozun
ulagabilirliginin ~ doniistimle limitli oldugunu goésteren ve doniisimdeki
ulagabilirliginin azalmasi ya da hicbir degisme olmadigin1 gosteren birkag ¢alisma
mevcuttur (Alvira ve ark.,, 2010). Ancak, bugiinkii c¢alismalarla doniisiime

ulasilabilirlikteki degisimin etkisi tam olarak bilinmemektedir.

2.4.1.10.Yiizey aktif maddeler

Lignoseliillozun fermente sekerlere enzimatik hidrolizi biyoetanol tiretimi
icin selillazin yiiksek dozajda kullanimina gereksiniminden dolayr pahali
adimlardan biridir. Enzim miktarin1 azaltmak bu yiizden istenir. Yiizey aktif
maddelerin kismen de olsa enzimatik hidrolize pozitif etkisi kanitlanmistir. Yiizey
aktif maddeler amfilik bilesiklerdir. Yiizey aktif maddeler taneciklerin igine
kendiliginden toplanabilirler ve yiizeye adsorbe olurlar. Adsorbe derecesi ve
toplanmas1 yiizey aktif maddenin yapisina ve ylizeyin polaritesine baghdir.
Dogrusal polimer (polietilen glikol) (PEG) tibbi ve endiistriyel alanda kullanilan
iyonik olmayan yiizey aktif maddelerden biridir (Kristensen, 2009).

Iyonik olmayan yiizey aktif madde ve katalik olmayan proteinin enzimatik
hidrolizdeki etkisi son 20 yilda kesfedilmistir. Yiizey aktif maddeler, 6zellikle
hidroliz etkinligini artirir ve hem daha hizli hidroliz hizi hem de daha az enzim
kullanimina olanak saglar. Buna ek olarak, seliillazin daha 1yi geri doniistimiinii
saglar. Yiizey aktif maddelerin pozitif etkisi su sekilde kategorize edebilir:

1) Enzim stabilizorleri olarak hareket ederler ve denatiirasyonu onlerler.
2) Subsrat yapisini etkilerler. Ornegin; enzim gecirgenligini artiran bozulma ya
da yiizey yapisinin modifikasyonu.
3) Enzim adsorsiyonundaki verimsizligi kismen de olsa etkilemesiyle enzim-
subsrat iliskisini etkileyebilir (Kristensen, 2009).
Saf seliilaz kullaniminin hidrolizde hi¢ etkisi olmadigin1 ya da biraz

etkiledigini gosteren bazi ¢alismalar mevcuttur. Ancak, lignin icermesine karsin
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ozellikle yiizey aktif madde eklenmis subsratlarin bazi spesifik durumlarda
hidroliz verimini neredeyse ikiye katladigini1 gostermistir.

Daha spesifik olarak, ligninin yiizeyi ve yiizey aktif madde arasindaki
hidrofobik etkilesime bagli hidrolizin etkinligini arttiran primer mekanizma
mevcuttur. Sulu bir ¢ozelti igindeki yiizey aktif maddenin bagli hidrofilik
kisimlar1 ¢ikint1 yapar ve seliilazlarin tiretken olmayan adsorpsiyonunu engelleyip
bu yolla seliiloz doniistimiiniin artmasina yardimci olur. Bu teoriye uygun olarak,
(BSA) sigir serum albiimini gibi katalitik olmayan proteinin ve iyonik olmayan
yiizey aktif maddenin eklenmesi seliiloz doniisiimiiniin artmasina yardimci olur.
BSA lignin yiizeyinin kenarlarinda adsorpsiyonu ile belirsiz baglayiciyr azaltarak
ylizeyi adsorbe ettigi bilinmektedir. Bu nedenle, yiizey aktif maddelerin kullanimu,
enzim geri donisiimiinii ve hidroliz etkinligini artiracagi i¢in biyoetanol {iretimin
endiistriyel uygulamasinda maliyet agisindan iyi planlanip yapilmasi gereken en

onemli adimlardan biridir (Kristensen, 2009).

2.4.1.11.Yiiksek kati icerikli enzimatik hidroliz

Yiiksek kati konsantrasyonu, biyokiitlenin etanole doniisiim siirecinde
enerji ve ekonomi acisindan Onemlidir. Kati yiiklemesinin artmasi, seker
konsantrasyonu ve buna bagli olarak etanol doniisiimiinii artirir. Ne yazik ki,
subsrat konsantrasyonun arttirtlmasimin dezavantaji vardir. Son lirlin ve
inhibiitorlerin konsantrasyonu enzim ve fermente organizmalarin fonksiyonunun
azalmasi nedeniyle artacaktir. Yiiksek kati yiiklemesi etkisiz karisma ya da
reaktorlerde fazla enerji tiiketimine neden olur (Kristensen, 2009). Yiiksek katiyla
caligma kat1 konsantrasyonunu arttirdig1 i¢in enzimatik doniisiimii lineer olarak
azalttigi bulunmustur. Bu, yiiksek katiyla ¢alismanin avantajlarini azaltir. Olasi

mekanizmalar bu durum i¢in dérde ayrilmistir.

» Substrat ve kompozisyon etkisi
Substratin lignin, hemiseliilloz ve seliiloz vb. igerigi enzimatik hidrolizi
dogrudan etkiler ve bu, substrat miktarinin enzimin maksimum verimde

caligmasina olanak verecek ve maliyeti minimum yapacak sekilde optimize
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edilmesini  gerektirmektedir. Substrat yogunlugu artirildiginda enzimatik
hidrolizin hiz1 bir siire artar, fakat daha sonra tepkime hizinin sabit kaldigi
gozlenir. Substrat miktar1 ne kadar artirilirsa artirilsin bu durum degismez. Bunun
sebebi ortamda bulunan enzimlerin bir silire sonra substrata doymus hale
gelmeleridir. Yani enzim molekiillerinin hepsi bir substrata bagli durumda

bulunurlar, birini biraktiklar1 anda digerine baglanirlar (Pinar, 2008).

> Uriin inhibisyonu

Son iiriin inhibisyonu glukoz, selliibioz gibi enzimatik hidrolizde dnemli
bir rol oynadig1 ve etanoliin 6zellikle endoglukinaz, sellobihidrolazlar ve -
glukidazlar1 inhibe ettigi kanitlanmistir. Ancak, ¢Ozlinmeyen subsratlarla ve
kinetigiyle ¢alisildiginda Michaelis-Menten modeli kullanilamayabilir  ve
inhibiisyonun tam ¢esidine karar vermek zor olabilir. Zamanla, hidroliz hizindaki
azalma  birikmig son {rlinler tarafindan inhibisyonu atfedilmistir. Dogal
lingoselliilozik subsratlar hidrolize oldugunda ise selliilazlar amorf referans
materyalinkinden iirlin inhibiisyonu i¢in daha dayanikli ve iiriin inhibiisyonu i¢in
erken adimda hidroliz hizindaki azalmaya neden olmadigimni gostermistir. Sonug
olarak, kati konsantrasyonu arttiginda iiriin inhiblisyonu kat1 etkisine karar
vermede 6nemli bir etken oldugu bulunmustur. Ancak, kati igeriginin fazla olmasi
lineerligi, {riin inhiblisyonunun gegerli modeliyle uygunluk gostermez. Ayni
sekilde, transglikosilasyon yiiksek kati diizeyinde daha belirgin hale gelebilecektir

ve bunun kat1 etkisi 6nemli 6l¢iide etkiledigi diisiniillmez (Kristensen, 2009).

» Su konsantrasyonu
Diisiik su igerigi direkt enzim performansini etkiler. Su, enzim ve subsrat
arasindaki baglantiy1 saglar ve {iriin transferi i¢in 6nemlidir. Su igerigi daha biiyiik
partikiillerin boyut dagilimini saglayan mekanik karistirmay1 ve difiizyonu etkiler.
Sonug olarak, subsrat olarak su ya da enzimatik hidrolizin difiizyon ajani ne kati

etkisi i¢in simirlayict faktordiir ne de substrat inhibiisyonu igerir (Kristensen,
2009).
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» Seliilaz adsorpsiyonu
Seliilaz adsorpsiyonu, doniisiim hizi ve veriminde belirleyici ve kontrol
edici faktor olarak bilinir. Bazi hidroliz tirtinleri seliilaz adsorpsiyonunu inhibe
edebilirler. Glukoz ve 0zellikle sellobioz lineere yakin bir sekilde seliilaz
adsorpsiyonunu inhibe ettikleri son zamanlarda gosterilmistir. Adsorpsiyon,
¢cozlinmeyen subsratin hidrolizinin bir gereksinimi oldugu i¢in bu, artan kati

konsantrasyonlarinda daha diisiik doniisiime neden olur (Kristensen, 2009) .

2.5. Basit Enzim Kinetigi

Bir reaktorde substratin (S) enzim katalizorligiinde tiriine (P) dondstiigi
varsayilir. Zamanla substrat veya {irlin konsantrasyonlar1 o6l¢iildiiglinde iiriin
konsantrasyonunun artarak maksimuma ulasacagi ve substrat miktarinin da

azalacag goriilir (Sekil 2.8).

E

§ —=P

Reaksiyon hizlar1 substrat (S) ve iriin (P) cinsinden Denklem 2.1 ve

2.2°de gosterilmistir.

__UCs

Tt @.1)
_dcp

" dt 2.2)

Urun

Substrat

t

Sekil 2.8. Enzim katalizorliigiinde substrat ve iiriin konsantrasyonunun zamanla degisimi
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Basit enzim kinetiginde enzimin substrat ile bir kompleks olusturdugu

varsayllmistir. Bu kompleks daha sonra {iriin ve enzime tekrar pargalanacaktir

k1

S + E ES 1
k2

ES —— P + E 2

(Reaksiyon 1. ve 2). Bu teorideki Enzim-Substrat (ES) kompleksinin varligi daha
sonra spektroskopik yontemlerle kanitlanmustir.
Bu teoride yapilan varsayimlar:
1) Reaksiyon boyunca toplam enzim konsantrasyonu [Eo] sabit kalir.
[Eo]=[ES]+[E]
2) Substrat miktarina oranla kullanilan enzim miktari ¢ok azdir. Boylece enzim-
substrat olusumunda ne substrat ne de enzim tiikkenmez.
3) Olusan irlin konsantrasyonu ¢ok azdir.
Bu varsayimlar 15181 altinda hiz esitliginin mekanizmasi1 Michaelis-Menten
yaklasimi gelistirilmistir.
Bu yaklasimda 2. reaksiyonlarindaki iiriin olusum basamagi denge
reaksiyonuna (1. reaksiyon) kiyasla ¢ok yavastir ve boylece reaksiyonun hizini bu
basamak (2.3) belirler. Bu kimyasal kinetikte hetorojen katalizlere uygulanan

yaygin bir varsayimdir.

_d[p]

dlP)_ ] fes)
dt dt (2.3)

Reaksiyon 1 dengededir. Yani dengede reaksiyon hizlari birbirine esittir (2.4).
k[S]E]=k,[ES] (2.4)

Baslangigtaki enzim konsantrasyonu Reaksiyon 1 ve 2 deki [ES] ve [E]

konsantrasyonlarinin toplamina esitttir (2.5).
[Eo]=[ES]J+[E] (2.5)
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Konsantrasyonlar Denklem 2.2°deki hiz ifadesinde yerine konulursa
Michaelis-Menten hiz ifadesi elde edilir (Fogler, 2005).

_dlP]__dls]_

k.|ES
dt dt o[Es] (2.6)
[Eol[S]
[ES] =% @2.7)
o ts]
_ _ o [EIS] _ OmaxlS]
r = k3[ES] = k3 E_i eS| Kw+IS] (2.8)
_ Ymax!S]
= Xort[s] (2.9)

Bu esitlikte Km=ka/k1 = 1/Keq, Keq: Birinci reaksiyonun denge sabitidir.

Ky=—=K =——=— (2.10)

Imax = k3[Eo] (2.11)

Denklem 2.11 kullanilarak Cs konsantrasyonuna karsi reaksiyon hizi (rp)
grafige gecirilecek olursa Sekil 2.9 elde edilmektedir. Bu sekilden de goriilecegi
gibi diisiik substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon hizi substrat konsantrasyonu
ile dogru orantilidir (birince mertebe) substrat konsantrasyonu ¢ok yiiksek

oldugunda reaksiyon hizi substrat konsantrasyondan bagimsizdir (0. mertebe).
Maksimum konsantrasyon hizi (Vmax) kullanilan enzim konsantrasyonu ile

orantilidir. Maksimum reaksiyon hizinin yarisinda Ky substrat konsantrasyonuna
([S]) esittir.
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vV
«—— max

rp /

Km
—

[s]

Sekil 2.9. Substrat konsantrasyonu ile reaksiyon hizinin degisimi

2.5.1. Michaelis-Menten kinetik parametrelerinin degerlendirilmesi

e _ Imax[S]
B=h=V=0 (2.12)

Michaelis-Menten esitliginde Km Ve Vmax sabitleri Sekil 2.9 [S]-rp
grafiginden bulunabilir. Ancak sekilde asimtotun tam olarak gozlenemedigi
durumlarda Vmax dogru olarak bulunamaz. Bu nedenle Michaelis-Menten esitligi
tekrar diizenlenir ve lineerlestirilir. Denklem 2.13-2.15’te baz1 izoterm esitlikleri

verilmistir.
Lineweaver-Burk Esitligi:

1

‘ x
3

1
=—+
Vmax

o T5) 21

< |k
<

Eadie-Hofstee Esitligi:

Km
V= Vmax - ?V
(5] (2.14)
Langmuir Esitligi:
So Km So
% N 19max + 19max (215)
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2.5.2. Enzim reaksiyonlarinin inhibisyonu Michaelis-Menten

esitliginden sapmalar

a) Yarismah inhibisyon

Rekabetli inhibitorde substrat yapisina ¢ok benzeyen inhibitor ve substrat
enzimin ayni aktif ucuna baglanmak i¢in yarisir. Dolayisiyla reaksiyon hizi azalir.
Enzim-inhibitér kompleksinin olusumu substrata etki edecek enzim miktarini
azaltacaktir. Rekabetli inhibitdr enzimle tersinirdir. Dolayisi ile inhibitoriin etkisi

substrat konsantrasyonunu artirarak azaltilabilir (Lee, 2002).

_ Imax[S]

 [SI+Kuy (2.16)

K = Ks (1+3) (2.17)

1

Kmi>>Ks ise inhibitor etkisiyle reaksiyon hizi azalir. Maksimum reaksiyon
hiz1 inhibitorden etkilenmemekte ancak bu hiza ulasmak i¢in ¢ok miktarda
substrat kullanilmalidir (Lee, 2002).

b) Yarismasiz inhibisyon

Yarigsmasiz  inhibisyonda inhibitorler enzimlerle farkli sekillerde
baglanabilirler. Enzimin aktif bolgesine veya herhangi bir yerine tersinir veya

tersinmez olarak baglanabilir.

_ 19I max[S]

vp = [S+Ks (2.18)

— Ymax 2.19

17I,max - 1-}-_[1 ( . )
[K1]
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2.6. Seliilozun Glukoza Hidroliz Kinetigi Modelleri

Seliilozun heterojen yapisindan dolayi, selillozun glukoza enzimatik

hidrolizi, klasik enzimatik hidroliz reaksiyonlarina gore daha komplekstir.

Seliilozun glukoza hidrolizi basamaklar1 temel olarak alt1 maddede 6zetlenebilir

(Sekil 2.7).
1. Seliilaz enziminin seliiloz iizerine adsorpsiyonu
2. Substrat yiizeyinde hidroliz edilecek molekiile ulasma
3. Enzim-substrat kompleksinin olusumu
4. B-glukozidik bagin hidrolizi
5. Seliilaz enziminin substrattan desorpsiyonu
6. B-glukosidaz ile sellobiyozun glukoza hidrolizi.

Selillozun  heterejon yapisi nedeniyle selillozun kinetik modelinin

gelistirilmesinde asagidaki faktorler géz oniinde bulundurulmalidir (Gan ve ark.,

2003):

Seliilaz enzim sisteminin farkli merkezleri ve kompozisyonu
Farkli seliilaz komponentlerinin mekanizmasi ve sinerjik hareketi
Enzim adsorbilitesinin azalmasi

Lignoseliilozik materyalin kompozisyonundaki degisiklikler

Lignoseliilozik materyalin yapisal degisimi (subsratin kristinalitesinin

artmasi ve yapisinin degismesi

Enzimin seliilozik materyale baglanmasi ve seliilozik materyalden

desorpsiyonu

Enzim inhibisyonu ve deaktivasyonu
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e Endo ve ekzo glukanazin, sellobioz (B-glukozidazin) ve glukoz

inhibisyonu

e Uriin inhibisyonu mekanizmas1 (yarismali ve yarismasiz) ve kayma

gerilimi gibi diger faktorlerden kaynakli enzim deaktivasyonu
e Dias kiitle transfer direnci
e Enzim i¢ difiizyon direnci

Bu faktorler temel alinarak seliilozun seliillaz enzimi ile glukoza hidrolizi
kinetigi dort ana baslikta; deneysel, Michaelis-Menten tabanli, adsorpsiyon
yaklagimli ve ¢oziilebilir subsratlar i¢in gelistirilen diger modeller olarak
siiflandiralabilir. Ayrica literatiirde yer alan sikistirma ve fraktal Kinetik

yaklagimli modeller de mevcuttur (Bansal ve ark., 2009).

2.6.1. Deneysel modeller

Deneysel modeller hidroliz reaksiyonunda enzim ve substrat 6zelligindeki
degisimi anlamaya yardim eder. Deneysel modeller genellikle ya zamanla ya da
subsratin yapisal Ozelliklikleriyle hidroliz arasindaki iliskiyi gostermek ig¢in

kullanilir. Bu, prosesin mekanistik detaylar1 hakkinda bilgi vermezken;

e Subsratin Ozellikleri arasindaki kristalize, lignin igerigi gibi iliskiyi

anlamada,

e Baslangi¢ hizini; diferansiyel yaklasim veya subsrat-zaman iliiskisinden

yararlanarak hesaplamada,

e pH, sicaklik ve enzim konsantrasyonu gibi reaksiyon parametrelerini

optime etmede,

e FT-IR gibi spektrokospik yontemle kristalize ve lignin igerigi bagimsiz
degisken olarak kullanilarak istatiksel metotla ilk hiz1 hesaplamada

kullanilir (Bansal ve ark., 2009).
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Selillozun seliilaz enzimi ile hidroliz kinetiginin deneysel model
uygulamalar1 pek ¢ok c¢alismanin konusu olmustur (Bansal ve ark., 2009). Ornek
olarak, Ohmine ve arkadaslarimin (1983) gelistirdikleri (2.20), mikrokristal
seliilozun asidik hidrolizi ve kagidin seliilaz enzimi ile hidrolizi verilerinde

kullantlmistir.

P= (Sk—‘)jln(u vokt/S )

(2.20)
2.6.1.1. Michaelis-Menten yaklasimi
Menten kinetik modeli Boliim 2.5 de anlatilmistir.
T, =-—T,=v= ImaxlS) (2.21)

Km+[S]

Teorik olarak Menten modeli tek basina seliilozik substratin seliilaz enzimi
ile  hidrolizini  agiklamamaktadir. Bunun nedenlerinden  biri  substrat
konsantrasyonunun enzim konsantrasyonundan ([S]>>[I]) ¢ok biiyiikk oldugu
duruma erismek zordur. Adsorpsiyon basamaginda enzimin seliiloza erigim orani
cok disiiktiir (0,002-0,04). Yeterli substrat olsa bile substratin doéniisiimii
diisiiktiir. Selillozun hidrolizinde, Menten i¢in varsayilan uniform dagilim so6z
konusu degildir. Ancak sellobiozun [-glukosidaz enzimi ile glukoza hidroliz
reaksiyonu homojen oldugundan, Menten modeli kullanilabilir. Deneysel olarak
ise Menten kinetik modeli temeline dayali pek cok model gelistirilmistir (Bezerra
ve Dias, 2004; Bansal ve ark., 2009).

2.6.1.2. Adsorpsiyon modeli

Seliilaz enziminin adsorsiyonu ve enzim-subsrat kompleksinin olusumu
selilozun enzimatik hidrolizinde kritik adim oldugu disiiniiliir (Walker ve

Wilson, 1991). Coziilmeyen seliilozitik materyalinin iizerinde seliilaz
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adsorpsiyonu tersinir, tersinmez ve yari tersinir olarak tarif edilir; ancak enzim
adsorpsiyonunun farkli igeriklerdeki farkli subsrat yiizeylerindeki seliiloza
baglanmasini igeren mekanizma ve sonrasindaki seliiloz hidrolizi tam olarak

anlasilamamistir (Gan ve ark., 2003).

2.7. Yanit Yiizey Yontemi

Miihendislikte deney, yeni {riin tasarlamakta, iiretim siirecinin
gelistirilmesinde ve slirecin iyilestirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Cogu
durumda amag, dis kaynakli degiskenlerden en az dlgiide etkilenen, saglam bir
stire¢ gelistirmektir (Montgomery, 2000).

Deneysel ¢alismalarda geleneksel yaklasim tek-zamanda tek-faktorii
degistirmeyi gerektirmektedir. Bu siiregte biri hari¢ tiim degiskenler sabit
tutularak o degisken i¢cin optimum diizey belirlenmektedir. Bu optimum
kullanilarak ikinci degiskenin optimumu bulunmaktadir. Fakat, bu yaklasim
kimyasal siireglerde olmas1 muhtemel, faktorler arasindaki etkilesimler i¢in veri
saglamamaktadir. Tek degisken tek zamanli yaklagimda, iki faktor arasindaki
etkilesimlerden dolay1 ger¢ek optimum bulunamamaktadir. Optimum kosullarin
bulunabilmesi i¢in, tek degisken tek zaman siireci dogru optimum yakaladigina
emin olunana kadar her basamakta tekrarlanmalidir. Bu 6zellikle de optimize
edilmesi gereken bircok degisken oldugunda, birgok pes pese deney, siire tiiketimi
ve etkin olmayan bir strateji dogurmaktadir (Anderson ve Whitcomb, 1996).

Alternatif bir yaklasim olan iki seviyeli faktoriyel tasarim, kritik
etkilesimleri aci8a ¢ikartmaktadir. Bu istatistik temelli metot, deneysel faktorlerin
sadece iki diizeyde (yiiksek ve algak) aym1 anda diizenlemelerini icermektedir. iki
dereceli tasarim, tek zaman tek degiskendeki seri yaklasimdan ¢ok daha verimli
olan paralel deneme plani sunmaktadir (Anderson ve Whitcomb, 1996).

Yanit yiizey yontemi (Response Surface Methodology, YYY), ilgilenilen
cevabin birka¢ parametre tarafindan etkilendigi problemlerin modellenmesi ve
analizi i¢in kullanilan matematik ve istatistik tekniklerinin birlesimidir ve amaci

cevab1 optimize etmektir. Ornegin, bir kimya miihendisi siirecin verimini (y)
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maksimize eden sicakligin (X1) ve basincin (X2) seviyesini bulmak istiyor. Siireg

verimi, sicaklik ve basincin seviyesinin bir fonksiyonudur;
y=1f (X1, x2) + € (2.22)

g, Y cevabinda gézlenen giiriiltii veya hatadir. Eger beklenen cevap E(y) = f
(X1, X2) = 7 ile gosterilirse, ylizey n= f (X1, X2) olarak ifade edilir ve yanit yiizeyi
olarak adlandirilir (Montgomery, 2000).

Cogu YYY probleminde cevap ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliski
bilinmemektedir. Bu sebepten dolayi, YYY’de ilk basamak, y ve bagimsiz
degiskenler arasindaki gercek fonksiyonel iliski i¢in uygun yaklasimi bulmaktir.
Eger cevap, bagimsiz degiskenlerin lineer bir fonksiyonu ile iyi modelleniyorsa,

yaklasim fonksiyonu birinci derecedir;

y=PBo+ Pixs+ Paxa + ...+ PuXk t € (2.23)

Eger sistemde bir eg8im acist varsa, yiksek dereceli bir polinom

kullanilmalidir, 6rnegin ikinci derece model;

k k
y=po+ Zl Bixi + _Zl Biixi? + %J— Z Bixixj + € (2.24)

Tim YYY problemleri, bunlardan birini ya da tiimiinii kullanir. Elbette
polinom modelinin, tiim bagimsiz degiskenlerin gercek fonksiyonel iliskisine
makul bir yaklasim olusturmasi olanaksizdir; fakat oldukga kiigiik bir bélgede iyi
calismaktadir (Montgomery, 2000).

Optimum noktalar; duragan noktalarin yerlesimi i¢in genel bir
matematiksel ¢oziim ile elde edilebilir. Matris gésteriminde ikinci dereceden

model yazilarak,
y= o+ x’b + x’Bx (2.25)
elde edilir.
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X1 B, (B Bul2 . . . B l2]
xz ,Bg ﬂzz o ﬂzk /12
X = , b= ve B-—
kaJ _ﬂk_ | Sym. :Bkk i
seklindedir.
Burada;

b:  birinci dereceden regresyon katsayilarini igeren (k x 1) bir vektor.

B: ana kdsegen elemanlari saf kuadratik katsayilart olan (Bii) ve kdsegen dis1
elemanlar karigik kuadratik katsayilarin yarisi olan (Bij , i#j) (kxk) tipinde
simetrik bir matristir.

X vektoriiniin elemanlarina gore ‘y’ tlirevi sifira esittir.

g:b+28x=0 (2.26)
OX

Duragan nokta yukaridaki Denklem 2.26’1n ¢6ziimii ya da

X = —% B (2.27)

seklindedir.

Polinom yaklagimlarinda parametrelerin tahmini igin en kiicikk kareler
yontemi kullanilmaktadir. Daha sonra, olusturulmus ylizey kullanilarak, yiizey
cevap analizi gerceklestirilmektedir. Eger olusturulmus ylizey, gercek yiizey
fonksiyonuna uygun bir yaklasgimdaysa; olusturulmus yiizeyin analizi, asil
sistemin analizine yaklasik olarak esit olacaktir. Model parametreleri, en etkin
veri toplamak i¢in dogru deney tasarimlart kullanildiginda tahmin
edilebilmektedir. Yanit yiizeylerine uygun tasarimlar yiizey cevap tasarimlaridir
(Montgomery, 2000).

YYY ardisik bir prosediirdiir. Cogunlukla, yiizey cevabinda optimumdan
uzak bir noktada bulunuldugunda, sistemde kii¢iik bir egim agis1 olur ve birinci

derece model daha uygundur. Burada amag, deney yapanin optimumun ¢evresine
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dogru gelisen bir yolda hizli ve verimli olmasini saglamaktir. Bir kez optimum
bolgesi bulundugunda, ikinci derece gibi daha ayrintili bir model uygulanabilir ve
analizler optimum bolgesinde gergeklestirilebilir (Montgomery, 2000).

YYY’nin en kapsamli uygulamasi, endiistride ozellikle cevap denen
performans Ol¢iimii veya kalite karakteristiklerini etkileyebilecek bazi girdiler
oldugunda yapilmaktadir. YYY’nin gercek uygulamalarinin ¢ogu birden fazla
cevap igermektedir (Demirekler, 2004).

YYY dért basamakli bir siirectir. Ilk olarak, iiriin veya siire¢ igin dnemli
olan kritik faktorler belirlenir. Ikinci olarak, orneklerin fiziksel ozelliklerini
kapsayan faktorlerin seviye araligi belirlenir. Ugiincii olarak, deney tasarimi ile
spesifik test 6rnekleri belirlenir ve test yapilir. Dordiincii olarak ise, deneylerden
elde edilen veriler YYY ile analiz edilir ve yorumlanir (Demirekler, 2004).

YYY etkin kullanmak i¢in bes adet varsayim vardir:
e  Uriin igin kritik faktorler bilinmektedir.
e Uriinii etkileyen faktdr diizeylerinin bulundugu ilgilenilen aralik
bilinmektedir.
e Deney test araliginda faktorler devamli degismektedir.
o Faktorleri, olgiilen cevapla iligkilendiren bir matematiksel esitlik vardir.
e Bu esitlik ile ifade edilen cevap, diizgiin bir yiizeydir (Demirekler, 2004).

Bu varsayimlarin yani sira, deney yapan kisi YYY kullanirken, bu bes
kisitlamanin farkinda olmalidir.

YYY nin sonu¢ olarak amaci; sistem i¢in optimum ¢alisma kosullarini
belirlemek veya c¢alisma gerekliliklerini karsilayan bir faktor bdlgesini

belirlemektir (Montgomery, 2000).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada Toprak  Mahsiilleri Ofisi (TMO) Afyon Alkoloid
Fabrikasi’ndan alinan hashas saplart kullanilmistir.  Siilflirik asit, sodyum
hidroksit, etil alkol ve Dinitro Salisilik Asit (DNS) analitik safliktadir. Seliilaz

(Celluclast 1.5 L) enzimi Novozymes firmasindan (Danimarka) saglanmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Hammadde hazirlanmasi

Hashas saplar1 oda sicakliginda birkag ay kurutulmus olup kurutulan
hammadde 1-2 cm uzunlugunda kesildikten sonra 6giitiilmustiir. Hammaddenin
elek analizi yapildiktan sonra 0,224 - 0,850 mikrometre aralifindaki hashag
saplar1 deneysel calismalarda kullanilmak {izere cam kavanozlarda buzdolabinda

saklanmugtir.

3.2.2. Nem tayini (%)

100-105 °C‘de etiivde kurutulup, desikatorde sabit tartima gelen
numunenin nem miktari,

% NemMiktar; = -NemAZIIZ(Z) 44, (3.1)

OrnekAgirligi(g)

Denklem 3.1 ile hesaplanmustir.

3.2.3. Kiil tayini (%)

650 °C*lik kiil firminda 24 saat boyunca yakilan numunenin kiil miktar,
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YoKilMiktar; = - IAZTHE()

—= 100 (3.2)
OrnekAgirligi(g)

Denklem 3.2 ile hesaplanmustir.

3.2.4. Ekstraktif madde (%0)

Kuru hammadde (mo) tartilip 8 saat boyunca Hekzan ¢oziiciisii ile ekstre
edilip kalan kati (mi1) tartilarak ekstraktif yiizdesi ile Denklem 3.3 ile
belirlenmistir.

%W (ylizde ekstraktif)= ((mg-m2)/mo)x100 (3.3)

3.2.5. Lignin tayini

NREL (National Renewable Energy Laboratories) metoduna gore lignin
analizi yapilmistir. Bunun i¢in; 300 mg’lik hammadde tizerine 3 mL %72’lik
silfiirik asit ¢ozeltist eklenerek 1 dakika boyunca kapakli tiip icerisinde
karnigtirnllmistir. 30 °C’lik su banyosunda 60 dakika boyunca her 5 dakikada bir
karistirllmis ve bu islem sonunda saf su ile %4’e seyreltilmistir. Seyreltilen
numune 121 °C’de 1 saat boyunca otoklavlanip tiipler oda sicakligina geldikten
sonra vakumlu filtre kagidiyla siiziilmiistiir. Alinan ilk sivi HPLC analizi i¢in
buzdolabinda saklanmistir. Stizge¢ kagidi {izerinde kalan kati1 pH notr olana kadar
saf su ile yitkanmis 105 °C’lik etiivde 24 saat kurutulmus (m1) ve sonrasinda 650
°C’deki kiil firninda 24 saat yakilmistir (m2). Lignin miktari, mo baslangictaki
hammaddeyi gostermek iizere Denklem 3.4 ile hesaplanmistir (Sluiter ve ark.
2008).

%LigninMiktar: = %xmo (3.4)
o

On islem sonucunda yiizde lignin giderimi; X1 6n islem gdrmemis

hammaddeki lignin miktarini, x2 de 6n islem gérmiis hammaddedekini gostermek

tizere; % lignin giderimi Denklem 3.5 ile hesaplanmustir.

37



@ ANADOLU UNIVERSITESI

x1—

2 4100 (3.5)

% Lignin Giderimi = —

3.2.6. HPLC analizi

Lignin tayininde buzdolabinda saklanan sivi faz, filtre kagidiyla
stiziildiikten sonra HPLC (Agilent 1100) cihazinda seliiloz analizi yapilmustir.
Biorad marka Aminex HPX 87P kolonu (300 mm x 7,8 mm) 80 °C’ye ve mobil
faz olarak kullanilan saf suyun akis hiz1 da 0,6 mL/dak.’ya set edilmistir. Seliiloz
miktar1 glukoz ve sellobiyoz esdegeri olarak Denklem 3.6 ile hesaplanmistir
(Sluiter ve ark. 2008).

glukoz + sellobiyoz
0,3

%Seliloz = x100 (3.6)

Hemiseliilloz tayininde ise parametreler ayni olup ksiloz, arabinoz,
galaktoz, mannoz esdegeri olarak Denklem 3.7 ile hesaplanmistir (Sluiter ve ark.
2008).

96 Hemiseliiloz — Ksiloz + Arabinoz + Galaktoz + Mannoz 100 (3.7)

0,3

3.2.7. Hammaddeye uygulanan alkali 6n islem

Nem etkisini bertaraf etmek icin; nem igerigi % 10 olarak sabit tutulan
hammaddeye %0,4 - %2.,25 ve %4’liik konsantrasyonlardaki sodyum hidroksit
¢ozeltisi kullanilmistir. Bu islemler, kat1 sivi oran1 1/20 olarak sabit olup 60 ve 90
°C sicaklikta 30 dakika boyunca su banyosunda 6n islem uygulanmistir. On islem
sonrasinda numuneler filtre kagidigiyla siiziintiildiikten sonra elde edilen kati, saf
su ile noétrlestirildikten sonra kurutulmus ve Denklem 3.8°deki gibi yiizde toplam
gravimetrik geri kazanim hesaplanmistir. Ayrica 6n islem goren tiim hashas

saplarina lignin, seliiloz ve hemiseliiloz miktar tayini yapilmistir. Tiim analizler en
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az dort tekrarli olarak gergeklestirilmis ve ortalama sonuglar verilmistir (Uzunlu

ve ark., 2014).

On islem Sonrasinda Kalan Katt (gr)

% Toplam Grav.Kazanmm = * 100 (3.8)

Baslangictaki Kuru Madde Miktari (gr)

3.2.8. Enzimatik hidroliz

Enzimatik hidroliz deneyleri Shelab marka ¢alkalamali inkiibator
icerisinde 50 °C sicaklikta ve 100 rpm karistirma hizinda gergeklestirilmistir.
Enzim olarak Celluclast 1,5 L (Novazym) enzimi kullanilmistir. Sabit aktivitede
hazirlanan seliilazlar (30 FPU/g kuru biyokiitle, Celluclast 1.5 L) sodyum asetat-
asetik asit tampon ¢ozelti ile pH=4,8’e getirilerek toplam hacim 20 mL olacak
sekilde substrata eklenmistir. Kat1 s1v1 oran1 1/20 olarak sabit olup 3, 6, 12, 24, 36,
48 ve 72 saat sonunda numuneler enzim aktivitesinin durmasi i¢in 15 dakika
boyunca kaynar su banyosunda bekletilmis ve ardindan 5000 rpm ile 5 dakika
santrifiijlenerek numune siselerine alinip buzdolabinda DNS ve HPLC analizi i¢in

saklanmigtir (Uzunlu ve ark., 2014).

3.2.9. Indirgen seker analizi

Enzimatik hidroliz sonucunda DNS metodu ile sivida ¢dziinen indirgen
seker miktar1 belirlenmistir. 2/1 oraninda DNS ¢ozeltisi ile seker iceren numuneler
karigtirllmis ve kaynar su banyosunda 5 dakika kadar bekletilmistir. Kaynar su
banyosundan alinan ¢ozeltiler hemen soguk su banyosunda sogutulmus ve 540 nm

dalga boyunda Optima SP3000 marka UV ile absorbans degerleri okunmustur.

3.3.10. On islem gormiis ve 6n islem uygulanmanus hashas sap

orneklerinin SEM analizi

On islem gormiis ve on islem uygulanmamis hashas sap1 drneklerinin
SEM goriintiileri Anadolu Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Malzeme

Miihendisligi Boliimii laboratuarinda bulunan EVO 50 marka taramali elektron
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mikroskobu ile goriintiileri alinmistir. Gorlintii alinmadan 6nce hammaddeler
karbon bandi {izerine yerlestirilmis ve AGAR marka kaplama cihaz ile altin ve

paladyum kaplanmustir.

3.2.11. Sodyum hidroksit 6n islem parametrelerinin yanit yiizey yontemi

optimizasyonu

Sodyum hidroksit 6n islem parametrelerinin yanit yilizey yOntemi
optimizasyonu deneylerinde toplam 20 deneysel noktadan iki tekrarli ve alti
merkez noktali, 3 degiskenden olusan merkezi tiimlesik istatistiksel tasarim
(CDD) kullanilmustir. incelenen sicaklik (°C) (X1), NaOH konsantrasyonu (% a/v)
(X2) ve onislem zamani (dak) (X3) parametrelerin seviyeleri Cizelge 3.1°de,
bagimsiz degiskenlerin istatistiksel kombinasyonu Cizelge 3.2’de gosterilmistir.
Cevap (Y) degerini belirlemek i¢in Onerilen ikinci derece polinom model esitligi

Denklem 3.9°da gosterilmistir.

Y = fo + B1X1 + B2Xy + BaXs + BraXT + Bao X3 + 33X + B2 X1 X,
+ B13X1X3 + 23X, X3
3.9
Verilerin istatistiki olarak modele uygunluk analizleri %95 giiven
araliginda ANOVA testi ile Minitab 16 istatistik programi kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.1. Sodyum hidroksit 6n isleminde incelenen parametreler ve seviyeleri

Seviyeler
Faktorler
-1 0 1
X1 : Sicaklik(°C) 60 75 90
Xz : NaOH konsantrasyonu (a/v) 1,0 2,25 3,50
X3 : On islem zaman1 (dk) 30 60 90
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Cizelge 3.2. Sodyum hidroksit 6n isleminde bagimsiz degiskenlerin istatistiksel kombinasyonu

Deney 0 NaOH Zaman
No. | TCO | opan) | (dak)
1 75 0,99 60
2 75 2.25 60
3 60 3,00 30
1 29,77 2.25 60
5 90 3,00 90
6 75 2.25 60
7 75 2.25 60
8 75 2,25 60
9 60 150 90
10 60 3,00 9
11 75 3.50 60
12 75 2.25 9,55
13 90 150 90
14 75 225 | 11045
15 | 10023 | 2.25 60
16 60 150 30
17 90 150 30
18 75 2.25 60
19 90 3,00 30
20 75 2.25 60

3.2.12. On islem gérmiis hashas saplarinin enzimatik hidroliz verilerinin
modellenmesi

3.2.12.1. Michaelis-Menten kinetik model parametrelerinin belirlenmesi

Michaelis-Menten kinetik modeli sabit enzim derisiminde farkli substrat

(%)
L yiizdelerinde ve sabit substrat yiizdesinde farkli enzim derisimleri kullanilarak
5 hesaplanmistir. Her bir deney sonucundan elde edilecek maksimum hiz (9max) Ve
% yart doygunluk sabiti (Km) enzim miktarina ve substrat miktarina bagli olarak
Z hesaplanmis olup enzim ve substratin enzimatik hidrolizdeki etkisi
Z . .
0zlemlenmistir.
) g $
- Imax[So]
Vo =—7% 3.10
6 © = Kmslso] (3.10)
A
<
Z
<
= "
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Her bir substrat miktarinda baslangi¢ hizlar1 indirgen seker miktarlarinin
zamana kars1 grafiklerinden ilk 30 dakikada elde edilen veriler dikkate alinarak
hesaplanmistir. Deneysel verilerin lineer regresyonu ile Denklem 3.10’da sabit
enzim miktarinda elde edilecek maksimum hizin (Smax) ve yart doygunluk
sabitinin (Km) bulunmasi ig¢in kullanilmistir. Ayrica non-lineer esitlik Excel
cozlimleyicisi ile analiz edilerek bu parametreler belirlenmistir. Lineer regresyon

icin li¢ farkli yaklagim uygulanmistir. Bunlar;

e Langmuir izotermi

So Km So
== +

Vo Imax  Imax

(3.11)

So/Vo’a kars1 So grafigi ¢izildiginde elde edilen dogrunun egimi 1/ 9max,
kesim noktasi1 ise Km/ 9max dir. Lineer grafikten elde edilen veriler ile maksimum

hiz (9max) ve yar1 doygunluk sabiti (Km) hesaplanmustir.

o Lineweaver-Burk yaklasimi

—=_1 4 _fm_ (3.12)

Vo Imax  ImaxSO

Denklem 3.12°de 1/Vo’a karsi 1/So grafigi cizildiginde elde edilen
dogrunun egimi Km / 9max, kesim noktasi ise 1/ 9max dir. Lineer grafikten elde
edilen veriler ile maksimum hiz (9max) ve yari doygunluk sabiti (Km)

hesaplanmastir.

. Eadie-Hofstee yaklasim

Km
Vo =9pmex — Vo o (3.13)

Vo’a kars1 Vo/So grafigi cizildiginde elde edilen dogrunun egimi Km, kesim
noktasi ise 9max’dir. Lineer grafikten elde edilen veriler ile maksimum hiz (8max)

ve yar1 doygunluk sabiti (Km) hesaplanmustir.
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Deneysel sonuglardan elde edilen 9,,,, Ve K, degerleri ile baslangic
hizlar1 hesaplanmigtir. Hesaplanan baslangi¢ hizlari ile deneysel baslangi¢ hizlari

arasindaki farklar ortalama mutlak sapma (OMS) olarak hesaplanmuistir.

OMS(%) — %Z?=1 VOogeneysel— VOnesaplanan (314)

Vogdeneysel

3.2.12.2. Difiizyon limitli kinetik model

P = P, (1 — exp(—kEo,)" (3.15)

Bu esitlikte P ve P sirasiyla herhangi bir t ve sonsuz zamanda elde edilen
iiriin konsantrasyonlari, k diflizyon katsayisina bagli hiz sabiti, Eg baslangi¢c enzim
derigimi, n sistemin yapisina bagl yapisal difiizyon direng sabitini gostermektedir.
Bu non-lineer esitlik (3.15) Excel ¢oziimleyicisi ile analiz edilerek k (difiizyon
katsayisina bagli hiz sabiti) ve n (sistemin yapisina bagl yapisal difiizyon direng
sabiti) sabitleri her bir farkli enzim derisimi i¢in hesaplanmistir.

Deneysel sonuglardan elde edilen kwven degerleri ile (irlin
konsantrasyonlar1 hesaplanmigtir. Hesaplanan iiriin konsantrasyonlari ile deneysel
iriin konsantrasyonlar1 arasindaki farklar ortalama mutlak sapma (OMS) olarak

hesaplanmustir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Hashas Sapimin Kimyasal Bilesimi

Hashas sapinin nem miktar1 %5.0 olup Boliim 3’de bahsedilen 6n islem
uygulanmamis hammaddeye yapilan ekstraktif, lignin ve HPLC analiz sonuglari

Cizelge 4.1’de  gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Hammadde Karakterizasyonu

Hashas Sapi Bileseni Yiizde (%)
Holoseliiloz 44 81+2,72
Seliiloz 24,36+1,29
Ksiloz 7,41+0,45
Mannoz 5,33+0,19
Arabinoz 4,73+0,56
Galaktoz 2,98+0,22
Lignin 19,79+0,95
Ekstraktif madde 14,21+0,55
Kiil 9,01+0,37
Diger 13,69
Bu sonuglara gore, toplam seliiloz ve hemiseliiloz

(ksiloz+mannoz+arabinoz+galaktoz) hashas sapmin yaklasik olarak %45’ini
olusturmaktadir. Bu deger daha once yapilan bir bagka ¢calismaya gore daha diisiik
bulunmustur (Cengiz ve ark., 2010). Bu farklilik hashas bitkisinin yetisme yeri,
mevsim sartlart ve analizlerde kullanilan yontemler gibi nedenlerden ileri

gelebilmektedir.

42 Kati Geri Kazanmmm, Lignin Giderimi ve Seliiloz ve Ksilozun
Kazanmiminda On Islemin Etkisi

[k biyokiitle agirhigi baz alindiginda ¢oziilmeyen kat1 geri kazanimini %
71,86’den (50°C, % 2,25 NaOH, 60 dak.) % 45,50’¢ (90°C, % 3 NaOH, 90 dak)

ozellikle 6n islem durumlar artarken azalmistir. Kati kaybinin en dnemli nedeni
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ligninin uzaklagsmasi ve hemiseliilloz degradasyonudur (Karunanithy ve
Muthukumarappan, 2011). Benzer durumda farkli bioatiklara uygulanan 6n islem
sonucu kat1 geri doniisim miktarlar1 minimum ve maksimum olarak sirasiyla %
45,4°den % 67,2’¢ piring sap1 (Kim ve Han, 2012), % 37’den % 70’¢ sorgum
sap1 (McIntosh ve Vancov, 2010) ve % 43’den % 75’e bugday sapinda (McIntosh
ve Vancov, 2011) bulmuslardir.

Cizelge 4.2. Kat1 Geri Kazanimu ( Kat1 G.K.), Lignin Giderimi ve Seliiloz ve Ksilozun

Kazaniminin deneysel verileri

Lig. Seliiloz Ksiloz

T (°C) N%OH Zaman Kau Giderimi | Kazanimi | Kazanimi

(%) (dak.) G.K (%) (%) (%)

75 0,99 60 61,66 30,22 62,89 80,17
75 2,25 60 63,17 32,10 92,00 63,50
60 3,00 30 6139 31,15 97,73 70,34
49,77 2,25 60 71,86 27,56 98,12 72,08
90 3,00 90 45,50 43,43 92,61 53,79
75 2,25 60 64,32 31,64 96,38 70,32
75 2,25 60 61,60 34,12 95,21 64,72
75 2,25 60 63,79 30,00 89,61 63,38
60 1,50 90 67,95 22,04 77,12 59,57
60 3,00 90 61,21 34,00 97,48 56,54
75 3,50 60 56,71 36,44 99,14 56,58
75 2,25 9,55 66,74 28,57 89,34 35,83
90 1,50 90 50,47 31,69 89,37 65,17
75 2,25 | 110,45 | 52,98 30,07 95,76 38,58
100,23 | 2,25 60 46,42 42,83 98,61 69,56
60 1,50 30 64,63 27,01 61,02 54,56
90 1,50 30 55,50 35,29 84,46 68,33
75 2,25 60 62,00 34,50 96,44 70,28
90 3,00 30 49,17 36,52 85,75 73,66
75 2,25 60 64,00 33,09 95,76 60,63

En yiiksek lignin giderimi (% 43.43), ¢oziilmeyen kat1 geri kazaniminin en
diisiik oldugu (% 45.50) 90°C, % 3.5 NaOH ve 90 dak. kosullarinda elde
edilmistir. Lignin giderimiyle ilgili benzer sonuglar piring sap1 (Kim ve Han
2012), bugday sap1 (Kumar ve ark., 2009) ve arpa sap1 (Duque ve ark., 2013) gibi
diger biyoatiklarla da elde edilmistir. Lignin giderimini en ¢ok etkileyen faktor

(Cizelge 4.2) lineer olarak sicaklik ve alkali konsantrasyonudur (p<0,05), bunu
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takiben sicaklik ve zamanin birlikte etkisi (p<0,05) ve alkali konsantrasyonu ve
zaman (p<0,05) arasindaki etkilesimdir. Beklenildigi gibi sicaklik ve alkali
konsantrasyonu (Sekil 4.1) ile lignin giderimi artmistir. Ancak, 6n islem zamani
daha disik oldugunda sicakligin 6nemli etkisi varken (p<0,05), alkali

konsantrasyonunun bozunmaya pozitif etkisi goriilmemistir.

Cizelge 4.3. Lignin Giderimi ve Seliiloz ve Ksilozun Kazaniminin Yanit Yiizey-Ikili Modeli igin

ANOVA Testi
Lignin Seliiloz Ksiloz
Terim Giderimi (%) Kazanmim (%) Kazamim (%)
Tahmin | p-Degeri | Tahmin | p-Degeri | Tahmin | p-Degeri
Sabit 32,58 0,000 94,39 0,000 65,33 0,000
XL:T(CC) | 431 0,000 1,44 0,270 1,15 0,543
X2:NaOH | 2,85 0,000 8,96 0,000 -2,42 0,215
(%. wiv)
X3:Zaman | 0,23 0,615 2,81 0,046 -1,99 0,301
(dak.)
X1*X1 0,10 0,042 0,46 0,710 2,81 0,145
X2*X2 0,23 0,597 -5,67 0,001 1,94 0,300
X3*X3 -1,19 0,020 -1,59 0,214 -9,08 0,000
X1*X2 -0,47 0,437 -6,57 0,002 -2,35 0,348
X1*X3 0,60 0,318 -0,51 0,759 -1,78 0,473
X2 X3 2,22 0,003 -1,80 0,291 -4,44 0,092
Uyum 0,554 0,064 0,056
Eksikligi
R-Sq 94,43 91,02 80,33
R-Sg-Adj 89,42 82,93 62,63
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Sekil 4.1. Lignin Giderimi (%) (A), Glukan (Seliiloz) Kazanimi (%) (B) ve Ksiloz Kazaniminin
(%) (C) Sicaklik (°C), Zaman (dk) ve NaOH (%w/v) etkisinin Cevap-Yiizey Grafigi

On islem gormiis katida seliiloz icerigi %23’den (60 ° C, % 1,50 NaOH,
30 dak.) % 51,75’e (100,23 ° C, % 2,25 NaOH, 60 dak.) degismistir. Maksimum
seliiloz kazanimi (% 99.14), 75°C, % 3.50 NaOH ve 60 dak. kosullarinda elde
edilmistir (Cizelge 4.2). Biitiin parametrelerin pozitif etkisi olmasina ragmen, en
etkili degisken NaOH konsantrasyonu ve on islem zamanidir. Sicaklik ve on
islemin ikili etkisi Cizelge 4.3’te gosterilmistir ve bu etkilerin lineer etkisi vardir.
Daha yiiksek sicaklikta ve alkali konsantrasyonunda kati geri kazanimindaki
azalmaya bagli olarak (Sekil 4.1) seliiloz kazanim hiz1 azalmistir.

Ksiloz igerigi 6n islem gdrmiis saplarda %3,98’den (75 ° C, % 2,25
NaOH, 9,55 dak.) % 11.11 (100.23 ° C, % 2,25 NaOH, 60 dak.) araliginda
degismistir. Ksiloz kazanim1 (6n islem gérmemis hammaddekine gore % 35.83 -
% 80.17°1), alkali ortamda hemiseliilozun ¢oziiniirliigine bagli olarak glukoz
kazanimiyla (Egiies, 2012) kiyasladiginda daha disiiktiir. Benzer sonuglar daha
onceki ¢aligmalarda da elde edilmistir (MclIntosh ve Vancov 2011; Egiies 2012).
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Ksiloz kazanimi olduk¢a az artmistir. Ksiloz kazanimi igin, 6n islem zamani ikili

etki gostermis ve dnemli bir lineerlik ve degiskenlerin ikili etkisi goriillmemistir.

4.3 Seliiloz Ve Ksiloz Kazaniminda On Islem Parametrelerinin Etkisi

Degisik 6n islem kombinasyonlarinda selilloz ve ksiloz kazanimi igin
deneysel ve istatistiksel olarak 6ngériilen veriler Cizelge 4.4’te gosterilmistir. On
islem gormiis proseslerde merkezi tiimlesik istatistiksel tasarim uygulamasi
genellikle seliiloz ve ksiloz faktorleriyle kodlanmis ikinci derece polinom

esitlikleri asagidaki gibidir;

Y Glukoz (mg/g seliiloz)= -418.544+ 15.02 X1+128.12 Xo+4.76 X3-0.11 X1X1
-36.94 X>X2-0.0289 X3X3+0.95 X1X>+0.003X1X3-0.43 X2X3 (4.2)

Y ksiloz (mg/g Ksiloz) = 855.55-8.35 X1-233.13 X»+13.21 X3+0.03 X1X1-1.32 XoX> -
0.013 X3X3- 4.78 X1 X2 -0.073 X1 X3 -3.32 X2X3 4.2)

Seliiloz ve ksiloz kazanimin varyans analizi (ANOVA) modeli Cizelge
4.5te verilmistir. Ongoriilen modeller hem seliiloz hem de ksiloz kazanimi igin
(p<0,05) 6nemlidir. Ancak, 6zellikle seliiloz modeli (p<0,0001) ksilozunkinden
(p<0,016) daha yiiksektir. Uyum eksikligi ve kararlilik (R?) katsayilar1 sirastyla
seliiloz i¢in % 90,59 (Rz-ayarlanmls: % 82,13) ve 0,059 ve ksiloz i¢in % 79,61
(R2-ayarlanmis: % 63,08) ve 0,266 tir.
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Cizelge 4.4. Deneysel ! ve modelden 2 bulunan glukoz (mg/g seliiloz) ve ksiloz (mg/g ksiloz)

verimleri

T NaOH | Zaman Glukoz Glukoz Ksiloz Ksiloz
(°C) | (%, w/v) | (dak.) verimit verimi? verimit | verimi?
75 0,99 60 421,48 425,83 754,77 743,38
75 2,25 60 509,43 494,03 665,79 645,24
60 3,00 30 399,21 397,61 578,31 567,30
49,77 2,25 60 384,68 398,93 517,88 600,17
90 3,00 90 457,75 461,39 491,22 527,52
75 2,25 60 492,46 494,03 605,04 645,24
75 2,25 60 485,28 494,03 626,83 645,24
75 2,25 60 470,29 494,03 655,96 645,24
60 1,50 90 455,78 436,18 795,94 785,14
60 3,00 90 407,05 406,73 487,36 409,06
75 3,50 60 458,09 444,69 516,61 542,89
75 2,25 9,55 411,51 394,45 686,31 675,17
90 1,50 90 440,07 448,06 687,94 688,42
75 2,25 110,45 438,03 446,04 524,09 550,12
100,23 2,25 60 474,34 451,04 795,82 728,42
60 1,50 30 385,77 388,52 691,66 644,83
90 1,50 30 389,10 395,83 611,12 678,89
75 2,25 60 485,62 494,03 581,93 645,24
90 3,00 30 421,69 447,69 816,25 816,53
75 2,25 60 491,56 494,03 738,46 645,24
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Cizelge 4.5. Glukoz Ve Ksiloz ikili Modelinin Yanit Yiizey Analizi i¢in Anova

Glukoz Kazanimi Ksiloz Kazanimi
. (mg/g Baslangigtaki (mg/g Baslangigtaki
TerIm i ;

Seliiloz) Ksiloz)

p-Degeri p-Degeri
X1: T (°C) 0,008 0,056
X2: NaOH (%. w/v) 0,262 0,007
X3: Time (dak.) 0,009 0,062
X1*X1 0,000 0,703
X2*X2 0,001 0,966
X3*X3 0,000 0,518
X1*X2 0,113 0,042
X1*X3 0,856 0,187
X2 X3 0,149 0,009
Uyum Eksikligi 0,059 0,266
R-Sq (%) 90,59 79,61
R-Sg-Adj (%) 82,13 61,26

Sicaklik ve zaman seliilozda gii¢lii lineer etkiye sahipken, biitiin
parametrelerin ikili etkisinin dnemli ve etkilesim etkisinin olmadig1 goériilmiistiir.
Ksiloz kazanimi igin, sadece alkali konsantrasyonunun onemli derecede lineer
etkisi gorlilmiistiir ve alkali konsantrasyonu ve hidroliz zamani1 arasinda etkilesim
etkisi elde edilmistir. Hem sicaklik hem de % NaOH’nin merkez nokta degerinin
sabit zamanda oldugunda seliiloz verimine etkisi Sekil 4.1.’de (B) gosterilmigtir.

Glukoz verimi sicaklik ve alkali konsantrasyonun artmasiyla artmistir;
ancak, bu iki degiskenin daha fazla artmasi glukoz verimini azaltmistir. Benzer
sonug, diger parametrelerin etkisinde de goriilmistiir. Diger bir deyisle; 6n islem
kosullarinin gittik¢e artmasi veya azalmasinin glukoz veriminde negatif etkisi
vardr.

Deneysel olarak, maksimum glukoz verimi 750C, % 2,25 NaOH ve 60
dak. merkez nokta durumunda 489,11 mg glukoz /g seliiloz olarak elde edilmistir.
Ksiloz verimi, glukoz veriminden daha farkli bir fenomene sahiptir. Daha diisiik
alkali konsantrasyonlarinda sicaklik ve hidroliz zamaninin artmasiyla ksiloz
kazanimi artarken, ksiloz veriminde ise daha yiiksek alkali konsantrasyonlarinda
bu parametrelerin negatif etkisi vardir. Bu fenomen, ksiloz hemiselozlarinin
molekiiller arasi capraz ester baglarinin sabunlastirilmasini baz alan alkali

hidroliz mekanizmasi agiklanmistir (Sun and Cheng, 2002).
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4.4.Glukoz Kazaniminin Maksimize Edecek Parametrelerin
Optimizasyonu

Ongoriilen optimum proses degiskenleri glukoz miktarinda maksimum
verimi elde etmek icin Minitab 16 yaziliminin ylizey optimizeri kullanilmistir.
Optimum 6n islem kosullart % 2,40 w/v alkali konsantrasyonu, 70 dak. hidroliz
zaman1 ve 80°C sicakliktir. Optimum kosulda, ongériilen maksimum glukoz
verimi 524,86 mg/g seliilozdur. Beklenen degerin sonucunu dogrulamak igin
deneyler, glukoz verimi 499,35 mg / g seliloz olan en uygun kosullarda
yuritiilmiistir. Maksimum glukoz kazanimimin aksine, bu kosullarda, onemli
ol¢iide (p <0,05) daha diisiik ksiloz kazanimi (498,66 mg ksiloz / g ksiloz) elde
edilmistir. Optimum kosullarda, lignin giderimi deneysel verilerde yaklasik %
99’dur; ancak, seliiloz ve ksilozun kazanimi maksimum kazanimlarindan daha

diistiktiir (sirastyla % 79,17ve % 35,82).

Glukoz Verimi
(mg/g glukan)
Glukoz Verimi
(mg/g glukan)

NaOH (%, w/v)

Glukoz Verimi
(mg/g glukan)

Sekil 4.2. Cevap-Yiizey Grafiginde Glukoz Kazanmiminin (mg/g baslangig seliiloz) Sicaklik (°C),
Zaman (dak) ve NaOH (%w/v) Etkilesimli Etkisinin Yanit Yiizey Grafigi
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450n Islem Gormiis Ve On lislem Uygulanmamis Hashas Sap
Orneklerinin SEM Analizleri

Sekil 4.3 A’da gosterilen 6n islem gérmemis ve B’de on islem gormiis
hammaddenin SEM analizi goriilmekte olup buna gore 6n islem gormemis
hammadde diizenli bir yapiya sahipken bu yapinin 6n islem etkisiyle bozuldugu

ozellikle gozlenmektedir.

ersity  EMT=2000 kY  100pm
Ma . &Eng. WD = 11.0 mm
Date 28 Feb 2013 Mag = 500 X

Sekil 4.3. On islem gérmemis (A) ve 3% NaOH, 60 ° C ve 30 dak. én islem gormiis (B)

hashas sapimin SEM goriiniintiist
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45.1. On islem gormiis hashas saplarimin enzimatik hidroliz verilerinin

modellenmesi

4.5.1.1.Michaelis-Menten kinetik model parametrelerinin belirlenmesi

Enzim konsantrasyonu degisimine gore, 4 farkli sekilde hesaplanan
Michaelis-Menten sabitleri Cizelge 4.6’da, enzim derisimi ile baslangi¢ enzimatik

hidroliz hizlarinin degisimini gosteren grafik ise Sekil 4.4’de gosterilmistir.

Cigelge 4.6. Enzim konsantrasyonu degisimine gore Michaelis-Menten sabitleri

langmuir | liner-weaver | eadie-hopstie | non-lineer
Vmax 0,191 0,201 0,201 0,209
Ke 0,005 0,006 0,006 0,006
R? 0,968 0,966 0,967 0,966
OMS (%) 6,399 4,903 4,830 4,483

Hesaplanan Vmax (mg/mL*dak) ve Ke’ler (mg/mL) birbirine yakin degerler
olup OMS’ler kiyaslandiginda da en iyi sonucun non-lineer ¢6ziim metoduyla
bulundugu goriilmektedir (%4,483). Burada zaman ve enzim miktarnin

artmastyla enzimin ilk hiz1 artmaktadir.

0,200
0,180 n
° o ]
0,160 !
0,140
0,120 %
=57 0,100
0,080 i
0,060
0,040
0,020
0,000
0,000 0,010 0,020 0,030 0,040 0,050 0,060
Eo

© langmuir Aliner-weaver O eadie-hopstie B non-lineer @ deneysel

Sekil 4.4. Alkali 6n iglem uygulanmis haghas sapinin baglangi¢ enzimatik hidroliz hizina (deneysel
ve farkli yaklagimlarla ¢6zililen Michaelis-Menten modelinden hesaplanan) baglangi¢

enzim konsantrasyonunun etkisi
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Sekil 4.4°de deneysel olarak elde edilen baslangi¢ hizlarinin modelden
elde edilen baslangi¢ hizlarina ¢ok yakin degerler oldugu goriilmektedir. Enzim
miktariinin 0,03e kadar yiikseltilmesi ile baslangi¢c hizinin arttig1 goriilmektedir,
ancak enzim miktarinin 0,03’den (mL enzim /mL ¢o6zelti) 0,05’e ylikseltilmesi ile
baslangi¢ hizinin degismedigi goriilmektedir.

Baglangic substrat miktarinin degisimine gore, 4 farkli sekilde hesaplanan
Michaelis-Menten sabitleri Cizelge 4.7’de basangi¢ substrat miktari ile baslangig
enzimatik hidroliz hizlarmin degisimini gosteren grafik ise Sekil 4.5°de

gosterilmistir.

Cigelge 4.7. Substrat konsantrasyonu degisimine gore Michaelis-Menten sabitleri

langmuir | liner-weaver | eadie-hopstie | non-lineer
Vmax 0,833 0,936 0,839 0,704
Ke 112,077 130,479 113,150 87,818
R? 0,998 0,998 0,998 0,998
OMS(%) | 5,007 5,249 5,023 2,548

Hesaplanan Vmax (mg/mL*dak) ve Ke’ler (mg/mL) birbirine yakin degerler
olup OMS’ler kiyaslandiginda da en i1yi sonucun non-lineer ¢oziim metoduyla

bulundugu goriilmektedir (%2,548).

4] 10 20 30 40 50 60 70 80
Cs

® deneysel Olangmuir 4 liner-weaver A eadie-hopstie  © non-lineer

Sekil 4.5. Alkali 6n islem uygulanmis hashas sapinin baslangi¢ enzimatik hidroliz hizina (deneysel
ve farkli yaklagimlarla ¢6ziilen Michaelis-Menten modelinden hesaplanan ) baslangig

substrat konsantrasyonunun etkisi.
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Sekil 4.5°de deneysel olarak elde edilen baslangi¢ hizlarinin modelden
elde edilen baslangic hizlarina ¢ok yakin degerler oldugu goriilmektedir. Substrat
miktarinin artmasi ile elde edilen baslangi¢ enzimatik hidroliz hizlarmin arttigi

gorilmektedir.

4.5.1.2. Difiizyon limitli kinetik model

Cizelge 4.8’de farkli enzim konsantrasyonlarindan elde edilen difiizyon

limitli kinetik model sabitleri gosterilmistir.

Cigelge 4.8. Difiizyon limitli kinetik modeli sabitleri

Enzim miktari 0,005 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
(mL enzim /mL
cozelti)

0,016 0,021 0,014 0,008 0,010 0,008

n 0,318 0,349 0,279 0,264 0,263 0,294
R? 0,994 0,989 0,993 0,996 0,990 0,996
Vo 1,888 2,357 2,923 2,705 2,987 2,873
OMS (%) 5,806 5,556 4,692 3,269 4,941 2,759

@ ANADOLU UNIVERSITESI

n = 0,9-1,0 ise reaksiyon 1. derece bir reaksiyondur ve difiizyon direnci
kiigtiktiir (Carrillo ve ark., 2005). Sistemin yapisina bagl yapisal difiizyon direng
sabiti (n) 0,263 ile 0,318 araliginda olup (yiiksek difiizyon direnci) enzim derisimi
artikga azalmaktadir. Diflizyon katsayisina bagli hiz sabiti (k=mL/mg*s) enzim
miktarinin artmasiyla azalmaktadir.

Sekil 4,6’da 0,005 (mL enzim /mL ¢6zelti) baslangi¢ enzim derisiminin
enzimatik hidroliz sonucunda elde edilen indirgen seker miktarina zamanla etkisi

goriilmektedir.
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Indirgen seker konsantrasyonu {mg/ml)
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® Deneysel O EQ=0.005

Sekil 4.6. 0,005 (mL enzim /mL ¢ozelti) baslangi¢ enzim derigiminin alkali 6n islem uygulanmis

hashag sapinin enzimatik hidrolizine etkisi

Sekil 4.6’ya gore modelden elde edilen veriler ile deneysel verilerin
birbirine olduk¢a uyumlu oldugu goriilmektedir (OMS %5,806). Sekil 4,7°de

0,010 (mL enzim /mL ¢ozelti) baslangi¢c enzim derisiminin enzimatik hidroliz

sonucunda elde edilen indirgen seker miktarina zamanla etkisi goriilmektedir.

Iindirgen seker konsantrasyonu (mg/ml)
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® Deneysel O E0=0.010

Sekil 4.7. 0,010 (mL enzim /mL ¢dzelti) baslangi¢ enzim derigiminin alkali 6n islem uygulanmig

hashas sapinin enzimatik hidrolizine etkisi

Sekil 4.7°ye gore modelden elede edilen veriler ile deneysel verilerin 24

saatten sonra saptigi gozlemlenmektedir. Sekil 4.8’de 0,020 (mL enzim /mL
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cozelti) baslangic enzim derisiminin enzimatik hidroliz sonucunda elde edilen

indirgen seker miktarina zamansgla etkisi goriilmektedir.
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® Deneysel OE0=0.020

Sekil 4.8. 0,020 (mL enzim /mL ¢dzelti) baslangi¢ enzim derigiminin alkali 6n islem uygulanmis

hashag sapinin enzimatik hidrolizine etkisi

Sekil 4.8’¢ gore modelden elde edilen veriler ile deneysel verilerin 48
saatten sonra saptig1 gozlemlenmektedir. Sekil 4.9°da 0,030 (mL enzim /mL
¢oOzelti) baslangic enzim derisiminin enzimatik hidroliz sonucunda elde edilen
indirgen seker miktarina zamanla etkisi goriilmektedir.
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@ Deneysel OE0=0.030

Sekil 4.9. 0,030 (mL enzim /mL ¢6zelti) baslangi¢ enzim derigiminin alkali 6n islem uygulanmis

hashas sapmin enzimatik hidrolizine etkisi
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Sekil 4.9’a gore modelden elede edilen veriler ile deneysel verilerin birbiri
ile uyumlu olduklar1 gdzlemlenmektedir (OMS %3,269). Sekil 4,10°da 0,040 (mL
enzim /mL ¢06zelti) baslangic enzim derisiminin enzimatik hidroliz sonucunda

elde edilen indirgen seker miktarina zamanla etkisi goriilmektedir.
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Sekil 4.10. 0,040 (mL enzim /mL ¢6zelti) baslangi¢c enzim derisiminin alkali 6n islem uygulanmis

hashas sapinin enzimatik hidrolizine etkisi

Sekil 4.10°’a gore modelden elede edilen veriler ile deneysel verilerin
birbiri ile uyumlu olduklar1 gbézlemlenmektedir (OMS %4,941). Sekil 4,11°da
0,050 (mL enzim /mL ¢o6zelti) baglangi¢c enzim derigiminin enzimatik hidroliz

sonucunda elde edilen indirgen seker miktarina zamanla etkisi goriillmektedir.
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Sekil 4.11. 0,050 (mL enzim /mL ¢6zelti) baslangi¢c enzim derisiminin alkali 6n islem uygulanmig

hashas sapinin enzimatik hidrolizine etkisi
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Sekil 4.11°e gdore modelden elede edilen veriler ile deneysel verilerin
birbiri ile uyumlu olduklart gézlemlenmektedir (OMS %2,759).

Difiizyon limitli kinetik modele gore enzim miktarinin artmasi ile model
ile deneysel verilerden elde edilen sonuglarinin biribiri ile uyumlarmin arttig

gbzlemlenmistir.
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5. SONUC, TARTISMA ve ONERILER

Hashas sapmin Kkarakterizasyonunda Cizelge 4.1°de ekstraktifsiz
yiizdelerine gore holoseliilloz % 52,23, hemiselilloz miktar1 % 23,84 ve lignin
miktar1 % 23,06’dir. Bu sonuglar daha 6nce yapilan ¢alisma ile kiyaslandiginda
(Dingtiirk, 2007) paralellik gostermektedir. Ancak ekstraktif ve kiil miktarlar
birbirinden farklidir. Bu da hammaddenin farkli yer ve zamanlarda iklime ve de
tohuma bagli olarak degiskenlik gostermesinin sonucudur. Aslinda bitki
morfolojisinde lignin, hemiseliiloz ve seliilloz miktar1 bitkiden bitkiye, yasa,
topraga, iklime vs. gore degismektedir. Cizelge 4.1’deki verilerde bakilmasi
gereken diger bir husus da lignin icerigidir. Lignin icerigi enzimatik hidrolizde
sinirlayict bir faktor iken diger bilesenler de ayni1 derecede dnemli bir etkiye sahip
olabilir (Kristensen ve ark. 2007).

Lignin etkisini azaltmada enzimatik hidrolizden 6nce uygulanabilecek en
etkili yol 6n islem uygulamaktir. On islemin lignin ¢eperini pargalayarak enzimin
seliiloloza ulasabilirligini arttirdigimi (Li ve Liu, 2010; Sun ve Cheng, 2002;
Taherzadeh ve Karimi, 2008; Alvira, 2010 vb.) daha 6nceki g¢alismalar da
desteklemistir.

Cizelge 4.2°te; sicaklik, alkali konstrasyonu ve zamanin; kati geri
kazaniminda, uzaklastirilmaya g¢alisilan ligninde, seliiloz ve ksiloz miktarindaki
degisimlerde 6nemli derecede bir etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir. Bu etkiler
g6z oniinde bulunduruldugunda maksimum verim, kat1 geri kazaniminda diisiik
alkali miktar1, diisiik sicaklik ve minimum zamanda; uzaklastirilan lignin: yiiksek
sicaklik, maksimum alkali konstrasyonu ve optimum zamanda; seliilloz
kazaniminda: maksimum degerlerdeki alkali konsantrasyonu, sicaklik ve
zamanda; ksiloz kazaniminda da diisiik alkali konsantrasyonu, optimum zaman ve
yiiksek sicaklikta elde edilmistir.

Cizelge 4.4’te en yiiksek glukoz verimi 509,43 mg/g seliiloz (124,10 mg/g
hammadde) 75 °C, % 2,25 NaOH, 60 dakikada; ksiloz verimi 816,25 mg/g ksiloz
(60,48 mg/g hammadde) 90 °C, % 3,00 NaOH, 30 dakikada elde edilmistir.

Burada glukoz verimi yanit yiizey metodolojisinin merkez noktasinda maksimum
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olurken, ksiloz verimi ise yliksek sicaklik ve alkali konsantrasyonu ve diisiik
zamanda maksimum oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.4’te Ongoriilen degerler yanit yiizey analizinden elde edilen
uzaklastirilan lignin % 94,4 , kati geri kazanimi %93,23, selilloz (mg/mg
hammadde) %97,98, ksiloz (mg/g hammadde) %80,57, glukoz (mg/g seliiloz)
%88,89 ve ksiloz (mg/g ksiloz) %79,61 R? degerlerine gére hesaplanmistir.
Burada ksiloz degerleri diisiik olup ancak kabul edilebilir degerdedir. Sirasiyla p
degeri uyum eksikligine baktigimizda 0,554; 0,012; 0,439; 0,098; 0,120 ve
0,266’dir ve bu saf hataya gore onemli degildir ve modeller cevaplardaki
varyasyonu agiklamaya yeterlidir denilebilir.

Maksimum glukoz geri kazaniminin ortalama degeri 489,11 (mg/g seliiloz)
yanit ylizey metodolojisinin merkez noktasinda (75 °C, %2,25 NaOH ve 60 dak.)
elde edilmistir. Ksiloz verimi ise diisiik alkali konsantrasyonunda sicaklik ve
hidroliz zamaninin artmasiyla artarken, parametrelerin bu etkisi daha yiiksek
alkali konsantrasyonlarinda negatiftir. Bu, ksiloz molekiiller arasi1 ¢apraz baglama
ester baglarinin yar1 seliillozlar saponifikasyonunu baz alan alkali hidroliz
mekanizmasiyla agiklanabilir (Sun ve Cheng, 2002).

Yanit yiizey analiziyle optimum kosullar; %2,40 alkali konsantrasyonu,
70 dakika hidroliz zamam ve 80 °C reaksiyon sicakligi olarak bulunmustur.
Optimum bu kosullarda Ongoriilen maksimum glukoz verimi 524,86 (mg/g
seliiloz)’dir. Optimal bu kosullar, deneysel veriye gore uyarlandiginda verim
499,35 mg/g seliilozdur. Maksimum glukoz geri kazanimindaki kosullarda ksiloz
geri kazanimi 498,66 (mg/g ksiloz) olarak bulunmustur. Kisacasi, optimum
kosulda deneysel olarak maksimum %99 lignin giderimi saglanirken, % 79,17
seliloz ve % 35,82 ksiloz geri kazanimlart maksimum kazanimlarindan daha
diisiik olarak elde edilmistir.

Enzim konsantrasyonun artmasi seliiloz doniisiimiinii doygunluk noktasina
kadar artiracaktir, bu noktadan sonra daha fazla enzim yiiklemesi enzimin
birlesecegi substrat yeterli olamayacagindan dolay1r doniisiime pozitif etkisi
olmayacaktir. Cizelge 4.6’da 180. dakikada 0,04’lik (mL enzim/mL c¢ozelti)
enzim yiikklemesinde 14,97 iken 0,05°de 13,48 olmasi1 substratin bu noktada

doygunluga ulastigini géstermektedir. OMS’ler kiyaslandiginda da en iyi sonucun
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non-lineer ¢6ziim metoduyla bulundugu goriilmektedir (%4,483) (Vmax: 0,209 ve
Ke: 0,006). Burada zaman ve enzim miktarmin artmasiyla enzimin ilk hizi
artmaktadir (Sekil 4.5).

Cizelge 4.7°de substrat miktarinin artmasinin seliiloz doniisiimiinii azalttig
goriilmektedir. En yiliksek doniisiimiin elde edildigi 1/10 kat1 siv1 orani, bu deney
icin en uygun c¢alisma kosulu olarak elde edilmistir. Hesaplanan Vmax
(mg/mL*dak) ve Ke¢’ler (mg/mL) birbirine yakin degerler olup OMS’ler
kiyaslandiginda da en iyi sonucun non-lineer ¢o6ziim metoduyla bulundugu
goriilmektedir (%2,548) (Vmax: 0,704 ve Ke: 87,818).

Cizelge 4.8’da gosterilen diflizyon diren¢ sabitinin enzim yiiklemesi
arttikca azalmasinin nedeni; enzim molekiilleri tarafindan iiretilen moliikiiler
sterical faktoriine bagli olabilir (Carrillo ve ark., 2005). Hiz sabitinin azalmasi ise
enzim sisteminde katalitik aktiviteyi azaltan yiiksek enzim konsantrasyonunda
tirlin olusumu ig¢in iiriin inhibisyonunun énemine bagli olmalidir (Carrillo ve ark.,
2005). Difiizyon limitli kinetik modele gbre enzim miktarinin artmasi ile model
ile deneysel verilerden elde edilen sonuclarinin biribiri ile uyumlarinin arttigi

gozlemlenmistir.
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