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Ozet: Yenilenebilir kaynaklardan elde edilen yakitlar son on yilda 6zellikle fosil yakitlarm tiikenmesi
ile ilgili endiseler nedeniyle bilyiik bir ilgi gormektedir. Siirekli artan maliyetler ve islenmemis
yakitlarin kullanimindan kaynaklanan cevresel etkiler nedeniyle aragtirmalar son yillarda katlanarak
artmustir. Misir, seker kamisi ya da tahil danelerinden ticari 6lgekte yenilenebilir yakitlar elde
edilebilmesine ragmen, iretim maliyetlerini disiirebilecek hammaddelerin kullanimina ihtiyag
duyulmaktadir. Hammadde toplam iiretim maliyetinin dnemli bir boéliimiine karsilik gelmektedir.
Biyokutlenin etanole doniistiiriilmesi siirecinde lignoseliilozik tabanli artik maddeler 6nemli bir
kaynaktir. Lignoseliilozik tabanli atiklarin yenilenebilir yakit iiretiminde hammadde olarak kullanimi
biiyiik dlgekte ve bolgesel elde edilebilirlik, diisiik maliyet ve atik problemlerinin ¢dzilmesi gibi
avantajlar igermektedir. Bu c¢alismada hammadde olarak ugucu yagi alinmus defne yapragi artigi
kullanilmistir. Hammaddeye sirasiyla sakkarifikasyon ve fermantasyon islemleri uygulanmistir.
Sakkarifikasyon islemi sonucunda elde edilen indirgen seker miktar1 UV-VIS spektrofotometresiyle
belirlenmigtir. Fermantasyon islemi sonucunda elde edilen etanol miktarit GC-MS ile belirlenmistir.
En yiiksek indirgen seker derisimi (11.30 g/L) 75 IU/g substrat Novozyme 188.16 IU/g substrat
Celluclast 1.5 L ylklemesinde ve 60°C’de elde edilmistir. En yiiksek etanol derisimi ise (4.88 g/L)
maya miktari 10.1 g/L; pH 5.49 ve 37°C’de elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Defne yaprag: arti81, biyoetanol, sakkarifikasyon, fermantasyon.

Investigation of the Utilization Potential of Laurel Leaf
Residues for Bioethanol Production

Abstract: Fuels obtained from renewable resources have deserved a great deal of interest during the
past decades mainly due to concerns about fossil fuels depletion. Research efforts have been
multiplied in the last years as a consequence of constant increasing costs and environmental impact
derived from the use of crude-based fuels. Although renewable fuels are now obtained in a
commercial scale from corn, sugarcane or cereal grains, the use of feedstocks that may reduce
production costs is a need. Raw material can account for an important part of the total production
cost. Lignocellulosic waste materials are the target for a biomass-to-ethanol conversion process.
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Advantages of using lignocellulosic waste as raw material for renewable fuel ethanol production also
include a large and local availability, low cost and solution to disposal problems. In this study,
essential oil extracted laurel leaf residues was used as feedstock. Saccharification and fermentation
processes were applied to the feedstock respectively. Amount of the reducing sugar was obtained
from the saccharification process was determined by UV-VIS spectrophotometer. Amount of the
ethanol was obtained from the fermentation process was determined by GC-MS. The maximum
concentration of reducing sugar (11.30 g / L), was obtained with 75 IU / g substrate Novozyme
188.16 1U / g substrate Celluclast 1.5 L loads and at 60°C. The maximum concentration of ethanol
(4.88 g/ L) was obtained with amount of yeast 10.1 g/ L; pH 5.49 and at 37°C.

Key Words: Laurel leaf residue, bioethanol, saccharification, fermentation.

Giris

Enerji kaynaklar1, olusumlarindaki zaman siirecinin uzunlugu bakimindan yenilenemez
ve yenilenebilir olmak tizere iki ana sinifa ayrilmaktadir. Bunlardan birincisi petrol, komiir,
dogal gaz gibi fosil yakitlar ile agir radyoaktif atomlarin olusturdugu enerji kaynaklari,
ikincisi ise su, riizgar, giines, jeotermal, gel-git, dalga ve biyokiitle alt siniflamalarindan
olusan enerji kaynaklaridir (Hatunoglu 2010). Yenilenebilir enerji kaynaklar1 arasinda son
yillarda 6nemi daha da artan biyokiitle, 100 yillik periyottan daha kisa siirede yenilenebilen,
karada ve suda yetisebilen bitkiler, hayvan atiklari, besin endiistrisi ve orman triinleri ile
kentsel atiklari igeren tiim organik maddeler olarak tanimlanmaktadir (Acaroglu, 2003).
Fosillesmemis bitkisel ve hayvansal organik maddelerden meydana gelen biyokiitle enerji

kaynaklari i¢inde giiniimiizde en yaygin ve popiiler olanlar1 biyoetanol ve biyodizeldir (Ar,
2007).

Biyoetanol, iiretim siirecinde hammadde olarak arpa, bugday, misir, seker pancari,
seker kamisi, patates ve odunsular gibi kimyasal igeriginde nisasta, seker veya selliloz
bulunan bitkilerin kullanildig1, benzinle ¢alisan araclarda tek basina, dizel araglarda da
belirli oranda bir karisim halinde kullanilabilen bir biyoyakit ¢esididir. Hizli niifus artig1 ve
endiistrilesmeden dolay1 diinya c¢apinda etanol ihtiyaci siirekli artmaktadir. Ulkeler
biyoetanol iiretimlerinde arazi ve iklim kosullarina gore farkli hammaddeleri kullaniyor
olmalarina ragmen, diinyada en ¢ok kullanilan biyoetanol hammaddesi seker kamisi ve
musirdir. Fakat misir ve seker kamigi gibi klasik mahsiiller temel gida ve besin maddesi
olduklarindan dolay1 biyoetanol iiretiminin kiiresel ihtiyacini karsilayamamaktadir. Bu
yiizden biyoetanol iiretimi igin tarimsal atiklar gibi lignoselillozik maddeler &nemli
hammaddeler haline gelmistir (Sarkar ve ark., 2012).

Lignoselllozik biyokiitleden etanol yakiti eldesi yenilenebilir ulagim yakitlarinin
iretimi i¢in Onemli bir teknoloji olarak ortaya c¢ikmaktadir. Hammaddenin maliyeti
biyokiitleden etanol iiretim prosesini etkileyen onemli bir faktérdiir ve ucuz, dayanikli
biyokiitle kaynaklarinin bulunabilirligi evrensel bir sorundur. Bu bakis agisiyla
lignoselulozik hammaddeler birgok avantaja sahiptir. Lignoselilozik biyokdtleden etanole
doniisen seker ulagim yakiti ihtiyaci i¢in gelecek vadeden bir ¢6ziim sayilmaktadir. Ulagim
yakiti olarak biyoetanol benzinden daha yiiksek enerji verimine sahip oldugundan dikkat
cekmektedir ve daha diisiik emisyon {iretir. Yenilenebilir biyokiitle kaynaklarinin ekonomik
kullanim1 i¢in biyokiitleden biyoetanol iiretim teknolojisi ¢ok iyi gelistirilmelidir.
Lignoseliilozik biyokiitlenin etanole doniigiimii kapsamli bir proses gerektirir. Hidroliz ve
fermantasyon reaksiyonlart bir¢ok basamak icerir. Hammadde varligi, 6n muamele,
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sakkarifikasyon, fermantasyon ve etanol eldesi {iretimi etkileyen faktorler arasindadir ve
Uretimin ekonomisini iyilestirmek i¢in aragtirma-gelistirme ¢alismalarina ihtiyag
duyulmaktadir (Soccol ve ark., 2011).

Biyoetanol diinya capinda biiylik 6l¢iide ulasim amaciyla kullanilan bir biyoyakittir
(Balat, 2011). Biyoetanol ¢esitli hammaddelerden iiretilebilir. Bu hammaddeler zirai olarak
basit sekerler, nisasta ve lignoseliiloz olarak ii¢ grupta siniflandirilir:

Biyoetanol iiretim maliyetini etkileyen hammaddelerin maliyeti olduk¢a degiskendir.
Biyoetanol iiretimindeki baslica problem {iretim i¢in hammaddenin bulunabilirligidir.
Lignoseliilozik biyokiitle fazla miktarlarda bulunmasi ve diisiikk maliyetiyle umut vaat eden
bir hammadde olmasina ragmen lignoseliilozik biyokiitleden yakit biyoetanoliiniin biiyiik
Olcekli ticari iiretimi heniiz yapilmamistir (Balat, 2011). Ulasilan bu iiretim miktarinda en
biiylik katkiyt ABD saglamig olup, bu iilke diinyada iiretilen biyoetanoliin yarisini tek
basina gerceklestirmistir.

Diinya biyoetanol iiretimi {ilke siralamasinda 30 yildir lider olan Brezilya ise 2004
yilindan bu yana ABD’nin gerisinde kalmis ve 2008 yilinda iirettigi 22 milyar litre ile ikinci
stiraya diismiistiir. Toplam biyoetanol iiretiminin yiizde 80’e yakin bir oranini olusturan bu
iki iilke iiretim piyasasinin ana iki aktorii konumundayken sirasiyla Cin, AB, Hindistan ve
Kanada da piyasa igerisinde yer almistir (Cheng ve Timilsina, 2011). Diinya genelinde
stiplirge darisi (Su ve ark., 2010), seker pancari (Balat ve ark., 2008), patates (Tasic ve ark.,
2009), tath patates (Lee ve ark., 2012), musir sapt (Chen ve ark., 2008), arpa (Li ve ark.,
2011) ve bugday samani (Nigam, 2001) gibi hammadde kaynaklarindan biyoetanol iiretimi
yapilmaktadir. Tiim diinya ile birlikte tilkemizde de gittikge artan enerji talebine karsilik,
yenilenebilir enerjilerin alternatif olarak goriilmesi, bu konudaki ¢aligmalari arttirmig ve
gelismeye yonlendirmistir. Tiirkiyede seker pancari (i¢oz ve ark., 2009), musir, bugday
(Acaroglu ve Aydogan, 2012), patates ve piring (Bayrakci ve Kocar, 2012) gibi ham
maddelerden biyoetanol iiretilmesi ile ilgili baz1 ¢aligmalar yapilmig olmasina ragmen
caligmalarin sinirhi sayida oldugu ve bu alanda yeni ¢aligmalara ¢ok ihtiya¢ duyuldugu
gorilmektedir.

Lignoseliilozik atiklar yiiksek karbohidrat igerigiyle etanol iiretiminde hammadde olma
potansiyeline sahiptir. Bu atiklarin etanol fermantasyonunda hammadde olarak kullanimi
iiretim maliyetini de 6nemli 6l¢lide diisiirmeye yarayacaktir. Bu ¢alismada oncelikle ugucu
yagr cikarilmig defne yapragi lignoseliilozik atik olarak incelenmistir ve bu atigin
biyoetanol iiretiminde kullanim potansiyeli arastirilmstir.

Materyal ve Yo6ntem

Bu arastirmada, ugucu yag1 alinmis defne yaprag: artig1 biyoetanol hammaddesi olarak
kullanilmistir. Deneysel g¢alismalarda kullanilan defne yapragi atigi Antakya’daki kiigiik
isletmelerden temin edilmistir. Calismada kullanilan kuru ekmek mayasi (Saccharomyces
cerevisiae) Antakya’da bir yerel marketten alinmstr.

Atik Numunelerinin Hazirlanmasi

Antakya’dan toplanan atik numuneleri laboratuvarda golgede kurumaya birakildiktan
sonra hammadde olarak kullanilacak bu atiklar blenderden gegirilmek suretiyle dgiitiilerek
depolanmustir.
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Sakkarifikasyon

Defne yapragi atiginin yapisindaki karbohidrat polimerlerinin basit sekerlere
doniistiiriilmesi  amaciyla yapilan sakkarifikasyon islemi i¢in hammadde enzimatik
hidrolize tabi tutulmustur. Bunun i¢in hammaddeye kati/sivi oran1 1/20 olacak sekilde 0,05
M sodyum asetat tamponu (pH 4,8) eklenmistir. 75 IU/g substrat B-glukozidaz (Novozyme
188) ve 16 IU/g substrat seliilaz (Celluclast 1,5 L) enzimlerinin yiiklemesinin yapildigi
karisim 60°C sicaklikta 150 rpm’de 48 saat inkiibe edilmistir (Cara ve ark., 2008). Bu siire
sonunda karigim mavi bant siizge¢ kagidindan siliziilmiistir. Defne yapragi atiginin
enzimatik hidrolizinden elde edilen hidrolizat fermantasyon islemi i¢in ayrilmistir.

Indirgen Seker Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Defne yaprag: atiginin enzimatik hidrolizinden elde edilen hidrolizatin indirgen seker
konsantrasyonu DNS (3,5-dinitrosalisilik asit) metodu kullanilarak belirlenmistir (Miller,
1959). 11k olarak her bir karisimdan 1 mL &rnek alinarak 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant indirgen seker analizi i¢in kullanilmistir. Spektrometrik Slgiimlerin
kalibrasyon grafigi glukoz standardi kullanilarak elde edilmistir. Sekil 1’de indirgen seker
analizinde kullanilan kalibrasyon grafigi goriilmektedir.
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Sekil 1. indirgen seker analizinde kullanilan kalibrasyon grafigi

Fermantasyon

Sakkarifikasyon basamaginda elde edilen sekerlerin fermantasyon islemi
Saccharomyces cerevisiae mayasi ile anaerobik sartlarda bir inkiibatorde kesikli sistemde
yapilmistir. Bu iglem sirasinda ortamda besiyer olarak 2 g/L. NH,CI; 1 g/L KH,PO, ve 0,3
g/L MgS0O,.7H,0 karigimu kullanilmistir. Defne yapragi atiginin hidrolizatinin pH’1 2 M
NaOH ve 1 M HCI ile 5,49’a ayarlandiktan sonra karigima 10,1 g/L kuru ekmek mayasi
(Saccharomyces cerevisiae) eklenmis ve 37°C’de 20 saat inkiibe edilerek fermantasyon
prosesi gerceklestirilmistir.
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Etanol Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Fermantasyon iglemi gergeklestirilen karigimdan 1 mL 6rnek alinarak 5000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatantlarin etanol konsantrasyonunun &l¢iilmesi i¢in GC-
MS cihazi kullanilmigtir. Bunun igin akis hizi 1 mL/dak. olan He tasiyici gaz1 ve HP-88
kolonu kullanilmugtir. 120°C olan firin sicakliginda her bir ornek i¢in 8 dakikada analiz
sonucu alimmustir (Cara ve ark., 2008). Sekil 2’de goriilen kalibrasyon grafigi kullanilarak
her bir 6rnek i¢in etanol konsantrasyonu belirlenmistir. Her analiz 3 tekrarli yapilmistir.
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Sekil 2. Etanol konsantrasyonunun belirlenmesinde kullanilan kalibrasyon grafigi

Arastirma Sonuglari ve Tartisma

Defne yapragi atiginin sakkarifikasyon islemi sonucunda 75 TU/g substrat Novozyme
188, 16 1U/g substrat Celluclast 1,5 L yiiklemesinde ve 60°C sicaklikta elde edilen en
yiiksek indirgen seker derisimi 11,30 g/L olarak bulunmustur. Defne yapragi atiginin
fermantasyon islemi sonucunda ise maya miktar1 10,1 g/L; pH 5,49 ve 37°C’de sicaklikta
elde edilen en yiiksek etanol derisimi 4,88 g/L olarak bulunmustur.

Cizelge 1°de bu galigmadan ve literatlirde yer alan farkli kaynaklardan elde edilen
indirgen seker miktarlar1 verilmistir.

Cizelge 1. Bu calismadan ve farkli kaynaklardan elde edilen indirgen seker miktarlart

Kaynak Substrat Enzim Indirgen seker verimi
(g/L)
Li ve ark. (2009) Bermuda ¢imeni Seliilaz 9
Li ve ark. (2009) Kamis Selillaz 8
Li ve ark. (2009) Kolza tohumu Selillaz 6
Yiicel ve Goycincik (2014) Demlel}mls Selulaz V.e 29
cay atig1 B-glukozidaz
- . Selilaz ve
Bu caligma Defne yaprag: artig1 B-glukozidaz 11

91



Cizelge 1°de goriildiigii gibi bu calisgmadan elde edilen indirgen seker miktarlari
literatiirde yer alan farkli kaynaklardan elde edilen sonuglara yakindir.

Cizelge 2’de bu c¢alismadan ve literatiirde yer alan farkli kaynaklardan elde edilen
etanol miktarlar1 verilmistir.

Cizelge 2. Bu ¢alismadan ve farkli kaynaklardan elde edilen etanol miktarlari

Atigin Tiiri Kaynak Etanol Konsantrasyonu (g/L.)
Seker kamisi posast Singh A. ve ark. (2013) 75

Seker kamigt atigi Sindhu ve ark. (2011) 11

Demlenmis cay atig1 Yucel ve Goycincik (2014) 13

Tarimsal atik Singh ve Bishnoi, (2012) 13

Defne yaprag: artig1 Bu ¢alisma 5

Cizelge 2’de goriildiigii gibi bu calismadan elde edilen etanol konsantrasyonlari
literatiirde yer alan farkli kaynaklardan elde edilen sonuclardan daha diisiiktiir. Bu sonucun
hammaddenin yapisindan kaynaklanabilecegi gibi kullanilan yontemin gelistirilmesiyle
iyilestirilebilecegi de diigiiniilmektedir (Li ve ark., 2009).

Sekil 3’de defne yaprag: artif1 icin zamana karsi azalan indirgen seker ve artan etanol
konsantrasyonu grafigi verilmistir.
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Sekil 3. Defne yapragi atig1 ig¢in zamana karsi azalan indirgen seker ve artan etanol
konsantrasyonu

Sekil 3’de de goriildiigii gibi defne yapragi atigindan maksimum etanol
konsantrasyonunun elde edilmesi icin gereken fermantasyon siresi 20 saattir.

Standart etanol ve defne yaprag: artigindan elde edilen etanoliin gaz kromatogramlari
Sekil 4 ve Sekil 5°de verilmistir.
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Sekil 4. Standart etanoliin gaz kromatogrami
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Sekil 5. Defne yapragi atigindan elde edilen etanoliin gaz kromatogrami

Standart etanol ve defne yapragi artigindan elde edilen etanoliin kiitle spektrumlari
Sekil 6 ve Sekil 7°de verilmistir.
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Sekil 6. Standart etanoliin kiitle spektrumu
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Sekil 7. Defne yapragi artigindan elde edilen etanoliin kiitle spektrumu

Standart etanol ile defne yapragi artifinin gaz kromatogramlari karsilastirildiginda
standart etanoliin gaz kromatograminda goriilen alikonma zamani 6,5-7 dakika

civarinda olan pik defne yapragi artiginin gaz kromatograminda da gériildiigiinden defne
yapragi atigindan biyoetanoliin elde edildigi anlasilmistir.

Standart etanol ile defne yapragi artigimmin kiitle spektrumlar1 karsilagtirildiginda
standart etanoliin kiitle spektrumunda goriilen etanole 6zgii m/z degeri (M-15)’e karsilik
gelen (M-CH3)" yani 31 piki ve m/z degeri (M-1)’e karsilik gelen (M-H)" yani 45 piki
defne yapragi atiginin kiitle spektrumunda da goriildiigiinden defne yaprag: artigindan
biyoetanoliin elde edildigi ispatlanmistir. Boylelikle kiitle spektrumlarinin  gaz
kromatogramlarini destekledigi goriilmiistir.

Sonug

Defne Tiirkiye’de biitiin kiy1 seridinde dogal olarak bulunmaktadir ve Hatay’dan
baslayarak Kuzeydogu Karadeniz’e kadar yayilis gostermektedir (Atalay, 2002). Elde
edilen deneysel sonuglara gore defne yaprag: artigmin diisiik veriminden dolay1 biyoetanol
Uretiminde hammadde olarak kullanim potansiyelinin diisiik oldugu buna ek olarak ileriki
calismalarla bu verimin arttirilabilecegi sonucuna ulasilmistir. Ancak defne yapragi
atigindan biyoetanol iiretimi konusunda gerek Tiirkiye gerekse diinyada yapilan ilk ve tek
¢aligma olmast; bu aragtirmanin 6zellikle hem 6zgiinliik hem de literatiire katki bakimindan
onemini gostermektedir. Ayrica bu arastirma sonuglarinin her gecen giin daha da ilgi ¢eken
ozellikle yenilenebilir enerji alanindaki ¢caligmalara dnemli bir fayda saglayacagi ve hem bu
calismada kullanilan hem de benzer lignoseliilozik atiklarin biyoetanol {iretiminde
kullanimina yonelik c¢aligsmalarin gelistirilerek siirdiiriilmesi konusunda yararli olacagi
diistiniilmektedir.
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