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ONSOz

Bu rapor Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan 218M252
kod numarasi ile desteklenen “Enzimatik Ksilooligosakkarit Uretimi Igin Organosolv
Onigleminin Kullanimi” baglkli projenin sonug raporudur. Projede, ekonomik éneme sahip bir
gida katkisi olan ve prebiyotik 6zelliginden dolayi insan saghgi Uzerinde olumlu etkileri olan
ksilooligosakkarit Uretimi icin yeni bir stire¢ gelistiriimistir. Raporda literattr bilgisi verildikten
sonra kullanilan ydntemler 6zetlenmis, sonrasinda da elde edilen sonuglar ayrintili olarak
sunulmus ve tartisiimistir. Son olarak c¢ikarimlarimizla beraber 6nerilerimiz ve bu projenin

devamindaki planlarimiz verilmistir.



ICINDEKILER

ONSOZ ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt et neeae e i
TABLO LISTESI ...ttt ettt ettt ve et et e s eaeene e v
SEKIL LISTESI ..ottt vi
KISALTMALAR .ttt ettt e ekttt oo ettt e e e et et e e e et e e e e e nt e e e e e e neneeas vii
(074 = ISR iX
ABSTRACT ..ttt ettt e oo ettt e ookttt e e e Rttt e e e R b et et e e n b e et e e nb et e e e e nre e e e e nees v
1 GIRIS ettt ettt ettt ettt rn e anes 1
2. LITERATUR OZETI ..cueitieteeeeeee ettt 3
2.1 Lignoselllozik Hammadde ............coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 3
2.2  Ksilooligosakkaritler (KOS)........cuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 4
2.3 KOS Uretim YONEMIEi .......ccvecveieieeeeee ettt 5
A © 1o T- 1 o T~ | PP PPP PP 7
25  Enzimatik HIAroliZ..........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 8
3. GEREC VE YONTEM ..ottt 10
Tt B € 11 ¢ Tor =Y S PPPPRUPPP PRSP 10
3.2 YONEEIM. i 10
3.2.1 Ksilooligosakkarit (KOS) Uretimi ...........c.oovieieeeeeeee e 10
3.2.2.1 Misir Koganinin SaKIanmMas.......cceiiieiiiiiiiiiiiiii et eeanans 11
3.2.2.2 OrganosoIV ONiSIEMI ..........c.covieeeeeee et 11
3.2.2.3 ENZIM HIAIOlIZI ... 12

3.2.2  ANANIZIET e 13
3.2.2.1 NEM ANANIZI ... 13
3.2.2.2 Yapisal Karbonhidrat ANalizi..............cccooiimmiiiiiiees 13
3.2.2.2.1 Kati OrneKIerin ANGIZI ............ccoeueeveueireieeeeeeeeeee e, 14
3.2.2.2.2 Sivi OrnekIerin ANGliZi.............ccoeeeveeeueieeieeeeeee e, 14

3.2.3  Yuksek Performansh Sivi Kromotografisi (HPLC) Analizleri.......................... 16

3.2.4  Ksilanaz AktiviteSi ANGIIZI .............uuuiimiiiii 16



4. BULGULAR VE TARTISMA .. 17

4.1 Misir Koganinin KarakterizasSyOnU...........ccoiiiiiiiiiiiiiieeeceeeeiicce et 17
4.2 OrganoSsOoIV ONISIBMI .......ccviueieeiee ettt e e eaeeeae e 18
4.3 ENZIM HIATONZI ...ttt 22
4.31 Ksilanaz Enzim Hidrolizinde Sicakhgin EtKiSi ............ccccooeiiii, 23
4.3.2 Organosolv Onislem Kosullarinin KOS Uretimine EtKisi............c.cccceeveveveenene. 26
4.3.3  Organosolv Kosullarinin KOS Polimerlesme Dercesine EtKiSi.............c...uuue.... 30
4.3.4 Kati Yiiklemesinin KOS Uretiming EtKiSi...........cccoeeveeeueeeeeeeeceeeeeeeeeeevene, 32
4.3.5  Enzim Derigiminin KOS Uretiming EtKiSi...........cc.covviviioeiieeeece e see e 33

ST T | LSRR 34
KAYNAKLAR . ...ttt e e ettt e e e ettt e e e e et e e e e e e see e e e e ante e e e e e nseeaeeannseeaaeannneeeas 37



TABLO LIiSTESI

Tablo 2.1. Cesitli llignoselllozik maddelerin bilesimi (kuru bazda)..........ccccoovviiiiiiiiiiiiennne. 4
Tablo 2.2. Ksilooligosakkarit Uretim yontemlerinin etki mekanizmalari.......................ooe. 7
Tablo 2.3. Farkli Biyokutlelere uygulanmis organosolv onislemleri.............ccoooooiii. 8
Tablo 4.1. Misir koganinin KOMPOZISYONU? .............coieuiieeiecriee e eecee e et e et eaaee e e 18
Tablo 4.2. Organosolv 6niglemi kosullarinin misir kogani katisina etkileri®. ......................... 22


file:///C:/Users/buyuk/Google%20Drive/Bilimsel/LIGNOCELLULOSE/Hazelnut/1001_Eylul2013/Proje%20Sonlandirma/SONUÇ%20RAPORU/RaporREVIZYON_16Aug17.docx%23_Toc490668499
file:///C:/Users/buyuk/Google%20Drive/Bilimsel/LIGNOCELLULOSE/Hazelnut/1001_Eylul2013/Proje%20Sonlandirma/SONUÇ%20RAPORU/RaporREVIZYON_16Aug17.docx%23_Toc490668500

SEKIL LISTESI

Sekil 2.1. Lignoselulozik hammaddenin YapISI.. ............uuuuuueemiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeaes 3
Sekil 2.2. Oniglemin lignoselllozik yapi1ya etKiSi ............c.ccvcveeeeeeeeeeeeeeeee e 5
Sekil 2.3. KOS Uretiminde organosolv onisleminin lignoseliloza etkisi. ...........cccceevvvieenn.n. 9
Sekil 3.1. Ksilooligosakkarit (KOS) Uretiminin aki$ SEMaASI. ........cceeiieiiiiiiiiiiieeee e, 11

Sekil 3.2. Organosolv sonrasi katinin enzim hidrolizine hazirlanisi (a: reaktdrden cikan
katinin tllbent ile stiztlmesi; b: Katinin su ile yikanmasi; ¢: yikama suyunun ayrimi; d: islak

organsolv katisi; e: enzimatik hidrolize hazir 6gutilimuis Katl...........oooooiiiiiii e, 12
Sekil 3.3. Enzim hidrolizi Stispansiyonu ve enzim hidrolizi onucu elde edilen KOS ¢o6zeltisi.13

Sekil 4.1. Organsolv dnislemi kosullarinin lignin ayrimina, seliloz ve ksilan kazanimina ve

1o o] e 1= Yo [T o g Lo T2 1 NS 22
Sekil 4.2. Enzimatik hidroliz sicakhiginin KOS Uretimine etkisi. ...........ccccccovviieiiiiiinn. 25
Sekil 4.3. Onislem kosullarinin enzimatik hidrolize etkisi. ..........cc.cocviveiieiveeeeieee e 29
Sekil 4.4. Oniglem kosullarinin Griin veriming etKiSi. ..............ocecveeeiieieeee e 29
Sekil 4.5. Onislem kosullarinin KOS polimerlesme derecesing etKisi............cc..coeveveeeeeenn.. 32
Sekil 4.6. Enzim miktarinin KOS Uretiming etkisi..........ccooovviiiiiiiiiiicee e 33

Vi



KISALTMALAR
°C

Mg

Ml

CaCO;,

dk

DPD KOS
g

HPLC
H,SO,
KOH

KOS

mM
nm
NaOH
NREL
PD
PTFE
rpm

sa

a/h

Santigrat derece
Mikrogram
Mikrolitre

Kalsiyum Karbonat

Dakika

Dusuk polimerlesme dereceli ksilooligosakkarit

Gram

Yuksek performansli sivi kromatografisi
Siilfurik Asit

Potasyum Hidroksit

Ksilooligosakkarit

Litre

Miligram

Magnezyum Oksit

Mililitre

Milimolar

Nanometre

Sodyum Hidroksit

National Renewable Energy Laboratory
Polimerlesme derecesi

Teflon

Dakikadaki devir sayisi

Saat

Sicaklik

Unite

Agirlik/hacim

vii



mm

Mikrometre

viii



OZET

Prebiyotik karbonhidrat olan ksilooligosakkaritler (KOS), lignoselllozik tarim ve gida
atiklarindaki ksilan polisakkaritinin hidroliz edilmesiyle Uretilir. Alkali ekstraksiyona dayanan
enzimatik hidroliz ve otohidroliz kullanilan ydntemler ¢esitli kisitlara sahiptir. Bu ¢alismada bu
kisitlari asabilecek olan bir ydntem gelistiriimesi hedeflenmistir. Model olarak kullanilan misir
kogani organosolv Onisleminden gegirilmistir. Organosolv sartlari (¢cbézgen derisimi, sure,
sicaklik, katalizor ilavesi) biyokutledeki lignini uzaklagtiracak ancak ksilanin biyokutlede
kalmasini saglayacak sekilde ayarlanmistir. Uygun sartlarda ligninin  %40-%50’si
ayrilabilirken ksilan yaklagik %85 oraninda katida kalmistir. islem gdrmis biyokutle Ug ticari
ksilanaz ile hidroliz edilerek organosolv isleminin KOS Uretimine etkisi belirlenmistir.
Organosolv ve enzimatik hidroliz sartlarinin toplam KOS Uretiminde etkili oldugu gérulmustar.
En verimli KOS Uretimi 150°C’de 1 sa %70 etanol ve 0,1M MgO varlidinda organosolv iglemi
gbrmus biyokitle ile elde edilmigtir. Bu biyokitlenin 70°C'de 0,6 U/ml ksilanaz ile
geceklestirilen enzimatik hidrolizi sonucu ksilanin %82’si dénusturilerek 11 g/l KOS igeren
hidrolizat elde edilmistir. Gelistirilen yontem sayesinde ksilanin ekstrakt edilmesine ihtiyag
duyulmadidi icin derigsik alkali ya da asit gibi kimyasallar kullaniimayacak ve otohidroliz
yontemindeki gibi ¢ok ylksek sicakliklar kullanilmadigi igin karbonhidrat bozunma drtnleri
olusmayacaktir. Bunlar Uriin saflastirma asamalarini kolaylastiracak ve cevreye zararli
kimyasal atik miktarini azaltacaktir. Surecte lignince zengin bir sivi faz ve selulozca zengin
kati faz olusmaktadir ve ksilan ile beraber bunlar da degerlendirilerek biyorafineri
yaklagimiyla lignoselulozik atiklara katma degder kazandirilabilir. Bu galismanin devaminda
arinin saflastinimasi ve prebiyotik etkilerinin belirlenmesi i¢in projeler gelistiriimesi
planlanmaktadir. Ayrica gelistirilen slre¢ diger lignoselilozik atiklar Uzerinde de test

edilecektir.

Anahtar kelimeler: Ksilooligosakkaritler, prebiyotikler, lignoselllozik atiklar, organosolv,

ksilanaz, enzimatik hidroliz



ABSTRACT

Xylooligosaccharides (XOS), which are among the prebiotic carbohydrates, are produced
from hydrolysis of xylan in the lignocellulosic agricultural and food wastes. Production
processes, such as enzymatic hydrolysis based on alkali extraction and autohydrolysis have
some limitations. In this study, we aimed to develop a process that could overcome those
limitations. Corn cob was used as the model biomass and it was pretreated with organosolv.
The conditions of the organosolv pretreatment (solvent concentration, time, temperature,
catalyst addition) was adjusted to maximize the lignin removal from the biomass as well as
the xylan recovery. Delignification could be achieved with 40%-50% lignin removal, while
around 85% of the xylan was retained in the biomass. The effect of organosolv conditions on
XOS formation was determined by hydrolysis of pretreated biomass using three commercial
xylanases. The organosolv and enzymatic hydrolysis conditions were effective on the XOS
formation. The maximum XOS production was observed with biomass pretreated at 150°C
for 1 h with 70% ethanol and 0.1 M MgO. That biomass was enzymatically hydrolyzed at
70°C with 0.6 U/ml xylanase and 82% of the xylan was converted to XOS yielding a
hydrolysate containing 11 g/l XOS. With the developed in this study, the need of application
of concentrated alkaline and acidic chemicals is eliminated since xylan extraction step is not
needed. In addition to that, formation of carbohydrate degradation products can be avoided
due to the lower treatment temperatures compared to autohydrolysis. These can simplify the
downstream processing following the production of XOS and minimize the environmentally
harmful chemical wastes. In this process, a liquid stream rich in lignin and a solid stream rich
in cellulose are released. Following a biorefinery concept, these streams could be valorized
together with the xylan, so that lignocellulosic wastes can have an added value. This study
will be followed by related projects on XOS purification and determination of the prebiotic
potential of XOS. In addition to that, the process developed ill be tested on other

lignocellulosic wastes.

Keywords: Xylooligosaccharides, prebiotics, lignocellulosic wastes, organosolv, xylanase,

enzymatic hydrolysis



1. GIRIS

Gulnumuzde dinya nufusunun blytk bir kismi icin saglikh ve uygun fiyatli gida Uretimini
arttirmak o6ncelikli hedefler arasindadir. Bu hedef dogrultusunda Uretimdeki artisin
surdurebilir olmasi ve hali hazirda yipratimis olan dogal hayatin korunmasi énemli
kistaslardir. Tarim ve gida atiklarinin kullanimi bu baglamda énemli bir rol almaktadir. Bu
biyokutlelerin bir kismi hayvan yemi ve gubre olarak veya degeri ylksek olmayan diger bazi
uygulamalarda kullaniimasina karsin, blyik bir kismi imha edilerek ekonomik ve gevresel

sorunlara neden olmaktadir.

Tarim-gida atigi formundaki lignoselllozik biyokitle yapisinda bulundurdugu sellloz,
hemisellloz ve lignin polimerleri sayesinde degerli bircok Urln igin uygun bir hammadde
olarak kabul edilir. Yapinin icindeki selllozdan Uretilen biyoetanol veya biyobuitanol gibi
yakitlar geleneksel yakitlarin yerini alabilir. Glikoz ve fermente edilebilir diger karbonhidratlar
biyoteknolojik ydntemlerle degerli bir¢ok biyo-trlinin Uretiminde karbon kaynagi olarak
kullaniimaktadir. Ancak, ozellikle lignoseluloziklerin oOnigsleme ihtiya¢ duymasi uretim
maliyetinin yiksek olmasina sebep olmaktadir. Bu sebeple bir lignoselllozik maddeden
birden ¢ok getirisi ylksek Urln elde etmek ekonomik agidan bir gereksinimdir. Bu acgida,

selllozun yaninda hemiselulozun ve ligninin de degerlendiriimesi dnemli bir noktadir.

Dogal olarak bal ve bambu filizi gibi kaynaklarda bulunan ksilooligosakkaritler (KOS), insan
ve hayvanlar tarafindan tuketildiginde sindirim sisteminden pargcalanmadan ve emilmeden
gecer ve kalin bagirsaga ulasir. Burada Bifidobacterium tirleri gibi saglik agisindan faydal
bakteriler tarafindan metabolize edilerek prebiyotik etki gosterirler. Ancak, dogal
kaynaklarindaki konsantrasyonlarinin dusukliga nedeniyle etkilerini  gostermek igin
yetersizdirler. Bu sebepten KOS ticari olarak, lignoselilozik malzemede bulunan ksilan

polimerinin enzimatik hidrolizi ile elde edilmektedir.

Ksilan alkali kimyasallar ile ¢ézduriltp alkol ile ¢okturildikten sonra farkl safliklarda ve
verimlerde polimer halde elde edilir. Ekstrakt edilen ksilan polimeri daha sonra sulu
cOzeltilerde ksilanaz enzimleriyle hidroliz edilir. Bu yontemde kullanilan kimyasallarin
asindirici 6zelliklerinden dolayl kullanilan ekipmana verdigi zarar, fazla kullanimlarindan
dolayi olusan maliyetler ve c¢evre Kkirliligi gibi olumsuzluklar sebebiyle yeni Uretim yéntemleri
arayisina girilmistir. Alternatif ydntem olarak gelistirilen otohidroliz yonteminde, KOS ylksek
sicaklikta lignoseliilozik hammaddeden dogrudan koparak ortamdaki siviya geger. Fakat bu
islem sirasinda olusan furfural, hidroksimetil furfural ve asetik asit gibi toksik olabilecek
bozunma Urunleri bu yontemin kullaniminda onemli bir engeldir. Ayrica kullanilan ylksek

sicaklalar hem enerji hem de ekipman maliyetini arttirmaktadir.



Lignoselllozik yaplyr bozmak icin kullanilan bir diger yontem olan organosolv isleminde ise
organik ¢ézlcu kullanilarak lignin ve hemisellloz uzaklastirilip selllozca zengin bir kati elde
edilir. Sonrasinda sellilaz enzimiyle sakkarifikasyon gerceklestirilerek daha sonra kullaniimak
uzere saf glikoz gozeltisi elde edilir. YUksek sicaklik kullanilmasi dezavantaj olarak gorulen
bu yéntemde organik ¢oztcllerin geri kazanilabilir olmasi hem maliyet hem de ¢evre ile ilgili

sorunlarin agisidan bir avantajdir.

Bu calismada bilinen KOS dretim yontemlerinin limit ve dezavantajlarini asabilecek bir
yontem gelistiriimesi hedeflenmistir. Ksilanin ekstrakt edilmesine dayali yontemdeki asiri
kimyasal kullanimi ve otohidrolizde olusan ve ayrilmasi gereken seker bozunma Urlnleri
bilinen yontemlerin dnemli sorunlaridir. Bu ¢alismadaki temel yaklasim, ksilanin biyokitleden
ayrilmadan dogrudan enzimatik yolla hidroliz edilmesinin saglanmasidir. Lignoselllozik
biyokutleler ham hallerinde enzimlerin faaliyetine engel olan bir yapiya sahiptir. Projede bu
yaplyl zayiflatmak icin organosolv isleminin kullaniimis, ancak o6niglem sartlari ksilanin
katidan ayrilmasina engel olacak sekilde ayarlanmistir. Onigslemin 6zellikle lignin (izerinde
etkin olmasi bdylece sonrasindaki enzimatik hidroliz igin uygun bir biyokutle saglamasi
hedeflenmistir. Calismanin ilk boliminde organosolv isleminde énemli olan sicaklik, sire ve
¢dzgen konsatrasyonu dedistirilerek lignini uzaklastirirken ksilani katidan ayirmayan sartlar
belirlenmistir. ikinci bélimde, énislemden gegmis biyokitleye enzimatik hidroliz uygulanarak
ksilanin pargalanmasi ve hidrolizatta KOS formunda toplanmasi ig¢in uygun sartlar
saglanmistir. Bunun igin U¢ ticari enzim kullaniimig ve KOS dretiminin ylksek ve ksiloz
Uretiminin disik oldugu hidroliz sartlari belirlenmigtir. Onerdigimiz yéntemde gevreye zararli
asit ya da alkali kimyasallar kullaniimamakta, enerji kullanimi otohidrolize gére daha disik
seviyede kalmakta ve KOS Uretim ortaminda seker bozunma Urlnleri bulunmamaktadir. Bu
proje ¢iktilari devaminda vyapilabilecek olan ayrintili c¢alismalarla daha (st seviyeye
cikanlabilir, bircok biyokutleye uygulanabilir ve tekno-ekonomik analizler neticesinde

endustriyel uygulamalarda kullanilabilir.



2. LITERATUR OZETi
2.1. Lignoseliilozik Hammadde

Lignosellloz seliloz, hemisellloz ve ligninin polimerlerinden olusan karmasik bir yapidir.
Ana bilesen olan sellloz fiberleri iyonik etkilesimler sayesinde hemisellloz ile kaplanmistir ve
aromatik yapidaki lignin bu yapinin koruyuculugunu saglamaktadir (Sekil 2.1). Seluloz ve
hemiseliloz hem polimer halinde hem de fermente edilebilir karbonhidratlara dénisturilerek
kullanilirlar. Lignin ise aromatik kimyasallarin Gretimi, kombine i1sI ve gl¢ veya diger amaglar

icin kullanilabilir (Hamsen vd., 2010).

Seliiloz

Sekil 2.1. Lignoselilozik hammaddenin yapisi.

Glikoz monomerinin beta 1-4 bagi tekrariyla olusan dogrusal yapidaki sellloz igerdigi ¢ok
sayidaki hidrojen badindan kaynakli esnek olmayan bir yapidadir. Dodada yaygin olarak
bulunan bir diger biyopolimer olan hemisellloz, beta 1-4 baglarindan olusan Kksiloz
omurgasina bagh farkli monosakkarit ya da asetil Unitelerinden olusan karmasik bir
polimerdir. Kaynagina gore farklilik gésteren hemisellloz yapisinin polimerlesme derecesi
(PD) 40-600 arasinda degismektedir. Aarabinoz, galaktoz, riboz sekerleri ya da asetil
gruplarindan olusan dallar a1-2 ve a1-3 baglariyla ana zincire baglanir. Dallarin buyuklagu
sellloz ile yapilan hidrojen baglarini etkiledigi icin, dallar ayni zamanda hemiseltlozun
hidrolizini de etkilemektedir (Avivila vd., 2020; Kalim vd., 2015). Fenolik yapilarin
polimerlesmesi sonucu olusan lignin, hemisellloz ve sellloza kovalent sekilde baghdir.
Sellloz ve hemiseliloz yapiya diren¢g saglanmasina yardimci olurken yapinin gevresini
kaplayarak igcerdeki yapilarin su ile nifuzunu azaltir, enzim hidrolizine karsi dogal bir

savunma saglar (Kumar vd., 2019).

Kaynagina ve turine yuksek derecede bagh olan lignoselllozik biyokutlenin bilesenlerinin
orani kabaca %10-25 lignin, %40-50 sellloz ve %5-30 hemiselulozdur (Kumar vd., 2019).
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KOS dretimi igin en uygun hammadde arandiginda verimin yuksek olabilmesi icin
hemisellloz oraninin yuksek oldugu kaynaklar segilmelidir. Ayrica koruyucu polimer olan
ligninin gbrece az oldugu segenek hidrolizi kolaylagtirir. Tablo 2.1.’deki farkli tarim-gida
atiklarinin lignoselilozik yapilari incelendiginde misir koganinin bu kriterlere uygun oldugu
gorilmektedir. Tahil grubundan bir tarim atigi olan misir kogani hemisellloz yapisindaki

yuksek ksilan icerigi ile KOS i¢in dogru hammadde olarak kabul edilebilir (Girio vd., 2010).

Tablo 2.1. Cesitli lignoselllozik atiklarin bilesimi (kuru bazda) (Sun ve Cheng, 2002).

Tarim-Gida Atiklari Seluloz (%) Hemiseliiloz (%) Lignin (%)
Bugday Samani 35,0-39,0 23,0-30,0 12,0-16,0
Arpa Kabugu 34 36 13,8-19,0
Arpa Samani 36,0-43,0 24,0-33,0 6,3-9,8
Piring Samani 29,2-34,7 23,0-25,9 17,0-19,0
Pring Kabugu 28,7-35,6 12,0-29,3 15,4-20,0
Yulaf Samani 31,0-35,0 20,0-26,0 10,0-15,0
Misir Kogani 33,7412 31,9-36,0 6,1-15,9
Misir Saplari 35,0-39,6 16,8-35,0 7,0-18,4
Seker Kamisi Bagasi 25,0-45,0 28,0-32,0 15,0-25,0
Sipurge Darisi 32,0-35,0 24,0-27,0 15,0-21,0

Yaygin olarak yetistirilebilen misir yillik yaklasik 1 milyar ton Uretim miktariyla dinyada en
cok uretilen tahildir (IGC, 2018). %38 gibi blylk bir oranla (371 milyon ton) lider olan ABD'yi
%21’le (216 milyon ton) Cin ve %10 ile (88 milyon ton) Brezilya takip etmektedir
(Uluslararasi Tahil Konseyi, 2018). Yillik 5,9 milyon ton Gretim hacmiyle 10. sirada yer alan
Turkiye, verim olarak ABD ve Kanada’'dan sonra uglincl sirada yer almaktadir (FAO, 2018).
Turkiye’deki duruma baktigimizda, toplam tarim alanlarinin yaklasik %71’inde (11,1 milyon
hektar) tahil ekilmektedir. TUIK verilerine gére, bu ekim alani igerisinde %69’lik payla ilk
sirada bugday, %22’lik payla ikinci sirada arpa ve %6’lik payla Gglincu sirada misir yer
almaktadir (Toprak Mahsulleri Ofisi, 2018). Misirin ylksek uretim hacminin yani sira ABD
Biyoenerji Teknolojileri Departmani verilerine gére, misirin Uretim tonu basina dusen atik
miktari bugday arpa ve diger tahillara gére daha fazladir (U.S. Department of Energy (ABD
Enerji Bakanhgi), 2018). Butun veriler goéz 6énune alindiginda misir ulagilabilirligi, miktar ve
yuksek atik oraniyla hem ulkemizde hem de dinyada konuyla ilgili herkesin ilgisini gcekecek,
ikincil madde dretiminde Umit verici ve diger hammaddelere uygulamada kolaylik saglayacak

bir model durumundadir.

2.2. Ksiliooligosakkaritler (KOS)



Prebiyotikler arasinda KOS, asidik ortamlardaki stabilitesi, sicakliga karsi direnci, kalin
bagirsakta insan saghgina faydali bakteriler tarafindan segici olarak kullaniimasi ve ylksek
miktarda asit olusturmasi 6zellikleriyle dikkat ¢cekmektedir (Otieno ve Ahring, 2012; Samanta
vd., 2015; Singh vd., 2015; Fehlbaum vd., 2018). KOS, 2 ila 10 arasindaki ksiloz monomerin
B1-4 kovalent bagi ile baglanmasindan olusan molekillerdir. Bununla birlikte KOS genellikle
2-4 arasindaki polimerizasyon derecesindeyse gida uygulamalari i¢in tercih edilir ¢lnki
kUguk zincirli oligomerler asidik kosullara blyUk zincirlilere gére daha duyarlidirlar (Childs
vd., 2014). Prebiyotik olarak KOS, kolon kanseri, ndrotoksite ve diyabeti 6nlemesi lzerinde
olumlu etkiler goéstermektedir (Aachary vd., 2015; Krishna vd., 2015; Yang vd., 2015).
Biyolojik faydalarinin yanisira, emilgatér, yag ikame edici ya da stabilizator gibi gida katki
maddelerinin yerine kullanilabilir (Amorim vd, 2019). Dogal kaynaklarinda dusuk
konsantrasyonlarda bulunmasindan 6tirta KOS, ticari olarak lignoselllozik malzemede ksilan

polimerinin endoksilaz katalizérli hidrolizi ile elde edilir (Singh vd., 2015).
2.3. KOS Uretim Yontemleri

Lignoselulozik biyokltlede ksilanin lignin ve sellloz ile yaptigi karmasik baglar dogrudan
enzimatik hidrolizin 6nundeki engellerdir. Bu sebepten koruyucu lignini uzaklastirilip
biyokltleyi gézenekli yapiya getirecek bir 6n isleme gereksinim vardir (Sekil 2.2) (Mazlan

vd.,2018). Boylece agiga cikan ksilan enzim faaliyetine agik hale gelebilir ve hidrolizi
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Sekil 2.2. Oniglemin lignoseliilozik yapiya etkisi.

Lignoselllozik malzemelerden KOS elde edilmesi malzemedeki ksilan polisakkaritinin
ayristirlmasi ve kismen pargalanmasina dayanir. Tablo 2.2'de gosterilen ve yaygin olarak
kullanilan alkali ekstraksiyon ve bunu takiben enzimatik hidroliz yonteminde lignoselulozik
malzeme Once alkali ¢ozeltilerle muamele edilerek ksilanin ¢ézinmesi saglanir. Daha sonra

ksilan ksilanaz enzimi ile hidroliz edilir. Oda sicakliginda ya da 50-60°C gibi sicakliklarda,



yuksek derisimdeki NaOH ve KOH gibi alkalilerde bulunan hidroksil iyonlari (OH)
hemiselloloz ve lignin araindaki ester baglarini kirar ve hemisellloz biyokutleden ayrilarak
sivi faza gecer (Rabetafika vd., 2013). Sivi fazin asit kullanilarak nétrlegtiriimesi sonrasinda
alkol eklenerek ortamin dielektrik sabiti dUsdrultr. Suda ¢éziinmUs halde olan ksilan polimeri
degisen dielektirik sabiti nedeniyle konfirmasyonel degisime girerek ¢okelti haline gelir. Bu
islemlerden sonra kati haldeki ksilan sulu tampon ¢dzeltide ¢ozulir ve ksilanaz enzimi ile
hidroliz edilerek KOS (iretimi gergeklestirilir (Carvalho vd., 2013; Akpinar vd., 2007). Ornegin;
pamuk, tutlin ve aygicedi saplari ve bugday samanindan KOS elde etmek i¢in %24 KOH (%1
sodyum borohidrat igeren) kullaniimistir (Akpinar vd., 2007, 2009). Misir kogani %12, misir
sapl %10, seker kamigi kispesi %12 NaOH ile muamele edilmistir (Samanta, 2012). Bu
islem genelde oda sicaklijinda ya da 50° C civarindaki sicakliklarda gergeklestiriimektedir.
Alkali islemi ksilanin buyuk bir kisminin ¢ézinerek sivi kisimda toplanmasini ve seluloz ve
ligninden ayrilmasini saglar. Alkali hidrolizinde en o6nemli kisit, islem sirasinda cevre
acisindan zararli kimyasallarin (asit ve alkali) yiuksek miktarda kullaniimasidir. Ayrica,

kimyasallarin sebep oldugu korozyonu 6nlemek icin dayanikli teghizata ihtiyag vardir.

KOS dUretimi igin kullanilan diger bir ydntem otohidroliz olarak da bilinen sivi sicak su 6n
islemidir. Biyokitlenin ylksek sicakliklarda su ile islendigi otohidroliz 6n isleminde, suyun
otoiyonizasyonu sonucu agida ¢ikan hidronyum iyonlari ve hemiseliloz zincirindeki asetil
gruplarinin  kopmasi sonucu olusan asetik asit, katalizbr olarak davranarak ksilanin
lignoselllozik agdan kopup parcalanmasini saglar (Otieno ve Ahring, 2012). Alkali-enzimatik
yontemdekinin aksine enzimatik isleme gerek kalmadan hidroliz gerceklesir. Biyokutle
basingli reaktérde su ile karistirilir; 160-240° C arasinda sicakhga isitilir; belirli bir slre
bekletildikten sonra, reaktér sogutulur ve likéru alinir (Alvira vd., 2010). Her hammadde farkli
yapida oldugu icin her biri igin sicaklik ve sure gibi reaksiyon kosullari optimize edilmelidir.
Kosullar sertlestikge elde edilen KOS’un polimerlesme derecesi diiser ancak ayni zamanda
ksiloz gibi monosakkaritler ve karbonhidratlarin  bozunmasi  sonucu furfural,
hidroksimetilfurfural, asetik asit ve formik asit olusumu goézlenir (Surek ve Buyukkileci, 2017).
ig.lem sonunda sivida oligosakkaritler, monosakkaritler, seker bozunma drunleri,
ekstraktlardan elde edilen fraksiyonlar ve asitle ¢dzlinebilen lignin bulunurken; kati fazda
sellloz ve lignin kalir (Petersen vd., 2009). Bu yéntemin en buyulk avantaji, yliksek dersimde
kimyasal madde gerektirmemesi ve dolayisiyla bu islemde énemli bir korozyon problemi
yaratmamasi ve korozif kimyasallara dayanikh reaktér sistemlerine ihtiya¢g duyulmamasidir.
Bu nedenle cevre dostu bir teknoloji olarak degerlendirilebilir. Temel dezavantajlari ise,
yuksek enerji talebi, sicaklik ve basinca dayanikli reaktor ihtiyaci ve yan urlnlerinin
saflastirma asamasini zorlastirmasidir (Hendriks ve Zeeman, 2009). Laboratuvarimizdaki

onceki galismamizda findikkabugundaki ksilan otohidroliz (190°C-5 dk) yontemiyle %63
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verimle KOS’a ¢evrilmistir (Surek ve Buyukkileci, 2017). Bu iglem sirasinda furfural ve asetik
asit olugsumu goézlemlenmigtir. Daha ylUksek sicaklik ve daha uzun sereler kullanildiginda
hem seker bozunma Urlnleri hem de ksiloz miktarinda 6énemli derecede artis olmustur.
Otohidroliz bir¢ok lignoseliilozik malzemeden KOS elde etmek icin kullaniimistir. Misir
kogani, badem kabugu, zeytin c¢ekirdedi, bugday samani, arpa samani, piring kavuzu
179°C’de 23 dk muamele edilmis ve %40-%60 verimle KOS elde edilmistir (Nabarlatz vd.,
2004; Cara vd., 2012).

Tablo 2.2. Ksilooligosakkarit tretim yéntemlerinin etki mekanizmalari.

Yoéntem Mekanizma Sonug Notlar

Alkali Ekstraksyon Biyokutle + alkali — Ksilan siviya Polimer halde elde edilen -Asir kimyasal

+ Enzimatik gecger ksilan enzimatik olarak KOS’a  kullanimi

Hidroliz Ksilan+ alkol — Ksilan gokeltisi pargalanir. -korozyon problemleri

Otohidroliz Suyun iyonlagmasi — H iyonlari Hemisellloz biyokitleden -Yuksek eneriji ihtiyaci

ve asetil gruplarin kataliz6r etkisi KOS halinde ayrilir. -Bozunma arunleri

olusumu

Organosolv Organik ¢6zlcl + su — lignin- Biyokitleden hemisellloz ve -Yuksek ener;ji ihtiyaci

(+ Enzimatik lignin ve lignin-karbonhidrat lignin ayrilir.

Hidroliz) baglarina etki (Bu galismada hemisellloz

biyokutlede kalir, sonraki
asamada enzimatik olarak
KOS’a pargalanir.)

2.4. Organasolv

Organosolv 6n islemi, lignoselilozik malzemenin ¢bzucu roli olan organik bir sivi ve su
karisimi ile ylksek sicakliklarda muamele edilmesini igerir. Bu karisim belli bir sicaklikta,
lignin baglarini ve lignin-karbonhidrat baglarini koparir (Zhang vd., 2016). Hemisellloz ve
ligninin katidan ayrilmasi sayesinde geriye blyuk 6l¢ide selilozdan olusan bir biyokutle kalir
(Tablo 2.3). Bu sayede sellilolitik enzimler selliloz Uzerine etki edebilir ve glikoz agiga c¢ikarir.
Bu sebeple organosolv biyoetanol ya da diger degerli kimyasallarin fermantasyon yolu ile
kullanimi i¢in ¢ok uygun bir dnislem olarak degerlendirilir. Organosolv islemi i¢in etanol ve
metanol gibi dusuk molekuler agirlikh alkoller tercih edilir. Etanol, dugsik kaynama noktasi
sayesinde On igslemden sonra kolayca geri kazanilabilir (Brosse vd., 2009). Organosolyv,
etanol geri donigumu ve daha az su kullanimi sayesinde otohidrolize gore daha az ener;ji
kullanimi ve duguk maliyet saglamaktadir. Bu durum, organosolv on iglemini ekonomik
acidan daha cazip hale getirmektedir. Otohidrolizde oldugu gibi organosolv 6n isleminde de

sicaklik ve sure gibi reaksiyon kosullari optimize edilmelidir.



Tablo 2.3. Farkli biyokutlelere uygulanmis organosolv onislemleri (Jiang vd., 2018).

Biyokiitle Céziicii/Katalizor Sicaklik Zaman Delignifikasyon Ksiloz Ayirimi

(C) (dlk) (%) (%)
Bugday Samani 50% etanol 210 90 85 95
Bugday Samani 60% etanol/ H2SO4 190 60 60 81
Bugday Samani 70% Gliserol 220 240 65 70
Seker Kamigi Bagazi 50% etanol/ H2SO4 175 60 10 50
Seker Kamisi Bagazi 50% etanol/ NaOH 175 60 10 20
Misir Sapi 50% etanol 140 60 39 16
Misir Sapi 50% etanol/ oksalik a. 140 60 89 88

Organik sivi olarak alkoller, esterler, ketonlar, glikoller, organik asitler, fenoller ve eterler gibi
cesitli secenekler olmasiyla birlikte ¢oziclnlin fiyatt ve c¢oziclinin geri kazanimi igin
uygunluk da dikkate alinmaktadir. Lignoselllozik yapiy! pargalamak icin yapilan ¢alismalarda
organosolv ydntemi arpa, seker kamisi, bugday, bambu gibi birgok hammaddeye
uygulanmigtir. islemin verimi kullanilan ¢dziicl, sicakllk ve zaman degiskenlere ve
hammaddeye baglidir. Bugday samanina organik ¢dzicu olarak gliserol kullanip organosolv
on islemi uygulandiginda goértlen delignifikasyon ve siviya gecen %65 ve 70 iken, sicaklik ve
zaman degiskenlerinin agirlagsmasina ragmen ¢o6zicl degistirildiginde delignifikasyon ve
ksiloz yuzdesi artmaktadir (Jiang vd., 2018).

Misir sapina etanolle uygulanan organoslv sonucuyla elde edilen delignifikasyon ve sividaki
ksiloz sirasiyla %39 ve %16 iken, ¢dzucuye oksalik asit eklenmesiyle beraber %89 ve 88
cikmistir (Tablo 2.3) (Jiang vd., 2018). Ayrica degdiskenler, farkh yapi taglarinda farkli etkiler
yaratmaktadir. Seker kamigi maddesine ayni kosullarda farkli katalizrler eklendiginde
delignifikasyonlar degismez iken, sividaki ksiloz oranlari %20 ve 50. Sonuglara bakildiginda,
170° C ve Ustl sicakliklarda ve 30-60 dk sireyle lignin ve hemiseliloz ayrimi
gerceklestirildikten sonra, katida kalan selliloza uygulanan enzimler kolayca etki ederek
hidroliz tamamlanip fermente edilebilir basit sekerler elde edilebilir (Zhang vd., 2016). Onceki
calismalarda genellikle seliloz hidrolizi konu edildiginden hemiseliilozun da sellloz iceren
katidan uzaklastiriimasi hedeflenmistir. Literatire organosolv 6n isleminin KOS Uretimi igin

uygulandigi bir gcalismaya rastlanmigtir.

2.5. Enzimatik Hidroliz



KOS dretimi, ksilanin polimerinin hidroliz ile kismen parcalanarak elde edilir. Enzimatik
hidroliz ilimli kosullarda gergeklestirildigi icin genellikle tercih edilen yontemdir. Farkli turleri
bulunan ksilinaz enzimleri ticari Ureticiler tarafindan toplam aktiviteyi arttirdigi igin endo-,
ekzo-, ve beta- ksilanaz enzimlerinin tamami kompleks olarak sunulur (Kumar vd., 2019).
Blyuk zincirli ksilanin i¢ yapisinda bulunan beta1-4 baglarina etki eden endo ksilanazlar
polimerden kisa zincirli oligomerler olustururlar. Ekzo ksilanazlar ise ksilan polimerinin
sadece indirgen olmayan ucundan beta1-4 baglarina etki ederek ksiloz monomerleri
olusturur. Diger taraftan beta-ksilanaz ise oligomerlerdeki indirgen olmayan uclara etki
ederek ksiloz monomerlerini olusturur. Bu dogrultuda ksilanaz komplekslerine bakildiginda
oligosakkarit tretimi icin endo ksilanaz aktivitesi ylksek iken diger enzimlerin aktivitelrinin en

az oldugu kosullar secilmelidir (Avila vd., 2020).

Enzimatik hidrolizin en dnemli avantaji, hidrotermal uygulamalarda ortaya ¢ikan istenmeyen
yan Urunleri olusturmamasidir. Enzimatik hidroliz sirasinda bir diger 6nemli nokta ise
ksilanazlarin hidroliz kosullarina uygun olmalaridir. Enzim aktivitesi, uygun pH ve sicaklik,
termal stabilite gibi parametreler KOS veriminin artirlmasinin yani sira buylk olgekli
uretimler icin de énemlidir (Achary ve Prapulla, 2009). Misir koganiyla daha 6nce yapilmis
calismalarda %4’lik NaOH c¢odzeltisiyle 100°C’de 3 saat sonunda ekstrakte edilen ksilan
polimerine 24 saat sureyle eklenen ksilanaz enzimi sonucunda %29,2 verimle 8 g/l KOS elde
edilmistir (Yang vd., 2007). Yine tGtin sapi, pamuk sapi ya da bugday samani gibi bircok
farkli materyalden 60°C’deki %24 KOH c¢ozeltisiyle 16 saatte elde edilen ksilanlardan
enzimatik hidroliz ile %20-30 varasinda verim ile 2-3g/l arasinda KOS Uretilmistir (Akpinar
vd., 2009). Misir Koganiyla yapilan bir diger calismada 2,5 M NaOH ile 100°C’de bir saat
bekletilerek ekstrakte edilen ksilanin ticari enzimle hidrolizi sonucu %23 KOS elde edilmigtir
(Kundu vd., 2018). Sekere kamisi bagazinin hidrojen peroksit ve asetikasit ile 60°C’de 6 saat
boyunca hidroliz edilip elde edilen ksilanin ticari enzimlerle hidroliziyle 120mg/g KOS elde
edilmistir (Bragato, vd., 2013).



3. GEREG VE YONTEM
Projenin amag ve hedeflerine uygun olarak kullanilan yéntemler asagida siralanmistir
3.1. Geregler
Calismada kullanilan malzemeler ve markalari ya da kaynaklari asagida listelenmistir:

— Misir Kogani (Ege Tarimsal Arastirmalar Madarlagua)

— Etanol (%98 Teknik Etanol, Isolab)

— Accelarase XY (Genancor, Danisco, Finlandiya)

— Veron 191S (AB Enzymes)

— EconaseXT (AB Enzymes)

— Sodyum Sitrat (Sigma-Aldrich)

— Sitrik Asit (Sigma-Aldrich)

— Sdlfurik Asit (Sigma)

— Aseton (%98 Teknik Aseton, Isolab)

— Asetik Asit, Glikoz monohidrat, Ksiloz, Arabinoz (Sigma-Aldrich)
— Ksilobioz, Ksilotrioz, Ksilotetroz, Ksilopentoz, Ksiloheksoz (Megazyme)
— Ksilan (kayinagacindan) (Megazyme)

— DNS (Dinitro salisilikasit) (Sigma-Aldrich)

— Magnezyum oksit (Kimetsan)
3.2. Yontem
3.2.1. Ksilooligosakkarit (KOS) Uretim Siireci

Galismanin basinda, lignosellilozik hammadde olarak kullanilan misir koganinin igerigi
belirlenmigstir. Sonrasinda Sekil 3.1.’de gosterildigi sekilde, misir koganina gesitli organosolv
Onislemler uygulanmis ve segilen islem gérmus katilar ksilanaz ile hdroliz edilerek KOS elde
edilmistir. Organosolv igsleminde farkli sicaklik, sure, etanol derisimi ve ayrica katalizor
kullanimi test edilmistir. Enzimatik hidroliz sirasinda, enzim miktari, hidroliz slresi, kati:sivi

oranl, sicaklik parametre olarak kullaniimistir.
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Sekil 3.1. Ksilooligosakkarit Gretimi akis semasi.

3.2.1.1. Misir Koganinin Temini ve Saklanmasi

Misir kocani Ege Tarimsal Arastirma Enstitlisi Mudurligid’nden acik havada kurutulmus ve
cekicli degirmende 6gutilmis halde (tanecik boyutu < 2 mm) temin edilip, hava almayacak

sekilde plastik kaplarda saklanmistir.
3.2.1.2. Organosolv Oniglemi

Kati: sivi orani 1:10 olan organosolv 6n islemi igin, 25 g 6gutilmus misir kogani ve 250 ml
toplam sivi 600 ml'lik yidksek basingh reaktdrin (Berghof, Almanya) paslanmaz celik
haznesine vyerlestirildikten sonra reaktdorin kapagi kapatiimistir. Reaktor 1sitici silindire
yerlestirilmis ve isitici ¢alistirilmigtir. Reaksiyon sirasinda pedal karistirici dakikada yaklasik
300 devir/dk yapacak sekilde kurulmus ve homojenizasyon saglanmigtir. Belirlenen sicakliga
ulasildigr andan itibaren, reaksiyon suresi manuel olarak tutulmus ve sire sonunda sicaklik
kontrolu kapatiimis ve sogutma asamasina gegirilmistir. Sogutma asamasinda, musluk suyu
sogutma serpantininde dolasarak yaklasik 20 dk iginde reaktérin sicakhdini yaklasik

60° C'ye dlslrdiikten sonra reaktoriin kapagi agiimistir (Sabanci ve Biyikkileci, 2018).

Organosolv Onislemi %50 ve %70lik etanol kullanilarak gergeklestiriimistir. Ayrica
karsilastirma amaciyla icin sadece su kullanilarak otohidroliz denemesi de yapilmistir.

Katalizorli denemelerde 0,1 mol/g olacak sekilde 1 g MgO reaktdrun icine eklenmigtir.
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Reaksiyon sicakhgi 130° C-190° C arasinda, reaksiyon siresi 0,5, 1 ya da 2 sa olarak

ayarlanmistir.

Organosolv islemini takiben biyokitle enzim hidrolizine uygun hale getirilmistir (Sekil 3.2).
Biyokutle, etanol ve sudan olusan karisim likér dort kat tllbentten gecirilerek kati ve sivi
fazlar birbirinde ayrilmistir. Sivi kismin pH degeri pH metre (Selecta, ispanya) kullanilarak
Olclimustur. Kati faz yaklasik 200 ml su ile yikanmis ve kaba filtre kagidindan vakum altinda
stzlilmustar. Filtre kagidinin  Ustiinde kalan biyokitle 60°C’de sabit tartima kadar
kurutulmustur. Kurutulmus biyokutle mutfak tipi kahve 6guticusunde 6gutulerek homojen
hale getirilmistir (Kapoor vd. 2019). Ogitiilmis biyokitle enzim hidrolizi ve analizler igin

plastik posetlerde etiketlenerek oda sicakliginda saklanmistir.

Sekil 3.2. Organosolv sonrasi katinin enzim hidrolizine hazirlanigi. a: reaktorden c¢ikan
katinin tllbent ile stizilmesi; b: Katinin su ile yilkanmasi; ¢: yikama suyunun ayrimi; d: islak
organsolv katisi; e: enzimatik hidrolize hazir 6gutilmus kati.

3.2.1.3. Enzim Hidrolizi

Enzim hidrolizinde u¢ farkli ksilanaz enzimi (Accelarase XY, Veron 191S ve Econase XT)
kullaniimigtir. On isleme tabi tutulmus misir koganlar sitrik asit ve sodyum sitrattan olusan
50mM konsantrasyonundaki sitrat tampon g¢6zeltisinde siispanse edilmistir. Ureticilerden
alinan bilgiye goére tamponun pH degeri Accelarase XY ve Veron enzimleri icin 5,5, Econase
XT icin 6,0 olarak ayarlanmistir. Aksi belirtiimedikge enzim hidroliz ortaminda kati:sivi orani
1:20 olarak kullaniimistir. SlUspansiyonun kati:sivi oraninin  6érnek alimlari sirasinda
bozulmasini dnlemek amaciyla her bir 6rnekleme zamani igin her biri 0,1 g biyokutle ve 2 ml
tampon igiren ayri birer tup hazirlanmistir. Kati halde bulunan Econase XT ve Veron
enzimleri %4’lUk olacak sekilde uygun tampon ¢oézeltide sispanse edilmis; 5 dk boyunca
vorteks yardimiyla karistirildiktan sonra ¢ézinmeyen kisim 5000 rpm’de 4 dk santrifij ile
ayrilmistir. SUpernatantta kalan enzim hidroliz ¢aligmalarinda kullanilmistir. TUpler 55°C,
70°C ve 90°C sicakliktaki su banyolarinda statik olarak inkube edilmis ve aralilarla elle
galkalanmistir. Belli araliklarda alinan o6rneklerdeki enzim aktivitesini durdurmak igin

Accelerase XY ve Veron enzimleri igeren tupler kati misir kogani Santrifij (25000 g) ile
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ayrildiktan sonra 100°C su banyosunda 5 dk bekletilmistir. Ylksek sicaklia dayanikli olan
Econase XT enziminin inaktivasyonu igin 5 dk santrifujlenip kati kisim ayrildiktan sonra 1 ml
ornege 4 ml derigik aseton eklenmesiyle saglanmistir. Bir gece boyunca -20°C’de bekletilen
orneklerdeki proteinler ¢oktikten sonra aseton 100°C’de 20 dk boyunca ugurulup hacimler
7ml'ye tamamlanmistir. Boylece hem sabit hacim elde edilmis hem de seyreltme iglemi
gerceklestiriimistir. KOS Uretimi; enzim miktari- sicaklik-streye bagh olarak, hidroliz miktar
ve icerigi belirlenerek optimize edilmigtir. Daha sonrasinda %5 (1: 20) olan misir kogani-
tampon ¢ozelti stispansiyonun derigsimi %10 ve %20’e c¢ikarilarak denemeler yapilmig, sivi
kullanimini azaltma ve Uretim maliyetlerinin distrilmesi amaciyla yapilan deneme de

kati:sivi oraninin artiginin verime etkisi incelenmistir.

Enzimatik hidrolizden sonra elde edilen KOS ve ksiloz un derisimi kullanilarak déntsim ve

toplam verim hesaplanmistir.

Uretilen KOS ya da ksiloz (g)
islenmis biyokiitledeki ksilan (g)

%donisiim= x 100 Denklem 1

Uretilen KOS (g)

Ham biyokiitle (g) x 100 Denklem 2

%(rin verim=

3.2.2. Analizler
3.2.2.1. Nem Analizi

Saklanan misir koganlari NREL/TP-510-42621 yontemini uygun olarak 105° C’deki etiivde
gece boyu kurtulduktan sonra desikatérde nem kapmadan sogutulmus sabit tartim
sicakligina geldikten sonra hassas terazide (shimadzu) tartiip nem miktari Denklem 3

kullanilarak hesaplanmistir.

Kurutulan érnegin agirhgi X

%Nem = 100- Denklem 3

Analiz edilen érnegin agirhig

3.2.2.2. Kati Orneklerdeki Yapisal Karbonhidratlarin Analizi

Yapisal Karbonhidrat analizinden dnce ¢ézinen madde miktarini belilemek amaciyla misir
kogani sirasiyla su ve etanolde (%96) Soxhlet cihazinda (isolab, Almanya) dért saat
dzitlenmistir. Onislem gérmemis misir kogani ve dniglem gormis biyokiitle NREL/TP-510-
42618 metodu kullanilarak analiz edilmistir (Sluiter vd., 2012). Metota gére 0,3 g kuru

biyokutlenin tzerine %72’lik H,SO, ¢ozeltisinden 3ml eklenerek bir saat oda sicakliginda
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inkibe edilmigtir. Karisima 84ml su eklenerek asit konsantrasyonu %4’e dusuruldikten sonra
otoklavda 121° C'de bir sa tutulmustur. Lignin ve kilin kaldigi katiyi analiz etmek igin oda
sicaklina gelen karisim filtreli porselen krozelerden vakum altinda suzllmustir. Darasi
alinmig krozeler ilk 6nce 105° C'de gece boyu kurutularak toplam agirlik belirlenmis,
sonrasinda kil firininda 525° C'de 3 saat boyunca bekletildikten sonra kil miktari gravimetrik
olarak belirlenmigtir. Aradaki farktan Denklem 4 kullanilarak katidaki asitte ¢dzinmeyen

lignin miktari hesaplanir.

asit hidrolizi sonrasi biyokutlenin kuru agirhgi (g) - yakma sonrasi kil milktar (g)l) x100

% Asitte ¢dzinmeyen lignin= ( 030

Denklem 4

Orneklerin  karbonhidrat miktarlarinin  belirlenmesi igin asit hidrolizi sonrasi olugan
monomerlerine HPLC yodntemiyle analiz edilmistir. Monomerlerin derisimleri belirlendikten
sonra sellloz (glukan) igin Denklem 5, ve hemisellloz (ksilan, arabinan ve asetik asit) igin
Denklem 6 ve 7 kullanilarak katidaki miktarlari hesaplanmistir. Hidroliz sirasinda pargalanan
monomerlere su molekilleri baglanigi icin bes karbonlu sekerler 0,88; alti karbonlu sekerler

0,9; asetil gruplan 0,72 dizeltme faktoriyle ¢apilip polimer miktarlari hesaplanmistr.

likoz konsantrasyonu 1)x0,087x100%0,90
% Glukan = £ yonu (9/1) Denklem 5

Analiz edilen kuru kati 6rnegin agirhigi

ksiloz-arabinoz konsantrasyonu (g/1)x0,087x100x0,88
Analiz edilen kuru kati 6rnegin agirhigi

Denklem 6

%Ksilan-%Arabinan =

asetik asit konsantrasyonu (g/1)x0,087x100x0,72

Denklem 7
Analiz edilen kuru kati 6rnegin agirligi enkie

%Asetik asit =

3.2.2.3. Enzim Hidrolizatinda Karbonhidrat Analizi

Enzim hidroliznden ¢ikan likérin igindeki ksiloz ve distk polimer dereceli KOS miktarlarini
belirlemek i¢in likérler dogrudan HPLC’de analiz edilmistir. Toplam KOS miktarlarini
belirlemek i¢in 5 ml sivi érnege 174l %72 H,SO, ¢bzeltisi eklenerek tek asamada otoklavda
121° C'de bir saat boyunca oligosakkaritler monomerlerine hidroliz edilmistir (NREL, 2018).

Toplam KOS Denklem 8 kullanilarak hesaplanmistir.

Toplam KOS=Asit hidrolizi sonucu olusan ksiloz(g/l)-Dogrudan analiz edilen ksiloz(g/l) Denklem 8

3.2.2.4. Yuksek Performansh Sivi Kromotografisi (HPLC) Analizleri

Onislem ve enzimatik hidrolizden g¢ikan tim sivi ve kati orneklerdeki monosakkarit,

oligosakkarit ve polisakkarit (seliloz ve ksilan) miktarlari yuksek performansli sivi
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kromatografisinde (HPLC) uygun kolonlarla analiz edilmistir. Asit hidrolizinden ¢ikan
orneklerin kolon sartlarina uygun hale gelebilmesi icin gerekli islemler yapiimistir. Analiz
edilen dérneklerin derigimlerini hesaplamak icin kalibrasyon egrileri gizilmistir. Kalibrasyon

egrileri farkh derisimlerdeki analitlerin standart ¢ozeltileri kullanarak hazirlanmistir.

Monosakkarit Analizi: Asit hidrolizinden ¢ikan drnekleri kolon sartlarina uygun hale getirmek
icin noétralize edilmistir. Bu islem icin 5ml 6rnegin Ustine 0,26 g CaCO; eklenip pH’In 5-7
arasina ¢ikmasi saglanmistir. Céziinmeden kalan fazla CaCOj3’1 uzaklastirmak igin érnekler
5dk boyunca dakikada 6000 devir yaparak santrifijlenmiglerdir. Stpermatant ultra saf suyla
seyreltilmistir. Ornekler iglerinde bulabilecek kiglk partikiillerden arindiriimak igin 0,45um
gbzenek capli membran filtrelerden gecirilip analiz icin hazir hale getirilmistir. Enzim
hidrolizinde olusan ksiloz miktarini belirlemek igin asit hidrolizi uygulanmayan likérler
dogrudan 0,45um gdzenek c¢apli membran filtrelerden gegirilip analiz i¢in hazir hale

getirilmigtir.

Analizler HPLC cihazinda (Perkin Elmer Series 200, ABD), kirilma indisi (RI) detektori
kullanilarak yapiplmigtir. Asit hidrolizi sonucu monomerlerine pargalanan oligomer ve
polimerlerin derisimi kursun iyonik formlu kolon olan Rezex RPM-Monosakkarit kolonu
(Phenomenex, ABD) ile belirlenmistir. Sivi faz olarak filtrelenmis ultra saf suyun kullanildigi

analizde akis hizi 0,6 ml/dk, kolonun sicakligi ise 80° C'dir.

Asit hidrolizi ve sonrasi iglemlerde biriken iyon yodunlugunun kolona ve kromotogramlari
etkisini 6nlemek amaciyla igcinde H* ve CO3? iyonlarinin bulundugu kiilden arindirma
koruyucu kolunu (Biorad, ABD) ana kolondan o6nce baglanarak iyonlarin tutulmasi
saglanmistir. Ayrica, kolon dmrini uzatmak amaciyla likér analizleri i¢cin ana kolondan dnce

koruyucu guvenlik kolonu (Phenomenex, ABD) kullaniimigtir.

Oligosakkarit Analizi: Polimerlesme derecesi 2-6 arasinda olan oligosakkaritlerin analizi igin
enzim hidrolizinden ¢ikmis likorler 0,45um goézenek ¢apli membran filtrelerden gegirildikten
sonra Aminex HPX-42A oligosakkarit kolonu (Bio-Rad, ABD) ve ayni HPLC sistemi ve RI
detektor kullaniimistir. Tagiyici faz olan ultra saf suyun akis hizi 0,6ml/dk, kolon sicakligi ise
80°C’dir. Ayrica kromotogramlardaki kaymalari Onlemek igin monosakkarit analizinde

kullanilan kulden arindirma koruyucu kolunu (Biorad, ABD) sisteme baglanmigtir.

Asetik Asit Analizi: Yapisal karbonhidrat analizi sirasinda misir kogani érnekleri asit hidrolizi
sonrasinda monosakkarit analizindeki islemlerden gegtikten sonra ayni HPLC sisteminde
kirllma indisi (RI) detektori kullanilarak derisimler belirlenmistir. Analiz igin tayisici fazin
5mM H,SO, akis hizinin 0,6 ml/dk oldugu Aminex HPX-87H organik asit (Bio-Rad, ABD)

kolonu kullanilmigtir. Analiz sirasinda kolon sicakligi 60°C olarak ayarlanmistir.
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3.2.2.5. Ksilanaz Enzimi Aktivitesi Analizi

Enzimlerdeki ksilanaz aktivitesi, ksilanin hidrolizi sonrasi agiga c¢ikan indirgen sekerin
dintirosalisilik asit (DNS) kullanilarak ol¢iimesine dayanan yéntemle belirlenmigstir (Bailey
vd., 1992; Yegin vd., 2017). Yonteme gore %0,5 (a/h)’lik kayin agacindan (beechwood) elde
edilen ksilan substratt 50mM (pH5,2) sitrat tampon c¢o6zeltisiyle hazirlanmistir. Sonrasinda
900ul substratin tzerine farkli derigimlerdeki 100ul enzim eklenerek 50° C'de 5 dk boyunca
su banyosunda inkibe edilmistir. Stre sonunda 1500ul DNS ¢ozeltisi eklenip, numune 5
dakika boyunca kaynayan su banyosunda bekletilerek enzim aktivitesi durdurulmus ve analiz
oncesi 1 dk sogutulmustur. Her érnege spesifik enzim reaksiyonu kér noktasi ise enzimin
kaynamadan hemen 6nce eklenmesiyle olusturulacaktir, béylece reaksiyon olmayacak ama
enzimin kdtlesinin etkisi elimine edilecektir (Yegin, 2017). Yonteme gore enzimatik hidrolizi
sonucu substratin pargcalanmasiyla olusan indirgen seker ve DNS’in reaksiyonuyla olusan
renk degisiminin spektrofotometrede okunmasiyla belirlenmistir. Batlin érneklerin ve kérlerin
absorbanslari spektrofotometre (Shimadzu, Japan) ile 540 nm dalga boyunda suya kargi

okunduktan sonra kor noktalar ¢ikarilarak enzime bagli renk degisimi elde edilmigtir.

Orneklerin derisimlerin belirlenmesi icin kullanilacak standart grafiginin hazirlanirken 2 g/l
ksiloz stok c¢ozeltisi 50mM (pH: 5,2) sitrat tampon c¢ozeltisi ile 0-75 pg ksiloz iceren
derigsimlere seyreltiimistir. Yukaridaki prosedur kullanilarak ksiloz c¢ozeltilerin DNS ile
olusturduklari renk spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Kor olarak ise ksiloz ¢ozeltisi
yerine bos tampon cozeltisi eklenerek elde edilmistir. Orneklerin absorbanslari kér noktadan
cikarildiktan sonra ksiloz derisimine bagh renk degisimi elde edilmis ve bu absorbanslar ile
standart grafigi cizilmistir. Standart grafik kullanilarak enzim etkisi sonucu ortaya c¢ikan

indirgen seker miktar1 serbest ksiloz cinsinden bulunmusgtur.

Enzim aktivite birimi (U/ml); belirtilen kosullarda (50°C ve pH 5,2) bir dakikada 1 ymol ksiloza
esdeger gelen indirgen sekerleri serbest hale gegiren enzim miktari olarak tanimlanmistir.

Orneklere ait enzim aktivitesi agagida verilen Denklem 9 ile hesaplanmistir.

X xlx L xSeyreltme Faktori Denklem 9

Aktivite (U/ml)= 150,13 5 0,1

X: ug ksiloz (standart egrisiyle hesaplanir)
5: inklibasyon siresi
150,13: ksilozun molekuler agirhgi

0,1: eklenen enzim miktari
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Misir Koganinin Karakterizasyonu

Lignoselllozik hammaddedeki hemisellloz yapinin temel karbonhidrati olan ksilan, KOS
uretimi igin substrattir. Dolayisiyla calismanin basinda ylksek ksilan oranina sahip olan
tarim-gida atiklari arasindan misir kogani KOS dretimi icin hammadde olarak secilmistir
(Hamsen vd., 2010; Dongen vd., 2011; Isikgor vd., 2015). Ksilan, lignin ve sellloz polimerleri
arasinda konumlandigi icin oligosakkaritlere hidrolizi sirasinda lignin ile iliskisi stregte dnemili
bir rol almaktadir. Bu sebepten hidrolizi kolaylastirmak amaciyla lignin miktari diger bir kistas
olarak belirlenmis ve misir koganinin bu acgidan da digerlerine gére daha Ustin oldugu
go6rialmuistar.

Misir koganin karakterizasyonu daha sonra uygulanacak iglemlerin hammaddeye etkilerini ve
KOS (Uretebilme yetilerini karsilastirabilmek igin temel verilerin elde edildigi basamaktir.
Ayrica, bastaki icerigin istenilen kosullara uygunlugu ve literatir ile karsilastirilabilmesi

acisindan onemlidir.

Tablo 4.1 deki analiz sonuglara goére, 6rnekteki en fazla polimer %41,9 ile selluloz (glukan
cinsinden) iken, ksilan %26,8 ve lignin %18.8 olarak dlgtimustir. Onceki galismalarda Liujan
vd. (2016); Dongen vd. (2011); Fialho vd. (2015), érneklerinde sirasiyla %23 ksiloz (%20
ksilan); %28 ksiloz (%25 ksilan) ve %25 ksilan bulmuslardir. Ksilan tipi hemisellloz ksilozdan
olusan ana zincir Uzerine baglanmis diger bes ya da alti karbonlu monosakkaritler ve asetil
gruplardan olusmaktadir. Analiz sonuglarina goére kullanilan misir koganinda %26,8 ksilan,
%2,43 arabinan ve %3,76 asetil grup ile birlikte toplam %33,0 hemisellloz bulunmaktadir.
Onceki galismalarda, Pointer vd. (2014) %44, Hamsen vd. (2010) %44, Bajpai (2016) %35
ve Isikgor vd. (2015) %26-%31 hemiseluloz oldugu rapor etmislerdir. Ayni raporlarda lignin
%6 ve %17 arasinda degismektedir. Onceki yayinlarla bu ¢alisma karsilastirildiginda ksilan
ve lignin miktarlari yaklasik olarak paralellik gbstermektedir. Aradaki kiglik farklar analiz
yontemlerinin degisikliginden kaynaklanabilecegi dusinidlmektedir. Bazi kaynaklardaki
Ozellikle hemisellloz miktarlarindaki yuksek farkhlar ise koganin elde edildigi misir bitkisinin

cinsine ve hasat zamanina baglanabilir (Keskin vd., 2018).
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Tablo 4.1. Misir koganinin bilesimi.

Bilesen Derigim®
(g/100 g Kuru Madde)

Kl 0.21 +0.04
Seliloz (glukan cinsinden) 419 +1.75
Ksilan 26.8 +1.12
Arabinan 2.43 £+0.17
Asetil grup 3.76 £0.43
Lignin (asitte ¢ézlinmeyen) 18.8 £1.60

Cozinen Madde (suda ve alkolde toplam) 7.86 £1.59

Toplam 101.8

“Degerler alti 8lgiimiin ortalamasidir. + Standard sapma

4.2. Organosolv Oniglemi

Yukaridaki bdlimlerde belirtildigi Gzere misir kogcaninin ana bilesenleri selliloz, kslian ve
lignindir. KOS dretimi icin dncelikle bu bilesenlerin dnislemler kullanilarak birbirlerinden
tamamen ya da kismen ayrilmasi gerekmektedir. Bu galismada kati 6rnege enzimatik hidroliz
uygulanmasi hedeflendiginden kullanilacak éniglemin ksilani blylk oranda katida birakmasi
Ote yandan en onemli bariyer olan lignini uzaklastirmasi gerekir. Buna uygun olarak bu
calismada organosolv o6nisleminin kullaniimasi ve bu o6nislemin sartlarinin hedefler
dogrultusunda optimize edilmesi konu edilmigtir. Calismada organosolv 130°C-190°C
arasinda, sure (0,5-2 sa) ve sivi fazdaki etanol derisimi (%50-%70) degistirilerek
uygulanmistir (Tablo 4.2). Ayrica hedefler dogrultusunda metal oksit katalizor ilavesi de
denenmistir. Kontrol olarak otohidroliz yontemi kullanilarak organosolv ile karsilastiriimigtir.
Oniglemler sonrasinda ¢dziinmeden kalan katinin miktari ve sivi kismin (likdriin) pH degeri

OlcllmuUs ve katinin yapisal bilesenleri belirlenmigtir.

Organosolv 6n igleminden gecmis kati analiz edildiginde sabit sure (1 sa) ve etanol
derisiminde (%70) sicaklik arttikga elde edilen kati kazaniminin azaldigi gérulmektedir (Tablo
4.2). 150°C’de 1 sa %70 etanol ile organosolv sonucu %20 kati ¢dzinerek katiya gecerken
170°C’de ayni kosullarda bu oran %29°dur. Ana polimerlerin toplamina bakildiginda, sicaklik
arttikca yapisal bilesenler disindaki maddelerin (¢6zlinebilen diger maddeler) oranlarinin
azaldigl gorulmektedir. Buradan, suda veya alkolde ¢ozunebilen maddelerin bir kisminin

gorece dusuk sicakliklardaki organosolv uygulamasi sirasinda katida kaldigi anlagiimaktadir.
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Her U¢ sicaklikta da selllozun %83-%85 arasi katida ¢ozunmeden kalmistir (geri kazanim)
(Sekil 4.1 a). 150°C ve 170°C’de ksilan blylk oranda geri kazanilirken (%85,4 ve %80,9),
190°C’de ksilanin sadece % 35,5’i geri kazaniimigtir. Lignin uzaklastirma orani sicaklikla
beraber belirgin sekilde artmigtir. 190°C’de ligninin %76’sinin uzaklasmis olmasi sellloz ve
ksilanin hidrolizi agisindan olumlu degerlendirilebilir. Ancak ksilan geri kazanimi duguk
oldugu igin KOS (retimine uygun bir islem olarak kabul edilemez. Ote yandan bu kosulda
elde edilen kati, sellloz hidrolizi ile glikoz elde etmek igin kullanilabilir. Bu nedenle bu kosul

baska biyo temelli tGriinlerin Uretiminde kullaniima potansiyeline sahiptir.

170°C’de uygulanan oOn islem alkol kullanilmadan sadece su varliginda uygulandiginda
(otohidroliz) ksilan buylk oranda kaybedilmektedir (ksilan kazanimi %23,5) (Sekil 4.1b
veTablo 4.2) . Bu durum pH’nin disidk olmasiyla iligskilendirilebilir. Otohidroliz sirasinda
iyonlagan sudaki H;O" iyonlari ve hemiselllozdan ayrilan asetil gruplari asit katalizérii etkisi
gorerek ksilanin ayirimini ve ayrica hidrolizini tetiklemistir (Zahao vd., 2009). Ayrica,
170°C’de 1 sa %50 etanol ile 6nislem gergeklestiginde ksilan geri kazanimi ayni kosullarda
ancak %70 etanolle gergeklestirilene goére azalmaktadir. Bu durum reaksiyondaki su oranin,
dolayisiyla iyonlasmanin ve otohidroliz etkisinin artmasina baglanabilir (Mataskas vd., 2019;
Nitsos vd., 2017). 170°C’de 1 sa kosullarinda %70 etanol ve %50 etanol ile gerceklestirieln
organosolv otohidroliz (%0 etanol) ile karsilastirildiginda selilozun geri kazanimi da yine
otohidroliz etkisi nedeniyle azaldi§i gorulmektedir. Sonuc olarak alkol derisimini azaltmak

¢ozunurlagu arttirarak, geri kazanim oranini dustrmektedir.

150°C’de %70 etanol derisimde surenin ¢dzunurlige etkisinin disuk oldugu goézlemlenmistir
(Tablo 4.2). Ote yandan islem suresinin artmasinin ksilan geri kazanimini azalttigr gémustir
(Sekil 4.1c ve Tablo 4.2). Ayrica, 0,5 sa yapilan igslemde lignin ayiriminin ayni kosullardaki 1
ve 2 sa sureyle yapilan iglemlere gore daha az oldugu gbzlemlenmigtir. Bunlara gore en

uygun surenin 1 sa oldugu sonucuna varilmigtir.

Asidik katalizorler ya da FeCl; ve MgCl, gibi metal tuzlar kimyasal éniglemi hizlandirmasi igin
kullaniimaktadir, fakat bu katalizorler lignin uzaklastirilmasi artirirken ayni zamanda
hemisellloz degradasyonu da sebep olmaktadir (Nitsos vd. 2017; Huijigen vd. 2011;
Matsakas vd. 2019; Farmanbordar vd. 2018, Zhang, 2018; Cuilty vd. 2018). Katalizér olarak
yapisinda hidroksil bulunan molekuller kullanildiginda hidroksil iyonlarinin reaksiyon
sirasinda dusen pH’yi notralize ederek hemiselulozun ortamdaki asit nedeniyle
parcalanmasinin engellenecedi dngoérulmektedir. Ancak metal hidroksiller cok reaktif oldugu
icin daha stabil olan metal oksitler kullanim kolayligi saglamaktadirlar (Li vd., 2018).
Calismamizda, 6ngoruldigu gibi, tim sicakhk kosullarinda MgO organosolv ortaminin pH

degderini yukariya ¢cekmis (Tablo 4.2 ve Sekil 4.1 d). MgO katalizérligunde 170°C’de 1 sa
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%70 etanol ile yapilan organosolv ayni kosullardaki katalizérsiz iglem ile karsilastirildiginda
delignifikasyon artarken katidaki ksilan miktari ayni kalmigtir (Sekil 4.1 a ve d). Ayni
karsilastirma 190°C’deki islemler igin yapildiginda delignifikasyonun degismemesine ragmen
katidaki ksilan miktarinin iki katina ¢iktigi gorulmustar. MgO kullanimi otohidroliz ve
190°C’de gergeklesen organsolv iglemlerinde katidaki ksilan miktarini artirma hedefini
gerceklestirmistir. Ayni etkinin 170°C’deki iglemde gorulmemesi MgO kullaniimadiginda
ksilan kaybinin hali hazirda az olmasi ile agiklanabilir. Daha 6nceki ¢alismalarda MgO’nun
katalizor olarak kullanimi selliloz ve ksilanin selllaz enzimiyle olan etkilesimi test etmek icin

denemis ve basarili sonuglar elde edilistir (Deng vd. 2015, Li vd. 2018, You vd. 2019).

Organosolv ligninin uzaklastirilmasinda etkili olmus ve sicaklik lignin ayriminda rol oynayan
en 6nemli dedisken olmustur. Yiksek sicaklik organosolv sirasinda ksilanin ¢ézinerek
kaybina sebep olmaktadir, ancak ¢ézgendeki etanol miktarinin yliksek tutulmasi ya da MgO
eklenerek ortamin pH degerinin digsmesinin engellenmesi ile ksilan kaybi dusik bir seviyede
tutulabilir. Oniglem slresi delignifikasyon ya da ksilan tutulmasinda fark yaratan bir etki
yapmamaktadir. Onislem sonucu ksilan katida tutulurken énemli miktarda delignifikasyon

saglanmistir ve sonraki bolimde bu etkinin ksilanaz enzim faaliyetine etkisi incelenmistir
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Tablo 4.2. Organosolv 6niglemi kosullarinin biyokutle bilesenlerine etkisi®.

Kosullar Geri kazanilan Gozinirlik Likor Katidaki Polimerler (%) Geri Kazanim® (%) Lignin
(s1caklik-siire-%etanol- biyok'LitIeb (9) (%) pH degeri Ayrimi®
katalizor) (%)
seliiloz ksilan lignin seliiloz ksilan
islenmemis Misir Kogani 4191 1,75 26,83 +1,12 18,78 +1,60
170°C-1 sa-%0 (otohidroliz) 11,1 55,6 3,83 63,20 +0,06 13,99 +0,24 23,7510,07 67,02a 2355a 41,42a
170°C-1 sa-%0-MgO 15,4 36,6 6,33 52,58 +1,04 29,40 +1,79 21,86 0,11 79,60a 69,53b 25,04 a
(katalizorll otohidroliz)
130°C-0,5 sa-%50 19,2 23,2 36,81 +0,40 27,54 +0,05 13,88+0,75 67,46ab 78,82b 40,78b
150°C-0,5 sa-%70 20,0 20,0 5,54 37,02 +0,59 34,56 +0,35 16,33 +0,35 70,70ab 103,10b 27,39 bc
150°C-1 sa-%70 19,9 20,2 5,33 43,59 £+1,24 28,71 +1,17 13,68 +0,47 8297ab 8539b 39,37 cd
150°C-2 sa-%70 19,1 23,7 5,26 35,70 +0,48 27,33 +1,17 14,93 10,30 65,01ab 77,74bc 36,70 de
170°C-1 sa-%50 14,8 40,8 4,62 53,15 +0,31 24,72 +0,25 14,18 #0,60 75,13 bc 54,59 bcd 53,33 de
170°C-1 sa-%70 17,8 29,0 5,15 50,08 +0,64 30,56 +2,00 12,78 +0,52 84,83 cd 80,86cd 49,59 de
190°C-1 sa-%70 12,3 50,8 4,81 70,62 +1,44 19,39 0,79 8,84 +0,10 82,90de 35,55d 75,86de
150°C-1 sa-%70-MgO 20,2 19,3 42,75 +212 28,15+1,15 13,12+0,87 82,34ef 84,68e 41,16e
170°C-1 sa-%70-MgO 19,3 22,7 6,86 46,22 +0,72 30,25 +2,48 11,21 0,71 85,27 f 87,17 f 51,55 f
190°C-1 sa-%70-MgO 14,9 40,4 6,45 58,31 +0,03 31,84 +0,81 9,65+1,02 82,89 f 70,70 g 68,06 f

“Degerler iki 6lglimlin ortalamasidir. + Standard sapma

bReaksiyona giren kati miktari=25 g

°( selliloz kazanimi, ksilan kaznimi ve lignin ayrimi sonuglari kendi iglerinde tek yonlii varyans analizi (p<0,05)ve Tukey test kullanilarak karsilagtirimistir. Ayni stitundaki harfler

istatiksel benzerlik ve farkhlklar ifade eder.)
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Sekil 4.1. Organsolv éniglemi kosullarinin lignin ayrimina, seliloz ve ksilan kazanimina ve
likdr pH degerine etkisi.

a: Sicaklik; b: Etanol Derigimi; c: Sdre; d: MgO etkisi (aksi belirtiimedikge etanol derigimi
%70’dir.)

acik gri bar: sellloz kazanimi, koyu gri bar: hemisellloz kazanimi, siyah bar: lignin ayrimi,
cizgi: pH

Farkh harfler istatistiksel olarak farki ifade eder (p<0,05, tek yonliu varyans analizi ve Tukey
testi uygulanmistir.

4.3. Enzim Hidrolizi

Organosolv isleminde KOS Uretimi icin potansiyel hammadde olabilecek biyokutleler ksilanaz
ile muamele edilerek kati fazda yer alan ksilanin hidroliz olarak sivi fazda KOS halinde
birikmesi takip edilmistir. Ticari G¢ enzim, Ureticilerin ksilanaz aktivitesi igin o6nerdigi
kosullarda ve ayrica farkl sicaklik, enzim dozaji ve kati:sivi oranlarinda KOS Uretimi igin
kullaniimigtir. Onislemden gecen biyokitle tampon ¢ozeltide siispanse edilmis ve enzim
eklendikten sonra araliklarla alinan sivi érneklerdeki toplam KOS ve ksiloz takip edilmistir.
Segcilen 6rneklerde KOS’un polimerlesme derecesi dagilimi da belirlenmisgtir.

4.3.1. Sicakhgin KOS iiretimine etkisi
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Sicaklik enzim hidrolizine etki eden en &nemli faktérlerden biridir. Sicaklik ayrica
substratlarin ¢ézunurligine ve ortamin akiskanligi Gzerinde etkilidir. Genel olarak yuksek
sicakliklarda karistirma ve kitle transferinin daha etkili oldugu séylenebilir (Gatt, 2019).
Yuksek sicaklik enzimin kati biyokutledeki ksilan ya da diger polimerlere erisilebilirligini ve
bdylece hidrolizin verimini ylkseltebilir. Ek olarak yuksek sicaklik mikrobiyal kontaminasyonu

engelledigi/geciktirdigi icin antimikrobiyal ihtiyacini ortadan kaldirir.

Calismamizin bu béliminde éncelikle Gg farkli enzim (Econase XT, Accelerase XY ve Veron
191S) ag farkli sicaklikta (55°C, 70°C ve 85°C) uygulanmistir. Bu testte dniglemden ge¢mis
katilar arasindan model olarak bir tanesi kullaniimistir; 170°C'de 1 sa %70 etanol ile
muamele edilmis olan biyokutle ksilan kazaniminin ve lignin ayiriminin yiksek olmasi

sebebiyle bu test icin secilmigtir.

Ureticiden alinan bilgiye goére Accelerase XY enzimi igin optimum sicaklik 55-75°C
arasindadir. Calismada, 55°C’de gergeklestirilen hidroliz sirasinda ksiloz, glikoz ve KOS
olusmustur (Sekil 4.2 a). Enzimler mikroorganizmalar tarafindan kompleks halinde uretildigi
ve bu halde sinerjik etki ylksek olduklari icin ksilan hidrolizine yonelik ticari enzimlerde endo-
ve ekzo- aktiviteleri olan enzimler bir arada bulunur (Dhillon vd., 2011). Bu sebeple 55°C’de
aktif olan endo- ve ekzo-ksilanaz ve ayrica enzim kompleksinde bulunmasi muhtemel selllaz
aktivite gostermis olabilir. Hidrolizinin sonucunda 24 saatte %60’1 KOS halinde olmak uzere
biyokltledeki ksilanin %90’1 enzimatik hidroliz ile siviya gegirilmistir. Ek olarak selllazin
%32’si glikoza donusmustir. Hidrolizin ik 4 saatinde ksilanin %44’G hizh  sekilde
donustaruldikten sonra geriye kalan 20 saatte hidroliz diguk bir hizda devam etmistir. Hidrliz
70°C’de yapildiginda sellulaz ve ekzo ksilanaz enzimleri yiksek aktivite gosterememis ve
glikoz hig Uretiimezken ksiloz miktarlari azalmigtir (55 °C’deki hidrolize gore) (Sekil 4.2 c).
Hidroliz sirasinda ksiloz olusumu, ki¢lk oligosakkaritlerden ksiloz hidrolizleyen B-ksilosidaz
enzimiyle de iligkilendirilebilir. 70°C’de toplam ksilan déntisumu 55°C’ye gére %35 daha az
olmasina ragmen KOS orani daha fazla oldugu i¢in hedeflerimize daha uyundur. Bu sartlarda
enzim hidrolizi 24 saatte tamamlanmigtir. 85°C’deki hidrolizde sicaklik Accelerase XY
enziminin sicaklik profilinin digina ¢iktigi icin enzim disuk aktivite gdsterebilmis ve ilk iki
saatte 6nislem gérmuis misir koganinin sadece %21’ini KOS’a gevirebilmistir. Bundan sonra
KOS ya da ksilan olusumu goértlmediginden enzimin bu sicaklikta aktivitesini kaybettigi
sonucuna varilmistir. Sonug olarak test edilen sartlarda, Accelerase XY enzimi ile en iyi
doénisim 70°C’de 24 saatin sonucunda elde edilmis, bu kosulda organosolv isleminden
¢ikan katidaki ksilanin %68'’i KOS’a dénustiralmustur. Hidroliz likériindeki KOS derisimi 7,40
g/l'dir.

23



Veron 191 S enzimi dnceki bir calismada kullaniimis ve ksiloz olusumunun disuk oldugu
rapor edilmigtir (Kiran vd., 2013). Calismamizda da benzer sekilde U¢ farkh sicaklkta da
ksiloz gevirimi ¢ok diisiik olmustur (Sekil 4.2 b, d, g). Ote yandan KOS iretimi de diisik
kalmistir. En ylksek déntisum 70°C’de yapilan denemede elde edilmistir (%50).

Econase XT vyilksek sicakliklarda stabilitesini koruyan bir enzimdir. Ureticisi 65°C-95°C
arasinda bu enzimin aktivitesinin tamamina yakininin korundugu bildirmistir. Calismamizdaki
yapilan on testlerde 55°C’de enzimin dusiuk aktivite gosterdigi belirlenmistir. Yuksek
sicakhidin daha once belirtilen yararlari da g6z 6nune alinarak enzimatik hidroliz 70°C ve
85°C’de gerceklestiriimigtir. Alti saatlik hidroliz sonunda déntisimua gergeklestirebilen enzim
bu ydniyle diger enzimlere goére daha Ustindir. Toplam ksilan dénisim orani 70°C’de
yaklasik %70, 85°C’de %38 olmustur. 70°C’de gergeklesen hidroliz sirasinda Uretilen ksiloza
doénusim %3 gibi dislk degerlerde kalmistir. Bu sicaklikta 6 sa icinde gerceklesen %70’lik
ksilan dontsumu ile 7,64 g/l KOS elde edilmisgtir.

Sonug olarak 70°C’de gergeklestirilien enzimatik hidroliz Accelerase XY ve Econase XT
enzimleri icin gerek KOS’a donlsimin ylksek olmasi gerekse ksiloza dénisimin dusuk
olmasi sebepleriyle en uygun kosul olarak belirlenmigtir. Accelerase XY enzim
kompleksindeki ekzo-ksilanaz optimum kosullarda hicbir aktivite goéstermeyip ksiloz
olusumunun gdézlenmemesi dnemli bir avantaj olsa da Econase XT ile karsilastirildiginda
hidroliz daha uzun (24 sa) sirmis ve KOS verimi daha disik olmustur. Econase XT enzimi
70°C’de klguk miktardaki ksiloz olusumu ile beraber en buylik miktardaki KOS
doénusuimunun gergeklestirmektedir. Hidrolizin kisa surede gergeklesmesi (6 sa) bu enziminin

onemli bir avantajidir.
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Sekil.4.2. Enzimatik hidroliz sicakliginin KOS Uretimine etkisi

Enzimler: sol sutun: Accelerase XY; ortan sutun: Veron 191S; sag sutun: Econase XT
Hidroliz sicakhgi (T): a,b: 55°C; c, d, e: 70°C; f, g, h: 85°C

A ksiloz; ¢: KOS; x: glikoz
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4.3.2.0rganosolv Oniglemi Kosullarinin KOS Uretimine Etkisi

Organosolv islemindeki parametrelerin sellilaz enzimatik hidrolizini nasil etkiledigi ve verimin
naslil arttirilabilecedi ile ilgili ¢esitli calismalar bulunmaktadir (Kalogiannis vd. 2018; Jang vd.
2018; Milling vd. 2018; Kim vd. 2019; Huijgen vd. 2011; Cebreiros vd. 2020; Matsakas vd.
2019; Park vd. 2010). Bazi g¢alismalarda ise organsolv kosullari hemiselllozu katida
birakacak sekilde ayarlanmis ve karbonhidratlarin selllaz ile hidrolizinin nasil etkiledigi
incelenmistir (Li vd. 2018, 2019a, 2019b). Ote yandan, énislem gérmis katidan KOS dretimi
daha 6nce yapilmadigi igin ksilanaz enziminin katida kalan hemiselllozu hidrolizinde
organosolvun etkisi incelenmemigtir. Calismamizda organosolv dnigleminin KOS Uretimine
etkisini gormek icin ksilan kazanimi ve lignin ayirimi ylksek katilar secilerek belirlenen

sicakliklarda g farkh enzim ile hidroliz yapilmistir.

55°C’deki testlerde Accelerase XY enzimi kullaniimistir. islem gérmemis misir kogani
(kontrol testi); 130°C’de 0,5 sa %50 etanol ve 170°C’de 1 sa %70 etanol ile organosolv islemi
gérmiis ornekler enzim hidrolizine ugratilmistir. islem gérmemis misir koganinda KOS
olusmazken ksilanin %17,6’si hidroliz sivisina ksiloz formunda gecmistir (Sekil 4.3). Daha
onceki calismalarda (Jiang vd., 2019) da gosterildigi gibi dogrudan enzim hidrolizinin KOS
Uretmede basarisiz oldugu goérilmustir. 130°C’de iglem gdérmus 6rnek kullanildiginda islem
gbérmemis érnege benzer sonuglarin elde edilmis olmasi bu sicaklikta yapilan islemin etkisiz
oldugunu gdstermis, bu sebeple sonraki denemelerde 130°C’deki organosolv 6rnegdi deneme
desenlerinde kullaniimamistir. Diger yandan 170°C’de 1 sa %70 etanol ile organosolvdan
elde edilen biyokitle ile yapilan denemede %60 civarinda KOS’un siviya gegmesi 6nislemin

KOS Uretimi igin etkili bir potansiyele sahip oldugunu gostermistir (Sekil 4.3).

Organosolv igleminden ¢ikan c¢esitli biyokitle &rnekleri 70°C’de enzim hidrolizine

sokuldugunda alinan sonuglar Sekil 4.3’'de sunulmustur.

Accelerase enzimi kullanildiginda 150°C’de 1 sa %70 etanol ile MgO katalizérliginde
muamele edilmis dérnegin hidrolizinde 24 sa sonunda ksilanin %34’0 KOS’a donUstrken %4l
ksiloza dontsmastir (Sekil 4.3 ¢). 170°C’de organosolv islemine ugramis drnekte ise 8
saatte ksilanin %68’i KOS’a, %8'u ksiloza déntismustir (Sekil 4.3 f). Daha sonrasinda 48.
sa’in sonuna kadar toplam c¢evirim sabit kalirken KOS’un az bir miktar ksiloza
parcalanmistir. Sonug olarak 150°C’de MgO katalizdrliglndeki organosolv 6érnegdinden 3,73
g/l, 170°C’deki organosolv érnegdinden 7 g/l KOS elde edilmigtir. KOS verimi igslem gérmeden
onceki ham misir koganini bazinda 150°C ve 170°C’de islem gérmus Orneklerde sirasiyla
%8 ve %12 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.4 a). Accelerase XY ile 55°C ve 70°C’deki

hidrolizler karsilastirildiginda sicakhgin yikseltimesiyle KOS Uretiminin degismedidi ancak
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ksiloz GUretiminin azaldid1 gordimustir. Bu durum ekzo-ksilanaz ve ksilosidaz enzimlerinin

sicakliktan etkilenirken, endo-ksilanizin etkilenmedigini gostermigtir.

Veron 191S enzimi 70°C’de yuksek aktivite gosterememis ve doénusim dusik kalmistir.
150°C’de 1 sa %70 etanol; 150°C’de 1 sa %70 etanol-MgO katalizér ve 170°C 1 sa %70
etanol-MgO katalizdr ile igslenmis érneklerde ksilan dénisimi %10’in altindadir (Sekil 4.3 a,
d ve i). 170°C’'de 1 sa %70 etanol ve 190°C’de 1 sa %70 etanol-MgO katalizoér ile islem
gormus orneklerin 2 saatlik enzimatik hidrolizileri sonucu ksialnin yaklagik %42’sinin KOS’a
doénusumi saglanmistir (Sekil 4.3 g ve k). Bu iki katinin éniglem gérmus drnekler arasinda en
yuksek delignifikasyona sahip olmasi lignin ayirisimin ksilanaz enzimi ile KOS Uretimine

olumlu etkisi oldugunu gostermistir.

150°C ve 170°C’de 1 sa %70 etanol ile islenmis &rnekler ve ayni kosullarda MgO
katalizérliglinde elde edilen &rnekler kullanilarak Econase XT enzimi ile 70°C’de hidroliz
gerceklestiriimistir. 150°C’de katalizér olmadan ve 170°C’de katalizér varliginda elde edilen
orneklerin hidrolizleri sonucu ksilanin yaklasik %52’si KOS’a dénusmustur (Sekil 4.3 ¢ ve j).
Ote yandan 150°C’de katalizdr varliginda ve 170°C’de katalizér olmadan elde edilen
orneklerde 24 ve 48 sa sonunda ksilanin sirasiyla %72 ve %84’i KOS olarak siviya ge¢cmistir
(Sekil 4.3 e ve h). 150°C’deki Oniglemlerde katalizér eklentisinin lignin ayirmada ve ksilani
katida tutmada etkisi gorilmemisti (yaklasik %40 lignin ayirimi, %85 ksilan tutumu). Ote
yandan, enzim hidrolizi sonucu KOS olusturma oranlarinin farkl olmasi bu iglemlerin ksilani
tutma ve lignini uzaklastirma kapasitelerinden bagimsiz olarak enzimin lignoseliloza
ulagabilirligini  farkh etkiledigi sonucuna varilabilir. Bu durum belirli miktardaki lignin
uzaklagtiktan sonra geriye kalan seluloz-hemiseliloz etkilesiminin ve sellloz
kristallenmesinin belirli bir miktarda bozunmasiyla agiklanabilir (Avila vd., 2020). Econase XT
kullanildiginda ksiloz dretiminin gorilmesi bu enzim kompleksinde ekzo ksilanaz ya da
ksilosidaz aktivitelerinin var oldugunu géstermektedir. 150°C’de 1 sa %70 etanol ile MgO
varliginda organosolv ile islenmis 6rnek kullanildiginda ksilanin %8’ ksiloz olarak siviya
gecerken 170°C’'de 1 sa %70 etanol ile islenmis biyokutle icin bu deder %10’a ¢ikmigtir.
Hidrolizler sonucunda bu drneklerde sirasiyla 8,9 g/l ve 10,9 g/l KOS igeren c¢ozeltiler elde
edilmistir. Verim degerleri incelendiginde 150°C’de katalizérsuz ve 170°C’de katalizorlu
islemler sonucu baslangic hammaddesinin (islem gérmemis misirin) %12-13 kadari KOS’a
donustrken 150°C’de katalizorlli ve 170°C’de katalizérsiz islemler sonucu KOS’a dénlisim
%21 olmustur (Sekil 4.4).

Farkli yapidaki ticari enzimler ayni islemi goérmus katilardan farkh oranlarda KOS
uretebilmektedir. Sicaklik her enzimin 6zelinde degerlendirildiginde KOS Uretimini arttiran bir

faktordir. Yiksek sicaklik KOS Uretimini arttirmasinin yani sira mikrobiyal blylimeyi de
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Onleyeceg@i igin antimikrobiyal kullanimi gereksinimini ortadan kaldirarak maliyetlerin
azalmasini saglar. MgO katalizéri 170°C’de kullanildiginda KOS dretimine olumsuz etki
yaparken 150°C’de iyi yonde etki ederek KOS c¢evirimini Econase XT enzimi kullanildiginda
%52’den %72’ye gikarmigtir. Ticari enzim kullanilarak gergeklestirilien KOS Uretiminde, enzim
kompleksleri ksilodiaz, endo- ve ekzo- ksilanazlarin yanisira, selllaz aktivitesi de
icerebilmektedir. Bu sebeple KOS uretim safligini bozan ksiloz gibi glikoz Gretimine de dikkat
edilmelidir.
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Sekil 4.3. Oniglem kosullarinin enzimatik hidrolize etkisi (T=70°C)

Enzimler: sol sutun: Accelerase XY; ortan sutun: Veron 191S; sag sutun: Econase XT
Oniglem kosullari: a, b: 150°C 1sa %70 etanol; ¢, d, e: 150°C 1sa %70etanol-MgO; f, g, h:
170°C 1sa %70etanol; i, j: 170°C 1sa %70etanol- MgO; k: 190°C 1sa %70etanol-MgO

A ksiloz; ¢: KOS; x: glikoz
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Sekil 4.4. Oniglem kosullarinin Giriin verimine etkisi

(%Urtn verim=Uretilen KOS (g)/Ham biyokitle (g) x 100)

Enzimler: a:Accelerase XY; b:Veron 191S; c:Econase XT

Enzimatik hidroliz sicakligi: T= 70°C

Onislem kosullari: m: 150°C 1sa %70 etanol, A: 170°C 1sa %70etanol, x: 190°C 1sa
%70etanol-MgO, : 150°C 1sa %70etanol-MgO, e: 170°C 1sa %70etanol- MgO

4.3.3. Organosolv Kosullarinin KOS Polimerlesme Dercesine Etkisi

Farkl énislemlerin lignin ayirimi ve ksilan kazaniminin yani sira lignoselulozik yapinin enzim
ulasilabilirligine farkli etkiler yaptigi énceki bolimde siviya gecen toplam KOS oranlariyla
gosterilmistir. Bu etkiyi daha derinlemesine incelemek icin secilen farkli dnislem gormus
ornekler ile Ug farkh enzim kullanilarak yapilan hidrolizler sonucu elde edilen toplam KOS
disinda dusuk polimerizasyon derecesindeki KOS’larin her birinin miktari belirlenmistir.
Polimerizasyon derecesi 1-6 olan oligosakkaritler dusuk polimerizasyon derecesi kabul
edilirken, kiguk oligosakkaritlerin prebiyotik etkilerinin yiksek polimerizasyon derecesindeki
KOS’lara gore daha yuksek oldugu belirlenmistir (Childs vd., 2014).

Accelerase XY enzimi ile 70°C’de hidroliz edilen 150°C'de 1 sa %70 etanol ile MgO
katalizérliglinde organosolv Onislemi gérmus kati érnekten siviya 24 saatte 3,7 g/l toplam
KOS gegmistir (Sekil 4.5 a). Bunun 2,4 g/I'si dusuk polimerizasyon dereceli oligomerlerden
olugsmaktadir (toplam KOS’un %65’i)). 170°C’de 1 sa %70 etanol ile organosolv 6niglemi
gormus kati Accelerase XY ile hidroliz edildiginde 8 sa sonunda sivida 7 g/l toplam KOS elde
edilmistir (Sekil 4.5 c). Sonrasinda 48 saate kadar ksiloz derigimi az miktarda artarken KOS
azalmigtir. DUsuk polimerlesme dereceli oligomerlerin derisimi 3,9 g/l olmustur (toplam
KOS’un %56’s1). Bunlarin %58’i ksilobiozdur. Bu iki érnekte toplam KOS’lar arasindaki fark
blylk olmasina ragmen, disuk polimerlesme dereceli KOS’larin toplam KOS’a oranlari
birbirine yakindir (%65 ve %58). Buna goére 6nislem ksilanin hidroliz edilebilirligini etkilerken,

uretilen KOS’un polimerlesme derecesi dagilimi ayni oranda etkilenmedidi sonucuna varilr.
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Ayni ornekler Veron 191S enzimi ile 70°C’de hidroliz edildiginde Accelerase XY enziminin
etkisinden farkl sonuglar elde edilmistir. Her enzim ayni islemi gérmus katilari ayni sekilde
hidroliz edemiyor (Guo vd., 2018). 150°C’de MgO katalizérligiinde organosolv islemi géren
biyokltle Veron 191S ile hidroliz edildiginde disuk polimerizasyonlu oligosakkaritlerin dersimi
¢ok dusuk olmustur. 170°C’de organosolva giren biyokitle hidroliz edildiginde 8 saatte 7,65
g/l toplam KOS aciga ¢ikarken bunun 2,5 g/I'si disik polimerizasyonlu KOS olmustur (Sekil
4.5 d).

Ayni biyokutleler Econase XT enzimi ile 70°C’de hidroliz edildiginde her iki 6rnek i¢in de 10
g/l'den fazla toplam KOS elde edilmistir (150°C’de MgO ile organosolv ile 10,6g/l; 170°C
organosolv ile 10,9 g/l) (Sekil 4.5 b ve e). 150°C’de islem gérmus biyokitle ile yapilan hidroliz
sirasinda 8. saatte en ylksek KOS derisimine ulasiimigtir. DPD KOS’un derisimi 10,6 g/l,
toplam KOS yaklasik 9 g/l olarak olclimustir. Toplam KOS’un daha dusiuk bir degerde
olmasi bu Olcimde kullanilan asit hidrolizi sirasinda KOS’larin kismen bozunmasindan
kaynakli olabilir. Dikkati geken énemli bir nokta KOS’un blylk oranda ksilobiyozdan olusuyor
olmasidir. Bu kosuldaki ksiloz olusumu (1.1 g/l) distk olarak kabul edilebilir. 170°C’de islem
gbérmus biyokutlenin hidrolizi sonucunda 2 sa sonunda 8,8 g/l toplam KOS c¢ozeltisi siviya
gecerken derisim 8. saatte 9,6 g/l, 24. saatte 10,9 g/lI'ye ¢cikmistir. DPD KOS derisimi toplam
KOS’a gore daha dulslk bir seviyede kalmistir. 24 saat sonunda toplam KOS c¢o6zeltsinin
%60’1 dusuk polimerli oligosakkaritlerden, blylk ¢ogunlukla ksilobiozlardan olugsmaktadir

(6,4 g/l ksilobioz). Ksiloz derisimi ise 8 ile 48 saat arasinda 0,6’dan 2,1’e yukselmistir.
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Sekil 4.5. Oniglem kosullarinin KOS polimerlesme derecesine etkisi

Enzimler: sol sutun: Accelerase XY; ortan sutun: Veron 191S; sag sutun: Econase XT
Oniglem kosullari: a,b: 150°C 1sa %70etanol-MgO; ¢,d,e: 170°C 1sa %70etanol

o: toplam KOS; m: Toplam DPD KOS; A: ksiloz; ¢: ksilobioz; x: ksilotrioz; | : ksilotetraoz

4.3.4. Kat1 Yiiklemesinin KOS Uretimine Etkisi

Enzim hidrolizi yapilan bircok c¢alismada %5 (kati:sivi=1:20) veya asagisi kati yUklemesi
kullaniimaktadir (Quifones vd., 2015; Akpinar vd., 2009). Kati:sivi oraninin artiriimasi
yuksek derisimde c¢Ozelti elde edilmesini saglarken ayni zamanda isletim ve enerji
maliyetlerini dUsurebilir. Fakat kati ylUklemesi ylksek oldugunda hidroliz verimi dismesine
sebep olabilir. Lignoselulozda bulunan ligninin enzime baglanmasi ve ortamdaki su
azligindan dolay kitle transferi ve ¢ozinarligiun azalmasi verim dusukliginin nedenleri
olarak gorulmektedir (Gatt vd. 2019).

Organosolv ile lignini uzaklastiriimis biyokdtlenin hidroliz ortamindaki oraninin enzim
hidrolizine olan etkisine gérmek amacli gerceklestiriien denemede, 150°C’'de 1 sa %70

etanol ve MgO varlidinda organosolv isleminden ¢ikan biyokitle kullaniimistir. Bu biyokitle
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%5, %10 ve %20 oraninda yuklenerek Econase XT enzimi ile 70°C’de hidrolize tabi
tutulmustur. %5 kati yiklenerek yapilan hidrolizde 8,36 g/I'si disuk polimerizasyon dereceli
olmak Uzere toplamda 10,1 g/l KOS dretilirken (%84 ksilan doénlsimu), ¢dzeltide ayni
zamanda 2,5 g/l ksiloz agiga ¢ikmistir (Sekil 4.6 a). Toplam KOS'un %87’si DPD KOS
olmustur. Kati yiklemesi %10’a ¢ikarildiginda ise toplam KOS 8,34 g/l ksiloz 2,3 g/l olarak
Olgulmustur (Sekil 4.6 b).Goruldugu Uzere hidroliz ortamindaki biyokutle miktarinin
dolaysisyla ksilanin iki katina ¢ikmasi olugsan Urin miktarinda artisa sebep olmamigtir. KOS
ve ksiloz derisimleri distk ylklemedekiyle ayni olmustur. Dolayisiyla ksilan dénlisim orani
yarisina dismustir. Bu durum su miktarinin azalmasiyla birlikte kutle transferinin
azalmasindan kaynaklanmis olabilir (Hodge vd., 2008); Kim vd., 2008). Kati ylklemesi
%20’ye cikartildiginda 7,42 g/l KOS elde edilmistir (Sekil 4.6 c). Ksiloz derisimi 3,1 g/l
olmustur. Bu kati ylklemesi oraninda ksilan donusimunin daha da azaldi§i gorilmektedir.

Calismadaki kosullarda kati yuklemesi oranindaki artisin Uretimi olumsuz etkiledigi sonucuna

varilmistir.
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Sekil 4.6. Kati: Sivi Oraninin KOS Uretimine Etkisi

(150°C 1sa %70etanol organosolv edilmis katinin 70°C’de Econase XT enzimi ile hidrolizi)
Kati ylkleme oranlari: a: %5; b: %10; c: %20

o: toplam KOS; m: Toplam DPD KOS; A: ksiloz; ¢: ksilobioz; x: ksilotrioz; | : ksilotetraoz

4.3.5. Enzim Miktarinin KOS Uretimine Etkisi

Enzim miktarinin KOS Uretimine etkilerini incelemek icin 150°C’de 1 sa %70 etanol ile MgO
katalizérliglindeki organosolv isleminden ¢ikan biyokitle %10 kati yiklemesinde
kullaniimistir. Econase XT enzim 70°C’de 0,1; 0,6 ve 1 U/ml aktivitede uygulanmistir. Diger
denemelerde oldugu gibi 0,6 U/ml derisimdeki enzimle hidroliz gergeklestiginde 24 saatte 7,6
g/I'si disuk polimerlerden olugan 10,5 g/l KOS ve 2,2 g/l ksiloz agiga ¢ikmistir. Bu derigim 48
saat buyunca degismemistir (Sekil 4.8 b). islem gérmis katinin % 47’i KOS’a gevrilirken, bu
oranin %33’sini dusuk polimerlesme derecesine sahip oligomerler olusturmaktadir. Enzim

derisimi altida birine dusuruldiginde 24 saatte 6,3 g/l disuk polimerli KOS, toplam 7,5 g/l
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toplam KOS elde edilmistir. Bu derisim 48 saat boyunca benzer seviyede kalmigtir. Katidan
cevrilen KOS olarak % 31’i toplam oligomerlerden olusurken, bu oranin %27’sini disuk
polimerlesme derecesine sahip oligomerler olusturmaktadir. Bu kosulda ksiloz derigimi dusuk
olmasina ragmen (0,84 g/l), KOS derisiminin Ustteki enzim seviyesine (0,6 U/ml) gdre disuk

olmasi bu enzim derigiminin yetersiz kaldigini gostermistir.

Enzim aktivitesi 1 U/ml'ye g¢ikarildiginda daha hizh bir hidroliz gerceklesmis olsa da (8 saatte
9,16 g/l KOS), 24. saatteki derigimler karsilastirildiginda 0,6 U/ml ile ayni seviyede toplam
KOS c¢odzeltisi elde edildigi gorlimektedir. KOS ¢oézeltsinde daha fazla duisik polimerli
oligomerler bulunurken (7,93 g/l), ksiloz derigsiminde bariz bir fark yoktur. Dénlsum olarak
bakildiginda %43’lik toplam oligosakkarit ¢eviriminin %34°UnU dusik polimerli oligomerle
olusturur. Sonug olarak katidan elde edilebilecek en yuksek verim alindigi icin enzim

derigimini arttirmak KOS ¢o6zeltisinin derigimini degistirmemistir.

Sonug olarak 150°C’de MgO katalizorliglinde organosolv edilmis katinin ¢dzeltideki orani
1:10 olarak 70° C'de 0,6 U/ml derisimindeki Econase XT enzimi 48 saat boyunca hidroliz
edildigimde islem gdérmemis katidaki ksilanin %82’si KOS olarak hidrolizata gegirilmis, 11g/
KOS ¢ozeltsi elde edilmigtir.
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Sekil 4.7. Enzim miktarinin KOS Uretimine etkisi (150°C 1sa %70etanol organosolv edilmis
biyokutle kullaniimigtir. Hidroliz 70°C’de Econase XT enzimi ile gerceklestirilmigstir.)

Enzim aktivitesi: a: 0,1U/ml; b: 0,6U/ml; c: 1U/ml

o: toplam KOS; m: Toplam DPD KOS; A: ksiloz; ¢: ksilobioz; x: ksilotrioz; | : ksilotetroz).

5.SONUC
insan sindirim sisteminde sindirilemeyen besin bilesenleri olan ve kalin bagirsakta sagliga
faydali mikroorganizmalarin aktivitesini arttiran prebiyotikler ilgi duyulan fonksiyonel gida
bilesenlerindendir. Prebiyotikler arasinda ksilooligosakkaritler (KOS) dnemli bir yere sahiptir.

Temel olarak insan tiketimi icin uygun olmayan ve tim dinyada bol miktarda bulunan
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lignoselllozik biyokUtledeki ksilan KOS Uretiminin hammaddesi olarak ele alindiginda atik
olarak degerlendirilen bu maddenin katma degerli Griine donusturilmesi hem ekonomik hem
de insan sagligi agisinda yarar saglayacaktir. Bilinen KOS Uretim yontemlerinin kisitlarini
asabilecek bir Uretim sureci gelistiriimesinin 6nemi buyuktur. KOS dretimi icin yaygin olarak
kullanilan enzimatik hidrolizde yuksek miktarda alkali ve asit kullaniimasi, otohidrolizde ise
karbonhidrat bozunma UrUnleri ortaya ¢gikmasi teknik, ekonomik, saglik ve ¢evre acilarindan
olumsuzdur. Bu galismada genellikle selilozun enzimatik sakkarafikasyonunu kolaylagtirmak
icin kullanilan bir éniglem olan organosolvun KOS Uretiminde kullanimina yonelik ¢calismalar
yapilmistir. Calismanin yaklasiminda ksilanin biyokitleden 6zitlenmeden enzimatik olarak
hidroliz edilmesi, bunun saglanmasi icin de lignoselllozik yapiyr kismen bozabilecek

organosolv 6nigleminin uygulanmasi denenmistir.

Organosolv igleminde kullanilan sivi faz ylksek oranda (%70) etanolden olustugu igin
¢bzgenin geri kazanimi ve yeniden kullanimi duguk bir enerji tiketimiyle saglanabilir. Bdylece
islenmesi gereken ya da atik olan malzemenin hacmi de azalmig olur. Bu Onislem
otohidrolize goére biokitle Uzerinde daha etkili oldugundan daha dislk sicakliklarda
uygulanabilmekte, bdylece enerji tiketimi ve karbonhidratlarin bozunmasi azaltilabilmektedir.
Nitekim bu c¢alismada organosolv 150°C-170°C arasinda etki gdstermistir. Bu kosullarda
ligninin biokutleden kismen ayilmasi saglanirken ksilanin ve ayrica seltulozun buyuk oranda
biyokitlede kalmasi saglanmistir. Boylece sonrasindaki enzimatik hidroliz énlndeki
engellerden olan lignin bariyeri zayiflatiimistir. Organosolv islemi sirasinda ortama MgO
eklenmesiyle ortam pH degerinin dismesi engellemek mumkin olmustur. Boylece seyreltik
asit etkisiyle ksilanin biyokutleden ayrilmasi ve pargalanmasi konusunda ilave bir engel
saglanmigtir. MgO’nun etkisi 6zelikle ksilan kaybinin yiksek oldugu 190°C’deki organosolvda
onemli olmustur. Etanol derisimi azaltildiginda ksilan kaybinin artmasi artan su miktarinin
iyonlagsma yuzinden asitligin artmasiyla beraber ksilan kaybi artmistir. Bu da bu ¢alismada

elde edilen 6nemli bir bilgidir.

Onislem sonuglari delignifikasyon ve ksilan kazanimi agisindan incelenerek, sonraki
enzimatik hidroliz testlerinde kullanilacak islenmis biyokutleler segilmistir. Bunlar Gg¢ ticari
enzim ile muamele edilmis ve sicaklik, sire, enzim miktari ve kati yuklemesi gibi
parametreler test edilmistir. Enzimatik hidrolizlerde kati biyokutledeki ksilan blylk oranda
KOS’a cevrilmigtir. Béylece projenin ana hedefi olan KOS Uretimine ulasiimistir. Her bir
enzim farkh sartlarda organosolv isleminden ge¢mis biyokutleler Gzerinde farkh sicakliklarda
test edilerek KOS Uretimi igin en uygun sartlar aranmistir. Econase XT enzimi ksilanin KOS’a
dénusum verimini yuksek seviyelere cikarmigtir. KOS uUretimini optimum noktaya getirmek

icin yapilan calismalarda organosolv 6nigleminden gecmis katllar Econase XT enzim
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kompleksinin hidrolizine uygun hale gelmistir. Organosolv sirasindaki sicaklik degisimleri ve
katalizor kullanimi enzimin etkinligini etkiledigi gorulmugtur. Bu enzim termal olarak dayanikli
oldugu ve yiksek sicaklikta aktivite gosterebildigi icin endustriyel surecler igin avantajlidir.
Yuksek sicaklik cogunlukla mikrobiyal gelismeleri de engelledigi icin enzimatik hidroliz

sirasinda antimikrobiyal kullanimi gereksinimi azalmis olacaktir.

KOS cozeltisinin icinde bulunan ksiloz monomerleri prebiyotik 6zellikte olmadigindan
istenmeyen bir yan Urln olarak kabul edilir. Ksiloz olusumu ksilanin bir kismini harcadigi igin
KOS (retim verimini de azaltir. DPD KOS’lara yakin molikuler agirhgina sahip oldugundan
ortamdan ayirimi icin kompleks alt akim islemleri gerekir. KOS Uretim slreglerinde ksiloz
dretiminin olmamasi ya da disik miktarda ksiloz Uretimi olmasi bu gereksinimi ortadan
kaldirir. Calismada kullanilan enzimlerden Econase XT ve Accelerase XY kullanildiginda
ksiloz olusumunun az olmasi bu enzimlerin KOS dretimi igin Umit verici oldugunu
gOstermistir. Ayrica hidroliz sicakliginin kimi durumlarda ksiloz olusumunda etkili oldugu da
gorulmustur. Ekzo-ksilanaz ve B-ksilodaz aktivitelerine sahip olmayan enzimlerin bulunmasi
ya da sentetik biyoloji ydntemleriyle bu enzimlerin olmadigi ksilanaz komplekslerinin

uretilmesi KOS uretiminde ksiloz olusmasini engelleyecektir.

Bu calismada biyokitlede tampon ¢ozelti icinde askiya alindiktan sonra ksilanaz enzimi
eklenerek hidroliz gergeklestirilmistir. BiyokUtlede bulunan suda ya da alkolde ¢ézinebilecek
maddeler organosolv islemi sirasinda uzaklasmis olacagindan enzimatik hidroliz sirasinda
hidroliz Grdnleri digsinda siviya gegen madde beklenmemektedir. Bdylece hidrolizatta alt akim
islemleri ile ayrilmasi gereken yan Urinlerin olmadigl ya da az oldugu varsayilabilir. Bu
durum geligtirdigimiz slrecin dnemli bir avantajidir. KOS’un saflastirimasinda ortamdan
ayrilacak maddeler protein (enzim) ve tampon ¢oézeltinin bilesenleri olacaktir. KOS Uretimi
icin otohidroliz kullanildiginda furfural, hidroksimetilfurfural, asetik ve formik asitler gibi
bozunma drlnleri olugsmaktadir. Ayrica ylksek sicaklik ylzinden genis bir polimerlesme
derecesi araliginda KOS’lar olusmaktadir. Bu sebeplerden hem saflastirma zor ve maliyetli
olur. Alkali hidroliz ve ardindan enzimatik hidroliz kullanildiginda ise ylksek miktarda alkali

ve asit kullanimi gerekmektedir.

Calismada kullanilan sartlardaki oganosolv sirasinda sellloz ve ksilan blyuk oranda kati
biyokutlede kaldigindan sivi ortama gegcen maddenin buyuk c¢ogunlugu ligninden
olugsmaktadir. Ortamdaki etanol geri kazaniliginda arda kalan sulu ¢dzeltide lignin konsantre
halde bulunacaktir. Bu sayede lignin bu ortamdan ayrilabilir ve saflastirilarak lignin elde
edilebilir. Enzimatik hidroliz sirasinda ksilan biyokutleden buyuk oranda ayriimaktadir.
Bdylece geriye sellilozca zengin bir kati biyokitle kalmaktadir. Ligninin ve ksilanin kismen

ayrilmis olmasi sayesinde selllozun selllolitik enzimlere glikoza hidrolizi mimkin olabilir.
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Lignin ve sellilozun da degerlendirimesiyle galismada geligtirilen surec¢ bir biyorafineri

yaklasimi haline getirilebilir.

Projeden elde edilen bilgiler 1siginda yeni projelerin ortaya c¢ikarilmasi mimkuindudr. Bununa
ilgili planlarimiz bulunmaktadir. Oncelikle projedeki sartlarda tretilen KOS’un saflagtiriimasi
ve karakterizasyonu yapilacaktir. Elde edilen saf KOS Bifidobacterium tirleri Gzerinde test
edilerek prebiyotik potansiyelleri belirlenecektir. Organosolv-Enzimatik hidroliz sistemi diger
lignoselllozik biyokitle tzerinde de test edilecektir. Biyokutleler farkli yapilarda oldugundan
her biri igin ortam sartlarinin optimize edilmesi gerekir. Yapiimasi planlanan ilave
calismalarla birlikte bu sirecin patentlenmesi planlanmaktadir. Proje ¢iktilarindan bir makale

hazirhdimiz baglamistir.
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Prebiyotik karbonhidrat olan ksilooligosakkaritler (KOS), lignoselilozik tarim ve gida
atiklarindaki ksilan polisakkaritinin hidroliz edilmesiyle uretilir. Alkali ekstraksiyona dayanan
enzimatik hidroliz ve otohidroliz kullanilan yontemler gesitli kisitlara sahiptir. Bu ¢alismada bu
kisitlar asabilecek olan bir ydntem gelistiriimesi hedeflenmistir. Model olarak kullanilan misir
kogani organosolv dnigsleminden gegirilmistir. Organosolv sartlar (¢6zgen derisimi, slre,
sicaklik, katalizor ilavesi) biyokUtledeki lignini uzaklastiracak ancak ksilanin biyokitlede
kalmasini saglayacak sekilde ayarlanmigtir. Uygun sartlarda ligninin %40-%507si
ayrilabilirken ksilan yaklasik %85 oraninda katida kalmistir. islem gérmiis biyokaiitle (g ticari
ksilanaz ile hidroliz edilerek organosolv isleminin KOS Uretimine etkisi belirlenmistir.
Organosolv ve enzimatik hidroliz sartlarinin toplam KOS Uretiminde etkili oldugu gérilmustur.
En verimli KOS uretimi 150°C?de 1 sa %70 etanol ve 0,1M MgO varliginda organosolv iglemi
gérmus biyokutle ile elde edilmistir. Bu biyokutlenin 70°C?de 0,6 U/ml ksilanaz ile
geceklestirilen enzimatik hidrolizi sonucu ksilanin %82?si dénusturilerek 11 g/l KOS igeren
hidrolizat elde edilmistir. Gelistirilen yontem sayesinde ksilanin ekstrakt edilmesine ihtiyag
duyulmadig igin derisik alkali ya da asit gibi kimyasallar kullaniimayacak ve otohidroliz
yoéntemindeki gibi cok yiiksek sicakliklar kullaniimadigi igin karbonhidrat bozunma Grinleri
olugsmayacaktir. Bunlar urun saflastirma asamalarini kolaylastiracak ve gevreye zararl
kimyasal atik miktarini azaltacaktir. Siiregte lignince zengin bir sivi faz ve selllozca zengin
kati faz olusmaktadir ve ksilan ile beraber bunlar da degerlendirilerek biyorafineri yaklagimiyla
lignoselulozik atiklara katma deger kazandirilabilir. Bu ¢alismanin devaminda Grinin
saflastiriimasi ve prebiyotik etkilerinin belirlenmesi icin projeler gelistiriimesi planlanmaktadir.
Ayrica gelistirilen strec¢ diger lignoselilozik atiklar Gizerinde de test edilecektir.
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