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OZET

Bu tez c¢alismasinda su siimbiilii bitkisinin biyobiitanol {iretiminde
degerlendirilmesi i¢in uygun asit 6n aritimi kosullar1 belirlenmis, kesikli sistemde
serbest Clostridium acetobutylicum DSMZ 1732 bakterisi ile gergeklestirilen ABE
(Aseton-Biitanol-Etanol) fermantasyonu iiriin verimleri kiyaslanmistir. Clostridium
acetobutylicum DSMZ 1732 hiicrelerinin glikoz ve ksiloz kullanim kinetigi
belirlenmis ve bakterinin glikozu 6ncelikli olarak kullandig1 goriilmiistiir.

Lignin giderimi ve enzimatik hidroliz performansini artirmak i¢in farkli
konsantrasyonlarda asit hidrolizi gergeklestirilmis ve asit konsantrasyonu arttik¢a
hidrolizata gecen seker konsantrasyonunun arttigi goriilmiistiir. Enzimatik hidroliz ve
fermantasyon c¢alismalarinda %1 siilfiirik asit konsantrasyonunda hidrolizi
gerceklestirilen biyokiitleler seker kaynagi olarak kullanilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda laboratuvar ortaminda giines 15181 floresan
lambalart ile fitoremediasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmis ve su siimbiiliiniin krom ve
kursun akiimiilasyonunun kok kisminda daha fazla oldugu ve biyokonsantrasyon
faktoriiniin sirastyla krom (Cr*®) ve kursun (Pb*?) igin 66 ve 2187,5 oldugu
bulunmustur. Fitoremediasyon sonucunda elde edilen biyokiitlelerle gergeklestirilen
fermantasyon ile firetilen biitanol ve ABE konsantrasyonlarmin kursun igeren su
stimbiilii govdesi i¢in sirastyla 158,86 mg biitanol/L ve 219,45 mg ABE/L, krom igeren
su siimbiilii gévdesi i¢in ise sirastyla 205,3 mg biitanol/L ve 285 mg ABE/L oldugu
gbzlemlenmistir.

Kursun ve krom fitoremediasyonda kullanilan bitki biyokiitleleri ile yapilan
biyobiitanol fermentasyonu sonucunda, agir metal icermeyen biyokiitlelere kiyasla 6n
islem ve bitanol ftretim verimliligi daha diisiik bulunmustur. Clostridium
acetobutylicum bakterisinin fermantasyon ara ve ana lirlinlerinin asetik asit, biitirik
asit, laktik asit, aseton, biitanol ve etanol oldugu goriilmiis ve tretilen organik asitler

arasinda stiksinik asit tiretimi gerceklesmedigi anlasilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyobiitanol, ABE Fermantasyonu, Fitoremediasyon, Su

siimbiilii.



SUMMARY

In this study, suitable acid pre-treatment conditions were determined for the
conversion of water hyacinth plant to biobutanol production, and the fermentation
efficiencies of free Clostridium acetobutylicum DSMZ 1732 bacterial cells in batch
system with different substrates were compared. The glucose and xylose usage kinetics
of Clostridium acetobutylicum DSMZ 1732 cells were determined and it was observed
that the bacteria primarily used glucose.

Acid hydrolysis was performed in different sulphuric acid concentrations to
increase lignin removal and enzymatic hydrolysis performance, enzymatic hydrolysis
and fermentation studies were carried out with biomass hydrolyzed at 1% acid
concentration due to the increase in the sugar concentration in the hydrolysis liquid as
the concentration increased.

In the second stage of the study, phytoremediation studies were carried out in
the laboratory conditions and it was found that chromium and lead accumulation of
water hyacinth was higher in the root part and the bioconcentration factor was 66 and
2187.5 for chromium and lead, respectively. As a result of fermentation performed
with biomasses obtained from phytoremediation, the butanol and ABE concentrations
were found to be 158.86 mg/L and 219.45 mg/L for lead-containing water hyacinth
stem, 205.3 mg butanol/L and 285 mg ABE/L for chromium-containing water hyacinth
stem, respectively.

As a result of biobutanol fermentation made with plant biomasses used in lead
and chromium phytoremediation, lower pre-treatment and butanol production
efficiency was achieved compared to biomasses that do not contain heavy metals. It
was observed that the fermentation intermediates and main products of Clostridium
acetobutylicum bacteria were acetic acid, butyric acid, lactic acid, acetone, butanol and
ethanol, and it was understood that no succinic acid production occurred among the

organic acids produced.

Key Words: Biobutanol production, ABE fermentation, Phytoremediation,
Water Hyacinth.
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Simgeler ve  Aciklamalar

Kisaltmalar

rpm . Dakikada devir sayisi

€ . Spesifik absorplama kapasitesi

g . Gram

ug : Mikrogram

mg : Miligram

ml : Mililitre

m : Metre

nm :  Nanometre

L . Litre

ATP . Adenozin Trifosfat

BCF . Biyokonsantrasyon faktorii

DSMZ : Alman Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonu
FPU . Filtre Kagid1 Unitesi

HPLC . High pressure liquid chromotography

ICP . Inductively Coupled Plasma—Optical Emission Spectrometry
oD . Optik yogunluk

TF . Translokasyon faktorii

YTG :  Maya 6ziitii-Tripton-Glikoz Besiyeri
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1. GIRIS

Fosil yakitlarin tiikenme riski, ¢cevreye verdigi zararlar ve bolgesel gerilimlere
sebep olmalari alternatif enerji kaynaklarina olan ilgiyi artmistir. Fosil yakitlar petrol,
dogalgaz ve komiir gibi ¢evre dostu olmayan ve yenilenemeyen kaynaklari
icermektedir. Yenilenebilir alternatif bir enerji kaynagi olan biyoyakitlar ¢esitli
mikroorganizmalarin metabolik tiriinleri olarak iiretilmektedir.

Diinya genelinde iiretilen ve kullanilan biyoyakitlar arasinda yer alan
biyobiitanol iistiin yakit 6zellikleri sebebiyle sikca arastirilmaktadir. Ancak endiistriyel
olarak ABE fermantasyonu ile biyobiitanol iiretiminin saglanabilmesi i¢in proses
maliyetinin diistiriilmesi ve verimliliginin arttirilmasi gerekmektedir. Bir¢ok biyoyakit
tireticisi biyobiitanol iiretmek amaciyla arge ve pilot tesis ¢alismalarina yogunlasmaya
baglamistir ve iilkemizin de gelecek vadeden biyoyakitlardan biri olan biyobiitanol
tiretimi ¢calismalarina baslamasi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Biyoyakit iiretimindeki en temel maliyetlerin basinda hi¢ siiphesiz uygun bir
substrat kaynaginin kullanilmasi yer almaktadir. Yiiksek seker igerikleri sebebiyle
birincil kaynaklar olan misir, bugday ve pirincin {iriin verimlerinin yiiksek olmasina
karsin Oncelikle gida olarak kullanilmalari nedeniyle gida-yakit geliskisini ve etik
sorunlari giindeme getirmektedir. Bu nedenle gida olarak kullanilmayan bitki ve bitki
kisimlarindan  olusan  lignoseliilozik  biyokiitlelerin ~ biyoyakit  {iretimindeki
potansiyelleri {izerine yogun ¢alismalar yapilmaktadir.

Atiklarin dogaya kontrolsiiz sekilde salinmasi nedeniyle su, toprak ve hava
ortaminda birikmesi canlilarin yasamii olumsuz olarak etkilemektedir. Alici
ortamlara en fazla desarj edilen kirleticiler arasinda yer alan agir metaller insanlarda
ve diger canlilarda 6nemli hastaliklara sebep olmaktadir. Krom, kursun, kadmiyum,
arsenik, nikel, ¢inko, aliiminyum, bakir ve mangan gibi agir metaller toksik
olmalarinin yani sira biyo-bozunma ozelligine de sahip degillerdir. Ayrica agir
metaller organik maddelerde birikme egilimi yiiksek olmas1 sebebiyle hayvan ve insan
viicudunda yiiksek konsantrasyonlara ulasabilmektedir [1].

Bitkilerin agir metal gibi toksik maddeleri ve besinleri alict ortamdan ekstrakte
etme Ozellikleri fitoremediasyon olarak adlandirilmakta ve diisiik maliyetli bu yontem

ile karmasik proseslere gerek duyulmadan genis alanlarda kirleticilerin giderimi

1



saglanabilmektedir. Su siimbiilii baz1 agir metaller i¢in hiperakiimiilatdr olma 6zelligi
sebebiyle fitoremediasyon verimi yiiksek bir bitkidir. Toksik kimyasallara karsi
direngli olmasi ve yliksek iiretim hizinda liremeleri kirleticilerin su ortamindan
gideriminde avantaj saglamaktadir. Fitoremediasyonun Kirleticilerin giderimindeki
avantajlart  bilinmekle beraber fitoremediasyonda kullanilan bitkilerin nasil
degerlendirilecegi ile ilgili yeterli ¢aligma bulunmamaktadir. Fitoremediasyon sonrasi
kontamine olmus biyokiitlenin yakit tiretimi amaciyla hammadde olarak kullanimi
hem yakat tiretiminde substrat kaynag1 saglayacak hem de fitoremediasyon yontemini

ekonomik agidan cazip hale getirebilecektir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve I¢erigi

21. yiizyilda yenilenebilir ¢evre dostu biyoyakitlarin kullanimina olan ihtiyag
artmistir. Biyoyakitlarin yenilenebilir biyokiitleden {iretilebilmeleri siirdiiriilebilir
enerji tretimini desteklerken, fosil yakitlara kiyasla biyoyakit tiretim maliyetlerinin
yiiksek olmasi proseslerin gelismesinde ve ticari olarak kullaniminda problem
olusturmaktadir. Biyoyakit tiretiminde maliyeti etkileyen ana etmenlerden biri uygun
substrat kaynaginin se¢imidir ve ekonomik ve gida degeri olmayan lignoseliilozik
biyokiitlelerin kullanimi tizerine ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir.

Biyobiitanol fizikokimyasal 6zellikleri sebebiyle benzinli araglarda direk yakit
olarak kullanilabilmeleri ve yiiksek enerji igerigi sebebiyle ilgi gormektedir. Uygun
substrat se¢imi endiistriyel biyobiitanol iiretiminin yayginlasmasini kolaylastiracaktir.
Bu tez ¢alismasinin amaci agir metal gideriminde kullanilan su siimbiilii bitkisinin
biyobiitanol iiretiminde hammadde olarak kullanim potansiyelinin arastirilmasidir.
Toksik kimyasallarin giderimine yonelik ¢aligmalarda tercih edilen bitkilerden biri
olan su siimbiilii fitoremediasyon prosesi sonunda toksik madde igeren bir atik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Literatiirde bu biyokiitlenin degerlendirilebilecegi alanlar ile
ilgili yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez ¢aligmasinda su stimbiilii kursun ve
krom gideriminde kullanilmis ve agir metal igeren su siimbiilii biyokiitlesinin ABE
fermantasyonunda hammadde olarak kullaniminin biyobiitanol ve diger yan iirtinlerin

(aseton ve biitanol) iiretimine olan etkisi degerlendirilmistir.



Bu tez kapsaminda, Oncelikle ikinci boliimde ABE fermantasyonu ile
biyobiitanol tiretimi prosesi ve fitoremediasyon yontemi ile agir metallerin giderimi
anlatilmistir. Uciincii boliimde, tez calismasinda kullanilan malzemeler ve ¢alismanin
yontemi agiklanmistir. Dordiincii ve son boliimde ise fitoremediasyonla agir metallerin
giderimi c¢aligmalarinin  verimlilikleri Biyokonsantrasyon faktorii (BCF) ve
Translokasyon faktorii (TF) esitlikleri kullanilarak verilmis, ABE fermantasyonunda
substrat kaynagi olarak direk glikoz, su siimbiilii ve fitoremediasyon caligmalari
sonucu kursun ve krom igeren su stimbiilii kullaniminin etkileri gézlemlenmistir.
Besinci ve son boliimde ise substrat kaynaklari karsilastirilmis ve elde edilen sonuglar
ile ilgili yorumlar ve gelecek oOnerileri tartisma ve Oneriler konu bagligi altinda

anlatilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Biyoyakitlar

Petrol fiyatlarindaki dalgalanmalar, ¢evre kirliligi ve kiiresel 1stnma problemleri
insanlig1 alternatif yollardan enerji liretimine yonlendirmistir. Biyolojik yollarla yakit
tiretimi alternatif enerji kaynaklar1 arasinda 6nemli bir yere sahiptir. Gliniimiizde en
cok tiretimi yapilan ve kullanilan biyoyakit biyoetanoldiir. Biyoetanol, basta mayalar
olmak iizere cesitli mikroorganizmalarin sekerleri fermente ederek olusturduklari ve
icten yanmal1 motorlarda belli oranlarda benzin katkis1 olarak kullanilan degerli bir
yakittir 1815°te Gay-lussac tarafindan bulunan sekerlerin fermantasyonu ile teorik
olarak 0,51 gr etanol/gr glikoz iiriin verimi elde edilmektedir. Brezilya ve Amerika
basta olmak {izere bir¢ok iilkede misir ve bugdaya dayali biyoetanol iiretim tesisleri
bulunmakta ve biyobiitanol piyasasi her gecen giin biiytimektedir [2].

Biyoetanoliin petrokimyasal yakitlarin yerini almasinda karsilasilan kisitlamalar
(sadece yakit katkis1 olarak kullanilabilmesi, i¢ten yanmali motorlarda modifikasyon
gerektirmesi vb.) aragtirmacilari ve endiistrileri alternatif yollarla yakit {retim
prosesleri arayigina itmistir. Fermantasyonda seker ve nisasta igerigi yiiksek gidalarin
kullaniminin gida-yakat ¢eligkisi nedeniyle biyoyakit liretiminde geleceginin olmadig1
diistiniilmektedir. Biyoyakit iiretiminde hammadde olarak seker igerigi yiiksek bitki
atiklarinin (lignoseliilozik biyokiitle) degerlendirilmesine iliskin ¢aligmalar biitanol
tiretimi  konusunda da yenilik¢i proses ve teknolojiler gelistirilmesine imkan
saglamaktadir. Enerji Bilgi Idaresinin (Energy Information Administration) 2017 yil
raporuna gore enerji ihtiyacinin %46’s1 yenilenebilir kaynaklardan %4,6’s1 ise
biyoyakitlardan karsilanmaktadir. Diger enerji kaynaklari ve tiiketim ylizdeleri Sekil
2.1’de goriilmektedir [3].

Son yillarda biitanoliin sahip oldugu; yiiksek enerji igerigi, diisiik korozyon,
petrol yakatlarla ytliksek oranda karistirilarak kullanilabilme ve bu sayede benzinli arag
motorlarinda hicbir degisiklige gerek duyulmadan direk kullanilabilme gibi {istiin
fizikokimyasal ozellikleri nedeniyle yakit olarak kullanilabilirligi konusu yogun bir

sekilde arastirilmaktadir.
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Sekil 2.1: Enerji kaynaklarinin toplam tiiketimdeki paylari.

2.2. Biyobiitanol

Biitanol kimyasal veya biyolojik yollarla (ABE fermantasyonu) iiretilebilen ve
cesitli endiistrilerde hammadde olarak kullanilan dort karbonlu bir alkoldiir. Biitanol
yiiksek enerji igerigine sahip (29,2 MJ/L), renksiz ve organik solventlerle karigabilen
bir s1vidir.

Her y1l yaklasik 6 milyon galon biitanol petrokimyasal yollarla iiretilmektedir.
Ancak iiretilen biitanoliin yaklasik yarisi ester ve akrilat tiretiminde kullanilmaktadir.
Ne yazik ki heniiz yakit ve yakit katkis1 olarak ticari kullanimi1 gerceklesmemistir.
Aragtirmalarin  bliyilk ¢ogunlugunun biyoetanol {iretimine yonelik olmasi
biyobiitanolii potansiyel bir yakit olarak ikinci plana itmistir. Biitanoliin etanole
kiyasla daha yliksek enerji igerigine sahip olmasi, suda ¢6ziiniirliigiiniin diisiik olmasi,
diisiik korozif 6zelliginin olmasi, yliksek oktan sayist ve yliksek parlama noktasina
sahip olmasi gibi iistiin 6zellikleri daha fazla avantaj saglamaktadir. Bu 6zellikleri
biyobiitanoliin benzinli araglarda direk veya gazolin katkist olarak kullanimini
miimkiin kilmaktadir. Farkli yakitlarin fizikokimyasal ozellikleri Tablo 2.1°de
verilmistir [4]. Ketan sayis1 yakitin tutusabilirligi hakkinda bilgi veren bir indekstir ve
yakitlarda yliksek olmasi tercih edilir. Biyobiitanoliin ketan sayisinin ve 1s1l degerinin

etanole gore yiiksek olmas1 biyobiitanole olan ilginin artmasina sebep olmustur.



Tablo 2.1: Cesitli yakitlarin fizikokimyasal 6zellikleri.

Yakiat 6zelligi Dizel Metanol Etanol n-Biitanol
Ketan sayisi 40-55 3 8 12
Yogunluk (g/mL) 0,86 0,80 0,79 0,81
Tutusma sicakligi (°C) 200-220 470 434 385
Diisiik 1s1l deger (MJ/Kg) 42,5 37,6 19,9 351
Kaynama noktasi (°C) 180-230 64,5 78,4 117

2.3. Biyobiitanol Uretimini Tarihgesi

Mikrobiyal yolla biitanol {iretiminin tarihi ¢ok eskidir. Mikrobiyal biitanol
tretiminden ilk kez 1861 yilinda Louis Pasteur bahsetmistir. Ancak 20. yy’mn
baslarinda Chaim Weizmann’in spor olusturan anaerobik Clostridium suslarini kesfine
kadar endiistriyel boyutta biitanol tliretimi gerceklestirilmemistir. 1. Diinya savasi
sirasinda aseton liretimi amaciyla aseton-biitanol-etanol (ABE) fermantasyonu prosesi
gelistirilmis ve yan {riinii olarak biitanol dretilmistir. Daha sonra petrokimya
endiistrisindeki  gelismeler ile biitanol iiretiminde @ABE fermantasyonu
kullanilmamaya baglamis ve fermantasyon tesisleri kapatilmistir. Bu durumun bir
diger sebebi ise gelisen seker endiistrisi ile atik melas kalitesinin ¢ok diismesine bagli
olarak fermantasyon verimindeki diisiistiir. Ayrica melasin hayvan yemi olarak
kullantrmi ham madde fiyatin1 ¢ok yiikseltmis ve ABE fermantasyon prosesi
petrokimyasal biitanol iiretimi ile yarisamaz duruma gelmistir. Gliney Afrika tesisinde
1982, Rusya’da 1992 ve Cin’de 2004 yilina kadar ABE fermantasyon tesislerinde
tiretim devam etmistir. Hatta Cin’de bulunan tesislerin kapatilmadan 6nce 0,2 milyon
ton iiretim kapasitesine ulastig1 hakkinda raporlar bulunmaktadir [5].

Mikrobiyal biitanol iiretimi prosesi lizerine bir¢ok ¢alisma yapilmis olmasina
ragmen proses maliyetinin yliksek olmasi sebebiyle petrokimyasal prosesler ile
rekabet saglanamamistir. Ancak 198011 yillarda petrol fiyatlarinda yasanan yiikselis
tekrar aseton-biitanol-etanol fermantasyon prosesinde kullanilan Clostridium susuna

ilgiyi arttirmistir. ABE fermantasyonunun gelisim siireci Tablo 2.2°de verilmistir [5].



Tablo 2.2: ABE iiretiminin tarihgesi.

Tarih Gelisme

1861 | Mikrobiyal biitanol iiretiminden ‘Vibron Butyrique’ adi verilerek ilk kez
bahsedildi

1905 | Aseton fermantasyonu

1910 | Biitanol veya izoamil alkolden izopren veya biitadien tiretiminin metabolik
yolu agiklandi

1911 | Patatesten biitanol fermantasyonu yapabilen mikrobiyal popiilasyonun
izolasyonu gerceklestirildi.

1912- | Birgok farkli kiiltiiriin biitanol fermantasyonu hakkinda ¢alismalar yapildi

1914 | ve nisastali biyokiitleden biitanol ve aseton iireten sus Clostridium
acetobutylicum olarak isimlendirildi.

1913 | Strange ve Graham Ltd. sirketi fernbach bacillus’u kullanarak
gerceklestirilen proses i¢in patent bagvurusu yapti ve Rainham’da
patatesten biitanol ve aseton liretimine bagladi

1916 | Strange ve Graham Ltd. sirketi Ingiliz deniz kuvvetleri tarafindan satin
alind1 ve Weizmann prosesi degistirilerek misir ana hammadde olarak
kullanilmaya baglandi

1918 | Barut yapimi amaciyla aseton iiretimi basladi ve kanada’da biitanol tiretimi
ve depolanmasi ile ilgili gelismeler gerceklestirildi.

1919- | Weizmann 1920 de Amerika’da patent aldiktan sonra Terre Cotta

1923 | fabrikasinda biitanol iiretimine basladi. Boylece diinya capinda prosesin
tiim haklarin1 kendilerine almis oldu. 1923’te bakteriofaj kontaminasyonu
gerceklesti ve liretim kotii sekilde etkilendi. Weizmann hemen bir arastirma
takimi kurarak durumu diizeltmeye c¢alisti.

1935 | Commercial solvents crop. ve Disttiller’s Co birlikte proje baslatarak
endiistriyel seviyede alkol, aseton ve biitanol {iretmeye bagladilar.
Fabrikada sadece egitim gdrmiis Ingilizler galistirild1 ve proses J. Hasting
tarafindan yonetildi. C. Saccharoacetobutylicum susu kullanildi.

1936- | Yeni aseton- biitanol iretim tesisleri Weizmann’in patent siiresinin

1960 | 1936°da dolmasi ile Filedelfiya, Baltimor ve Porte Riko’da kuruldu. Bu
yildan sonra prosesle ilgili 18 patent daha alindi. Publiker Industrial Inc,
Commercial Solvents Crop, western condensing Co. ve U.S. Industrial
Chemicals Co. gibi biiyiik tiretim tesisleri agildi. Giiney Afrika, Avustralya,
Japonya ve Hindistan gibi diinyanin gesitli bolgelerinde ABE iiretim
tesisleri acildi. Bu alanda birgok makale yazildi1 ve siirekli kiiltiirde ABE
fermantasyon tesisi 1960’ta Dokshukino’da kuruldu. Ikinci diinya
savasinin etkisiyle aseton-biitanol fermantasyon c¢alismalari durma
noktasina geldi.

1982 | 1982°de son tesis olan Giiney Afrika fabrikasi da kapandi.

1980- | Proses optimizasyonu, tiir gelistirme, uygun substrat arama g¢aligmalari

simdi | tekrar yogun bir sekilde gergeklestirildi. Rekombinant DNA teknolojileri

ve genetik manuplasyon teknikleri ile Clostridia suslarinda elde edilen
gelismeler ile arastirmacilar bu konu iizerine yogunlasti ve tekrar
endiistriyel boyutta biitanol iiretim tesisleri agilmaya baglandu.




2.4. Biyobiitanol Uretiminin Diinyadaki Durumu

Suudi Arabistan’da kurulan SaBuCo biyobiitanol tiretim tesisi 2016 yilindan
itibaren iiretim faaliyetine baslamistir. 2017 yilinda ise Ingiltere’de Green Biologics
sirketi n-biitanol {iretimine baslamistir. Son yillarda Amerika, Brazilya ve Cin biiyiik
6lcekli biitanol iiretim prosesleri lizerine ¢alismalar1 desteklemektedirler. Gevo, Inc.,
Butamax Advanced Biofuels LLC, DuPont, Chevron Oronite ve Cobalt Technologies
biitanol iiretimi yapmak ve ABE fermantasyon prosesini iyilestirmek iizere ¢alisan
diger fabrikalardir [3]. 2018 biyobiitanol iiretimi ve Ar&Ge galismalari amaciyla

kurulan tesisler Tablo 2.3’te listelenmistir.

Tablo 2.3: Biyobiitanol iiretimi ile ilgili kurulan tesisler.

Sirket Hammadde Yer Tarih | Durumu
Butamax Misir Amerika | 2009 | Arge
Gevo Misir, seker Amerika | 2005 | Arge
Butalco GmbH Tarimsal atik Isvicre 2007 | Pilot

tesis
Green Biologics | Seker ve tarimsal atik Ingiltere | 2003 | Arge
Cathay Industrial | Tarimsal atik Cin 1997 | Arge
Biotech
Energy Request Petrokimyasal ve | Malezya | 2004 | Arge
tarimsal hammadde
Laxmi Organic Seker kamist Hindistan | 2005 | Arge
Industries Ltd
SaBuCo Petrokimyasal S. 2013 | Arge
hammadde Arabistan
GS Caltex Misir ve manyok Kore 2007 | Pilot
tesis

2.5. Biyobiitanol Uretim Prosesi

Lignoseliilozik biyokiitleden biyobiitanol iiretimi biyokiitlenin 6n islemleri ile
baslar. Bitki biinyesindeki sekerlerin serbest sekerlere doniismesinde fiziksel,
kimyasal ve biyoloji islemler uygulanmaktadir. Daha sonra sekerler uygun reaktorde
Clostridium suslari ile muamele edilerek ABE fermantasyonu baslatilmis olur [6].
Lignoseliilozik biyokiitleler ile ABE fermantasyon proses adimlar1 Sekil 2.2°de
gosterilmistir [6].



ABE fermantasyonu asidojenik ve solventojenik olmak tizere iki fazda
gerceklesir. Asidojenik fazda eksponensiyel biiylime goriiliirken substratlar asetik asit,
biitirik asit, CO2 ve H» iiretmek i¢in kullanilir. Duragan fazda ise iiretilen asitler
kullanilarak aseton, biitanol ve etanoliin {iretimi goriiliir. Asidojenik fazdan
solventojenik faza gecis pH’in etkisiyle gerceklesmektedir. Ara iirlinlerin
tiretilmesiyle kritik seviyeye (pH~4,5) kadar diisen pH sonucunda hiicre asidojenik
fazdan solventojenik faza girer. Solventojenik fazda ise fermantasyon tamamlanana
kadar pH 4,5-5 araliginda kalmaktadir. ABE iiretiminin genel kimyasal reaksiyonu
Esitlik 2.1°de gosterilmistir [7].

10C4H;,0, closeridhum 5C4H;,0 + 3C3H,0 +C,H,0 + C,Hg0, (2.1)
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Sekil 2.2: Lignoseliilozik biyokiitleden aseton, biitanol ve etanol tiretimi.

ABE Fermantasyonu

2.5.1. Karbon Kaynaklari

2.5.1.1. Birincil Karbon Kaynaklar

20. ylizyilin baslarinda seker kamisi, tahillar ve gida endiistrisi atiklarit ABE
fermantasyonunda karbon kaynagi olarak kullanilmistir. Gida iirlinlerine olan ihtiyacin
artist ile bu kaynaklarin kullaniminin etik ve ekonomik agidan uygun olmadigim
gostermistir [8]. Gida endiistrisinin atiklart ise atik yonetimi saglamasi avantaji ile

cazip bir substrat olarak goriilmektedir [9]. Peynir alt1 suyu laktoz i¢erigi ile [10]-[11],



seker kamis1t melast %50-55 seker igerigi ile [12]-[14] uygun karbon kaynaklari olarak

goriilmiis ve arastirmacilar tarafindan sik¢a substrat olarak kullanilmistir.
2.5.1.2. ikincil Karbon Kaynaklar

Yenilemeyen karbon kaynaklarmin (tarimsal atiklar, odun talasi, tahil artiklar
vb.) ABE fermantasyonunda substrat olarak kullanimi gida bitkilerinin bu proses i¢in
kullanimini azaltacak ve iiretim maliyetini biiyiik oranda diisiirecek bir yol olarak
degerlendirilmektedir. Birlesmis Milletler Cevre Programi’na (UNEP 2015) gore her
y1l 140 milyar ton tarimsal biyokiitle liretilmektedir. Bunlarin iginde tiim diinyada
piring sap1 ve bugday sapi1 yillik {iretimi sirastyla 731,3 ve 354,34 milyon ton ile ilk
siray1 almaktadir [15]. Ancak zamansal ve mekansal varyasyonlarin biyokiitle
tizerindeki etkilerinin endiistriyel biyobiitanol iiretimini etkileyebilecegi de goz
ontinde bulundurulmahidir. Lignoseliilozik biyokiitlelerin seliilloz ve hemiseliiloz
iceriginin birbirinden ¢ok farkli olmast ve 6n aritim ydnteminin etkinliginin
biyokiitlenin yapisal kristalinitesine bagli olmas1 ABE {iretim verimleri arasinda da

degisimlere sebep olmaktadir [16].
2.5.1.3. Uciinciil Karbon Kaynaklari

Algler atiksulardan inorganik niitrientleri giderdigi ve CO2’1 6ziimsedikleri i¢in
potansiyel yesil enerji kaynagi olarak goriilmektedirler [17]. Yiiksek karbonhidrat ve
diisiik lignin igerigi ile algler biyoyakit {iretiminde siirdiiriilebilir ve umut vadeden
karbon kaynaklaridir [18]. Clostridial suslar 1 g/L furfural ve 2 g/L 5-
hidroksimetilfurfurali tolere edebilirler. Alglerde bu toksinlerin ¢ok kii¢iik miktarlarda
bulunmasi1 detoksifikasyon ihtiyacin1 ortadan kaldirmaktadir [19]. Cesitli alg
suslarinin karbonhidrat i¢eriginin arttirilmasi tizerine bazi ¢aligmalar olmasina ragmen
bu biyokiitlenin biyobiitanol iiretiminde ticari olarak kullanim1 hakkinda yeterli bilgi

heniiz bulunmamaktadir [20].
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2.5.2. On Aritim Yontemleri

Fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal On aritim yontemleri aragtirmacilar
tarafindan  biyokiitlenin kompozisyonu ve karakteristik Ozelliklerine gore
secilmektedir. Lignoseliilozik biyokiitlenin yapisindaki kompleks molekiiller olan
seliiloz, hemiseliiloz ve ligninin varlig1 kapsamli 6n aritim yontemlerinin kullanimini
iriin verimliligini arttirmak i¢in zorunlu hale getirmistir [21]. Her on aritim
yonteminin avantaj ve dezavantajlari vardir. ideal &n aritim yontemi hemiseliiloz ve
lignini giderirken kristaliniteyi diisiirmeli ve fermantasyonu inhibe eden kimyasal
maddeleri tiretmemelidir.

Lignoseliilozik biyokiitlenin 6n aritiminda kullanilan yontemler genel olarak 5

grupta toplanir. Bunlar:

e Fiziksel 6n arittim

¢ Kimyasal 6n aritim

e Fizikokimyasal 6n aritim
¢ Biyolojik 6n aritim

e Birlestirilmis 6n aritim yontemleri

2.5.2.1. Fiziksel On Aritim Yontemleri

Islenmemis biyokiitlenin partikiil boyutunu diisiirerek yiizey alanini kuru bir
prosestir [22]. En yaygin fiziksel 6n aritim yontemleri 6giitme (1slak ve kuru bilyeli
ogiitme), ekstriizyon, mikrodalga irradyasyon, piroliz ve gama irradyasyondur [23].
Fiziksel 6n aritim yonteminin uygunlugunu etkileyen 6nemli faktorler biyokiitlenin
karakteristigi, enerji gerekliligi, nem igerigi, partikiil boyutudur[22]. Bu yontemler ile
malzemenin partikiil boyutu kiiciiltiiliir ve yiizey alami arttirilir. Bu yontemler tek
basina yeterince etkili 6n aritim saglayamadigi i¢in diger 6n aritim yontemleriyle
birlikte kullanilmaktadir [24].

Boyut kiigiiltme lignoseliilozik biyokiitlenin hidrolizinde kullanilan ilk adimdir.

Ancak biyokiitlenin boyutunun inhibitér kimyasallarin olusmamasi igin ¢ok kiigiik
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veya c¢ok biiyiik olmamalidir. Gereken On aritim metodunun sec¢imi biyoyakit
tiretiminde kullanilacak biyokiitlenin tiirii ve igerigine bagl olarak yapilmalidir.
Fiziksel 6n aritim yontemlerinin arasinda ekstriizyon karistirma, 1sitma ve pargalama
islemlerinin kombinasyonunu iceren yiiksek miktarda sekerin aciga c¢ikarildigi en iyi
yontem olarak goriilmektedir. Mikrodalga yontemi de biyokiitleye uygun sicaklikta
uygulandiginda konvansiyonel 1sitma yontemlerinden daha etkilidir [25]. Dondurma
yontemi yiiksek maliyeti sebebiyle simdiye kadar ¢ok tercih edilmemistir. Piroliz
yontemi ise gaz biyoyakitlarin iiretiminde etkili olan ancak sivi biyoyakitlarin

tiretiminde kullanimi sinirlt olan bir yontemdir [24].

e Ogiitme

Ogiitme 6n aritimin ilk adimi olarak kullanilmaktadir. Biyoyakit iiretiminde ¢ift
merdaneli 6glitme, bilyeli 6giitme, ¢ekicli 6glitme ve disk 6gilitme gibi cesitli 6giitme
yontemleri tercih edilmektedir. Malzemenin boyutu talaslama ile 10-30 mm’ye
kiigtiltiiliirken 6glitme yontemleri ile 0,2-2 mm ‘ye kadar kiigiiltiilebilmektedir. Islak
Oglitme yonteminde ise enerji tiikketimi daha disiiktir [26]. Genellikle boyut
kiictiltiildiigiinde biyoyakit tiretim verimliligi arttig1 bilinmektedir ancak yapilan bazi
caligmalarda asir1 boyut kiigiiltmenin inhibitér kimyasallarin daha fazla miktarda
olugmasina sebep oldugu bildirilmistir. Boyut kii¢iiltme yontemleri diger 6n aritim

yontemleriyle birlikte kullanildiginda daha etkilidir [27].

e Mikrodalga

Mikrodalga 1sinimi ile 6n aritim temel 1sitma proseslerine gore daha fazla
hemiseliilloz ve lignini daha fazla giderebildigi i¢in avantajlidir. Ayrica enzimatik
hidroliz verimini basit sekerlerin yilizeyindeki silikatlanmis yapiy1 bozmasi sayesinde
arttirmaktadir. Gabhane ve ark tarafindan yapilan ¢alismada mikrodalga 1simnimi
yontemi ile molekiiler carpisma ile olusan dielektrik potansiyelinin seliilozun
parcalanmasina katki sagladigi goriilmiistiir [28]. Bu metodun en biiyiik avantaji
1sitmaya kiyasla kisa siirede diisiik enerji tiikketerek 6n aritimi gerceklestirmesidir.
Mikrodalga 1s1mas1 yonteminde olusan 1s1 sebebiyle fenolik bilesikler ve furfural gibi
inhibitdr etkiye sahip yan {irlinler olusabilmektedir. Bu sebeple lignoseliilozik
biyokiitlenin 6n arittiminda tek basina kullanilmayarak asidik ve alkali 6n aritim ile

kullanilarak aritim verimini arttirmada kullanilabilmektedir [29].
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e Ekstriizyon

Eksitriizyon termo-fiziksel bir 6n aritim yontemidir ve %15-20 nem igeren
lignoseliilozik biyokiitleye uygulanir ve karistirma, 1sitma ve kirma adimlarini igerir.
Ekstriizyon yontemi yiiksek oranda mekanik kirma ile biyokiitlenin yapisinda fiberleri
kisalttigr ve defibrilasyon sagladigi icin avantajlidir. Ekstriizyon yonteminde
malzemenin akiskanlik 6zelliginin olmas1 gerekmektedir. Akiskan olmayan
malzemelerde ise bazi kimyasallar (karboksi metil seliiloz ile NaOH) eklenerek
akiskanlik ozelligi kazandirilmaktadir. Ekstriizyon islemi yiiksek basing altinda
gerceklestirildiginde diger yontemlerde de olusan furfural ve diger fenolik bilesikler
olusmaktadir [30]-[32].

e Dondurma

Enzimin lignoseliilozik biyokiitleyi parcalamasinda katki saglamasi sebebiyle
tercih edilmeye baglanan dondurma yontemi yeni gelistirilen fiziksel 6n aritim
islemlerinden biridir. Yontemin yiiksek maliyetli olmasi sebebiyle ¢cok fazla calismada
kullanilmamistir. Ancak tehlikeli kimyasallarin kullanimina gerek olmadan 6n aritim
yapilmasi, tiretim verimliligi ve c¢evreye olumsuz etkisinin bulunmamasi gibi

avantajlart da bulunmaktadir [24].

e Piroliz

Piroliz yontemi 300 ©°C’den daha yiiksek sicakliklarda lignoseliilozik
biyokiitlenin hidrolizinde kullanilan ve az enerji harcayan endotermik bir prosestir. Bu
proseste lignoseliilozik biyokiitlenin igerigindeki seliiloz ¢ar ve gaz iirlinlere (H2, CO)
dontisiimii gergeklesir. Olusan ¢ar zayif asitle hidroliz edilir ve su ile yikanir. Yikama

suyuna gecer sekerler de biyoyakit tiretiminde karbon kaynagi olarak kullanilir [24].
2.5.2.2. Kimyasal On Aritim Yéntemleri

Kimyasal 6n aritim yontemi yiiksek lignin igerigine sahip biyokiitlelerde de
olumlu sonuglar elde edilen asidik, alkali, peroksit, ozonlama ve organosolv 6n aritim

yontemleridir. On arittm yontemlerinin kombinasyonlarmin birlikte kullanilmasi
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biyokiitledeki kompleks yapilarin par¢alanmasi ve verimliligin arttirilmasi yoniinde
katki saglamaktadir [2].

Biitiin 6n aritim yontemleri arasinda asit ve alkali 6n aritim yontemleri seliiloz
ve hemiseliillozun ayrilmasindaki etkinlikleri ve lignin giderim verimleri sebebiyle
lignoseliilozik biyokiitlelerin 6n aritiminda en sik kullanilan yéntemlerdir. iyonik sivi
ve organosolv on aritim yontemlerinde kullanilan kimyasallarin prosesten geri
kazanilamamasi ve yiiksek maliyetleri sebebiyle daha az kullanilmaktadir. Ozonlama
ve oksidasyon proseslerinin de yiiksek isletme maliyetleri kullanimlarini kisitlamistir.
Biitiin yontemlerin avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Ancak asit 6n aritimi yonteminde
yiiksek sicaklikta seyreltik asitlerin kullanimi en avantajli yontem olarak

goriilmektedir [33].

e Asit On Aritimi

Asit hidrolizi lignoseliilozik biyokiitlenin 6n aritiminda en sik kullanilan
yontemdir. Asit hidrolizi sonucu polisakkaritlerin (6zellikle hemiseliiloz)
¢ozlilmesiyle enzimatik hidroliz verimliligini arttirir. Asit 6n aritimi hemiseliilozu
parcalayarak ksilan1 aciga c¢ikardigr ic¢in lignoseliilozik biyokiitlede 6n aritim
verimliligini arttirmaktadir [23]. Seyreltik asit hidrolizinde organik ve inorganik asitler
(hidroklorik asit, siilfiirik asit, nitrik asit, fosforik asit, maleik asit, formik asit, asetik
asit vb.) kullanilmaktadir [80]. Ancak lignoseliilozik biyokiitlenin hidrolizinde en sik
kullanilan siilfiirik asittir [48], [59], [69], [88]-[89]. Seyreltik asit 6n aritim1 kullanilan
asitlerin toksik, korozif ve tehlikeli olmas1 sebebiyle daha ¢ok tercih edilmektedir.
Yiiksek sicakliklarda diisiik kat1 oran1 (%5-10) veya diisiik sicakliklarda yiiksek kati
orant (%10-40) ile 6n aritim gergeklestirilmektedir. Bu metot seliilozik olmayan veya
diisiik lignin icerigine sahip (algler gibi) olan biyokiitlelerde verimli bir sekilde
kullanilmaktadir [34]. Yontemin en biiyiik dezavantaji mikroorganizmalarin
gelismesini inhibe eden kimyasallarin (asetik asit, furfural, 5-HMF vb.) olusmasidir.
Konsantre asitlerin kullanilmasi1 seliillozun parcalanmasinda ¢ok etkili olmasina

ragmen toksisite, korozyon ve reaktor maliyetleri gibi olumsuz taraflari vardir [35].

Alkali On Aritimi
Alkali 6n aritim biyokiitlede ligninsizlestirme ve hemiselillozun ¢oziinmesi

islemlerini verimli bir sekilde gerceklestiren ancak yiiksek miktarda seker
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pargalanmasi i¢in uzun siire gerektiren bir yontemdir [36]. Asit 6n aritimi sert odun
gibi diisiik lignin igerigine sahip biyokiitleler i¢in uygunken, alkali 6n aritim1 yumusak
odunlarda daha uygundur [37]. Alkali kimyasallar molekiiller arasi baglarin
sabunlasmasina sebep olarak polimerik yapinin pargalanarak poroziteyi arttirirlar [31].
Bu kimyasallardan en verimlisi olan NaOH seliilozun i¢ ylizey alanini arttirir, yapinin
polimerizasyon derecesini ve kristalinitesini diistirtir.

Alkali 6n aritimi1 enzimatik hidroliz i¢in seliiloz pargalanabilirligini arttirirken;
asetil gruplari, lignin ve cesitli lironik asit tiirleri gibi inhibitér bilesikleri giderir.
Lignoseliilozik biyokiitlenin alkali 6n aritimi seliiloz, hemiseliiloz ve lignin gibi
polisakkaritleri ¢ozerek hiicre duvarini pargalar. Biyokiitlenin porozitesinin artmasina
sebep olan hemiseliiloz ile diger bilesenler arasindaki c¢apraz baglar1 koparan
sabunlasma reaksiyonu ile lifli yapida seliilozun kimyasal sismesi de gerceklesir. Bu
metodun dezavantajlari uzun siire almasi ve aritilmis camurun notralizasyonuna gerek
duyulmasidir [38]. NaOH, Ca(OH)., KOH ve NHsz siklikla kullanilan alkali

kimyasallardir.

e Organosolv On Aritimi

Organosolv prosesi organik veya sivi organik fazi ile inorganik bir katalizor
(HCI, H2, H2SO4, NaOH) igeren ve ligninsizlestirmeyi saglayan bir islemdir. Etanol
organosolv 6n aritiminda diisiik toksisitesi, yiiksek kaynama noktas1 ve diisiik yanma
potansiyeli gibi 6zellikleri sebebiyle sik¢a kullanilmaktadir. Organolsolv 6n aritimi ile
toplam proses verimliligi biiyiikk 6l¢iide artmaktadir. Ancak bu proses solvent ve
detoksifikasyon prosesinin yiiksek maliyeti sebebiyle ekonomik agidan uygun degildir
[39]. Furan aldehitler, karboksilik asitler ve fenolik molekiiller gibi inhibitor bilesikler
lignoseliilozik biyokiitlelerin fizikokimyasal ve kimyasal on aritiminda olusarak
enzimatik hidroliz ve fermantasyon prosesinin verimliligini diistiriirler [40].
Adsorbentler (aktif karbon), alkali kimyasallar ve indirgeyici maddeler inhibitor
bilesiklerin etkilerini minimize etmek i¢in kullanilmaktadirlar [41]-[42]. Bunlarin
icinde ditiyonit ve siilfiir oksianyon siilfit gibi indirgeyici maddelerin aromatik
inhibitér bilesiklerin etkisini azaltarak enzimatik hidroliz ve fermantasyon

verimliliklerini arttirdiklar1 bulunmustur [43].

15



e Oksidasyon On Aritim1

Hidrojen peroksit (H202) veya perasetik asit gibi oksitleyiciler 6n aritimda
kullanilmaktadir. Perasetik asit ile lignin ¢Oziiniir parcalar olusturur. Oksidasyon
sirasinda yan zincirlerin yerdegisimi, elektrofilik degisim, aromatik ¢ekirdegin
oksidatif ayrilmasi veya alkil aril eter baglarinin ayrilmasi gergeklesebilir. Hidrojen
peroksit 6n aritimi oksidatif delignifikasyona katki saglar ve boylece lignin ayrilarak
¢Oziliniir hale gelir ve enzim hidrolizi verimi artar [44]. Hidrojen peroksit 6n aritimi
asit veya alkali 6n aritim ile birlikte de gerceklestirilebilmektedir [45]. Lignoseliilozik
biyokiitlenin oksidasyonunda ligninin oksidasyonu ile inhibitor etki yaratan ¢oziiniir
aromatik bilesikler olusabilmektedir. Hidrojen peroksit yiliksek konsantrasyonda
(>%4) kullanildiginda fazla miktarda hidroksil iyonunun reaktérde bulunmasi

mikroorganizmalara toksik etki yapabilir [46].

e Ozonlama On Aritim1

Ozon lignin ve hemiseliilozu pargalayarak seliiloz biyodegredasyonunu arttiran
oksitleyici gaz olarak kullanilmaktadir. Ancak yiiksek maliyeti ve proseste ¢ok fazla
ozon kullanilmasint gerekmesi sebebiyle ozonlama o©n aritimi c¢ok fazla

kullanilmamaktadir [47].

e Iyonik Stvi On Aritimi

Iyonik sivilar erime noktast 100°C olan cesitli anyon ve katyonlardan olusan
organik tuzlardir. N-metilmorfolin- N-Oksit monohidrat (NMMO), 1-allil-3-
metilimidazolyum kloriir (AMICI), 3-metil-Nbiitilpridinyum kloriir (MBPCI) ve 1-n-
butil-3 metilimidazolyum kloriir (BMIMCI) gibi iyonik sivilar lignoselilozik
biyokiitlenin 6n aritiminda kullanildiginda enzimatik hidroliz verimliligi de
artmaktadir. Iyonik sivilar kloriir, format asetat veya alkil fosfonat anyonlarimi
icerdiginde giiclii hidrojen baglar1 olusturarak selillozun ¢6ziinmesini saglar. Bu
yontemin dezavantajlar1 ise iyonik sivilarin yiliksek maliyeti, iyonik sivilarin geri
kazanimimin fazla miktarda enerji gerektirmesi ve olusan sivinin viskoz olmasi

sebebiyle prosesin zorlagsmasidir [48].
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2.5.2.3. Fizikokimyasal On Aritim Yontemleri

Buhar patlatma, sicak su, amonyak fiber patlama, siiperkritik CO> patlamas1 ve
1islak hava oksidasyonu yontemleri siklikla kullanilan fizikokimyasal on aritim
yontemleridir. Buhar patlamasi otohidroliz ve basingsizlastirma adimlarindan
olusmaktadir. Otohidroliz adiminda yiiksek sicaklikta asetik asit olusumu
gerceklesirken basingsizlastirma adiminda kompleks yapidaki baglar koparilir [49].
Bu yontemin dezavantaji ise lignin-karbonhidrat matriksinin tamamlanmamig
ayrilmasi sebebiyle yiiksek miktarda inhibitor bilesiklerin olusmasidir [16]. Coziiniir
ligninin absorblanmas1 i¢in aktif karbon kullanimi 6n aritimda inhibitér olusumunu
azaltabilmektedir. Ayrica buhar patlatma yonteminde asitlerin kullanilmas: da
inhibitér olusumunu azaltarak ©on aritim verimliligini arttirmaktadir. Diger
fizikokimyasal 6n aritim yontemleri lignin ve hemiseliiloz ¢oziiniirliigii dezavantaji
sebebiyle daha az kullanilmaktadir [50]. Amonyak fiber ve CO> patlamasi yontemleri
diisiik inhibitor olusturmalari sebebiyle etkilidir. Ancak bu yontemlerde hemiseliiloz
¢ozlnlrliginiin az olmasi, yiiksek miktarda lignin igeren biyokiitlelerde etkili
olmamasi ve buhar patlatma yontemine gore daha diisiik verime sahip olmasi daha az

tercih edilme sebepleridir [51].

e Amonyak Fiber Patlamas1

Bu yontemde s1vi amonyak ve su buhari patlamasi ger¢eklesmektedir. Amonyak
fiber patlamasi alkali termal 6n aritimi yontemidir ve yontemin optimizasyonu su
orani, amonyak orani, reaksiyon sicaklig1 ve siiresinin optimize edilmesine baglidir
[52]. Bu yontemde fiziksel 6n aritim islemlerden biri olan 6glitme islemine gerek
duyulmaz ve proses boyunca inhibitor bilesiklerin olusumu goriilmemektedir. Ancak
yuksek lignin igerigine sahip (gazete ve yumusak odunlar gibi) biyokiitlelerde diisiik
verim goriilmesi yontemin dezavantajidir. Kullanilan amonyak 6n aritim sonrasi geri

kazanilabilirse yontem diisiik maliyetli olarak uygulanabilmektedir.

e Ultrasonikasyon
Aslinda fiziksel bir 6n aritim metodu olan ultrasonikasyon asit veya bazlar ile

kullanildiginda fizikokimyasal bir yonteme doniismektedir. Ultrasonikasyon ile olusan
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monolitik kavitasyon sivi ¢ozeltide fiziksel ve kimyasal degisimler olusturmaktadir.
Sonugta kavitasyona bagl olarak hiicre duvar1 parcalanir, spesifik yiizey alani artar,

polimerizasyon derecesi azalir ve biyokiitlenin biyoparcalanabilirligi artmis olur [24].

e Otohidroliz ve Buhar Patlamas1

Buhar patlamasi 6n aritim1 yontemi termo-mekanik-kimyasal bir metottur. Bu
metotta lignoseliilozik biyokiitlenin yapisal bilesenleri buharla 1sitma (160-270°C, 20-
50 bar), kirpma (mekanik) ve glikosidik baglarin otohidrolizi(kimyasal) ile enzimatik
olarak daha kolay parcalanabilir hale getirilir. Yontemin avantaji kimyasallarin
kullanilmamasi ve buna bagl olarak kirlilik olusturmamasi, diisiik enerji ihtiyaci ve
geri dontlistim maliyetidir. Ancak inhibitér maddelerin olusmasi ve diisiik seker olusum

verimi yontemin dezavantajlaridir [35].

e Sivi Sicak Su On Aritim

Bu yontem ile yiiksek basing ve sicaklikta (160-220 °C) 15 dakika reaksiyon
stiresi sonunda ksilozun %80’inin giderimi saglanir. Ksilozun uzaklastirilmasina bagli
olarak seliilozun pargalanabilirligi de artmis olur. Buhar patlamasi yonteminden farkl
olarak s1v1 sicak su 6n aritiminda hizli basing diisiisiine gerek duyulmamaktadir. Asit
ve alkali 6n aritim yontemlerinden farki ise kimyasallar kullanilmamasi sebebiyle

maliyeti yliksek korozyona dayanikli reaktér malzemelerine ihtiya¢ duyulmamasidir
[38].

e Islak Oksidasyon On Aritimi

Islak oksidasyon yontemi lignoseliilozik biyokiitlenin su ile hava veya oksijen
katalizorliigiinde 6n aritimi islemidir. Bu islem 120 °C sicakligin {izerinde 0,5-2 MPa
basing araliginda 30 dakikadan daha kisa siirede gergeklesir. Islak oksidasyon
yonteminin bir¢cok avantaji olmasina ragmen basing ekipmanlarinin, oksijen ve

katalizoriin yiiksek maliyeti sebebiyle ticari olarak gelisimi saglanamamustir [24].

o Karbondioksit Patlamas1 On Aritim1
CO: patlamas1 yontemi amonyak fiber patlamasi ve buhar patlamasi

yontemlerine ¢ok benzerdir. CO2, su ve amonyak molekiileri benzer diisiik boyutlara
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sahip olmalar1 sebebiyle lignoseliilozik biyokiitlenin kiigiik porlarindan igeri difiize
olabilirler. Buhar patlamasi yontemine gore COz patlamasi yonteminde inhibitor
maddelerin olusumu ihmal edilebilir diizeyde azdir ve bu sebeple diger patlama

yontemlerine gore daha ¢ok tercih edilmektedir [24].
2.5.2.4. Biyolojik On Aritim

Biyolojik 6n aritim yontemleri giivenli ve ¢evre dostu yontemlerdir. En ¢ok
kullanilan biyolojik 6n aritim yontemleri mantar 6n aritimi, Mikrobiyal konsortiyum

Ve enzimatik on aritimdir.

e Enzimatik Hidroliz

Lignoseliilozik biyokiitlenin 6n aritiminda en ¢ok kullanilan enzimler seliilaz ve
hemiseliilazlardir. Biyolojik aritma yontemleri genellikle uzun bekleme stireleri,
yiiksek maliyetleri ve diisiik verimlilikleri gibi sebeplerle kimyasal aritim
yontemlerine gore daha az tercih edilmektedir.

Enzimatik  hidroliz, lignoseliilozik  biyokiitlenin monomer sekerlere
donistiirilmesinde en oOnde gelen teknolojilerden biri olarak ortaya c¢ikmustir.
Fermentasyondan once, lignoseliiloz, ham enzim 06ziitii veya ticari seliillaz dahil
enzimler tarafindan hidrolize edilir. Ayrica, seliilazlara ek olarak ksilanaz ilavesi, 6n
isleme tabi tutulmus lignoseliilozik substratlarin hidroliz verimini 6nemli Ol¢iide
artirabilir. Enzimatik hidroliz mekanizmasi, ksilanaz ve seliilaz enzimlerinin sinerjik
etkilesiminin, ksilanin bloke edici etkisini ortadan kaldirarak, lif sismesini ve lif
gbzenekliligini artirarak seliiloz erisilebilirligini artirmasi seklinde ger¢eklesmektedir.
Seliiloz kristalligi, polimerizasyon derecesi (DP) ve mevcut yiizey alani dahil olmak
lizere bircok faktdr enzimatik hidrolizin verimini etkilemektedir. Lignoseliilozun
biyolojik 6n aritimmi saglayabilmek i¢in enzimatik hidrolizden once ¢apraz bagl
lignoseliiloz matrisini bozmak amaciyla genellikle bir kimyasal o6n islem
kombinasyonu gerekmektedir [53]. Seliilaz, seliillozu selobiyoza hidrolize eder ve
ardindan glukosidaz (B-G) [6] selobiyozu fermentasyon i¢in glikoza hidrolize eder
(Sekil 2.3). Seliilozun verimli hidrolizi, endoglukanaz (EG) ve selobiyohidrolazin
(CBH) sinerjik etkisini gerektirir [54].
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Sekil 2.3: Lignoseliilozik biyokiitlenin enzimatik hidrolizi.

2.5.2.5. Birlesik On Aritim Yontemleri

Biitiin 6n aritim yontemlerinin olumsuz yonlerinin kaldirilabilmesi i¢in iki veya
daha fazla yontemin bir arada kullanildig1 6n aritim prosesleri gelistirilmistir. Bir arada
gerceklestirilen prosesler ile seker doniisiim verimlilikleri artarken, proses siireleri

kisaltilip, inhibitér maddelerin olusumu 6nlenebilmektedir [2].
2.5.3. ABE Fermantasyonu

Biyobiitanol fermantasyonunda kullanilan fermantasyon metotlart; kesikli-
beslemeli, iki asamali siirekli fermantasyon ve alternatif fermantasyon yontemleridir.
Fermantasyon metotlar1 arasinda kesikli sistem genis bir kullanim alanina sahiptir.
Orta 6lgekli bir fermantasyon tesisinde 25.000 m® hacimde 80.000 ton biitanol kesikli

sistemde tretilebilirken bu miktardan daha fazlasi siirekli sistemde uretilebilmektedir

[4]
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o Kesikli-Beslemeli Fermantasyon

Kesikli-beslemeli reaktorlere birden fazla substrat veya niitrient beslenir ve
reaksiyon bittikten sonra liriinler reaktérden alinir. Reaktordeki hiicre miktar1 hiicre
yogunlugunun zamanla degisiminin takibi ve gerekli niitrientlerin eklenmesi ile sabit
tutulmaya c¢alisgilir. Kesikli beslemeli fermantasyonun reaksiyon sonunda
kullanilmamis sekerlerin kaybi, diisiik verim ve diisiik biitanol iirin konsantrasyonu

sebepleriyle dezavantajlidir [4].

e Siirekli Fermantasyon

Siirekli sistemler beslemenin kesintisiz yapilirken iirlinlerin de ayni zamanda
ayrildig1 sistemlerdir. Bu sistemlerde besiyerinin yarist kiiltlir tankina alinirken ast
reaktorden geri kazanilir. Bakteri hiicrelerinin geri kazanimi fermantasyon veriminin
yiiksek olmasii saglamaktadir. Ardindan taze besiyeri reaktor beslenerek yiiksek
verim ve diigiik substrat kaybr ile siirekli iiretim elde edilir. Yapilan ¢aligmalarda
kesikli beslemeli reaktorde C. acetobutylicum iiretim verimi siirekli sisteme gore daha
yiiksek olmasina ragmen siirekli sistemde yiiksek stabilite ve diisiik sapma sonuglari
elde edilebilmektedir. Ekonomik olarak kiyaslandiklarinda ise siirekli sistemler kesikli
ve kesikli beslemeli sistemlere goére biiyiik Olcekli biitanol iiretiminde yiiksek
verimlilikleri  ile daha ekonomiktir. Ancak siirekli sistemlerde iiriin

konsantrasyonunun diisiik olmasi tiriin kalitesini diistirmektedir [4].

2.5.4. Ayirma Prosesleri

Uriin geri kazanm igin geleneksel olarak kullanilan metod distilasyon
metodudur. Biitanoliin kaynama noktasinin sudan yiiksek olmasi1 distilasyon
prosesinin enerji maliyetini yiikseltir. Ozellikle iiriin biitanol konsantrasyonunun
diisiik oldugu durumlarda biitanol ayirma proseslerinin toplam maliyeti oldukca
yiiksektir [55]. Bu sebeple adsorpsiyon, membran ayirma prosesleri, ekstraksiyon,
pervaporasyon, ters ozmos veya gaz styrma gibi prosesler giiniimiizde

kullanilmaktadir [56].
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e Adsorpsiyon

Adsorpsiyon prosesi fermantasyon sivisindan biitanol ayirma isleminde sikg¢a
arastirilmis ancak adsorbentlerin kapasiteleri diisiiktiir ve endiistriyel-yar1 endiistriyel
tesislerde kullanilamamaktadir. ~ Silikalit zeolite benzer yapiya sahip, hidrofobik
Ozellikleri olan bir silika formudur ve biitanol geri kazaniminda en sik kullanilan
adsorbentler arasindadir. Ancak sadece laboratuvar Olgekli ¢alismalarda biitanoliin

fermantasyon sivisindan ayrilmasinda adsorpsiyon prosesi kullanilabilir [57].

e Membran Reaktorler

Biyobiitanol ayirma metodlarindan biri mikroorganizmalarin membran iizerine
tutturulmast veya membran reaktorlerin kullanilmasidir. Endiistriyel boyutta
mikroorganizmalarin membran {izerine tutturuldugu sistemler kiitle transferine
direncin artmasi1 gibi sebeplerden dolay:r kullanigli degillerdir. Ayrica tutturulmus

hiicrelerin sistemden sizmasi problemi de siklikla goriilmektedir [57].

e (Gaz Siyirma

ABE fermantasyonu sirasinda es zamanli uygulanabilir bir yontem olmasi
sebebiyle gaz siyirma metodu 6nemlidir. Basincin diisiiriilmesi, sicaklik uygulanmasi
veya inert gazlar ile muamele etme yontemlerinin tek basina veya birlikte uygulanmasi
ile ucucu bilesikler ayrilabilir. Kolona ters akisli inert gazin verilmesi ile spesifik
olarak belirli bilesiklerin ayrilmasi saglanir. ABE fermantasyonunda biitanol, etanol

ve asetonun ayrilmasi bu yontemle saglanabilmektedir.

e Pervaporasyon

Pervaporasyon metodu bazi bilesiklerin membran igerinsinden difiizyon ile
secici ayrimi islemidir. Permeat kismindan uygulanan vakum sonrasi diisiik basing
boliimiinde yogusturulur. Organik bilesiklerin  fermantasyon karisimindan
ayrilmasinda hidrofobik 06zellikli polidimetil siloksan ve silikon kauguk levha
Mmembranlar pervaporasyon proseslerinde siklikla tercih edilir. Yontemin dezavantaji

membranin diisiik basing boliimiinde olusturulan vakumun maliyetidir [57].
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2.5.5. Biitanol Uretiminin Metabolizmasi

Clostridial ABE fermantasyon metabolik yolu ¢esitli enzimlerin gorev aldigi, ara
tiriinler bulunan ve sonugta glikozun biitanole doniistiigii karmasik adimlar igerir. ABE
fermantasyonunda metabolik yol glikozun EMP yolu (Embden-Meyerhof-Parnas) ile
priivata doniismesiyle baglar. Sakkarolitik clostridium suslarinda hegzokinaz (EC
2.7.1.2), glikoz-6-fosfat izomeraz (EC 5.3.1.9) ve priivat kinaz (EC 2.7.1.40) enzim
aktivitelerinin oldugu tespit edilmistir. Her 1 mol heksozun kullanilmasiyla 2 mol
pritvat, 2 mol C ve nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) iiretilmektedir.
Clostiridium fosfoglukonat yolu ile pentozlar1 kullanabilmektedir. Toplamda her 3
mol pentoz kullanilarak priivat, 5 mol ATP ve 5 mol NADH fiiretilmektedir.
Fermantasyon prosesi 3 oksidorediiktaz aktivitesine bagl olarak ger¢eklesir. Bunlar;
[FeFe] hidrojenaz, NADH-ferredoksin rediiktaz ve NADPH-ferredoksin rediiktazdir.
Indirgenmis elektron tasiyicis1 —ferrodoksin fermantasyon prosesinde Kkilit rol
oynamaktadir. Hidrojenaz ile hidrojene veya ferrodoksin-NAD(P) rediiktaz ile pridin
niikleotidine elektron vermektedir. Priivat-ferrodoksin oksidorediiktaz asetil-CoA’nin
iiretilmesinde rol oynar. Asetil CoA daha sonra kullanilarak aseton, asetat, CO2
(oksitlenmis iirlinler), etanol, biitanol veya biitirat iiretilir.

Metabolik proses glikozun parcalanmasiyla iiretilen asetat ve biitiratin asetil
CoA ve biitiril CoA yolu ile reasimilasyonu sonucu etanol ve biitanol iiretilmesini
igerir. Reasimile olan her bir mol asit igin 1 mol asetoasetat iiretilir ve bunun
sonucunda biitanol {iretim verimi diiserek aseton ve CO2 olusur. Arastirmacilar bu yolu
soguk kanal olarak isimlendirirken asetil CoA’nin biitiril CoA ve biitanole
doniisiimiinii  sicak kanal olarak isimlendirmektedir. Sicak kanal ile asit
reasimilasyonu ve aseton ve CO; olusumundan kaynakli verim kaybi dnlenmis olur.
ABE fermantasyonunun metabolik yolu ayrintili olarak Sekil 2.4’te gosterilmistir [58].

Aragtirmacilar aseton iiretiminden sorumlu genleri diizenleyerek aseton
tiretimini azaltmaya yonelik caligmalar yapmaktadirlar. ctfB ve adc geni sirasiyla
antisens RNA (asRNA) ve mobil grup II intron ile diizenlenmeye calisilmis ancak
basarili sonuclar heniiz elde edilememistir. Bagka bir ¢calismada ise tiyolaz enziminin
ekspresyonu ile biitanol konsantrasyonunu arttirmaya calisilmis ancak biitanol

tretiminde olumlu etki gozlenmezken etanol konsantrasyonunun arttigir gériilmiistiir.
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Biitanol iiretimini arttirmaya ve aseton iretimini azaltmaya yonelik yogun c¢alismalar
yapilmasina ragmen heniiz yeterli basari elde edilememistir.

Biitanol fermantasyonu iki asamada ger¢eklesmektedir. Birinci adim sekerlerin
organik asitlere doniistiigli asidojenez ve ikinci adim ise solventlerin iiretildigi
solventojenez adimidir. Ik asamada bakteri sayis1 logaritmik olarak artarken asetik
asit ve biitirik asit gibi organik asitler iiretilir ve pH 4,5’e kadar diiser. ik asamanin
sonuna dogru bakteriyel hiicre tiretim hiz1 diiser ve metabolik aktivite asidojenezden
solventojeneze gecer. Asit iiriinleri solventojenik enzimleri harekete gegirir. Ikinci
asamada asetat ve biitirat aseton ve biitanol biyosentezinde kullanilir ve bu asamada
bakteriyel hiicre artis1 gdzlenmemektedir. Ikinci asamanin ana iiriinii olan biitanol ile
aseton ve etanol de az miktarda liretilmektedir. Solventojenez asamasinin sonunda

biitanol ve diger iirlinlerin konsantrasyonunu bakteriyel metabolizmay1 durduracak

seviyeye ylikselmektedir.
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Sekil 2.4: Clostridium acetobutyl

icum ile ABE fermantasyonu metabolik yolu.
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2.5.6. Biitanol Ureten Mikroorganizmalar

ABE fermantasyonu ile biyobiitanol iiretme Ozelligine sahip oldugu bilinen
bircok mikroorganizma Clostridia suslaridir. Bunlar arasinda en ¢ok kullanilan
Clostridium acetobutylicum ve Clostridium beijerinckii suslar1 olmakla beraber C.
saccharoperbutylacetonicum, C. saccharobutylicum suslar1 da kullanilmaktadir.
Literatiirde biyobiitanol tiretimi amactyla kullanilan suslar Tablo 2.4’te gosterilmistir
[61]. Clostridium olmayan Escherichia coli, Lactobacillus brevis, Pseudomonas
putida, Lactobacillus buchneri ve Saccharomyces cerevisiae mikrooganizmalar1 da
biyobiitanol {iretiminde arastirilan tiirlerdir [6]. Etanol iireten mikroorganizmalardan
farkli olarak biitanol iireten mikroorganizmalarin hem heksozlari hem de pentozlar
fermente edebilmesi kullanilacak hammaddenin se¢iminde daha fazla segenek saglar.
Ancak sekerlerin biitanole doniisiim verimliligi heksozlara gore pentozlarda daha
diisiik oldugu bilinmektedir. Raganati ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmada
biitanole doniisiim verimliligi sirastyla en ¢ok glikoz daha sonra mannoz, arabinoz ve
ksilozda oldugu gorilmiistiir [59]. Sentetik biyoloji kullanilarak clostridial olmayan
suslardan biyobiitanol iretimi c¢aligmalari da yapilmistir. Escherichia coli ve
Saccharomyces cerevisiae biyobiitanol iiretimi amaciyla en ¢ok g¢alisilmis konake¢i
suslardir. Ancak biitanol inhibisyonu ve diisiik biitanol konsantrasyonu gibi engeller
asildiginda clostridial olmayan suslardan endiistriyel biyobiitanol iiretimi miimkiin

olacaktir [60].

Tablo 2.4: Farkli Clostridium suslart ile ilgili caligmalar.

Sus Karbon kaynagi Biitanol
(g/L)

C. beijerinckii Soya fasulyesi melasi 8

C. acetobutylicum Sago nisastasi 16

C. saccharoperbutylacetonicum | Manyok nisastasi 16,9

C. beijerinckii ATCC 55025 Bugday kepegi 8,8

C. beijerinckii Bugday sap1 12

C. saccharoperbutylacetonicum | Piring kepegi 77

C. acetobutylicum YM1 Arntilmis yagi alinmis piring kepegi | 6,48

C. acetobutylicum Evsel atik 3

C. pasteurianum Mikroalg ve gliserol 14-16

C. acetobutylicum DSM 792 Sebze atiklari 9,96-10,65

e Clostridium acetobutylicum
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Clostridia; katabolik siilfat indirgeme 0Ozelligi bulunmayan ve endospor
olusturabilen anaerobik bir mikroorganizmadir. Spor olusumu esnasinda hiicreler
polisakkaritler veya polihidroksibiitiratlar gibi komponentleri depolar. Yaklasik 180
tiirli kesfedilmis olan clostridialar bilinen en genis bakteri cinsleri arasindadir. Bir
kism1 patojeniktir ve hatta ¢ok tehlikeli toksinler iiretirler. Clostridia’larin ayrica
enzim, biyoyakit iiretimi ve kanser terapileri gibi gesitli biyoteknolojik uygulama
alanlarinda etkinligi test edilmektedir. Biyobiitanol iiretebildigi kesfedilmis olan
tirlerin tamami  Clostridium suslaridir.  C. saccharoperbutylacetonicum, C.
Pasteurianum ve C. Sporogenes gibi endiistiyellesmemis suslarla yiikksek miktarda
biyobiitanol {iretilebilirken en bilindik endiistiyel Clostridium suslar1 ise C.
acetobutylicum ve C. beijerinckii’dir. Weizmann tarafindan kesfedilen Clostridum
acetobutylicum muhtemelen en ¢ok bilinen biyobiitanol {ireten bakteridir. Mikrobiyal
miithendislik alaninda gerceklestirilen son gelismeler ve biyobiitanol {iretim prosesine
artan ilgi ile yeni suslar izole edilmis ve metabolik miihendislik c¢aligmalari ile
tanimlanmis bakterilerin metabolik biyobiitanol {iretim potansiyeli arttirilmistir.

Clostridium suslar1 bir¢ok karbonhidrati kullanarak organik asitler, asitler,
alkoller ve diger solventleri iiretebilen bir bakteri tiiriidiir. Ancak clostridium
suslarinin ¢ok azi yiiksek verim ile biitanol tiretebilmektedir. Bunlar; Clostridium
acetobutylicum, C. aurantibutylicum, C. Beijerinckii ve C. tetanomorphum vb.
Clostridium acetobutylicum bakterisinin asidojenez ve solventojenez dongiilerinde

icinde gelisim fazlar1 Sekil 2.5°te gdsterilmistir [62].

Vejetatif hiicre
Hiicre ¢ogalmas: - r\

endosporiarin sakinems ncesi
eksponensiyel sporlanma, m
biliyiime, solventlerin
asitlerin uretimi
\ Gretimi

Hiicre bolinmesi

Sekil 2.5: Clostridium acetobutylicum bakterisinin gelisim fazlari.
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2.5.7. Proses Gelistirme

ABE fermantasyonu sekerlerin biitanol, etanol ve asetona doniistiiriildiigii bir
prosestir (Sekil 2.6). Bu prosesin gelistirilebilmesi i¢in iriin  biitanol
konsantrasyonunun  attirtlmasi  gerekmektedir.  Lignoseliilozik  biyokiitlenin
fermantasyonunda biitanol tiretimini diisiiren en etkili inhibitorler tuzlar, hidroksimetil
furfural, asetik, ferulik, glukuronik, kumarik asit ve ¢esitli fenolik bilesiklerdir.
Kumarik ve ferulik asitin 0,3 g/L konsantrasyonu bile inhibitor etki yapmaktadir. Bu
yiizden lignoseliilozik biyokiitleden biitanol iiretimini arttirmak igin hidlolizatin
delignifikasyonunun yapilmasi gerekmektedir. Ancak az miktarda furfural ve
HMF nin ise bakteriyel biiyiimeye katki sagladigi bilinmektedir. inhibitdrler hidrolizat
icerisinden  kalsiyum  hidroksit  veya  diger  hidroksitlerin  ilavesiyle
giderilebilmektedirler. Qureshi ve arkadaslari alkali peroksit ile hidroliz edilen bugday
sapindan fermantasyonla biitanol iiretim veriminin O6nemli Olgiide arttirdigini

belirlemistir [63].

/ 4 ~oH + 4CO;
HO™ ™ Q. . OH y

2 —— 4 oM+ 400, ==, 2.~ M+ HO
HO I OH
CH \ O
'GH + |_] + 2H, + 5C0O,

Sekil 2.6: ABE fermantasyonu girdi ve tirtinleri.

Uriinlerin inhibitdr etki yapmasindan baska biitanol fermantasyonunu etkileyen
faktorler de vardir. Bunlar; substrat inhibisyonu, tuz konsantrasyonu inhibisyonu, 6l
hiicrelerin varligi, makromolekiillerin (polisakkaritler) birikmesi, niitrient yetersizligi
ve reaktore niitrient ilavesi sirasinda Oz kagagi vb. yapilan bir ¢alismada biitanol
fermantasyonunda peynir altt suyu(laktoz) konsantrasyonu 200 g/L iken substrat
kaynakli inhibisyon gerceklesmezken glikoz konsantrasyonu 161 g/L iizerinde oldugu
besiyerinde inhibisyon gerceklestigi bulunmustur [64]. Biitanol iiretim siirecinde

karsilasilan problemler ve ¢oziim yollar1 Tablo 2.5’te verilmistir [65].
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Tablo 2.5: Biitanol iiretim siirecinde karsilagilan problemler ve ¢6ziim yollari.

Sorunlar Coziim yolu
Yiiksek hammadde maliyeti sebebiyle | Daha ucuz ve stirdiiriilebilir
isletme maliyetinin yliksek olmasi hammaddelerin secimi (6rnegin

lignoseliilozik biyokiitle)
Diisik verimlilik ve kisitlh seker | Mikroorganizmalarin  gelistirilmesi ile
yiklemesi sebebiyle biitanol ayirma | verimlilik ve biitanol segiciliginin

maliyetinin ylikselmesi arttirtlmasi, yenilik¢i ayirma proseslerinin
gelistirilmesi
Diistik hacimsel verimlilik Stirekli  fermantasyon  prosesi ile

reaksiyon siiresinin kisaltilmasi
Uriin geri kazanimmin konvensiyonel | Diisiik maliyetli ve enerji verimliligi
distilasyon prosesiyle pahali olmasi ve | yliiksek metodlar ile solventin geri

yiiksek miktarda enerji gerektirmesi kazanimi

Yiiksek miktarda su kullaniminin ¢ikis | Proses suyunun fermantasyon sistemine

suyunun aritim maliyetini arttirmasi geri beslenmesi

Istenmeyen, degeri diisiik yan iiriinlerin | Yan {irlin olusumuna sebep olan

olusumu metabolik yollarin elimine edilmesi

Kiiltlir dejenerasyonu Kiiltlirtin fazla asidik ortamda olmamasi
i¢in dikkat edilmesi

Kontaminasyon Faja dayanikli suslarin  kullanilmasi,

sterilizasyon

Kesikli ve beslemeli-kesikli fermantasyon proseslerinin verimi sadece
inhibitorlerin varhigindan etkilenmez biyoreaktoriin sterilizasyonu veya tekrar
inokiilasyonu gibi zaman alan adimlardan da etkilenmektedir. Bu durum siirekli
sistemde goriilmemektedir [66]. Siirekli sistemde serbest hiicre yerine tutuklanmis
(immobilize) hiicreli proseslerin kullanilmasi reaktorden hiicre geri kazanimi igin
yapilmaktadir. Hiicre geri kazanimli sistemde mikrobiyal hiicreler ve niitrientler
siispansiyonda tutularak kiitle transferi kontrol altina alinir. Ancak tutuklanmis hiicreli
sistemin serbest hiicreli sisteme gore bazi avantajlar1 vardir. Bunlar, geri kazanim, akis
maliyetlerini diislirmesi ve fermantasyon verimini iyilestirmesi vb. tutuklama iglemi
ile aklimasyon fazi elimine edilir ve boylece inokiilasyon tekrar1 olmadan siirekli
verimli sistemde c¢alisma saglanabilmektedir. Tutuklama genetik stabiliteyi
saglayabilmekte ve hiicreleri dis etkilere kars1 korumaktadir [6].

Biitirik asitin ko-substrat olarak kullanilmas: asidojenez fazimi kisaltarak
solventojenez fazini uzamasina sebep olmaktadir. Qureshi ve arkadaslari yaptiklar
caligmada niitrient miktarinin fazla olmasinin asir1 hiicre biiytimesine sebep oldugunu

ve bunun 6nlenmesi i¢in niitrientlerin miktarinin sinirli miktarda olmasi gerektigini
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gozlemlemislerdir [67]. Hiicreleri geri kazanabilmek igin biyoreaktore membran
modiilii eklenebilmektedir. Endiistriyel boyutta siirekli sistemde biyobiitanol iiretim
verimliligini arttirmak icin daha ¢ok arastirma yapilmasi gerekmektedir. Ayrica
arastirmacilar fermantasyon prosesi sonrasi iretilen biyobiitanoliin reaktorden
saflagtirilarak alinmasi igin ¢aligmalar yapmaktadir. Errico ve arkadaslari buhar
styirmali distilasyon ve sivi-sivi ekstraksiyonlu distilasyon yontemlerinin ayirma
verimliligini kiyaslamis ve sivi-sivi ekstraksiyonlu distilasyon yonteminin daha
verimli oldugunu gostermistir [68]. Biitanoliin ayrilmasinda gelistirilen diger
teknolojiler; sivi-sivi ekstraksiyonu, gaz siyirma, adsorpsiyon, ters osmoz ve
pervaporasyondur.

Metabolik miihendislik i¢in ilk olarak metabolik faaliyetlerin ve hiicre ici
enzimatik reaksiyonlarin analiz edilmesi gerekmektedir. Daha sonra secilen
mikroorganizmanin genetik modifikasyonu gergeklestirilebilmektedir. Sadece protein
icerigi degil enzimatik profilin de degistirilmesi gerekmektedir. Biitanol iiretim
verimliligini arttirmak i¢in metabolik olarak tasarlanmis suslarin gelistirilmesinde ilk
adim ana enzimatik reaksiyonlarin tanimlanmasi ve modellenmesidir.

20. yy’in baglarinda iki clostridia susunun (C. acetobutylicum ATCC 824 ve C.
beijerinckii NCIMB 8052) tiim genom dizilimi bulunmustur. Biitanol ve aseton
tiretiminden sorumlu genler belirlendigi i¢in genetik modifikasyonlar yapilarak aseton
tretimi azaltilmaya veya durdurulmaya calisilmigtir. TargeTron teknolojisi ile
asetoasetat dekarboksilaz (adc) geni bozularak aseton ftretimi durdurulmaya
calisiilmistir. Sonugla biitanol tiretimi %70°ten %80’e ¢ikarilmis ve aseton iiretimi 0,21
g/L’ye diistiriilmiistiir. Biitanol fermantasyon prosesini gelistirmek i¢in hiper-biitanol
tireten bakterilerin genom dizilimi ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Rekombinant DNA
teknolojisi solvent liretim verimliligini arttirmada kullanilabilecek 6nemli bir aragtir.
Bu teknik ilk defa C. acetobutylicum ATCC 824 susu iizerinde denenmis ancak solvent
tiretiminden sorumlu genlerin (ctfA, ctfB, adc, aad) bozulmasi1 sebebiyle modifiye
edilmis susta aseton ve biitanol iliretimi gerceklesmemistir. Bakterilere bu genleri
iceren pSOLI plazmidi eklenmis ancak ne yazik ki eklenen plazmidin de bozulmasi
sebebiyle solvent iiretimi saglanamamistir. Clostridia’nin genetik karmasikligir ve
uygun genetik araclarin olmamasi sebebiyle bu ¢alismalar basarisiz olmustur. Biitanol
tiretiminden sorumlu genler uygun baska konak hiicrelere (E. coli, Pseudomonas

putida, Bacillus subtilis ve Saccharomyces cerevisiae) de eklenmistir. 33 dogal gen
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silinerek ve 5 heterolog gen eklenerek E. coli EB243 susu ile biitanol iiretimi
calismalarinda maksimum 20 g/L biitanol iiretimi elde edilebilmistir. Bu sus kesikli
sistemde %34 biitanol verimi ile endiistriyel boyutta biitanol fermantasyonu i¢in
gelecek vadeden suslar arasindadir. Konvansiyonel clostridial fermantasyon
prosesinde dogal suslarla 16—17 g/L biitanol iiretim verimine kadar ulasilabilmektedir.
Bu ylizden arastirmacilarin ana amaci biitanol verimliligini yiikseltecek suslari
gelistirmektir. Arastirmalarin genel olarak odaklandiklar1 konular Sekil 2.7°de
gosterildigi gibi; bakteri susunun se¢imi, biitanol tiretiminde daha az maliyetli karbon
kaynaklariin kullanimi, metabolizma miihendisligi stratejileri, proses gelistirme,

biyobiitanol geri kazanim tekniklerinin gelistirilmesidir [65].

ABE fermantasyon verimliliginin

tyilestirilmesi
1
sus prdses
calismalar calismalar
1 1
yiiksek biitanol It hidroli
— konsantrasyonun - OF ZAMMANN hidsaz
a adaptasyon ve fermantasyon
karbon katabolizma
osmotoleransin
L S——— . —  baskisindan
iyilestirilmesi K
acinma
| metabolik- genetik | biyokiitlenin geri
miihendislik ¢alismalari kazanimi
inhibitorleri
azaltma

Sekil 2.7: Biyobiitanol {iretim prosesi gelistirme stratejileri.

2.6. Organik Asitler

2.6.1. Asetik Asit

Asetik asit, kimya ve gida endiistrisinde yilda yaklasik 15 milyon ton kiiresel
talebi olan ticari bir kimyasaldir. Asetik asit, yaygin olarak kimyasal proseslerle
tiretilmekte olup fermentatif yollarla da gergeklestirilebilir. Asetik asit; kimya, ilag,
tekstil, polimer ve boyalar, yiyecek ve igecekler gibi bir¢ok endiistriyel sektorde
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kullanilmaktadir. Asetik asidin gida endiistrisinde ¢esitli uygulamalar1 vardir ve
geleneksel olarak sirke olarak bilinir. Ayrica gidaya karakteristik bir aroma profili
vermek i¢in kullanilan bir asitlestiricidir. Etin mikrobiyal dekontaminasyonu icin ve
gida endiistrisinde hafif bir kire¢ ¢6zlicii olarak kullanilabilir. Daha yakin zamanlarda,
asetik asidin bir antimikrobiyal yenilebilir gida kaplama maddesi olarak kullanildig1
bildirilmistir.

Kimyasal iiretim siirecleri; Cavita islemi (metanoliin karbonilasyonu), aldehitin
oksidasyonu ve etilenin oksidasyonudur. Baslica iireticiler, karbonilasyon yolunu
izleyen BP kimyasallar1 ve BASF'dir.

Fermantasyon yoluyla liretilen asetik asit, agirlikli olarak sirke seklinde gida
endistrisinde kullanilmaktadir. Ticari sirke tretimi, AAB kullanilarak oksidatif
fermantasyon yoluyla yapilir. Birgok bakteri ve maya hiicresi tarafindan fermantasyon
ara ve yan firiinii olarak iretilen asetik asit iiretiminde en ¢ok kullanilan tiirler

Asetobakter ve Glukonasetobakter’dir [69].

2.6.2. Biitirik Asit

Biitirik asit, diinya ¢capinda yillik 80.000 metrik tondan fazla pazari olan kimya,
gida, hayvan yemi ve ilag endiistrilerinde genis uygulamalar1 olan dort karbonlu ugucu
bir yag asididir. Petrol hammaddelerinden biitirik asit tretimi siirdiiriilemez ve
cevresel kaygilara neden olmaktadir. Fermantasyon yoluyla biitirik asit tiretmek icin
hammadde olarak yenilenebilir biyokiitlenin kullanilmasi ideal bir alternatif olabilir
ve fosil yakitlarin gelecekteki kithgi ve gevresel etkileri ile ilgili endiseleri gidermek
icin gereklidir. Bununla birlikte, geleneksel biitirik asit fermentasyonunda yan iiriin
olarak olusan asetik asit ve {irlin biitirik asitin bakteri {izerine inhibisyon etkisi iiriin

verimliliginin diismesine sebep olmaktadir [70].

2.7. Fitoremediasyon

Agir metaller antropojenik faaliyetler sonucu su, toprak ve havaya
karigmaktadir. Bitkiler birgok agir metalleri kullanmamalarina ragmen biinyelerine
almaktadir ve bunun sonucunda kontamine olmus alanlarda yetisen bitkilerin tiikketimi

yoluyla insan hayat: olumsuz etkilenmektedir. Ornegin; demir, nikel, bakir, mangan
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ve cinko bitkiler i¢in gerekli olan metallerdir ama yiiksek miktarda alindiginda bitki
tizerinde toksik etki olugturmaktadir [71]. Fitoremediasyon kelimesinin kokenine
baktigimizda fito eski Yunanca bitki anlamina gelen ‘@uto’ kelimesinden,
remediasyon ise latince giderim-aritim anlamina gelen iki kelimenin biraraya
gelmesiyle olugsmaktadir. Fitoremediasyon terimi ilk kez 1980°1i yillarda kontamine
olmus alanlarin bitkiler ile temizlenmesi anlaminda kullanilmistir. Hiperakiimiilator
kelimesi ise genel olarak bitkinin kuru agirlig1 bagina ne kadar metal biriktirebildigi
ile ilgilidir. Van der Ent ve arkadaslar1 tarafindan krom ve kursun agir metalleri igin
sirastyla hiperakiimiilator bitkilerle giderilebilecek minimum miktarlar 300 mg/kg
kuru agirlik ve 1000 mg/kg kuru agirlik olarak belirtilmistir [72]. Alaboudi ve Ahmed
tarafindan yapilan fitoremediasyon ¢alismasinda topraktan kursun gideriminde
ayciceginin performansi incelenmistir [73].

Biyosorpsiyon mekanizmasi; hiicre disinda biriktirme/¢oktiirme, hiicre ylizeyine
sorpsiyon/¢coktiirme ve hiicre icinde biriktirme seklinde gergeklesmektedir. Su
stimbiilleri kullanilarak gergeklestirilen fitoremediasyon hem ¢evre dostudur hem de
ekonomiktir. Son yillarda dogada kirliligin kendi kendine temizlenmesi tizerine kurulu
fitoremediasyon teknolojilerine ilgi artmaktadir. Bu teknolojilerde kullanilan bitkilerin
yeniden degerlendirilmesi ise basli bagina biiyiik bir arastirma konusudur. Bu bitkilerin
enerji tiretimi igin kullanilmas1 hakkinda ¢aligmalar literatiirde mevcuttur [74]. Agir

metallerin gideriminde kullanilan ¢esitli yontemler Sekil 2.8’de listelenmistir.
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agir metallerin giderimi/detoksifikasyon

1
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Sekil 2.8: Agir metallerin remediasyonu ile ilgili yaklagimlar.

2.6.1. Su Siimbiilii

Su stimbiilii su ylizeyinde serbestce yiizen, uzun émiirlii sucul bir bitki tiiriidiir.

Amazon nehri kaynagi olan bu bitki buradan diinyanin ¢esitli bolgelerine yayilmastir.

Son zamanlarda Asi Nehri’nin ylizeyini kapladig1 ve temizleme ¢aligmalart yapildigi

bilinmektedir. Cok hizli gogalan ve su yollarini kaplayan su stimbiilii ekosisteme zarar

veren, sulama problemlerine yol agan ve bdcek niifusunun artmasina yol agan bir tiir

oldugu bilinmektedir. Diinya iizerindeki en hizl1 biiyiiyen bitki tiirlerinden biri olarak

bilinen su siimbiiliiniin biiylime sartlar1 Tablo 2.6’da gosterilmistir [75].

Tablo 2.6: Su siimbiiliiniin biiyiime sartlart.

Faktor

Deger

Kuru agirlik bakimindan biiyiime hizi

0,4-0.08 kg kuru agirlik/m?.giin

Yiizey alan1 bakimindan biiylime hizi

1.012-1.077 m%/giin

Suyun Ph’1 6-8
Suyun tuzlulugu 5 mg/L’den daha diisiik
Su sicakligi 10-40°C (Optimum 25-27,5°C)
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Su stimbiilii kullanilarak cesitli degerli tiriinler tiretilebilmektedir. Bunlar; ¢esitli
enzimler, seliiloz ksantojenat, leviilinik asit, sikimik asit, biyogaz, bioetanol,
biyohidrojen, biyopolimer, biyobiitanol, kompozitler, biyogiibre, balik yemi, yiiksek
kalorifik degerli yakit, yakit briket, siiper absorban polimer ve ksilitol. Ayrica su
simbiili. mantar yetistiriciliginde substrat olarak ve cesitli endiistriyel atiksularin
arntiminda agir metal gidermek amaciyla kullanilabilmektedir.

Su siimbiiliiniin dogal ortamlarda kontrolsiiz ¢ogalmasi su yiizeyinin kaplanarak
fotosentetik diger tiirlerin giines 15181 almasini engellediginden bu bitki istilaci bir tiir
olarak kabul edildiginden satis1 birgok tlilkede yasaklanmuistir.

Cesitli enzimlerin iiretiminde su simbiilii kalintilar1 kullanilmaktadir. Bu
enzimler genel olarak seliilaz, B-glikosidaz ve ksilanazdir. Su siimbiilii bolca bulunan
cogunlukla seliiloz ve hemiseliillozdan olusan lignoseliilozik biyokiitle oldugundan
dolay1 seliilaz iiretiminde ekonomik bir kaynak olarak goriilmektedir. Uretim amaciyla
su slimbiiliiniin kullanilmas: sosyoekonomik problemlerin ¢6ziimiine de katki
saglayabilmektedir. B-glikosidaz ise seliiloz hidrolizinin son adiminda goérev yapan
sellobiyozu glikoza doniistiiren 6nemli bir enzimdir. Ksilanaz enzimi ise ksilani
pargalayarak ksilooligosakkaritler, ksilobiyoz ve ksiloz olusturur. Ksilanlar ticari
enzimlerin i¢inde biiylik bir grubu olusturur. Sonug¢ olarak enzim iiretiminde diisiik
maliyeti sebebiyle su siimbiilii onemli bir kaynaktir.

Su stimbiilii yaklagik olarak %20 seliiloz, %48 hemiseliilloz ve %3,5 lignin
icermektedir. Su siimbiiliiniin karbonhidrat icerigi hakkinda literatiirde bulunan
caligmalar Tablo 2.7°de gosterilmektedir. Yiiksek seliiloz ve hemiseliiloz igerigi zararl
olarak goriilen su stimbiiliinii birgok degerli iiriin ve biyoyakitlarin tiretiminde 6nemli
bir konuma tasimaktadir. Uretim hizinin ¢ok yiiksek olmasi sebebiyle su siimbiilii
biyoyakit iiretiminde hammadde olarak kullanilabilir ve toprakta yetismemesi
sebebiyle tarim alanlarinda iiretilen biyoyakit hammaddelerden daha avantajhidir.
Ayrica kimyasallara kars1 dayanimi yliksek olmasi sebebiyle kontamine olmus sulak
alanlarda yetistirilebilmekte ve bu alanlarin temizlenmesinde biiyiikk katki
saglamaktadir. Su slimbiiliinden bioetanol ve biyogaz iiretimi ile ilgili ¢esitli
calismalar yapilmistir. Su stimbiiliinden bioetanol tliretiminde kullanilan en yaygin

tiirler Saccharomyces cerevisiae, Pichia stripitis, Zymomonas mobilis’tir.
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Tablo 2.7: Su siimbiiliiniin karbonhidrat i¢erigi hakkinda ¢aligmalar.

Seliiloz Hemiseliiloz Lignin Kiil Referans
24,5 34,1 8,6 15 [76]
18,2 29,3 2,8 12 [77]
17,3 24,7 11 - [78]
32,5 38,1 11 - [79]
31,6 27,3 3,9 - [80]
34,19 17,66 12,22 - [81]
18,4 49,2 3,6 - [50]

Su stimbiiliiniin fitoremediasyon performansi bir¢ok arastirmacinin dikkatini
¢ekmistir. Gong ve ark. formaldehit gideriminde su stimbiilii kullanarak %95,6 verim
elde etmistir [82]. Elias ve ark. ise su siimbiiliinii seramik endiistrisi atiksularindan agir
metallerin giderimi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada bu bitkinin yiiksek Fe, Zn, Cd, Cu,
Cr ve B giderim potansiyeli oldugunu gostermislerdir [83].

Su stimbiili yiiksek adaptasyon kabiliyeti, bol bulunan ve ¢ok hizli biiyime
hizina sahip olan sucul bir bitkidir. Bulundugu su ortamindan fiziksel, kimyasal veya
biyolojik yontemlerle giderilmesi i¢in biiylik miktarda para harcanmaktadir. Ancak
buna ragmen tamamen kontrol altina alinmasi ic¢in bir teknoloji heniiz
gelistirilememistir. Bunun yaninda sivi ve gaz biyoyakit iiretiminde kullanilabilirligi
aragtirtlmis 60-100 ton/hektar.y1l hizla biiylimesi sebebiyle hammadde ihtiyacini
karsilayabilecegi diistiniilmiistiir [84].

Kirlenmis alanlarin meyve ve sebze yetistirmede kullanim1 s6z konusu degildir.
Bu sebeple hem bu alanlarin temizlenerek ¢evrenin korunmasi hem de bu alanlardan
bu siirecte fayda saglanabilmesi igin kirlenmis su ve toprakta enerji bitkilerinin
yetistirilmesi konusuna giin gegtikce ilgi artmaktadir. Bu alanda yetistirilecek bitkinin
sec¢ini de dnemli bir konudur. Seliiloz orani, liretim verimi, toksik kimyasallara kars1
direnci yiiksek olan ve yenilebilir olmayan bitkiler secilmelidir. Su siimbiilii bu olumlu
Ozelliklerin hepsine sahip olan bir bitkidir ve su ortaminda kirliliklerin gideriminde
onemli performans saglamakla kalmayip yiiksek seliiloz igerigi sebebiyle biyoalkol
tiretiminde kullaniminin  katki saglayacagi disiiniilmektedir. Ayrica literatiir
incelendiginde agir metallerin ¢ogunlukla kokte birikim yaptigr goriilmiistiir. Bu
sebeple govde kisminda agir metal konsantrasyonunun diisilk olacagi tahmin

edilmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Mikroorganizma ve Enzim

Tez c¢aligmas1 kapsaminda biitanol iiretimi amaciyla DSMZ (Alman
Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonu)’ndan temin edilen Clostridium
acetobutylicum DSM 1732 susu kullanilmigtir. Biyokiitlenin enzimatik hidrolizinde
kullanilan Cellic CTEC2 enzimi ve diger kimyasal maddeler Sigma Aldrich’ten temin

edilmistir.
3.2. Besiyerleri

Clostridium acetobutylicum freeze dry formdan ilk etapta canlandirmak i¢in siit,
patates besiyerlerine ekilmis ve biliylimenin en iyi gozlendigi patates ile hazirlanan
besiyerinden alinan kiiltiir eksponensiyel fazda (0,8-1 nm optik yogunlukta) agilama

amaciyla Kullanilmigtir. As1 besiyeri igerigi Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Tablo 3.1: As1 besiyerinin igerigi.

Glikoz 25g/L

Maya oziitii 1g/L

P2 Stok soliisyonu (%01) K2HPO4:509g/L
KH2P0O4:509g/L
PABA:0,1g/L
Tiamin:0,1g/L
Biotin:0,001g/L
C2H7N022220g/L
MgS04.7H20:20g/L
MnSQO4.H20:1g/L
FeS04.7H20:1g/L
NaCl:1g/L

3.3. Hiicre Biiyiimesinin Takibi

Asidaki ve reaktordeki hiicre iremelerini takip etmek igin GBC-Cintra-20 marka

UV-Vis Spektrofotometre cihazi ile 600 nm’de optik yogunluk 6l¢iimleri yapilmistir.
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3.4. Asit Hidrolizi

Su siimbiilii bitkisinin kok ve govde kisimlar1 enzimatik hidroliz dncesinde
karbonhidratlarin par¢alanmasi amaciyla farkli konsantrasyonlarda H2SOas ile
muamele edilerek optimum asit konsantrasyonu belirlenmeye calisilmistir. Asit
hidrolizi islemi oncesi 6n aritimin etkili bir sekilde gerg¢eklesmesi igin 105°C’de
kurutulmus bitki kok ve govdesi dgiitiilerek pargacik boyutu kiiciiltiilmistiir. Tim
deneylerde %10 kat1 yiiklemesi orani sabit tutulmustur. %1, %2 ve %3 H2SO4 iceren
kapakli siseler 121 °C’de 60 dakika otoklavlanmis ve islem biter bitmez hidrolizat
stizme seti ile filtre edilerek kat1 ve siv1 fazlara ayrilmistir. Kat1 faz asit hidrolizinde
olusan inhibitdrlerin yikanmasi ve katinin pH’1inin 6-7’ye ayarlanmasi amaciyla distile
su ile yikanmigtir. Sivi fazdaki sekerlerin miktarinin belirlenmesi i¢in Lab Alliance

Essence marka HPLC cihazi kullanilmastir.

3.5. Enzimatik Hidroliz

Asit hidrolizinden alinan biyokiitle pH=7 olana kadar saf su ile yikandiktan
sonra cam siseye konulup sitrat tamponu ile pH=4,8’e ayarlanmistir. %10 kat1 orani,
50°C ve 150 rpm karistirma hizi kosullarinda 50 FPU/gr biyokiitle Cellic CTEC2
(Sekil 3.1) enzimi eklenerek 2 giin tutulan karisimdan giin asir1 alinan numunelerin

glikoz icerigindeki degisimler HPLC ile dlgiilerek kaydedilmistir.

endo-1,4--D- Glukonaz

Sellobiyosidaz II
ccccc

Sekil 3.1: Cellic CTEC2 enzim karisiminin seliilozu par¢alama mekanizmas.
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3.5.1. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzimatik hidroliz adiminda kullanilacak enzim miktarinin saptanmasi amaciyla
ilk olarak Cellic CTEC2 selillaz enzim karigiminin filtre kagidi birimi (FPU)
belirlenmelidir. Bu amagla NREL tarafindan yayimlanan seliilaz aktivitesinin 6l¢timii
protokolii kullanilmistir. Bu protokole gore enzim karistmi 1/20 oraninda
seyreltildikten sonra Tablo 3.2’ye gore sitrat tamponu (pH=4,8) ile karistirilarak enzim
kontrolii numuneleri hazirlanmigtir. 10 mg/ml glikoz standart ¢dzeltisi hazirlandiktan

sonra Tablo 3.3 ’teki oranlarda sitrat tamponu ile karistirilir.

Tablo 3.2: Seliilaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan enzim soliisyonlari.

Ornek no Sitrat tamponu (ml) Enzim(ml) | Enzim Seyreltme oran1*10°
(ml/ml)
El 1,65 0,350 875
E2 1,7 0,300 750
E3 1,8 0,200 500
E4 1,85 0,150 375
ES5 1,9 0,100 250

Tablo 3.3: Seliilaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan glikoz soliisyonlart.

Omek no | Glikoz miktar1 | Sitrat tamponu Glikoz Konsantrasyonu
(ml) (ml) (mg/ml)
Gl 1 0,5 6,7
G2 1 1 5
G3 1 2 33
G4 1 4 2

Enzim aktivitesi belirlenecek numuneler icerisine 50 mg seliilozik filtre kagidi
tamamen 1slanacak sekilde katlanarak konulur. Uzerine 1 ml sitrat tamponu ve Tablo
3.2 ile ayn1 oranlarda enzim eklenir. Substrat kontrolii i¢in 1,5 ml sitrat tamponu ve
filtre kagidi, reaktan kontrolii igin ise 1,5 ml sitrat tamponu ayr1 ayr1 cam tiiplere ilave
edilir. Tim 6rnekler 50°C’de 60 dakika tutulur. Enzim aktivitesinin durdurulmasi igin
5 dakika kaynayan suda ve ardindan buz banyosunda tutulur. Ornekler 0,45 pm
filtreden gecirildikten sonra HPLC ile seker miktar1 dlgiiliir. Enzim miktarina karsi
glikoz konsantrasyonu grafigi ¢izilir ve seliilozun pargalanarak 2 mg glikoz liretmesi

icin gerekli enzim miktar1 Sekil 3.2°deki grafige gore belirlenir. Bulunan enzim
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miktari esitlik kullanilarak enzimin filtre kdgidi birimi (FPU) Esitlik 4.1°deki formiille

hesaplanir. Buradan enzim aktivitesi 168,18 FPU/ml olarak bulunmustur.

y = 0,0011x

0,0005 R2=0,9917

0

_ 0,37 037 _
FPU/ml = ———e = - = 168,18 FPU /ml (4.1)
0,0035
= 0,003 A
S 00025 -
2~ 0,002 -
E £ 0,0015 -
2E 0,001
£
N
L

0 0,5 1 15 2 2,5
Glikoz konsntrasyonu (mg/0,5 ml)

Sekil 3.2: Cellic CTEC2 enzim aktivitesi grafigi.

3.6. Karbonhidrat Tayini

Su siimbiiliiniin seliiloz, hemiseliiloz, lignin (asitte ¢oziiniir lignin ve asitte
¢Oziinmeyen lignin) ve kiil i¢eriginin belirlenmesi Sluiter metoduna gore yapilmistir.
300 mg kuru biyokiitle tizerine 3 ml %72’lik HoSO4 ¢ozeltisi eklenen kapali cam
siseler 30°C’deki su banyosunda sik sik calkalanarak 1 saat boyunca tutulmustur.
H2SO4 konsantrasyonu 84 ml distile su ilave edilerek %4’e diisiiriilmiis ve siseler
121°C’de 1 saat otoklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikarilan ornekler filtreden gegirilerek
kat1 ve sivi fazlar1 ayrilmistir. Kati faz kiil miktar: tayini yapilmak tizere 105°C’de
etiivde kurutulup kuru agirhigr not edildikten sonra kiil firininda 575°C’de 5 saat
yakilmis ve kiil miktar1 not edilmis ve denkleme gore kiil ve asitte ¢oziinmeyen lignin

icerigi hesaplanmistir (Esitlik 4.2 ve 4.3).

olusan kul(g) + 100 (4.2)

kil miktarty, % = —
0,3 g biyokiitle
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kati fazin kuru agirligi(g)—olusan kiil
0,3 g biyokiitle

asitte ¢oziinmeyen lignin, % =

Siv1 faz ise biyokiitledeki asitte ¢oziinen lignin ve sekerlerin belirlenmesi igin
kullanilir. Asitte ¢oziinen lignin miktar1 280 nm’de spektrofotometrede absorbansin
Olctildiikten sonra esitlik 4.4’e gore hesaplanir. Absorbans dlgiimlerinde degerin 0,7-
1,0 araligina getirilmesi i¢in ve blank olarak %4’liik H2SO4 ¢ozeltisi kullanilmaktadir.
Karbonhidrat icerigi (seliiloz ve hemiseliiloz) ise CaCOgz ile pH 5-7,5 araligina

getirildikten sonra HPLC cihazinda 6l¢tilmiistiir.

Absygo*filtrat hacmixseyreltme faktori
0,3 g biyokiitlexUV yol uzunlugu*&

asitte ¢ozunir lignin, % = (4.4)

&: Spesifik absorplama kapasitesi
3.7. Seker, Asitler ve Solventlerin Olgiilmesi

Karbonhidrat tayini, asit hidrolizi, enzimatik hidroliz ve fermantasyon
caligmalar1 sirasinda sekerler, organik asitler ve son {iriin olan solventlerin 6l¢iilmesi
icin Essence System Lab Alliance marka HPLC (High Pressure Liquid
Chromotography) cihazi kullanilmistir. Tim numuneler analiz oncesi HPLC
kolonunda tikanikliklara sebep olmamak i¢in 0,45 um gozenekli filtreden gegirilmistir.
Numuneler ultrasonikatorde gazlari uzaklastirilmis 1 ml/dk akis hizinda 9mM siilfiirik
asit mobil faz1 kullanilarak 45 °C’deki seker kolonu (8 pm polimer IEXH form) ve

refraktif indeks dedektorii kullanilarak analiz edilmistir.
3.6.1 HPLC standart egrileri

Seker, organik asitler ve solventlerin analizi icin HPLC cihaziyla yapilan

analizlerde kullanilmak tizere olusturulan standart egrileri Sekil 3.3, Sekil 3.4, Sekil

3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7, Sekil 3.8, Sekil 3.9 ve Sekil 3.10’da goriilmektedir.
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Sekil 3.3: HPLC analizinde kullanilan glikoz standart egrisi.
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Sekil 3.4: HPLC analizinde kullanilan ksiloz standart egrisi.
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Sekil 3.5: HPLC analizinde kullanilan biitirik asit standart egrisi.
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Sekil 3.6: HPLC analizinde kullanilan asetik asit standart egrisi.
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Sekil 3.7: HPLC analizinde kullanilan laktik asit standart egrisi.
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Sekil 3.8: HPLC analizinde kullanilan aseton standart egrisi.
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Sekil 3.9: HPLC analizinde kullanilan etanol standart egrisi.
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Sekil 3.10: HPLC analizinde kullanilan biitanol standart egrisi.

3.9. ICP ile Metallerin Analizi

Su siimbiilii bitkisi 10 mg/L Pb*? ve Cr*® ¢ozeltisi icerisinde 15 giin siireyle
floresan 151k altinda tutularak (Sekil 3.11) sudaki ve bitki kisimlarindaki Pb*2
konsantrasyonu 5 giin arayla numune alinmistir. Analiz 6ncesi +4°C’de buzdolabinda
saklanan metal cozeltileri ve asitte parcalanmis biyokiitleler Perkin Elmer marka
Prima 4300 DV model ICP-OES (Inductively Coupled Plasma—Optical Emission
Spectrometry) cihazi ile dl¢lilmiistiir. Cozeltiler gaz-sivi ayiricisina pompalandiktan
sonra %0,3 w/v NaBHj ile reaksiyona sokularak pg/L hassasiyette sonuglar elde
edilmistir.
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Sekil 3.11: Fitoremediasyon deney diizenegi.

ICP cihazinda elde edilen sonuglar ile biyokonsantrasyon (Esitlik 4.5) ve
translokasyon faktorleri (esitlik 4.6) belirlenmistir.

Elementin bitkideki konsantrasyonu (F;—j}

BECF = , , ik
glementin sudaki baslangi konsantrasyonu (T} (4 5)
. _ . mg
Elementin kokteki konsantrasyonu (—)
TF = 7

Elementin govdedeki konsantrasyonu (?—g}

(4.6)
3.8 ABE Fermantasyonu

Enzimatik hidroliz sonrasi enzimatik hidroliz karisimi 0,45 um goézenekli
filtreden gecirilmistir. Enzimatik hidroliz karisimina 1 g/ maya 6ziitii eklenmis ve
stvinin pH’1 HCI ve NaOH ile 6,5’e ayarlandiktan sonra sizdirmaz serum sigesindeki
numuneler 121 °C’de 15 dakika otoklavlanmustir. Otoklavdan alinan numunelere oda
sicakliginda P2 stok soliisyonu eklenmis ve N2 gegirilen serum siselerinde anaerobik
sartlar olustuktan sonra, %10 as1 eklenerek 37°C, 150 rpm karistirma hizinda
fermantasyon baslatilmistir. Giin asir1 6rnek alinarak sekerler, ara iiriinler ve solventler

HPLC cihazinda ol¢tilmiistiir.
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4. BULGULAR

4.1 Su siimbiiliiniin karbonhidrat icerigi

Ulkemize Suriye sinirlarindan girerek Asi Nehri iizerinde yasam alani olusturan
su siimbiilii bitkisinin biyobiitanol iiretiminde kullanilabilmesi i¢in dncelikle biyokiitle
icerisinde bulunan seliilloz, hemiseliiloz ve lignin oranlari belirlenmistir. Sluiter
metoduna goére gergeklestirilen analiz  sonucunda elde edilen Dbiyokiitle

kompozisyonuna ait veriler Tablo 4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1: Su siimbiiliiniin karbonhidrat icerigi.

Icerik %, g/g
Seliiloz 38%

Hemiseliiloz 11,6%
Asitte ¢Oziiniir lignin 2,22%
Asitte ¢oziinmeyen lignin 18,2%
Kiil 2,23%

Tespit edilen biyokiitle igerigi benzer ¢aligmalarla kiyaslandiginda (Tablo 2.7)
literatiir ile uyumlu sonuglar elde edildigi gézlemlenmistir. Biyokiitle igerigindeki
degerler bolge, iklim ve zamana bagli degisimler gosterebilmektedir. Tablo 4.1°de
goriildiigii gibi ¢alismalarda kullanilan su siimbiilii bitkisi toplam %50 seliiloz ve
hemiseliiloz igerigi ile lignoseliilozik biyobiitanol iiretimi igin uygun oldugu

distiniilmektedir.

4.2. Hidroliz Kosullarmin Belirlenmesi

Asit hidrolizinin ardindan farkli asit konsantrasyonlarinda elde edilen 6rneklerin
tamamina enzimatik hidroliz uygulanmis ve enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu
bilinen sicaklik ve pH (50°C ve pH=4,8) sartlarinda ¢alismalar gergeklestirilmistir.

72 saatlik enzimatik hidroliz ¢alismalarinda %3 asit konsantrasyonu ve 50
FPU/g enzim yiiklemesi sartlarinda en yiiksek seker salimi gerceklestigi goriilmiistiir
(Sekil 4.1). Asit hidrolizi ¢aligmalarinda hidroliz sivisinda kaybedilen glikoz ve ksiloz
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miktarinin fazla olmasi (Tablo 4.2) ve enzimatik hidrolizde seker salim verimleri
arasinda fark olmamasi (Sekil 4.1) sebebiyle fermantasyon ¢alismalarina %1 asit
konsantrasyonu ve 50 FPU/g enzim yiiklemesi ile elde edilen enzimatik hidroliz sivisi

ile devam edilmistir.

1% 2% 3%

Zaman, saat

o 40 | '

® 30 '

>

5 20 i
o g2
< 10 Jl 4
= 24
(U O T T T T T T T T T 0

2

S 25 50 75 25 50 75 25 50 75

N

2

o

Enzim Konsantrasyonu (FPU/gr)-Asit Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.1: Enzim ve asit konsantrasyonunun glikoz iiretimi {izerine etKisi.

4.3. ABE Fermantasyonuna Substrat Etkisi

ABE fermantasyonunda C. acetobutylicum bakterisinin hem pentozlar1 hem de
hegsozlar1 kullanabildigi bilinmektedir. Farkli besiyeri sartlarinda hiicre biiyiimesini
gozlemlemek i¢in yapilan ¢alismalarda 25, 50 ve 75 g/L glikoz, 10 ve 20 g/L ksiloz ve
20 g/L YTG igeren besiyerlerinde hiicre biiyiimeleri incelendiginde optik yogunlugun
glikozlu besiyerlerinde 24. saatten sonra artmaya basladigi ve 48. saatten sonra
duragan faza girdigi goriilmiistiir (Sekil 4.2). Ksiloz i¢eren besiyerinde ise 48. saatten
sonra hiicre yogunlugu artmaya baslamis ve 72 saatlik deney siiresinde duragan faza
ulagsmamistir. Daha zengin igerige sahip olan 20 g/L glikoz iceren YTG besiyerinde
hiicre biiyiimesi 75 g/L glikoz igeren besiyerine benzer sekilde gerceklesmistir.
Sonuglar birlikte degerlendirildiginde bakterinin glikozu dncelikli olarak kullandig1 ve

glikoz igerigi arttikca hiicre biiylimesinin hizlandig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 4.2: Besiyeri iceriginin C. acetobutylicum biiyiimesi iizerine etkisi.

Farkli glikoz igerigine sahip reaktorlerde fermantasyon boyunca glikozun
konsantrasyonunun zamana bagli degisimi Sekil 4.3’te goriilmektedir. Besiyeri
baslangi¢ glikoz konsantrasyonu arttikca glikoz tiiketim hizinin arttigi, 75 g/L
baslangi¢ glikoz konsantrasyonuna sahip besiyerinde 48 saatte glikozun yarisinin
tiikketildigi goriilmektedir.

C. acetobutylicum metabolizmasinda ilk olarak hiicre bilylimesi ve organik
asitlerin iiretiminin gergeklestigi asidojenez evresi gerceklesmektedir. Asitlerin
iiretimine bagli olarak pH diismekte ve bunun sonucunda hiicre solvent iiretim fazi
olan solventojenez fazina gegmektedir. 75 g/L glikoz iceren besiyerinde asetik asit ve
biitirik asit konsantrasyonlarinin zamana bagli degisimi incelendiginde asetik asit
miktarinin 24. saatten itibaren solventojenez fazina gegise bagli olarak daha hizl
diistiigii gortilmektedir. Biitirik asit {iretimi ise 48. saate kadar devam etmistir.

Besiyeri igerigindeki seker konsantrasyonu arttikga biitanol konsantrasyonun
arttigl gozlemlenmigstir. 25 ve 50 g/L glikoz iceren reaktorlerde 72 saatte biitanol
tiretimleri incelendiginde sirasiyla 10,08 ve 10,26 g/L biitanol konsantrasyonler: elde
edilirken en yiiksek biitanol konsantaryonunun 75 g/L glikoz igeren reaktorde 48 saat
sonunda 13,92 g/L biitanol konsantrasyonu elde edilmistir.

ABE fermantasyonunda genellikle 6:3:1 oraninda biitanol:aseton:etanol iiretimi
gerceklesmektedir [85]. Bu ¢alismada ise benzer sekilde Clostridium acetobutylicum

DSM 1732 susu ile 75 g/L glikoz baslangi¢ konsantrasyonuna sahip reaktorde 14:2,3:1
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oraninda biitanol:aseton:etanol tiretimi gerceklestigi gézlemlenmistir. Toplam ABE
iiriin konsantrastonu 72 saat fermantasyon sonunda 25, 50 ve 75 g/L glikoz igeren
reaktorlerde sirasiyla 14.34, 15,63 ve 20,44 g/L ve fermantasyon verimleri 0,57, 0,31
ve 0,27 g ABE/g glikoz oldugu Sekil 4.3’da goriilmektedir. Reaktore baslangigta
eklenen seker konsantrasyonunun arttirilmasi {iriin konsantrasyonunun artmasina
sebep olmasina ragmen fermantasyon veriminin diismesine sebep olmaktadir. Uriin
ayirma proses maliyetleri agisindan bakildiginda ise biitanol konsatrasyonunun diisiik
olmasi ayirma maliyetini arttirmakta ve ticari olarak ABE fermantasyon prosesi ile
biitanol iiretiminin gelisememesine sebep olmaktadir. Bu sebeple fermantasyon
prosesi ile birlikte calisan ve siirekli iirlin ayirma islemi ile isletilen teknolojiler

tizerindeki ¢calismalar devam etmektedir.
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Sekil 4.3: Glikoz baglangi¢ konsantrasyonunun etkisi.
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Sekil 4.3: Devamu.

Hiicre biiytimesi ve pH degisimi incelendiginde (Sekil 4.4) 48 saat sonunda 75
g/L glikozlu besiyerinde logaritmik biiylime fazin tamamlandig1 ve bakterinin duragan
faza gectigi goriilmektedir. 25 ve 50 g/L glikoz igeren besiyerlerinde is 72 saatte
duragan faza gecis goriilmemistir. pH genel olarak 5,5-4 araliginda kalmis ve

asidojenez fazinda asitlerin tiretimine bagli olarak pH diigsmiistiir.
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Sekil 4.4: Glikoz konsantrasyonunun hiicre biiyiimesi ve pH iizerine etkisi.
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4.4, Su Siimbiilii ile Hidroliz ve ABE Fermantasyonu

4.4.1. Asit Hidrolizi Calismalar:

Teorik olarak 1 g glikozdan 0,411 g biitanol iiretilebildigi bilinmektedir.
Biyokiitle igerigindeki selilloz ve hemiselillozun tamamen glikoz ve ksiloza
pargalanabildigi varsayimi ile 1 kg su siimbiiliinden optimum kosullarda maksimum
245 g biitanol iiretilebilmektedir. Bu amacla optimum kosullar bulunmaya ¢alisilarak
en yliksek biyobiitanol verimi elde edilmeye calisilmistir. Asit hidrolizi ¢alismalari
sabit kat1 oraninda (%10) gergeklestirilmis ve optimum asit konsantrasyonu degeri
bulunmaya calisilmistir. Artan asit konsantrasyonuna bagl olarak biyokiitleden siviya
gecen seker miktarmin artti@i  goriilmistir. Fermantasyon enzimatik hidroliz
calismalarinin sadece kati {lizerinde gerceklestirilmesi sebebiyle siviya gecen seker
miktarinin yiiksek olmamasi istenmektedir. Bu sebeple %1 asit konsantrasyonunda
gerceklestirilen asit hidrolizi optimum kosul olarak se¢ilerek fermantasyon ¢aligmalari
bu kosullarda elde edilen biyokiitle ile devam ettirilmistir. Farkli siilfiirik asit
konsantrasyonlarinda gergeklestirilen asit hidrolizi islemlerinde elde edilen glikoz ve
ksiloz salim verimleri Tablo 4.2°de gosterilmistir. Bu sonuglar, su siimbiiliiniin
hemiseliillozunun asitler i¢in daha erisilebilir oldugunu gosterir ve énemli miktarda
glikoz ve ksilozun %0,5-2,0 H2SO4 ile agiga ¢iktigi literatiirdeki ¢alismalarla tutarlidir
[87]-[88].

Tablo 4.2: Seyreltik asit hidrolizi uygulanan su siimbiiliinden agiga ¢ikan sekerler.

Asit Kat1 Sivi
konsantrasyonu % Glikoz, g/g | Ksiloz, g/g Glikoz, g/g Ksiloz, g/g
1% 99,03 72,61 0,97 27,39
2% 92,20 43,01 7,80 56,99
3% 80,80 37,16 19,20 62,84
1% (krom igeren) 89,2 58,7 10,8 41,3
1% (kursun igeren) 69,1 33,1 30,9 66,9
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4.4.2. Enzimatik Hidroliz Cahismalari

Cellic CTEC2 enzimi; B-glukosidaz, hemiseliilazlar, Karboksimetil seliilaz,
sellobiyohidrolaz ve ksilosidaz enzimlerini iceren ve B-1,4 glikosidik baglar
parcalayan etkili bir karisimdir. Bu enzimin tercih edilmesinin sebebi lignoseliilozik
biyokiitlenin i¢erigindeki seliiloz ve hemiseliilozlarin parcalanmasinda etkili enzimleri
icermesidir. Enzimatik hidroliz ¢alismalarina glikoz ve ksiloz kaybinin en diisiik
oldugu %1 H>SO;4 ile devam edilmis, hidrolizi gegeklestirilmis su siimbiilii kok ve
govdesi ayr1 ayri tiim iglemlere tabi tutulmustur. Agir metal igeren 6rneklerde ise krom
ve kursun konsantrasyonunun bitkinin gévde kisminda daha diisiik olmasi sebebiyle
sadece govde kisimlar1 enzimatik hidroliz isleminde kullanilmistir. 48 saatlik
enzimatik hidroliz sonucunda bitki kok ve govdesinden sirasiyla baslangi¢ seker
igeriginin %67,9 ve %72,5’1 kazanilmistir. Asit hidrolizi ve enzimatik hidroliz sonucu
bitkide par¢alanamadan kalan seker miktar1 ise kok ve gévde i¢in sirasiyla %24,9 ve
%20,4 oldugu goriilmiistiir.

Krom igeren su siimbiiliiniin asit hidrolizi sonucunda krom igeriginin %87,5’inin
asitte giderilmesi enzimatik hidroliz veriminde krom kaynakli diisiisiin olmamasina
sebep olmustur. Kursun igeren su siimbiiliinde ise asit hidrolizi ile kursun gideriminin
cok diisiik (<%1) olmasina bagli olarak enzimatik hidroliz sivisinda 425 mg/L kursun
konsantrasyonu gozlemlenmistir ve enzimatik hidroliz ile seker salim1 %56,7 oldugu
goriilmistiir. Asit hidrolizi ve enzimatik hidroliz sonucunda krom ve kursun igeren su

stimbiilii i¢in sirasiyla sekerlerin toplam %2,7 ve %26,2’si aciga ¢ikmustir.

4.4.3. ABE Fermantasyon Calismalari

Enzimatik hidroliz sonucu su siimbiilii kok ve govdesinden agiga c¢ikarilan
sekerler ABE fermantasyonunda kullanilmak {izere reaktérde baglangic seker
konsantrasyonu 25 g/L olacak sekilde hazirlanmis ve Clostridium acetobutylicum
iceren %10 as1 eklenmistir. On islemi gerceklestirilmis su siimbiilii kokii ile hazirlanan
besiyerinde ilk 24 saatte glikoz konsantrasyonunda degisim goriilmezken 24-48
saatleri arasinda glikoz kullanimi gozlemlenmis ve ardindan sabit kalmistir. Besiyeri

icerisindeki glikozun yalnizca %42’si tiiketildigi goriilmistiir (Sekil 4.5). Reaktorde
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2,55 g/L asetik asit ve 3,14 bitirik asit tretimi gergeklesmistir. ASit
konsantrasyonlarinin  hizli  yiikselmesine bagli  olarak glikoz tiiketiminin
tamamlanamadigi diisiiniilmektedir. 120 saatlik fermantasyon ¢alismalar1 sonucunda
su stimbiilii kokiinden yalmiz 0,1 g/L biitanol, 0,15 g/L aseton ve 0,16 g/L etanol
iiretilebilmistir. Uriin konsantrasyonlarmin diisiik olmas1 organik asitlerin inhibitor
etki yapmasi ve sistemde hidroliz asamalarinda olusan inhibitér maddelerin bulunmasi

gibi sebeplere bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.5: Su stimbiilii kokii ile ABE fermantasyonu sonuglari.

On islemi gergeklestirilmis su siimbiilii gévde kismi ile hazirlanan besiyerinde
kok ile yapilan galismalara benzer sekilde ilk 24 saatte glikoz konsantrasyonunda

degisim goriilmezken 24-48 saatleri arasinda glikoz kullanimi gozlemlenmis ve
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ardindan sabit kalmistir. Ancak glikoz tiiketim miktar1 ¢ok diisiiktiir ve sadece 2.34

g/L glikoz konsantrasyon diisiisii gergeklesmistir (Sekil 4.6). Reaktorde olusan asetik

asit ve biitirik asit tretimi de glikoz tiiketimine bagli olarak az miktarda

gergeklesmistir. 120 saatlik fermantasyon ¢alismalar1 sonucunda su siimbiilii govde

kismindan yalniz 0,10 g/L biitanol ve 0,03 g/l aseton iiretimi gergeklesmis yani toplam

solvent konsantrasyonu 0,14 g/L ABE elde edilmistir. Uriin konsantrasyonlarinin

diisiik olmasmnin sistemde hidroliz asamalarinda olusan inhibitér maddelerin

bulunmasina bagh olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.6: Su stimbiilii gévdesi ile ABE fermantasyonu sonuglari.
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4.5. Su Siimbiiliiniin Kursun ve Krom Fitoremediasyonu

Su stimbiili bitkisinin kok ve govde kisimlarinda kursun konsantrasyonunun
zamanla degisimi incelendiginde goévde kisminda ik 5 giinde kursun
konsantrasyonunun arttigi ancak 5. giinden sonra konsantrasyonun diistiigi
goriilmiistiir (Sekil 4.7). Kok kisminda ise 10. gline kadar konsantrasyon hizla artmis
ve 15. giinde ise 94% kursun giderim verimi edilmistir. Ayrica biyokonsantrasyon
faktori 2187,53 (kok kisminda) ve 63,55 (govde kisminda) ve translokasyon faktorii

ise 34,42 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.7: Kursun konsantrasyonunun bitki kisimlarinda ve fitoremediasyon
stvisindaki degisimi.

Su slimbiilii bitkisinin kok ve govde kisimlarinda krom konsantrasyonunun
zamanla degisimi incelendiginde govde kisminda 15 giinde 92,5 pg/g krom toplandigy,
stvidaki krom konsantrasyonunun fitoremediasyona bagli olarak diistiigii Sekil 4.8’de
goriilmektedir. Ayrica biyokonsantrasyon faktorii 66 (kok kisminda) ve 10,8 (govde

kisminda) ve translokasyon faktorii ise 18,44 olarak hesaplanmaistir.
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Sekil 4.8: Krom konsantrasyonunun bitki kisimlarinda ve fitoremediasyon
stvisindaki degisimi.

4.6. Kursun ve Krom Iceren Su Siimbiili ile ABE
Fermantasyonu

Asit hidrolizi ve enzimatik hidroliz sonucunda toplam seliiloz ve hemiseliiloz
parcalanarak 80% seker verimliligi elde edilmistir. Asit hidrolizi ile su siimbiilii
igerisinde birikmis olan krom ve kursunun sirasiyla %87,5 ve %0,9°u s1v1 faza gegmis
ve fermantasyon reaktoriine kat1 fazdan gelen agir metal konsantrasyonlar: 0,386 mg
krom/L ve 421,8 g/L oldugu hesaplanmistir.

Enzimatik hidroliz ve ABE fermantasyonu ¢alismalarinda glikoz, ksiloz, asetik
asit, biitirik asit, aseton, biitanol ve etanol konsantrasyonlarindaki degisimler sekilde
goriilmektedir. Glikoz ve ksilozun 70%’i 24 saat igerisinde {iretilmis olup
fermantasyon sirasinda enzimatik hidrolizin devam ettigi goriilmistiir. Ksilozun
onemli bir kisminin (73,6%) ise asit hidrolizinde ayrilmasi sebebiyle ksiloz {iretiminin
diistik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9).

Reaktore as1 48. saatte eklenerek fermantasyon baglatilmis ve enzim aktivitesi
de fermantasyon boyunca devam etmistir. Ara liriinler olan asetik asit ve biitirik asit
asilamadan itibaren sirasiyla 48 ve 72. saatten itibaren iiretilmeye basladig
goriilmiistir. Fermantasyon verimi 4,75 g biitanol.kg kuru su siimbiilii ve 9
g ABE.kg kuru su siimbiilii olarak tespit edilmis, biitanol konsantrasyonu ise 0,24 g.I°

lolarak hesaplanmigtir. Krom iceren su siimbiilii govdesiyle yapilan ABE
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fermantasyon g¢alismasinda glikoz {iretiminin enzim aktivitesinin devam etmesine
bagli olarak 144. saate kadar devam ettigi ve biitanol konsantrasyonunun kursun igeren
su stimbiilii gévdesine gore daha yliksek oldugu (Sekil 4.10) goriilmiistiir.

Su stimbiilii lignoseliilozik bir biyokiitle olup yiiksek oranda seliiloz ve
hemiseliiloz (%49,6) igerigi sebebiyle biyoyakit iiretiminde kullanilabilecek énemli
bir biyokiitledir. Ancak fitoremediasyon sonrasi biyokiitle igerisinde kalan kursunun

fermantasyon verimliligini onemli oranda diisiirdiigli goriilmektedir.
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Sekil 4.9: Su siimbiilii ile enzimatik hidroliz ve ABE fermantasyonunda kursunun
etkisi.

56



25 - 0,8 —
glikoz laktik asit
< 20 3
> > 0,6
S 15 S
& < 0,4
£ 10 =
§ : 0,2
g s g
0 0
0 48 96 144 0 48 96 144 192

Zaman, saat Zaman, saat

(62}
o
(ep]

asetik asit butirik asit

- —
34 )
c c 0,4
o S Y
7 2
€ 2 1=
3 S 0,2
c [
o 1 (@]
\'d Y

0 0

0 48 96 144 192 0 48 96 144 192
Zaman, saat Zaman, saat

0,3
—
K=
c
s 0,2
<
01
-
o e LD LT .----" - Prrone= ®
A - - - —-—8---a

0 -——=—
0 50 100 150 200
Zaman, saat

—e—biitanol - & -aseton --e--etanol

Sekil 4.10: Su siimbiilii ile enzimatik hidroliz ve ABE fermantasyonunda kromun
etkisi.
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5. TARTISMA ve ONERILER

Literatiirde Clostridium acetobutylicum ile biyobiitanol tiretmek amaciyla birgok
calisma bulunmaktadir. Biyobiitanol sahip oldugu yiiksek enerji igerigi sebebiyle
biyoyakitlar i¢inde umut vadeden bir yakit alternatifi olmasina ragmen endiistriyel
Olcekte biyobiitanol iiretiminin Oniinde birgok problem bulunmaktadir. Bu
problemlerin ¢6ziimiinde substrat se¢imi, sus ¢alismalari ve hidroliz ve fermantasyon
kosullarinin gelistirilmesi anahtar roller oynamaktadir. Uygun karbon kaynaginin
secimi proses maliyetini &nemli &lglide diisiirecektir. Ikincil kaynaklar olarak
smiflandirilan lignoseliilozik biyokiitleler gida bitkilerinin enerji temini i¢in tiretilmesi
ile olusan aclik krizine alternatif ¢6ziim olmasi ve diisiik maliyetleri sebebiyle tercih
edilmektedir.

Biyobiitanol iiretiminde uygun olabilecek lignoseliilozik biyokiitlenin iiretim
hizinin yiiksek olmasi, hemiselilloz ve seliiloz igeriginin yiiksek, lignin igeriginin
diisiik, yetistirilmesinin kolay, iklim seciciliginin az olmas1 proses verimliliginin ve
uygulanabilirliginin yiliksek olmasini saglayacak parametrelerdir. Su stimbiilii bitkisi
biitlin bu 6zelliklere sahip diinya genelinde liretim hizi en yiiksek oldugu bilinen ve
her yil tireme ortamlarinda istilact olmalar1 sebebiyle miicadele edilmeye calisilan
sucul bir bitki tiirtidiir.

Bu tez calismasi kapsaminda oncelikle su siimbiiliiniin karbonhidrat igerigi
belirlenmis %50 seliilloz ve hemiseliiloz igerigine sahip olmasi sebebiyle biyoyakit
tiretiminde uygun bir kaynak olarak diisiiniilmiistiir. Asit hidrolizi ve enzimatik
hidroliz 6n islemleri uygulanmis su siimbiilii bitkisinin kok ve gdvdesinden sirasiyla
toplam %75,1 ve %79,6 seker geri kazanimi saglanmig, Clostridium acetobutylicum
ile muamele edilen 6n islem yapilmis kokten 0,42 g/L biitanol ve 0,927 g/L ABE
tiretimi  gézlemlenmistir (Tablo 5.1). Aym kosullarda 6n islem yapilmis gévde
kismindan ise 0,36 g/L biitanol ve 0,595 g/L. ABE firetildigi bulunmustur.

Saf glikoz ile yapilan caligmalarda 75 g/L glikoz igeren reaktdrde teorik
biyobiitanol iiretimine (0,411 g biitanol. g seker) gore %46,2 daha az biitanol
tretildigi gézlemlenmistir. Biitanol tiretim verimlilikleri kiyaslandiginda ise kok ve

govde kisimlarinda sirasiyla 1,36 ve 1,51 mg/L.sa biitanol verimi elde edilmistir.
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Verim digiikliigiiniin sebebi ise reaktordeki asitlerin ve iriinlerin inhibitor etki yapmis
olabilecegi olarak diisiiniilmiistir.

Fitoremediasyon ¢alismalarinin sonucunda %15,6 krom ve %94 kursun giderimi
gergeklestigi ICP analizleri ile belirlenmistir. Kursun ve kromun ¢ogunlukla bitkinin
kok kisminda adsorplandigi gozlemlenmis ve translokasyon faktorii kursun ve krom
icin 34,4 ve 18,4 oldugu hesaplanmistir. Bitki kok kisminda agir metallerin yiiksek
konsantrasyonda birikmesi sebebiyle ABE fermantasyon calismalarinda daha diisiik
konsantrasyonda agir metal iceren gévde kisimlart kullanilmistir. Asit hidrolizi
sonucunda kursun ve kromun %43 ve %4’ asitte ¢oziinerek uzaklagsmis ve boylece
enzimatik hidroliz ve fermantasyon reaktoriinde 8,6 mg/L kursun ve 3 mg/L krom

oldugu goriilmiistiir.

Tablo 5.1: Calismada elde edilen sonuglar.

Ticari glikoz Su stimbiilii Fitoremediasyon
yapilmis

su stimbiilii
Kok | Govde | Kursun | Krom
Fermentor baslangi¢ | 25 50 75 259 | 254 9,41 6,0
seker kons., g/L
Fermantasyon sonrasi | 6,0 129 |38,2 |13,98 18,32 | 10,61 15,6
kalan glikoz kons., g/L
Biitanol kons., g/L 10,1 | 10,3 |139 |0,42 |0,36 0,1 0,21

ABE kons., g/L 14,3 1156 |204 |0,93 |0,60 0,58 0,29
Biitanol verimi, - - - 105 |9 3 6,3
gBiitanol/kg biyokiitle

Biitanol verimi, 404 | 206 |185 |16,2 |14,2 7,5 11,4
gBiitanol/kg seker

Biitanol tiretim verimi, | 0,140 | 0,243 | 0,290 | 0,001 | 0,002 | 0,001 | 0,004
g/L.sa

Biyobiitanol {iretim verimleri karsilastirildiginda kursun ve krom igeriginin
sirastyla %65 ve %30 verim kaybina sebep oldugu goriilmiistiir. Uriin ABE
konsantrasyonlar1 kiyaslandiginda 1ise kursun iceren su siimbiilinde ABE
konsantrasyonunda fark olmamasina karsin krom igeren su siimbiiliinde ise ABE
konsantrasyonu %50 diismiistiir. Detoksifikasyon amaciyla hicbir ek islem

uygulanmayarak enzimatik hidroliz ve ABE fermantasyonu iizerine agir metallerin
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etkisi belirlenmeye ¢alisilmistir. Kursun ve krom igeren su siimbiiliiniin enzimatik
hidrolizinde seker iiretimi sirasiyla %34,4 ve %79,3 oldugu goriilmiis ve kursunun
enzim iizerinde olumsuz etki yaptig1 belirlenmistir. Kromun ise agir metal igermeyen
su stimbiilii 6rnekleri ile karsilagtirildiklarinda enzimatik hidroliz performansi iizerine
olumsuz etkisi olmamistir. Krom konsantrasyonunun c¢ok diisilk olmasi sebebiyle
verimlilikte diisiis yasanmadig: diisiiniilmektedir. Saf glikoz ile yapilan ¢aligmalarla
kiyaslandiginda su  siimbiilii  bitkisinin ~ fermantasyon  sonucu  biitanol
konsantrasyonunun diisiik oldugu gozlemlenmistir. Uriin konsantrasyonunun diisiik
olmasinin sebebi sistemde ara iiriin olarak olusan asetik asit ve laktik asit gibi inhibitor
maddeler olabilir. Bu sebeple biitanol konsantrasyonunun arttirilabilmesi igin
detoksifikasyon isleminin asit hidrolizi ardindan uygulanmasi 6nerilmistir.
Literatiirdeki diger ¢alismalar incelendiginde birgok lignoseliilozik biyokiitlenin
biyobiitanol iiretimi amaciyla kullanildig1 goriilmiistiir. Manyok bitkisinin atiklar ile
gerceklestirilen ¢aligmalarda 16,4 g/L biitanol [88], fil otunun alkali hidrolizi ve Cellic
CTEC2 enzimi ile enzimatik hidrolizi ve fermantasyonu ¢alismasinda 9,5 g/L biitanol

[89] iiretilebildigi bildirilmistir. Yapilmis diger ¢alismalar Tablo 5.2°de listelenmistir.

Tablo 5.2: Cesitli biyokiitlelerle ABE fermantasyonunda biyobiitanol iiretiminin

kiyaslanmasi.
Biitanol | Biitanol
Substrat Mikroorganizma Kons. | Verimi g/g Ref
g/L seker
Fil otu C. acetobutylicum ATCC 824 9,5 0,22 [89]
Sago nisastasi | C. acetobutylicum P626 8,38 0,36 [88]
Manyok cipsi | C. acetobutylicum NI-4 16,4 0,26 [88]
Misir kogan1 | C. saccharobutylicum 10,2 0,12 [6]
DSM13864

Glikoz C. acetobutylicum DSM 1732 13,9 0,19 Bu ¢alisma
Su stimbiilii | C. acetobutylicum DSM 1732 0,11 0,004 Bu ¢alisma
Su stimbiilii- | C. acetobutylicum DSM 1732 0,09 0,004 Bu calisma
Pb
Su stimbiilii- | C. acetobutylicum DSM 1732 0,1 0,01 Bu ¢alisma
Cr
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EKLER

Ek A: Tez Calismasi1 Kapsaminda Yapilan Yayinlar

Mese Erdogan E., Ozkan M., (2020), “Use of Lead Contaminated Water Hyacinth
Plant in Biobutanol Fermentation by Clostridium acetobutylicum DSM 1732”, ISPEC
9nd International Conference on Engineering & Natural Sciences, 298-303, Ankara,
Tirkiye, 13-15 Kasim.

Ek B: Besiyeri
Tablo B1.1: Patates besiyeri.

Bilesen Miktar
Taze patates (yikanip piire hale getirilmis) 200 g
CaCOs 20
Na-resazurin ¢ozeltisi (%0,1) 0,5 ml
D-glikoz 69
L- sistein-HCI.H.0O 0549
Distile su 1000 ml
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