SAU. Fen Bil. Der. 17. Cilt, 3. Say1, s. 381-397, 2013 SAU J. Sci. Vol 17, No 3, p. 381-397, 2013

Lignoseliilozik materyallerden biyoetanol iiretimi icin kullanilan 6n-muamele
ve hidroliz yontemleri
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OZET

Son yirmi yildir bilim ve teknoloji hizla gelismis ve tiim olanaklariyla insanligin hizmetine sunulmustur. Insanlik
birtakim sorunlarini geligen teknoloji yardimiyla ¢6zebilse de artan niifus ve tiiketimden kaynakli ¢evresel tahribat,
enerji ve hammadde kitlig1, besin yetersizligi ve atik yonetimi gibi temel problemlerle kars1 karsiyadir. Bundan dolay1,
caligmamizin ana temasini tarimsal, ormansal ve kentsel atiklarin katma degeri yiiksek bir {irlin olan biyoetanole
doniistiirtilmesi sirasinda kullanilan 6n-muamele ve hidroliz yontemleri olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: biyoetanol, 6n-muamele, hidroliz, biyokiitle

Pre-Treatment and hydrolysis methods for bioethanol production from
lignocellulosic material

ABSTRACT

Science and technology has rapidly expended and used for human benefits over the last 20 years. Humanity can solve
some problems with the help of developing technology. But, they faced with fundemantal problem such as
environmental distortion from increasing population and consumption of energy, raw material acarcity, nutrient
deficiency, and waste management. Therefore, the main theme in our research covers the pre-treatment and hydrolysis
methods use during production bioethanol from agricultural, forestry and municipal wastes.
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A. O. Adigiizel

1. GIRIS (INTRODUCTION)

Lignoseliilozik biyokiitleden biyoetanol elde edilmesi
icin birgok farkli doniistiirme teknolojisi mevcuttur.
Biyokimyasal doniisiim prosesleri ve tamamen biyolojik
olmayan metodlarla doniistiirme islemi (termokimyasal)
iki ana prosestir. Biyokimyasal doniisiim prosesinin
temeli katalizorlere dayanmaktadir. Bu biyokatalistler ise
enzimler ve mikrobiyal hiicreler olabilirler. Bununla
birlikte, biyokimyasal proseslerde proses asamalarindan
hepsinin tamamen biyolojik ajanlar (enzim yada
mikrobiyal hiicreler) yardimiyla yapilmasi zorunlu
degildir. Termokimyasal doniisiim teknolojileri ise 1s1,
sicaklik ve/veya fiziksel katalistlere dayanmaktadir.
Termokimyasal teknolojiler yakit iiretimi agisindan 2
temel grup altinda toplanabilirler. Bunlardan biri
“gazifikasyon”, digeri ise “pirolizis” dir. Gazifikasyon,
yiiksek sicaklik ve oksijen yoklugunda biyokiitlenin
tamamen depolimerizasyonudur. Uygulanan sicaklik 850
%C dolaylarindadir. Pirolizis isleminde ise biyokiitlenin
depolimerizasyonu daha yumusaktir. Buradaki kosullar;
diisiik sicakik ve oksijen yoklugunu gerektirmektedir. Bu
proseste uygulanan sicaklik yaklasik olarak 400-600 °C
arasinda degigmektedir [1].

Biyokimyasal olarak lignoseliilozdan etanol {iretim
prosesi dort temel operasyon boliimiine ayrilir. Bunlar;
on-muamele, hidroliz, fermantasyon, triinlerin
ayristirilmasi ve saflastirilmasidir [2]. Bazi yayinlarda ise
lignoseliilozik materyalden etanol eldesi icin gerekli
proses fermente edilebilir sekerlerin  olusumu,
fermantasyon ve saflagtirma olmak iizere {i¢ ana
basamaga ayrilmaktadir [3].

2. ON-MUAMELE (PRE-TREATMENT)

Biyoetanol iiretimi i¢in biyokiitlenin 6n-muameleden
gegmeden Once sicak hava ile kurutma, giineste kurutma,
vakumla kurutma gibi islemlerle depolanmasi
gerekmektedir [4]. On-muamele teknolojilerinin temel
amacit, hidroliz islemi i¢in yapisal ve igeriksel
engelleyicileri biyokiitleden ayirmak, lignoseliilozik
yapiy1 gevsetmek ve bdylece enzimatik hidroliz oranini
ve seliiloz ya da hemiseliilozdan fermente edilebilir seker
olusumu miktarini arttirmaktir (Sekil 1). Bu metodlar bu
amaci basarmak igin bitki biyokiitlesinde fiziksel ve
kimyasal degisiklikler ger¢eklestirirler.
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Sekil 1. On-muamelenin lignoselﬁﬁk yaptya potar;-giyel etkisinin
sematik goriintiisii (Schematic view of potential impact of pre-treatment
to lignocellulosic structure) [5]

On-muamele islemi sirasinda dikkat edilmesi gerekenler
sunlardir; seliilazlarin enzimatik hidroliz i¢in seliiloz
ylizey alanina ulagilabilirligin arttirilmasi, karbonhidrat
kaybmim en diisiik seviyede tutulmasi, hidroliz ve
fermantasyon islemi sirasinda mikroorganizmalara ya da
enzimlere karsi inhibitdr etki yaratan yan-ilirlinlerin
olusumundan kag¢inilmasi ve bunlar1 yaparken maliyetin
diisiik olmasina 6nem vermektir.

On-muamele yonteminin segimi ve uygulanmasindaki
bir diger etkili faktor ise kullanilacak lignoseliilozik
materyalin igerigidir. Her ne kadar tiirden tiire degisiklik
gosterse de seliiloz, hemiseliiloz ve ligninden meydana
gelen yapinin genel olarak %50-60’1 karbonhidratlar, %
30’u ise ligninden olusmaktadir (Tablo 1). Tiirler
arasindaki ana bilesenlerin oranlarina ek olarak bunlarin
icerikleri dahi farkliik gostermektedir. Ornegin;
yumusak odunlarla karsilastirdigimizda tarimsal {iriinler
ile sert odunlarin lignoselillozik yapisinda pentoz
sekerler daha fazladir [6].

On-muamele, elde edilen iiriin miktarmin arttirilmast i¢in
o6nemli bir basamaktir. Ortalama olarak proses
maliyetinin =~ %18’e¢ yakmi bu basamak igin
harcanmaktadir. On-muamele metodlart ise fiziksel,
kimyasal, biyolojik ve termo/fiziko kimyasal olarak 4
siif icinde katagorize edilebilir. Tercihen, bu 0On-
muamele yontemlerinden herhangi biri ya da birkag
tanesi beraberce kullanilabilir. Ek olarak, 6n-muamele
metodlar1 asidik, bazik ve nétral 6n-muameleler olarak
da smiflandirilabilir.

2.1. Fiziksel On-Muamele (Physical Pre-Treatment)

Yaygin olarak fiziksel On-muamele iki sekilde
gerceklestirilir.  Birincisi  ¢esitli araglar yardimiyla
ogiitme seklinde mekanik olarak, digeri ise pirolizis ile
gerceklesir. Mekanik ezme, cesitli sekillerde yapilan
6glitme ve pargalama islemi yardimiyla biyokiitleyi ince
bir toz haline déniistiirmelidir. Sonugta olusan pargalar
kullanilan 6giitme metoduna gore genellikle ya 10-30
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mm ya da 0,2-2 mm arasinda olmaktadir. Bu metod
ulagilabilen  yiizey alam1  oranini  arttirmakta,
polimerizasyonu azaltmakta, biyokiitlenin parcalara
ayrilmasmi  saglamaktadir [9]. Piroliz daha ¢ok
biyokiitleden ikincil yakitlarin ve kimyasal {irlinlerin
iretiminde bagvurulan bir yontemdir ve nikel dolamit ve
toprak alkali, toprak alkali ve gecis metali tuzlar
katalizor olarak kullanilir [10]. Prolizis isleminde,
materyaller 300 °C’den daha yiiksek sicakliga maruz
birakildiginda seliiloz gaz seklinde iriinler ve atik kdmiir
olusturmak i¢in hizla pargalanir [11]. Sayet bu islem
diisiik sicaklikta gergeklestirilirse, pargalanma daha
yavas olur ve buharlasabilen tiriin miktar1 azalir. Pirolizis
uygulamasindan sonra atiklar seyreltik asit ile hidrolize
olurlarsa seliilozun glukoza doniisim oranit %80-85
oranindadir [12]. Bu proses oksijen varliginda
gerceklestirilir. Eger proses sirasinda ¢inko klorit veya
sodyum karbonat ilave edilirse, saf seliilozun yikimi daha
diisiik sicakliklarda da gergeklestirilebilir [13]. Siklikla
olmasa da fiziksel 6n-muamele islemlerinde kullanilan
bir diger metod da “sikma” dir. Bu yontemle
inhibitérlerin karistirilmasi amaglanmaktadir. Metodun
sonunda yikama islemiyle birlikte bu inhibitérlerin bir
kism1 fermantasyondan 6nce siiziiliir. Bu yontem daha
cok lignoseliilozik biyokiitlelerde kullaniglidir [9].

Tablo 1. Bazi lignoselillozik materyallerin seliiloz, hemiseliiloz ve
lignin igerikleri (Cellulose, hemicellulose and lignin content of some
lignocellulosic materials [7, 8]

A. O. Adigiizel

Pamuk sap1 38.,4- 20,9-34,4 21,45
42,6
Mugz atig1 13 15 14
Kahve hamuru 33,7- 44,2-47.5 15,6-
36,9 19,1
Findik kabugu 25-30 22-28 30-40
Sorgum samani 32-35 24-27 15-21
Yulaf samani 31-35 20-26 10-15
Diger
Bambu 40-50 18-20 23
Okaliptus 45-51 11-18 29
Cim 25-40 25-50 10-30
Gazete kagidi 40-55 24-39 18-30
Zeytin agact 25,2 15,8 19,1
Dall1 dar 35-40 25-30 15-20

Ham Materyal Selilloz  Hemiselilloz  Lignin
Sertodunlar
Hus agaci 41 36,2 18,9
Ak kavak 50,8- 26,2- 28,7 15,5-
53,3 16,3
Kizil akcaagac 44,1 29,2 24
Melezkavak 41,7 20,2 29,3
Eucalyptus 41,7 14,1 31
viminalis
Yumusakodunlar
Pinus banksiana 41,6 25,6 28,6
Pinus pinaster 42,9 17,6 30,2
Koknar 43,9 26,5 28,4
Tarmmsal atiklar
Misir kogani 33,7- 31,9-36 6,1-
41,2 15,9
Seker kamis1  40-41,3 27-37,5 10-20
kiispesi
Bugday samani 32,9-50 24-35,5 8,9-
17,3
Piring samani 36,2-47 19-24.5 9,9-24
Misir sap1 35-39,6 16,8-35 7-18,4
Arpa samant 33,8- 21,9-247 13,8-
37,5 15,5
Soya sapi1 34,5 24,8 19,8
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2.2. Kimyasal On-Muamele (Chemical Pre-Treatment)

Kimyasal yontem, 6n-muamele i¢in kullanilan en yaygin
metodlardandir. Proses maliyeti diisiik ve etkili bir
uygulama seklidir. Alkali ve asidik olmak {izere iki sinifa
ayrilir. Ayrica, ozon ile 6n-muamele (ozonolizis) de bu
baslikta incelenebilir.

Ozon, suda ¢oziinebilir ve hizla kullanilabilir gii¢lii bir
oksidanttir.  Ozonolizis son 10 yildir liginin
degredasyonu ve hemiseliillozun yavasca ayrigmasini
saglamak amacli, kagit iiretiminde beyazlatma ajani
olarak kullanilmstir [14]. Bu prosesle ilgili temel avantaj
hidroliz ve fermentasyon basamaklarinda ara iriin
olusumunun ¢ok az olmasi ve prosesin oda
sicakliklarinda  gerceklesebilmesidir [15]. Ozon ile
ligninin par¢alanma ¢aligmalarindan birinde ise su
sonuglar elde edilmistir: (i) a karbonil yapilar ozon
karsisinda benzil alkol yapilara karsi daha kararlidir, (ii)
guaykil cekirdekler veratril asitlere gore ozon ile daha
hizli reaksiyona girerler, (iii) bifenil ve fenilkumaranlar
ozon ile hizli reaksiyona girerler. Fakat, veratril
¢ekirdegin bifenil yapist ozon karsisinda daha kararhdir
[16].

Alkali metotta, biyokiitle sodyum hidroksit (NaOH) gibi
bazik ¢ozelti igerisinde 1slatilir ve daha sonra belirli bir
siire daha 1sitilir [17, 18]. Bu proses sirasinda ¢oziinme
ve sabunlagma reaksiyonlar1 meydana gelir. Bu
reaksiyonlar ise hemiseliillozlar ve diger bilesenler
arasindaki ¢apraz baglarin koparilmasint  saglar.
Materyalin gozenekliligi arttirilir ve bdylece ulasilabilen
ylizey alan1 genisletilmis olur. Bu proses ile selillozun
kristalinitesi ve polimerizasyon derecesi azaltilir. Bu
yontem daha ¢ok yapisinda yofun lignin igeren
hammaddeler i¢in kullanilir.

Bir C4 bitkisi olan Miscanthus’un ¢ift-helozonlu
ekstruder kullanilarak NaOH ile On-muamelesi ve
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A. O. Adigiizel

enzimatik hidrolizi optimize edilmis en uygun reaktor
sicakligi 95 °C. NaOH c¢ozeltisinin molaritesi 0,4 M,
helozon hizi 80 rpm, akig orami 120 ml/dk, hidroliz
enzimi aktivitesi 30 FPU/g olarak tespit edilmistir. Bu
kosullar altinda 1 ton Miscanthus’tan 180 kg etanol elde
edilmistir [19]. Seker kamisi kiispesinin %1°lik NaOH ile
600 W’lik mikrodalgada 4 dk 6n-muamelesi ve ardindan
enzimatik hidrolizi (30 FPU/g’lik seliilaz, Zytex India
Private Limited) sonucunda 1 gr kuru biyokiitleden
0,665 g indirgenmis seker elde edilmistir [20]. Sodyum
hidroksitle n-muamele yonteminin etkisi ilave ¢ozeltiler
ve maddelerle arttirilabilir. Tatli sorgum kiispesinin
enzimatik hidroliz oranini arttirmak igin yapilan bir
caligmada seyreltik NaOH ile otoklavlama yoluyla 6n-
muamele, yogun NaOH ile 6n muamele, seyreltik NaOH
ile otoklavlama ardindan H,0, ile 6n-muamele, alkalin
peroksit ile on-muamele ve sadece otoklavlama ile on-
muamele yontemleri karsilastirilmistir. En iyi verim
seyreltik NaOH ile otoklavlama ardindan H,O, ile 6n-
muamele yonteminden elde edilmistir [21]. Bir bagka
calismada ise bir yumusakodun olan ladin ve sertodun
olan hus agaci1 parcalarmin 15 °C, atmosferik basingta

NaOH/iire, NaOH/tiyolire, NaOH/tiyoiire/ire  ve
NaOH/polietil  glikol (PEG) ile 6n-muamelesi
gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan

soliisyonlardaki NaOH, iire, tiyoiire, PEG yiizdeleri
sirastyla 7, 12, 5,5 ve 1°dir. Sonucta, enzimatik hidroliz
ve lUriin olusumu i¢in en iyi sonu¢ NaOH/tiyoiire
¢ozeltisinden elde edilmistir [22].

Alkali 6n-muamelerin bir gesiti ise kire¢ muamelesidir.
Kiregle on-muamele igleminin temeli lignoseliilozik
biyokiitleden ©nemli derecede karbonhidrat kayb1
olmadan lignini ayristirmak. Yani amag, segici olarak
lignini azaltmaktir [23]. Bu On-muamele yonteminde
biyokiitle kalsiyum hidroksit ve g¢esitli sicaklik ve
basingtaki suya maruz birakilir. Genel olarak kiregle 6n-
muamele 3 sekilde yapilir; kisa siireli 6n-muamele (6
saat, 100-160 °C, oksijensiz, 200 psi basing), uzun siireli
on-muamele (8 hafta, 55-65 °C, havasiz), basit 6n-
muamele (biyokiitle hava basmci ya da oksijensiz
ortamda bir saat kaynamis suyun i¢inde bekletme). Kireg
ile 6n-muamele islemi diger 6n muamele islemleri ile
karsilastirilacak olursa; daha az siddetli olmasi, seliiloz
ve hemiseliiloz kaybini ciddi oranda azaltmasi, maliyetin
az olmasi, glivenli ve basa ¢ikilabilir olmasi agisindan
onemlidir [24].

Bir bagka alkali muamele metodu ise sulu amonyak
(amonyum hidroksit) ile dn-muameledir. Biyokiitleye

yapilan amonyak uygulamasinin  temel etkisi
biyokiitlenin  delignifikasyonu, yani lignoseliilozun
fraksiyonlanmasidir.  Biyokiitledeki lignin  igerigi

istenilen seviyeye digiiriiliir. Ayrilan lignin daha sonra
yakitlara ve polimerlere ilave olarak, yapistirict olarak ve
asfalt yapiminda kullanilmak amagli pazarlanabilir.
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Delignifikasyon ile biyokiitlenin yapisi agilir, enzimatik
hidroliz i¢in selilloz kullanilabilir hale getirilir. Bu
uygulama, 6zellikle tarim atiklar1 ve otgul hammaddeler
gibi diisiik lignin icerikli substratlar agisindan oldukga
etkilidir. Amonyak temelli 6n-muamele kendiliginden
sakkarifikasyon ve ko-fermantasyon i¢in ¢cok uygundur.
Yapilan calismalar gostermistir ki; bu 6n-muamele
yonteminin diger biyoethanol {iretim prosesleriyle
kullanilmasiyla musir sapindan biyokiitlenin = %75’
oraninda biyoethanol elde edilmistir. Misir sapinin
%29,5’1ik stv1 amonyakla (1/10-15 kati/s1v1) 10 giin oda
sicakligin  ve atmosferik basingta On-muamelesi
sonucunda ligninin %75’inin giderildigi, bunula birlikte
glukanin %100’e yakin1 ve ksilanin %85’inin zarar
gormedigi rapor edilmistir [25]. Sulu amonyak temelli
on-muamele isleminin 2 tipi mevcuttur: (1) ARP (yiiksek
yogunluk, diisiik temas zamani), (2) SAA (disik
yogunluk, yiiksek muamele zamani).

Sulu  amonyak On-muamelesi &nemli derecede
karbonhidrat kaybina neden olmaz. Sulu amonyak, diger
delignifikasyon yontemlerine gore biyokiitle icerisinde
o6nemli morfolojik degisiklikler meydana getirmede
uygun bir kimyasal etkinlestiricidir. Amonyagin oldukca
ucucu  olusu, sivi karigimlardan  ayrilmasini
kolaylastirmaktadir. Buharlagtirma yoluyla elde edilen
kullanilmis amonyak ise daha sonra tekrar tekrar
kullanilabilir. Amonyak, pahali degildir ve akut saglik
sorunlarina sebep olmaz. Endiistriyel bir kimyasal
oldugundan yaygin olarak bulunur ve lignoseliilozik
biyokiitle ile kullanildiginda herhangi bir zararli yan-
iriin  olusumuna sebep oldugu gdzlenmemistir.
Yontemin uygulandifi kaba asindiricr etkisi yoktur ve
molar temelde fiyati siilfiirik asitin dortte biri kadardir
[26]. Kanola samaninin sulu amonyakla én-muamelesi
ylizey yanit yontemi ile optimize edilmistir. Caligma
sonucunda en yiiksek %60,7 oraninda glukoz kazanimu
saglayan parametreler %19,8 sulu amonyak (1/10,
kati/sivi), 14,2 saat 6n-muamele siiresi ve 69 °C &n
muamele sicakligi olarak hesaplanmustir [27].

Asit ile 6n-muamele isleminde biyokiitle, hem konsantre
(yogun) hem de seyreltilmis asit ile muamele yapilabilir
[28]. Konsantre asit ile 6n-muamele yonteminin avantaji
prosesin diisiik sicakliklarda gerceklesebilmesidir. Bu
durum prosesin maliyetini de diisiirmektedir. Bazi
durumlarda konsantre asit ile muamele sonucunda ek bir
enzimatik hidroliz basamagmna gerek kalmayabilir.
Fakat, siilfiirik asit ve hidroklorik asit gibi konsantre
asitler genellikle toksik, zarar verici ve agindiricidir.
Asmdirict 6zelliginden dolay1 ilave ekipmanlara ihtiyag
duyulur. Bu ilave ekipmanlar ise prosesin maliyetini
arttirmaktadir. Konsantre asit, prosesten sonra
iyilestirilerek kullanilabilir. Yogun siilfirik asit (%65-80)
ile yapilan bir ¢ahgmada sicaklik (30-60 °C),
asit/biyokiitle degeri (1/1, 2/1) ve siirenin (10- 40 dk) yan
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iriin olusumu iizerine etkisi arastirilmistir. Buna gore,
temel yan {riin olarak furfural ya da 5
hidroksimetilfurfural yerine organik asitler tespit
edilmistir. Sicakliktaki degisimin levunilik asit ve formik
asit olusumuna etki ettigi, asetik asit olusumuna etki
etmedigi belirlenmigtir. Ayrica, asit/biyokiitle degeri
glukoz geri kazanimina etki ederken toplam seker
kazanimina etki etmemistir [29].

Yogun inorganik asitler (siilfirik asit, hidroklorik asit,
nitrik asit gibi) seliiloz ¢oziiciisii olarak bilinirler [30].
Ornegin seliiloz yogun siilfirik asit ve fosforik asit ile
muamele edildiginde, kristalin yapisin1 kaybeder. Bu
yontemin uygulanmasinda 3 adet smirlayict etmen
bulunmaktadir. Bunlar; asitle ¢ozinlir sekerlerin
ayristirilmasi, asitlerin tekrar kullanim ve asitin yeniden
yogunlastirilmasidir.

Hemiseliilozlarda bulunan seker oran1 %70-90 arasinda
degismektedir. Ozelliklede mikroalglerde bulunan
hemiseliilozlardaki sekerlerin pargalanabilmesi igin
kullanilan en verimli metotlardan biri seyreltilmis asit ile
on-muameledir. Asit konsantrasyonu genellikle %1-10
arasinda olmaktadir. Is1 miktar1 ise 1liml1 olup, genellikle
100-110 °C’dir. Asit ile 5n-muamele diger hidroliz tipleri
ile kiyaslandiginda birka¢ avantaja sahiptir. Ornegin,
hidroliz hiz1 daha fazladir ve glukozun parg¢alanmasina
onciiliik edebilir. Lignoseliilozik yapida gozenekliligi
arttirir (Sekil 2). Bununla birlikte, proses fermantasyon
basamaginda inhibitér etki yaratabilecek furfural ve 5-
hidroksimetilfurfural (HMF), karboksilik asitler gibi
maddelerin ortaya ¢ikmasini da saglayabilir. Yiiksek
sicaklik ve yiiksek asit konsantrasyonlarinda bu inhibitor
maddelerin ortaya ¢tkma orami artar. Bu maddelerin
toksik etkisini yok etmek icin kimyasal ilaveler
(dithiyonit ve siilfit gibi rediikte edici ajanlar), enzimatik
miidahaleler (peroksidaz ve lakkaz) basta olmak {izere
1sitma ve buharlastirma, sivi-sivi ekstraksiyon, sivi-kati
ekstraksiyon gibi ilave iglemler gergeklestirilmelidir
[31]. Asitlerle muamele yontemlerinde bir diger dnemli
nokta ise asitin notralize edilmesi ve fermantasyondan
once uzaklastirilmasidir [32].
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Sekil 2. Dalli darmin asit ile ©n-muamelesi sonucunda artan
gozenekliligin Taramali Elektron Mikroskobu ile gosterimi ( View of
increasing porasity with Scanning Electron Microscopy as a result of
pre-treatreatment with acid of switchgrass [33]

Adi yonca, delice, ¢ayir otu, ¢avdar samani, bugday
samani, yem bitkileri seyreltik asit ile on-muameleye
(150°C, H,SO4, 15dk) tabi tutulmus sonugta hemen
hepsinden %95-99 oraninda seliiloz, %81-91 oraninda
ise hemiseliiloz geri kazanilmistir. Caligma sonucunda en
iyi biyoetanol iiretim potansiyeli ayrik otu (292 1/ton) ve
bugday samanindan (308 1/ton) elde edilmistir [34].
Seker kamis1 samaninin seyreltik asit (HCI, H2SOy) ile
on-muamelesi optimize edilmis ve her bir gram
biyokiitleden 0,685 g indirgenmis seker elde edilmistir
[35]. Seker pancari kiispesinin optimum kogullarda
seyreltik siilfiirik asit(%0,66) ile n-muamele, enzimatik
hidroliz ve fermentasyonu sonucunda 1 g kuru biyokiitle
basina 0,4 g etanol elde edilmistir [36]. Ay¢igegi sapinin
silfirik  asitle ~ Oon-muamelesinin  optimizasyonu
sonucunda en uygun muamele sicakhigi 167 °C, asit
yogunlugu ise %1,3 olarak belirlenmistir. Bu kosullarda,
100 g kuru biyokiitleden 33 g glukoz ve ksiloz elde
edilmistir [37].

Yapilan caligmalar sonunda %81°lik fosforik asitin de
ideal seliilloz ¢oziiciilerinden oldugu bulunmustur.
Ciinkii; fosforik asitle ¢oziinme diisiik sicaklikta
meydana gelmekte, su bulunan ortamda seliilozu
¢ozebilmekte, muamele edilen selilloz hidroliz islemi
icin uygun bir amorf yap1 olusturmakta, fosforik asit at11
ise hidroliz ve fermantasyon basamaklarinda inhibitor
etki yapmamaktadir. Fosforik asitle ©6n-muamele
sonrasinda genelikle reaksiyonu durdurmak igin bir
miktar aseton kullanilir. Kullanilan aseton basit bir
buharlastirma yontemi ile geri kazanilir [38]. Muamele
edilmis seliilozun yiiksek derecede reaktif oldugu
belirtilmistir. Benzer sonuglar iyonik sivilarda da
gozlemlenmistir [39].
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2.3. Termal/Fiziko-Kimyasal On-Muamele
(Thermal/Physico-Chemical Pre-Treatment)

Termokimyasal doniisiim proseslerinin 2 temel prensibi
mevcuttur. Birincisi, biyokiitlenin gazlastirilmasi ve
hidrokarbona déniisiimiinii saglamaktir. ikincisi yiiksek
sicaklik, yiiksek basing sivilastirmasi, ultra sivilagtirma
yada siiperkritik ekstraksiyon ile direkt olarak
stvilagtirmadir [40]. Fiziksel ve kimyasal metotlarin bir
tir kombinasyonuyla olusan metotlar genellikle,
pargalanmis ya da ogiitiilmiis biyokiitlenin yiiksek
basingli doygun buhar, sivi amonyak ya da CO, ye maruz
birarakilarak  basincin  aniden  disiiriilmesi  ile
gerceklestirilirler [41]. Bu tiir metotlardaki temel avantaj
ise proseste yogun kimyasal kullanimmin olmamasidir
[42]. Bu durum proseste kullanilacak olan ekipman
sayisinda ve proses i¢in yapilacak masrafta diislise neden
olmaktadir. Ayrica gevresel agidan da etkili metotlardir.
Otohidroliz, buhar patlama, AFEX, karbondioksit
patlamasi metotlar1 bu tip on-muamele islemlerinin en
onemlilerine 6rnek olusturmaktadir.

Otohidroliz prosesinde, biyokiitle basingli su ile
muamele edilir. Bu tip On-muamele ydntemine
hidrotermal 6n-muamele de denilmektedir. Yontemin
temel avantaji ¢ogunlukla harici bir kimyasal ya da
katalist kullanilmamas: ve bundan dolay:r gorece diisiik
yiiriitme maliyetinin olmasidir [43]. Proses, seyreltik asit
ile muamele metoduna benzer sekilde gergeklestirilir.
Bazi durumlarda hidronyum (H3;O) iyonu gibi bilesenler
proses igerisinde katalist olarak kullanilabilir. Yontemin
uygulama sicaklign 150-230 °C, uygulama siiresi 15-180
dk arasinda degismektedir. On-muamele sirasmdaki
stvi/kati orami genellikle 15°tir [44]. Proses sirasinda,
secici olarak hemiseliilozlar hidrolize olur. Doniisiim,
%55-84 arasinda saglanir ve olusan inhibitér madde ise
¢ok azdir.

Buhar patlama metodu ticari iiriinlerin elde edilmesi i¢in
hemiseliilozun hidrolizini gergeklestirmek amaciyla
uygulanmaktadir (Masonite prosesi). Odun pargalar
genis bir tanka tagmir ve herhangi bir kimyasal
eklenmeksizin yiliksek basingli buhar ile muamele edilir.
Uygun bir zaman sonra, basincin azaltilmasi icin
reaktor/tank hizlica havalandirilir ve igerigi baska bir
tanka konularak sogutulur. Buhar patlama yontemi
herhangi bir kimyasal kullanmadan lignoseliilozik
biyokiitlenin yiiksek-basingli buhar ile hizli bir sekilde
isitilmasina dayanmaktadir.  Biyokiitlenin - yiiksek
basingli buhara maruz kalmasi1 hemiseliilozun hidrolizini
saglar [45]. Hemiselillozun bu On-muamele islemi
esnasinda salinan asetik asit ve diger bazi asitlerce
hidrolize oldugu diisiiniilmektedir. Bu islem biyokiitle
iizerinde dolayli da olsa kimyasal bir etki igermektedir.
Bu igslem sirasinda  lignoseliilozik  parcalarin
boyutlarindaki azalma ise dikkate deger bir boyutta
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degildir. Proses sirasinda H,SOs (ya da SO,) ya da CO,
ilavesi, enzimatik hidrolizi etkili bir sekilde arttirir, ket
vurucu etki yaratan bilesiklerin olusumunu azaltir ve
hemiseliilozun tamamen uzaklastirilmasina olanak saglar
[46]. Italya’nin ENEA (italian National Agency for New
Technologises) laboratuarlarinda yapilan Buhar patlama
linitesinin gematik goriintiisii Sekil 3’de gosterilmektedir
[471.

Biyokiitle --(—4— 2 Iz

.
: ; }, )
DI ’H"

, ’\‘\:

Buhar

» <

Sekil 3. Sematize edilmis pilot buhar patlama iinitesi (Schematized pilot
steam explosion unit)

Buhar patlama 6n-muamele
gereksinimi  mekanik  6n-muamele  yontemiyle
karsilastirildiginda  daha  diigiiktiir.  On-muamele
yontemleri arasinda en g¢evreci olanlarindandir [48].
Geleneksel mekaniksel metodlar buhar patlama
metoduyla karsilagtirildiginda %70 daha fazla enerji
gereksinimine ihtiyag¢ duyar [49]. Buhar patlama yontemi
daha ¢ok sert odunlar ve tarimsal atiklar tizerinde
etkilidir. Yumusak odunlar iizerindeki etkisi ise daha
azdir [50]. Dezavantajlar1 ise ksilan fraksiyonlarmin
yikimmim az olmasi, lignin-karbonhidrat matriksinin
kismi  yikimi,  etanol  prosesinde  kullanilan
mikroorganizmalara olumsuz etki eden {iriinlerin
olusabilmesidir [51]. Proses sirasinda mikrobiyal
bliyiimeyi,  enzimatik  hidrolizi, = fermantasyonu
engelleyen triinlerin olusabilmesinden kaynakli olarak
on-muamele yapilmig biyokiitle su ile yikanir. Boylece
istenmeyen bilesikler su ile uzaklastirilir. Su ile
yikamanin dez avantaji ise istenmeyen iiriinlerle birlikte,
suda  ¢oziinebilen hemiselilloz pargalarmmn da
uzaklagmasidir. Tipik olarak kuru maddenin %20-25’1 su
ile yikama sirasinda kaybedilir [52]. Maksimum seker
kazanimi amaci ile bazi arastirmacilar buhar patlama
metodunu iki adiml sekilde 6nermektedirler. Buna gore,
ilk adim diisiik sicaklikta gergeklestirilirken, ikinci adim
ise 210 °C’den  daha  yiiksek  sicaklikta
gerceklestirilmektedir [53]. Farkli metotlar da buhar
patlama metoduyla eslestirilerek kullanilabilir. Alkalin
peroksit uygulamasi sonrasi buhar patlama 6n-muamele

yonteminin  enerji
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metodu, iyonik sivilarla birlikte buhar patlama on-
muamele metodu, organik ¢oziicli ekstraksiyonu ile
birlikte buhar patlama On-muamele metodu, buhar
patlama metodu oncesi 6glitme metodu, buhar patlama
metodu sonrasi taraklama metodlar1 bunlara 6rnek olarak
verilebilir.

Bugday samanimnin buhar patlama ile 6n-muamelesi ve
ardindan enzimatik hidrolizi sonucunda (30 FPU/g
selilaz) 300 g/kg’dan daha fazla glukoz aciga
cikarilmigtir. Elde edilen sekerin fermentasyonu ile de
120-140 g/kg etanol elde edilmistir [54]. Karginin
(Arundo donax) 0,07 M H,SOy4 ile 200 °C’de 48 saat asit
katalizli buhar patlama o©On-muamelesi (ACSE) ve
enzimatik hidrolizi sonucunda (0,28 g Ctec2/g) 91 g/l
seker (glukoz + ksiloz) elde edilmistir [55]. Seker kamis1
kiispesinin 215 °C’de 5 dk buhar patlama ile 6n-
muamelesi (2L-SE pilot reaktér, Masonite Technology),
enzimatik hidroliz (Seliillaz, B-glukosidaz, ksilanaz/
Novozymes) ve S. cerevisiae ile fermentasyonu
sonucunda en fazla 56 g/L etanol elde edilmistir [56].

AFEX (Amonyak Lif Patlamasi, Ammonia Fiber
Explotion), lignoseliilozik yapida ultra ve makro yapida
fizikokimyasal degisiklik yaratir. AFEX, lignoseliilozik
materyalin yiiksek sicaklik ve basingta sivi amonyaga
maruz birakilip ardindan basincin hizlica azaltildigt

A. O. Adigiizel

fizikokimyasal 6n muamelelerin bir bigimidir. Proses
genellikle yaklagik olarak 1-2 kg amonyak/kg kuru
biyokiitle, 90 °C sicaklik ve 30 dk siire kosullarinda
gerceklestirilir [57]. AFEX uygulamasinin temel avantaji
proses  sirasinda  kullanilan  amonyagin  geri
doniistiiriilebilir ve yeniden kullanilabilir olmasidir.
Diger bir avantaji ise proses sonucunda hidroliz ve
fermentasyon basamaklar1 sirasinda kullanilacak olan
mikroorganizmalarin gelisimine ket vurucu madde
olusmamasidir [58]. AFEX 6n-muamelesi lignoseliilozik
biyokiitlede enzimatik sindirimi arttirir. AFEX 6n-
muamelesi seliilozun dekristalizasyonuyla sonuglanir,
hemiselillozun  depolimerizasyonu  saglanir.  Bazi
substratlarin farkli kosullarda AFEX ile 6n-muamelesi ve
enzimatik  hidrolizi  sonucunda  doniistiiriilebilen
selillozun yiizdesi Tablo 2’de belirtilmektedir [59].
AFEX ile hemiseliiloz tizerindeki asetil gruplarn ¢ikarilir
ve lignin lignoselillozdan ayrigtirilir. AFEX, yapisal
parcalanmadan dolay1 lignoseliilozik yiizeye erisimi
kolaylastirir. AFEX yonteminde, amonyak biyokiitleye
sulu ortamda niifuz ettigi zaman reaksiyon sonucunda
amonyum hidroksit olusmaktadir. Bu hidroksil iyonlari
ise  lignoselillozik  materyal igerisinde  birkag
termokimyasal reaksiyonu katalizlemektedir. AFEX 6n-
muamelesindeki anahtar degiskenler; uygulama zamani,
sicaklik, amonyak /

Tablo 2. Farkli substrat ve farkli 6n-muamele ve hidroliz kosullarinda donistiiriilebilen seliilozun yiizdesi (Percentage of cellulose that can be

converted in different substrate and different pre-treatment and hydrolysis condition)

Substrat On-muamele kosulu Hidroliz kosulu Seliiloz doniisiim
yiizdesi
Dall dar1 100 °C, 1/1 (amonyak/biyokiitle) 15 FPU seliilaz (spezyme CP) ve 40 1U/g 93,0
%80 nem, 54 dk B-glukosidaz (Novazyme 188), 168 saat
Bermuda 90 °C, 1/1 (amonyak/biyokiitle), 30 FPU/g seliilaz (Trichoderma reesei), 87,1
¢imeni %60 nem, 5 dk 48 saat
100 °C, 1/1 (amonyak/biyokiitle), 30 FPU/g seliilaz (Trichoderma reesei), 89,0
%060 nem, 5 dk 48 saat
80 °C, 1/1 (amonyak/biyokiitle), 30 FPU/g seliilaz (Trichoderma reesei), 97,3
%060 nem, 30 dk 48 saat
Misir sapi 90 °C, 1/1 (amonyak/biyokiitle), 60 FPU/g seliilaz (Spezyme CP), 93,0
%60 nem, 5 dk 168 saat
90 °C, 1/1 (amonyak/biyokiitle), 31 mg/g seliilaz proteini (Spezyme CP) ve 93,0
%60 nem, 5 dk 33 mg/g P-glukosidaz (Novazyme 188),
168 saat
Kavak 180 °C, 2/1 (amonyak/biyokiitle), 125 mg/g seliilaz proteini (Spezyme CP) 93,0
%233 nem, 30 dk ve 33 mg/g B-glukosidaz (Novazyme
188), 168 saat
optimum kosullar1 bulabilmenin yolu ise tiim

biyokiitle oran1 ve nem igerigidir. Bu degiskenlerin
optimum kombinasyonu ise lignoseliilozun direngliligine
bagl olarak degismektedir. Herhangi bir biyokiitle i¢in
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gegmektedir.  Geleneksel olarak, AFEX  0n-
muamelesinde yiiksek sicaklik, kisa uygulama siiresi

387



A. O. Adigiizel

uygulanirken son yillardaki bazi arastirmacilar maliyeti
azaltmak amaciyla diisiik sicaklikta daha uzun uygulama
stiresinin kullanildig1 dn-muamele kosullarini optimize
etmeye caligmaktadir [60].

Karbondioksit patlama yonteminde ise karbondioksit ile
karboksilik  asit  olusumu  gergeklestirilir  ve
lignoseliilozik yapmin parcalanabilirligi arttirilir. Bu
metot ligninin giderimi i¢in CO>’nin siiperkritik akigkan
olarak kullanimina dayanmaktadir ve temel dez avantaji
yiiksek basing gerektirmesidir [61]. Buhar patlama
yontemi ile karsilastirildiginda daha fazla {iriin elde
edilmekte ve daha az toksik yan {irlin olusumu
gozlemlenmektedir [62]. Bir ¢cok 6n-muamele metodlari
ile karsilagtirildiginda ¢ok zayif kalmaktadir [63]. Aym

zamanda, diger termo/fiziko kimyasal On-muamele
metodlarina  oranla da  daha fazla  maliyet
gerektirmektedir.

2.4. Biyolojik On-muamele (Biological Pre-Treatment)

Biyolojik 6n-muamele islemlerinde kahverengi, beyaz ve
yumusak c¢iiriik¢lil mantarlar gibi mikroorganizmalar
lignin ve hemiseliilozun par¢alanmas: i¢in kullanilabilir
[64]. Kahverengi clirlik¢iil funguslar selilloza etki
ederken, beyaz ciiriikgiiller hem seliiloza hem de lignine
etki etmektedir. Beyaz ¢iiriik¢iil mantarlardan en etkilisi
ise Basidiomisetlerdir. Bunlar lignini tamamen
mineralize edebilirler [65]. Degisik ¢aligmalarin
sonuglarma gore Pleurotus ostreatus, Phanerocaete
sordida 37 ve Pycnoporus cinnabarinus 115 gibi
mikroorganizmalarmn samani 4-5 haftada %30-50
oraninda sekere parcgalayabildigi ortaya ¢ikmigtir. Diger
bir ¢aligmada ise odun pargalarindaki ligninin daha fazla
pargalanarak selilloz eldesini arttirmak i¢in degisik
mutant susglar gelistirilmigtir. Bermuda ¢imeninin
biyolojik pargalanmasi ise 6 haftada Ceriporiopsis
subvermispora ile %29-32 oraninda, Cyathus stercoreus
ile ise %63-77 oraninda gergeklestirilmistir [66]. Beyaz
curiik¢til funguslardan Phanerochaete chrysosporium
karbon ve azotun olmadig1 kosullarda sekonder metabolit
olarak lignin degredasyon enzimi, lignin peroksidazlar ve
manganaz bagimli peroksidazlar iiretirler [67,68]. Bu
enzimler odunlarda hiicre duvarmin parcalanmasin
saglar. Bunlarin disinda polifenol oksidazlar, lakkazlar,
hidrojen peroksit iretici enzimler gibi lignini
parcalayabilen baska enzimler de vardir [69].

Fungal 6n-muamele sirasinda lignoseliilozik materyalin
icerdigi nem orani ve par¢a boyutu, ilave katkilar (Mn,
Cl, Cu ya da H,0; ...vb), sicaklik, havalandirma, zaman
gibi parametreler 6nemlidir. Ligninin pargalanmasi ve
beyaz ¢iiriik¢lil mantarlarin ligninolitik aktivitesi igin
substratin  igerdigi nem oram1 %70-80 olmalidir.
Substratin yiiksek parca boyutu én-muameleyi olumsuz
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etkilemektedir. Mn*? varligi lignin pargalanmasinda rol
alan enzimlerin sentezini arttirmaktadir. Ligninin
parcalanmasi oksidatif bir proses oldugundan dolay1
fungusun oksijene ulasabilirligi sik¢a denetlenmelidir
[70].

Funguslarin yant sira biyolojik 6n-muamele igin
kullanim  potansiyeli olan bakteri grubu ise
aktinobakterilerdir. Fungus benzeri prokaryot olan
aktinobakterilerden 0zellikle bazi Streptomyces sp.
tirlerinin sahip oldugu ligninolitik aktivite ligninin
gideriminde kullanilabilmektedir [71].

3. HIDROLIZ (HYDROLYSIS)

On-muamele islemi bittikten sonraki asama hidrolizdir.
Hidroliz, bir molekiiliin su ekleyerek pargalanmasi
anlamina gelmektedir ve asagidaki formiiller (1, 2) ile
ifade edilebilir.

(C6H1005)n+ nH,O — n C¢H1,06 ve CsH 1206 —
2CH3;CH,OH + 2CO; [72] €))
Lignoseliilozik materyal igerisindeki karbonhidrat

polimerleri fermantasyon isleminden once, hidroliz
olarak adlandirilan bir prosesle basit sekerlere
doniigtiriilmelidir. Lignoselillozun hidrolizi i¢in ise
birka¢ olasi proses mevcuttur. Bu hidroliz metotlarini
kimyasal hidroliz ve biyolojik hidroliz olarak ikiye
aytrabiliriz. Reaksiyon sonunda lignin yan-iiriin olarak
kalirken seliloz ve hemiseliloz ise hidroliz ve
fermantasyon prosesleri ile biyoetanole doniistiiriilebilir.
Yukaridaki iki hidroliz yontemine ilaveten, gama ya da
elektron 151ma ve mikrodalga 1s1ma gibi baska hidroliz
metodlar1 da bulunmaktadir. Fakat bu proseslerin ticari
acidan  uygulamas:  bulunmamaktadir.  Seliilozun
tamamen hidrolizi glukoz eldesi ile sonuglanirken,
hemiseliillozun hidrolizi ile pentoz ve heksoz sekerler
elde edilir. Yumusak odunlu materyallerdeki
hemiseliilozlar temel olarak mannoz igerirken, sert
odunlularda ise baskin bilesen ksilozdur [73].

3.1. Kimyasal Hidroliz (Chemical Hydrolysis)

Asitlerin seliilozu pargalamasi, derisime bagli olarak
genellikle iki asamada olur. ilk asamada asitler, kolayca
ulagabildigi amorf bolgeleri pargalarlar ve uzaklastirirlar.
Amorf bolgesi uzaklasan seliiloz, hidroseliiloz olarak
isimlendirilir. Bu nedenle, bozulmadan kalan seliillozun
kristallik derecesi artar. Derisik asitlerin kullanilmas1 ve
reaksiyon siiresinin  uzatilmasi  sonucu  seliiloz
monomerik yapitasi olan glikoza doniisebilir.

Asit ile hidroliz yontemi ikiye ayrilir: derisik asit ile

hidroliz ve seyreltik asit ile hidoliz. Hidroliz iglemi igin
genellikle seyreltik asit ile hidroliz yontemi
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kullanilmaktadir.  Bu  yontem,  genellikle ya
fermentasyonu destekleyen bir basamak olarak ya da
direkt lignoseliilozik materyalden sekerlerin eldesi i¢in
gerceklestirilir. Derisik ya da seyreltik asit ile on-
muamelenin avantaj ve dezavantajlari Tablo 3’de
belirtilmistir. Fakat enzimatik hidroliz ile
karsilagtirildiginda seyreltik asit ile hidrolizin verimliligi
daha digiiktir [74]. Asitler ile hidroliz kesikli bir
prosestir. Istenmeyen yan-iiriinlerin  olusumundan
kaginmak i¢in ise genellikle iki basamakli bir yontem
tercih edilir. Buna gore, ilk basamakta 1limli kosullar
uygulanirken, ikinci basamakta agir kosullar uygulanir.
Birinci basamakta diisiik sicaklikta hemiseliillozdan
maksimum uriin elde edilirken, ikinci basamakta ise daha
¢ok seliillozun hidrolizi gergeklestirilir [75]. Hindistan,
Suidi Arabistan ve ABD’de yaygin olarak goriilen ve
karbonhidrat igerigi %67,4 + 1,6 olan Prosophis
juliflora’nin %2’lik sodyum ditiyonit (Na,S,0s4) ile 6n-
muamelesi ve iki basamakli asit ile hidrolizinden sonra
holoseliilozun %40,09 + 1,22’si hidroliz edilmistir.
Ortama salman fenol ve furanlarin miktar: ise sirasiyla
1,04 + 0,022 g/1 ve 0,41 + 0,012 g/I’dir. Birinci
basamakta hidroliz %1’lik siilfirik asit ile 110 °C* de 20
dk boyunca gerceklestirilirken ikinci basamaktaki
hidroliz %2’lik siilfirik asit ile 121 °C°de 30 dk siiresince
yapilmustir [76].

Lignoseliilozik materyalin asit ile hidrolizini etkileyen
parametreler ise kullanilan substratin 6zelligi, sistemin
asiditesi ve hidroliz sirasinda {irinlerin ayrisma oranidir.
Kullanilan ~ substratin  ozelliklerini;  nétralizasyon
kapasitesi, seliiloz ve hemiselillozun kolay hidrolize
olma ozelligi, zor hidroliz edilen materyallerin orani,
makromolekiillerin uzunlugu, seliilozun polimerizasyon
derecesi, selilloz zincirlerinin konfiglirasyonu ve
seliilozun lignin, pektin, hemiselilloz, proteinler,
mineraller, elementler gibi bitki hiicre duvari iginde
bulunan diger koruyucu polimerik yapilarla iliskisi
belirler. Sistemin asiditesi kullanilan asit derigimi, asit
¢ozeltisinin miktari, hidroliz sirasinda biyokiitleden
salman asit miktari, lignoselillozun notrallesme
kapasitesi, sivi-kat1 orani ve 1sitma sirasinda ¢ozeltinin
hareketine baglidir [77]. Hidroliz sirasinda iiriinlerin
parcalanma orani ise sicaklik, asidite, reaksiyon zamant
ve seker derisimine baglhdir.
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Tablo 3. Asit ile hidroliz metodlarnin avantaj ve dezavantajlar
(Advantage and disadvantage of hydrolysis methods with acid)

Hidroliz  Avantajlar Dezavantajlar
Metodu
Asit tiiketimi
fazladir.
Islem diisiik Ekipmanlarda
Derigik  sicaklikta paslanma meydana
asitile gerceklestirilir.  gelebilir.
hidroliz ~ Yiiksek seker Kullanilan asidi
iriinii elde tekrar dongiiye
edilir. katmak icin yiiksek
oranda enerji sarf
edilir.
Daha uzun bekleme
stiresi.
Islem yiiksek
sicaklikta
gergeklestirilir.
Seyreltik  Diisiik asit Diisiik seker iiriinii
asitile tiiketimi. elde edilir.
hidroliz ~ Kisa direng Ekipmanlarda
zamani paslanma meydana
gelebilir..
Istenmeyen yan-
iriinler olugabilir.
Hidrolizatlar, icerisinde bircok inhibitor —madde

barindirirlar. Bu maddelerin olusumu daha 6nceki
boliimde de bahsedildigi lizere lignoseliilozik materyalin
tipine ve igerigine, on-muamele ve hidroliz yontemlerine
baglidir. Hemiseliilozlardan elde edilen hidrolizatlarda
ise sadece heksozlar yoktur. Aym1 zamanda ksiloz gibi
pentozlar da  bulunurlar. Ksiloz sert odunlu
hammaddelerde hemiseliilozun baskin pargalanma
riintidiir. S. cerevisiae etanol {iretimi i¢in ticari olarak en
cok kullanilan mikroorganizmadir. Fakat ksilozu
fermente edemez [78].

Asetik asit ve levulinik asit ise hidrolizatlar i¢erisinde en
bol bulunan karboksilik asitlerdir. Asetik asit, sadece
hidroliz i¢gin degil ayn1 zamanda fermantasyon prosesi
icin de iyi bilinen bir yan-iiriindiir. Bununla birlikte,
proses strasinda asetik asitin 10 g/L oraninda var olusu
dogal karsilanmaktadir. Genel olarak fermantasyon
sirasinda mayalardaki asetik asit tolerans orani ise 5
g/L’dir [74]. Fenolik/aromatik bilesiklerin bircogu
seyreltik asit hidrolizatlar1 arasinda bulunmustur [79].
Bunlarin hidroliz esnasinda ligninin pargalanma iiriini
oldugu diistiniilmektedir. Aymi zamanda, aromatik
bilesiklerin seker yikimmin bir sonucu olarak da
olusabilecegi  disiiniilmektedir. Fenolik bilesikler
arasindan vanilin ve giringaldezin en 6nemli inhibitdr
maddelerdendir. Fakat bunlar fermantasyon islemi
esnasinda S. cerevisiae tarafindan asimile edilebilirler.
Yayinlanan bir rapora gore, fenolik/aramotik bilesiklerin
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miktarmm  litrede birkag  miligram  olabilecegi
sOylenmistir. Bu ise fenolik bilesiklerin suda
¢coziintirligii ile ya da hidroliz prosesinde lignin
parcalanmasinin sinirlandirilmasiyla giderilebilir.

Bir diger kimyasal hidroliz yontemi de alkali hidrolizdir.
Bu tiir hidrolizde ©on-muameleden ge¢cmis/ge¢gmemis
biyokiitle bazik maddelerle reaksiyona sokulur.
Kullanilan kimyasal ise genellikle NaOH tir.

3.2. Enzimatik Hidroliz (Enzymatic hydrolysis)

Lignoseliilloz dogada bakteri ve funguslar tarafindan
pargalanir. Lignoseliilozun degredasyonunda temel
olarak seliilaz, ksilanaz, peroksidaz ve lakkazlar rol
oynarken [-ksilosidaz, a-L-arabinofuranosidaz, ao-D-
glukuronosidaz, asetil ksilan esteraz ve hidroksisinnamil
asit esteraz gibi aksesuar enzimlerde rol almaktadirlar.
Enzimler, mikroorganizmadan izole etmek ya da enzim
kokteyli olarak kullanilmakla birlikte Novazyme, Zytex
India Private Limited gibi firmalardan ticari olarak ta
temin edilebilir.

3.2.1 Seliilazlar (Cellulases)

Seliilozun glukoza enzimatik olarak pargalanmasinda 3
farkli simif enzimin sinerjistik etkisi rol oynamaktadir
[80, 81, 82] (Sekil 4). Endo-1,4-B-glukanaz ya da 1,4-B-
D-glukan 4-glukanohidrolazlar (E.C. 3.2.1.4) ¢6ziiniir ya
da ¢oziinmez 1,4-f glukan substratlar tizerine etkilidir (B-
1,4-glikozidik baglara etki eder) [83]. Aktivitesi CMC
(karboksimetilseliiloz)’den  salinan rediikte gruplar
yardimiyla tespit edilir. Ekzo-1,4-B-D-glukanazlar ise
hem 1,4-B-D-glukanlardan 1,4-B-D-glukozu serbest
birakan 1,4-B-D-glukan glikohidrolozlari (E.C.3.2.1.74)
hem de 1,4-B-glukanlardan D-sellobiyozu koparan 1,4-B-
D-glukan sellobiyohidrolazlar1 (E.C.3.2.1.91) igerir. 1,4-
B-D glukan glikohidrolazlar ayni zamanda D-
sellobiyozun yavasga hidrolizini de katalizler. B-D-
glukozid glukohidrolazlar (E.C. 3.2.1.21) glikozid
dizileri, ¢ozliniir sellodekstrinler ve sellobiyozdan D-
glukoz birimlerini koparir. B-glukosidaz ise sellobiyozu
glukoza pargalar [83].

Literatiirde  selillaz  enzimlerini  {ireten  bir¢ok
mikroorganizma  bulunabilmektedir. =~ Funguslardan
Aspergillus niger, A. nidulans, A. oryzae, A. terreus,
Fusarium solani, F. oxysporum, Humicola insolens, H.
grisea,  Melanocarpus  albomyces,  Penicillium
brasilianum, P. occitanis, P. decumbans, Trichoderma
reesei, T. longibrachiatum, T. harzianum, Chaetomium
cellulyticum, C. thermophilum, Neurospora crassa, P.
fumigosum,  Thermoascus  aurantiacus, Mucor
circinelloides, P. janthinellum, Paecilomyces inflatus, P.
echinulatum, Trichoderma atroviride, Coniophora
puteana, Lanzites trabeum, Poria placenta, Tyromyces
palustris, Fomitopsis sp, Phanerochaete chrysosporium,
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Sporotrichum  thermophile, Trametes versicolor,
Agaricus arvensis, Pleurotus ostreatus, Phlebia gigantea
seliilolitik aktiviteye sahipken bakterilerde Acinetobacter
junii, A. amitratus, Acidothermus cellulolyticus,
Anoxybacillus sp., Bacillus subtilis, B. pumilus, B.
amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. circulan, B.
flexus, Bacteriodes sp., Cellulomonas biazotea,
Cellvibrio  gilvus,  Eubacterium  cellulosolvens,
Geobacillus sp., Microbispora bispora, Paenibacillus
curdlanolyticus, Pseudomonas cellulosa, Salinivibrio
sp., Rhodothermus marinus, Acetivibrio cellulolyticus,
Butyrivibrio fibrisolvens, Clostridium thermocellum, C.
cellulolyticum, C. acetobutylium, C. papyrosolvens,
Fibrobacter  succinogenes, Ruminococcus albus
seliilolitik  aktivite gdstermektedir. Ilave olarak,
Cellulomonas fimi, C. bioazotea, C. uda, Streptomyces
drozdowiczii, S. lividans, Thermomonospora fusca, T.
curvata gibi aktinobakterilerde de seliilolitik sistem
mevcuttur [84, 85]. Mikrobiyal koékenli seliilazlar
biyoetanol iretimi igin saflagtirilarak ya da duruma
6zgiin olarak enzim kokteli seklinde kullanilabilir. Fakat
bazi arastirmacilar seliiloz pargalanmasinda sinerjistik
etki gosteren seliilolitik enzimleri kodlayan genlerin
fermentasyon mikroorganizmasinda ifadesine iligkin
caligmalar gergeklestirmektedir. Bdylece, enzimin
irtilmesi ve saflagtinma/kismi saflastirma gibi ek
basamaklara ihtiya¢ kalmaksizin mikroorganizma hem
seliillozu asimile edebilecek hem de asimilasyon {iriiniinii
fermentasyonla etanole doniistiirebilecektir [86].
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Sekil 4. Seliilazlar (Cellulases)

Gliniimiizde glikozil hidrolazlara (GH) ait 90 enzim
ailesi  belirlenmigtir.  Smiflandirma  sistemi  enzim
miihendisligi c¢aligmalar1 igin glikozil hidrolazlarin
kullanimint kolaylagtirmaktadir. Seliiloz
degredasyonunda rol oynayan 6nemli GH aileleri 1, 3, 5,
6, 7, 9, 10, 12, 16, 44, 45, 48, 51, 61 ve 74’tir. Bu
seliilolitik enzimler protein sekans dizi algoritimlerinin
Hidrofobik Cluster Analizi ile gergeklestirilmektedir.
Seliilozlarin  bulundugu GH aileleri olduk¢a farkli
katlanmalara sahip iiyeler igerir. Bu katlanma big¢imleri
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TiM-fi¢1, P/o-ficy, P sanddvi¢ ve o-heliks seklinde
olabilir [87].

Seliilazlar genel olarak B-1,4-glikozidik baglar1 hidroliz
eder. “Gergek seliilaz” olarak adlandirilan enzimler
yalnizca ¢oziinmeyen seliiloz lizerine aktivite gosterirler.
GH7 ve GH61 aileleri yalnizca funguslarda, GH44 ailesi
yalnizca bakterilerde bulunur. GH7 (sellobiyohidrolaz)
en aktif ekzoglukanaz olarak bilinmektedir ve tek seliiloz
zinciri lizerine aktivite gostermektedir. GH7 ve GH6
ailesi hem endo- hem de ekzo-glukanazlar1 igermektedir.
GH9, GH48 ve GH74 aileleri yalnizca bakterilerde
gbzlemlenen ekzoglukanazlart da icermektedir.

Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen ekstraseliiler
seliilolitik  enzimlerin timi  seliilozomlar olarak
adlandirilan ~ ¢oklu-protein  kompleksleri  seklinde
bulunabilir. Seliillozomlar seliilazlarin substrat iizerinde
birikmesi ve pozisyon almast ile meydana gelmektedir.
Selillozomun fonksiyonel birimlerine scaffoldin denir.
Koenzimleri iceren, katalitik olmayan proteinlerdir.
Koenzimler ise dockerin olarak adlandirilan diger
protein domainleriyle 06zgilin baglanti kurmaktadir.
Selillozomal enzimler bir katalitik bir de baglanma
(dockerin) bolgesi igerir. Scaffoldinler karbonhidrat
baglayan modiil bulundurur. Ilk scaffoldin Clostridium
cellulovorans’dan  sekanslanmustir.  Bugilin, birgok
scaffoldin geni Clostridium thermocellum, Clostridium
josui, Bacteroides cellulosolvens,  Acidothermus
cellulolyticus ve Ruminococcus flavefaciens’ten izole
edilmis, sekanslanmig ve karakterize edilmistir.

3.2.2 Endo-1,4-ksilanaz (Endo- 1,4-xylanase)

Temel olarak ksilan zincirindeki B-1,4 baglarinin
kirilmasinda rol oynar. Cogu ksilanaz ekstraseliilerdir ve
Sec bagimli metabolik yol ile liretilir. Fakat periplazmik
olan ksilanalara da rastlanilmigtir. Bu tiir ksilanazlar
Cellvibrio mixtus gibi bakterilerde goriilmektedir [88].
Ksilanaz enzimlerinin periplazmik olarak lokasyonu
proteazlardan korunmak amacli olabilir. Bir bagka
ksilanaz ise Paenibacillus barcinonensis’te stoplazmik
olarak tanimlanmistir [89].

Fizikokimyasal o6zelliklerine gore diisik molekiiler
agirlikli (<30 kDa), bazik ve yiiksek molekiiler agirlikl,
asidik olarak 2 gruba ayrilirlar. Yaygin olarak glikozid
hidrolaz ailesinin 10. ve 11. ailesinde bulunurlar [90].
Farkli mikroorganizmalardan izole edilen enzimlerin
optimum pH, sicaklik ve tuzluluk istekleri farklidir.

3.2.3 B-Ksilosidazlar (B-xylosidases)
Ksilanlarin etkin sekilde degredasyonunda endo-1,4-
ksilanazla birlikte PB-ksilosidazlar da rol oynamaktadir

[91]. B-ksilosidazlar (pB-1,4-ksilosidaz, EC 3.2.1.37)
ksilanazlar tarafindan iretilen ya da ksilanlarin
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indirgenmemis uclarindan salinan ksilobiyoz ya da kisa
ksilooligosakkaritlerin  hidrolizini saglar [92]. B-
glikosidazlarin afinitesi oligosakkaritlerin
polimerizasyon derecesinin artigini azaltir. Bu enzimler
direkt olarak ksilanin hidrolizi i¢in kullanilmaz fakat p-
nitrofenil- B-D-ksilopiranosid gibi yapay substratlarin
hidrolizinde kullanilir [93]. Bu gibi substratlar (-
ksilosidaz aktivitesinin rutin kolorimetrik analizinde
kullanilir. Bu enzimler glikozid hidrolazlarm 3., 39., 43.
ve 52. ailelerinde simiflandirilir. Bir¢ok P-ksilosidaz
transksilosidaz ~ aktivitesi de gosterir, baslangi¢
substratlarindan yiikksek molekiiler agirlikli {iriinler
olusturabilirler. Bu o&zellikten faydalanilarak 6zgiil
oligosakkaritlerin tiretimi gergeklestirilir. Bu enzimlerin
cogunun ekstraseliiler oldugu diistiniilmektedir.

3.2.4. o-L-arabinofuranosidaz (o-L-arabinofuranosi-
dase)

a-L-arabinofuranosidaz (E.C. 3.2.1.55) ekzo enzim olup,
ksilan ve diger arabinoz igeren polisakkaritlerin yan
zincirlerinden — arabinoz  kalintilarinin ~ kesilmesini
katalizler [94]. Glikozid hidrolazlar arasinda 43., 51., 54.
ve 62. aileler i¢inde siiflandirilirlar. Kolorimetrik tayini
icin substrat olarak p-nitrofenil-a-L-arabinofuranosid
kullanilir. Ksinolitik reaksiyon sonucu ortamda bulunan
arabinozlarin  aslinda  ksilanazdan  degil  o-L-
arabinofuranosidazlardan kaynaklandig1 nettir.

3.2.5. a-D-glukuronosidaz ( a-D-glucronosidase)

a-D-glukuronosidaz (E.C. 3.2.1.131) glukuronoksilanda
bulunan ksiloz kalintilar1 ve 4-O-metil glukuronik asit
arasindaki baglar1 koparir [95]. GH67 ailesi igerisinde
smiflandirilir. Bazilart yalnizca kisa ksilooligomerler ya
da kiicik model molekiiller iizerine aktivite
gosterirlerken digerleri polimerik ksilandan glukuronik
asitin salinimini saglayabilir.

3.2.6. Mannanazlar (Mannanases)

B-Mannanazlar gilkozid hidrolazlarin 5. ve 26.
ailelerinde smiflandirilirlar. Yumusak odunlardan elde
edilen hemiseliilozlarin degredasyonunda 6nemli rol
oynarlar. Mannan degrade eden enzimler B-mannanaz
(1,4-B-D-mannan mannohidrolaz, E.C. 3.2.178), B-
mannosidaz (1,4-B-D-mannopiranosid hidrolaz, E.C.
32.1.2) ve  B-glukosidazdir  (1,4-B-D-glukosid
glikohidrolaz, E.C. 3.2.1.21). Mannan degredasyonuna
yardimc1 enzimler ise asetil manan esteraz (E.C. 3.1.1.6)
ve a-glukosidaz (1,6-0-D-galaktosid galaktohidrolaz,
E.C.3.2.1.22) dir.

-mannanaz endo enzimdir ve mannan omurgasindaki B-

1,4 baglarini koparir [96]. Dogada endo-1,4-3-mannanaz,
galaktomannan ana zincirini parcalayarak
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oligosakkaritleri ve mannobiyozu meydana getirir [97].
Daha sonra ise 1,4-B-mannosidaz (E.C. 3.2.1.25)
aktivitesi ile mannoz serbest kalir. 8-mannosidaz ise ekso
tip enzimdir ve mannosidler arasindaki 8-1,4 baglarini
kopararak mannan ya da mannooligosakkaritlerin
indirgenmemis uglarindan mannozun serbest kaligini
katalizler. B-glukosidaz ise ekso tip enzimdir ve
glukomannan ve galaktoglukomannandan B-mannanaz

aktivitesi sonucu saliman oligosakkaritlerin
indirgenmemis uglarinda 1,4-8-D-glukopiranoz hidrolizi
yapar. a-Galaktosidaz, galaktomannan ve

galaktoglukomannanlarin a-1,6 bagli D-galaktopiranosil
yan zincirlerinin hidrolizini katalizler. Asetil mannan
esterazlar galaktoglukomannanlardan asetil gruplarmin
serbest kalmasini saglar [98].

3.2.7. Ferulik asit esterazlar (Feruloil esterazlar)
(Feruloyl esterases)

Ferulik asit esterazlar (FAE, E.C. 3.1.1.73) karboksilik
ester hidrolazlarm alt grubudur ve ksilan ya da
pektinlerin temel zinciri igindeki polisakkaritlerle
monomerik ve dimerik ferulik asit arasindaki ester
baglarin1  koparir. Feruloil esterazlar fenolik seker
esterlerinin enzimatik sentezi ig¢in kilit molekiildiir.
Ferulik asit ester baglari arabinoksilanlar ile lignin
arasinda kurulan temel kopriidiir. Ferulik asit ve arabinoz
arasindaki baglar1 kopardigi i¢in hemiseliilozlarin
ligninden ayristirilmasini saglamak suretiyle bitki hiicre
duvart degredasyonunda dolayli rol oynar [99]. FAE’ler
hem tek kataltik modiile sahip proteinler olarak hem de
cok modillii protein yapilarinin bir pargasi olarak
bulunurlar.

3.2.8 Lakkazlar (Laccases)

Lakkazlar (benzenediol: oksijen oksidorediiktaz, E.C.
1.10.3.2) ekstraseliiler, ¢coklu bakir enzimleridir [100].
Cesitli aromatik ya da aromatik olmayan bilesikler
molekiiler oksijen kullanilarak radikal katalizleyen
reaksiyon mekanizmas: ile okside edilir. Reaksiyon
sirasinda  molekiiler oksijen suya indirgenir [101].
Lakkaz terimi, Japon vernik agaci Rhus vernicifera’dan
koken almaktadir. Lakkazlar bitki, bocek ve bakteriler
tarafindan sentezlenebilse de funguslarda daha yaygin
iretilmektedir [102]. Simdiye kadar yaklasik 60 fungal
tirde lakkaz aktivitesi analiz edilmistir.

Molekiiler oksijenin 4 elektronunun suya rediiksiyonu ile
rediikte substratin 1 elektronunun oksidasyonunu
katalizler [103]. O- ve p-difenoller, aminofenoller,
metoksifenoller, benzenetioller, polifenoller,
poliaminler, hidroksiindoller, bazi aril daiminler ve
bagka bilesikler lakkazlar tarafindan dondstiiriilebilir
[104]. Fakat tirozini okside edemezler [105]. Bilinen tiim
lakkazlar askorbik asit ve fenolik substratlarin
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oksidasyonunu katalizler [106]. Katesol ve hidrokuinon
gibi basit difenoller oksidasyon i¢in uygun substratlardir
fakat guaikol ve 2,6 dimetoksifenol ¢ok daha iyi okside
edilir. Bununla birlikte; lakkazlar substrat olarak p-
fenilenediamin, siringaldezini [SGZ: N, N’-bis(3,5-
dimetoksi-4-hidroksibenzilidin hidrozin; €s,5: 65000M"
'em™) de okside edebilirler [107, 108]. Lakkazlar 4 bakir
atomu igerir ve bu bakir atomlar1 T1, T2 ve T3 olarak
adlandirilan 3 redoks bolgesinde bulunur. Bu bolgeler
spektroskopik  ve paramagnetik Ozelliklere gore
belirlenmistir. Azid, halid, siyanid, tiyosiyanid, florid,
hidroksid, yag asitleri, bazt metal iyonlari, siilfidril
ajanlari, hidroksiglisin, kojik asit ve katyonik amonyum
deterjanlari tarafindan inhibe edilebilirler.

3.2.9. Yiiksek redoks potansiyelli peroksidazlar (High
redox potential peroxidases)

Daha ¢ok bazidiyomisetler tarafindan salinan yiiksek
redoks potansiyelli peroksidazlar lignin
degredasyonunda merkezi rol oynar [109]. Enzimatik
yikim olarak adlandirilan bu proseste lignini meydana
getiren aromatik birimler, hidrojen peroksitin salinimiyla
mangan (MnP) peroksidaz, lignin peroksidaz (LiP) gibi
peroksidazlar tarafindan okside edilir [110]. Lignin
peroksidaz  ve mangan peroksidaz = 1983-84’te
Phanerochaete chrysosporium’dan izole edilmistir ve
dimerik lignin model bilesiklerini okside edebildikleri
icin bu enzimlere genel olarak ligninaz denilmistir.

4. SONUCLAR (CONCLUSION)

Biyoetanol tiretimi sirasinda kullanilabilen 6n-muamele
ve hidroliz yontemleri oldukga gesitlilik gostermektedir.
Bunun temelinde hammadde kaynagi olarak oldukga
farkli yap1 ve icerige sahip biyokiitlelerin kullanilmasi
yatmaktadir. Bundan dolay1 farkli On-muamele ve
hidroliz kosullari, kullanilacak hammadde c¢esiti ve
fermentasyon prosesi goz Oniine almarak proses
basamaklari ve gerekleri deneysel yontemlerle tespit
edilmelidir.
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