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OzZET

Findik Turkiye’'nin en dnemli tarim Grdnleriden biridir ve Turkiye findik tretiminde dinya
lideridir. Findi§in Gretimi ve islenmesi sirasinda gesitli lignoselllozik atiklar agiga ¢cikmaktadir
ve ancak bu atiklar ekonomik olarak degerli Grtinlere donusturiimemektedir. Bu ¢alismada,
findik kabugu (FK), ziruf ve budama atigi dallarin yapisal bilesimi belirlenmis ve ¢alismanin
hedef Grlnu olan ksilooligosakkarit (KOS) Uretimi icin en uygun atik olarak FK secilmistir.
FK’deki hemiselulozik polisakkarit ksilan, otohidroliz yéntemiyle hidroliz edilerek KOS elde
edilmistir. Otohidroliz sicakligi ve suresi FK’den ayirilan ksilan miktarini, elde edilen KOS’un
verimini, polimerlesme derecesini (PD) ve termal bozunma Urlnlerinin miktarini énemli
derecede etkilemistir. KOS veriminin ylksek oldugu kosulda elde edilen otohidroliz
likérindeki buyidk molekul agirhkh KOS, ksilanaz ile hidroliz edilerek dusuk PD’ye sahip KOS
(PD < 6) elde edilmigtir. Likorlere aktif karbon uygulanarak fenolik maddelerin ayriimasi
saglanmistir. Ultrafiltrasyon ile likordeki buytk molekil agirhkh KOS uzaklastiriimis, boylece
dusuk PD’ye sahip KOS’un orani artiriimistir. KOS’lar ¢alismada test edilien gida Uretim
kosullarina ve sindirim sitemi ortamina dayaniklilik géstermis ve yapisini biylk oranda
koruyabilmigtir. Bifidobacterium animalis subsp. lactis ve Bifidobacterium bifidum hem
otohidroliz ile elde edilen hem de enzimatik olarak ele edilen KOS Uzerinde gelisebilmiglerdir.
Enzimatik hidrolizat ile daha yuUksek bir gelisme gorulmustir. Proje kapsaminda yapilan
calismalar FK’nin prebiyotik olarak kullanilma potansiyeli olan KOS Uretimi i¢in uygun bir
hammadde oldugunu gdstermistir. Ksilan ile birlikte FK’nin selliloz, lignin, fenolik maddeler
gibi diger bilesenleri de biyorafineri yaklagsimiyla degerlendirilebilir, bdylece bu atik biyo-

temelli trlnlerin Uretimi agisindan strdtrilebilir bir hammadde olarak kabul edilebilir.

Anahtar kelimeler: findik atiklari; findik kabugu; ksilooligosakkarit; prebiyotikler; otohidroliz;

ksilanaz; ksilan



ABSTRACT

Hazelnut is among the main agricultural products in Turkey, which is the world leader in
hazelnut production. During agriculture and processing of hazelnut, several lignocellulosic
wastes are released, which are currently have no economic value. In this study, hazelnut
shell (HS), husk and pruning residues were characterized and the HS was selected for the
production of prebiotic xylooligosaccharides (XOS), which was the target product of the
study. Xylan, which is the hemicellulosic polysaccharide in HS, was hydrolyzed using
autohydrolysis treatment. Autohydrolysis temperature and time had a profound effect on
xylan solubilization, XOS yield and degree of polymerization (DP) and the formation of
thermal degradation products. High molecular weight XOS, obtained under high XOS
yielding autohydrolysis condition, was hydrolyzed using xylanase in order to obtain low DP
XOS (DP < 6). Phenolics in the liquors were removed patrtially applying activated carbon.
High molecular weight XOS was removed using ultrafiltration, which increased the
percentage of low DP XOS. XOS were resistant to food production conditions tested as well
as to the digestive system conditions, so that, its structure was maintained. Bifidobacterium
animalis subsp. lactis and Bifodobcterium bifidum could grow in the basal medium containing
the XOS obtained using autohydrolysis or enzymatic hydrolysis. XOS from enzymatic
hydrolysis supported the growth more than the former. This study showed that HS can be
used as a feedstock for production of XOS with a prebiotic potential. The other constituents
of HS. such as cellulose, lignin, phenolics, as well as xylan, can be valorized, thus this waste

material can be considered as a sustainable feedstock for production of bio-based products.

Keywords: hazelnut wastes; hazelnut shell; xylooligosaccharide; prebiotics; autohydrolysis;

xylanase; xylan
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TUBITAK

1. GIRiS
Gunumuzde enerji kaynaklarinin ve hammaddelerin kullaniminda daha bilingli ve sorumlu
davranmak gerektigi ortaya ¢ikmis durumdadir. Dinya ¢apinda ana enerji kaynaklari petrol,
komur ve dogalgaz gibi yenilenemeyecek kaynaklardir. Yine birgok kimyasal madde petrol
rafinerisi ara Urunlerinden elde edilmektedir. Surdurdilebilir kimyasal, materyal ve eneriji
uretim sirecleri gelistiriimesi ve yenilenebilir kaynaklarin kullanimi bir zorunluluk haline
gelmistir. Nitekim bunu saglamak igin ¢esitli sosyal, ekonomik ve politik adimlar atilmaktadir.
Ornegin; dinya lkeleri karbon salinimhlarini azaltmak igin protokoller (izerinde anlasmakta
ve cesitli tedbirler almaktadir. Guines ve riizgar gibi dogal ve surdurilebilir enerji
kaynaklarinin kullanimi hizla artmaktadir. Enerji kaynagi olarak bitkilerin kullaniimasi da
giindemdedir. Ozellikle ekonomik degeri olmadigindan ¢ogunlukla yakilan lignoselilozik
tarimsal atiklarin degerlendiriimesine yonelik artan bir egilim vardir. Bu baglamda, bitkisel
yadlarin biyodizele, polisakkaritlerin ise biyoetanol veya biyobltanol gibi yakitlara
donusturulebilmesi ve geleneksel yakitlarin yerini alabilmesi mumkan goralmektedir. Misir
gibi nisasta kaynaklari biyoetanol tretiminde ¢okca kullaniimis olsa da lignoselllozik yapida
olan tarimsal atiklarin yapisindaki seliilozun ve kismen hemiselllozun kullaniimasi daha
onemlidir. Misir ve benzeri Grunler ayni zamanda gida maddesi de oldugundan biyo-yakit
uretiminde kullaniimalari s6z konusu drinlerin gida amacli ekimini azaltmakta ve fiyatini
yukseltmektedir. Atik bitki biyokutlesini biyo-yakit Gretimine uygun hale getirmek igin
uygulanan igslemler surecin maliyetini artirdigi igin biyo-yakit Uretimi ekonomik olarak uygun
olamamaktadir. Bu olumsuz durumu gidermenin en 6nemli yolu atikta bulunan ve katma
degder yaratacak bilesenlerin hepsinin kullaniimasidir. Bitki biyokutlesinin blyuk ¢ogunlugunu
olusturan sellloz, hemiseliloz, lignin ve ayrica proteinler, fenolik maddeler, yaglar gibi diger

bilesenler geri kazanilarak ekonomik degeri yuksek biyo-temelli trlnlere donugturalebilirler.

Tarnim Turkiye’nin énemli bir sanayisidir ve buyuk alanlarda ¢ok gesitli tarimsal trlnlerin
uretimi yapilmaktadir. Tarimsal Uretimi ve UrUnlerin islenmesi sirasinda sap, saman, yaprak,
kabuk, kepek, kavuz, cekirdek, budama atiklari, kispe gibi birgok yan urin ve atik aciga
cikmaktadir. Bunlar ya tamamen degersiz olarak gorulerek bertaraf edilmekte, yakacak
olarak kullanmakta ya da glibre amacli kompost Uretimi gibi ekonomik getirisi yuksek
olmayan sekillerde degerlendiriimektedir. Bu atiklarin katma degeri yuksek urtnlere
dénusturdlmesinin Ulke ekonomisine ve tarimla ugrasan kesime ekonomik fayda saglayacagi
aciktir. Turkiye’de bu zenginligin kullaniimasiyla biyo-temelli Grnler i¢in bir sanayi olusmasi
muimkindir. Bu sebeplerle Glkemizde ¢okga bulunan atiklarin potansiyelinin ortaya
¢ikariimasina yonelik ¢alismalarin dnemi buyuktir. Findik tarimi ve islenmesi sirasinda da
cesitli lignoselulozik atiklar ortaya ¢gikmaktadir. Findik Gretiminde dunya lideri olan Turkiye'de

blylk hacimde Uretim vardir; dolayisiyla atik miktari da fazladir. Bu sebeple findik atiklarinin
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karakterize edilerek potansiyelinin ortaya konmasi ve ¢esitli Grlnlere dénusturilmesine

yonelik galismalarin artmasinin dnemi buyuktar.

insan saghg Gizerindeki olumlu etkileri sebebiyle zenginlestirilmis fonksiyonel gidalara olan
ihtiyag ve ilgi artmaktadir. Saglkli ve fonksiyonel gidalarin ucuz ve surdurulebilir olarak
Uretilmesi ve genis kitlelere ulastiriimasi giinimuzin énemli sorunlari arasindadir. Frukto-
oligosakkaritler, galakto-oligosakkaritler ve ksilooligosakkaritler (KOS) prebiyotik 6zellik
goOsterirler ve bitkisel kaynaklardan elde edilirler. Prebiyotik 6zellikli katki maddeleri
ulkemizde Uretiimediginden, bu Urlnler ithal edilmektedir. Dolayisiyla prebiyotik trtinlerin
uretimi icin Ulkemizde yaygin olarak ulasilabilecek bir atigin kullaniimasinin ve uygulanabilir

bir sureg gelistiriimesinin bayuk bir ekonomik deger tasiyacagi aciktir.

Biyoaktivite gosteren bilesiklerin dogal kaynaklardan ekonomik bir stre¢ kullanilarak elde
edilmesiyle ilgili yuruttlen ¢ok sayida calisma nedeniyle yakin bir gelecekte bunlarin gida
formulasyonlarinda katki maddesi olarak kullaniimasinin oldukg¢a yayginlasmasi
beklenmektedir. Tarim ve gida sanayileri atiklarinin hammadde olarak kullaniimasi ve
gelistirilecek gevre dostu suregler prebiyotik Urlnlerin Gretiminin ekonomik ve strdurulebilir
olmasini saglayabilir. Bu projedeki calismalarimiz Turkiye’de bol bulunan findik Gretim
atiklarindan katma degeri ylksek prebiyotik oligosakkaritlerin elde edilmesi igin slrecler
gelistiriimesiyle ilgili olup, findik atiklarindan prebiyotik olarak kullaniima potansiyeli olan

KOS uretimi konusunda gergeklestirilen ilk calismadir.

2. LITERATUR OZETIi
2.1 Lignoselilozik biyokutle

Lignoselllozik biyokutle seluloz, hemiseliloz ve ligninden olusan karmasik bir yapidir. Atik
biyokutlenin kullaniminin ekonomik olarak uygun hale gelmesi igin biyokutlenin tim
kisimlarinin kullaniimasi gerekir. Biyorafinerilerin ana amaci bunu saglamak ve gevre dostu
ve uygun maliyetli teknolojiler kullanarak biyo-enerji ve biyo-temelli Griinlerin kullanimini
arttirmaktir. Bu sebepten biyorafineri yaklagimi, seltilozun degerlendirilmesi yaninda
hemiselllozu ksilan ya da furan Urtnlerine donustirmeyi ve lignini degerli kimyasallara
dénusturmeyi hedef almalidir (Sarkar vd., 2012). Lignoselilozik biyokdutleler endustriyel ve
tanimsal artik maddeler gibi ucuz kaynaklardan elde edilebilirler. Misir sapi, seker pancari
kUspesi, celtik ve bugday saplari en ¢ok rastlanan lignoseltlozik hammaddelerdir.
Lignoselllozik maddelerin degerlendiriimesi icin en yaygin yol biyoetanol Gretimi olmustur.
Lignosellloz temelli etanol Gretimi dért ana adimdan meydana gelir: (i) delignifikasyon ve

selulozun direngliligini azaltmak i¢in 6nislemlerin uygulanmasi, (i) seltloz ve hemiseltulozun



hidrolizi sonucu fermente edilebilen glikoz, ksiloz, arabinoz, galaktoz, mannoz gibi sekerlerin
aciga cikmasi; (iii) fermantasyon ile etanol uretimi; (iv) distilasyon (Limayem ve Ricke, 2012;
Sarkar vd., 2012). Fermantasyon icin kullanilan maya veya bakteriler basta glikoz olmak
lizere heksozlari etkin bigimde kullanabilirler. Ote yandan hemiseliilozik karbonhidratlar ve
lignin kullaniimadan kalir. Biyorafineri yaklasimi bunlarin da degerlendiriimesini saglayarak
biyo-yakit veya diger fermentatif Gretimlerin ekonomik olarak uygulanabilir olmasini

saglayabilir.

Seliiloz: Lignoselllozik biyokitlenin ana bileseni selllozdur. Bu dogrusal glukan polimerinde
molekdl i¢i ve molekiller arasi bir¢cok hidrojen bagi bulunur ki bunlar glikozlari sikica baglar.
Dunyadaki organik karbonun yarisi selliloz formundadir, bu da selllozun yakit ve degerli

kimyasallara donustiridlmesinin ne kadar énemli oldugunu gosterir (Isikgor ve Becer, 2015)

Hemiseliiloz: Lignoselulozik biyokltlelerde selllozdan sonra en ¢ok bulunan ikinci bitki
polisakkariti hemiselllozlardir. Bunlar, polimerlesme derecesi (PD) 80-200 arasinda olan
dusuk molekul agirhkh dalli polimerlerdir (Peng vd., 2012). Karmasik yapilarinda farkli
bitkilerde farkli miktarlarda olmak Uzere ksiloz, glikoz, mannoz, galaktoz, ramnoz, glukuronik
asit, galakturonik asit bulunur. Hemiselllozun yapisi bitkiden bitkiye degistigi gibi, bitkinin
sap, dal, kok, kabuk gibi farkli bélimlerinde de farklilik gdsterebilir. Ksilan bitki hiicre
duvarindaki hemiselllozlarda en ¢ok rastlanan polisakkarittir. Bitkideki oranlari %30’un
Ustline kadar ¢ikabilir (Sun vd., 2004). Diger hemiselllozlar arabinoksilan, ksiloglukan,
mannan ve glikoomannanlardir (Peng vd., 2012). Hemisellloz ana zinciri B-(1—4) baglariyla
bagl ksiloz, mannoz veya glikoz ihtiva eder. Hemiselllozlar biyokitleden sivi sicak su, alkali,
alkali peroksit, dimetil silfoksit, buhar patlatma, mikrodalga, ultrason gibi uygulamalarla
Ozutlenebilir; ancak hemiselllozun ticari Uretimi ve kullanimi igin bu uygulamalarin

gelistiriimesi gerektigi bildiriimistir (Celebioglu vd., 2012; Peng vd., 2012).

Sekil 2.1’de hemiselllozlardan elde edilebilecek potansiyel kimyasallar gosterilmektedir.
Hemiselulozlar hidrolize edilerek KOS gibi oligomerler, monemerik pentozlar (ksiloz ve
arabinoz) ve heksozlar (glikoz, galaktoz ve mannoz) elde edilebilirken, furfural, 5-
hidroksimetilfurfural (HMF), levulinik asit, ksilitol, etanol gibi degerli kimyasallara dénugmesi
de saglanabilir. Hemiselulozlar polimer halinde de énemli kullanim alanlarina sahiptir. Jel ve
film olusturma, biyo-uyumluluk, biyolojik olarak bozunabilme gibi 6zellikleri sayesinde gida
paketleme, ila¢ Uretimi, hiicre terapisi, enkapsulasyon ve emdlsifikasyon gibi uygulamalarda

kullanilma potansiyeline sahiptirler (Celebioglu vd., 2012).



— Hemisellloz turevleri (Biyopolimerler)

Glikoz
— Heksoz Mannoz —> 5-Hidroksimetil furfural —> Leviilinik asit

Galaktoz
Hemiseliloz —— \L

Ksiloz
— Pentoz —> Furfural —>> Formik asit
Arabinoz

— Ksilo-oligosakkaritter —=>  Ksiloz—> Ksilitol, 2,3-Butanediol, Etanol

Sekil 2.1. Hemiselulozlardan elde edilebilecek trunler (Kaynak: Peng vd., 2012).

Lignin: Aromatik ve sert bir biyopolimer olan lignin yaklagik 10 kDa molekul agirhigina sahiptir
ve seliiloz ve hemiseliiloza kovalent bagla sikica bagl durumdadir (Sarkar vd., 2012). Ug
boyutlu fenolik bir polimer olan lignin t¢ tane monoliignol olan p-koumaril, koniferil ve sinapil
alkolden olusur. Karmasik izolasyon, karakterizasyon ve analiz yontemleri sebebiyle diger
karbonhidratlar gibi net tanimlanmis bir bilesik olarak degil, dogal fenolik polimer sinifi olarak
tanimlanir (Ghaffar ve Fan, 2014). Tarimsal atiklar en dusuk (3-15%), kozalakli agag
kabuklari ise en ylUksek (30-60%) lignin iceren lignoselllozik maddelerdendir. Yapi
malzemesi ya da dogal antioksidan olarak kullanimina olan ilgi artmaktadir (Ghaffar ve Fan,
2014).

2.2 Findik atiklan

Tarkiye yillik 550.000 ton kabuklu findik Gretimiyle (2009-2013 arasi yillarin ortalamasi)
dinyanin en buyik findik dreticisidir ve bu rakam dtinyanin toplam Uretiminin %65’i kadardir
(FAO 2017). Tirkiye'yi sirasiyla italya, Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Azerbaycan,
Giircistan, Cin, iran ve ispanya takip etmektedir (Sekil 2.2). Bu (iretim rakamlari lilkemizde
findik yetistiriciligi ve islenmesinden ortaya ¢ikan findik kabugu (FK), findik ztrufu (FZ)
(kabuklu findigi iginde barindiran yesil yapraksi kabuk), i¢ findik zari, yaprak, findik agaci
budama atiklari (FBA) ile yag Uretiminden kaynaklanan findik kiispesinin hammadde olarak
ne kadar dnemli oldugunu acik¢a ortaya koymaktadir (Sekil 2.3). Halen, findik agaci
kabuklari ve FBA yakit olarak kullanilirken, FZ hasattan sonra gubre olarak toprakta birakilr
ya da yakilir (Copur vd., 2008). Findik kuspesi ise az miktarda da olsa hayvan yemi
dretiminde kullaniimaktadir. Kabuklu findik dGretiminden Grtin agiriginin %70’i kadar FK, 2,7
kati kadar FBA acida ¢iktigi bildirilmistir (Alkaya vd., 2010). Bu kadar blyuk miktardaki
lignoselllozik maddenin dusuk degerli uygulamalar yerine degerli rtiinlere donusturtilmesinin

ulkemiz ekonomisi ve gevresel agidan 6nemli oldugu aciktir. Dolayisiyla bu konuda,
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¢ogunlugu Ulkemizde olmak Uzere, gesitli galismalar yapilmistir. Bu galismalar genel olarak
FK’'da antioksidan 6zellik tasiyan fenolik maddelerin karakterize edilmesi ve 6zutlenmesi ile
lignoseltilozik icerigin etanol Uretiminde kullaniimasi konularinda olmustur. Buna karsin
simdiye kadar literatlrde FK, FZ veya FBA’'dan prebiyotik 6zellik gésteren oligomerler
uretilmesi konusunda bir galigmaya rastlanmamigstir. Sadece Montella vd. (2013a) ve
Montella vd. (2013b) galismalarinda findik i¢ zarini kullanmislar ve bu bilegsenden polifenoliin
yaninda diyet lifi de 6zUtlemislerdir. Elde ettikleri oligosakkaritlerin galakto-oligosakkarit ve

ksiloglukan yapida oldugunu géstermislerdir.

2,87% 2 26% [‘ 2,39%/— 1,86%
3,45%
3,72% m Tirkiye
m italya
m ABD

68,62% m  Azerbaycan
B Gurcistan
E Cin

iran

ispanya

Sekil 2.2. Findik Ureten ulkeler ve Uretim miktarlarinin toplam tretime orani (%). (FAO 2017)

Kabuk Zfa\rll findik igi

Zarsiz findik ici Ziruf Findik yapragi

Sekil 2.3. Findik ve bazi findik atiklari (Kaynak: Shahidi vd., 2007).



LiteratUr incelendigi zaman findik atiklarindan elde edilebilecek en muhtemel Urinlerden
birisinin fenolik madde 6zutleri olarak dusunuldugu gérulmektedir. Findik ve bazi atiklarinin
yuksek antioksidan aktivite gosterdigi bilinmektedir. Shahidi vd. (2007) findik yan artnlerinin
Ozutlerinin findik gekirdeginden daha yuksek antioksidan aktiviteye sahip oldugunu
bulmuslardir. Findigin zar kismi en yiksek toplam fenolik madde icerigini gosterirken (577,7
mg katesin esdegerleri/g etanolik 6zut), i¢c findik en dusuk degeri (13,7 mg katesin
esdegerleri/etanolik 6z0t) gdstermistir (Shahidi vd., 2007). Dider bir calismada en ylksek
toplam antioksidan aktiviteyi findik agaci yapraklari gésterirken (148 umol troloks esdegeri/g
etanolik 6zut), en dusuk aktiviteyi i¢ findik (29 umol traloks esdegeri/g etanolik 6zUt)
goOstermistir (Alasalvar vd., 2008). Yine Alasalvar vd. (2006) FZ'nin, i¢ findiktan daha fazla
antioksidan ve radikal tutucu aktivite gésterdigini bulmuslardir. i¢ findik ve yan Griinlerinin
etanolik 6zutlerinde, bir hidroksibenzoik asit (gallik asit) ve dort hidroksisinnamik asit (kafeik,
p-kumarik, ferulik ve sinapik asit) tanimlanmistir. Findik, fenolik asitlerin yaninda siyanidin
antosiyanidini ve (-)-epikatesin, (-)-epigallokatesin, (-)-epigallokatesin 3-gallat, (+)-katesin
flavonol-3-ollerini de icermektedir (Alasalvar vd., 2008). Contini vd. (2008) findik kabugundan
ve zarindan elde edilen dogal antioksidanlari 6lgmus ve zardan elde edilen 6zUtlerin ayni
derisimlerde bditillenmis hidroksianisol, bitillenmis hidroksitoluen, troloks, a-tekoferol sentetik
antioksidanlarina benzer olarak en ylksek antioksidan aktiviteyi gosterdiklerini bulmustur.
ABD’de yetisen findiklarin kabuklarinin da potansiyel dogal antioksidan kaynagi oldugu
gOsterilmistir (Xu vd., 2012).

Onceki galismalarda findik kabugunda yaklagik %25-27 seliiloz, % 25-30 hemiseliiloz ve %
41-43 lignin oldugu rapor edilmistir (Cimino vd., 2000; Demirbas, 2006; Demirbas, 2008;
Arslan ve Eken-Saracoglu, 2010). Copur vd. (2013) FZ'de %24,2 sellloz, %20 hemisellloz
ve %39 lignin tespit etmislerdir (Copur vd., 2013). Bu atiklarin etanol dretiminde kullaniimasi
degerlendirilmigtir: Arslan ve Ekin-Saragoglu (2010) findik kabugunu dogrudan seyreltik asit
ile muamele ettiklerinde indirgen sekerle birlikte etanol Uretici organizma igin toksik olan
furfural olustugunu gérmuslerdir. Dolayisiyla asit hidrolizi dncesi delignifikasyon sonrasinda
sureglerine toksin ayirma basamagi da eklemisler, Pichia stipitis kullanilan fermantasyon ile
16,79 g/L etanol Uretmislerdir. Diger bir galismada, FZ'den etanol Uretmek igin bu atik 6nce
%4 NaBH;, ile delignifikasyona ugratilmig, sonra %2 NaOH ile ksilan ayrilmig, son olarak
kalan seliloz enzimatik hidrolize tabi tutulmustur. Bu hidrolizatin fermantasyonu ile 52,6 g
etanol/kg FZ elde edilmigtir (Copur vd., 2013).

2.3 Prebiyotik oligosakkaritler

Lignoselllozik maddelerden elde edilebilecek degerli urlnler arasinda hemiselulozik

oligomerler vardir. Gida, yem, ila¢ gibi endustrilerde kullanim alani bulan bu fonksiyonel



oligomerlerin Uretimine ilgi bayuktir. Frukto-, galakto-, ksilo-oligosakkaritler gibi oligomerler
prebiyotik 6zellik gosterir. Bazi oligosakkaritler fonksiyonel gida tretiminde kullaniimaktadir.
icecekler (meyve suyu, kahve, cay, gazl icecekler, alkollii igecekler) probiyotik yogurtlar ve
diger sut drunleri (fermente Urlnler, sut tozu, dondurma), gibi birgok trlinde prebiyotik
oligosakkaritler kullanilabilmektedir (Mussatto ve Mancilha, 2007). Ulkemizde de prebiyotik
katkili sut Urdnleri ve ekmek gibi Grunler marketlerde bulunmaktadir. Prebiyotikler ayrica tek

baslarina veya probiyotiklerle birlikte karigim olarak (simbiyotik tGrin) da bulunabilmektedir.

Prebiyotikler secimli olarak fermente edilerek mide-bagirsak mikrobiyotasinin bilesimini
velveya aktivitesinde belli degisikliklere neden olan ve konakg¢inin sagligina olumlu katkilar
saglayan maddelerdir (Gibson vd., 2004). Prebiyotikler insanlar tarafindan sindirilemez ve
gastrointestinal mikrofloradaki yararl bakteriler tarafindan fermente edilerek bunlarin
c¢ogalmalarini saglarlar. Prebiyotik alimi badirsaklardaki Bifidobacterium ve/veya
Lactobacillus tirlerinin miktarini artirir. Prebiyotiklerin kolon bakterileri tarafindan
sindiriimesiyle kisa zincirli yag asitleri (asetat, propiyonat, butirat) ve laktat Uretilir. Boylece
zararl bakterileri baskilayarak sindirim sistemi iltihaplarinda azalma, daha iyi mineral
absorbsiyonu ve kolon kanserini baskilanma gibi olumlu sonugclar ortaya ¢ikar (Broekaert vd.,
2011). Bir maddenin istenilen 6zellikli kolon bakterilerinin gogalmalarini saglarken diger
bakteriler tarafindan kullaniimamasi prebiyotik 6zellik gdstermesini saglar. Ayrica prebiyotik
maddenin gida uretimi sirasindaki (dusuk pH, yuksek sicaklik vb.) ve sindirim sistemindeki
(disik pH, enzimler vb.) kosullara dayanikli olmasi gerekir (Huebner vd., 2007; Huebner vd.,
2008; Charalampopoulos ve Rastall, 2012). Bu sebeplerden prebiyotikler tretim ve sindirim

kosullarinda test edilmelidir.

Prebiyotikler arasinda market lideri frukto-oligosakkaritlerdir. Ancak KOS’un bilinen
prebiyotiklerden daha iyi 6zellik gosterdigi distnilmektedir (Otieno ve Ahring, 2012). KOS
genis bir pH araliginda (2,5-8,0) stabil olmasi ve ylksek sicakliga (100°C) dayanikh olmasi,
ayrica toksik olmamasi, dustk dozlarda etkili olmasi gibi sebeplerle teknolojik agidan da
avantajlidir (Vazquez vd., 2000). in vitro ¢alismalar géstermistir ki Bifidobacterium tiirleri de
dahil olmak uzere bagirsaktaki organizmalart KOS’u metabolize edebilmektedir (Makelainen
vd., 2009). Makelainen vd. (2010b) cesitli prebiyotikleri (ksilo-, galakto- ve frukto-
oligosakkaritler, polidekstroz, laktitol, gentabiyoz ve pullulan) probiyotikler (Bifidobacterium
ve Lactobacillus tirleri) ve sindirim sistemi patojenleri Gzerinde denemislerdir. KOS 6zellikle
B. lactis tarafindan kullaniimig, frukto- ve galakto-oligosakkaritlerin aksine patojen bakteriler
tarafindan kullaniimamigtir. Bu 6zelligiyle KOS yaygin bir probiyotik olan B. lactis ile birlikte
simbiyotik bir Grin hazirlamak igin cok uygundur. Bu urun kolon mikrobiyotasinda bahsedilen

probiyotigin baskin hale gelmesini saglayabilir. Diger prebiyotikler icin de gecerli oldugu gibi



KOS’un da molekul agirhgi prebiyotik aktivitesinde 6nemlidir (Carvalho vd., 2013). Celtik
kavuzunun hidrolizi ile elde edilen dort ya da daha az monomere sahip KOS’'un
bifidobakterlerin gogalmasini sagladigi bildirilmigtir (Gullon vd., 2008). Atmis bes yas Ustu
denekler Gzerinde yapilan bir calismada G¢ hafta boyunca ginde 4 g KOS verilen deneklerin
digkisinda bifidobakter sayisi ve nem oraninin arttigi, pH’nin dasttigu (kontrol grubuna gére)

ve olumsuz bir saglik etkisine rastlanmadigi gorilmustur (Chung vd., 2007).

KOS lignoselulozik hemiselllozun seyreltik asit ile hidrolizi, alkali ile 6zitlenmesi veya
dogrudan enzimatik hidrolizi ile Uretilebildigi gibi buhar ya da sivi sicak su (otohidroliz) gibi
hidrotermal islemler uygulanarak da elde edilebilir (Aachary ve Prapulla, 2011). Alkali ile
ozutlemede ksilan KOH ya da NaOH ile biyokitleden ayrilir. Daha sonra ksilan, endo-
ksilanaz aktivitesi yliksek olan enzimlerle oligosakkaritlere hidroliz edilir (Akpinar vd., 2007).
Onislem olmadan dogrudan enzim uygulamasina uygun Uriinler ise fazla degildir (Aachary ve
Prapulla, 2011). Alkali ile 6zutlenmis ksilandan kontrolll asit hidrolizi ile de KOS elde
edilebilir (Akpinar vd., 2010a). Yuksek sicakliklarda (>140 °C) seyreltik asit kullanarak
ksilanin oligo ve monomerlerine hidroliz olmasi da mimkuinduar (Kumar ve Wyman, 2008).
Asit veya alkali gibi kimyasallar kullaniimasi bu yontemlerin dezavantajlarini olusturur.
Otohidroliz uygulamasinda ise enzimler, 6zltleyici veya hidroliz edici kimyasallar veya

katalizorler kullaniimadan hemiselllozun oligosakkaritlere hidrolizi saglanir.
2.4 Otohidroliz ile KOS lretimi

Otohidroliz (sivi sicak su uygulamasi) hidrotermal bir islemdir. Bitki biyokUtlesi sadece suyla
karistirihp basingl reaktérde 160-240 °C’ye isitilir. Belirli bir sure istenilen sicaklikta
bekletilen reaktér daha sonra sogutulur ve otohidroliz likért bosaltilir. Bu kosullarda
hemisellloz hidroliz olur ve geriye kalan katidaki selliloz seliilozik enzimlerle hidroliz edilebilir
hale gelir (Hendriks ve Zeeman, 2009; Alvira vd., 2010). Bu sebeple biyoetanol dretimi
oncesi uygulanabilecek onislemler arasindadir. Otohidroliz sirasindaki yuksek sicaklik suyun
otoiyonizasyonuna ve hemisellloz zincirindeki asetil gruplarinin asetik aside déntisgmesine
sebep olur. Boylece ortamin asitligi artar, bu da hemiselulozun lignin ve selulozdan ayrilarak
parcalanmasina sebep olur (Aachary ve Prapulla, 2011; Otieno ve Ahring, 2012). Bu
Ozelligiyle otohidroliz, zeytin budama atiklari (Cara vd., 2012), bira atigi (Carvalheiro vd.,
2004), badem kabugu, Gzim posasi, kestane dikenli kabugu (Conde vd., 2011), misir sapi
(Egues vd., 2012, Buruiana vd, 2017), bugday sapl, aygicedi sap! (Akpinar vd., 2010b), fil otu
(Chen vd., 2016), arpa kavuzu (Garrote vd., 2008) ve piring kabugundan (Garrote vd., 2007)
KOS gibi hemiselllozik oligomerlerin Gretiminde kullaniimigtir. Atiklar farkl yapilarda oldugu
icin her bir atik igin sicaklik ve sure gibi reaksiyon kosullari optimize edilmelidir. Kosullar

siddetlendikge elde edilen hemiselllozun PD diser ancak ayni zamanda ksiloz gibi



monosakkaritler de olugmaya baglar. Ayrica monosakkaritlerin bozunmasi sonucu furfural
olusumu gézlenir (Aachary ve Prapulla, 2011). Bu bulgular oligomer veya bagka bir hedef
urin elde etmek icin reaksiyon kosullarinin incelenmesi gerektigini gostermektedir.
Uygulama farkl siddet faktort (severity factor) derecesinde denenmeli ve uygun kosullar

bulunmalidir.

Nabarlatz vd. (2005) badem kabugunu 150-190 °C’de otohidrolize ugratmiglar ve 150 °C ve
300 dak’da KOS verimi %42 iken, 190 °C ve 19 dak’da verim %63 olmustur. Ayni ¢alismada
arastirmacilar 179 °C ve 23 dak’da elde ettikleri otohidroliz likérini puskirtmeli kurutucuda
kurutarak %58,3’0 KOS olan bir Grtin elde etmiglerdir. Bu Uriin baglangigtaki kuru badem
kabugunun %24’G kadardir. Cara vd. (2012) zeytin budama atiklarini 170-230 °C’de 10 dak
muamele etmisler ve en yiksek KOS verimini (60 g/kg) 180 °C’de elde etmislerdir. Bu
c¢alismada yan drunlerin (furfural ve asetik asit) olusumu sicaklik arttikga artmis, ksiloz
olusumu ise 200 °C’ye kadar artmis, daha sonra azalmistir. Bira atigi tahillarin
otohidrolizinde en ylksek verim (baslangigtaki ksilanin %61’i kadar KOS) ise 190 °C’de 5
dak’ da elde edilmistir (Carvalheiro vd., 2004). Daha disuk sicaklikta ¢ézinen ksilan
miktarini yikseltmek icin sureyi uzatmak gerekmistir. Elde edilen KOS’un PD dagilimi
sicaklik ve slre ile degismistir. 2-3 polimerlesme dereceli KOS elde edilmesi i¢in en uygun
kosul 170 °C-60 dak olarak bulunmustur (Carvalheiro vd., 2004). Cok yeni bir calismada
biyoetanol dretimi 6éncesi 6nislem olarak kayin agacinin otohidroliz kosullari (130-220 °C; 15-
180 dak) ayrintili olarak incelenmistir (Nitsos vd.., 2013). Siddet derecesi (log R, (Ro=t
exp[(T-100)/14.75])) arttikga ¢dzlnen biyokitle ve hemiselllloz ayrica bozunma drUnleri
derisimi (furfural ve asetik asit) artarken, lignin ve selliloz az miktarda ¢ézUnmustir. log Ro
3,8-4,1 arasinda ksilan ¢d6zinarlGdu en Ust dizeye (yaklasik %60) ulasmistir. log Ro 4,3-4,7
arasinda ise ksiloz bozunma uranleri artmistir. Ksilan ¢6zunurlGgdundn arttigi log Ro
degderlerinde selulozun enzimatik hidrolizi de en yuksek seviyelere ¢cikmigtir (Nitsos vd.,
2013). Bu da uygun otohidroliz kogullarinin bulunmasi ile hem ksilan ¢ézunurliginin hem de
KOS miktarinin arttigini, ortamda kalan seltlozun ise ayrica biyoetanol Uretimi igin de
kullanilabilecegini gostermektedir. Otohidroliz reaksiyonu segici olarak gergeklesmediginden
hemisellloz hidrolizinin yaninda 6zutlenir diger maddeler, asitte ¢gozunur lignin ve proteinler
gibi diger bazi maddeler de acgiga ¢ikar (Garrote vd., 2007). KOS Uretiminde bu maddeler
otohidroliz likdru iginde kirlilik olarak goérulur ve membran filtrasyon veya organik ¢6zicu
Ozutlemesiyle ortamdan ayrilabilir. Literaturdeki galismalar gostermigtir ki otohidroliz,
lignoselulozik atiklarin bilegenlerine ayrilmasi igin uygun bir yontemdir. Bu islemle KOS gibi

degerli bir prebiyotigin dogrudan elde edilmesi mumkundur.



2.5 Enzimatik KOS iiretimi

KOS uretiminde kullanilacak diger bir ydontem olan enzimatik hidrolizin avantaji, yuksek
sicaklik ve basing kullaniimadigindan 6zel bir donanima ihtiya¢ duyulmamasidir. Ayrica
hidrotermal uygulamalarda ortaya ¢ikan istenmeyen yan Urlnler de enzimatik ydontemde
olusmaz. Ancak bu yontem alkali gibi kimyasallara ve nispeten pahall enzimlere ihtiyag
duyar. Alkali 6zutleme sonrasinda bulasi olarak kalan etanol ve pigmentlerin enzim faaliyetini
baskiladidi bildiriimistir (Shen vd., 2016). Bu sebepten kosullar incelenerek alkali ve enzim
miktari mimkin olan en az seviyeye indirilmelidir. Bu yontemde ksilan dnce lignoselilozik
agdan ayrilir, sonra ksilanaz enzimleriyle oligosakkaritlere parcalanir. Ksilan 6zttlemek igin
genellikle NaOH ve KOH gibi alkaliler kullanilir (Carvalho vd., 2013). Alkaliden énce veya
alkali uygulamasiyla ayni anda delignifikasyon da gerekebilir. Delignifikasyon sodyum
borohidrat, sodyum klorit, hidrojen peroksit veya perasetik asit kullanilarak saglanabilir
(Akpinar vd., 2007; Kumar vd., 2013). Daha sonra endo-ksilanaz aktivitesi ylksek, ekzo-
ksilanaz ve B-ksilosidaz aktivitesi distk enzimler kullanilarak ksilanin hidroliz edilir ve KOS

elde edilir.

Bu yontemle seker kamisi, misir kogani, pamuk ve aycicegi saplari, bugday samani gibi
lignoselllozik yan Urlnlerden oligosakkarit Gretimi gergeklestirilmistir (Akpinar vd., 2007;
Aachary ve Prapulla, 2009; Akpinar vd., 2010b; Carvalho vd., 2013; Ugkun Kiran vd., 2013).
Enzimatik hidroliz igin ticari enzimler kullanilabildigi gibi, ham enzimler de kullanilabilir.
Ornegin Bian vd. (2013) Pichia stipitis kullanarak Urettikleri ksilanazi seker kamisindan
oligosakkarit tretiminde kullanmiglardir. Aachary ve Prapulla (2009) Aspergillus oryzae
fermantasyon sivisini misir koganindan KOS Uretimi igin endo-ksilanaz kaynagi olarak
kullanmislardir. Alkalifilik B. halodurans ksilanazi serbest ve tutuklanmis halde misir kogani
ksilani Uzerinde denenmis ve enzimin tutuklanmis halde daha kisa zincirli oligomerler
(ksilobioz ve ksilotrioz) urettigi gérulmustur (Lin vd., 2011). Calismamizda benzer gekilde,

Auerobasidum pullulans ile Uretilmis ham ksilanaz KOS Uretimi icin kullanilmistir.

KOS gidalarda katki olarak veya gida destekleyicisi olarak dogudan kullanilacagi igin
safliginin ylksek olmasi, insana zarar verebilecek ya da kolon bakterilerinin bunlari
kullanmasini engelleyecek safzizliklar barindirmamasi gerekir. Otohidroliz likériinde ¢esitli
karbonhidrat bozunma Grtnleri (asetik asit furfural, hidroksi metil furfural, fumarik asit vb.),
monosakkaritler, enzimatik hidrolizatlarda ise proteinler, polisakkaritler yiksek miktarda
bulunabilir. Yiksek saflikta KOS Urunt elde etmek icin kullanilabilecek yontemler arasinda
santrifigasyon, filtreleme, membran filtrasyon, nanofiltrasyon, aktif karbona adsorpsiyon,
vakum buharlastirma, renk giderme, puskurtmeli kurutma gibi ydntemler sayilabilir (Otieno ve

Ahring, 2012). Ultrafiltrasyon son zamanlarda daha fazla ilgi cekmis ve cesitli calismalarda

10



KOS'u fraksiyonlarina ayirma veya saflastirma amaciyla kullaniimistir (Akpinar vd., 2007;
Akpinar vd., 2010a; Akpinar vd., 2010b; Zhao ve Dong, 2016).

3. GEREG VE YONTEM

Calismanin basinda findik atiklarinin lignoselilozik icerigi belirlenmistir. Daha sonra bu
atiklara otohidroliz ve enzimatik hidroliz uygulanmistir. Uygun olan atiklar kullanilarak KOS
Uretimini artiracak otohidroliz ve enzimatik hidroliz kosullari belirlenmistir. Hidrolizatlar
ultrafiltrasyondan gecirilerek kismi saflastirma calismalari yapiimistir. Elde edilen KOS’un

secilen bakterilerin gelismesine etkisi ve farkli kosullara dayanikhhidr 6lgiimustar.
Otohidrolizler iki, diger uygulamalar g tekrarli gergeklestirilmistir.

Projenin amag ve hedeflerine uygun olarak kullanilan yontemler asagida siralanmistir.
3.1 Atiklarin temini ve saklanmasi

Findik atiklari findik hasat ve islenme déneminde Giirsoy Tarimsal Uriinler Gida Sanayi ve
Ticaret A.S. (Ordu, Tarkiye) firmasindan temin edilmistir. FK, FZ ve FBA etlivde (Termal,
Tarkiye) 60 °C’de 24 sa kurutulduktan sonra tanecik boyutu 2 mm’den kii¢ik olacak sekilde
laboratuvar tipi bitki 6gutme degirmeninde (YUksel Kaya Makine, Tukiye) 6gutiimustur.

Ogutilen findik atiklari hava gegirmeyen paketlerde oda sicakhiginda saklanmistir.
3.2 Atiklarin karakterizasyonu

Kurutulmus ve 6gatilmuis findik atiklarinin nem, protein, 6zttlenen madde, kiil, yapisal

karbonhidrat, lignin, asetil gruplari ve tronik asit icerigi belirlenmistir.
3.2.1 Nem ve Protein tayini

Findik atiklarinin nem icerigi 105 °C’ de bir gece kurutularak, protein icerigi de Kjeldahl
yontemiyle (Gerhardt, Alimanya) (protein=6,25xN) belirlenmistir.

3.2.2 Oziitlenen madde miktari, kiil ve iironik asit analizi

Findik atiklarinin 6zitlenen madde miktari, atiklarin sirasiyla su ve etanolde (%96) Soxhlet
cihazinda 4 sa 6zutlenmesiyle elde edilmigstir. Kul miktart ASTM E1755-01 metoduyla
belirlenmistir. Uronik asit, spektrofotometrik olarak m-hidroksidifenil metodu ile (Melton ve
Smith, 2001) belirlenmistir.

3.2.3 Yapisal karbonhidrat analizi

Atiklarin sellloz, ksilan, arabinan, galaktan ve lignin icerigi NREL/TP-510-42618 ydntemiyle

belirlenmigtir (Sluiter vd., 2010). Alkolde ¢6ztunen maddeler ayrildiktan sonra iki asamali asit
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(agirhkga %72 ve %4 H>SO4) hidrolizi uygulanmistir. 0,3 g kuru ve 6gutulmus findik kabugu
3 mL %72 H,SO.iginde oda sicakliinda 60 dak bekletildikten sonra 84 mL su eklenerek asit
derigsimi %4 olacak sekilde seyreltilmistir. Seyreltiimis karigsim otoklavda, 121 °C’ de 60 dak
bekletilmistir. Bu karisim daha sonra filtreli porselen krozelerden vakum altinda stzilmus ve
kati ve sivi fazlar ayrilmigtir. Filtre Gzerinde kalan kati kisim 105 °C’ de bir gece
kurutulmustur. Filtre Gstinde kalan katinin agirhgi 6lgulmus ve kil miktari bu agirliktan
cikarilarak asit ile ¢ozinmeyen lignin (Klason lignin) hesaplanmigtir. Hidroliz sonrasi asit ile
¢odzinen lignin (ACL) spektrofotometrik yontemle bulunmustur. Sizulen sivinin absorbans

degeri 240 nm’de oélgtlmustir. Yizde ACL Denklem 1 kullanilarak hesaplanmistir.

UV 4ps x Filtrat hacmi x Seyreltme faktori
Denklem 1

%ACL =

€x Kuru Agirlik

UVass: 240 nm’deki absorbans degeri
Filtrat hacmi: Asit hidrolizi hacmi (87 mL)
€: Absorptivite degeri (L/g-cm)

Swvi faz, pH’si CaCOs; eklenerek 5-7 arasina yukseltildikten sonra 0,45 um gézenek capli
teflon (PTFE) membran filireden gecirilmis ve ylksek performansli sivi kromatografisi (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) cihazinda (Perkin Elmer, ABD) sivinin
monosakkarit analizi yapilmigtir. Hidroliz sirasinda monomerlere su baglandigi icin monomer
derisimleri anhidro duzeltme faktoru ile garpilmistir. Bu faktor pentozlar igin 0,88 (132/150),
heksozlar igin 0,90’dir (162/180).

3.3 Otohidroliz yoluyla KOS liretimi
3.3.1 Otohidroliz

Hidrotermal reaksiyon, 600 mL’lik paslanmaz ¢elik basingh reaktérde (Berghof, Aimanya)
gerceklestirilmistir. Kuru biyokutle (35 g) kati:sivi orani 1:10 olacak sekilde su ile karistirilmig
ve reaktdér kapagi kapatiimistir. Reaktér 1sitma mantosuna yerlestirilmis ve reaktor
karistiricisi dakikada 300 devirde surekli ¢alistirilmistir. Karigsim belirlenen sicakliga
ulastiktan sonra bu sicaklikta belirlenen sire bekletilmis, daha sonra reaktér sogutma
serpantininde dolastirilan su yardimiyla 60 °C’ye kadar sogutulmustur. Reaktorin kapagi
acildiktan sonra, reaktér tanki ¢ikariimig, sivi ve kati kisim énce tilbent yardimiyla stizilmus
sonra da filtre kdgidindan vakum filtrasyon yontemiyle stizllerek birbirinden ayrilmistir. Kalan
kati kisim su ile yikandiktan sonra 45 °C‘ de bir gece boyunca kurutulmus ve analizlere kadar
oda sicakliginda saklanmigtir. Otohidrolizden elde edilen likérler -20 °C’de muhafaza
edilmistir. Otohidroliz sonrasi elde edilen katilarin daha énceki bélimde anlatildigi gibi

yapisal karbonhidrat, kil ve nem tayinleri gerceklestiriimigstir.
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3.3.2 Otohidroliz kosullarinin incelenmesi

Sicaklik ve surenin etkisini birlikte incelemek amaciyla siddet faktoru (log Ro) hesaplanmigtir.

Siddet faktoru agagida belirtildigi gibi tanimlanmistir.
Ro = t. exp[(T-100)/14.75] Denklem 2

Burada t: slre (dak) ve T: sicakligi (°C ) ifade etmektedir. 100 °C kaynak sicaklik, 14,75 ise
reaksiyonun aktivasyon enerjisiyle ilgili deneysel bir degerdir. Siddet faktorinin
hesaplanmasinda isitma, reaksiyon sicaklijinda bekletme ve sogutma sireleri dikkate

alinmistir.

Oncelikle, FK, FZ ve FBA’ya 190 °C’ de 15 dak (1sitma ve sogutma igin gegen sureler harig)
otohidroliz uygulanmistir. Likérde ¢oziinen ksiloz, KOS ve katidaki selliloz, ksilan, galaktan,

Klason lignin, kil ve asetil gruplari miktari belirlenmistir.

Otohidroliz kogullarinin findik kabugundan KOS ve yan Grunlerin olusumuna etkisi, belirli
sicakliklarda (150-200 °C) ve belirli strelerde (0-45 dak) arastiriimigtir. KOS verimini en
yuksege cikaran siddet faktora belirlenmistir. Otohidroliz likériindeki monosakkaritler, KOS ve
asetik asit ile yliksek sicaklikta sekerlerin bozunmasi sonucu ortaya ¢ikan HMF ve furfural

derisimleri HPLC analizleri ile élgllmustdr.

Otohidroliz likorlerinin toplam oligosakkarit icerigi likorlerin NREL/TP-510-42623 metoduna
gbre 4% H,SO. ile at 121 °C’de 1 sa hidroliz edilmesiyle belirlenmistir. Likérdeki monomerik
seker derisimindeki artisin anhidro diizeltme faktérl ile garpilmasindan sonra toplam
oligosakkarit degeri hesaplanmistir. KOS’a bagli asetil gruplari da benzer sekilde asit

hidrolizi sonrasi asetik asit derisimindeki fark ile hesaplanmigtir.
3.4 Enzimatik KOS uretimi
3.4.1 Alkali 6ziitleme

Lignoselllozik biyokutledeki mum, klorofil ve diger 6zutlenebilir maddeler Soxhlet cihazinda
su ve etanol (%96) kullanilarak ayriimistir. Kati madde 60 °C’de sabit tartima gelene kadar

kurutulmustur.

Findik kabuguna alkali uygulamasinda farkh derisimlerde c¢esitli alkali gozeltiler oda
sicakhginda farkli sureler igin kullaniimigtir: % 10 KOH ve % 1 NaBH, ile 3 sa; %
5 NaOH ile 16 sa; % 10 NaOH ile 16 sa; ve % 24 KOH ve % 1 NaBH.ile 3 sa (Goksu vd.,
2007). Biyokutle kati:sivi orani 1:10 olacak sekilde alkali ¢ozeltisi ile karnigtirildiktan sonra
calkamali inkiibatérde dakikada 120 devir/dk’da karistirilarak bekletilmistir. islem sonrasinda
kati ve sivi kisimlar vakum filtrasyon ile ayrilmistir. Stzilen sivinin pH’si HCl ile 5’e

ayarlandiktan sonra ksilani ¢oktirmek icin iki hacim soguk etanol ilave edilmistir. 6000
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devir/dk’da, 10 dak boyunca 4 °C’de santrifij edildikten sonra ¢oken kati kisma 10 mL su
ilave edilmis ve 6zltlenen ksilan miktarinin hesaplanmasi i¢in % 4 H,SO. ile 121 °C’ de 1 sa
hidroliz uygulanmigtir. Coken katinin ksilan miktari hidroliz sonrasi agiga ¢ikan ksilozun

miktarinin HPLC ile élgllmesi ile hesaplanmistir.

Ksilanin ayrica FBA'dan da alkali 6zitlenmesi igin %1 ve %2 NaOH c¢dzeltileri de

kullaniimistir.
3.4.2 Enzimatik hidroliz

Hidroliz icin TUBITAK-TOVAG 1120521 numarali “Tarimsal yan Uriinler kullanilarak
Aureobasidium pullulans ile ksilanaz Uretimi i¢in biyoproses stratejilerinin gelistiriimesi”
baslikli proje kapsaminda Uretilen ksilanaz enzimi ve ticari ksilanaz enzimi (Accelerase XY,
Dupondt) kullanilmistir. Kullanilan tim enzimler igin ksilanaz aktivitesi TUBITAK-TOVAG

1120521 numarali projede olusturulmus yontemle belirlenmistir.
Ksilanaz aktivite tayini:

Ksilanaz aktivitesi DNS (dintirosalisilik asit) yontemi ile belirlenmistir (Bailey vd., 1992 &
Yegin vd., 2017). Substrat olarak kayin agacindan (beechwood) elde edilen ksilan
kullanilarak sitrat tamponu (50mM, pH 5,2) icerisinde % 0,5’ lik (w/v) ¢ozeltisi hazirlanmigtir.
900 pl substrat ve 100 pl enzim 6rnegi bir test tlipl icerisinde karistirilmis ve su banyosunda
50°C’ de, 5 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda karigim (izerine 1,5 mL DNS
¢cozeltisi ilave edilerek karistiriip kaynamakta olan su banyosunda 5 dakika bekletildikten
sonra 1 dakika soguk suda bekletilerek hizla sogutulmustur. Sonrasinda 6rneklerin 540
nm’deki absorbans degerleri spektorofotometre kullanilarak kaydedilmistir. S6z konusu her
bir drnege spesifik bir de kdér deneme yapilmigtir. Kor deneme igin enzim érnegi, DNS
¢ozeltisinin ilavesinden sonra eklenmis olup bunun disinda érnek i¢in uygulanan prosedur
ayni sekilde izlenmistir. S6z konusu enzim érnekleri 540 nm'de yaklasik 0,6-0,7 arasinda bir

absorbans verecek sekilde sitrat tamponu (50 mM, pH 5,2) kullanilarak seyreltilmislerdir.

Standart grafigin hazirlanmasi icin 2 mg/mL konsantrasyonunda stok ksiloz ¢dzeltisi sitrat
tamponu igerisinde (50 mM, pH 5,2) hazirlanmistir. S6z konusu stok ¢ozeltiden 0-75 pg
ksiloz iceren ¢dzeltiler seyreltme yoluyla elde edilerek érnek igin yukarida ifade edilen
prosedur izlenmis ve elde edilen absorbans degerleri ile standart grafik olusturulmustur.
Standart grafik kullanilarak enzim etkisi sonucu ortaya ¢ikan indirgen seker miktari serbest

ksiloz cinsinden bulunmustur.

Enzim aktivite birimi (U/ml); belirtilen kosullarda (50°C ve pH 5,2) bir dakikada 1 pmol ksiloza

esdeger gelen indirgen sekerleri serbest hale geciren enzim miktari olarak tanimlanmistir.
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Orneklere ait enzim aktivitesi asagida verilen Denklem 3 ile hesaplanmistir.

Aktivite (U/ml)= (X/150,13)*(1/5)*(1/0,1)*SF Denklem 3
X: ug ksiloz (Standartlar ile hazirlanan grafikten elde edilecektir)

SF: Seyreltme faktdru

Enzimatik hidroliz galismalarinin ilk asamasinda A. pullulans (AP) ksilanazi ile ticari ksilanaz
enzimi KOS Uretme etkinlikleri agisindan karsilastiriimistir. Bu amagla %2 substrat iceren 50
mM’lik sitrat tamponuna (A. pullulans ksilanazi i¢in pH 5,0 ve ticari ksilanaz i¢in pH 6,0) her 1
g KOS icin 30-500 Unite ksilanaz aktivitesi olacak sekilde enzim ¢ozeltisi eklenmistir. Toplam
5 mL reaksiyon hacminde calisiimistir. S6z konusu enzim-substrat karisimi her bir enzim igin
Onerilen en uygun sicaklikta su banyosunda inkibasyona birakilmistir. Karigimlardan belirli
araliklarla érnekler alindiktan sonra bes dakika kaynatilarak enzim faaliyeti durdurulmustur.
Alinan orneklerde aciga ¢ikan KOS ve ksiloz dogrudan, hidroliz olmadan kalan ksilan ise asit
hidrolizi sonrasinda HPLC kullanilarak tespit edilmistir. Farkli enzim miktarlari kullanarak
yapilan hidrolizlerin zamanla degisiminin ol¢iimesi ile KOS veriminin en ylksek oldugu
hidroliz sUresi ve enzim miktari belirlenmistir. Enzimatik hidroliz ¢alismalarinin sonraki
asamasinda ise farkli pH, sicaklik ve substrat derisiminin KOS verimi tGzerine etkisi

incelenmistir.
3.5 KOS saflastinimasi ve biyoaktivite testi
3.5.1 KOS’un saflastiriimasi

Basta fenolik maddeler olmak Uzere karbonhidrat olmayan maddelerin bir kisminin ayriimasi
icin otohidroliz sonucu elde edilen likdre agirlikga farkl oranlarda (%1, 2, 5 ve 10) toz halde
aktif karbon (Merck, Almanya) ilave edilmistir. Aktif karbon iceren likdr oda sicakhginda 1 sa
karistiriimig ve sirasiyla 6nce kaba filtre kagidi ve daha sonra 0.45 uym teflon (PTFE)
membran filtreden stztlmustur. Toplam KOS veriminin en yuksek oldugu otohidroliz
kosulundan elde edilen likére (190 °C’de 5 dak); ve otohidroliz sonrasi ksilanaz uygulanmis

likor aktif karbon ile muamele edilmistir.

Aktif karbon sonrasi elde edilen likorlerin bir kismi prebiyotik aktivite testleri icin liyofilize
edilirken, bir kismi da farkli molekil agirhgi sinirina (molecular weight cut-off) sahip
membran filtreler iceren ¢apraz akis ultrafiltrasyon sisteminden (Sartorius, Almanya)
gegirilmigtir. Oncelikle 10 kDa sinirh membran kullanilarak blyiik molekdllerin ayriimasi
saglanmigtir. 10 kDa’'dan gegen likdr 2 kDa sinirli membran filtreden stzilmagtir. Filtreden
suzme isleminin verimli bir sekilde gergeklestiriimesi icin sizlilmeden kalan sivinin hacmi 3

katina tamamlanarak sisteme tekrar beslenmistir. Bu islem 2 kez tekrarlandiktan sonra elde

15



edilen stzilmus fazlar birlestiriimigtir. Elde edilen érnekler analize kadar -20 °C’ de
saklanmistir. Her bir filtre icin son agsamada kalan sivi ve filtreden gegen toplam sivinin

ksiloz, toplam KOS ve PD 7’den klguk olan KOS’larinin analizi HPLC’de yapilmistir.
3.5.2 Gida iiretim kosullarinin etkisi

190 °C’de 5 dak’lik otohidrolizle Uretilen likor ve ksilanaz ile muamele edilmis likoér (190 °C’de
0 dak) agirlikca %1 aktif karbonda 1 sa bekletildikten sonra stzilmUs ve liyofiilize edilerek
stabilite testi icin kullanilmistir. Liyofilize likdrler oligomerlerin bozulmasina sebep olabilecek
dusuk pH ve yuksek sicaklik kosullarinda test edilmistir. Bunun igin Huebner vd. (2008)
tarafindan onerilmis yéntem kullanilmistir. Tampon ¢ozelti icinde ¢dzilmus KOS (agirlikga
%2) cesitli pH ve sicaklik degerlerinde tutulmustur. Muameleler sonunda her bir 6rnegin
ksiloz ve KOS degerleri HPLC ile ol¢tlmustir. Her islem dncesinde hazirlanan ¢ozeltilerden

ornekler alinmigtir.

Dusuk pH'nin etkisi: KOS pH'si 3, 4, 5, 6 olan 20 mM sitrat-fosfat tamponu iginde ¢ézinmus
ve oda sicakliinda 24 sa bekletildikten sonra farkli derisimlerde hazirlanmis NaOH

cozeltileri ile pH’si 7°ye cikariimistir. Ornekler analize kadar -20 °C’de saklanmistir.

Dusuk pH'da sicakhgin etkisi: Yuksek sicakligin farkhi pH kosullarinda prebiyotik stabilitesine
etkisini incelemek igin yukaridaki sekilde hazirlanan pH’si 3, 4, 5, 6 olan KOS ¢ozeltileri su
banyosu icinde 85 °C’de 30 dak bekletilmistir. islem sonunda pH’lari 7’ye yiikseltilen

¢ozeltiler analize kadar -20 °C’de saklanmistir.

Maillard tepkimesi kosullarinin etkisi: pH’si 7 olan 20 mM sitrat-fosfat tamponuna %2 KOS ve
%1 glisin eklenmistir. Bu ¢ozelti 85 °C’de 3 sa boyunca tutulmus ve her saat érnek alinmistir.
Maillard tepkimesi sonucu renk degisimi ¢dzeltinin 420 nm’deki absorbansi élgllerek
belirlenmigtir. Bunun icin referans olarak 85 °C’de 3 sa tutulmus %2 glikoz ve %1 glisin
iceren 20 mM sitrat-fosfat tamponu (pH 7) kullaniimigtir. Saat basi alinan érneklerin ylzde

esmerlesme dederi su sekilde hesaplanmistir:

Prebiyotikli ¢ozeltinin ABS. degeri
Yoy Lihiad 100 Denklem 4

Yizde esmerlesme = — ——— , —
Glikozlu ¢ozeltinin 3 sa sonraki ABS,, degeri

3.5.3 Sindirim sistemi kosullarinin etkisi

KOS 6ncelikle mide sivisinda test edilmesi amaciyla, % 0,3 pepsin igceren ve g/L olarak;
NaCl (8), KCI (0,2), Na:HPO4.2H-0 (8,25) NaH.PO4 (14,35), CaCl..2H.0 (0,1), MgCl,.6H.O
(0,18) bilesenlerinden olusan pH’s1 HCl ile 1’e ayarlanmig tampon ¢ozelti icine agirlikga % 1
olacak sekilde ilave edilmis ve bu karisim 37°C’de 4 sa inkibe edilmistir (Korakli vd., 2002;
Hongpattarakere vd., 2012). Bu kosullarda analiz igin érnek alindiktan sonra, bagirsak

sivisindaki test igin karisimin pH’si sodyum hidroksit ile 8'e ylkseltilmis ve icerisine % 0,1
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tripsin ilave edilmistir. 37°C’de 6 sa inkiibe edildikten sonra érnek alinmistir. inkiibasyonun
oncesinde ve sonunda alinan sivi rnekler HPLC ile analiz edilerek ksiloz ve KOS miktarlari

Olctimustar.
3.5.4 Prebiyotik aktivite testi

Farkl kosullarda elde edilmis KOS’un probiyotik bakterinin gelismesi Uzerine etkisini
incelemek icin Bifidobacterium animalis subsp. lactis NRRL-B41405, Bifidobacterium bifidum
NRRL-B41410, Bifidobacterium longum NRRL- B41409, Bifidobacterium infantis NRRL-
B41661 ve Bifidobacterium breve NRRL- B41408 segilmistir. Bu bakterilerin, KOS igeren sivi
ortamlarda anaerobik sartlarda gelismesi dlgilmuUstir. Prebiyotik testler icin kullanilan
probiyotik bakterilerin aktiflesmesi igin Reinforced Clostridial Medium (RCM) ve prebiyotik
aktivite testleri icin besiyeri olarak bazal ortam (Basal Medium) kullaniimistir. Reinforced
Clostridial Medium su bilesenlerden olusur (g/L): Maya 6ziti (13,0), pepton (10,0), glikoz
(5,0), ¢cozunur nisasta (1,0), NaCl (5,0), Na-asetat (3,0), sistein HCI (0,5), agar (0,5). Bazal
ortam su bilesenlerden olusur (g/L): pepton su (2) maya 6ziti (2), NaCl (0,1) K:HPO, (0,04),
KH2PO4 (0,04), MgSO4 7H20 (0,01), CaCl, 6H.0O (0,01), NaHCOs (0,2), Tween 80 (2 pl),
sistein HCI (0,5), safra tuzu (0,5), resazurin (0,001), hemin (0,05), vitamin K; (10 pl).

RCM ve Basal Medium hazirlanmasinda, Hungate yontemi uygulanmigtir. Besiyeri
kaynatilarak ve ayni zamanda karistirilarak O, uzaklastirilmig, indirgeyici madde olarak
sistein HCI eklenmis ve gaz akisi altinda hungate tlplerine doldurulmus, septumlar sikica
kapatilarak 121 °C’de 15 dakika otoklav ile sterilizasyon iglemi yapilmistir. Kullanilan gaz, %
85 N2, % 10 CO,, ve % 5 H,'den olugsmaktadir. Sicakliktan etkilenen kimyasallar sterilizasyon

sonrasi eklenmigtir. Boylece bakterilerin gelismesi icin anaerob sartlar saglanmistir.

KOS veya glikozun %10’luk sulu ¢ozeltisi hazirlanmig ve bunlar 0,22 pym’lik membran filtreler
kullanilarak steril edilmistir. Karbonhidratlar daha sonra derisimleri %1 olacak sekilde, steril
siringa kullanilarak bazal ortam igeren tiiplere eklenmistir. RCM ‘de 24 sa stiresince
aktiflestirilmis olan kulturler %1 oraninda bazal ortama eklenerek inokulasyon
gercgeklestirilmistir. TUpler 37 °C ‘de 24 sa inkubasyona birakilmistir. Baslangigta ve 24.
saatte olmak (izere iki kez 6rnek alinmistir. Ornek alma iglemi steril siringa ile septum
uzerinden yapilmigtir. Ortamlarin absorbans degerleri spektrofotometrede 600 nm’de
Olgulmustur. 24. sa ile baglangi¢ absorbanslari arasindaki fark organizmanin o ortamdaki

gelisme miktari olarak kullaniimistir.

Prebiyotik skor hesaplamak igin Escherichia coli kullaniimigtir. Aktiflesmesi igin Triptik soya
besiyeri (TSB) kullaniimigtir. TSB ortami su bilesenlerden olugur (g/L): Kazein peptonu
(17.0), soya peptonu (3.0), glikoz (2.5), NaCl (5.0), K;HPO4 (2.5). Aktif kiltlr % 1 glikoz veya
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KOS igeren Basal Medium ortamina % 1 oraninda aktirilarak 37 °C ‘de 24 sa inklbasyona
birakilmistir. Gelisme yukaridaki gibi élcuimustir. Aktiflestirmesi ve prebiyotik testler E. coli

icin atmosferik (aerobik) kosullarda gergeklestirilmistir.

En uygun kosullarda elde edilmis KOS ve glikozun Uzerinde gelismesi 6l¢llen, probiyotik
bakterileriler ve enterik bakteri E. coli'nin bilgileri kullanilarak “prebiyotik aktivite skoru” (PAS)

hesaplanmistir.
3.6 Analitik yontemler

Sivi 6rneklerdeki monosakkarit, oligosakkarit, asetik asit ve diger seker bozunma
artnlerinden furfural, HMF ve formik asit derisimleri HPLC kullanilarak élgtlmustir. Batin
ornekler analiz 6ncesi 0.45 ym goézenek ¢apli teflon (PTFE) membran filtreden gecirilmis ve

eger gerekiyorsa kullanilan akiskan faz ile seyreltilmistir.
3.6.1 Monosakkarit analizi

Otohidroliz ve enzimatik hidroliz érneklerinde olusan monosakkaritler, yapisal karbonhidrat
tayininde iki agsamali asit hidrolizi sonrasi aciga ¢ikan monosakkaritler ve toplam KOS tayini
icin yapilan tek asamali asit hidrolizi sonrasi agiga ¢ikan monosakkaritler tayin edilmistir.
Monosakkaritlerin derisimleri HPLC - kirilma indisi (refractive index (RI)) detektor sistemi
(Perkin Elmer, ABD) ile dlgtlmustur. Glikoz, ksiloz, galaktoz ve arabinoz derisimleri kursun
iyonik formlu kolon olan Rezex RPM-Monosakkarit kolonu (Phenomenex, ABD) ile 80 °C ‘de
RI detektdorde analiz edilmistir. Akiskan faz olarak akis hizi 0,6 mL/dak olacak sekilde su
kullaniimistir. Orneklerdeki iyon yogunlugu sebebiyle kolon éncesi “kiilden arindirma
koruyucu kolonu” (Bio-rad, ABD) kullaniimistir. Koruyucu kolondaki H* ve CO32 formundaki
kartuslar drnekteki katyon ve anyonlari tutarak, kromatogramlardaki taban hatti kaymalarini

Onlemigtir.
3.6.2 Oligosakkaritlerin polimerlesme derecesinin belirlenmesi

Oligosakkaritlerin polimerizasyon derecesi (2-6) ayni sistemde kulden arindirma koruyucu
kolonu ile Aminex HPX-42A kolonu (Bio-Rad, ABD) ile 80 °C ‘de 0.6 mL/dak akis hizinda
suyun hareketli faz olarak kullanimiyla belirlenmistir. Oligomerlerin analizinin iyilestiriimesi
amaciyla sivi 6rnekler agirlikca 1% sodyum hidroksit ¢dzeltisinde 15 dak boyunca oda
sicakhgina bekletilmis ve pH’si nétralize edildikten sonra HPLC ile analiz edilmistir. KOS
tespiti icin ksiloz, ksilobioz, ksilotrioz, ksilotetraoz, ksilopentaoz, ksilohekzaoz standartlari

(Megazyme, irlanda) kullaniimigtir.

18



3.6.3 Asetik asit ve seker bozunma iirlinlerinin analizi

Asetik asit ve formik asit derigsimleri yukarida bahsedilen sistemde Rl dedektér kullanilarak
Olgulmustur. Hareketli faz olarak 5 mM H2SO4 kullaniimig, Aminex HPX-87H (Bio-Rad, ABD)
kolon 65 oC’ de tutulmus, hidrojen formundaki koruyucu kolon kullanilmigtir. Sivi érneklerin
seker bozunma Urdnleri analizi (HMF ve furfural) akigskan faz olarak 0,6 mL/dak hizda 5mM
H2S04 kullanilarak Aminex HPX-87H (Bio-Rad, ABD) kolonda hidrojen formundaki koruyucu
kolon ile 65 oC’ de diyot dizisi (diode array) (DAD) detektdr iceren HPLC (Agilent

Technologies, ABD) sisteminde gergeklestiriimistir.

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Findik atiklarinin karakterizasyonu

KOS uretimi igin uygun hammaddenin ksilan igerigi yiksek olmalidir ve bu ksilanin
uygulanacak islem sonrasinda lignosellulozik agdan ayrilabilmedir. Ayrica ayrilan ksilanin
oligosakkaritlere hidroliz olmasi gerekir. Bu sebeplerle findik atiklarinin ksilan icerigi
belirlenmigtir. Boylece hem uygun hammadde belirlenmis hem de sonraki asamalardaki 6n

islemlerin ksilan ayirmadaki basarisinin élgtlmesi saglanmigtir.

Findik atiklarindaki ana bilesenlerin lignin ve seltloz oldugu gértlmektedir; bunlari ksilan
takip etmektedir (Tablo 4.1). FZ bunlarin diginda alkol ve suda ¢6ziinen maddelerce de
zengindir (Tablo 4.1). FZ'deki kil ve protein miktarlari da FK ve FBA'ya gore yuksektir.
Ozellikle yiksek ¢6ziinen madde ve protein miktarlari FZ'nin degerli aktif bilesenler igin iyi bir
kaynak olabilecegini géstermektedir. FBA yiksek miktarda sellloz (%34,7) icermektedir
(Tablo 4.1). Bu sebeple bu atigin biyo-temelli trin Gretiminde kullaniimasi mimkdndiar. FBA
Onislemlerden gegirilip uygun enzimlerle hidroliz edilirse agiga ¢ikacak glikoz fermantasyon
yolu ile gesitli Griinlere dénustiirilebilir. Ozellikle biyo-etanol Gretimi igin uygun bir hammadde

olabilir.

KOS Uretimi icin baglangic maddesi olmasi sebebiyle atiklardaki ksilan bu proje igin en
onemli bilesenidir. Findik atiklari arasinda FK %18,7 ile en yuksek ksilan oranina sahiptir
(Tablo 4.1). FK'da tespit edilen diger hemiselulozik karbonhidratlar olan galaktan ve
arabinanin miktar ksilana gore oldukga duguktir (Tablo 4.1). Asetil grubu miktarlari g6z
onune alindiginda findik atiklarindaki ksilanin yiksek oranda asetillenmis oldugu
gorilmektedir. Asetillerin ksiloza orani (mol/mol) 0,4-0,5 olarak dlgulmustir. Bir bagka
deyisle; her iki ksilozdan birinin asetil grubu tasidigi ortaya ¢cikmaktadir. Asetil gruplari
otohidroliz sirasinda ksilandan ayrilarak asetik asit halinde toplanir ve polisakkaritin hidrolizi

sirasinda katalizor olarak gérev yapar. FK ksilanin Uronik asit gruplari agisindan da zengin
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oldugu goérulmektedir (Tablo 4.1). FBA ksilani FK'dakine benzer 6zellikler tagimaktadir,
ancak orani gérece dusuktir (%12,8) (Tablo 4.1). FZ daha da disuk ksilana (%5,8) sahiptir
ve ayrica igerdigi arabinan ve galaktanin ksilana oranlarinin yiksek olmasiyla FK ve
FBA’dan farklidir.

Bu ¢alismada kullanilan FK’nin selliloz ve hemisellloz igerigi daha énce rapor edilenlere
g6re dusukken, lignin icerigi benzerdir (Aydinli ve Caglar, 2012; Cepeliogullar ve PUtin,
2014; Demirbas, 2008). Copur vd. (2013), FZ'de bu galismadakine gére daha ylksek
karbonhidrat ve lignin degerleri gbzlemlemistir. Bahsedilen farklarin sebebi farkli
hammaddeler kullaniimis olmasi ya da élgiimde kullanilan metotlarin farkli olmasi olabilir.

Literatirde FBA'nin icerigi hakkinda veriye rastlanmamistir.

Tablo 4.1. Findik atiklarinin kompozisyonu?®

Bilesen icerik (g/100 g kuru madde)

FK Fz FBA
Seliiloz 18,705 154+15 34,7+43
Klason lignin 46,4 + 0,2 259+0,7 25,4 +0,8
Asitte ¢6zlinen lignin 0,3+0,0 0,3+0,0 0,4+0,0
Ksilan 18,7 £ 0,1 58+0,2 12,8 +1,6
Galaktan 1,6+0,3 2,6+0,1 1,3+0,5
Arabinan 0,3+0,0 1,7+0,2 1,0+£0,0
Asetil gruplari 26+0,3 1,2+0,1 2,010
Asetil/Ksiloz? 0,4 0,5 0,5
Uronik asit 53+17 10,624 9411
Kl 0,9+0,1 5,0+0,3 1,0+0,0
Protein 28+0,1 8,0+0,2 45+0,1
Co6ziinen madde 1,2+0,3 246 +1,7 40+0,3
Toplam 102,3 103,0 98,6

aDegerler U¢ lgumln ortalamasidir. + standart sapma

bMol orani olarak verilmistir.

4.2 Findik atiklarinin otohidrolizi

Findik atiklarinin kompozisyonu incelendiginde FK’'nin en yuksek oranda ksilan igerdigi
gorilmekte, bu sebeple KOS elde etmek i¢in en uygun hammadde olacagi digtndlmektedir.
Ancak atiklardaki lignoselilozik ag yapisinin farkli olmasi nedeniyle kullanilan 6n islem
yontemine farkli cevaplar vermesi olasidir. Bu durum dikkate alinarak u¢ findik atigi da
otohidroliz islemine tabi tutulmustur. Atiklar 190 °C’de 15 dak boyunca otohidroliz edilmigtir.
Bu kosullardaki log R, degeri 4,02 olarak hesaplanmigtir. islem sonunda otohidroliz

likérindeki KOS derisimi ve kalan katinin miktari élgllerek islemin etkinligi hesaplanmistir.
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islemden sonra ¢éziinmeden kalan katinin kuru agirhigina bakildiginda, G¢ atik igin de
baslangi¢taki miktarin Ggte birinden fazlasinin (%36-39) ¢6zindigu gorilmektedir (Tablo
4.2). Katilarin yapisal karbonhidrat analizi yapilarak her bir bilesen baslangi¢c maddesindeki
miktarlariyla karsilastiriimistir (Tablo 4.2). Buna gore otohidroliz isleminden en ¢ok etkilenen
bilesenin hemiselllozlar oldugu anlasiimaktadir. Hammaddede arabinan olmasina ragmen
islemden sonra tespit ediimemigtir. Galaktan kismen, ksilan ise buyik dl¢gide ¢ézinerek
katidan ayriimistir. Ornegin hammaddede %18,7 ksilan varken, otohidroliz sonunda %6,5’e
dismustir. Buna gore ksilanin %78’inin katidan ayrildid1 sonucu ¢ikar. Otohidroliz iglemi
asetil gruplarinin kati maddeden ayrilmasini saglamaktadir ancak bu grubun bir kisminin
katida kaldigi tespit edilmistir (Tablo 4.2).

Otohidroliz sirasinda hemiselllozlar ¢oziiniirken, selliloz ve ligninin islemden etkilenmemesi
ve dolayisiyla katida kalmasi sebebiyle bu bilesenlerin katidaki orani artmistir. Ozellikle
FBA'nin seluloz igerigi dikkat cekmektedir. Hammaddede %34,7 olan sellloz orani,
otohidroliz sonrasinda %57,7’ye ¢cikmistir (Tablo 4.2). Otohidroliz lignoselllozik ag yapisini
zayiflattigi icin sellilozun direncini azaltmis olabilir. Direncinin azalmasiyla seliiloz enzimatik
sakkarifikasyona uygun hale gelir ve glikoz kaynagi olarak kullanilabilir. Bu sebeplerle
otohidrolize tabi tutulan FBA biyo temelli malzemelerin Gretimi icin uygun bir hammadde

olarak kabul edilebilir.

Otohidroliz likdriindeki karbonhidratlarin analizine gére likérin ana bileseni KOS'tur. FK, FZ
ve FBA’dan elde edilen likorlerde sirasiyla 8,2, 3,3 ve 7,3 g/L KOS tespit edilmistir. FZ’de
ksilan miktarinin diisik olmasi sebebiyle KOS miktari da disik olmustur. FK ve FBA’dan
elde edilen KOS miktarlari yakindir ancak, FK, FBA’'ya gbére az da olsa daha yiuksek miktarda
KOS saglamistir. Ayrica FK’da ksilan miktarinin daha fazla olmasi (Tablo 4.1), ortam
kosullarinin optimizasyonu sayesinde bu atigin daha da fazla KOS saglama potansiyeline
sahip oldugunu dusundurmustir. Bunlar dikkate alinarak otohidroliz yontemiyle KOS Uretme

g¢alismalarina FK ile devam edilmigtir.
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4.3 Findik kabugunun otohidrolizi

KOS Uretimi icin secilen FK cesitli sicaklik ve stire kosullarinda otohidrolize tabi tutulmustur.
Bir yandan daha 6nce yapilmis olan ¢alismalarda elde edilen sonuglar dikkate alinirken diger
yandan da biyokutlelerin farkh yapilarindan dolayi isleme farkli tepkiler verecegdi distunulmas,

bu sebeple genis sicaklik (150-200 °C) ve sure (0-45 dak) araliklari segilmistir.

Sekil 4.1°de sicakligin 1sitma, izotermal donem ve sogutma sirasinda zamana bagli degisimi
gOrilebilir. 150 °C-160 °C’ye kadar sicaklik ¢ok hizli artmistir (5-6 °C/dak). Daha sonra 1sitma
hizinda belirgin bir yavaslama olmustur. Dolayisiyla hedef sicakhdi yuksek oldugu
durumlarda toplam uygulama stresi uzun olmustur. Ortam sicakli§i hedef degere ulasana
kadar FK yuksek sicaklia maruz kaldigindan, bu sure igcinde de otohidroliz reaksiyonu
olacaktir. Bu durum goéz 6nune alinarak uyguma siddeti hesaplanirken sadece izotermal
kisim degil iIsitma ve sogutma da dahil edilmistir. Bunun icin reaktor sicakhgi 1 dak araliklarla
kaydedilmis ve her dakika i¢in exp[(T(t)-100)/14.75] degeri hesaplanmistir. Bu degerin

zamana karsi ¢izilen grafiginin altinda kalan alan R, degeri olarak hesaplanmistir.

islem sonrasi kalan katinin ve otohidroliz likériiniin ayrintili analizleri yapilarak KOS (retimi
icin en uygun kosulun bulunmasi saglanmistir. Bu yapilirken sadece likérdeki KOS miktari
degil, monosakkaritler ve yan drtinlerin miktarlari da géz éntine alinmistir. Ayrica elde edilen
KOS’un PD dagilimi da él¢timustir ki bu KOS ‘un prebiyotik aktivitesi agisindan énemli bir

parametredir.

200
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20 X150 @160 A170 0180 X190 200
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0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Sicaklik (°C)

sire (dak)

Sekil 4.1. Farkh hedef sicakliklardaki otohidrolizler sirasinda sicakligin zamanla degisimi.
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4.3.1 Findik kabugu otohidroliz katisinin bilesimi

FK 6ncelikle 150-200 °C arasinda 10 °C aralikla 15 dak otohidrolize ugratiimistir. 150, 160 ve
170 °C’lerde igslemin sagladidi1 ¢bziinmenin az oldugu gézlenmistir. Buna dayanarak 180, 190
ve 200 °C’lerde bagka surelerde uygulamalar da yapilmistir. Kullanilan tum sicaklik ve sure

cGiftleri ve hesaplanan log R, de@erleri Tablo 4.3’de gérulmektedir.

Otohidroliz siddeti (log Ro) arttikga ¢dzinmeden kalan kati miktari azalmistir (Tablo 4.3).
Co6zunen madde miktarinin log R, ile degisimi dogrusal bir egilim gostermektedir (Sekil 4.2).
150 °C baslangi¢ maddesinin sadece %12,3'U ¢ozunurken 200 °C’de ¢6ziinme %38,2’e

ulasmistir.

Hidrotermal uygulamalarda 6zellikle hemiselulozik karbonhidratlar etkilenmektedir (Aachary
ve Prapulla, 2011; Carvalheiro vd., 2009, 2008). Dolayisiyla, bu ¢galismada 6zellikle ksilan ve
galaktan katidan ayriimistir. Bu karbonhidratlarin bir kismi ¢éziinmeyerek katida kalmisg,
katidaki oranlari log Roile azalmistir (Sekil 4.3). Onceki calismalarda da benzer bir egilim
g6zlemlenmistir (Carvalheiro vd., 2009; Moniz vd., 2014, 2013). Ham FK’da az miktarda
bulunan arabinan otohidroliz katisinda tespit edilmemis olmasi, tim arabinanin islem
sirasinda ¢oézundugunu gostermektedir. Hemiselllozik karbonhidratlarin ¢ézinmesi, geriye
sellloz ve lignin agisindan zengin katilar birakmistir (Tablo 4.3). Sellloz siki ve direngli
yapisi ve otohidroliz kosullarina dayaniklilii sayesinde ¢éziinmeyerek katida kalmigtir. Ham
FK’da %18,7 olan seliloz orani log Ry ile artan bir egilim géstermis %30 seviyesine kadar
cikmigtir (Tablo 4.2). Lignin de otohidroliz kosullarina karsi direng¢ gdstermis ve ham FK’daki
miktarinin %85-90 kadari islemden sonra katida kalmistir (Tablo 4.2). KOS uretim sireci
biyo-rafineri yaklagimiyla ele alinirsa, yani hammaddenin mimkun olan tim bilesenleri
degerlendirilirse, katida kalan sellloz ve lignin degerli bazi biyo-temelli Grdnler igin

kullanilabilir.
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Sekil 4.2. Uygulama siddetinin FK ¢dzinlrligine etkisi.
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Sekil 4.3. Uygulama siddetinin katinin ksilan ve galaktan igerigine etkisi.

4.3.2 FK otohidroliz likéruniin bilegimi

Lignoselulozik biyokutlenin otohidrolizinden sonra elde edilen sivi kisimda (otohidroliz likori)
monomer ve oligomer yapida karbonhidratlar; asetik asit, formik asit, furfural ve HMF gibi
karbonhidrat bozunma Urtnleri; fenolik maddeler ve diger ¢éztinen maddeler bulunur
(Carvalheiro vd., 2004). Bu galismada FK otohidroliz likorinde bulunan oligosakkaritler,
monosakkaritler ve bozunma drtnlerinin miktarlari dl¢gtimustar.

KOS veriminin log R, ile degisimi parabolik bir egilim takip etmistir (Sekil 4.4). Gérece disuk
sicaklik degerleri olan 150, 160 ve 170 °C’de 15 dak stireli otohidrolizlerde uygulama siddeti
arttikga KOS verimi artmistir. 150 °C’de baslangigtaki ksilanin sadece %1’i kadar KOS elde
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edilirken 170 °C’de verim %33’e ¢cikmistir. 180, 190 ve 200 °C’de gergeklestirilen
otohidrolizlerde verim genelde ylksek olmustur. log R, 3,53 ile 4,03 arasinda ksilanin
yarisindan fazlasinin KOS olarak likdrde toplanmasi mimkin olmustur. Artan log R, sirasiyla
su sicaklik-sure giftlerinde KOS verimi yuksektir (°C-dak): 180-5; 180-15; 190-0; 180-30; 190-
5; 200-0; 190-15; 180-45. En yuksek verim 190 °C sicaklikta 5 dak sureyle uygulanan
otohidrolizde elde edilmistir. Bu kosulda likdrdeki KOS derisimi 10,1 g/L olurken, verim %63
olarak hesaplanmistir. log R, 4,03’den 4,15’e ¢ikarildiginda %50’den %29’a ani bir disus
gOstermistir. log R, daha da yukseltilerek 4,29’a ¢ikarildiginda verim daha da duserek %19

olmustur.

log Ro 3,53’den disuk uygulama siddetlerinde KOS miktarinin disik olmasi, uygulamanin
FK’daki ksilanin ¢éziinmesindeki yetersizligi ile agiklanabilir (Tablo 4.3 ve Sekil 4.4). Ksilan
dusuk verimle katidan 6zutlenmis dolayisiyla likérde toplanan KOS verimi de disuk olmustur.
Ote yandan yiksek log R, degerlerindeki (4,15 ve 4,29) diisiik KOS verimi ayni sebepten
olamaz, ¢unkl bu uygulama siddetlerinde katida kalan ksilan miktari dusuktur, bir bagka
deyisle ¢ozlinen ksilan miktari yiksektir. Ancak bu kosullarda likérdeki yan Grtnlerin (ksiloz
ve bozunma Urilnleri) derisimleri de ylksek olmustur. Bu sonu¢ daha 6nce ksilandan KOS
uretimi icin onerilmis tepkime mekanizmasina uygundur. Buna gore likdrde toplanan KOS
once ksiloza yikilir, bu da seker bozunma Urtnlerine gevrilir (Garrote ve Parajo, 2002; Gulléon
vd., 2009). Bu galismadaki yuksek log R, degerlerinde KOS verimi dusuk olmasi bu

mekanizma ile agiklanabilir.
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Sekil 4.4. Uygulama siddetinin KOS verimine etkisi.
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Otohidroliz likérunde KOS’un yani sira galaktooligosakkarit (GaOS) ve glukooligosakkarite
(GOS) de rastlanmistir. Bunlarin derisimleri KOS’a gore oldukga azdir (Sekil 4.5). GaOS
derisimi KOS’unki ile benzer bir egilim gostermigtir. Orta uygulama siddetlerinde 0,7 g/L
civarina ¢ikmisg, ardindan keskin sekilde azalmistir. Yiksek log R, dederlerinde likérde
Olgulebilecek seviyede GaOS’e rastlanmamigtir. GOS degerleri gérece daha azdir; log Ro

3,09'dan sonra 0,11-0,22 g/L arasinda olmustur.
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Sekil 4.5. Uygulama siddetinin likérdeki GaOS ve GOS derigimlerine etkisi.

Ham FK’daki ksilan gibi otohidroliz likérindeki KOS da kismen asetilenmis durumdadir. KOS
veriminin yuksek oldugu kosullarda KOS’daki asetil/ksiloz orani 0,25-0,35 arasinda
OlcUimustur. Literatirdeki raporlarda da yapisinda asetil iceren lignoselulozik biyokutleden
otohidroliz yolu ile elde edilmis olan KOS’un asetil gruplari tasidigi bildirilmistir (Garrote vd.,
1999; Ho vd., 2014; Nabarlatz vd., 2005; Vazquez vd., 2006; Xiao vd., 2013). Ote yandan,
ksilanin alkali ile 6zGtlenip enzimatik olarak KOS’a hidroliz edildigi ydntemde KOS'da asetile
rastlanmaz. CUnku alkali ortamda asetil gruplari sabunlagma tepkimesi sonucu ksilandan
ayrilir (Nabarlatz vd., 2005). Asetillenme derecesi KOS’un ¢6zinurligu ve prebiyotik
aktivitesi izerinde de etkilidir. in vitro kosullarda fekal inokulanin asetilenmis KOS ile yan
grup tasimayan KOS'u farkh sekilde fermente ettigini gosterilmistir (Kabel vd., 2002).
Calismada hem fermantasyon hizi hem de kisa zincirli yag asitleri ve laktat Gretiminin farkli

oldugu gdézlemlenmistir.

Sekil 4.4’de goruldugu uzere siddet faktoru sicaklik ve zamanin birlesik etkisini nicel olarak
ifade etmekte (kantifikasyon) basarili olmustur. KOS verimi degisen log R, degerleriyle belirli

bir egilim gdstermistir. Ayni zamanda yakin log R, degerlerine denk gelen farkli sicaklik-sure
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ciftleri yakin KOS verimleri saglamislardir. Ornegin 180 °C-15 dak (log R, = 3,63) ve 190 °C-
0 dak ((log Ro = 3,64) kosullarinda elde edilen KOS verimler ¢ok yakindir. Benzer sekilde
180 °C-45 dak (log R, = 4,03) ve 190 °C-15 dak (log R, = 4,02) kosullarinda da KOS
verimleri benzerdir. Siddet faktorli kavrami bagka ¢alismalarda da sicaklik ve stirenin
birlestirmek icin kullaniimigtir. O ¢calismalarda ylksek KOS Uretimi saglayan log R, degerleri
bu calismadakine benzer olmustur. Misir sapindan izotermal olmayan otohidroliz ile KOS
dretiminde en yuksek verim log R, 3,60 ile 3,75 arasinda elde edilmig, bu degerlerin altinda
ve Ustlinde verim sert bicimde azalmistir (Moniz vd., 2013). Ayni grup piring sapi ile de
benzer bir egilim gérmusler ve en yuksek verimi log R, 3,59 noktasinda elde etmiglerdir
(Moniz vd., 2014). Carvalheiro vd. (2009) bugday sapinin izotermal olmayan otohidrolizi igin
KOS veriminin 215 °C’'de (log R, = 3,96) en yuksek oldugunu rapor etmistir. Miscanthus x
giganteus’dan KOS elde etmek igin en uygun log R, 3,5 civari olarak tespit edilirken, bu
deger bu calismaya goére daha duistik sicaklikta (160 °C), ancak daha uzun uygulama
suresinde (60 dak) elde edilmistir (Ligero vd., 2011).

KOS verimi tzerinde sicaklik ve strenin birlesik etkisinin yani sira bu iki parametrenin etkisini
ayri ayri incelemek da mimkiindir. Ornegin, uygulama siiresinin etkisi 180 °C’de ve 190
°C’de farkli olmustur (Sekil 4.6). 180 °C’de sire 5 ile 45 dak arasinda (3,53 < log Ro< 4,03)
degistirilmis ve tim degerlerde yakin KOS verimi elde edilmigtir. 190 °C’de ise 0 dak
(izotermal olmayan kosul), 5 dak ve 15 dak uygulama slrelerinde yiiksek verim elde
edilirken, sure 30 dak’ya cikarildiginda (log Ro = 4,15) verim belirgin sekilde dusmustur.
Farkli sicaklarda 15 dak stre ile uygulanan otohidrolizlere bakildiginda 150 ile 180 °C
arasinda KOS veriminin sicaklikla arttigi, ancak 190 °C’ye ¢ikildiginda daha fazla artis
olmadigi gérulmustir. 200 °C’'de ise KOS verimi oldukc¢a dustktar. Butin bu gézlemler
uygulama siddetinin etkisiyle uyumlu olmustur; verim igin en uygun log R, degerleri
ulasildiktan sonra sicakligi veya sireyi artirmak KOS verimi Uzerinde olumsuz bir etki
yapmaktadir. Bu bulgular énceki galismalari desteklemektedir. Bambu (Xiao vd., 2013),
biracilik atigi (Carvalheiro vd., 2004), ve zeytin budama atigi (Cara vd., 2012) otohidrolizi ile
KOS Uretiminde sicaklik arttikga en uygun uygulama suresinin daha digik degerlerde
oldugu gosterilmistir. M. x giganteus’dan KOS Uretiminde suresi 5 ya da 15 dak iken en
uygun sicakligin 190 °C oldugu bulunmus, daha uzun sure kullanildiginda ise en uygun
sicaklik daha dusuk olmustur (Ligero vd., 2011).
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Sekil 4.6. 180 °C ve 190 °C’deki otohidrolizlerde uygulama suresinin KOS verimine etkisi.

Bu ¢alismada elde dilen KOS verimleri, daha énceki ¢alismalarda lignoseltlozik atiklardan
KOS dretimi igin belirtiimis degerlerle uyumludur. Bazi atiklar ve elde edilen KOS verimleri
(% hammaddedeki ksilan) séyledir: Misir kogani (%59,4), badem kabugu (%61,2), zeytin
cekirdedi (%53,5), bugday sapi (%41,2), arpa sapi (%47,1) ve piring kavuzu (%42,8)
(Nabarlatz vd., 2007); palmiye dallari (%63) (Ho vd., 2014); biracilik atigi (%61) (Carvalheiro
vd., 2004); zeytin budama atigi (%55) (Cara vd., 2012).

Oligosakkaritlerin polimerlesme dereceleri (PD) insan sindirim sistemindeki fermantasyonlari
agisindan énemlidir. Ornegin, daha diisiik zincir uzunlugundaki KOS, sindirim sitemindeki
bakteriler tarafindan daha hizli tiketiimektedir (Gullén vd., 2011; Moura vd., 2008). PD
degeri iki ila alti arasindaki KOS “dusuk polimerlesme dereceli ksilooligosakkarit (dtuisuk PD
KOS)” olarak kabul edilmektedir (Sun vd., 2015; Xiao vd., 2013). Calismamizda toplam
FK'dan elde edilen toplam KOS igindeki oligomerlerden PD 2 ile 6 arasinda olanlarin
derigimleri ayri ayri belirlenmistir. PD 6 Gzerinde ticari standart bulunmadigi igin daha buyuk
oligomerleri kantifiye etmek mimkin olmamistir. HPLC’de Aminex 42A (Biorad, ABD) kolonu
ile otohidroliz likorleri dogrudan analiz edildiginde oligomerlerin yeterince ayriimadigi
gorulmastur (Sekil 4.7, siyah kromatogram). Bu sekilde oligomer derisimlerini hesaplamak
mamkin olmamistir. Bu sebeple, numuneler alkali ile muamele edilerek sabunlasma sonucu
asetil gruplarinin ayrilmasi saglanmigtir. NaOH %0,25 ile %4,0 arasi derisimlerde test
edilmistir. Belirlenen derisimlerdeki NaOH varliginda sivi numuneler 15 dak oda sicakliinda
bekletildikten sonra HCI kullanilarak pH nétrlestiriimigtir. Santrifigasyon ve filtrasyon sonrasi
HPLC analizleri baglatilmistir. %0,25 ve %0,50 NaOH ile kromatogramlarda belirgin bir

iyilesme saglanmistir (Sekil 4.7). Daha yuksek NaOH derigimlerinde ise ilave bir iyilesme
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gorilmemistir. Calismamizin bundan sonraki bélimlerinde yapilan tim KOS analizlerinde

numuneler %0,50 NaOH ile muamele edildikten sonra HPLC analizleri yapilmistir.

|
mAU ! NaOH derisimi

|
|
PD 3 PD 2 ! %0
PD4 ) %0,25
PD5 ; f { 0@0,50

'\ %1.0
1
x
\

Sure (dak)

Sekil 4.7. HPLC’'de KOS analizi 6ncesi yapilan alkali uygulamasinda kullanilan NaOH
derigsiminin drnek otohidroliz likdrinun kromatogrami Uzerindeki etkisi. Piklerin hangi

polimerlesme derecelerine ait oldugu Uzerlerinde goésterilmistir (PD 2 - PD 6). Derisimler ve o
derisime ait kromatogramlar ayni renk ile gosterilmistir.

FK’dan elde edilen distik PD KOS biylk oranda ksilobioz, ksilotrioz ve ksilotatraozdan
olusmustur (Sekil 4.8). 150 ve 160 °C’lerde diusik PD KOS tespit edilmemistir. Daha yuksek
derecelerde (200 °C harig) toplam dusik PD KOS (PD 2-6 arasi) derisimi uygulama siddeti
arttikga dogrusala yakin bir egilimle artmistir (Sekil 4.9 A). Ote yandan dusiik PD KOS’un
toplam KOS icindeki oraninin artigi Ustel bir egilim gostermistir (Sekil 4.9 B). 200 °C’de ise
bunmalarin hem toplam derisim hem de toplam KOS icinde orani beklenenden disuk
olmustur ve egilimden sapmistir. Dlsik PD KOS’larin her birinin derisimine ayri ayri
bakildiginda belli bir log R, degerine kadar dogrusal arttigini daha sonra ise azaldigi
gorulmektedir (Sekil 4.10). Ksilobiozda dogrusalliktan sapma log R, 4,15'de, ksilotrioz ve

ksilotetraoz log R, 4,03, ksilopentaoz ve ksilohekzaozda i¢in log R, 3,9’dan itibaren
baslamistir.

En yuksek dugtk PD KOS derisimleri (3,70-3,75 g/L) 180 °C’de 45 dak’da (log R, =4,03) ve
190 °C’de 15 dak’da (log R, = 4,02) gergeklestirilen otohidrolizde elde edilmistir. Bu
kosullarda toplam KOS’un yaklasik %45'’i dusik PD KOS olmustur. 190 °C’de 30 dak’da da
(log Ro = 4,15) yiiksek miktarda diisiik PD KOS (3,41 g/L) elde edilmistir. Ustelik bu kosulda
yuksek PD KOS (PD>6) derigimi de oldukca azdir. Boylece, bu kosulda disik PD KOS’un

toplam KOS icindeki orani en yuksek seviyeye (%73) ¢cikmistir. Ksilobioz, ksilotrioz ve
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ksilotetraozun oranlari sirasiyla, %30, %22 ve %14 olmustur. Diger tim kosullarda, en buyuk
fraksiyon yiiksek PD KOS'lar olmustur. Ozellikle log R, 3,64’lin altinda oldugunda bu durum
daha belirgindir. 190 °C’de 0 ve 5 dak slreyle gerceklestirilen otohidrolizlerde toplam KOS
derigimi en Ust seviyede olmasina ragmen, bu kosullardaki diisik PD KOS derigimleri

(sirasiyla 2,16 g/L ve 2,42 g/L), dolayisiyla da oranlari gbérece azdr.

180, 190 ve 200 °C’de sure arttikga diusuk PD KOS yluzdesi artmigtir. 180 °C’de tim
uygulama surelerinde yakin miktarda toplam KOS elde edilmesine ragmen, 5 ve 15 dak’lik
otohidrolizlerde elde edilen disik PD KOS orani 30 ve 45 dak’likda olanlardan oldukca
dusuktir (Sekil 4.8). Bu durum 190 °C’de bu kadar belirgin degildir. Carvalheiro vd. (2004)
biracilik atiginin otohidrolizi icin test ettikleri her sicaklikta, KOS’un PD’nin artan uygulama
suresi ile azaldigini gorirken, toplam KOS derisiminin orta seviye uygulama surelerinde elde
etmiglerdir. Karigik baharatlar ve ay ¢ekirdedi kabuklarinin otohidrolizinde sire arttikga dusuk
PD KOS’un orani ¢odunlukla artmis, bunun paralelinde yliksek molekiler agirhgindaki KOS
azalmistir (Gullon vd., 2009). Tath sorgum gévdesi (Sun et.al. 2015) ve bambu sapi (Xiao
vd., 2013) otohidroliz icin ylksek sicakliklarda distik PD KOS retiminin arttigi rapor

edilmigtir.

EKsilobioz @Ksilotrioz  OKsilotetraoz  EKsilopentaoz  EKsilohekzaoz OKOS PD>6
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log R,

Sekil 4.8. Farkli sicaklik-sire giftlerinde gergeklesen otohidrolizlerde elde edilen KOS’'un PD
dagilimi. Farkh harfler istatistiksel olarak farki ifade eder. (p<0,05, tek yonli varyans analizi
ve Tukey testi uygulanmigtir.)
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Sekil 4.9. Siddet faktérinin distik PD KOS Uretimine etkisi. A: Likérdeki disik PD KOS
derisimi. B: Dustk PD KOS’un toplam KOS’a orani.
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Sekil 4.10. Siddet faktorinin distk PD KOS’larinin her birinin derisimine etkisi

FK otohidroliz likérindeki ksiloz derigimi log Roile Ustel olarak artmistir (Sekil 4.11). KOS
veriminin benzer degerlerde oldugu orta uygulama siddetlerinde ((3,53 < log R, < 4,03),
ksiloz siddetten etkilenmistir. log R, 3,64’Un Gzerinde oldugunda ksiloz derisiminde keskin bir
artis gézlenmigtir. KOS derigiminin en yuksek oldugu 190 °C’de 5 dak suresiyle (log Ro =
3,92) yapilan otohidrolizde ksiloz derisimi 0,88 g/L olmustur. FK’da bulunan ksilanin %4,1’ine
denk gelen bu deger celtik sapi (Moniz vd., 2014), bugday sapi (Carvalheiro vd., 2009), misir
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sap! (Moniz vd., 2013), palmiye dal (Ho vd., 2014) ve biracilik atigi (Carvalheiro vd., 2004)
otohidrolizi igin rapor edilenlerden daha azdir. Ote yandan tath sorgum gévdesi (Sun vd.,
2015), bambu (Xiao vd., 2013) ve zeytin budama atiklari (Cara vd., 2012) igin rapor
edilenlere yakindir. 190 °C’de sure 30 dak’ya uzatilarak distk PD KOS derisimi en Ust
seviyeye cikariimak istendiginde ksiloz derigimi 2,24 g/L’ye (FK ksilaninin %10’u) ¢cikmigtir.
Diger monosakkaritler galaktoz ve arabinozun miktari gorece duguktur (Sekil 4.11). Bunlarin
derigimleri, ksilozunkinden farkli olarak, log R, 3,9-4,0’Un Uzerinde keskince azalmistir.
Galaktoz ve arabinozun, ksiloza gbre daha dusik log R, degerlerinde bozulmaya baslamis
olmasi nedeniyle, bu iki monosakkaritin yliksek uygulama siddetine daha duyarl oldugu
sonucuna varilabilir. Ote yandan, ksiloz da diisiik log R, degerlerinde bozuluyor olsa da
bunun paralelinde KOS da hidroliz olarak ksiloza déntstyor olabilir (Garrote ve Parajo, 2002;
Gullén vd., 2009). Bu durum ksiloz derisimde azalma gorilmesini engellemis olabilir.
Otohidroliz likérlerinde glikoza rastlanmamistir. Glikoz olmamasi ve GOS derisiminin ¢cok
dusuk olmasi otohidroliz uygulamasinin seliiloz tzerinde etkili olmadigini gostermektedir (Ho
vd., 2014; Parajo vd., 2004).
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Sekil 4.11. Uygulama siddetinin otohidroliz likériindeki monosakkarit derisimlerine etkisi. A:
Ksiloz derisimi; B: Glikooligosakkarit (GOS) ve galaktooligosakkarit (GaOS).

Otohidroliz kosullarinda, asetil gruplarini ksilana baglayan ester baglar hidroliz olur ve
tepkime ortaminda asetik asit birikir. Asetik asit otohidroliz i¢in katalizor gorevi yaparak
ksilanin KOS’a hidrolizini saglar. Ote yandan, mikroorganizmalar igin toksik etki géstermesi
sebebiyle prebiyotik bir Grinde bulunmasi olumsuz sonu¢ dogurabilir. FK otohidrolizinde
asetik asit yan drlnlerin basinda gelmistir (Sekil 4.12). Yuksek KOS saglayan kosullarda
(3,53 <log R, < 4,03) asetik asit derisimi 0,5 ile 1,5 g/L arasinda olurken log R, 4,29'da 2,78
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g/L’ye kadar ¢cikmistir. Bu sonuglar badem kabugu (Nabarlatz vd., 2005), biracilik atigi
(Carvalheiro vd., 2004), bambu (Xiao vd., 2013) ve tatli sorgum sapi (Sun vd., 2015)
otohidrolizi sirasinda elde edilen degerlere yakindir. FK su karisiminin baslangi¢ pH’si 4,9
iken, asetik asit olusmasi ile otohidroliz sonunda daha digik degerlerde olmustur (Sekil
4.12). log R, arttikca daha dusuk likér pH degerleri gérdimustir. FK otohidroliz likérindeki bir
diger yan urin ksiloz ve arabinoz gibi pentozlarin bozulma trtni olan furfuraldir (Nabarlatz
vd., 2005). Furfural derigimi gorece az olmustur ve ksiloz ve asetik asit gibi Ustel bir egilimle
artmistir. Hidrotermal uygulamalarda agiga ¢ikan diger yan drtinler HMF ve formik asittir
(Jonsson ve Martin, 2016). Bu calismada HMF seviyesi ¢ok distk (<0,1 g/L) olmustur ve

formik asit ise tespit edilmemistir.
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Sekil 4.12. Uygulama siddetinin bozunma drtnleri derisimlerine ve likér pH’sina etkisi.

4.4 Findik atiklarinin alkali kullanilarak oziitlenmesi

Lignoselllozik biyokutleden prebiyotik potansiyel tagiyan hemiseliilozik oligosakkaritlerin
dretimi icin bir diger yol enzimatik hidrolizdir. Hidrolitik enzimler gogunlukla biyokutle Gzerine
dogrudan etki gosteremezler. Lignoselulozik agin saglam yapisi enzimlerin substratina
ulasarak tepkimesi katalizlemesini engeller. Bunun igin hemiselllozun énce lignoselllozik

agdan ayrilmasi, sonra enzim ile muamele edilerek hidrolizinin saglanmasi gerekir.

Ksilanin lignoselllozik biyokutleden izole edilmesi igin genellikle alkali ¢ozelti ile muamele
kullaniimaktadir. Alkali uygulamasinda ksilan ¢oztinerek polimer halde sivi kisimda toplanir.
Seluloz ve lignin igeren kati ayrildiktan sonra sivinin pH’si nétralize edilir. Cozeltiye eklenen

alkol sayesinde polimer haldeki ksilan ¢okelti olusturur. Bu ¢okelti ayrilir, yikanir ve tekrar su
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veya tampon i¢inde ¢6zUllr. Daha sonra ksilanaz enzimi kullanilarak ksilanin hidroliz saglanir
ve KOS elde edilir.

Findik atiklari arasinda en yuksek ksilan FK’da oldugu icin alkali 6zttleme 6ncelikle bu atik
Uzerine uygulanmistir. Ksilani ayirmak i¢in énce %5’lik NaOH ¢ozeltisi denenmistir. FK bu
¢ozelti ile 1:10 oraninda karistirilip oda sicakhdinda 16 sa bekletilmistir. HCI kullanilarak
¢ozeltinin pH dederi 5-7 civarina indirildikten sonra soguk etanol eklenerek ¢d6zinmus
polimerlerin gokmesi saglanmigtir. Cokelti santrifij yardimi ile sividan ayriimig ve 60 °C’deki
firnda bir gece bekletilerek kurutulmustur. Kuru kati tartilarak ¢éken madde miktari
hesaplanmis ve baslangi¢ maddesinin %6,09 kadarinin kazanildig1 gérulmustur. FK'da
%18,7 ksilan oldugu g6z 6nlne alindiginda ¢oken miktarin yeterli olmadigi agiktir. Coken
madde miktarinin artiriimasi igin farkli kosullarda alkali uygulamasi denenmistir (Tablo 4.4).
En yuksek verim %1 NaH, ilave edilmis %10 KOH ile saglanmistir (%8,03). Bu katinin analizi
sonucunda igerdigi ksilan miktarinin yalnizca %18,9 oldugu goértlmustur. Bu da FK’daki
ksilanin %2’sine denk gelir. Bir bagka deyisle alkali uygulamasi ile hem 6zitlenen madde
miktari hem de 6zutteki ksilan orani oldukga dusukttr. Bu miktarin da beklenenden az olmasi
sebebiyle ksilanin alkali kullanilarak elde edilmesinin FK icin uygulanabilir olmadigi, FK’'nin
alkali ¢ozeltilerine dayanikh bir lignosellilozik ag yapisina sahip oldugu sonucuna varilmigtir.

Bu dayanikhhdin olasi en 6nemli sebebi FK’'nin lignin oraninin yiksek olmasidir.

Tablo 4.4. FK’'nin alkali ile muamelesinde kullanilan kosullar ve geri kazanilan madde
miktarlar

Alkali ¢ozeltisi Sdre (sa) Etanol ile coken kati (% FK)
%5 NaOH 16 6,09
%10 NaOH 16 5,45
%10 KOH + 1% NaH4 3 8,03
%24 KOH + 1% NaHa4 3 6,12

FK’'dan alkali ile ksilanin yeterli verimle ayrilamamasindan sonra bu uygulamanin FBA
Uzerinde de denenmesine karar verilmistir. FBA %12,8 ksilan icerigi ile KOS dretimi icin FK
kadar potansiyel tasimasa da yUksek selliloz icerigi de g6z éniine alinarak biyorafineri
yaklagimiyla dederlendirilebilecek bir hammaddedir. FBA %1 ile %10 arasi NaOH ve %24
KOH +%1 NaH,ile muamele edilmistir. Etanol ile coken madde miktarlari ve ¢coken
maddedeki ksilan oranlari élctimustir (Tablo 4.5). %1 ve %2 NaOH ile ¢gbken madde tespit
edilmezken, %5 NaOH ile baslangi¢ maddesinin %9,90’1 kati halde kazaniimigtir. Bu katinin
ksilan orani %39,6 olarak 6lgiimis, bu da FBA'daki ksilanin %27,1’i kadar oldugu
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hesaplanmistir. NaOH orani %10’a ¢ikarildiginda ¢oken madde yizdesi %13,1’e ¢iksa da,
cOkeltideki ksilan orani %22,3’de kaldigi i¢in baglangigtaki ksilanin geri kazanilma oraninda
bir iyilesme saglanamamistir (Tablo 4.5). Onceki calismalarda basari ile kullaniimis olan %24
KOH ile yuksek miktarda ¢oken madde olsa da ksilan kazanimi %14,8'de kalmistir. Bu

¢alismada kullanilan kosullar arasinda %5 NaOH - 16 sa en iyi sonucu vermigtir.

Tablo 4.5. FBA’'nin alkali ile muamelesinde kullanilan kosullar ve geri kazanilan madde
miktarlari

Alkali gozeltisi Sure  Etanol ile gbken Coken katidaki Coken ksilanin FBA
(sa) kati (% FBA) ksilan orani (%)  ksilanina orani (%)

%1 NaOH 16 0,00 0,00 0,00

%2 NaOH 16 0,00 0,00 0,00

%5 NaOH 16 9,90 39,6 27,1

%210 NaOH 16 13,1 22,3 24,0

%24 KOH +%21 NaH4 3 19,2 4,46 14,8

Calismanin bu béliminde elde edilen sonuglar FK’nin alkali 6zttleme ile ksilan elde edilmesi
icin uygun bir hammadde olmadigini géstermistir. Farkli alkali tipleri ve derisimleri denense
de ksilanin ancak kigcuk bir kismi FK'dan ayrilabilmigtir. Elde edilen ksilan ksilanaz ile KOS’a
cevrilebilir ancak slire¢ sonunda elde edilecek Uriin az olacak, bu da slrecin disuk bir
verimle gergeklesmesine neden olacaktir. Bu sebeple FK’dan alkali 6zitleme ve sonrasinda

enzimatik hidroliz ile KOS Uretimine calisma kapsaminda devam edilmemistir.

FBA'dan dzitlenebilen ksilan miktari FK'dan fazla olmustur. FBA ksilanin %27’si
kazanilmistir. Findik atiklari arasinda alkali 6zutleme ile enzimatik yolla KOS uretimi igin
FBA'nin en uygun hammadde oldugu sonucu gikmaktadir. Ancak, dnceki boélimlerde
bahsedilen otohidroliz uygulamasi ile ksilanin %60’in tGzerinde verimle biyokltleden ayriimis
oldugu goérulmustar. Ayrica FK’daki ksilan orani da FBA’'dakinden fazladir. Bir bagka deyisle;
FK’dan otohidroliz yontemi ile ksilan 6zUtlenmesi, FBA’dan alkali ile ksilan 6zUtlenmesinden
gok daha fazla verimli bir stregtir. iki uygulanin en verimli kogullari kullanildiginda, 1 kg
FBA'dan 34 g ksilan elde edilebilirken, 1 kg FK’dan 119 g ksilan elde edilebilir.

Yukarida bahsedilen durum dikkate alinarak bu galismada alkali 6zGtlemenin
kullanilmamasina, otohidroliz uygulamasinin dogrudan KOS uretimi i¢in oldugu kadar,
enzimatik hidroliz igin niglem olarak da kullaniimasina karar verilmistir. Onceki bélimlerde
gorulebilecegdi gibi, bazi otohidroliz kogullarinda ksilan buyuk olguide FK’dan ayrilirken dusuk

PD KOS orani az olmustur. Ornegin 190 °C’de izotermal olmayan (0 dak) uygulamada
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ksilanin %57si otohidroliz likdriinde toplanmis, ancak bunun sadece %23 disik PD KOS
olmustur (Sekil 4.4 ve Sekil 4.8). Kisa zincirli oligosakkaritlerin kolon bakterileri tarafindan
daha kolay metabolize edilmeleri sebebiyle distik PD KOS oranini artirmak bu ¢alismanin
hedeflerindendir. Buna dayanarak FK otohidroliz likdrlerindeki diisik PD KOS oranini
artirmak igin ksilanaz uygulamasi bu hedefi saglayabilir. Otohidroliz ve enzim
uygulamalarinin birlestiriimesi ile hem FK’daki ksilan yuksek verimle lignoselulozik agdan
ayrilabilecek, hem de yuksek miktarda distk PD KOS elde dilebilecektir. Asagidaki bélimde

bu hipotezin test edilmesi anlatiimaktadir.

Onceki ¢alismalarda alkali hidrolizi gesitli bitki biyokUtlelerine basari ile uygulanmistir. Zilliox
ve Debeire (1998) bugday sapinin endo-ksilanaz ile hidrolizini arastirdiklari bir calismada,
bugday sapini 16 sa boyunca 60 °C suda surekli karistirarak bekletmislerdir. Daha sonra, 2 g
bugday sapini 20 °C’ de agirlik¢a %24 KOH ve %1 NaBH, iceren ¢ozeltide 3 sa ekstrakt
etmiglerdir. Filtrasyonla ayirdiklari sivi faza hacimce %10 asetik asit iceren soguk etanol
¢cozeltisi ekleyerek ksilani ¢coktlirmuslerdir. Bu yontem pamuk sapi (Akpinar vd., 2007), titin
sapl, aycicedi sapi, bugday sapi (Akpinar vd. 2009), misir kogani (Bahcegul vd., 2013) i¢in

alkali ile ksilan ekstraksiyonun yapildigi birgcok ¢alismada kullaniimistir.

Chapla vd. (2012) misir koganini 1,25 M NaOH ile 3 sa 6zitlemislerdir. 179 g ksilan /kg misir
kogani elde edilmistir (ksilan miktari toplam seker élgimu ile belirlenmistir). Faryar vd.
(2015), 50 g bugday sapindan %2 NaOH ile 80 °C’de 90 dak sonunda 4,25 g ksilan elde
etmiglerdir. Rabetafika vd. (2014) armut posasini 4 M NaOH ile 60 °C’de 18 sa ekstrakt
etmislerdir. Bian vd. (2013) seker kamisi kispesini 25 °C’de 10 sa 10% KOH ile ekstrakt

etmiglerdir.

Jayapal vd. (2013) seker kamisi kiispesindeki ksilani farkli oranlarda (%2, 4, 8 ve12) sodyum
hidroksit veya potasyum hidroksitle 25 °C’de 16 sa boyunca kati/sivi orani 10 olacak sekilde
ekstrakt etmislerdir. Filtrasyonla ayirdiklari alkalide ¢6zliinmus ksilani 3 hacim %95 soduk
etanol ¢gozeltisiyle ¢oktirmus ve 60 °C’de kurutmuslardir. Her iki alkali ¢dzeltisiyle
ekstraksiyonda alkali seviyesinin artmasi ksilan ekstraksiyonunu etkili sekilde arttirmistir.
Calismalarinda alkali ile ¢6zinme sonrasi alkolle ¢goken katiyi ksilan olarak kabul etmiglerdir.
%12 sodyum hidroksit ve potasyum hidroksit ile ekstraksiyon sonucunda ¢dken kati ylzdesi
sirasiyla %11,91 ve %8,87 olarak hesaplanmistir (Jayapal vd., 2013). Bulunan degerler

findik kabuguna alkali hidrolizi sonucu elde edilen oranlara gére ¢cok daha yuksektir.
4.5 FK otohidroliz likériunun enzimatik hidrolizi

Yukaridaki bolumlerde goruldugu uzere otohidroliz uygulamasi ksilanin FK’dan buyuk oranda

ayrilmasini saglamaktadir. Orta uygulama siddetlerinde (3,53 < log R.< 4,03) toplam KOS
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verimi oldukga yuksektir. Bu kosullarda disuk PD KOS verimi log R, ile degismektedir ancak
tum kosullarda yuksek PD KOS'’un orani daha fazladir. Yuksek molekil agirlikli KOS
ksilanaz ile muamele edildiginde PD’nin disurilmesi mimkudndir. Béylece sindirim sitemi

bakterilerinin daha kolay ve hizli kullanabilecegi disik PD KOS’un orani artirilabilir.

Calismanin bu bélimudnde secilen otohidroliz likdru ticari bir ksilanaz ve fermantasyon ile
laboratuvarlarimizda Grettigimiz bir ham ksilanaz kullanilarak muamele edilmigtir. Secilen
likor KOS miktar1 yiksek ancak dusuk PD KOS orani dusuk olan 190 °C’de izotermal
olmayan kosulda (0 dak) elde edilen otohidroliz likéridir. Enzimatik KOS Uretimi denemeleri
icin kati:sivi orani yukseltilerek 1:6 olarak kullaniimistir. Ayrica otohidroliz likéri aktif karbon
ile muamele edilmistir (Aktif karbon muamelesi ile ilgili ayrintilar asadidaki bolimlerde

verilmistir). Bu sartlarda elde edilen likor 18,9 g/L toplam KOS icermektedir.

ilk asama olarak enzimatik hidrolizde toplam KOS’un agirligi basina kullanilacak en uygun
ksilanaz aktivitesi (U/g KOS) belirlenmistir. Otohidroliz likériine 6nce 30, 120 ve 500 U/g KOS
ksilanaz eklenmistir. Ticari ksilanaz kullanildiginda aktivite arttikga disik PD KOS
derisiminin de arttigi goéralmustir (Sekil 4.13 A). 30 ve 120 U/g aktivite degerlerinde
gerceklestirilen hidrolizlerin yeterli olmadigi ancak 500 U/g ksilanaz kullanildijinda distk PD
KOS derisiminde dnemli bir artig saglandigi gérulmektedir. Calisilan tim enzim aktivitesi
degerlerinde 8 saatte yeterli bir hidroliz saglanmadigi, 24 saate kadar dusuk PD KOS

miktarinda artis saglandidi gortlmektedir.

Benzer sekilde, AP ksilanazi kullanildiginda da 30 ve 120 U/g aktivite degerlerinde Uretilen
dustk PD KOS miktarlarinin 500 U/g degerine gore daha dusuk oldugu gorulmektedir (Sekil
4.13 B). Her iki enzim i¢in de substrat basina denk gelen enzim aktivitesi artikga digtik PD
KOS miktarinda artis oldugu agikga géze carpmaktadir. 500 U/g aktivite ile gerceklestirilen
¢alismalarda AP ksilanazi i¢in ve ticari ksilanaz igin elde edilen distk PD KOS miktarlari
sirasiyla 7,26 g/L ve 8,05 g/L'dir. Her iki enzimin de benzer verimlilik saglamalari nedeniyle
c¢alismanin bundan sonraki asamasinda ekibimiz tarafindan Uretilen AP ksilanazinin

kullaniimasina karar verilmistir.

AP ksilanazi kullanildiginda 500 U/g aktivite dederine 24 saatte elde edilen 7,26 g/L dusuk
PD KOS degeri oldukga 6énemli bir miktardir. Proses maliyetlerinin dusurilmesi agisindan
kazanim saglayacagi dustinulerek ¢alismanin bundan sonraki agsamasinda kullanilan AP
ksilanazinin miktarinin azaltiimasi hedeflenmistir. Bu sebeple daha digik aktivite
degerlerinde de (240 ve 360 U/g KOS) hidroliz gerceklestiriimis ve kinetik takip edilmistir
(Sekil 4.11 B). Bu iki aktivite degerinde de ylksek sonug alinmis, 24 saatte 240 ve 360 U/g
icin sirasiyla 7,77 g/L ve 7,90 g/L disik PD KOS duretilmigtir. Bu sonuglar géze éntine
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alinarak yapilan degerlendirme sonucunda bundan sonraki ¢alismalarda 240 U/g AP

ksilanazi kullaniimasina karar verilmistir.
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Sekil 4.13. Ksilanaz aktivitesinin disiik PD KOS Uretimine etkisi. A: Ticari ksilanaz (hidroliz
kosullari: T=60 °C, baslangi¢ pH’s1=6,0), B: AP ksilanazi (hidroliz kosullari: T=50 °C, pH=5,0)

AP ksilanazinin karakterizasyonu substrat olarak kayin agaci ksilani kullanilarak énceki
calismalarda yapilmig olup enzimin optimum sicaklik, pH ve stabilite gibi pek ¢cok 6zelligi
ortaya konmustur (Yegin, 2017a; Yegin, 2017b). Bu ¢alismada yuksek molekul agirhkli FK
kaynakli KOS’dan dusuk PD KOS uretimi igin optimum kosullarin bulunmasi igin s6z konusu
calismalar g6z 6nine alinmistir. Substrat olarak KOS bulunmasi ve otohidroliz likbrinin
karmasik icerigi sebebiyle bu degerlerin daha énce bulunan optimum degerlerden farkl
olmasi olasidir. Bu nedenle, sirasiyla sicaklik, pH ve KOS derisiminin disik PD KOS

Uretimine etkisi incelenmis, hidrolizatlardaki KOS dagilimi ve ksiloz miktarlari belirlenmistir.

En uygun sicakligi bulmak igin 30-60 °C arasi sicakliklar 10 °C araliklarla denenmistir. 30, 40
ve 50 °C’de duslk PD KOS derisimleri arasinda belirgin bir fark bulunmamis, 7,2-7,7 g/L
distk PD KOS elde edilmistir (Sekil 4.14 A). Yegin (2017a) ve Yegin (2017b) tarafindan
yapilan ¢alismalarda da enziminin genis bir optimum sicaklik araligina sahip oldugu ve 30—
50°C arasinda ayni dizeyde aktivite gdsterdigi ifade edilmistir. Otohidrolizden sonra, yani
enzimatik hidrolizden énce disuk PD KOS derisiminin 2,1 g/L oldugu g6z énine alindiginda
enzim etkisi ile olugan dusik PD KOS oranindaki artis oldukga belirgindir. 60 °C ‘de ise s6z
konusu enzim aktivite gdstermemis ve KOS hidrolizi gergceklesmemistir. Ulagilan en ylksek
toplam digik PD KOS derigimi olan 7,73 g/L’dir. 30-50 °C arasinda digtik PD KOS buyuk
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Olgude ksilobioz (3,2-4,1 g/L) ve ksilotriozdan (3,0-3,2 g/L) olugsmaktadir (Sekil 4.14 B).
Bunlarin yaninda az miktar da ksilotetraoz (0,53-0,84 g/L) élctimustir. KOS’un bir kismi
ksilani olusturan monosakkarit olan ksiloza kadar hidroliz olmustur. Ksiloz derigimi enzim
uygulamasindan dnce 0,90 g/L iken 50 °C’ye kadar uygulamalarda yaklasik iki katina
cikmistir (Sekil 4.14 A). Bu sonuglara dayanarak AP enziminin ana trtnlerinin ksilobioz ve
ksilotrioz oldugu sdylenebilir. Bu da enzimatik KOS uretiminin hedefine uygun olarak

seyrettigini gdéstermektedir. Ksiloza dénidsimin yliksek olmamasi da KOS Uretimi igin

olumludur.
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Sekil 4.14. Sicakhdin KOS hidrolizine etkisi. A: Ksiloz ve KOS derisimleri; B: Dusuk PD KOS
derigimleri. (pH=5,0, baslangi¢c KOS derisimi = 18,9 g/L, enzim dozu=240 U/g KOS, sire=24
sa)

Sonraki asamada ortam pH degerinin KOS hidrolizi Gzerindeki etkisi incelenmigtir. Otohidroliz
likbriinin pH degeri 1,0-5,0 M NaOH ve HCI kullanilarak hedef deger olan 3,0, 4,0, 5,0 ve
6,0’a getirilmistir. pH denemeleri sirasinda sicaklik 50 °C’de tutulmustur. Bu sartlar altinda
en yUksek dusuk PD KOS derisimi pH 4,0 ve 5,0’da elde edilmistir (6,6 g/L) (Sekil 4.15 A).
Bunlari sirasiyla pH 3,0 ve 6,0 takip etmistir. Yegin (2017a) ve (Yegin 2017b) tarafindan
gerceklestirilen ¢alismalarda da enzimin optimum pH'si 4,0 olarak tespit edilmistir. Ksiloz
Uretimi pH'dan farkl sekilde etkilenmis, en yiksek derisim pH 4,0 ve 3,0’da gorilmusttr. pH
5,0’da hem yiksek seviyede disik PD KOS elde edilmis, hem de ksiloz derisimi gbrece
daha az olmustur; buna gore pH 5,0’in kisa zincirli KOS Uretimi icin en uygun pH degeri
oldugu sonucu ¢ikmaktadir. Ksiloz ve KOS derigsimlerinin pH’'dan farkh sekilde etkilenmesi A.
pullulans ham enzim karigsimindaki farkli enzimlerin faaliyetiyle agiklanabilir. Ham enzim

preparatinin endo-ksilanaz aktivitesini pH 4,0 ve 5,0'da, ekzo-ksilanaz aktivitesini ise pH 3.0
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ve 4.0'da daha fazla gostermis olmasi sdylenebilmektedir. Endo-ksilanaz aktivitesi sonucu
otohidroliz likdrandeki buyuk molekul agirlikli KOS zinciri icerden hidrolize ugrayarak daha
dusuk molekdl agirlikhi oligomerlerin olusumuna neden olurken, ekzo-ksilanaz aktivitesi
sonucu s6z konusu buydk molekdl agirlikli KOS zinciri u¢ kismindan hidrolize ugrayarak
ksiloz molekullerinin olugsmasina sebep oldugu ifade edilebilmektedir (Motta vd., 2015).
KOS'’un PD dagilimina bakildiginda sicaklik testinde oldugu gibi baskin molekdller ksilobioz
ve ksilotrioz olmustur (Sekil 4.15). Bunlarin derisimleri de pH‘dan toplam dusik PD KOS ile
ayni sekilde etkilenmis, en ylksek derisimler pH 4,0 ve 5,0’da gorulmustir. Ksilotetraoz ise

pH’dan belirgin sekilde etkilenmemistir.
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m ksiloz 53 I3
7 - ) 2
3 I I £ 2 E?
£ PDKOS & o
» 5 L Q9 0
S 3 4 5 6 3 4 5 6
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4 . 4 .
3 - Ksilotetraoz Ksilopentaoz
g3 d 3
2 A - o 2
E 2 £ 2
= =
] B I 5 ! 5 !
o o
0 - T T . . ) 0 0
Enzim 3 4 5 6 3 4 5 6 3 4 5 6
yok pH pH pH

Sekil 4.15. pH'nin KOS hidrolizine etkisi. A: Ksiloz ve KOS derisimleri; B: Disik PD KOS
derigimleri. (T=50 °C, baslangi¢c KOS derisimi = 18,9 g/L, enzim dozu=240 U/g KOS, slire=24
sa)

Sire¢ sonunda ortamdaki Grtin derisiminin ylksek olmasini saglamak i¢in baslangigtaki
substrat derisimini yliksek tutmak gerekir. Bu galismada baslangigtaki toplam KOS
derigiminin diisiik PD KOS (iretimine etkisi incelenmistir. Onceki asamalarda otohidroliz
likdra aktif karbon uygulamasindan sonra dogrudan kullaniimistir. Likdrdeki toplam KOS
miktari 18,9 g/L’dir. Calismanin bu asamasinda likdr 6nce dondurularak kurutulmus
(liyofilizasyon), sonra tekrar suda ¢oziindurllerek daha yiksek KOS derisimleri saglanmistir.
Likérdeki normal seviyeye yakin bir deger olan 18 g/L ile birlikte 36 ve 72 g/L baslangic KOS
derisimi ile enzimatik hidrolizler baslatiimistir. Onceki asamalarda belirlenen en uygun
degerler olan sicaklik (40 °C) ve pH’da (5,0) hidroliz gergeklestirilmigtir.
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Baslangi¢ substrat miktari artikga distk PD KOS derisimi de artmistir (Sekil 4.16 A). En
yuksek baslangi¢ derisimi olan 72 g/L’de 24 sa’de 10,20 g/L, 48 sa’de 22,5 g/L dusuk PD
KOS’a ulasiimistir. Ortamdaki ksiloz derigimi de ayni egilimi gostermistir. Baglangic
derigimini artirarak Grtin derisimini artirabiliyor olmak olumlu bir sonug olarak
degerlendirilebilmekle beraber derisim kadar déntsum verimi degeri de énemlidir. Bu
nedenle her baglangi¢ KOS derisimi degeri icin hidroliz sonunda (48 sa) elde edilen disuk
PD KOS’un toplam KOS’a orani hesaplanmistir. 18 g/L baslangi¢ derisiminde hidroliz
sonunda dusuk PD KOS’un toplam KOS’a orani %43 olurken, 36 g/L'de %38, 72 g/L’de ise
%31 seviyesinde kalmistir (Sekil 4.17). Buna gore baglangic KOS derisimindeki artisin
doénusum verimini olumsuz etkiledigi sdylenebilir.
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= 5 E 5
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enzim yok 18 36 72 0 = 3o =
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Sekil 4.16, Baslangig substrat miktarinin disuk PD KOS uretimi tzerine etkisi. A: Ksiloz ve
KOS derisimleri; B: Dusuk PD KOS derisimleri. (T=40 °C, pH=5,0, enzim dozu=240 U/g
KOS, sire=48 sa, klclk sekillerde ici bos barlar 24 sa, igi dolu barlar 48 sa’de alinan
sonugclari gostermektedir.)
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Sekil 4.17. Enzimatik hidrolizin baslangicinda ortamdaki KOS derisiminin diisik PD KOS ve
ksilozun toplam KOS igindeki oranlarina etkisi. Koyu renkli barlar: ksiloz, Agik renkli barlar:
dusuk PD KOS. (T=40 °C, pH=5,0, enzim dozu=240 U/g KOS, slire=48 sa, klguk sekillerde
ici bos barlar 24 sa, ici dolu barlar 48 sa’de alinan sonugclari géstermektedir.)

Otohidroliz likorlerinin ksilanaz ile muamele edilerek KOS hidrolizi saglanmasi 6nceki birkac
¢alismada da uygulanmistir. AKPINAR VD. (2010b) bugday sapi ve aygicedi sapini 160
°C’de 1 sa otohidrolize tabi tutmuslar, daha sonra da likéri Trichoderma reseei ve
Aspergillus niger ksilanazlari ile hidroliz etmislerdir. indirgen sekerdeki artisi kullanarak
hidrolizi takip etmislerdir. Ksiloz esdederi derisimin 4-6 g/L kadar arttigini gézlemislerdir.
VEGAS VD. (2008) geltik kavuzunun otohidrolizi sonucu elde edilen 11,57 g/L KOS igeren
likorl Gg farkli ticari ksilanaz ile hidrolize etmislerdir. 41-59 U/g KOS enzim kullanmiglar ve
en fazla ksiloz esdegeri derisimde 4 g/L artis gérmuslerdir. Boyut eleme kromatografisi
sonuglarina goére PD dagilimi enzime goére farkllik gosterse de dusuk PD KOS orani tim
hidrolizatlarda %80’den fazla olmustur. Vazquez vd. (2002) 14,23 g/L KOS igeren okaliptus
agaci otohidroliz likdrinu ksilanaz ile hidroliz ettiklerinde %50-58 ksilobioz ve %16,7-8,8
ksilotrioz igeren hidrolizatlar elde etmislerdir. Bu iki oligomerin toplam derigimi 10,5 g/L
olmustur. Teng vd. (2010) buhar patlatma ydnetimiyle misir koganindan elde ettikleri likoru
7,5 U/mL likor ksilanaz kullanarak 70 °C’de hidroliz etmiglerdir. Enzimatik hidroliz sonunda
hammaddedeki ksilanin %28,6’si KOS olarak elde edilmis, bunun da %901 ksilobioz
olmustur. Yazarlar optimum hidroliz stresini 2,5 sa olarak belirlemisler ve buna dayanarak
kullandiklari sicakhga dayanikl enzimin mezofilik enzimlere gére daha Ustun oldugunu

bildirmiglerdir.

Bu ¢alismaya ve yukarida bahsedilen ¢alismalara dayanarak enzimatik hidrolizin

performansinin kullanilan bitki biyokltlesine ve ksilanaza gore degistigi sdylenebilir.
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Otohidroliz sirasinda biyokutleden 6zutlenen diger bilesenler (ekstraktifler, protein vb.) ve
furfural, asetik asit, HMF gibi termal bozunma UrUnleri de enzimin ¢alismasinda etkili olmus

olabilir.
4.6 Saflagtirma ¢aligmalari
4.6.1 Aktif karbon uygulamasi

Likérlerde bulunan karbonhidrat olmayan maddelerin bazilarinin uzaklastiriimasi igin aktif
karbon uygulanmistir. Otohidroliz likériine agirlikga %1, %2, %5 ve %10 aktif karbon eklenip
bekleme sonrasi kati ve sivi kisim ayrilmistir. Sivi kisimda kalan fenolik maddelerin ve asetik
asit ile ksiloz ve KOS’un derisimleri ol¢lilerek uygulamanin etkinligi belirlenmistir (Sekil 4.18).
Aktif karbon uygulamasi 6zellikle fenolik maddeler Uzerinde etkili olmustur. %1 aktif karbon
varliginda sadece fenolik madde derisiminde anlamli bir fark olmus, derisimde 2,5 kat
azalma olg¢ulmustur. Aktif karbon derisimi arttikca fenolik madde derisimleri daha da
azalmistir. Asetik asit derisimi %2 aktif karbon uygulamasi ile az da olsa degisim gdstermis,
daha yuksek aktif karbon miktarlainda ise azalma gértilmemistir. Ksiloz da aktif karbon
uygulamasindan etkilenmemis, ancak %10 aktif karbonda ksiloz derisiminde anlaml bir
azalma tespit edilmistir. Aktif karbon miktari arttikgca daha fazla KOS’un bu maddeye
tutundugu goérilmektedir. %1 aktif karbonun derisiminin Gzerindeki degerlerde KOS miktari
anlaml seviyede azalmistir. Baslangigta 18,9 g/L olan KOS miktari %10 aktif karbon
varliginda 7,1 g/L’ye kadar dusmustir. %1 aktif karbon kullanildiginda KOS’daki azalma
azdir ve fenolik maddelerde anlamli bir azalma vardir; buna gore bu aktif karbon derigiminin

¢alisma sartlarindaki en uygun derisim oldugu sonucuna variimistir.

Montane vd. (2006) aktif karbonun badem kabugu otohidroliz likéri Uzerinde test etmis ve bu
malzemenin lignin kaynakli maddelerin ve diger ¢6zinen maddelerin tutunmasi konusunda
etkili oldugunu tespit etmistir. Pellerin vd. (1991) farkli bir yol izlemisler; yliksek aktif karbon
derisimi kullanarak KOS’un tutunmasini sagladiktan sonra artan etanol derisiminde yikama
sayesinde KOS’un PD derecesine gore fraksiyonlarini elde etmiglerdir. Calismamizdaki
sonuglar bu iki rapordaki yaklagimla da uyumludur. Her ne kadar biz galismamizda KOS’un
tutunmadigi ve fenolik maddelerin tutundugu aktif karbon uygulamasini tercih ettiysek de
yuksek aktif karbon derigimlerinde g6zledigimiz KOS’un tutunma 6zelliginden de yararlanmak

mumkundur.
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Sekil 4.18. Aktif karbon uygulamasinin likér kompozisyonuna etkisi. Farkli harfler istatistiksel
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olarak farki ifade eder (p<0,05, tek yonli varyans analizi ve Tukey testi uygulanmistir).

4.6.2 Ultrafiltrasyon (UF)

KOS'un saflastirmasi ve fraksiyonlarina ayrilmasi icin 6nerilen uygulamalarin basinda
membran filtrasyon gelmektedir (Aachary ve Prapulla, 2011) Bu uygulamada KOS ¢ozeltileri
cesitli molekul buydkltgu limitli ultrafiltrasyon ya da nanofiltrasyon membranlarindan gegirilir
ve oligomerlerin molekll buydkltklerine (PD) gore birbirlerinden ayrilabilir. Yani sira yuksek
molekdl agirlikli proteinler ve karbonhidratlar ile diisik molekdl agirlikli monosakkaritler ve

asetik asit, furfural, HMF gibi bozunma Urlnleri de hedef KOS’dan uzaklastirilabilir.

Calismamizda 190 °C’de izotermal olmayan kosulda (0 dak) elde edilen otohidroliz likéri ve
ayni likdriin enzimatik otohidroliz ile muamele edilmis hali capraz akigli filtrasyon yontemi ile
10 kDa ve sonrasinda 2 kDa’luk membran filtreden sGzulmustur. Sirasiyla Sekil 4.19 ve Sekil
4.20’de bu likdrlerin membran filtrelerden gegen ve sizllen kisimlarinin toplam KOS, dusuk

PD KOS ve ksiloz derigsimleri gdsterilmigtir.

Ham otohidroliz lik6ru buylk oranda yuksek molekul agirhginda KOS’dan (PD >6)
olugsmaktadir (%97). 10kDa’luk fitreden buyuk KOS’larin yaklasik %50’si suzulmus, geri
kalani tutulan sivida ya da fitre Uzerinde kalmistir. Az miktardaki dusuk PD KOS ise bu
filtreden tamamen stzulmustur. Bu filtreden suzilen likér daha sonra 2kDa’luk filtreden
gegcirilmigtir. Buylik KOS’un yaklasik %10’u ve distik PD KOS’un tamami bu filtreden
gecmistir. Suzulen sivinin toplam KOS derisimi 0,97 g/L olurken, bunun yaklasik %45’i duguk
PD KOS’dan olugsmaktadir. Ksiloz da digik molekdl agirhgina sahip oldugundan filtrelerden
stzulmustir ve 2kDa’dan slzilen sividaki derisimi 0,25 g/L olmustur. Otohidroliz likbrintn

bu iki filtreden gegirilmesinin en énemli sonucu fitrelerde tutulan KOS’un ksilozdan, dusik PD
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KOS’dan arinmig olarak elde edilmesidir. Yuksek molekul agiligina sahip bu KOS bu haliyle
kullanim alani bulabilir ya da enzimatik hidroliz ile digik PD KOS elde etmek igin substrat

olarak da deg@erlendirilebilir.

Otohidroliz likérii Tutulan
Toplam KOS: 14,88 g/L

opl: Toplam KOS: 37,22 g/L
Diisiik PD KOS: 0,46 g/L Dupuk PD KOS: 0 /Lg/
% duisiik PD KOS: 3,08 10kba % ju ik PD Kés-%
Ksiloz: 0,46 g/L Kosiloz§' 0.06 g/L -
Hacim: 340 mL Hacirr1" 2.6 mgL

Siiziilen

Toplam KOS: 7,33 g/L
Diisiik PD KOS: 0,77 g/L
% dislk PD KOS: 10,51
Ksiloz: 0,35 g/L

Hacim: 404 mL

Tutulan

Toplam KOS: 33,31 g/L
2 kDa Dusiik PD KOS: 0,75 g/L
% disik PD KOS: 0,22

Ksiloz: 0,33 g/L
Harim: 21 ml

Suziilen

Toplam KOS: 0,97 g/L
Dusiik PD KOS: 0,49 g/L
% dusuk PD KOS: 45,37
Ksiloz: 0,25 g/L

Hacim: 486 ml

Sekil 4.19. Otohidroliz likérinan ultrafiltrasyonu sirasinda filtrelerde tutulan ve suzilen
sivilarin bilesimi.

Ham otohidroliz likériindeki buyudk molekul agirlikli KOS Ustteki bélimlerde optimize edilen
sartlarda ksilanaz ile hidroliz edilmig ve digtik PD KOS orani %50’ye kadar ¢ikariimistir. Bu
likér de 10 kDa ve 2 kDa’luk membran filtrelerden gecirilmigtir. KOS’un molekil agirhgi
dagilimi énceki érnekten farkli oldugundan UF’nin performansi da farkli olmustur. KOS’un
neredeyse tamami (%97-98) 10 kDa’luk fitreden sizildigunden elde edilen sivinin bilegimi
baslangigtakine yakin olmustur. 2 kDa'luk fitreden blylik KOS’un Ugte biri ve distik PD
KOS’un tamami suzildigunden gegen sividaki disik PD KOS’un orani %76’ya gikmistir.
Toplam KOS derisimi baslangigta 11,57g/L iken filtreleme sonunda 5,57’ye inmistir. Ksiloz da
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dusuk PD KOS gibi buylk oranda filtrelerden stzilmustir. UF enzimatik olarak hidrolize
edilmis likdrdeki disik PD KOS oranini artirmasi agisindan kismen saflagtirma saglamistir.
Calismada kullanilan sartlarda ksilozun uzaklastiriimasi mimkin degildir. Ksiloz ve asetik
asit ve furfural gibi diger kligiik molekdillerin de KOS’dan uzaklastiriimasi gerekir. Bunun igin

nanofiltrasyon yonteminin kullaniimasi dnerilebilir (Akpinar vd., 2010a).

Onceki galismalarda KOS'un saflagtiriimasi igin UF ve nanofiltrasyon uygulandiginda
¢alismamizda elde ettigimize benzer sonuglar alinmistir. (Akpinar vd., 2007) pamuk
sapindan elde ettikleri KOS’u 3 kDa ve 1 kDa'luk membran filtrenin performansini
karsilastirmiglar ve her iki filtre icin benzer sonuclar elde etmislerdir. Ksiloz ve disuk PD
KOS %90'in Uzerinde stzllen kisim da geri kazanilirken PD 5’den blylk olan KOS’un %57-
62 kadari kazanilmisgtir. Ayni grup tatin sapi ksilaninin enzimatik hidrolizatini 10 kDa ve
ardindan 3 kDa'luk filtreden gegirdiklerinde, biyuk KOS oranin %21’den %8’e inmisg, disuk
PD KOS orani ise %34’den %43’e ¢cikmistir (Akpinar vd., 2010a). Ayrica yazarlar ksiloz
derisimi yiksek olan asit hidroliz ile elde ettikleri ksilan hidrolizatini 1 kDa'luk filtreden
gegirdiklerinde KOS ile ksilozu birbirlerinden ayiramadiklarini bildirmislerdir. (Zhao ve Dong,
2016) bugday kepeginden elde ettikleri KOS iceren enzimatik hidrolizati 20 kDa ve
sonrasinda 1kDa’luk filtrelerden gegirdiklerinde %57,55’i PD 2-4 KOS olan bir Grtin elde

etmiglerdir.
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Enzimatik olarak hidrolize Tutulan

edilmis otohidroliz likorii Toplam KOS: 3,58 g/L
Toplam KOS: 11,57 g/L Dusuk PD KOS: 1,22 g/L
Disiik PD KOS: 5,81 g/L b 10 kDa % diisiik PD KOS:34,23
% diistik PD KOS: 50,21 Ksiloz: 0.06 g/L

Ksiloz: 1,89 g/L Hacim: 23 mL

Hacim: 290 mL

Suziilen

Toplam KOS: 9,76 g/L
Dusiik PD KOS: 5,96 g/L
% dislk PD KOS: 58,31
Ksiloz: 1,15 g/L

Hacim: 360 mL
Tutulan
Toplam KOS: 15,95 g/L

2 kDa S DUsF.]k..PD KOS: 0,56 g/L

% dislk PD KOS: 13,12
Ksiloz: 0,14 g/L
Harim: 26 ml

Suziilen

Toplam KOS: 5,56 g/L
Diisiik PD KOS: 4,22 g/L
% dusiik PD KOS: 76,09
Ksiloz: 1,05 g/L

Hacim: 428 ml

Sekil 4.20. Enzimatik olarak hidrolize edilmis otohidroliz likérinin ultrafiltrasyonu sirasinda
filtrelerde tutulan ve sizllen sivilarin bilesimi.

4.7 Stabilite testleri

Prebiyotikler tek baslarina veya probiyotiklerle birlikte dogrudan tiiketilebilse de gidalara
eklenerek, gida ile birlikte tiketilmeleri tlketiciler tarafindan daha fazla tercih edilebilir. Bu
sekilde kullanimi prebiyotik 6zellikli materyalin gida uretim kosullarina dayanikli olmasini
gerektirir. Ornegin bir sit Griininde kullanilacagi zaman pastérizasyon sicakhigina
dayanmalidir. Yogurt icinde kullanilabilmesi igin ortamin dusuk pH degerinde
bozulmamalidir. ister dogrudan, isterse gida iginde tiketilsin prebiyotikler st sindirim sistemi
kosullarina da dayanmali ve bozulmadan kolona ulagmalidir. Bu takdirde kolon bakterileri

tarafinda tiketilerek saglik agisindan fayda saglayabilir.

Yukaridaki kosullar dikkate alinarak ¢alismamizda Urettigimiz KOS ¢esitli ortamlarda test
edilmigtir. 190 °C’de 5 dak otohidroliz ile elde edilen likér ve 190 °C’de izotermal olmayan

kosulda elde edilen ve daha sonra ksilanaz ile muamele edilen likére stabilite testleri
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uygulanmistir. Gida dretim kosullarina benzesen ortam saglamak igin likérlerin pH degeri 3,
0, 4,0, 5,0, 6,0 yapilmis ve yiksek sicaklikta (85 °C) 30 dak ve ayrica oda sicakliginda (25
°C) 24 sa bekletilmigtir.

Sekil 4.21’da dort pH dederinde ylksek sicaklik-kisa sire ve oda sicakligi-uzun sire
kosullarinin otohidroliz likériindeki toplam distik PD KOS’un ve PD 2-6 arasi KOS’larin
derigimlerinin uygulama ile nasil degdistigi gérulmektedir. pH 3 ve 4 iken uygulama 6éncesi
baslangi¢ distik PD KOS derisimi pH 5 ve 6’ya nazaran daha dusik olmustur. Buradan
dusuk pH’nin henliz test bagslamadan olumsuz bir etki yaratti§i sonucuna varabilir. pH 3'de
yuksek sicaklik-kisa sure kosulunda disuk PD KOS degismezken dusuk sicaklik-uzun sire
kosulunda azalma belirgindir. pH 4’de ise tersi bir egilim olmus, yluksek sicaklik-kisa slrede
toplam derisim bir miktar dismustur. pH 5 ve 6'da ise gerek yiiksek gerek de dislk

sicakhgin toplam disuk PD KOS derisimi Gzerinde olumsuz bir etkisi olmustur.

Sekil 4.22 yukaridaki test otohidroliz ve sonrasinda enzimatik hidroliz uygulanan likére
yapildiginda elde edilen sonuclari gostermektedir. Baslangi¢ toplam KOS derisimlerinde
yukaridakine benzer bir egilim géze ¢arpmakta, pH degeri arttikca derisim daha yuksek
olmaktadir. pH 3’de uygulamalar sirasinda disiik PD KOS derisimi az da olsa yukselmistir.
pH 4’de ylksek sicakhgdin olumsuz etkisi gérilmektedir. pH 5’de dislk sicaklik-uzun
sure’nin, pH 6’da ise hem ylksek sicaklik-kisa slre, hem de dislk sicaklik-uzun sure

kosullarinin derigimi bir miktar disirdigu géze carpmaktadir.
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Sekil 4.21. Gida uretim kosullarinin otohidroliz ile elde edilen KOS’un stabilitesine etkisi.
Toplam dusuk PD KOS ve her bir oligomer ayri renkle gosterilmigtir. Baslangic pH degerleri:
A: pH 3, B: pH 4, C: pH 5, D: pH 6. Bar renklerinin agiklamasi igin A’ya bakiniz.
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Sekil 4.22. Gida Uretim kosullarinin otohidroliz sonrasi enzimatik hidroliz ile elde edilen
KOS’un stabilitesine etkisi. Toplam digik PD KOS ve her bir oligomer ayri renkle
gOsterilmistir. Baslangi¢ pH degerleri: A: pH 3, B: pH 4, C: pH 5, D: pH 6. Bar renklerinin
acgiklamasi igin A’ya bakiniz.

Wang vd. (2009) bugday kepeginden elde ettikleri PD 2-7 olan KOS’un stabilitesini test
etmiglerdir. Pastérizasyon sicakliklarinda KOS’un termal stabilitesinin FOS’a gére ylksek
oldugunu gérmislerdir. Ozellikle diisiik pH degerlerinde KOS'’un stabilitesi FOS’a gére Ustiin
olmustur.

Otohidroliz sirasinda FK’'dan likdre gecen ¢dzinen maddelerden 6turl likorlerin rengi koyu
kahverengi olmustur. Aktif karbon uygulamasi ile rengin acilmasi kismen saglanmistir. Aktif
karbonden sonra liyofilize edilmis olan KOS igeren katilar sitrat tamponunda (20 mM, pH 7,0)
%10 derisimde ¢6zulmus ve %1 glisin varliginda 85 °C’de 3 sa bekletilerek esmerlesme

derecesi (Maillard reaksiyonlari) dlgtlmustir. KOS ¢oézeltilerinin ve glikoz ¢ézeltisinin
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(kontrol) baslangicta ve 1,2, ve 3 sa sonraki esmerlegsme dereceleri Tablo 4.6’da
gorulmektedir. Baglangigta KOS’un esmerligi glikoza gore ¢ok daha ylksek olmus ve
esmerlik zamanla artmistir. Otohidroliz ile elde edilen KOS’un esmerligi enzimatik hidroliz ile
elde edilenden daha yiksek olmustur. Glikoz ¢bzeltisi baz alinarak hesaplanan esmerlesme
derecelerine bakildiginda da KOS ¢ozeltilerinin sicaklikla yiksek oranda esmerlestigi
gorulmektedir (Tablo 4.6).

KOS’un ve benzeri diger katki maddelerin prebiyotik aktivite gdstermeleri igin gidalara
eklendiginde gidalarin dogal rengini degistirmemesi beklenir. Buna gore bu ¢alismada elde
edilen KOS bu haliyle bazi gidalarda kullanilmaya uygun olmayabilir. Ozellikle renksiz ya da
hafif renkli iceceklerde ortamin rengini koyulastirabilir. Pastérizasyon ya da pisirme
sicaklilarinda karbonhidratlar ile amino asitler arasindaki Maillard reaksiyonlari da Urinde

beklenenden fazla koyulasmaya neden olabilir.

Tablo 4.6. KOS cozeltilerinin esmerlik dereceleri (420 nm’deki absorbanslari) ve esmerlesme
oranlari. Kontrol olarak glikoz ¢ozeltisi kullaniimigtir. % esmerlesme derecesi glikoz
¢ozeltisinin 3 sa sonundaki esmerligine gére hesaplanmistir. (OH: otohidroliz, EH: enzimatik
hidroliz)

Siire Esmerlik % Esmerlesme

(sa) (Aa20)
OH ile elde OH+EZileelde Glikoz OH ile elde OH +EZileelde Glikoz
edilen KOS edilen KOS edilen KOS  edilen KOS

0 6,0 4,8 0,0 408.11 258.35 2.14

1 8,4 8,2 0,3 570.53 441.49 14.23
10.1 8,3 1,0 683.17 446.48 54.85

3 14.8 10,6 1,9 1000.00 570.05 100.00

Sindirim sistemi kosullarinin diisiik PD KOS stabilitesine etkisi incelenmistir. Bunun icin KOS
iceren ornekler 6nce mide ortamina sonra ince bagirsak ortamina benzesen kosullarda 37
°C’de sirasiyla 4 sa ve 6 sa bekletilmiglerdir. Dustuk PD KOS’larin derigimlerindeki degisimler
Olgulmustur. Otohidroliz ile elde edilen KOS mide kosullarinda beklediginde ksilobioz
derisiminde yaklasik 4 kat artis olmus, diger KOS’larin ve ksilozun derigsiminde ¢ok az
degisiklikler gorilmustir (Sekil 4.23 A). Toplam dusik PD KOS derisimi 1,88 g/L’den 3,78
g/L’ye yukselmistir. Buna gére mide kosulundaki diisik pH degerini saglayan HCI'nin blyuk
molekiil agirlikli KOS’larin hidrolizini sagladigi ve ksilobioz olustugu sonucu gikmaktadir. ince
bagirsak kosullarinda bekleme sirasinda ksilobioz derisiminde bir azalma olmus bu da

toplam disik PD KOS degerini 2,92 g/L’ye disurmustir. Otohidroliz sonrasinda enzimatik

53



muamele sonucu elde edilen KOS’un testinde yukaridakinden farkli bir egilim goérdlmustir
(Sekil 4.23 B). Mide kosullarinda dusik PD KOS'’da belirgin bir azalma gézlenirken, ince
bagirsak kosulunda belirgin bir degisiklik olmamistir. Midedeki dusik pH ksilotriozun
derisiminde bir azalmaya sebep olmustur. iki asama sonunda diisiik PD KOS yaklasik %75
oraninda korunmustur. Bu sonuglara gore galismamizda elde ettigimiz KOS’larin sindirim

sistemi kogullarina dayanikliliginin yiksek oldugu sonucuna varilabilir.

m Ksiloz m Ksilobioz Ksilotrioz
A Ksilotetraoz m Ksilopentaoz u Ksilohekszaoz
mdusuk PD KOS

0 l H == [ l I
4 10
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- N w
[ (] N ol w (6] ES
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zaman (sa)
B
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9
8
7
.|
> 6
E 5
D
g 4
3
2
1
0 . | |
Baslangi¢ 4 10
zaman (sa)

Sekil 4.23. Sindirim sistemi kosullarinin KOS stabilitesine etkisi. A: Otohidroliz ile elde edilen
KOS, B: Otohidroliz sonrasi enzimatik hidroliz ile elde edilen KOS.
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4.8 Prebiyotik aktivite testi

Otohidroliz ile elde edilen KOS'un segilmis bakterilerin (Bifidobacterium animalis subsp.
lactis, B. bifidum, B. longum, B. infantis, B. breve) gelismesi Uzerine etkisi incelenmistir.
Bakteriler %1 KOS igceren bazal ortamda oksijensiz kosullarda 24 sa inktbe edilmis ve optik
yogunlugu (ODeoo) Olglilmustir. Test edilen bakterilerden yalnizca Bifidobacterium animalis
subsp. lactis ve B. bifidum bu karbonhidrat Gzerinde gelisme géstermistir. Bu durum KOS’un
secimli olarak sadece bazi bakteriler tarafindan kullanildigini desteklemektedir (SCOTT
2014). Bu 6zelligi sayesinde KOS'un fruktan oligosakkaritlerden daha Ustin oldugu
dusunulmektedir. Bu iki bakterinin gelisme miktari (ODeoo) birbirlerine yakin olmustur (Tablo
4.6). Bu iki organizma daha sonra otohidroliz likortinin ksilanaz ile muamelesi sonucu elde
edilen diisiik PD KOS orani daha fazla olan KOS iizerinde biiyitilmustir. iki bakteri de 24
sa’de bu karbonhidratta daha fazla buyUyebilmislerdir (Tablo 4.6). B. animalis subsp. lactis
oncekine gore 1,42 kat, B. bifidum ise 2,3 kat daha yiuksek ODsoo degerine ulagsmiglardir. Bu
sonugclar disuk PD KOS’un Bifidobacterium tirleri icin daha iyi bir karbon kaynagi oldugunu
go6stermektedir. Gullon vd. (2011) malt endustrisi atiklarindan otohidroliz yolu ile elde ettikleri
KOS’u ve bu KOS'un enzimatik hidroliz ile PD’ni dustrdukleri halini fekal kiltlirde test
etmislerdir. Bizim ¢alismamiza uyumlu sekilde, PD disuk oldugunda daha hizl bir
fermantasyon gdzlemiglerdir. Wang vd. (2010) bugday kepeginden elde edilmis KOS
karigimini gesitli Bifidobacterium turleri Gzerinde test ettiklerinde en iyi gelismeyi B.
adolescentis ile elde etmislerdir. Bu organizmanin énce PD 3, sonra PD 2, en son da PD 4-7
arasi olan KOS'u kullandigini tespit etmislerdir. iniilin ve fruktooligosakkarit formundaki
prebiyotikler icin de benzer egilim gbézlenmistir (Scott vd., 2014). Ayni ¢alismada c¢esitli
bakteriler KOS Uzerinde buyutuldigunde fruktanlarla kiyasla daha az bakterinin buyuyebildigi
g6rilmistir. ki B. longum susundan birinin KOS (izerinde biiyiirken, digerinin gelismemesi

ilging bir sonugtur (Scott vd., 2014).

Enterik bir bakteri olan E. coli ‘nin de ¢alismada elde edilen KOS’lari kullanabilmesi ayni
gelisme ortaminda (bazal ortam), ancak oksijenli (aerobik) kosullarda, test edilmistir. Bu
organizma otohidroliz ile elde edilen buyuk PD KOS uzerinde ¢ok az blyuyebilmigstir. ODeoo
degeri Bifodobacterium’lara gore dusuktur. Enzimatik hidroliz ile PD azaltiimig KOS (dusuk
PD KOS) Uzerinde ise Bifidobacterium turlerinden daha yiksek ODeoo degerlerine ulagsmistir
(Tablo 4.7).

Bu sonuglara dayanarak dusuk PD KOS her ne kadar Bifidobacterium tarleri igin iyi bir
kaynak olsa da E. coli’nin de gelismesine izin verdigi i¢in prebiyotik agindan olumsuz olarak
degerlendirilebilir. Nitekim, dugstk PD KOS negatif PAS degeri vermekte, sadece otohidroliz

ile Uretilmis KOS ile daha yuUksek pozitif bir deger elde edilebilmektedir. Ancak in vitro
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kosullarda elde edilen sonuglari degerlendirirken in vivo’da farkli bir egilim goérilebilecegi de
g6z éniine alinmalidir. Prebiyotiklerin kullanimi konusunda susa ézel farklar da olabilir. insan
kolon ortaminda hem fiziki ve kimyasal sartlardan dolay1 hem de bakterilerin mikrobiotadaki
diger bakterilerle iligki iceresinde bulunmalari sebebiyle prebiyotiklerin etkisi farkli olabilir.
Daha guvenilir gikarimlar igin prebiyotiklerin in vitro fekal kaltlrlerde, hayvanlarda in vivo ve

en dnemlisi insanlar tzerinde klinik galismalarda test edilmesi gerekir.

Tablo 4.7. Bazi Bifidobacterium tirlerinin ve E. coli’'nin KOS ve glikoz lzerinde gelisme
miktari ve prebiyotik aktivite skoru (PAS). (OH: otohidroliz, EH: enzimatik hidroliz)

Bakteri Glikozda OH ile uretilen OH ile uiretilen OH+EH ile liretilen  OH+EH ile liretilen
gelisme KOS’da gelisme KOS’un PAS’| KOS’da gelisme KOS’un PAS’
(ODeoo) (ODeoo) (ODeoo)

B. animalis 0,918 0,158 0,107 0,225 -0,647

subsp. lactis

B. bifidum 0,860 0,142 0,100 0,327 -0,512

E. coli 0,908 0,060 0,838

5.  SONUC

Dunya capinda, kisitli miktardaki petrol, kdomur gibi kaynaklar yerine, yenilenebilir ve temiz
kaynaklarin kullaniimasina dair yogun bir gaba vardir. Tarim ve gida sureclerinde agiga
cikan lignoselulozik atiklar ve bazi yan artnler biyo-temelli Grinler igin dnemli bir kaynaktir.
Findik Turkiye’'nin dnemli bir Grinidir ve findik endUstrisi atiklarinin degerlendiriimesi biyo-
temelli Grlnler icin uygun bir kaynak yaratabilir. Buna ydnelik olarak, bu ¢alismada FK’nin
hemiselllozik igeriginden katma degeri yuksek bir Grtin olan KOS elde edilmistir. Bu
lignoselllozik atigin sellloz, lignin ve olasi diger bilesenlerinin de degerlendiriimesiyle
ekonomik agidan uygun bir siireg gelistirmek miumkindir. Ornegin, seliiloz enzimlerle
hidroliz edilerek fermantasyonlar igin karbon kaynagi olarak kullanilabilir, lignin de malzeme
endustrisinde degerlendirilebilir. TUrkiye’de tarim endustrisinin ve dolayisiyla agiga ¢gikan
atiklarin miktarinin bayikligu goéz 6nune alindiginda, bunlarin tlkemizde biyo-temelli Grin
endustrisi yaratmaktaki potansiyeli gorulebilmektedir. Nitekim, bu projede hedef Grtin olan
KOS'un Uretiminde kullanilan hammaddenin tarimsal bir atik olmasinin yaninda, tretimde
kullanilan enzim de dnceki bir TUBITAK detekli projede (TUBITAK-TOVAG 1120521
“Tarimsal Yan Uriinler Kullanilarak Aureobasidium pullulans ile Ksilanaz Uretimi igin
Biyoproses Stratejilerinin Geligtiriimesi”) Ulkemizin tarimsal atiklarinin degerlendiriimesiyle

elde edilmisgtir.

Calismamizda findik Uretimi ve islenmesi sirasinda agiga ¢ikan atiklardan FK, FZ, FBA’'nin
degerlendirilmesi konu edilmistir. Atiklarin potansiyelini belirlemek igin dncelikle bilesimleri

ayrintili olarak incelenmistir. Projenin hedef trlind olan KOS igin substrat olan ksilan en fazla
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FK’da saptanmistir. FZ’nin, ¢dzinen maddeler ve protein, FBA’nin ise sellloz agisindan
zengin oldugu tespit edilmistir. KOS dretimi icin kullandigimiz ydntemlerden ilki olan
otohidroliz FK’daki ksilani buyuk oranda ¢ozerek katidan ayirabilmig, ayni zamanda ksilani
kismen hidroliz ederek KOS aciga cikarmistir. Otohidrolizde kullanilan sicaklik ve sire KOS
uretimi Uzerinde 6nemli bir etki yapmistir. Elde ettigimiz sonuglar, FK’dan ksilaninin yliksek
verimle ayrilmasi, belirli PD’ye sahip KOS elde edilmesi i¢in otohidroliz siddetinin dikkatle
ayarlanmasi gerektigi sonucuna varilmigtir. KOS Gretimi igin uzun yillardir kullanilan bir diger
yontem olan enzimatik hidroliz icin éncelikle alkali ile ksilanin 6zitlenmesi denenmistir.
Ancak bu yontem ile ksilanin yeterli miktarda 6zttlenememesi, FK’nin lignoselulozik aginin
alkaliye ¢cok direncli oldugunu gostermistir. Alternatif olarak buyutk molekil agirhgina sahip
KOS iceren otohidroliz likorlerinin enzimatik olarak hidroliz edilmesi denenmistir. Ticari bir
ksilanaz ve daha 6nceki bir proje kapsaminda Auerobasidum pullulans kullanilarak uretilmis
ksilanaz bu amagla kullaniimistir. Yine tarimsal atiklar kullanilarak Uretilmis olan AP ksilanazi
ile daha etkili bir hidroliz saglanmis ve KOS’un PD dusuriulmustir. Bu sonuglara gore
otohidrolizin FK’dan KOS elde etmek icin etkili bir ydntem oldudu, kisa zincirli KOS elde
etmek icin ise otohidroliz sonrasinda enzimatik hidrolizin kullanilabilecedi sonucuna
variimistir. Elde edilen KOS’larin prebiyotik aktivitesini tahmin etmeye ydnelik testlerde cesitli
Bifidobacterium tirleri arasinda sadece iki tanesinin KOS’lar Uzerinde gelisebildigi,
otohidroliz sonrasi enzimatik hidroliz ile elde edilen KOS’un gelismeyi daha fazla destekledigi
g6rilmustir. KOS’un prebiyotik 6zelligi konusunda daha fazla fikir edinebilmek i¢in bunlarin
in vitro fekal kdltlrlerde, hayvanlarda ve insanlarda test edilmesi gerekmektedir. Otohidroliz
likérindeki yan Urunlerden olan fenolik bilesikler aktif karbona tutundurularak ortamdan
uzaklastirilabilmistir. Aktif karbon miktari artirilarak fenoliklerin tamamina yakini
uzaklastirilabilmis ancak bu kosulda KOS da bir miktar tutunmustur. Hedef tGrtinim{z olan
KOS’u kaybetmemek icin aktif karbon miktari sinirli tutulmustur. KOS igeren likorleri
saflastirmak igin kullanilan ultrafiltrasyon yontemi biylk molekul agirlikh KOS’lari filtrede
tuttugu icin filtrasyon sonrasi distik PD KOS orani yuksek bir KOS ¢ozeltisi elde
edilebilmigtir. Ancak kuguk molekul agirlikli ksilozun ve ayrica asetik asit ve furfuralin da
ortamdan uzaklastiriimasi igin ilave sureglere ihtiyag vardir. KOS’larin disuk pH ve sicakhk
dayanikliliklarinin yuksek olmasi ve ayrica sindirim sistemi kosullarinda bozunmadan
kalabilmesi FK'dan elde edilen KOS’un gidalarda kullanilabilmesi agisindan dmit vericidir.
Hammadde olarak FK kullanildigindan elde edilen Grtin koyu renkte olmustur. KOS’un renkli
olmasi gidadaki kullanimini kisitlayabilir. Bu nedenle, bazi gida uygulamalari icin ilave

saflagtirma ydntemleriyle rengin giderilmesi gerekebilir.
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