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Bu tez calismasinda, iilkemiz i¢in Onemli bir tarimsal yan iiriin olan Antep fistig1
kabugunun, yiiksek katma degerli bir seker alkolii olan ksilitole biyoteknolojik
yontemlerle donustiiriilmesi amaclanmistir. Lignoseliilozik yapiya sahip bu atigin
degerlendirilmesi kapsaminda, ultrason destekli seyreltik asit 6n islemi uygulanarak
hemiselillozdan ksiloz eldesi ve fermantasyona uygun bir hidrolizat {iretimi
hedeflenmistir. On islemler 80 °C’de; farkl1 siire (1-3 saat), asit konsantrasyonu (%5-10
H.SOs) ve katigoziici oram  (0.5:10-1.5:10 g/mL) kombinasyonlarinda
gerceklestirilmistir. On islem parametrelerinin ksiloz konsantrasyonu ve inhibitdr bilesik
olusumu tizerindeki etkileri Yanit Yiizeyi Yontemi (RSM) kullanilarak Box—Behnken
deneme deseni ile modellenmistir. Optimizasyon siirecinde, ksiloz konsantrasyonunun
maksimize edilmesi ve toplam fenolik madde iceriginin minimize edilmesi hedeflenmis
ve bu dogrultuda coklu yanit optimizasyonu uygulanmistir. Coklu optimizasyon
sonucunda en uygun 6n islem kosullar1 3 saat siire, %7.92 H.SOa4 ve 1.5:10 kati:¢oziicli
orani olarak belirlenmistir. Bu kosullarda sivi fazda 17020 + 1310.1 mg/L ksiloz iceren
ve inhibitér diizeyi diisik bir hidrolizat elde edilmistir. Elde edilen hidrolizat,
Barnettozyma populi NRRL Y-12728 susu ile ksilitol fermantasyonunda degerlendirilmis;
fermantasyon sonunda 9.999 g/L ksilitol, 0.44 g/g iirlin verimi, %96.9 substrat dontlisiimii,
%48.3 teorik verim ve 0.060 g/L.h hacimsel verimlilik elde edilmistir. Sonug olarak,
ultrason destekli asit 6n islemi ile Antep fistig1 kabugundan fermantasyona uygun bir
hemiseliilozik hidrolizat iiretilebilecegi ve bu yaklasimin ksilitol iiretimi ig¢in
stirdiiriilebilir ve etkili bir biyoproses alternatifi sundugu ortaya konmustur.

Kasim 2025, 117 sayfa
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ABSTRACT

Master's Thesis

BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTION OF XYLITOL FROM HEMICELLULQOSIC
HYDROLYSATES OF PISTACHIO SHELLS

Seyma Ozkan BOLUKBASI

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Advisor: Asst. Prof. Dr. Simel BAGDER ELMACI

In this thesis study, the valorization of pistachio shell, an important agricultural by
product in Tiirkiye, into xylitol, a high value-added sugar alcohol, was investigated using
biotechnological approaches. Within this scope, an ultrasound-assisted dilute acid
pretreatment was applied to enhance hemicellulose hydrolysis and to obtain a
fermentation-compatible hemicellulosic hydrolysate rich in Xxylose. Pretreatment
experiments were carried out at 80 °C by varying processing time (1-3 h), sulfuric acid
concentration (5-10% H2S0.), and solid-to-liquid ratio (0.5:10-1.5:10 g/mL). The effects
of these parameters on xylose concentration and inhibitor formation were evaluated using
Response Surface Methodology (RSM) based on a Box—Behnken experimental design.
During the optimization process, a multi-response optimization strategy was employed to
simultaneously maximize xylose concentration and minimize total phenolic content. The
optimal pretreatment conditions were determined as 3 h processing time, 7.92% H2SO4
concentration, and a solid-to-liquid ratio of 1.5:10. Under these conditions, a hydrolysate
containing 17020 + 1310.1 mg/L xylose with low inhibitor levels was obtained. The
optimized hydrolysate was subsequently used for xylitol production by Barnettozyma
populi NRRL Y-12728. At the end of fermentation, 9.999 g/L xylitol, a product yield of
0.44 glg, 96.9% substrate conversion, 48.3% theoretical yield, and a volumetric
productivity of 0.060 g/L.h were achieved. Overall, the results demonstrate that
ultrasound-assisted dilute acid pretreatment enables the production of a fermentation-
compatible hemicellulosic hydrolysate from pistachio shell and represents an effective
and sustainable bioprocessing strategy for xylitol production from lignocellulosic
residues.

November 2025, 117 pages

Key Words: Lignocellulosic waste; pistachio shell; xylitol; ultrasound-assisted acid
pretreatment; Barnettozyma populi
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1. GIRIS

Dogal kaynaklarin azalmasi, gida giivenligi ve ¢evrenin korunmasina iligkin sorunlar,
gida ve tarim sanayi atiklarmin katma degeri yiiksek iirlinlere biyoproseslerle
dontistiiriilmesini ve biyorafineri sistemlerinin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Her
y1l diinya genelinde iirlinlerin islenmesi sonucu biiylik miktarlarda ortaya ¢ikan bitkisel
ve tarimsal endiistri atiklar1 genellikle yakilmakta veya cesitli yontemlerle bertaraf
edilmektedir. Alternatif olarak, bu atiklarin biyoteknolojik proseslerde hammadde olarak
degerlendirilmesi, ticari degeri olmayan materyallerin katma degeri yiiksek iiriinlere
doniistiiriilmesine olanak saglayan yenilik¢i bir yaklagim sunmaktadir (Pleissner ve
Venus 2014). Biyorafineri yaklagimiyla {iretilebilen, umut vaat eden ve ilgi ¢eken

biyokimyasallardan biri de ksilitoldiir.

Ksilitol, basta gida, eczacilik ve kozmetik endiistrileri olmak {izere, alternatif bir
tatlandirict olarak yaygin sekilde kullanilan bes karbonlu bir seker alkoliidiir. Ksilitoliin
tatlandirici olma fonksiyonu sayesinde gida endiistrisinde genis bir kullanim alan1 vardir
(Sapc12012). Gida sanayiinde tatlandirici olarak kullanilmasinin en 6nemli sebeplerinden
biri; sakkarozla goreceli olarak ayni tatliliga sahip olmasina ragmen kalori degerinin (2.4
cal/g) sakkarozdan (4.0 cal/g) oldukea diisiik olmasidir. Diisiik kalori degerine sahip olan
alternatif bir tatlandirici olmasi sebebiyle diyabetli hastalar icin iiretilen iirlinlerde
olduk¢a fazla kullanilmaktadir (Umai vd. 2022). Ksilitol, tatlandirict 6zelligi disinda;
emiilsifiye edici, nem tutucu, kivam artirici, antikaryojenik gibi bir¢ok 6zellige sahiptir
ve bu 6zellikleri sayesinde gida endiistrisi harici ila¢ ve kozmetik endiistrisinde de siklikla
kullanilmaktadir (Orer ve Yalgm 2018). Yiiksek ¢oziiniirliiliige sahip olmasi, diisiik
glisemik indeksi bulunmasi ve aldehit ile keton gruplar1 igermediginden Maillard
reaksiyonlarima katilmamasi nedeniyle, endiistride birgok avantaj saglayan ksilitoliin
kullanim alan1 her gegen giin artmakta ve yaygmlagmaktadir. (Sapct 2012; de
Albuquerque vd. 2014).

Ksilitol, dogal olarak bazi meyve, sebze ve mikroorganizmalarda diisilk miktarlarda
bulunan bes karbonlu bir seker alkoliidiir ve basta sekerlemeler, karameller, c¢ikolatalar,

dondurmalar, joleler, marmelatlar ve igecekler olmak {izere bir¢ok gida iiriiniinde dogal



tatlandiric1 olarak yaygin bicimde kullanilmaktadir (de Albuquerque vd. 2014). Cilek,
ahududu, muz ve sar1 erik gibi meyveler ile karnabahar, 1spanak, havug, sogan, patlican
ve marul gibi sebzelerde ksilitol dogal olarak bulunmakla birlikte miktar1 sinirlidir. Sar1
erikte ksilitol oraninin 935 mg/100 g'a kadar ¢ikabildigi bildirilmistir (Ahuja vd. 2020;
Kumar vd. 2022; Umai vd. 2022). Ksilitol ayrica mayalar, likenler, mantarlar ve bazi alg
tirleri gibi ¢esitli mikroorganizmalarda da diisiik oranlarda bulunmaktadir. Bununla
birlikte hus, kaym ve bambu gibi bazi agag tiirlerinin sap, gévde ve kabuk dokular ile
cesitli lignoseliilozik biyokiitlelerde de dogal olarak yer almaktadir (Rafiqul ve Mimi
Sakinah 2013; Umai vd. 2022).

Dogal kaynaklardan ksilitol elde etmek verim agisindan yetersiz ve zahmetli oldugundan,
ticari Uiretim i¢in genellikle ksilozun nikel katalizor esliginde katalitik hidrojenasyonuna
dayanan kimyasal yontemler tercih edilmektedir (Artik vd. 1993). Bu kimyasal siirec;
asidik hidroliz, hidrolizatin saflagtirilmasi, katalitik indirgeme ve kristalizasyon gibi dort
ana adimdan olugmaktadir (Sapc1 2012; Rafiqul ve Mimi Sakinah 2013). Ancak siireg,
yiiksek enerji gereksinimi, toksik katalizor kullanimi ve diisiik iirlin verimi (yaklagik %8-
15) nedeniyle maliyetlidir ve ¢evresel agidan siirdiiriilebilir degildir (Nigam ve Singh
1995; Martinez vd. 2015; Umai vd. 2022). Bu sinirlamalar, alternatif olarak

biyoteknolojik yontemlerin gelistirilmesine olan ilgiy1 artirmistir.

Biyoteknolojik iiretim yontemleri, mikroorganizmalarin veya izole enzimlerin
kullanimiyla hem dogal hem de hidrolizattan elde edilen ksilozun ksilitole doniisiimiine
olanak saglamaktadir. Ozellikle Candida cinsi mayalar (6rnegin C. guillermondii, C.
tropicalis) yiiksek verimleriyle dikkat cekmekte ve bu suslar lizerinde genetik iyilestirme
caligmalar1 siirmektedir (de Albuquerque vd. 2014; Fang ve Qi 2017; Kumar vd. 2022).
Mikrobiyal doniisiim siireci, NAD(P)H bagimli ksiloz rediiktaz (XR) ve NAD* bagimlh
ksilitol dehidrogenaz (XDH) enzimlerinin koordineli ¢calismasina dayanir. Oksijen sinirh
kosullar, NADH/NAD" dengesini etkileyerek ksilitol birikimini artirabilir (Herndndez-
Pérez vd. 2019; Umai vd. 2022).

Biyoteknolojik iiretimin en bilylik avantaji, daha diisiik sicaklik ve basingta ¢aligmasi,

toksik metal kalintis1 icermemesi ve ¢evreye duyarl bir yaklasim sunmasidir. Ayrica saf



ksiloz yerine, hemiseliilozca zengin lignoseliilozik atiklarin dogrudan kullanimi sayesinde
tiretim maliyetleri diisebilmektedir (Rafiqul ve Mimi Sakinah 2013; Umai vd. 2022). Bu
amagla, bugday samani, misir kocani, seker kamisi kiispesi gibi lignoseliilozik materyallerin
yant sira, Tlrkiye’de tiretimi yiiksek olan ve atik miktar1 fazla olan antep fistig1 kabugu,

dikkat ¢eken bir kaynak olarak degerlendirilmektedir (Hazal vd. 2023).

Antep fistig1 kabugu, yaklasik %90 oraninda ksilan iceren hemiseliiloz yapist sayesinde
ksilitol tiretimi i¢in uygun bir hammadde niteligindedir. Ancak lignin ve seliilozla kompleks
yapida olmasi nedeniyle, bu biyokiitlenin verimli bir sekilde dontistiiriilebilmesi i¢in uygun
bir on islem gereklidir. Geleneksel on islemler (6rnegin seyreltik asit) zaman zaman
fermantasyonu engelleyici furfural ve HMF gibi toksik bilesikler olusmasina neden
olabilmektedir (Bura vd. 2009; Fang vd. 2017). Bu nedenle, ¢evre dostu ve enerji agisindan
daha verimli yontemler arasinda yer alan ultrasonik destekli 6n islem gibi alternatif
teknolojiler 6n plana ¢ikmaktadir (Agbor vd. 2011; Hernandez-Pérez vd. 2019; Hazal vd.
2023).

Sonug olarak, ksilitol iiretiminde biyoteknolojik yontemler; diisiik maliyet, ¢evre dostu
yaklasim ve yiiksek verimlilik avantajlar ile kimyasal yontemlerin oniine gegmektedir. Bu
dogrultuda, Antep fistig1 kabugu gibi lignoseliilozik atiklarin degerlendirilmesi ve uygun 6n

islem teknikleri ile ksilitol tiretiminin optimize edilmesi biiylik nem tagimaktadir.

Bu calismada, Antep fistig1 kabuklar1 farkli kosullarda (siire, asit konsantrasyonu ve
kati/¢oziicii orani) ultrases destekli asit on igslemine tabi tutulmus ve 6n islemin lignoseliilozik
yap1 tizerindeki etkisi dikkate alinarak, yanit yiizey yontemi (RSM) ile en uygun 6n islem
kosullar belirlenmistir. Optimizasyon amactyla Box—Behnken deneme deseni kullanilmistir.
Maksimum ksiloz konsantrasyonu elde edilirken ayni zamanda ksilitol fermantasyonunu
olumsuz etkileyebilecek inhibitdr fenolik bilesiklerin minimum diizeyde oldugu belirlenen
optimum 6n islem kosullarinda islenen 6rnekler, literatiirde yalnizca sinirli sayida ¢calismada
kullanilmis olan Barnettozyma populi NRRL Y-12728 maya susu ile ksilitol fermantasyonuna
tabi tutulmustur. Sonug olarak, iilkemiz agisindan 6nemli bir tarimsal atik olan Antep fistig1
kabugunun, gida endiistrisinde yaygin bigimde kullanilan dogal bir tatlandirici olan ksilitole

biyodoniistiiriilme potansiyeli laboratuvar 6lgeginde degerlendirilmistir.



2. KURUMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Ksilitol Hakkinda Genel Bilgi

Ksilitol (CsHi120s; CH.OH(CHOH):CH20OH), bes karbon atomu ve bes hidroksil grubu
iceren dogal bir seker alkoliidiir (Parajo vd. 1998). Gida ve ilag endiistrilerinde yapay
tatlandiric1 olarak ticari sekilde kullanilan beyaz kristal yapili bir sekerdir (Umai vd.
2022). Ilk kez 1891 yilinda Alman ve Fransiz bilim insanlari tarafindan Emil Fischer’in
caligmalar1 sonucunda sentezlenmistir (Parajo vd. 1998). Bu bilesik, dogal olarak erik
(%0.30), cilek (%0.35) ve ahududu (%0.25) gibi meyvelerde; ayrica karnabahar, kabak
ve 1spanak gibi sebzelerde ¢ok diisiik miktarlarda bulunmaktadir (Granstrom vd. 2007a;
Prakasham vd. 2009; Van Reis ve Zydney 2001). Bunun yani sira, ¢esitli yenilebilir
bitkilerde ve mantarlarda da diisiik konsantrasyonlarda dogal olarak bulunur. Ksilitoliin
yetiskin insanlarda giinliik olarak yaklasik 5-15 g arasinda tiretildigi bildirilmektedir
(Salli vd. 2019).

OH

HO OH
OH OH

Sekil 2.1 Ksilitoliin yapist ((2R,3R,4S)-pentan-1,2,3,4,5-pentol) (Gasmi Benahmed vd.
2020

2.2 Ksilitoliin Ozellikleri

Ksilitol (CsHi20s), bes karbon atomunun her birine bir hidroksil (-OH) grubunun
baglandig1 ve ayn1 zamanda bir tridentat ligand ((H-C—OH)s) yapisi igeren bir seker



alkolii bilesigidir (Mékinen 2011). Ksilitoliin tatlandirict giicii sakkarozla esdeger olup,
enerji degeri sakkarozun 4 cal/g’lik degerine kiyasla yalnizca 2.4 cal/g’dir. Endotermik
¢Oziinme 1sisina sahip olan ksilitol, suda iyi ¢oziinlir ve agiz yoluyla alindiginda
karakteristik bir sogutma hissi olusturur (Sarrouh ve Da Silva 2013). Mevcut
tatlandiricilar arasinda ksilitol, prebiyotik etkileri ve gida endiistrisindeki genis uygulama
alanlar1 nedeniyle giderek daha fazla tercih edilmeye baglanmistir (Ur-Rehman vd. 2015).
Ksilitoliin viskozitesi genellikle sicaklik arttik¢ca azalmakta olup, suda ¢6ziinme davranisi

sakkarozunkine benzerdir (Hou vd. 2006).

Cizelge 2.1 Ksilitoliin kimyasal 6zellikleri (Ur-Rehman vd. 2015)

Formiil CsH1205

Molekiil Agirlig 152.15

Goriiniim Beyaz Kristal Toz
Koku Kokusuz

20°C’de Cozilintirlik 169 g/100 g HO

pH 5-7

Erime Noktasi 93-94.5

Kaynama Noktasi 216°C

Yogunluk (bulk density)

(15°C) 1.50 g/LL

Kalori Degeri 16.88 J/g

Tatlilik Miktar1 Sakkarozla ayni, sorbitolden ve mannitolden fazla
Molekiiler Aktifligi Optik naktif

(Coziime Degeri Endotermik 36.61 cal/g
Yogunluk %10 1.03

Yogunluk %60 1.23

Vizkozite ( cP 20°C) %10 1.23

Vizkozite (cP 20°C) %40 4.18

Vizkozite (cP 20°C) %50 8.04

Vizkozite (cP 20°C) %60 20.63

Polarize Is1g1 Cevirme Agisi Optikce Aktif Degil

Mannitol ve sorbitolden daha tatli, Sakkarozdan
Tatlilik

daha az

Ksilitol, gida endiistrisinde sekerlemeler, karameller, ¢ikolatalar, dondurmalar, joleler,
marmelatlar ve iceceklerde tatlandirici ve kalori degerinin diisiik olmasindan dolayi tercih
edilmektedir (de Albuquerque vd. 2014). Ayrica, ksilitol aldehit ve keton gruplar
icermediginden Maillard reaksiyonlarina katilmamasi sebebiyle renk stabilitesini

korumaktadir (Parajo vd. 1998). Ksilitol, 2004 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Enerji



Bakanlig1 (DOE) tarafindan en umut verici 12 biyo-bazli platform molekiiliinden biri
olarak tanimlanmistir. Ksilitol yalnizca biyokiitleden elde edilebilen bir bilesiktir;
petrokimyasal bir alternatifi yoktur ve fosil kaynakli bilesiklerin siirdiiriilebilir bigimde
ikame edilmesinde veya biyo-bazli ekonomiye yonelik yeni islevselliklere sahip
biyokimyasallarin iiretiminde yenilenebilir bir hammadde olarak kullanilma

potansiyeline sahiptir (Romero-Garcia vd. 2022).

Ksilitol; meyve ve sebzelerin yani sira, mayalarda, likenlerde, deniz yosunlarinda ve
mantarlarda da diisiik miktarlarda dogal olarak bulunmaktadir. Ayrica, cesitli
lignoseliilozik biyokiitlelerde de dogal olarak yer almaktadir (Rafiqul ve Sakinah 2013).
Ksilitol iceren meyveler arasinda ¢ilek, ahududu, muz ve sar1 erik, sebzeler arasinda ise
karnabahar, 1spanak, havug, sogan, patlican ve marul sayilabilir. Dogal olarak en yiiksek
ksilitol icerigine sahip olan sar1 erikte, ksilitol oran1 935 mg/100 g’a kadar
ulagabilmektedir (Ahuja vd. 2020; Kumar vd. 2022; Umai vd. 2022). Bunun yani sira,
hus ve kaymn gibi sert agaglarin ve bambu gibi bazi bitkilerin sap, govde ve kabuk

dokularinda da ksilitol dogal olarak bulunmaktadir.

Cizelge 2.1 Farkl biyokiitle kaynaklarindan elde edilen hemiseliiloz bilesenleri (Kumar

vd. 2022)
.. Ksiloz Glikoz Arabinoz
Biyokiitle Referanslar
Y @L) (L) (gL
Seker Kamist 1 2.75 2.63 (Thancharoen vd. 2016)
Posasi
KajuAgaat 45 52 6.1 (Medeiros vd. 2017)
Atig1
Yag Palmiyesi .
Agaci Atig 2.16 0.56 - (Kresnowati vd. 2016)
Misir Kocan 21.98 3.56 2.17 (Misra vd. 2012)
Seker Kamist ¢ ¢ 3.7 3.9 (Hernéndez-Pérez vd. 2016)
Samani
Sorgum 1760 2.1 1.81 (Sene vd. 2011)
Samani
Kolza Samam  10.30 2.96 1.72 (Lopez-Linares vd. 2018)




2.3 Ksilitoliin Insan Saghgma Etkileri

Ksilitoliin kullanim giivenligi, Avrupa Ekonomik Toplulugu tarafindan 1984 yilinda
resmi olarak taninmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde gida ve ilaglar1 diizenleyen
kurum olan FDA (Food and Drug Administration) ise ksilitolii 1986 yilinda “Genel
Olarak Giivenilir Kabul Edilen” (Generally Recognized as Safe; GRAS) bir bilesik olarak
smiflandirmistir.  Ayrica 1994 yilinda ksilitol, “disler i¢in gilivenli” olarak da
tamimlanmustir (de Albuquerque vd. 2014). Emiilsifiye edici, nem tutucu, kivam arttirici
ve tatlandirict 6zellikleri sayesinde ksilitol, gidalarda E967 kodlu katki maddesi olarak
yaygin bi¢imde kullanilmaktadir (Orer ve Yalgin 2018). Ksilitol, insan viicudu tarafindan
belirli tiiketim sinirlari igerisinde iyi tolere edilmektedir. Tek seferde en fazla 20 g olacak
sekilde ve giinliik toplam tiikketim 60 g’1 asmadiginda herhangi bir olumsuz etki
gostermemektedir. Ancak daha yiiksek miktarlarda alimi laksatif (ishal yapici) etkilere
neden olabilmektedir (de Albuquerque vd. 2014).

Ksilitol, mannitol, stevia gibi dogal glikoz ikameleri ile aspartam ve sakkarin gibi yapay
tatlandiricilar, hem terapodtik hem de terapodtik olmayan alanlarda ¢esitli uygulamalara
sahiptir. Terapdtik agidan, bu tatlandiricilar kilo kontroliine yardimei olmakta, dis
saghigim desteklemekte ve diyabet hastalari tarafindan tercih edilmektedir. Terapotik
olmayan kullanimlarda ise, tatlandiricilar gida isleme endiistrisinde yaygin bigimde
kullanilmakta ve farkli gida tiriinlerinin lezzetini artirmak amaciyla tercih edilmektedir.
Glikoz yerine kullanilan tatlandiricilarin etkinligi, glisemik indeks degerleri ve gram

basina kalori miktarlar1 ile degerlendirilmektedir (Deng vd. 2007).

Glisemik indeks, kalorik deger ve tatlandirma giicii, seker ikamelerinin etkinliginin
degerlendirilmesinde temel kriterlerdir. Diisiik glisemik indeksli tatlandiricilar 6zellikle
diyabet yonetimi ve kilo kontrolii agisindan avantaj saglamaktadir. Mevcut tatlandiricilar
arasinda ksilitoliin glisemik indeksi yaklasik 7, sorbitoliin ise yaklasik 4 olarak
bildirilmistir; bu degerler sakkarozun glisemik indeksinden (=65) olduk¢a diisiiktiir.
Ksilitol ve sorbitoliin enerji degerleri yaklasik 2.4 kcal/g olup, bu yoniiyle 4 kcal/g enerji
iceren aspartama kiyasla daha diisiik kalorilidir. Ksilitol, tathilik giicii bakimindan

sakkaroza yaklasik esdegerdir, buna karsilik stevia, aspartam ve sakkarin sirasiyla



sakkarozdan yaklasik 250, 200 ve 300 kat daha tathidir; eritritol ve sorbitol ise
sakkarozdan daha diisiik tatlilik seviyelerine sahiptir. Ksilitol genel olarak giivenli kabul
edilmekle birlikte, yiiksek miktarda tliketildiginde siskinlik, abdominal rahatsizlik ve

laksatif etki gibi gastrointestinal yan etkilere neden olabilir (Jacob ve Stechschulte 2008).

Ksilitoliin insan saglhigi tizerindeki etkileri, yalnizca diisiik glisemik indeks degeri ile
siirl degildir; ayn1 zamanda metabolik, antimikrobiyal ve terapotik agidan da cesitli
yararlar sunmaktadir. Ksilitoliin tipta 6ne ¢ikan en dikkat ¢ekici 6zellikleri; insiilinden
bagimsiz metabolize edilebilmesi, sakkaroz ile esdeger tatlilik derecesine sahip olmas1 ve
buna karsin daha diisiikk enerji degerine (2.4 cal/g) sahip olmasi ile antibakteriyel
etkileridir. Ksilitoliin tatlandirma giicii, sorbitoliin yaklagik iki kat1 ve mannitoliin ti¢ kat1
diizeyindedir. Yiiksek tatlandirma giicii ve sindirimi i¢in insiiline ihtiya¢ duyulmamasi
nedeniyle ksilitol, son yillarda diyabet tedavisinde ve glikoz-6-fosfat dehidrogenaz
eksikligine bagl hastaliklarda alternatif bir tatlandirict olarak dikkat cekmektedir. Ayrica
ksilitol, travma sonrasi ya da cerrahi sonras1 donemde stres hormonlarinin artigina bagh
insiilin direncinin gelistigi durumlarda, glikozun etkin bir sekilde kullanilamamasina
kars1 enerji metabolizmasin1 desteklemek amaciyla kullanilabilmektedir. Ksilitoliin
osteoporozu 6nleme potansiyeline sahip oldugu, otitis tedavisinde antibiyotiklerin yerine
kullanilabilecegi ve bu nedenle orta kulak enfeksiyonu gegiren ¢ocuklara ksilitol igeren
sakizlarin  verilebildigi bildirilmektedir. Ksilitoliin, kistik fibrozis hastalarinda
enfeksiyonun baglangi¢c asamalaria miidahale edebildigi ve Streptococcus pneumoniae
ile mutans streptokoklarin patojenitesini azalttigi gosterilmistir. Ayrica ksilitol,
pnomokok ve Haemophilus influenzae’nin nazofaringeal hiicrelere tutunmasini
engellemektedir. Mutans streptokoklar iizerindeki bu etkisi nedeniyle ksilitol,
antikaryojenik bir ajan olarak kullanilmaktadir; yalnizca bu tiiriin biiylimesini azaltmakla
kalmaz, protein sentezini bozarak hiicrelerde ultrastriiktiirel degisikliklere neden olur

(Jain ve Mulay 2014).

Literatiirde, ksilitoliin kalori azaltimi amaclanan baz1 gidalarda sakkaroz yerine
kullanimina iliskin cesitli c¢aligmalar bulunmaktadir; O6rnegin kekler, kurabiyeler,
cikolatalar ve sakizlarda kullanimi rapor edilmistir. Ksilitoliin farmasotik endiistride

kullanim1 ise, basta dis ¢iiriiglinii %100’e kadar azaltabilen kanitlanmig antikaryojenik



ozellikleri nedeniyle olduk¢a yaygin hale gelmistir. Bir¢ok calisma, bu seker alkoliiniin
ozellikle Streptococcus mutans bakterisine karsi agiz i¢i biyofilm olusumunu
engellemede etkili oldugunu gostermektedir. Bazi arastirmacilar, ksilitoliin bu bakteri
tizerindeki  antikaryojenik  etkisinin,  mikroorganizmadaki  glukoziltransferaz
ekspresyonunun azalmasina bagli oldugunu belirtirken; diger arastirmacilar ise, ksilitoliin
bakteriyi ¢evreleyen polisakkarit tabakasini daha seyrek ve daginik bir hiicre duvari
yapisina doniistiirdiigiinii ifade etmektedir. S. mutans’in yani sira, bagka caligmalar
ksilitoliin agiz saglig1 i¢in zararli olan diger mikroorganizmalar iizerinde de etkili
oldugunu gostermistir; bunlar arasinda Streptococcus pneumoniae ve Haemophilus
influenzae, Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa bulunmaktadir. Ksilitol,
yalnizca dis ¢iirtigline kars1 koruma saglamakla kalmayip, ¢ogunlukla yaslanmaya baglh
gelisen dis kalsifikasyonuna katkida bulunma o6zelligiyle de taninmaktadir. Ayrica
ksilitoliin diyabet, anemi, akut otitis media ve osteoporoz gibi ¢esitli hastaliklarin

tedavisinde de etkili olabilecegi bildirilmistir (de Albuquerque vd. 2014).

Ksilitol, insan viicuduna alindiginda 6ncelikle karacigerde metabolize edilir ve insiilinden
bagimsiz olarak glikoz-6-fosfata doniistiirtiliir. Ksilitoliin kana gecisi ve glikoza
dontlistimii oldukca yavas gercgeklestigi i¢in, kan glikoz diizeyini hizli bir sekilde
yiikseltmez ve buna bagl olarak insiilin saliniminda yalnizca sinirli bir artis olusturur
(Schroder 1980). Ksilitol, glikoz gibi diger sekerlerle karsilastirildiginda, daha diisiik
enerji igerigine sahip olmasi ve kan sekeri diizeyini yalnizca hafifce yiikseltmesi

nedeniyle 6nemli metabolik avantajlar sunar (Natah vd. 1997).

Ksilitoliin - enflamatuar reaksiyonlar {izerinde inhibe edici bir etkisi oldugu
bildirilmektedir. Enflamasyonla iligkili 6nemli siireglerden biri, tiimor gelisimi ve
metastaz sirasinda gerceklesen anjiyogenezin kontroliidiir. Enflamatuar yanitlari azaltan
veya baskilayan dogal bilesikler iizerine birgok ¢alisma yapilmis olup, ksilitol de bu
bilesikler arasinda yer almaktadir. Ksilitoliin, lipopolisakkarit (LPS) uyarisiyla
indiiklenen pro-enflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu inhibe edebildigi gosterilmistir.
Sicanlarda gergeklestirilen in vivo ¢alismalarda, ksilitol uygulamasinin Matrigel plug
modelinde anjiyogenezi baskiladigi rapor edilmistir. Ayrica ksilitol ile tedavi edilen

siganlarda vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), matris metalloproteinaz-2



(MMP-2) ve bazik fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) mRNA ekspresyon diizeylerinin
azaldig1 gozlenmistir (Yi ve Kim, 2013).

Dis ¢iirtigti, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde okul ¢agindaki ¢ocuklarin %60-90’1mn1 ve
cok sayida yetiskini etkileyen; tedavi maliyetleri ve yasam kalitesi lizerindeki olumsuz
etkileri nedeniyle yaygin ve énemli bir halk sagligi sorunudur (Riggs vd. 2019). Dis
¢lirtigiiniin 6nlenmesinde profilaktik maddelerin kullanimi, 6zellikle ksilitoliin onemli bir
yer tuttugu bilinmektedir. Poliol bilesiklerinin, molekiillerinde bulunan hidroksil (—OH)
gruplarinin sayisina bagli olarak c¢liriik olusumunu engelleyebildigi 6ne siiriilmiistiir. Bu
etki diizeyi genel olarak eritritol > ksilitol > sorbitol seklinde bildirilmektedir (Méakinen
2010). Ksilitol, bakteriyel metabolizmay1 bozmakta ve enerji liretimini engelleyerek
bakteriyel hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Ayrica dis plaginin olusumunu azaltmakta ve
dis minesi ile dentinin demineralizasyonunu (mineral kaybini) engellemektedir (Ly vd.
2006). Ksilitol, agizda bakteriyel yapismay1 ve biyofilm olusumunu inhibe etmektedir
(Ammons vd. 2011).

Ksilitol ile ilgili dis ¢liriigii onleme ¢alismalarinin ilki, 1970’lerde Finlandiya’da hayvan
modelleri tizerinde gerceklestirilmis; insanlardaki etkisi ise “Turku Sugar Studies” olarak
bilinen arastirma ile ortaya konmustur. Bu ¢alisma, ksilitol tiiketiminin dis plagimi
azalttigini gostermistir. Ksilitol, ilk kez Finlandiya’da agiz sagligim1 desteklemek ve dis
cliriiglinli onlemek amaciyla cignenebilir sakiz formiilasyonlarina dahil edilmistir

(Mékinen 2011).

2.4 Ksilitol Kullanim Alanlari ve Pazar Analizi

Ksilitoliin faydali 6zellikleri, onun gida ve ila¢ sanayisinde kullaniminin artmasini tesvik
etmistir. Ksilitol, 50'den fazla iilkede gida kullanimina onay almis olup, toplam poliol
pazarinin yaklasik %12’sini elinde bulundurmaktadir ve bu pazar paymin onlimiizdeki

yillarda ii¢ kat artacagi dngoriilmektedir (Mussatto 2012; Ravella vd. 2022).
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Ksilitol, gida, farmasdtik ve sekerleme sektorleri basta olmak iizere genis bir kullanim
alanma sahiptir. Gida endiistrisinde ise gidalarin raf Omriini, rengini ve tadini
tyilestirmek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Ksilitol, indirgen seker 6zelligi
gostermediginden Maillard reaksiyonuna katilmaz; bu nedenle 1s1l islemler sirasinda non-
enzimatik esmerlesmeye ve proteinlerin besin degerinde azalmaya yol agmaz. Ksilitol
gida sektoriinde, tek basina ya da diger seker ikameleriyle birlikte sekersiz cikolatalar,
sakizlar, sert sekerler, gofret dolgulari, pastiller ve sekersiz pektin joleleri gibi diyabetik
tiikketici grubuna yonelik ¢esitli tiriinlerde kullanilabilmektedir. Ksilitoliin kanser karsiti
Ozellikleri, nem tutma Kkapasitesi ve mikroorganizmalar tarafindan metabolize
edilmesinin gii¢ olmasi, bu bilesigin ¢ok ¢esitli alanlarda degerli bir gida bileseni olmasini

saglamaktadir (Olinger ve Innovations 2001).

Uluslararasi ksilitol pazari, 2015 yilinda yaklasik 750 milyon USD olarak degerlenmis
olup, diisilk kalorili seker alternatiflerine yonelik artan tiiketici talebi sayesinde
ontimiizdeki on yil i¢inde dnemli bir bliyiime potansiyeline sahiptir. Ancak sorbitol ve
mannitol gibi daha diisitk maliyetli alternatiflerin, bu biiylime siirecindeki en 6nemli
zorluklardan birini olusturdugu unutulmamalidir. Ksilitol igeren {irlinler arasinda
cignenebilir sakizlar kiiresel pazarin yaklasik %66’sini1 olustururken, ksilitol kullanan en
hizli biiyliyen ikinci segment ise agiz bakim driinleridir. Asya Pasifik ve Latin
Amerika’daki gelismekte olan iilkeler, kiiresel pazar hacminin %45’inden fazlasini
olusturmaktadir ve bu bdlgelerin 20162025 yillar1 arasinda gelir bakimindan en hizl
biiyiimeyi gostermesi beklenmektedir. Avrupa ve Kuzey Amerika ise kiiresel pazarda
ikinci sirada yer almaktadir. Uluslararast pazarda faaliyet gosteren baglica sirketler
arasinda Dupont Danisco, DFI Corporation, Shandong Futaste Co., Ltd., Xylitol Canada
Inc., Zuchem Inc. ve Roquette Fréres bulunmaktadir. Ayrica aragtirma ve yenilik
yatirimlarmin arttigi goriilmekte olup, 6zellikle Thompson Biotech (Xiamen) Co. Ltd. ve
Zuchem Inc. gibi baz1 ireticiler mikrobiyal fermantasyon siirecleri {izerine

yogunlagmaktadir (Yadav vd. 2023).
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2.5 Ksilitol Uretimi

Ksilitol, saglik ve gida sektorlerinde genis kullanim potansiyeline sahip olmasina karsin,
iiretim maliyetinin yiiksek olmas1 nedeniyle ticari olarak sinirli miktarda iiretilmektedir.
Ksilitol iiretim maliyetinin, sakkaroz veya sorbitol gibi yaygin tatlandiricilara kiyasla
yaklasik 10 kat daha yiliksek olmasi, tatlandirici pazarindaki paymi kisitlayan temel
faktorlerden biridir. Bu nedenle, {iretim maliyetlerinin azaltilmasina yonelik yeni ve daha
verimli tiretim stratejilerinin gelistirilmesi gereklidir. Giincel yaklagimlar iginde, ksiloz
iceren ¢ozeltilerden mikrobiyal fermantasyonla ksilitol iiretimi, kimyasal senteze gore
daha gevreci olmasi, yenilenebilir lignoseliilozik kaynaklarin kullanilabilmesi ve yan
tiriin  olusumunun smirlt olmasit nedeniyle dikkat cekici bir alternatif olarak one

¢ikmaktadir (Parajo vd. 1998).

Literatiirde ksilitol {iretiminin {i¢ temel yontemle gergeklestirildigi bildirilmektedir

(Sapci, 2012):

1. Kati—siv1 ekstraksiyonu
2. Kimyasal iiretim (hidrojenasyon)

3. Biyoteknolojik (mikrobiyal fermantasyon) tiretim

Bu yontemler arasinda 6zellikle biyoteknolojik iiretim, stirdiiriilebilirlik gereksinimlerine
uyumu ve hammadde ¢esitliligi nedeniyle endiistriyel 6l¢ekte giderek daha fazla 6nem
kazanmaktadir. Ksilitol Uretiminde kimyasal hidrojenasyon yontemi, biyoteknolojik
yonteme kiyasla zor ve maliyetli bir islemdir. Diger alternatif yontem ise yenilenebilir
biyokiitle kaynaklarinin biyodoniisiim yontemidir (T. B. Granstrom vd. 2007). Bu siiregte
ksilozun ham hidrolizatlarinin ksilitole doniisiimii i¢in fermantasyon asamasinda
belirlenen mikroorganizma suslarimin kullanildig1 hidroliz ve farkli biyodoniisiim
asamalarindan olusan (6n islem, enzimatik hidroliz ve fermantasyon) yontemdir.
Biyoteknolojik yontemde oncelikli olarak ksiloz, tarimsal atiklardan enzimatik veya
kimyasal hidroliz yoluyla iretilir ve ¢ogunlukla maya suslari kullanilarak ksilitole
dontstiiriiliir. Bu yontem, kimyasal iiretimle karsilastirildiginda kullanilmasi gereken

enerjiyi azaltarak daha ekonomik iiretim imkanlart sunmaktadir. Hammadde olarak
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kullanilan biyokiitle farkli kosullarda 6n isleme tabii tutulur ve cesitli siireg
parametrelerinden gecirilip ksilitol eldesi yapilmaktadir. Fermantasyon sirasinda,
ksilozdan ksilitol iiretimini azaltan ¢esitli mikroorganizma biiylime inhibitorleri liretilir;
bu nedenle, detoksifikasyon asamasi olduk¢a Onemlidir. Tarimsal atiklar, ucuz ham
madde olarak, biyoteknolojik iiretim i¢in potansiyel kaynaklar olarak degerlendirilir

(Sreenivas vd. 2006).

K . K Antep Fistigi Kabugu Hidrolazati,
Hemiseliloz Hidrolazati —  Bugday Sapi, Muz Kabugu, Findik

Kabugu
Ksiloz Saflagtirma ———a lon Exchange, Aktif Komr, pH

G .2

Kataliz, E'ek"O“Z<—| Kimyasal Yolla Uretim | <ﬁ> | Fermentasyon Yoluyla Uretim | — Bakteri, Maya, Mantar

S

lon Exchange, Aktif Kémur, pH Ayarlanmasi,

| Ksilitol Saflastiriimasi ——»  Kromatografik Metod, Sivi-sivi Ekstraksiyonu,
@ Cokturme,
izotermal, Sogutma, Buharlastirma ¢——— | Kristilizasyon |
| Saf Ksilitol |

Sekil 2.2 Biyoteknolojik ve kimyasal yontemle ksilitol liretimi

2.5.1 Kat1-Sivi ekstraksiyon yontemiyle ksilitol iiretimi

Ksilitol dogal olarak marul, karnabahar, sar1 erik, ahududu, ¢ilek, tiziim ve muz gibi ¢esitli
meyve ve sebzelerde; ayrica maya, liken, deniz yosunu ve mantar gibi biyolojik
kaynaklarda bulunmaktadir. Ksilitoliin bu kaynaklardan geri kazanilmasi kati-sivi
ekstraksiyon yontemi ile miimkiin olmakla birlikte, hammaddelerdeki dogal ksilitol
miktarinin oldukca diisiik olmas1 (100 g taze madde basina 900 mg’dan daha az) bu
yontemin ekonomik uygulanabilirligini biiyiik dl¢iide sinirlamaktadir (Parajo vd. 1998).
Bagka bir ifadeyle, ksilitoliin dogal kaynaklardan dogrudan ekstraksiyon yoluyla elde

edilmesi, diisiik verim nedeniyle endiistriyel Olgekte uygun bir yontem olarak
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degerlendirilmemektedir. Bu nedenle giincel c¢alismalar, ksilitoliin lignoseliilozik
biyokiitlenin hidroliziyle elde edilen ksilozun mikrobiyal doniisiimii gibi daha

stirdiiriilebilir ve yiiksek verimli iiretim yontemlerine odaklanmaktadir.

2.5.2 Kimyasal yontemle ksilitol iiretimi

Ksilitoliin  kimyasal yontemle {iretimi ilk olarak 1970°li yillarda Finlandiya’da
gerceklestirilmistir (Chen vd. 2010). Bu yontemde D-ksiloz, nikel, palladyum veya
rutenyum (Ni, Pd, Ru) gibi metal katalizorler esliginde hidrojenasyonla ksilitole
dontistiiriilmekte; ardindan reaksiyon ortaminda olusan yan ve toksik bilesenlerin
uzaklagtirilmasi igin gok asamali saflagtirma islemleri uygulanmaktadir. Siirecin sonunda
ksilitol kristalizasyon yoluyla yogunlastirilarak %98’in {izerinde saflikla geri
kazanilmaktadir (Arcafio 2018). Ancak ksilitoliin kimyasal {iretim siireci olduk¢a sert
kosullar gerektirmektedir (80-140 °C, 31-40 atm basing, 3—5 saat reaksiyon siiresi).
Ayrica yiiksek enerji tiiketimi, kapsamli saflastirma adimlar1 ve sadece orta diizeyde bir
doniigiim verimi saglamasi (toplam ksilozun %50—60’1nin ksilitole doniismesi) nedeniyle,
daha ekonomik ve siirdiiriilebilir alternatif tiretim yontemlerinin gelistirilmesi gerekliligi
ortaya ¢ikmaktadir (Vallejos ve Area 2017). Buna ek olarak, yiiksek sicaklik ve basing
gereksinimi nedeniyle siire¢ hem yiiksek maliyetlidir hem de enerji yogun bir yap1

sergilemektedir (Zhang vd. 2012; Lopez-Linares vd. 2020; Kaur vd. 2024).

2.5.3 Biyoteknolojik yontem ile ksilitol iiretimi

Biyoteknolojik yontem ile ksilitol iiretimi, sayisiz avantaji nedeniyle kimyasal iglemlere
kiyasla daha yaygin bir sekilde tercih edilmektedir (Misra vd. 2013). Kimyasal {iretime
kiyasla atmosferik basing ve ortam sicaklifi gibi daha ilimhi fermantasyon kosullar
gerektirmesi, bu yontemi endiistriyel uygulamalar agisindan daha avantajli bir secenek
haline getirmektedir (Rao vd. 2006). Mikrobiyal iiretim siirecleri, degerli bilesenlerin
iiretimini tesvik etmek amaciyla sus iyilestirme calismalarina genis bir olanak
saglamaktadir; bu siliregler, adaptasyon, mutasyon ve genetik rekombinasyon gibi

yontemlerle gergeklestirilerek verimlilik artirilmaktadir (Misra vd. 2013).
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Candida. tropicalis, Debaryomyces hansenii, Debaryomyces nepalensis, Candida
guilliermondii ve Candida subtropicalis gibi gesitli maya tiirleri, ksilozu verimli bir
sekilde ksilitole doniistiirme kapasitesine sahiptir (Kumdam vd. 2012; Zhang vd. 2014).
Candida cinsinin tercih edilmesinin nedeni, ksilitol tiretiminde yiiksek verim saglamak
ve sinirli oksijen kosullarinda bile verimli olmalaridir. Bu mikroorganizmalar, ksilozun
ara metaboliti olan ksilitolii iiretebilirler. Ornegin, ksilitol elde etmek igin en yaygin
kullanilan mayalardan biri olan Candida guilliermondii’nin ksilitol metabolizmasinda iki

anahtar enzimi bulunmaktadir:

(1) NADPH-bagiml1 ksiloz rediiktaz ve
(2) NADP+ bagimli ksilitol dehidrogenaz.

Ik enzim, ksilozu ksilitole indirgerken, ikinci enzim ksilitolii ksiliiloza oksitler ve her
ikisi de ksiloz tarafindan indiiklenir (Silva vd. 2004).

Mikrobiyal yolla ksilitol tretiminde en ¢ok verim alinan tirler. Xyloz, Pichia,
Debaryomyces, Pachysolen, rekombinant Escherichia coli, rekombinant Saccharomyces
cerevisiae ve Candida tiirleridir. Bu mikroorganizmalar arasinda, Candida tiirleri, ksilozu

yiiksek verim ve tiretkenlikle ksilitole doniistiirme kapasitesine sahiptir (Kim vd. 2010).

Biyoteknoloik yontem ile ksilitol iiretiminde yapilan arastirmalar, yalnizca ¢evre dostu
olmastyla degil, ayn1 zamanda fermantasyon siire¢lerinin mevcut kimyasal yollarin yerine
gecebilecek bir alternatif haline gelme potansiyeli nedeniyle de yogunlasmistir. Ksilitoliin
mikrobiyal tretimi i¢in en yaygin bildirilen substratlar, misir koganmin asidik
hidrolizatlar1 (Ping vd. 2013) , seker kamisi posasi (Unrean ve Ketsub, 2018), yulaf
kabugu (Cortivo vd. 2018), piring ve soya kabugu (Cunha-Pereira vd. 2017; Sehnem vd.

2017) olarak siralanmistir.

Mikrobiyal ksilitol iiretiminde, fermantasyon ortami olarak kullanilacak hidrolizatlarin,
miimkiin oldugunca yiiksek ksiloz igerigine sahip olmasi ve mikroorganizma geligimini

olumsuz etkileyebilecek inhibitor bilesenleri en diisiik diizeyde iceren hemiseliilozik
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hidrolizatlar seklinde elde edilmesi hedeflenmektedir (Rafiqul ve Sakinah, 2013). Ancak,
cok yiiksek derisimlerde ksiloz igeren hemiseliilozik hidrolizatlarin ksilitol iiretimde
kullanildigt  baz1  ¢alismalarda, mikroorganizmalarin  ksiloz  fermantasyonu
metabolizmalarinin olumsuz yonde etkilendigi bildirilmektedir ve bu durumun ksilozun
yanisira, hemiseliilozik hidrolizatlarda bulunan inhibit6r bilesenlerin derisimlerinin de
daha yiiksek olmasi ile agiklanmaktadir (M. Li vd. 2012). Ayrica, tiretimde kullanilan
farkli suslarin ksilitol tiretimi kapasitelerinin de farkli olmas1 nedeniyle ve hemiseliilozik
hidrolizatlarin kimyasal bilesimlerinin degiskenlik géstermesi sebebiyle, ksiloz icerigi
yiiksek olan fermantasyon ortamlarinda her zaman en yiiksek derisimlerde ksilitol tiretimi
yapilamadig1 bildirilmektedir. Tiim bu nedenlerle, mikrobiyal ksilitol iiretimi ¢aligmalari
icin, lignoseliilozik materyallerden hemiseliilozik hidrolizat hazirlig1 agsamalarinin uygun
yontemler kullanilarak optimum kosullar altinda gerceklestirilmesi ve hazirlanan
fermantasyon ortamlarinda ksilitol {iretme kapasitesi yliksek suglarin se¢ilmesi oldukca
biiyiik bir 6nem tasimaktadir (Mussatto ve Roberto, 2008). Cizelge 2.3’te, ksilitol iiretimi
amactyla farkli maya tiirlerinin ¢esitli lignoseliilozik atiklar iizerinde uygulanmig
fermantasyon kosullar1 ve bu kosullar altinda elde edilen ksilozdan ksilitole doniisiim

oranlar1 ayrintili olarak sunulmustur.
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L1

Cizelge 2.3 Ksilitol iiretimi i¢in farkli maya tiirleri ve fermantasyon kosullari kullanarak lignoseliilozik atiklarin kullanimi

(Orer ve Yalgin, 2018)
Mikroorganizma Kullanilan Fermantasyon Kosullari Ksilozdan Referanslar
Substrat Ksilitole
Doniisiim Oram

C. shehatae HM 52.2 Pirin¢g Kabugu Reaksiyon Siiresi: 228 saat Karistirma Hizi: 180 rpm 0.11 (Hickert vd. 2013)
Sicakhik: 30 °C Havalandirma Hizi: 0.33 vvim

C. tropicalis CCTCC M2012462  Maisir Kogani Reaksiyon Siiresi: 100 saat Karistirma Hizi: 200 rpm 0.71 (Ping vd. 2013)
Sicakhik: 35 °C Havalandirma Hizi: 0.4 vvm

C. tropicalis Misir Kogani Reaksiyon Siiresi: 66 saat Karistirma Hizi: 200 rpm 0.58 (Misra vd. 2013)
Sicaklik: 30 °C pH: 4.5

C. tropicalis CICC1779 Misir Kogani Reaksiyon Siiresi: 24 saat Karistirma Hizi: 210 rpm 0.77 (Jia vd. 2016)
pH: 6

C. guilliermondii FTI 20037 Seker Kamigi Posast  Reaksiyon Siiresi: 144 saat Karistirma Hizi: 450 rpm 0.69 (Vaz de Arruda vd.
Sicaklik: 30 °C Havalandirma Hizi: 0.7 vvin 2017)

W. anomalus WA-HF5.5 Piring ve Soya Reaksiyon Siiresi: 72 saat Karistirma Hizi: 180 rpm 0.86 (Sehnem vd. 2017)

Kabugu Sicaklik: 30 °C Havalandirma Hizi: 0.33 vvm

Debaryomyces hansenii ve C. Kanola Bitkisi Reaksiyon Siiresi: 72 saat Karistirma Hizi: 200 rpm 0.45-0.55 (Lopez-Linares vd.

guilliermondii Samani Sicakhk: 30 °C 2018)

C. guilliermondii BL 13 Soya Kabugu Reaksiyon Siiresi: 72 saat Karistirma Hizi: 180 rpm 0.46 (Cunha-Pereira vd.
Sicakhk: 23-33 °C 2017)

S. cerevisiae YRH 396 ve S. Soya Kabugu Kanstirma Hizi: 180-300 rpm Sicakhk: 28 °C 0.45 (Cortivo vd. 2018)

cerevisiae YRH 400

Havalandirma Hizi: 1 vvm pH: 5.5




Ksilitol iiretiminde kullanilan lignoseliilozik substratlar, 6n iglem ve fermantasyon
asamalarinda furfural, asetik asit ve hidroksimetilfurfural (HMF) gibi ¢esitli inhibitor
bilesiklerin olusmasina yol agmaktadir. Bu bilesikler, mikroorganizmalarin metabolik
aktivitelerini olumsuz etkileyerek fermantasyon hizini ve ksilitol verimini diisiirmektedir.
Ozellikle asetik asit, ksilozu ksilitole doniistiiren maya hiicrelerinde metabolik baski
olusturarak inhibitoér etki gostermekte olup, etkisi hem konsantrasyona hem de
fermantasyon siiresine baglhidir. Bu inhibitdrlerin etkisini azaltmak amaciyla literatiirde
cesitli detoksifikasyon yontemleri onerilmistir. Aktif karbon adsorpsiyonu (Pereira vd.
2011), kiregle notralizasyon (Mohagheghi vd. 2006) ve iyon degisim recineleri (Kumar
vd. 2018) bu yontemler arasinda yer almaktadir. Ancak bu uygulamalar ¢cogu zaman siireg
maliyetlerini artirmakta ve ksilitol veriminde kayiplara yol agmaktadir (Fehér vd. 2018).
Bu nedenle, inhibitorlere toleransli mikroorganizmalarin kullanimi, biyoteknolojik
ksilitol iiretimi acisindan daha etkili bir strateji olarak degerlendirilmektedir. Ornegin,
Debaryomyces hansenii’nin asetik asit ve furfural varhiginda dahi ksilozu metabolize
edebildigi bildirilmistir (Ledezma-Orozco vd. 2018).

Lignoseliilozik biyokiitleden ksilitol {iretimi, kimyasal iiretim siireclerine alternatif
olusturmaktadir. Bu yaklasimin avantaji, ksiloza yiiksek sicaklik ve basing altinda
saflagtirma gerektiren kimyasal hidrojenasyon siireglerinden farkli olarak, daha ilimh
kosullarda gerceklestirilebilmesi ve c¢evresel etkilerinin daha diisiik olmasidir
(Dominguez vd. 2012). Biyoteknolojik ksilitol iretimi, temelde hemiseliillozdan elde
edilen ksilozun maya, bakteri veya mantar gibi mikroorganizmalar araciligiyla
indirgenmesine dayanmaktadir. Bu mikroorganizmalar arasinda en yiiksek verimlilik
mayalarda gozlenmistir (Lopez-Linares vd. 2018). Pentozlarin asimilasyonu sirasinda
NAD(P)H bagimli ksiloz rediiktaz (XR; EC 1.1.1.21) enzimi aktif rol oynar ve ksilitol
ara Urlin olarak olusur. Literatiirde, ksilitol birikiminin NADH/NAD" dengesindeki
degisimle iliskili oldugu belirtilmektedir (Canilha vd. 2013). Ozellikle sinirli oksijen
kosullarinda NAD* diizeylerinin azalmas1 ve NADH birikmesi, ksilitoliin NAD* bagimli
ksilitol dehidrogenaz (XDH; EC 1.1.1.9) tarafindan ksiluloza oksitlenmesini engeller
(Hou-Rui vd. 2012). Bu durum ksilitoliin hiicre i¢inde birikmesine ve pentoz fosfat yolu
araciligiyla metabolizmaya katilmasina neden olmaktadir (Granstrom 2002).

NADH/NADPH kullanim mekanizmalar1 farkli mayalarda degisiklik gosterebilmektedir.
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Candida guilliermondii gibi bazi tiirlerin XR enzimini yalnizca NADPH’ye bagimli
olarak kullandig1, dolayistyla ksilitol {iretimi i¢in daha uygun adaylar oldugu belirtilmistir
(Yablochkova vd. 2004). Ayrica, lignoseliilozik hidrolizatlarin fermantasyon ortami
olarak kullanilabilmesi i¢in ek besin maddelerine duyulan ihtiya¢ onemli bir faktordiir
(Granstrom vd. 2007b). Hidrolizat bilesimi kullanilan ham maddeye gore degistiginden,
mikroorganizma biiylimesi i¢in gerekli mineraller, vitaminler veya proteinler diisiik
seviyede olabilir. Fermantasyon verimliligi agisindan sinirli oksijen kosullarinin
saglanmasi kritik 6nem tasimakta olup, laboratuvar 6l¢ekli kesikli kiiltiirlerde oksijen

transferi karistirma hiz1 ve sise-hacim oranina bagli olarak degismektedir (Somerville ve
Proctor 2013).

Ksilitol tiretiminde meyve artiklari, muz kabugu, hus agaci, seker kamis1 posasi ve Antep
fistig1 kabugu gibi cesitli lignoseliilozik materyaller kullanilmaktadir. Bu biyokiitleler
seliiloz, hemiseliiloz, lignin ve minerallerden olusan kompleks yapilar olup (Harmsen vd.
2010), biyolojik ksilitol {iretiminin ilk adim1 hemiseliiloz fraksiyonunun seyreltik asitlerle
hidrolize edilerek ksiloza doniistiiriilmesidir. Elde edilen pentoz zengini hidrolizat, uygun
mikroorganizmalarla ~ fermantasyona  tabi  tutularak  ksilitol  dretimi  igin
kullanilabilmektedir (Ramesh vd. 2013; Tizazu vd. 2018).

2.5.3.1 Biyoteknolojik yolla ksilitol iiretiminde kullamlan mikroorganizmalar

Endiistriyel ksilitol iiretimi genellikle kimyasal yollarla ksilozdan elde edilse de,
biyoteknolojik liretim yontemleri ¢evre dostu ve siirdiiriilebilir alternatifler olarak 6ne

cikmaktadir. Bu baglamda, ksilitol iretiminde ¢esitli mikroorganizmalar kullanilmaktadir
(Abril vd. 1982).

Ksilitol iiretiminde en yaygin kullanilan mikroorganizmalar maya tiirleridir. Candida,
Pichia ve Debaryomyces cinsleri, ksilozu ksilitole doniistirme kapasiteleri nedeniyle
literatiirde genis yer bulmaktadir (Bruinenberg vd. 1984). Ozellikle Candida tropicalis
ve Candida guilliermondii, NAD(P)H bagiml ksiloz rediiktaz enzimi sayesinde ksilozu
dogrudan ksilitole doniistiirerek yiiksek verim saglamaktadir (Barbosa vd. 1988). Pichia

stipitis, hem aerobik hem de mikroaerobik kosullarda g¢alisabilen bir tiir olup, ksilitol
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tiretiminin oksijen seviyesine duyarli olmasiyla bilinmektedir (du Preez vd. 1989). Tuz
tolerans1 yiiksek Debaryomyces hansenii ise farkli lignoseliilozik hidrolizatlarda tiretim

yapabilmesi nedeniyle 6nemli bir maya tiiriidiir (Jeffries vd. 1981).

Bakteriler daha az kullanilmakla birlikte, 6zellikle genetik olarak modifiye edilmis tiirler
onemli potansiyel tasimaktadir. Escherichia coli, metabolik miithendislik uygulamalariyla
ksilitol tiretiminde sik tercih edilen bir model organizmadir (Gong vd. 1981). Ayrica
Corynebacterium tiirleri de ksilitol iiretimi i¢in optimize edilmistir (Dominguez, Gong
vd. 1997). Bu bakterilerde metabolik akislarin diizenlenmesi ile ksiloz—ksilitol doéniisiim

verimi artirilabilmektedir (Dahiya 1991).

Filamentdz mantarlar, 6zellikle lignoseliilozik biyokiitleden ksiloz eldesinde rol oynayan
enzimatik aktiviteleri nedeniyle degerlidir. Aspergillus niger, hemiseliilaz enzimleri ile
ksiloz tretimine katki saglarken (Hasumi vd. 1996), Trichoderma reesei seliilaz ve
hemiseliilaz tretimi ile hidroliz siirecini desteklemektedir (Furlan 1991). Bu tiirler
dogrudan ksilitol iiretiminde degil, ksiltol fermantasyonuna uygun ksilozun agiga

¢ikarilmasinda kritik rol oynamaktadir (Girio vd. 1989; Roca vd. 1996).

Mikroorganizma se¢iminde yalnizca ksilitol iiretim kapasitesi degil, ayn1 zamanda
oksijen gereksinimi, besin ihtiyaglari, inhibitorlere dayaniklilik ve biiylime kinetikleri de
dikkate alinmalidir (Yiiksel ve Yiiksel 2019). Bu nedenle, lignoseliilozik hidrolizatlarin
icerdigi furfural, HMF ve asetik asit gibi inhibitorlere karsi tolerans gdsterebilen mayalar

endiistriyel uygulamalar i¢in daha uygun kabul edilmektedir.

2.5.3.2 Ksilitol fermantasyonunu etkileyen faktorler

Ksilitol iiretiminde fermantasyon kosullari biiyiik onem tasimaktadir. Fermantasyon
siireci, kullanilan mikroorganizmaya bagli olarak farkli sicaklik, pH ve oksijen

seviyelerinde gerceklestirilir (Orer ve Yalgin 2018).
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Ksilitol fermantasyonunda pH degeri, fermantasyon siirecinin verimliligi tizerinde 6nemli
bir etkiye sahiptir. Ksilitol iiretiminde en verimli pH araligi 5.0 ile 7.0 arasinda
degismektedir. Bu deger Candida tiirleri i¢in pH 5.5 civarinda maksimum verim elde
edilirken, baz1 bakteri tiirleri pH ortam1 7.0’a kadar tolere edebilmektedir (Jeffries 1981;
J. Du Preez vd. 1989;). Asir1 asidik ve bazik kosullar, mikroorganizmalarin metabolizma
hizint olumsuz etkileyebilmekte ve bu durum da ksilitol veriminin diismesine yol
agmaktadir. Ornegin; pH seviyesinin 4.0’1n altina diismesi, birgok bakteri ve maya tiirleri
bakimindan zararli olabilir, bu sebeple pH diizeyinin dikkatli bir sekilde ayarlanmasi
gerekmektedir (Mareczky vd. 2016). Fermantasyon siiresince degisen pH, fermantasyon
sirasinda olusan yan tirlinlerin ve inhibitorlerin birikimine sebep olabilir. Olusan toksik
maddeler ve mikroorganizmalarin metabolizmalarini biiyilik 6l¢iide olumsuz etkileyerek

fermantasyon verimini diisiiriir (Mohamad vd. 2009).

Fermantasyon siiresince sicaklik, mikroorganizmalarin aktivitesi iizerinde 6nemli bir
etkiye sahiptir. Cogu maya ve bakteri i¢in optimum sicaklik 30-37°C arasindadir.
Ornegin, Pichia stipitis i¢in optimum sicaklik 30°C iken, Candida tropicalis igin 35°C
civarinda daha yiiksek ksilitol verimi gézlemlenmistir (Gong vd. 1981; Furlan vd. 1991).
Yiiksek sicakliklar, mikroorganizmalarin hizla ¢ogalmasina yardimci olsa da, asir1 1sinma
durumunda zararli metabolitlerin birikmesi ve enzim aktivitesinin azalmasi gibi olumsuz
sonuglar dogurmaktadir (McCullough vd. 2021). Bunun yani sira, disiik sicakliklar
fermantasyon verimini azalmasina ve fermantasyon siirecinin uzamasina neden
olmaktadir. Her iki durumda da fermantasyon ve mikroorganizmanin verimliligi
diismekte ve ksilitol verimi azalmaktadir (Morsy vd. 2016). Bu nedenle, sicaklik
kontrolii, fermantasyon verimliligi  acisindan  kritik  bir asama  olarak
degerlendirilmektedir. Fermantasyon sicakliginin siirekli olarak izlenmesi ve
ayarlanmasi, istenilen ksilitol veriminin elde edilmesi a¢isindan esastir (Rashmi vd.
2021). Olusan sicaklik degisimlerinin mikroorganizmalar iizerinde verimi etkileyen
degisikliklere yol agmasindan &tiirli, fermantasyon sistemlerine sicaklik kontrol
sistemleri eklenmektedir. Sicaklik kosullarinin optimize edilmesi, iiretim maliyetlerinin
diistiriilmesine, {iriin kalitesinin artmasina ve iirlin veriminin artmasina yol agmaktadir

(Winkelhausen ve Kuzmanova 1998).
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Fermantasyon siiresince oksijen seviyesi, mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri
tizerinde pH ve sicaklik kadar 6nemli bir etkiye sahiptir. Ksilitol iiretiminde genel olarak
anaerobik kosullar tercih edilmektedir. Anaerobik fermantasyon, maya ve bakterilerin
daha yiiksek verimle ksilitol iirettikleri gozlemlenmistir. Pichia stipitis gibi baz tiirler,
diisiik oksijen seviyelerinde ksilitol iiretimini artirirken, tam aerobik kosullarda ksilitol

yerine etanol iiretimine yonelmektedir (Horitsu vd. 1992).

Ksilitol tiretimi i¢in temel karbon kaynagi ksilozdur. Lignoseliilozik biyokiitleden elde
edilen ksiloz, enzimatik hidroliz veya asidik hidroliz yontemleriyle fermantasyon

ortamina kazandirilmaktadir (Maloney ve Ambudkar 1989; Kim vd. 1997).

Literatiirde, ksilitol iiretiminde en yiliksek verimi elde etmek icin farkli stratejiler
uygulanmisti. Ornegin, Candida tropicalis kullanilarak yapilan bir ¢aligmada,
fermantasyon ortamindaki karbon/nitrojen oraninin optimize edilmesiyle %85 oraninda
ksilitol dontisiim verimi elde edilmistir (Canilha vd. 2006). Pichia stipitis ile yapilan bir
diger caligmada ise mikroaerobik kosullar saglanarak ksilitol verimi %90’a kadar
yiikseltilmigtir (Silva vd. 2010). Genetik miihendisligi ile modifiye edilen E. coli
suslarinda ise heterolog ksiloz metabolizmasi optimize edilerek %95’e varan ksilitol

tretim verimi rapor edilmistir (Zhang vd. 2015).

Endiistriyel dlgekte ksilitol iiretimini artirmak amaciyla genetik miihendisligi teknikleri
ve biyoreaktor tasarimlari kullanilmaktadir (Guirimand vd. 2019). Bu yontemler arasinda,
optimizasyon teknikleri, genetik modifikasyon ve fermantasyon kosullarinin
tyilestirilmesidir. Optimizasyon teknikleri, substrat besleme, pH ve sicaklik gibi ¢evresel
kosullarin kontrolii ile baslar (Jolayemi vd. 2022). Ozellikle farkli karbon kaynaklarmin
kullanimi, ksilitol iiretimini arttirmada 6nemli bir rol oynamaktadir. Substrat tiirleri
arasinda glikoz, fruktoz ve diger monosakkaritlerin haricinde, lignoseliillozik
biyokiitlerinde kullanilmasi, hammadde maliyetini diisiirmekte olup iiretim verimini

arttirmaktadir (Jolayemi vd. 2022; Saravanan vd. 2023).

Genetik modifikasyon, mikroorganizmalarin metabolitik yolunun degistirilmesi ve bu

amagla ksilitol {iretimini arttirmaktadir (Su vd. 2015). Ozellikle, genetik miihendislik
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sayesinde, mikroorganizmalarin ksilitol iiretiminde yer alan enzim aktivitelerinin
arttirilmast hedeflenmektedir (Li vd. 2025). Ornegin, metabolik miihendislik yoluyla
modifiye edilen E. coli suslarinda ksilitol tiretim verimi onemli Ol¢lide artirilmistir
(Hinfray vd. 1995; Lee vd. 1996). Ayrica, biyoreaktorlerde kesikli (batch), beslemeli (fed-
batch) ve siirekli (continuous) fermantasyon stratejileri uygulanarak tiretim verimliligi

artirllmaktadir (Kruse ve Schiigerl 1996).

Modern biyoreaktor sistemlerinde, substratin kontrollii beslenmesi ve metabolik yan
trlinlerin uzaklastirilmasi, ksilitol verimini artiran kritik faktorlerdir. Membran
biyoreaktorler ve ¢ok asamali fermantasyon sistemleri, ksilitol iiretimini maksimize
etmek i¢in gelistirilen en yeni teknolojiler arasinda yer almaktadir (Vaz de Arruda vd.

2017).

Ksilitol fermantasyonu, siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu liretim siirecleri agisindan biiyiik bir
oneme sahiptir. Kullanilan mikroorganizma tiirli, fermantasyon ortami ve reaktor
kosullari, iiretim verimi lizerinde belirleyici faktorlerdir (Novy vd. 2014). Literatiirde
yapilan caligmalar, optimum pH, sicaklik ve oksijen seviyelerinin ksilitol iiretiminde
kritik rol oynadigmi gostermektedir. Gelecekte, genetik miihendisligi ve biyoreaktor
teknolojilerindeki ilerlemeler ile daha yiiksek verim ve diisiik maliyetle ksilitol iretiminin

saglanmas1 beklenmektedir (Queiroz vd. 2022).

2.6 Ksilitol Uretiminde Kullanilan Hammaddeler

Ksilitol iiretim yontemleri, lignoseliilozik ve hemiseliilozik hammaddelerin kullanimiyla
daha ¢evre dostu iiretim yontemleriyle uygulanmaktadir (Kang vd. 2016). Ksilitol tiretim
siireci, lignoseliilozun 6n islem ile pargalanip, hemiseliilozun hidrolizi ve ardindan, elde
edilen ksilozun katalitik indirgenmesi asamalarini igermektedir (Kapu ve Trajano 2014).
Sert odunsu hammaddelerin kullanimi, zengin hemiseliiloz igerigi ile ksilitol tiretimine
uygun bir madde olanagi olma potansiyeli tanimaktadir. Bu tiir materyallerin islenmesi
sirasinda, ilk olarak lignoseliillozik yapi parcalanarak yapida lignin uzaklastirilip,
monosakkaritlerin ayrilmasi amaciyla asidik veya enzimatik hidroliz yontemleri

kullanilmakta olup, yapida bulunan pentoz ve heksoz sekerlerinin agiga cikmasi
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amaglanmaktadir (Qiang vd. 2010). Ayrica tarim atiklari, 6zellikle misir koganlari, meyve
sebze atiklar1 gibi hammaddeler de ksilitol iiretiminde kullanilabilmektedir. Ozellikle bu

atiklar, ksiloz igerigi bakimindan zengin igerigi sayesinde diisiik maliyetli ksilitol

tiretiminde kullanilmaktadir (Tada vd. 2012).

Giiniimiizde ksilitol, genellikle sert odunlarin hemiseliiloz hidrolizatlarindan ya da
tarimsal endiistri atiklarindan, 6zellikle misir koganlarindan, meyve sebze artiklarindan
ve tarimsal kiispe ve kabuklardan elde edilen ksilozun Katalitik indirgenmesi yoluyla
tiretilmektedir (Balakrishnaraja vd. 2015). Sert odunlar ve tarim atiklari, arabinoz,
galaktoz, glikoz ve mannoz gibi diger monosakkaritleri igerebilecegi i¢in, kimyasal
indirgeme islemine baslamadan o6nce ksilitol eldesini engelleyecek maddeler olan
lignoseliilozik materyallerden ayrilmasi ve saflastirilmasi gerekmektedir (Nigam ve

Singh 1995).

Mevcut ksiloz hazirlama yontemleri, lignoseliillozik materyallerden ksiloz elde
edilmesinde diisiik verim ve yiliksek maliyet gibi 6nemli zorluklar ortaya ¢ikarmaktadir.
Ksilitol verimi, kullanilan ham maddelerdeki ksilan miktarinin yalnizca %50-60"1na denk
gelmektedir (Gufe vd. 2023), bu da geleneksel ksilitol iiretim siireglerini ekonomik agidan
pahali hale getirmektedir (Nigam ve Singh 1995). Bu olumsuzluklara alternatif olarak,
ksilitol {iretimi i¢in lignoseliiloz hidrolizatlarinda bulunan ksilozun mikrobiyal doniistiimii

onerilmektedir (Winkelhausen ve Kuzmanova 1998).

Ulkemizin tarmmsal potansiyelinin yiiksek olmasindan dolayi, temel tarrm alanini
olusturan bugday, arpa, ay¢icegi, tiitiin, antep fistig1 kabugu, piring gibi ekinlerin tipi ve
miktar1 bliylik oranda tarimsal atiklarin olusumuna neden olmaktadir (Bascetingelik vd.
2006). Diinyada her yil biiylik miktarlarda tarimsal bitki atiklar1 olugmakta ve bu atiklar
potansiyellerine uygun olarak kullanilmamaktadir (Oz¢imen 2007). Ozellikle, hasat
sonrasi olusan sert kabuklu yemislerin kabuklar1 ve meyve cekirdekleri gibi yiiksek atik
potansiyeli olan biyokiitleler tarimsal atik olusumunun basinda gelmektedirler (Oz¢imen
2007). En ¢ok bilinen kabuklu atiklar, seker kamis1 kiispesi, piring kabuklari, hindistan
cevizi kabuklari, yer fistig1 kabuklari, antep fistig1 kabuklar1 ve samandir (Caglar ve

Demirbas 2001).
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Ulkemizde 6zellikle Giineydogu Anadolu bélgesinde Antep fistig1 gida olarak kullanilan
biiyiik ekonomik 6neme sahip bir tarim iirliniidiir. Antep fistig1, sert bir i¢ kabuk ve antep
fistiginin i¢ kismini ve sert kabugu cevreleyen yumusak bir dis kabuktan olusmaktadir.
Tirkiye'de 296.376 ton iiretilerek yaygin bir sekilde yetistirilmektedir. 2021 Amerika
Birlesik Devletleri Tarim Bakanlig1 verilerine gore diinya genelinde iiretimin toplamda
981.671 ton oldugu kaydedilmistir. Bu veriler, yillik olarak diinya genelinde oldukca
yiiksek miktarda Antep fistig1 kabugunun agiga ¢iktigin1 géstermektedir. Bu tarimsal atik,
Antep fistiginin antep fistig1r c¢ekirdegine doniistiiriilmesi sirasinda olusur ve hemen
hemen %901 ksilan olan hemiseliiloz fraksiyonu igeren benzersiz bir lignoseliilozik
hammaddedir (Caglar ve Demirbas 2001). Ancak lignoseliilozik biyokiitlelerin direngli
yapisi, par¢alanmalarini zorlastirmakta; bu nedenle biyokiitleden degerli {iriinlerin
verimli bir sekilde iiretilebilmesi i¢in On islem basamagi, biyokiitlenin etkin
doniistiiriilmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Lignoseliilozik biyokiitlenin parcalanmasi
icin gelistirilen ¢esitli 6n islem yoOntemleri biyolojik, kimyasal, fiziksel veya

fizikokimyasal olarak kategorize edilmistir (Hazal vd. 2023).

Bu atiklarin yonetimi, cogunlukla, depolama, yakma veya giibre iiretiminde kullaniima
seklindedir, ancak bu uygulamalarin tamaminin yiiksek maliyetli olma gibi dezavantajlari
bulunmaktadir. Antep fistig1 meyvesi genel olarak ¢erez seklinde tiiketilmekte olup, bu
meyve ayrica sekerleme, hamur isi ve pastacilik sektdriinde kullanilmaktadir. Isleme
sonucu olusan meyve kabugu, antep fistigmin en biiyiik atik {iriinii olarak (meyvenin
yaklasik %35-45 kismi) agiga ¢ikmaktadir. Bu durumda flireticiye ek masraf ¢ikaran ve
ticari degeri olmayan bliylik miktarda atik olusur. Ortaya c¢ikan bu yan iiriiniin
degerlendirilmesi ve ekonomiye katki saglayacak sekilde farkl: iirlinlere doniistiiriilmesi
ekonomik bir kazanim olarak diisiiniilebilir (Barreca vd. 2016). Bu baglamda, Antep
fistig1 kabugu, biiylik miktarlarda biriken lignoseliilozik biyokiitle 6rneklerinden biridir.
2018 yilinda diinya genelinde Antep fistig1 iiretimi kabuklu bazda 813.724 ton olarak
gerceklesmistir (Perez 2016). Dolayisiyla, Antep fistig1 kabugunun degerlendirilmesi, bu
tir bliylik 6l¢ekli atiklarin siirdiiriilebilir sekilde yonetilmesi agisindan biiyiik 6dnem

tasimaktadir (Perez 2016).
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Antep fistig1 dis kabugu incelendiginde, lignoseliilozik bilesenler yapisindan zengin bir
tarimsal atiktir. Antep fistig1 kabugunun seliiloz (%40-45), hemiseliilozdan (%20-30),
ligninden (%25-30) ve trigliseritler (%1-5) gibi diger ekstraktiflerden olustugunu
gostermistir (Peters 2011). Mikroskobik kosullarda incelendiginde, lifli ve gozenekli bir
dokuya sahip olup, bu 6zellikler sayesinde biyoteknoloik uygulamalarda etkin bir sekilde
kullanilmaktadir (Celik ve Demirer 2015). Seliiloz, bitkinin hiicre duvarinda yer alan
polisakkaritlerden biri olup, bitkinin yapisal biitiinliiglinii saglar, Hemiseliiloz ve seliiloz
birlikte hiicre duvarinin yapi taglarim1 olusturarak, bitkiye sertlik ve dayaniklilik
vermektedir. Yapida bulunan bir diger 6nemli lignoseliilozik madde olan lignin ise,

bitkinin su ve besin maddelerini tagima iglevinde 6nemli rol oynamaktadir (Peters 2011).

Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri bakimindan, Antep fistig1 dis kabugu ati81, yiiksek yiizey
alani, uzun lif yapis1 ve gozenekli yapisiyla, biyokiitle iiretimi, biyoenerji ve biyopolimer
{iretimi gibi biyoteknolojik yolla iiretim alanlarinda kullanilmaktadir. Ozetle, Antep
fistig1 dis kabugu hammaddesi, hem ¢evresel uygulamalar, hem de biyoteknolojik proses
alanindaki yiiksek potansiyeli ile dnemli bir lignoseliilozik — tarimsal atik maddedir

(Taghizadeh-Alisaraei vd. 2017).

2.7 Lignoseliilozik Biyokiitle ve Yapisal Bilesimi

Lignoseliilozik biyokiitleler, diinya genelinde hammadde olarak kullanilabilecek en
biiylik yenilenebilir kaynaklardan biridir. Lignoseliilozik biyokiitle, 4 kategoriye
ayrilabilir; sert odunsu, yumusak odunsu, tarimsal atiklar ve otlardir. Sadece Amerika
Birlesik Devletleri'nde, lignoseliilozik materyallerden biyokiitle tiretiminin y1llik yaklasik
1.4 milyar kuru ton civarinda oldugu ve bunun %30'unun orman biyokiitlesinden
saglandig1 tahmin edilmektedir (Perlack 2005). Lignoseliilozik hammaddeler, kaynagi,
bilesimi ve yapist dogrultusunda farkli kategorilere ayrilabilir. ABD'deki islenebilir
arazilerin biiyiik bir kismi, yaklasik 2.25 milyar doniim (9.0 milyon km?) tizerinde %35
ormanlik alan, yaklasik %27 mera alan1 ve %19 ekili tarim arazilerinden olusmaktadir
(Searchinger vd. 2008). Lignoseliilozik biyokiitleleri smiflandirdigimizda, orman
kaynakli materyaller, baslica sert ve yumusak odunlar ile talag, budama ve kabuk inceltme

atiklar1 gibi odunsu biyokiitleyi igerir. Otlak ve cayir alanlar ise, tarimsal atiklarin
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bulundugu, gida ve gida dis1 bitkilerle birlikte switchgrass (deve diken) ve yonca gibi
otlar1 iceren alanlar1 kapsamaktadir (Z.-H. Hu vd. 2008). Ayrica, belediye ve sanayi
atiklar1 da geri donistiiriilebilir lignoseliilozik materyaller olarak potansiyel tasir. Bu
atiklar, konut ve ticari kaynaklardan tiireyebilen gida atiklar1 ve kagit fabrikasi camurlari

gibi materyalleri i¢erebilir (Carlos A Cardona vd. 2009).

Lignoseliilozik biyokiitle bilesenleri temel olarak, selilloz, hemiseliilloz, lignin,
ekstraktlar, protein, pektin ve kiil bilesenlerinden olusmaktadir (Bajpai 2020). Bu
materyaller genel olarak seliilozik kisim (%35-50) B-1,4 glikozidik baglar1 ile baglanmis
D-glikoz birimlerinden meydana gelen, yari kristal (diizenli) yap1 tasiyan bir
homopolisakkarittir. Lignoseliilozik materyallerin yaklasik olarak %34-50’sinin
seliilozdan olustugu belirtilmektedir. Lignoseliilozik materyaldeki hemiseliilozik kisim
ise, genel olarak pentoz ve heksoz sekerlerden, iironik asit ve asetil yan gruplarindan
olusan heteropolisakkarit bir yapidadir. Mikrobiyal ksilitol {iretimi i¢in gerekli substrat
olan ksilozun pentoz bir seker oldugu ve hemiseliilozik kisimda yer aldig1 bilinmektedir.
Hemiseliiloz, sahip oldugu diizensiz yapisi ile dogrusal bir polimer olan seliillozdan
ayrilmaktadir. Lignoseliilozik materyalin yaklasik %19-35’ini olusturan hemiseliilozun
kimyasal yapist ve bilesimi, bulundugu bitki ve aga¢ tiirlerine gore farklilik
gosterebilmektedir. Lignoseliilozik materyallerdeki bir diger 6nemli kisim, fenolik
maddelerin ester baglari ile birbirlerine baglandiklar1 aromatik polimer bir madde olan

lignindir (%10-25) (Rafiqul vd. 2021).

Bu bilesenler, bir arada hiicre duvarina sertlik ve dayaniklilik gibi 6nemli 6zellikler
kazandirir (McCann ve Carpita 2015). Bu yapilarin miktarsal bilesimi, bitki tiirlerine gore
farklilik gosterebilir. Ornegin, sert odun daha fazla miktarda seliiloz igerirken, bugday
samani ve yapraklar daha fazla hemiseliiloz igerir (Sun ve Cheng 2002). Genel olarak,
tahil atiklar1 (6rnegin, piring samani, bugday samani, misir sap1 ve seker kamisi posasi)
biiyiik bir lignoseliilozik madde oranina sahip olup, biyorafineriler i¢in tercih edilen
hammaddeleri temsil ederken, otlar, meyve ve sebze atiklar1 daha diisiik lignoseliilozik
icerige sahiptir. Ayrica, tek bir bitki i¢indeki cesitli bilesiklerin oranlari, bitkinin yast,

gelisim asamasi ve diger cevresel kosullara bagli olarak degisiklik gosterebilir.
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Biyokiitlenin verimli bir sekilde kullanilabilmesi, {i¢ ana asamaya dayanir: 6n iglem,

enzimatik hidroliz ve son olarak fermantasyon asamalaridir (Rebello vd. 2020)

Literattirdeki ¢alismalar incelendiginde; misir kogani (Li vd. 2012; Misra vd. 2013; Wang
vd. 2013a), seker pancar1 posasi (Silva vd. 2015, Castafion Rodriguez vd. 2015), seker
pancar1 sapt (Hernandez Pérez vd. 2016), piring sap1 (Deng vd. 2007), piring kavuzu
(Rambo vd. 2013), pamuk tohumu kabugu (Wang vd. 2013b), sebze artiklar1 (Zhang vd.
2012b), kaju fistig1 posasi (Rocha vd. 2014; Albuquerque vd. 2015), iiziim posasi
(Salgado vd. 2012), bira ve sarap tortusu (Pérez Bibbins vd. 2015), kahve meyvesi kabugu
(Arrizon vd. 2012), muz kabugu, mas fasulyesi, yer fistig1 ve yulaf kabuklar1 (Ur Rehman
vd. 2015), asma budama artiklar1 (Rivas vd. 2007) ve kestane kabugu (Eryasar ve Karasu
Yalgin, 2016) elde edilen, ksiloz igerikleri yiiksek hemiseliilozik hidrolizatlarin ksilitol
tiretiminde substrat olarak kullanildigi goriilmektedir. Ayrica, zeytin agacit budama
artiklar1 (Mateo vd. 2013) ile okaliptus agaci (Villarreal vd. 2006), hus agaci (Miura vd.
2015) ve bambu agact (Miura vd. 2013) kabuklarmi kapsayan ormancilik endiistrisi
artiklarinin  hidrolizat hazirhginda hammadde olarak degerlendirildigi bilinmektedir

(Karasu Yal¢in vd. 2018).

Sellloz

Sekil 2.3 Lignoseliilozik biyokiitle yapisi

2.7.1 Seliiloz

Seliiloz, bitkilerdeki hiicre duvarlarinin ana bilesenlerinden biri olup, dogal bir polisakarit
olarak tanimlanir. Seliiloz, yeryliziinde en fazla bulunan dogal polimerdir ve genel olarak

bitki ve bakterilere tarafindan iiretilen bir polimerdir (Fengel ve Wegener 1984).
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Selillozun yapisi, D-glikoz monomerlerinin  B-(1,4)-glikozidik baglarla birbirine
baglanmasiyla olusur. Bu baglar, uzun dogrusal zincirlerin olusmasina yol agar ve her bir
zincir, molekiiller aras1 hidrojen baglar ile bir arada tutulur. Seliillozun bu 6zellikleri, ona
yiiksek mekanik gii¢ ve dayaniklilik saglar (Bajpai 2021). Seliiloz zincirleri, bitkilerin
hiicre duvarinda mikro fibriller seklinde organize olur ve bu yapilar, bitkinin yapisal

biitiinliiglinii ve dayanikliligini saglar (McCann ve Carpita 2015).

Seliiloz, biyolojik olarak en yaygin bulunan organik polimerlerden biridir ve dogada
genellikle kristal yapr gosterir. Seliiloz en fazla ve saf halde yaklasik %95 oraninda
pamuk bitkisinde bulunmaktadir. Agag, ot gibi bitkilerde lignin ve hemiseliiloz %30-70
oraninda; yosun, alg gibi bitkilerde ise toplam %10-40 oraninda bulunmaktadir (Sahin

2002).

Seliiloz sebzeler ve tahil triinleri gibi lifli gidalarin ise kuru agirhiginin %20-50’sini
olusturur (Vargani ve Bastian 2023). Seliilozun kristalin yapisi, molekiiller arasindaki
hidrojen baglari ile sikica paketlenmis olup, bu durum onun suya karsi direngli olmasini
saglar (Perlack 2005). Bu yapmin bir diger sonucu ise, seliilozun biyolojik olarak
bozunmasinin zorlugudur. Ancak, amorf formdaki seliiloz daha kolay hidrolize edilebilir

ve bu, biyolojik doniisiim siireglerinde 6nemli bir faktordiir (Rebello vd. 2020).

Seliilozun hidrojen baglar1 sayesinde yiiksek su emme kapasitesi ve biyolojik
bozulabilirlik gibi 6zellikleri, onu ¢cevre mithendisligi alaninda, su aritma ve atik yonetimi
gibi uygulamalarda kullanimi ig¢in uygun hale getirir (Bajpai 2021). Seliiloz, glikoz
tinitelerinin B-1,4 baglarmin baglanmasiyla meydana gelmektedir. Molekiiller arasi
baglar seliiloz zincirlerini bir araya getirerek kristal yapiyr olusturur. Genellikle dogal
selilloz %70 kristallik derecesine sahiptir. Kristallik derecesi en fazla olan Valonia
seliiloz, kristallik derecesi en az olan ise asitle muamele edilmis seliillozdur. Kristal
bolgeler birbirinden daha az kristal, amorf bolgelerle ayrilmistir (Akpinar vd. 2012).
Amorf seliiloz suyu hizli bir sekilde absorbe ettiginden bitkiye yapisal dayaniklilik,
esneklikte artis ve kirilmalara kars1 direng saglar. Seliiloz, higroskopik (nem ¢ekici) bir
materyaldir. Suda ¢6ziinmez; su, zayif asit ve birgok ¢oziiciilerde sisebilir (Shelton ve Lee
2000).
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Seliiloz, bitkisel biyokiitlede bulunan en 6nemli polisakkaritlerden biri olup, dzellikleri
ve biyolojik fonksiyonlar1 bakimindan genis bir uygulama yelpazesi sunar. Yapisal giicii,
biyolojik bozulabilirligi ve g¢evre dostu ozellikleri, onu yenilenebilir enerji iiretimi,
malzeme bilimi ve ¢evre mithendisligi gibi bir¢ok farkli alanda tercih edilen bir bilesen
haline getirmektedir. Hem endiistriyel hem de biyoteknolojik uygulamalarda seliiloz,

biiyiik bir potansiyel tasimaktadir (Rebello vd. 2020).

CH,OH OH CH,0H OH
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HO \—— o/ 0N ’—l 07 0H
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Sekil 2.4 Seliilozun yapis1 (Mahjoub vd. 2014)

2.7.2 Hemiseliiloz

Hemiseliiloz, bitkisel hiicre duvarlarinda 6nemli bir yap1 tast olarak yer alan
polisakaritlerden biridir. Hemiseliilozlar, seliiloz ve ligninle birlikte bitki hiicre duvarinin
temel bilesenlerini olusturur. Lignoseliilozik materyallerinin %20-35’ini olusturan
hemiseliilloz dogada en c¢ok bulunan ikinci polisakkarittir. Hemiseliiloz pentoz
sekerlerden (ksiloz, arabinoz), heksoz sekerlerden (mannoz, glikoz, galaktoz) ve seker

asitlerden (iironik asit, ferulik asit ve kumarik asit) olusan heterojen bir polimerdir (Girio
vd. 2010).

Genellikle hiicre duvarlarindan alkali ile ekstrakte edilen polisakkarit olarak
tanimlanmaktadir (Burdurlu ve Karadeniz 2003). Seliilozdan farkli olarak, hemiseliilozlar
daha kisa, dallanmis yapida molekiillerden meydana gelir. Bu 6zellik, hemiseliilozlarin
bitkilerin mekanik dayanikliligimi saglamakta ve hiicre duvarlarimin esnekligini
artirmaktadir (Bajpai 2020). Bu yap1, hemiseliilozun farkli bitki tiirlerinde ve bitkinin
gelisim asamalarina gore degiskenlik gostermesini saglar (Bajpai 2020). B-1,4 bag ile
birbirine baglanmis sekerlerden olusan hemiseliiloz, B-1,2, 6-1,3, B-1,6 noktalarinda
dallanma gostermektedir ve yapisinda igerdigi glukomannan, glukuronoksilan,

arabinoksilan, galaktoglukomannan sekerleri igermektedir (Obembe vd. 2006).
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Hemiseliilozlarin yapisal farkliliklari, onlar1 biyoteknolojik uygulamalar icin oldukca
degerli kilmaktadir. Hemiseliilozlar, hemseliilozik hidroliz ve biyolojik yollarla kolayca
parcalanabilir ve monosakaritlere dontisebilir. Bu siireg, 6zellikle biyoyakit {iretimi i¢in
Oonemli bir asama olan fermantasyon i¢in gerekli olan sekerlerin elde edilmesinde kritik
rol oynamaktadir (Perlack 2005). Bununla birlikte, hemiseliilozlarin bu 6zellikleri, onlari
biyoplastik ve biyolojik malzeme iiretimi gibi endistriyel uygulamalar i¢in degerli
kilmaktadir. Ornegin, hemiseliiloz esasli biyopolimetler, biyobozunur malzemeler

tiretmek i¢in kullanilmaktadir (Carlos Ariel Cardona vd. 2009).

Hemiseliilozun yapisi, bitkinin tiirline bagli olarak sert odunsu ve yumusak odunsu
bitkilerde belirgin farkliliklar gosterebilir ve kaynagina gore ya glukomannan ya da ksilan

formunda bulunur (Fengel vd. 1989).

Ksilan, 6zellikle tarimsal ve orman atiklarinda yiliksek miktarda bulunur. Hemiseliilozun
biiylik bir kismini olusturan ksilan, bitki hiicre duvarinin yapisal biitiinliigiinii saglamakta

onemli bir gorev Ustlenir (Beg vd. 2001; Saha 2003).

2.7.3 Lignin

Lignin, bitkilerdeki hiicre duvarlarinin 6nemli bilesenlerinden biri olup, 6zellikle odunsu
bitkilerde yogun olarak bulunur. Lignin, fenilpropanoid bilesenlerden olusan karmasik
bir polimerdir ve bu polimer, fenilpropanoid birimlerinin (6zellikle p-kumarik asit, ferulik
asit ve sinapik asit) birbirine baglanmasiyla olusur. Lignin, genellikle lignanlar, guaiacil,
syringil ve p-hidroksi fenil birimlerinin bir araya gelmesiyle olusan bir tiglii yap1 sergiler

(McCann ve Carpita 2015).

Lignin, dogada siklikla heterojen bir yapiya sahip olup, bitkinin tiiriine, gelisim asamasina
ve cevresel faktorlere bagli olarak yapisal bilesenleri degisebilir. Genellikle, lignin
yapisindaki baglar a-(1,5)-glikozidik ve a-(1,4)-glikozidik baglardan olusur ve lignin
molekiilleri arasindaki ¢apraz baglar, bu polimerin {i¢ boyutlu ag seklinde olusmasina

neden olur (Bajpai 2020). Lignin polimerleri, biyolojik olarak hidrolizi zor, son derece
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direngli ve karmasik molekiiller olduklart igin, seliiloz ve hemiseliiloz ile

karsilastirildiginda daha az reaktif ve hidrolize karsi daha direnglidir (Perlack 2005).

Lignin, bitkilerdeki hiicre duvarinda hiicrelerin mekanik dayanikliligini artirarak,
bitkilerin dik durmasini saglar ve onlar1 ¢evresel etmenlere karsi korur. Ligninin fiziksel
ozellikleri, suya kars1 yiiksek direng gostermesi ve bu nedenle su emme kapasitesinin
diisiik olmasidir. Ayrica, lignin, UV 1ginina kars1 koruyucu bir bariyer gorevi gorerek
bitkilerin ultraviyole 1sinlarindan korunmasina yardimci olur. Lignin, polifenolik yapilari
sayesinde yliksek antioksidan 6zelliklere sahiptir ve bu 6zellik, bitkilerin oksidatif stresle

miicadele etmelerini saglar (Sarkar vd. 2014).

Ligninin biyolojik olarak bozunma direnci oldukca yiiksektir, ¢ilinkii molekiiller
arasindaki c¢apraz baglar, mikroorganizmalarin lignini hizlica bozmasini zorlastirir. Bu
nedenle lignin, bitki materyalinde uzun siire dayanabilir. Ancak, belirli enzimler ve asir1

sicaklik gibi kosullar altinda lignin, biyolojik olarak bozunabilir (Rebello vd. 2020)
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Sekil 2.5 Lignoseliilozik yap bilesenleri (Jorgensen vd. 2007)

2.8 On islem ve On islem Tiirleri

On islemin amaci, lignoseliilozik biyokiitlede bulunan lignin ve hemiseliilozu

uzaklastirip, seliillozun kristalligini azaltmak ve lignoseliilozik materyallerin porozitesini
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artirmaktir. On islem seciminde hammaddelerin, enzimlerin ve organizmalarin
uyumlulugu goéz oOniine almmalidir (Monlau vd. 2013). On islem, asagidaki

gereksinimleri karsilamalidir:

(1) Sekerlerin olusumunu veya hidroliz yoluyla seker olusumunu artirmak,

(2) Karbonhidratlarin bozulmasini veya kaybini 6nlemek,

(3) Sonraki hidroliz ve fermantasyon siireglerini engelleyen yan iiriinlerin olusumunu
engellemek, ve

(4) Maliyet etkin olmalidir.

On iglem katkilarg ———————— » Buhar veva gaz
Biyokiitle ————————» On islem » Kat1 kisim
(selilloz, hemiseliiloz,

'y
lignin ve kalint1 katkilar)

Enerj1
-Mekanik
Izt v
Stvit kisun
(oligosaklkaritler+én
islem katlalars)

Sekil 2.6 On islem prosesi (Mosier vd. 2005)

On isleme yontemleri genel olarak farkli kategorilere ayrilabilir: fiziksel (8giitme ve
oglitme), fizikokimyasal (buhar ©n islemi/oto-hidroliz, hidrotermoliz ve 1slak
oksidasyon), kimyasal (alkali, seyreltik asit, oksitleyici ajanlar ve organik ¢dziiciiler),
biyolojik, elektriksel veya yenilik¢i yesil siirecleri (iyonik sivilar ve siib/stiperkritik
stvilar) kapsayan on islem yontemleri olarak ayrilmaktadir (Sekil 2.7) (Sankaran vd.

2020).

Yapilan calismalar incelendiginde, ksilitol tiretimi amaciyla lignoseliilozik materyallere
uygulanan fizikokimyasal veya kimyasal 6n islemlerin, bu materyallerin yapisal
biitlinliigiinii bozdugu, ligninin ortamdan uzaklastirilmasini sagladigi, hemiseliilozik
yapinin parcalanarak agiga ¢ikmasini kolaylastirdigi ve dolayisiyla ksiloz derisimlerinin

artirilabildigi bildirilmektedir (Ur-Rehman vd. 2015; H. Chen vd. 2017). Kimyasal
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yontemlerden yararlanilan 6n islemlerde ¢esitli alkali, amonyak ve asit ¢ozeltilerinin,
organik coziiciilerin veya oksitleyici ajanlarin kullanildig rapor edilmektedir (Rao vd.

2016).

On islem Yantemleri

4 ] ]

Kimyasal Yéntemler Fiziksel yéntemler Fizikokimyasal Biyolojik yantemler
yantemler

— Asit &n islem — Mekanik pargalama — Beyaz gurikgdl

— Buhar patlatma:502-
mantarlar ile &n islem

I Alkali &n islem —» Ekstriizyen buhar patlatma

— Sicak su ile on islem
— Ozonoliz

—  Amonyum lif
......... patlamasi (AFEX)

Lb iyonik sivi ile @n islem

— Yas oksidasyon

— Mikrodalga &n islemi

__» COzpatlamasi

Sekil 2.7 On islem tiirleri

2.8.1 Asit on islemi

Asit 0n islemi diger 6n islemler arasinda en ¢ok tercih edilen yontemlerden biridir.
Lignoseliilozik biyokiitlenin asidik 6n islem yontemi, lignoseliilozik biyokiitleye
uygulanacak olan enzimatik hidrolizi iyilestirmek amaciyla 6n islemde asit
kullanilmasidir. Bu islemde kullanilan asit, seliiloz ve hemiseliilloz zincirlerini seker
parcalarina ayirir ve yapida bulunan basit sekerleri agiga ¢ikarir (Veluchamy, Raju, vd.
2018). Bu yontemle gerceklestirilen 6n islemlerde en yaygin kullanilan asitler arasinda
stilfiirik asit, hidroklorik asit ve fosforik asit (H2SOs, HCI, HsPO4) yer almakta; ayrica

konsantre asit ve seyreltik asit yontemleri uygulanmaktadir. (Rezania vd. 2020).

Asidik 6n islem, seyreltik asit (0.1%) ile yiiksek sicakliklarda (>200°C) veya yogun asit
(30-70%) ile disiik sicakliklarda (<50°C) yapilabilir (Den vd. 2018). Seyreltik asit
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kullaniminda, daha digiik asit tliketimi saglanmaktadir, ancak yiiksek sicakliklar
nedeniyle islem i¢in daha fazla enerji gerektirmektedir. Ayrica yogun asit kullanimi enerji
tikketimini azaltirken, yliksek asit kullanim1 fermantasyon engelleyicilerinin (furfural, 5-
hidroksimetilfurfural) iiretimine yol acar, bu da mikroorganizmalar {izerinde olumsuz
etkilere sebep olur (Woiciechowski vd. 2020). Seyreltik asit 6n islemi, alkali 6n islemden
daha faydali olarak kabul edilmektedir, ancak bu yontemin dezavantaji, toksik asitlerin

geri kazanimini ve asit etkilerinin azaltilmasini gerektirmesidir (Sahoo vd. 2018).

Siilfiirik asit, hidroklorik asit ve nitrik asit gibi inorganik asitler asidik 6n islemlerde
yaygin olarak kullanilmaktadir; ancak bu asitlerin asindirici ve toksik ozellikleri,
hammaddenin pH seviyesini asir1 derecede asidik araliga diistirmekte ve bu durum,
ozellikle biyokomiir iiretiminde kullanilan hidrotermal sivilastirma (HTL) siireclerinde
verimli hidroliz mekanizmalarini olumsuz etkileyebilmektedir. Bu nedenle, s6z konusu
asitlerin geri kazanilmasi, termokimyasal siireclerin daha verimli ve siirdiiriilebilir hale

getirilmesi agisindan gereklidir (Den vd. 2018; Rezania vd. 2020)

Ksilitol {iretimi amaciyla literatiirde yapilan caligmalarin biiyiik bir ¢ogunlugunda,
hidrolizasyon islemlerinde seyreltik siilfiirik asit ¢ozeltisinden yararlanilmaktadir.
Seyreltik asit hidrolizasyonunun, genel olarak diisiik derisimlerde asit c¢ozeltileri
kullanilarak, yiiksek sicaklik ve basing kosullarinda gerceklestirildigi ve bu sayede,
substrat kaynagi olarak hemiseliilozik yapidaki ksilozun agiga ¢ikarilmasinin saglandigi
belirtilmektedir. Hidrolizat hazirliginda hammadde olarak degerlendirilen lignoseliilozik
materyalin cinsine, kullanilan asite ve derisimine, uygulanan sicaklik ve siireye, ayrica
katt materyal ve c¢ozelti oranina bagli olarak, elde edilen hidrolizatlardaki ksiloz
derisimlerinin degistigi bildirilmektedir (Rafiqul ve Sakinah 2013). Misir kogani
hidrolizat1 hazirlamak iizere materyalin 1:10 (w/v) oraninda %1’lik siilfiirik asit ¢ozeltisi
ile kanistirildig ve 121°C’de 60 dakika siiresince hidrolize edildigi durumda 16.36 g/L
ksilozun aci8a ciktigi, hidrolizasyon islemi belirlenen optimum kosullarda (%1 lik
stlfiirik asit ¢ozeltisi, 1:8, 121°C, 30 dakika) gerceklestirildiginde ise 21.98 g/L ksiloz
elde edildigi rapor edilmistir (Misra vd. 2013). Zeytin agacit budama artiklari, %2’lik

stilfiirik asit ¢ozeltisi kullanilarak ve 120°C°de 90 dakika stiresince hidrolize edildiginde,

35



hidrolizasyon islemi i¢in optimum kosullarin saglandigi ve bu durumda en yiiksek 17.97

g/L ksiloz elde edildigi rapor edilmistir (Mateo vd. 2015).

2.8.2 Ultrases destekli seyreltik asit on islemi

Ultrases destekli seyreltilmis asit 6n islemi, asidik 6n isleme kiyasla kullanilan asit
miktarini1 azaltirken, daha diisiik asit konsantrasyonu ile daha yiliksek fermantasyon
verimli seker elde edilmesini saglar (Kunaver vd. 2012). Bu yontem, fermantasyona tabii
tutulacak seker verimini artirmanin yan sira detoksifikasyon agsamasina duyulan ihtiyaci

da ortadan kaldirmaktadir (A. Ranjan, vd. 2016).

Ultrasonik uygulama sirasinda olusan kavitasyon etkisi, biyokiitlenin fiziksel ve kimyasal
yapisinda degisikliklere neden olarak hidroliz verimliligini artirabilmektedir. Kavitasyon
sonucu sulu ortamda lokal olarak yiiksek sicaklik ve basin¢ olugmakta; bu durum lignin
ile hemiseliiloz arasindaki baglarin kirilmasini hizlandiran serbest radikallerin olusumunu

tesvik etmektedir (Ashokkumar, 2011).

Ultrases destekli asidik on islem, biyokiitledeki hemiseliiloz fraksiyonunun daha etkin bir
sekilde ¢oziinmesini saglarken, lignin yapisinin bozulmasina da katkida bulunmaktadir
(Luo vd. 2014). Bu kombinasyonun baslica avantajlari; asidik reaktif tiiketiminin
azaltilmasi, islem siiresinin kisaltilmasi ve daha diisiik sicakliklarda yiiksek verim elde
edilmesi olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ayrica, ultrasonun sagladigi mekanik etkiler sayesinde
biyokiitlenin yiizey alan1 artmakta ve enzimlerin biyokiitleye etkili bir sekilde erisimi

kolaylagsmaktadir (Cho vd. 2011).

Ultrason, ultrasonik banyo ve ultrasonik prob olmak {izere iki farkli sistemle
uygulanmaktadir. Ultrasonik banyolar ise genellikle ¢ozeltilerdeki ¢6ziinmiis havanin
uzaklastirilmasi veya kiiclik cam malzemelerin temizlenmesi amaciyla kullanilmaktadir.
Ultrasonik banyolar; kimyasal reaksiyonlarin tekrarlanabilirlii cok az oldugu ve
aktarilan enerjinin yogunlugu diisik oldugu icin gida isleme akiglarinda cok az

kullanilmaktadir (Wen C, vd. 2018). Bir diger yontem ise, ultrasonun ultrasonik problar
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araciligiyla uygulanmasidir. Bu yontemde prob, 6rnegin i¢ine daldirildig: i¢in ultrasonik
yogunluk daha kiigiik bir yiizeye (sadece prob ucuna) aktarilmaktadir. Bu yontem,
ultrasonik banyolara goére daha etkili olup, kiigiik hacimli iiretimlerde kullanilmaktadir

(Chemat F. vd. 2011).

2.9 On Islem Sonras1 Hemiseliilozik Hidrolizatlarin inhibitérlerdenUzaklastiriimasi
Amaciyla Yapilan Islemler

Lignoseliilozik biyokiitleye uygulanan seyreltik asit hidrolizi sirasinda furfural,
hidroksimetilfurfural (HMF), asetik asit ve fenolik tiirevler gibi ¢esitli inhibitor bilesikler
aciga cikmakta ve bu bilesiklerin varligi hemiseliilozik hidrolizatlarin fermantasyon
ortami1 olarak kullanilmasimi gii¢lestirmektedir (Rao vd. 2016; Gupta ve Shukla 2017).
Bu maddelerin tiirii ve miktari, kullanilan hammaddeye, asit derisimine, hidrolizasyon

sicakligina ve islem siiresine gore dnemli 6l¢iide degisiklik gdstermektedir.

Rafiqul vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, hemiseliilozik hidrolizatlardaki inhibitor
bilesenlerin Candida tropicalis IFO 0618 susunda ksilitol liretimi i¢in kritik 6neme sahip
olan ksiloz rediiktaz (KR) enzimini inhibe ettigi bildirilmistir. Hidroliz sirasinda
pentozlarin ve heksozlarin parcalanmasiyla sirasiyla furfural ve HMF olusmakta; daha
siddetli hidroliz kosullarinda bu bilesikler levulinik ve formik aside doniisebilmektedir
(Ur-Rehman vd. 2015; Rao vd. 2016). Ayrica hemiseliilozdaki asetil gruplarinin hidrolizi
sonucu ortamda asetik asit birikirken, ligninin parcalanmasi 4-hidroksibenzaldehit,
vanilin, ferulik asit ve siringaldehit gibi fenolik bilesiklerin olusumuna yol agmaktadir

(Jonsson ve Martin 2016).

Bu inhibitorlerin etkisi, fermantasyon ortaminin pH’s1, ¢oziinmiis oksijen seviyesi ve
kullanilan mikroorganizmanin tolerans kapasitesine bagl olarak degismektedir. Ornegin,
furfural ve HMF nin Scheffersomyces stipitis ve S. cerevisiae iizerinde hiicre boliinmesini
engelledigi ve 0.5-2 g/L araligindaki furfural derisimlerinde biiyiimenin %25-99
oraninda baskilandig1 rapor edilmistir (Chandel vd. 2013; Rao vd. 2016). Asetik asit ise,
diisiik pH kosullarinda hiicre igerisine difiize olarak iyonlagmakta, hiicre i¢ci pH’y1

diisiirerek metabolik aktiviteleri inhibe etmektedir (Cam ve Yildirim 2018). Fenolik
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bilesikler ise, hiicre membraninin gegirgenligini bozarak ksilitol {iretimini olumsuz
etkilemektedir; nitekim C. guilliermondii ile yapilan ¢aligmalarda 0.1 g/L gibi diisiik
fenolik seviyelerinde bile liretimin baskilandigi belirtilmistir (Chandel vd. 2013).

Bu nedenle hemiseliilozik hidrolizatlarin detoksifikasyonu, ksilitol fermantasyonundaki
en kritik basamaklardan biridir. Literatiirde aktif komiir adsorpsiyonu (Pereira vd. 2011),
pH ayarlamasi ve kirecleme (Mohagheghi vd. 2006), iyon degisim regineleri (Kumar vd.
2018) gibi yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak detoksifikasyon, ¢cogu zaman
islem maliyetini artirmakta ve seker kayiplarina neden olarak fermentatif verimi
azaltabilmektedir (Ur-Rehman vd. 2015; Vallejos vd. 2016). Bu nedenle son yillarda

inhibitorlere direngli mikroorganizmalarin kullanimi odak noktasi haline gelmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Antep fistig1 kabuklarinin 6n islem icin hazirlanmasi

Yapilan ¢alismada lignoseliilozik hammadde olarak kullanilan Antep fistig1 kabuklari,
Gaziantep ili Nizip ilgesinde bulunan yerel bir lireticiden temin edilmistir. Kullanilan
Antep fistig1 i¢ kabuklar {iretim sirasinda atik olarak ¢ikmaktadir. Antep fistig1 i¢ kabuk
ornekleri, 45 °C’lik inkiibatérde nem orani % 10’un altina diisiinceye kadar kurutulmus
ve daha sonra yaklasik 2.5 mm partikiil boyutunda (elek agikligi: 0.097 ing) olacak sekilde
degirmende (APEX Communiting Mill, Model 314) ogiitilmiistiir. 2.5 mm partikiil
boyutunda olacak sekilde 6giitiilmiis antep fistig1 i¢ kabuk 6rnekleri, degirmende (Perten
Laboratory Mill, Model 3303) ikinci bir 6giitme isleminden gegcirildikten sonra, yaklasik
500 um goézenek ¢apina sahip elekler yardimiyla elenmis ve bdylece belirli bir partikiil
boyutuna sahip biyokiitle drnekleri 6n islem i¢in uygun hale getirilmistir (Sekil 3.1).
Biyokiitlenin % nem igerigi, otomatik infrared nem tayin cihazi ile % 4.37 olarak

belirlenmistir.

Sekil 3.1 Ogiitiilmiis Antep fist181 i¢c kabugu drnekleri (partikiil biyiikliikleri sirastyla:
~2.5 mm ve ~500 pm)
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3.2 Yontem

3.2.1 Biyokiitle bilesiminin belirlenmesi

Biyokiitlenin bilesimi, NREL (National Renewable Energy Laboratory) LAP standart
analitik yontemlerine dayanarak belirlenmistir (Sluiter vd. 2005; Sluiter vd. 2008). Bu
baglamda, glukan, ksilan, arabinan, mannan, galaktan, asitte ¢oziinebilen lignin ve asitte
¢oziinmeyen lignin analizleri gerceklestirilmis ve tiim bilesim analizleri li¢ tekerriirlii
olarak yapilmistir. Seliiloz (glukan) ve hemiseliiloz (ksilan, arabinan, galaktan ve
mannan) igeriklerinin belirlenmesinde, NREL LAP standart metotlarina gore
monosakkarit analizleri genellikle HPLC (Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi)
kullanilarak gergeklestirilmektedir. Ancak bu ¢alismada, bilesim analizi sonrasinda elde
edilen ve 0.45 um PES (polieter siilfon) filtreden gegirilen sivi 6rneklerin monosakkarit
icerikleri, iyon kromatografisi sistemi (HPAEC-PAD; Dionex ICS-6000, Thermo
Scientific, ABD) kullanilarak yiiksek hassasiyetle belirlenmistir. Glikoz, mannoz, ksiloz,
arabinoz ve galaktoz sekerlerinin ayrilmasi, 30 °C’de CarboPac PA200 (Thermo
Scientific, ABD) kolonunda gergeklestirilmistir. Mobil faz olarak, 0.35 mL/dakika akis
hizinda 2 mM sodyum hidroksit (0.5 bar azot basinci altinda) kullanilarak izokratik
kosullarda islem yapilmis ve orneklerdeki monosakkarit miktarlar1 (mg/L) standart
egrilerle belirlenmistir. Enjeksiyon oncesinde, CarboPac PA200 kolonunda analiz
edilecek ornekler, CaCO:s ile pH 5-6 seviyesine nétralize edilmis ve 1 gece boyunca +4
°C’de bekletildikten sonra filtre edilip HPAEC-PAD cihazina enjekte edilmistir. Tiim
ornekler, iyon kromatografi analizleri oncesinde 0.2 pm’lik filtreler kullanilarak filtre
edilmistir. Iyon degisim kromatografisinden elde edilen standart monosakkarit
kromatogrami 6rnegi ve monosakkaritlerin standart egrileri EK 1°de verilmistir. Asitte
coziinmeyen lignin, agirlik¢a tayin edilmistir, asitte ¢oziinebilen lignin ise Shimadzu UV-

1208 marka UV-Vis spektrofotometre kullanilarak 320 nm’de 6l¢iilmiistiir.

3.2.2 Ultrases destekli asit 6n islemi

Ultrases destekli asit 6n islemi, ELMASONIC P Ultrasonic Cleaning Unit marka
ultrasonik banyo kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 3.2). On islem sirasinda sicaklik
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kontrolii, cihaz araciligryla saglanmistir. Ogiitiilen hammadde drnekleri %5, %7.5 ve %10
H.SO. ile karistirilarak kati-sivi oran1 0.5:10, 1:10 1.5:10 (g/mL) olarak ayarlanmistir.
Sabit sicaklikta (80 °C), farkl siirelerde (1, 2 ve 3 saat) gergeklestirilen 6n islem
uygulamalari, ultrason frekanst 80 kHz ve ultrason giici %100 olacak sekilde
yiiriitiilmiistiir. On islem kosullar, literatiirde belirtilen parametrelere uygun sekilde
secilmekle birlikte, yapilan 6n denemelerle, ultrases destekli asit 6n islemi i¢in belirlenen
bagimsiz degisken araliklarinin uygunlugu test edildikten sonra asil deneylere gecilmistir.
On islem tamamlandiktan sonra, drnekler buzlu suda 20 dk siirede oda sicakligina
getirilmistir. On isleme tabi tutulmus kat1 kismi1 ayirmak igin, ¢ozelti kaba filtre kagidi ile
stiziilmiistiir. Elde edilen kat1 kisim, 500 mL saf su ile yikanarak kalint1 ¢dziiciiniin
uzaklagmasi saglanmistir. Yikama asamasinin ardindan, ornekler 45 °C’de 1 gece
bekletilerek kurutulmustur. Kurutulan kat1 6rnekler tartilarak not edilmis ve ilk basta
kullanilan hammadde miktarina oranlanarak geri kazanilan kati biyokiitle miktart (%
solid recovery) ylizdesel olarak hesaplanmigtir. Filtrasyon islemi sonrasinda elde edilen
hemiseliilozca zengin sivi kisim (hidrolizat), monosakkarit, toplam fenolik madde, HMF
ve furfural analizlerine tabi tutulmustur (Sekil 3.3). Tim on islem denemeleri, iki

tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir.

A R R TR A S

Sekil 3.2 ELMASONIC P Ultrasonic Cleaning Unit
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Sekil 3.3 Ultrases destekli asit 6n islemi akis semasi

Konvansiyonel On Islem (Asit hidrolizi): Biyokiitle, literatiir calismalar1 baz alinarak asit
(%2.5 H2SOy) ile kat1 s1vi orant 1:10 (g/mL) olacak sekilde konvansiyonel olarak 120
°C’de 1 saat dn-isleme tabi tutulmustur (Miura vd. 2015; Dalli vd. 2017).

3.2.3 On islem sonrasi elde edilen siv1 fraksiyon analizleri

Ultrases destekli asit ile yapilan 6n islem sonrasinda iki ana fraksiyon elde edilmistir:

Coziinen s1vi kisim (hidrolizat): Bu fraksiyon, ksiloz, glikoz ve diger sekerler (arabinoz,
galaktoz ve mannoz) icermektedir. Sekerlerin miktarlari, reaksiyon kosullarina ve

biyokiitle tipine bagl olarak degiskenlik gostermektedir.
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Sekil 3.4 On Islem sonrasi s1v1 fraksiyon

Coziinmeyen kat1 kisim: Bu fraksiyon, lignin ve seliiloz gibi bilesenleri igermektedir

Sekil 3.5 On islem sonras1 kat1 fraksiyon

3.2.4 Seker analizleri (Monosakkaritler)

On islem sonrasinda elde edilen sivi fraksiyonunda bulunan monosakkaritler (glikoz,
ksiloz, mannoz, galaktoz, arabinoz) “Boliim 3.2.1” de detayli bir sekilde anlatildig tizere,
iyon kromatografisi cihazt (HPAEC-PAD; Dionex ICS-6000 system, Thermo Scientific,
ABD) ile hassas bir sekilde belirlenmistir.

3.2.5 Toplam fenolik madde analizi

Siv1 fraksiyonun toplam fenolik bilesik miktari, Singleton ve Rossi, (1965) tarafindan

gelistirilen metodun, modifiye edilmis haline gore yapilmistir. 1 mL uygun sekilde
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seyreltilmig 6rnek, 5 mL 2N Folin-Ciocalteu ayraci (1:10 v/v) ile bir tiipte karistirilmig
ve 3-4 dakika sonra iizerine 4 mL sodyum karbonat ¢6zeltisi (Na2COz - %7.5) eklenmistir.
Tip vorteks ile karistirildiktan sonra oda sicakliginda, karanlik bir ortamda 2 saat
bekletilmistir. Siire sonunda Orneklerin spektrofotometre ile 765 nm dalga boyunda
absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Gallik asit referans madde olarak kullanilmistir ve sonuglar
mg gallik asit esdegeri (GAE)/g kuru madde seklinde verilmistir. Gallik asit standardina

ait konsantrasyon egrisi EK 2’de verilmistir.

3.2.6 HMF ve furfural analizleri

Furfural ve 5-hidroksimetilfurfural (HMF) analizleri, Li vd. (2017) tarafindan onerilen
yonteme gore yiiksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC; Agilent 1260 Infinity)
yontemiyle gerceklestirilmistir. Analiz i¢in C18 kolon (Inertsil ODS-3) kullanilmistir.
Mobil faz olarak su ve %20 metanol (v/v) karisimi kullanilmistir. Akis hiz1 0.8 mL/dakika
olarak belirlenmis olup, kolon sicakligi 35 °C’de sabit tutulmustur. 277 nm dalga boyunda
calisilmigtir. Mobil fazin degazlanmasi, analiz 6ncesinde 15 dakika siireyle ultrasonik
cihazla gergeklestirilmistir. Bilesiklerin tanimlanmasi, standartlarin alikonma stireleri ile

karsilastirilarak yapilmistir. HMF ve furfural standart egrileri, EK 3’te verilmistir.

3.2.7 On islem sonrasi elde edilen kat1 fraksiyon analizleri

On islem sonrasinda uygulanan kaba filtrasyon islemi ile elde edilen kat1 kisim (islenmis
biyokiitle), yaklasik 500 mL saf su ile yitkanmistir. Yikanan kat1 6rnekler, 45 °C’de etiivde
bir gece siireyle kurutulmustur. Kurutma iglemi sonrasinda, 6rnekler tartilmis ve kati geri
kazanim verimi, on islem sonrasi elde edilen biyokiitlenin agirligi ile 6n isleme tabi

tutulan biyokiitlenin baglangictaki agirligina gore hesaplanmustir.

Kat1 geri kazanim verimi (%) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmustir:

Kati geri kazanim verimi (%) = (On islem sonras1 kat1 kiitlesi / Baslangig kat kiitlesi) x
100
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On isleme tabi tutulan biyokiitlenin (kat1 fraksiyon) bilesimi, Béliim 3.2.1°de ayrimtili
olarak ac¢iklanan NREL (National Renewable Energy Laboratory) LAP standart analitik
metotlar1 ile belirlenmistir (Sluiter vd. 2005; Sluiter ve Sluiter, 2008). Bu analizler
kapsaminda, glukan, ksilan, asitte ¢oziinen lignin ve asitte ¢éziinmeyen lignin analizleri

gerceklestirilmis olup, tiim bilesim analizleri ti¢ tekerriirlii olarak yapilmistir.

3.2.8 On islem kosullarinin optimizasyonu

On islem sonrasinda elde edilen s1v1 fraksiyonundaki ksiloz konsantrasyonu (mg/L) ve
stv1 fraksiyondaki fenolik madde konsantrasyonu goz oniinde bulundurularak, 6n islem
parametreleri (6n islem siiresi (Xi), asit konsantrasyonu (Xz), kati:¢oziicii oran1 (Xs))
Response Surface Methodology (RSM) kullanilarak optimize edilmistir. Optimizasyon
siirecinde ksiloz konsantrasyonun maksimize edilmesi hedeflenirken, sivi fraksiyonda
bulunan toplam fenolik madde (TPC) miktarinin minimize edilmesi hedeflenmistir. Bu
optimizasyon siirecinde kullanilan bagimli ve bagimsiz degiskenler Cizelge 3.1°de

verilmigtir.

Cizelge 3.1 Yanit yiizey yontemi ile optimizasyonda kullanilan degiskenler

Degiskenler

Bagimsiz Bagimh

On islem siiresi (1, 2, 3 h) Ksiloz konsantrasyonu (mg/L)

Siv1 fraksiyonda toplam fenolik

Asit konsantrasyonu (% 5, 7.5, 10) madde (mg GAE/g kuru madde)

Kati:¢oziicii orani (0.5:10, 1:10, 1.5:10 g/ml)
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Cizelge 3.2 Optimizasyon i¢in kullanilan Box—Behnken deneme deseni

Kodlanmis Bagimsiz Degiskenler  Kodlanmamis Bagimsiz

Degiskenler

Deney X1 X2 X3 X1 X2 X3
no. (h) (%) (gmbL) (b (%) (g:mL)
1 0 0 0 2 7.5 1:10
2 1 -1 0 3 5 1:10
3 1 0 1 3 7.5 1.5:10
4 0 0 -1 2 7.5 0.5:10
5 -1 -1 0 1 5 1:10
6 0 1 2 10 1:10
7 0 -1 1 2 5 1.5:10
8 -1 0 1 1 7.5 1.5:10
9 1 0 -1 3 7.5 0.5:10
10 0 0 2 7.5 1:10
11 1 1 0 3 10 1:10
12 1 1 2 10 1.5:10
13 -1 0 -1 1 7.5 0.5:10
14 0 -1 -1 2 5 0.5:10
15 0 0 -1 2 7.5 0.5:10

Xi: On islem siiresi (h), X2: Asit konsantrasyonu (%), X3: Kati:¢oziicii oran1 (g:mL)

3.2.9 On islem sonrasi elde edilen hidrolizatin hemiseliilozik detoksifikasyonu ve
ksilitol fermentasyonu

Optimum kosullarda 6n isleme tabi tutulan hidrolizat, literatiirde sinirli sayida ¢aligmada
rapor edilen Barnettozyma populi NRRL Y-12728 maya susu kullanilarak ksilitol
fermantasyonunda degerlendirilmistir. Bu amagla, 6n iglemin optimizasyonu sonrasi elde
edilen hidrolizat, CaCOs ile noétralize edilerek pH degeri 6.0’ya ayarlanmistir. Olusan
cokelti 15.500 rpm’de 15 dakika santrifiijleme ile ayrilmistir. Daha sonra, ayrilan sivi
konsantre aktif komiir ile, 5 g/100 mL oraninda, 30°C’de ve 200 vuru/dak g¢alkalama
hizindaki su banyosunda 1 saat muamele edilmistir. Kaba filtre kagidindan siiziildiikten
sonra elde edilen berraklastirilmis sivi, fermantasyon Oncesi filtre sterilizasyonu ile
sterilize edilmistir. Hidrolizata son konsantrasyonlar1 4.75 g/ yeast extract, 3 g/L
(NH4)2HPOs4, 5.1 g/L KH2POg4, ve 0.4 g/L MgSOs olacak sekilde bilesenler ilave edilmis
ve ¢alkalamal1 inkiibatorde, 30°C’de 200 rpm karistirma hizinda fermantasyon deneyleri
yiriitillmiistiir. Fermantasyon deneyi igin besiyeri hazirligi su sekilde gergeklestirilmistir:

Optimum kosullarda elde edilen hemiseliilozik hidrolizattan 40 mL alinmis ve besin
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takviyelerinin son derisimleri 4.75 g/L yeast extract, 3 g/L (NH4):HPOs4, 5.1 g/L KH2PO4
ve 0.4 g/LL MgSOs olacak sekilde gerekli bilesen ¢ozeltileri ilave edilmistir. Bu amagla,
besiyerine 5 mL 10 kat konsantre (NH4):HPO.—KH:PO. ¢ozeltisi ile 5 mL 10 kat
konsantre yeast extract-MgSO. ¢ozeltisi eklenmis ve toplam hacim 50 mL olacak sekilde
tamamlanmistir. 10 kat konsantre (NHa4):HPO.—KH2PO. ¢6zeltisi otoklavlanarak, 10 kat
konsantre yeast extract-MgSOa. ¢ozeltisi ise filtre sterilizasyonu ile sterilize edilmistir.
Kontrol olarak, hidrolizat yerine 20 g/L ksiloz (steril filtrelenmis) kullanilarak denemeler
gerceklestirilmistir. Barnettozyma populi NRRL Y-12728’in baslangi¢ inokiilasyon
orani, fermantasyon oncesi Olgiilen optik yogunluk (OD600) degeri 1.25 olacak sekilde
standardize edilmistir. Fermantasyon siiresince belirli araliklarla alinan 6rneklerde ksiloz

ve ksilitol konsantrasyonlari belirlenmistir.

3.2.10 Ksilitol analizi

Fermantasyon sonrasinda elde edilen ksilitol miktarlari, iyon kromatografisi cihazi
(HPAEC-PAD; Dionex ICS-6000 System, Thermo Scientific, ABD) kullanilarak
belirlenmistir. Ksilitol, 30 °C’de CarboPac PA100 (Thermo Scientific, ABD) kolonu ile
ayrilmistir. Mobil faz olarak, 0.25 mL/dakika akis hizinda 150 mM sodyum hidroksit
kullanilarak izokratik kosullarda analiz gerceklestirilmistir (Dionex CarboPac PA100
Column Product Manual, 2013). Ksilitol standardina ait konsantrasyon egrisi EK 4’te

verilmistir.

3.2.11 istatistiksel analizler

Yanit yiizey metodu regresyonu ve optimizasyonu dahil olmak {izere tiim istatistiksel
analizler, Minitab istatistiksel yazilimi (Siiriim 17; Minitab Inc., State College, PA, ABD)

kullanilarak gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Antep Fistig1 Kabugunun On Islem Oncesi Kimyasal Bilesimi

Bu caligmada analiz edilen Antep Fistig1 kabugu lignoseliilozik orneklerinin kimyasal
bilesimi, NREL LAP standart analitik yontemlerle belirlenmis ve ii¢ tekerriirlii analizlerle
dogrulanmistir. HPAEC-PAD yontemi ile yapilan yliksek hassasiyetli kromatografik
analizler sonucunda, glikoz (glukan), ksiloz (ksilan), arabinoz (arabinan), mannoz ve
galaktoz gibi temel yapisal monosakkaritlerin miktarlar1 kesin olarak saptanmistir.
Ayrica, asitte ¢oziinmeyen ve ¢oziliniir lignin igerikleri ile kiil miktarlar1 da ayr1 ayri

hesaplanarak biyokiitlenin genel yapist detayli bigimde ortaya konmustur.

Cizelge 4.1 On isleme tabi tutulmamis Antep fisti§1 kabugunun bilesimi

Bilesen % Kuru Madde Cinsinden*
Glukan 22.69+0.08

Ksilan 27.61+0.44

Galaktan N.D.**

Arabinan N.D.**

Mannan N.D.**

Asitte Coziinmeyen Lignin 21.41+3.03

Asitte Coziinen Lignin 2.20+0.06

*Degerler, aritmetik ortalama+standart sapma olarak verilmistir.
** ND: Not Detected

Antep fistig1 kabugunun 6n islem 6ncesi bilesimi, ¢izelge 4.1°de verilmistir. Antep fistig1
kabugunun bilesimine bakildiginda, karbohidratlarin toplam bilesimin yaklasik % 50’sini
olusturdugu goriilmektedir. Genel olarak, bu ¢alismada kullanilan antep fistig1 kabugu
bilesim oranlarinn, literatiirde rapor edilen araliklarda oldugu belirlenmistir. Ozbek vd.
(2020) tarafindan yapilan calismada, kuru madde bazinda Antep fistig1 kabugunun
%25.15 + 0.88 oraninda seliiloz (glukan cinsinden), %35.04 + 1.12 ksilan, %8.24 + 0.72

asetil grubu, %1.84 + 0.12 asitte ¢oziiniir lignin ve %24.11 + 1.29 asitte ¢oziinmeyen
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lignin igerdigi bildirilmistir. Ayrica, bizim ¢alismamiza benzer sekilde dérnekte arabinan

tespit edilemedigi rapor edilmistir.

Ozbek vd. (2018) calismasinda ise, toplam polisakkarit icerigi %59.27 olarak belirlenmis;
bunun 9%35.90+0.27’si  ksilan, %?23.37+£0.17’si seliiloz (glukan olarak) olarak
raporlanmistir. Ayni ¢alismada ayrica %8.7340.35 asetil gruplari, %25.42+1.32 asitte
¢ozlinmeyen lignin, %1.94+0.27 asitte ¢Oziiniir lignin, %0.97+0.09 protein ve
%0.47+0.03 kiil igerikleri belirlenmistir. Calismamizda Antep fistig1 kabuguna ait asitte
¢oziinmeyen lignin igerigi % 21.4143.03 olarak 6l¢iilmiistiir. Bu deger, her iki ¢alismada
bildirilen asitte ¢dziinmeyen lignin oranlarindan daha diisiik olmakla birlikte, genel
aralikla uyumlu oldugu goriilmektedir. Ayni sekilde karbonhidrat bilesimi de literatiirdeki
degerlerle ortiismektedir. Bitki hiicre duvarlarinda lignin ve hemiseliilozlar, seliiloz
mikrofibrillerini ¢evreleyerek, lignoseliilozik yapinin kimyasal ve biyolojik bozunmaya
kars1 diren¢ kazanmasina neden olmaktadir (Canilha vd. 2012). Lignin, ayn1 zamanda
hiicre duvarmma mekanik dayaniklilik ve gecirimsizlik 6zelligi kazandiran 6nemli bir
bilesendir (Pérez vd. 2002; Agbor vd. 2011). Bu polimer, lignoseliilozik biyokiitledeki
farkli bilesenleri birbirine baglayan bir “dogal yapistiric1” gorevi gormekte olup, bu
sayede biyokiitlenin suda ¢oziinmezligini artirir. Seliiloz mikrofibrilleriyle olan giiclii
etkilesimleri nedeniyle lignin, lignoseliilozik materyalin enzimatik ve mikrobiyal
hidrolizini zorlastiran baslica engelleyici faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir
(Agbor vd. 2011). Bu nedenle, ¢caligmada kullanilan Antep fistig1 kabugunun diisiik asitte
¢oziinmeyen lignin igerigi, bu lignoseliillozik materyalin fermentatif ksilitol iiretimi

acisindan uygun ve degerlendirilebilir bir hammadde oldugunu ortaya koymaktadir.

4.2 Ultrases Destekli Asit On islemi Kosullarinin Optimizasyonu: Antep Fistigi
Kabugu Hemiseliilozik Hidrolizatinda Ksiloz Verimi ve Inhibitér Olusumunun
Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada, Antep fistig1 kabugundan elde edilen hemiseliilozik hidrolizatta ksilozun
maksimum konsantrasyonda agiga ¢ikarilmasini saglamak ve inhibitor bilesiklerin (HMF,
furfural, fenolik madde) olusumunu minimize etmek amaciyla ultrasonik destekli asit 6n
islemi optimize edilmistir. Bu amagla, siire, asit konsantrasyonu ve kati:¢coziicli orani

bagimsiz degisken olarak ele alinmig ve 6n islem kosullarinin lignoseliilozik yapi
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tizerindeki etkileri yanit ylizey yontemi (RSM) ile degerlendirilmistir. Deneysel tasarim
Box—Behnken deneme deseni kullanilarak olusturulmus ve elde edilen veriler regresyon

analizleri ile modellenerek en uygun 6n islem kosullar1 belirlenmistir.

4.2.1 Deney tasarim ve yanitlarin olusturulmasi

Bu calismada, 6n islem kosullarinin optimizasyonu amaciyla Yanit Yiizey YOntemi
(Response Surface Methodology, RSM) kullanilmistir. Optimizasyon kapsaminda ii¢
bagimsiz degisken olan 6n islem siiresi (Xi, h), asit konsantrasyonu (X:, %) ve
kati:¢oziicli oran1 (X3, g:mL) ele alinmis ve bu parametrelerin hem ksiloz konsantrasyonu
(mg/L) hem de inhibitor bilesik olusumu (HMF (g/L), furfural (g/L) ve toplam fenolik
madde icerigi (mg GAE/g biyokiitle) {izerindeki etkileri degerlendirilmistir. Bu amacla
Box—Behnken deneme deseni uygulanmis ve ii¢ faktoriin {i¢ seviyeli kombinasyonlari ile
toplam 15 deney kosulu olusturulmustur (Cizelge 3.2). Her deneyde, Antep fistigi
kabuklar1 ultrasonik banyoda ultrases destekli asit 6n islemine tabi tutulmus ve islem
sonucunda elde edilen siv1 fazda ilgili bilesenler analitik olarak belirlenmistir. Boylece,
proses siiresi, asit yiikii ve biyokiitle miktarinin hem hemiseliilozdan ksiloz eldesi hem de
inhibitor bilesik olusumu iizerinde nasil bir etki olusturdugu sistematik olarak ortaya
konmustur. Elde edilen deneysel yanitlar, ilerleyen boliimde RSM kapsaminda

modellenmis ve optimum 6n islem kosullar istatistiksel olarak belirlenmistir.

Yapilan Box—Behnken deney tasarimi kapsaminda uygulanan 6n islem kosullar
sonucunda elde edilen ksiloz konsantrasyonlarinin degisimleri sekil 4.1’te sunulmustur.
Ayni1 6n islem kosullar1 altinda s1v1 fazda olusan HMF ve furfural konsantrasyonlari ise,
cizelge 4.2°de verilmis olup, toplam fenolik madde igerikleri sekil 4.2°de gosterilmistir.
Boylece, siire, asit konsantrasyonu ve kati:¢coziicii oraninin hem ksiloz verimi hem de

inhibitor bilesik olusumu iizerindeki etkileri birlikte degerlendirilmistir.

50



17774

4000 »
= 11617
2000 5
= 10000 — 2003
= 7872
3 8000
6000
U 00 .
4000 344
1-6 31
2000 5
0
5 i1

Dene_\ no.

Sekil 4.1 Ultrasonik banyo kullanilarak farkli kosullarda asit ile 6n islem uygulanan
Antep fistig1 kabuklarindan elde edilen sivi fazin ksiloz konsantrasyonlari
(mg/L)

Sekil 4.1°deki veriler degerlendirildiginde, 6n islem parametrelerinin (siire, asit
konsantrasyonu ve kati:¢oziicli oran1) ksiloz konsantrasyonu tizerindeki etkisini agikca
ortaya koymaktadir. Box—Behnken tasarimi kapsaminda yiiriitiilen 15 deney sonucunda
ksiloz konsantrasyonlar1 yaklasik 1.4 g/L ile 17.8 g/L arasinda degisim gostermistir.
Deneysel ¢alismalar sonucunda, 3 saat islem siiresi, %10 asit konsantrasyonu ve 1:10
kati:¢oziicli orani ile gergeklestirilen Deney 11 kosullarinda yaklasik 17.774 mg/L ile
maksimum ksiloz konsantrasyonuna ulasilmis olup, bu parametre kombinasyonunun
hemiseliilozun etkin ¢éziinmesi acisindan elverisli oldugu ortaya konmustur. Bu kosullar
altinda lignoseliilozik yapinin daha etkin parg¢alandigi ve hemiseliilozdan ksilozun daha
yiiksek oranda a¢iga ¢iktig1 gozlenmistir. Kati:¢ozilicii oraninin 1.5:10 oldugu kosullarda
(6rnegin Deney 3 ve Deney 13), ¢ozeltide elde edilen ksiloz konsantrasyonlarinin =15—
15.3 g/L seviyelerine ulagtig1 goriilmektedir. Bu sonug, ¢ozelti igerisindeki kat1 yiikiiniin
artirilmasinin, hemiseliilozik yapinin asit ve ultrasonik etkilere daha fazla maruz
kalmasina olanak saglayarak ksilozun sivi fazda daha yiiksek konsantrasyonlarda
birikmesine katki sagladigini gostermektedir. Ancak, bazi deneylerde kati yiikiiniin
artmasina ragmen ksiloz konsantrasyonunun sinirli kaldigi gézlenmis olup, bu durum
yiiksek kat1 yiiklerinde karisim viskozitesinin artmasi ve kiitle transferi sinirlamalarinin
devreye girmesiyle iliskilendirilebilir. Buna karsilik, diistik islem siiresi (1 saat) ve diisiik
asit konsantrasyonu (%5) uygulanan deneylerde (6rnegin Deney 5 ve Deney 14), ksiloz

konsantrasyonlarinin  1.4-3.4 g/L araliginda kaldig1 belirlenmistir. Bu bulgular,
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hemiseliilozik yapinin etkin bir sekilde hidrolize edilebilmesi i¢in yeterli siire ve asit
yiikiiniin gerekli oldugunu ortaya koymaktadir. Genel olarak degerlendirildiginde, ksiloz
konsantrasyonunun artirilmasinda islem siiresi ve asit konsantrasyonunun belirleyici
oldugu, kati:¢6ziicli oraninin ise bu etkiyi destekleyici veya sinirlandirici bir rol iistlendigi
goriilmektedir. Bu nedenle, ksiloz konsantrasyonunun maksimize edilmesi amaciyla 6n
islem parametrelerinin dengeli bir sekilde optimize edilmesi gerektigi sonucuna

varilmstir.

Yapilan ¢alismalar incelendiginde, lignoseliilozik hammaddelerden seker eldesi icin en
cok tercih edilen 6n islem yontemi asit on iglem yontemi oldugu tespit edilmistir.
Lignoseliilozik biyokiitlelerin asit 6n igslemi, yapida bulunan hemiseliillozu uzaklastirarak,
biyokiitle yapisini gecirgen hale getirip, enzimlerin seliiloza ulagmasini kolaylastirmaktir
(Veluchamy, Kalamdhad vd. 2018). Asidik 6n islem yonteminde en ¢ok tercih edilen

asitler, siilfirik asit, asetik asit, ve fosforik asittir (Rezania vd. 2020).

Box—Behnken tasarimi kapsaminda yiirtitiilen 15 deney sonucunda elde edilen ksiloz

verimi (%) asagida belirtilen esitlik ile hesaplanmistir:

Cxyl
1.136 x mxin x C shell

x 100

Ksiloz verimi (%) =

Cyyi: On islem sonrasi elde edilen hidrolizattaki ksiloz konsantrasyonu (g/L)
my: Antep fistig1 kabugunun ksilan icerigi (g ksilan/g biyokiitle)

Csherr: On islemde kullanilan biyokiitlenin baslangic derisimi (g/L)

Box—Behnken deney tasarimi kapsaminda yiiriitiilen 6n islem ¢alismalar1 sonucunda, her
bir deney i¢in hesaplanan ksiloz verimleri sirasiyla Deney 1’de %36.39, Deney 2°de
%43.02, Deney 3’te %32.49, Deney 4°te %78.36, Deney 5’te %4.59, Deney 6’da %25.09,
Deney 7°de %8.52, Deney 8’de %7.26, Deney 9°da %37.03, Deney 10°da %57.39, Deney
11°de %56.65, Deney 12°de %42.74, Deney 13°te %32.01, Deney 14°te %9.02 ve Deney

15°’te %21.87 olarak belirlenmistir. Elde edilen ksiloz verimleri genel olarak
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degerlendirildiginde, islem siiresi ve kati:¢oziicli oraninin ksiloz verimi iizerinde
belirleyici oldugu gériilmektedir. Ozellikle 3 saat islem siiresi ve diisiik kat1 yiikii (0.5:10)
uygulanan kosullarda (Deney 4) ksiloz veriminin %78.36 ile en yiiksek degere ulastigi
belirlenmistir. Benzer sekilde, orta—yiiksek asit konsantrasyonu (%10) ve diisiik
kat1:¢oziicli orani (0.5:10) kullanilan Deney 10°da da ksiloz veriminin %57.39 seviyesine
ciktig1 gdzlenmistir. Buna karsilik, kisa islem siiresi (1 saat) ve yiiksek kat1 yiikii (1.5:10)
uygulanan deneylerde (Deney 7 ve Deney 8) ksiloz verimlerinin %7-9 araliginda kaldig1
belirlenmistir. Orta diizey kati:¢6zilicii oraninin (1:10) kullanildig1 deneylerde ise ksiloz
verimlerinin genellikle %3643 araliginda daha dengeli bir dagilim gosterdigi
goriilmektedir. Ksiloz konsantrasyonu ile ksiloz verimi arasinda yapilan korelasyon
analizi sonucunda pozitif ve orta—yliksek diizeyde bir iliski (r = 0.7353) belirlenmis olup,
bu durum ¢ozeltide ksiloz konsantrasyonu arttik¢a ksiloz veriminin de genel olarak artma
egiliminde oldugunu gostermektedir. Ancak korelasyon katsayisinin 1’e esit olmamasi,
ksiloz veriminin yalnizca ¢ozeltide dlgiilen ksiloz konsantrasyonuna degil, ayn1 zamanda
baslangigtaki kat1 yiikii ve biyokiitlenin ksilan icerigine de bagli oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu bulgular, yiiksek ksiloz verimi elde edilebilmesi icin kat1 yiikii ve islem

stiresinin birlikte optimize edilmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

Hazal vd. (2023) tarafindan gergeklestirilen calismada, Antep fistig1 sert kabugunun
mikrodalga—CO: destekli hidrolizi ile ksiloza doniistiiriilmesi incelenmis ve en yliksek
ksiloz veriminin %56,52 olarak 200 °C sicaklik, 20 dk islem siiresi ve 20 mL/g su:fistik
kabugu oraninda elde edildigi rapor edilmistir. S6z konusu ¢alismada, sicaklik ve islem
stiresinin artisiyla ksiloz veriminin belirli bir seviyeye kadar ytikseldigi, ancak daha
siddetli kosullarda ksilozun furfural ve HMF gibi bozunma iirlinlerine déniismesinin
hizlandig1 vurgulanmistir. Meveut calismada ise ultrases destekli asit on islem
kullanilarak ytiriitiilen Box—Behnken deneyleri sonucunda ksiloz veriminin %4,59 ile
%78,36 arasinda degistigi belirlenmistir. Ozellikle uzun islem siireleri ve diisiik
kati:¢oziicli oranlarinin uygulandig1 bazi kosullarda, literatiirde bildirilen maksimum
degerlere yakin veya daha yiiksek ksiloz verimlerine ulasilabildigi goriilmiistiir. Bu
durum, ultrasonik etkinin lignoseliilozik yapinin parcalanmasint kolaylastirarak
hemiseliillozun hidrolizine katki sagladigini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, iki

calismada kullanilan 6n islem yontemleri, proses kosullar1 ve enerji girdileri farkl
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oldugundan, elde edilen sonuglarin dogrudan karsilagtirilmasi smirlidir. Ancak genel
olarak degerlendirildiginde, ultrases destekli asit 6n isleminin, uygun kosullar altinda,
mikrodalga—CO- destekli hidrolize benzer diizeyde ksiloz verimleri elde edilebilen

alternatif bir yaklasim sundugu sdylenebilir.
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Sekil 4.2 Ultrasonik banyo kullanilarak farkli kosullarda asit ile 6n islem uygulanan
Antep fistig1 kabuklarindan elde edilen sivi fazin toplam fenolik madde
konsantrasyonlar1 (mg GAE/g biyokiitle)

Antep fistifi kabuklarina uygulanan farkli asitli 6n islemlerin ardindan ultrasonik
ekstraksiyonla elde edilen toplam fenolik madde konsantrasyonlar1 (mg GAE/g
biyokiitle) 2.58 ile 7.31 arasinda degismektedir (Sekil 4.2).

Tez caligmasinin ana hedeflerinden biri, lignoseliilozik bir atik olan Antep fistig1
kabugunun daha 6nce uygulanmamis bir yontem olan ultrason destekli asit 6n iglemi ile
degerlendirilmesidir. Bu yaklasim sayesinde, diisiik seviyede inhibitér madde (6zellikle
HMF ve fenolik bilesikler) olusumu ile yiiksek verimde ksiloz eldesi hedeflenmektedir.
Elde edilen ksiloz, ksilitol iiretimi i¢in se¢ilmis spesifik bir maya susu ile fermente

edilerek yiiksek verimde ksilitole doniistiiriilecektir.

Yapilan ¢alismalar incelendiginde, Farrokhi vd. (2025) antep fistig1 kabugundan toplam
fenolik madde elde etmek amaciyla geleneksel maserasyon (CNE), ohmik 1sitma destekli

ekstraksiyon (OHE) ve soguk plazma destekli ektraksiyon (CAP) gibi {i¢ farkli 6n islem
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yontemi uygulanmistir. Bu ti¢ farkli yontemde de 18 gram antep fistig1 kabugu 360 ml
%50 etanol-su ¢ozeltisi ile 6n isleme tabii tutulmustur. Ohmik 1sitma ile yapilan 6n islem
yontemi sonucunda, 10.874 mg/kg GAE en yiiksek toplam fenolik madde miktar1 elde
edilmistir. Ayrica, elde edilen ekstraklarin fenolik bilesik igerikleri LC-DAD-ESI-MS/MS
yontemiyle analiz edilmis ve galik asit, katesin, rutin, kuersetin gibi antioksidan 6zellik
gosteren fenolik bilesiklerin 6zellikle OHE yontemiyle daha yiiksek oranda ekstrakte
edildigi belirlenmistir (Farrokhi vd. 2025).

Azadedel vd. (2020) tarafindan Pistacia vera L. tiiriine ait Ohadi ve Kallehghuchi alt grup
antep fistig1 kabuklar1 kullanilarak toplam fenolik madde icerikleri ve antioksidan madde
aktiviteleri analiz edilmistir. Yapilan caligmada 6n islem yontemi olarak ultrasonik
ekstraksiyon ve maserasyon yontemi uygulanmistir. Bu yontemlerde asetat, metanol, su
ve etonol ¢oziiciileri kullanilmistir. Ultrasonik yontemle elde edilen ekstrakta; en yiiksek
fenolik icerigi Ohadi tiirii ve asetat ¢oziiciisii kombinasyonunda 17.4 + 0.04 mg GAE/g
kuru madde, en diisiik deger ise Kallehghuchi kiiltivar1 ve metanol ¢oziiciisiinde 16.26 +
0.04 mg GAE/g kuru madde olarak raporlanmistir. Yapilan calismada maserasyon
yontemi verimi incelendiginde, en yliksek fenolik igerik, Kallehghuchi kiiltivar1 ve asetat
¢oziiclistinde 17.26 + 0.1 mg GAE/g kuru madde, en diisiik deger ise Ohadi kiiltivar ve
su ¢oziiciisiinde 16.35 £+ 0.15 mg GAE/g kuru madde olarak dl¢iilmiistiir. Ozetle, elde
edilen degerler antep fistig1 kabugunun zengin fenolik bilesik icerdigi ve dogal bir

antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Azadedel vd. 2021).

Furfural ve 5-hidroksimetilfurfural (HMF) analizleri, Li vd. (2017) tarafindan bildirilen
yonteme gore yiiksek performanshi sivi  kromatografisi (HPLC) kullanilarak
gergeklestirilmistir. Analizlerde C18 kolon kullanilmis, bilesiklerin tanimlanmasi ise
standartlarin alikonma siireleri ile karsilagtirilarak yapilmistir. Farkli 6n islem
kosullarinda elde edilen s1v1 fraksiyonlara ait HMF ve furfural konsantrasyonlar1 Cizelge

4.2’de sunulmustur.

55



Cizelge 4.2 Ultrasonik banyo kullanilarak farkli kosullarda asit ile 6n islem uygulanan
Antep fistigt kabuklarindan elde edilen sivi fazin HMF ve furfural
konsantrasyonlar1 (g/L)

Deney no. HMF (g/L) Furfural (g/L)
1 0.0041+0.0011 0.0144+0.0048
2 0.0051+0.0000 0.0169+0.0016
3 0.0075+0.0008 0.0204+0.0031
4 0.0061+0.0014 0.0323+0.0002
5 0.0003+0.0006 0.0012+0.0002
6 0.0027+0.0002 0.0078+0.0008
7 0.0026+0.0006 0.0024+0.0011
8 0.0019+0.0005 0.0022+0.0001
9 0.0054+0.0012 0.0191+0.0004
10 0.0021£0.0001 0.0149+0.0012
11 0.0101£0.0001 0.0634+0.0004
12 0.0056+0.0003 0.0176+0.0019
13 0.0109+0.0009 0.0374+0.0014
14 0.0018+0.0002 0.0011+0.0000
15 0.0004+0.0003 0.0024+0.0002

On islem siirecinde acgiga cikan heksoz ve pentozlarm parcalanma iiriinleri olan 5-
hidroksimetilfurfural (HMF) ve furfural, zayif organik asitler ile ligninin pargalanmasi
sonucunda olusan fenolik bilesiklerin, enzimler ve mayalar {izerinde inhibitor etkiler
gosterdigi bilinmektedir (Erdei vd. 2010). Seyreltik asit ile hidroliz islemi, ucuz, kolay ve
verimli olmasina ragmen, sicaklik ve asitlerin etkisiyle istenmeyen bilesiklerin, 6zellikle
furfural ve HMF'nin olusmasi gibi dezavantajlari bulunmaktadir. Bu bilesikler,
biyokiitlenin parcalanma siireclerini olumsuz yonde etkileyebilir ve mikroorganizmalarin

gelisimini engelleyebilir.

Cizelge 4.2°de verilen sonuglara gore, ultrasonik banyo kullanilarak farkli kosullarda
gerceklestirilen asit On islemi sonrasinda sivi fazda belirlenen HMF ve furfural
konsantrasyonlarinin  genel olarak diisiik seviyelerde kaldigi gozlemlenmistir.

Literatiirde, HMF ve furfural gibi parcalanma iirlinlerinin hem enzimatik hidroliz
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verimini azaltabildigi hem de maya gelisimi iizerinde baskilayict etki gostererek
fermantasyon siireglerini olumsuz yonde etkileyebildigi bildirilmektedir. Bu nedenle, 6n
islem sonrasinda siv1 fraksiyonda bu bilesiklerin diisiik konsantrasyonlarda bulunmasi,
ksilitol fermantasyonu agisindan 6nemli bir avantaj saglamaktadir. Elde edilen sonuglar,
uygulanan 6n islem yonteminin inhibitér olusumunu smirlamasi bakimindan siireg
verimliligini destekledigini ve se¢ilen kosullarin fermantatif doniisiim i¢in uygun nitelikte

oldugunu gostermektedir.

Box—Behnken deney tasarimi dogrultusunda gerceklestirilen on islem kosullari
sonucunda elde edilen ksiloz, HMF, furfural ve toplam fenolik madde sonuglar1 birlikte
degerlendirilmis ve yanit degerleri Cizelge 4.3’te toplu olarak sunulmustur. Ksiloz
konsantrasyonunun (Y1) farkli deney kosullar1 arasinda 1415 mg/L ile 17774 mg/L
araliginda degistigi belirlenmistir. HMF konsantrasyonu (Y2) 0.0003—-0.0109 g/L, furfural
konsantrasyonu (Ys) ise 0.0011-0.0634 g/L araliginda ol¢iilmiistiir. Toplam fenolik
madde igerigi (Y4), 2.58-7.31 mg GAE/g biyokiitle arasinda degisiklik gdstermistir. Bu
sonuclar, 6n islem siiresi, asit konsantrasyonu ve kati:¢dziicii oraninin sivi fraksiyon

bilesimi lizerinde belirgin ve birbirine bagl etkiler olusturdugunu gostermektedir.

Cizelge 4.3 Box-behnken deney tasarimi kapsaminda uygulanan farkli 6n islem
kosullarina ait ksiloz, hmf, furfural ve toplam fenolik madde yanit degerleri

Deney no. Y1 Y2 Ys Y4
(mg/L) (g/L) (g/L) (mg GAE/g
biyokiitle)

1 11417 0,0041 0,0144 4,54
2 13498 0,0051 0,0169 5,14
3 15292 0,0075 0,0204 4,57
4 12292 0,0061 0,0323 7,31
5 1441 0,0003 0,0012 3,22
6 7872 0,0027 0,0078 3,89
7 4009 0,0026 0,0024 3,29
8 3415 0,0019 0,0022 2,58
9 11617 0,0054 0,0191 5,02
10 9003 0,0021 0,0149 6,91
11 17774 0,0101 0,0634 6,54
12 13409 0,0056 0,0176 4,87
13 15067 0,0109 0,0374 4,25
14 1415 0,0018 0,0011 4,66
15 3431 0,0004 0,0024 5,91

Y1: Ksiloz konsantrasyonu (mg/L), Y2: HMF konsantrasyonu (g/L), Y3: Furfural konsantrasyonu (g/L), Y4: Toplam
fenolik madde igerigi (mg GAE/g biyokiitle)
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4.2.2 Cesitli on islem parametrelerinin bagimh degiskenler iizerine etkilerinin yamt
yiizey yontemi ile modellenmesi

4.2.2.1 Ksiloz konsantrasyonu iizerine bagimsiz degiskenlerin etkisi

Ksiloz konsantrasyonu (Y1) lizerine; 6n islem siiresi (Xi, h), asit konsantrasyonu (X2, %)
ve kati:¢oziicii oraninin (X3, g:mL) etkileri, Esitlik (4.1)’de verilen karesel (ikinci

dereceden) model ile ifade edilmistir.

Y1 = -32396 + 10256-X: + 3374-X> + 18933-X5 - 888-Xi2 - 178-X2% - 12626-X5?% -
216 X1 X F 500 XK1 X5 4 L1097 X2 X5 ittt (41)

Cizelge 4.4 Ksiloz konsantrasyonu (mg/L) - Model 6zeti

S R-kare Diizeltilmis R-kare | Tahmini R-kare

1200.64 98.27% 95.16% 80.29%

Esitlikten tiiretilen modelin istatistiksel olarak oldukca anlamli oldugu belirlenmistir (P <
0.01). Modelin belirtme katsayis1 R* = 98.27% olup, bagimli degisken olan ksiloz
konsantrasyonundaki degisimin biiylik bir kismmin model tarafindan agiklandigim
gostermektedir. Modelin diizeltilmis belirtme katsayist (Adj. R*? = 95.16%) modelin
gereksiz terimler icermedigini ve uyumunun yiiksek oldugunu dogrulamaktadir. Ayrica
tahmini belirtme katsayisi1 (Pred. R? = 80.29%), modelin yeni deney kosullarin1 da kabul
edilebilir diizeyde tahmin edebilecegini gostermektedir (Cizelge 4.4). Bu sonuglar,
olusturulan matematiksel modelin hem istatistiksel olarak anlamli, hem de On islem

kosullarinin optimizasyonunda kullanilabilir oldugunu ortaya koymaktadir.
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Cizelge 4.5 On islem siiresi (X1, h), asit konsantrasyonu (X, %) ve kati:¢dziicii oraninin
(X5, g:mL) ksiloz konsantrasyonu (Y1) lizerine etkilerine ait varyans analizi

sonugclari
Varyasyon | SD Diizeltilmis | Diizeltilmis | F P
Kaynagi Kareler Kareler

Toplam Ortalamasi

Model 9 410069661 | 45563296 31.61 0.001
Dogrusal 3 360262513 | 120087504 | 83.30 0.000
Xy 1 249906546 | 249906546 | 173.36 0.000
X2 1 93413946 93413946 64.80 0.000
X3 1 16942021 16942021 11.75 0.019
Kare 3 40872093 13624031 9.45 0.017
Terimleri
Xi*X, 1 2909635 2909635 2.02 0.215
Xo*Xo 1 4579740 4579740 3.18 0.135
X3*X3 1 36787308 36787308 25.52 0.004
Etkilesim 3 8935055 2978352 2.07 0.223
(2-Y 6nlii)
Xi*Xo 1 1161006 1161006 0.81 0.411
X1*X3 1 250000 250000 0.17 0.694
Xo*X3 1 7524049 7524049 5.22 0.071
Hata 5 7207707 1441541
Uyumsuzluk | 3 4801265 1600422 1.33 0.456
Saf Hata 2 2406443 1203221
Toplam 14 417277368

Ksiloz konsantrasyonu iizerine kurulan modelin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (P = 0.001) (Cizelge 4.5). Dogrusal terimlerin tamaminin (Xi, Xz ve X3)
ksiloz konsantrasyonu iizerinde yiiksek derecede anlamli etki gosterdigi tespit edilmistir
(P < 0.05). Ozellikle 6n islem siiresi (Xi), modelde en baskin etkili degisken olup, en
yiiksek F degeri (F = 173.36) ile ksiloz verimi iizerinde en belirleyici islem parametresi
olarak 6ne ¢ikmustir. On islem siiresini, asit konsantrasyonu (Xz) ve kati:¢dziicii oran1

(X5) izlemistir.

Karesel terimler incelendiginde, kati:¢oziicii oraninin karesel etkisinin (Xs*) anlaml
oldugu (P = 0.004) ve bu degiskenin optimum degerden sapildiginda ksiloz verimini
onemli olgiide etkiledigi goriilmiistiir. Buna karsilik, siire (X:?) ve asit konsantrasyonu
(X2?) terimlerinin karesel etkileri istatistiksel olarak anlamli bulunmamais olup (P > 0.05),

bu iki parametrede dogrusal etkinin baskin oldugu anlasilmaktadir.
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Ikili etkilesim terimleri degerlendirildiginde, Xi—X2, Xi—Xs ve Xo>—X; etkilesimlerinin
istatistiksel olarak anlamli olmadigir goriilmiistiir (P > 0.05). Bu durum, bagimsiz
degiskenlerin ksiloz konsantrasyonu iizerindeki etkilerinin ¢ogunlukla birbirinden
bagimsiz oldugunu ve modelde dogrusal terimlerin asil belirleyici bilesenler oldugunu

ortaya koymaktadir.
Bu sonuglar, 6n islem siiresinin artirilmasinin ve asit konsantrasyonu ile kati:¢coziicii

oraninin uygun seviyelerde secilmesinin ksiloz verimini maksimize etmek i¢in kritik

oldugunu gostermektedir.

4.2.2.2 HMF Konsantrasyonu Uzerine Bagimsiz Degiskenlerin Etkisi

HMF konsantrasyonu (Y2) lizerine; 6n islem siiresi (Xi, h), asit konsantrasyonu (X2, %)
ve kati:¢Oziicii oranmnin (Xs, g:mL) etkileri, olusturulan ikinci dereceden regresyon

modeli ile tanimlanmaktadir (Esitlik (4.2)).

Y. =-0,0018 + 0,00059-X: + 0,00001-X> - 0,00285-X5 - 0,000088-X:? - 0,000065-X>? -
0,00258-X5* + 0,000254- X1 X2 + 0,00063-X1-X5 + 0,001317- X2 X5 ooovviiiiiiiieniennn (4.2)

Cizelge 4.6 HMF konsantrasyonu (g/L) - Model 6zeti

S R-kare Diizeltilmis R- | Tahmini R-kare
kare
0,0016851 90.39% 73.08% 0.00%

Model Ozeti sonuglarina gore; R2 = 90.39%, Diizeltilmis R2 = 73.08% olarak
bulunmustur. Bu durum, modelin HMF varyasyonunun biiyiik bir kismin1 agikladigini,
ancak tahmin edilebilirligin sinirl oldugunu gostermektedir (Pred. R? = 0.00%) (Cizelge
4.6).
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Cizelge 4.7 On islem siiresi (X1, h), asit konsantrasyonu (X, %) ve kati:¢dziicii oraninin
(X5, gzmL) HMF konsantrasyonu (Y2) iizerine etkilerine ait varyans analizi

sonugclari
Varyasyon | SD Diizeltilmis | Diizeltilmis | F P
Kaynagi Kareler Kareler

Toplam Ortalamasi

Model 9 0.000133 0.000015 5.22 0.042
Dogrusal 3 0.000119 0.000040 13.93 0.007
Xi 1 0.000062 0.000062 21.69 0.006
X2 1 0.000038 0.000038 13.22 0.015
X3 1 0.000019 0.000019 6.87 0.047
Kare 3 0.000002 0.000001 0.24 0.868
Terimleri
Xi*Xq 1 0.000000 0.000000 0.01 0.924
Xo*X> 1 0.000001 0.000001 0.21 0.664
X3*X3 1 0.000002 0.000002 0.54 0.495
Etkilesim 3 0.000013 0.000004 1.51 0.320
(2-Yonlii)
Xi*Xo 1 0.000002 0.000002 0.57 0.485
Xi*X3 1 0.000000 0.000000 0.14 0.724
Xo*X3 1 0.000011 0.000011 3.82 0.108
Hata 5 0.000014 0.000003
Uyumsuzluk | 3 0.000013 0.000004 6.89 0.129
Saf Hata 2 0.000001 0.000001
Toplam 14 0.000148

On islem siiresi (Xi), asit konsantrasyonu (Xz) ve kati:¢dziicii oraninin (Xs) HMF
konsantrasyonu (Y2) lizerine etkileri Cizelge 4.7°de verilen varyans analizi (ANOVA)
sonuglarina gore degerlendirilmistir. Modelin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (P = 0.042), bu da modelin HMF olusumundaki degisimleri yeterli diizeyde
aciklayabildigini gostermektedir.

Cizelge 4.7 incelendiginde, dogrusal terimlerin tamaminin (Xi, X2 ve Xs) HMF

konsantrasyonu iizerinde istatistiksel olarak anlamli etkiye sahip oldugu goriilmektedir
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(P < 0.05). Ozellikle 6n islem siiresi (X1) en yiiksek F degerine (F = 21.69) sahip olup
HMF olusumu iizerinde en giiclii belirleyici parametre olarak one ¢ikmaktadir. Bunu
sirasiyla asit konsantrasyonu (Xz) ve kati:¢oziicii orani (Xs) izlemektedir. Bu durum, hem
artan siire hem de artan asit yiikiinliin hemiseliiloz par¢alanmasini hizlandirarak seker

bozunmasi sonucu HMF olusumunu artirabildigini géstermektedir.

Karesel terimlerin (Xi?, X2, Xs*) tamaminin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
gorilmistiir (P > 0.05). Bu sonug, HMF olusumunun biiyiik 6l¢iide dogrusal etkiye bagl
oldugunu, yani islem parametrelerinde artis veya azalisin HMF konsantrasyonunu daha

ongoriilebilir sekilde etkiledigini gostermektedir.

Ikili etkilesim terimleri (Xi-X2, Xi-Xs ve X2'Xs) de istatistiksel olarak anlaml
bulunmamastir (P > 0.05). Bu durum, parametrelerin HMF olusumu iizerinde birbirleriyle
belirgin bir sinerjik etkisinin bulunmadigini ve her bir degiskenin HMF olusumunu

cogunlukla bagimsiz sekilde etkiledigini ortaya koymaktadir.

Genel olarak, HMF konsantrasyonunun diisiik aralikta seyretmesi (0.0003—0.0109 g/L)
on islemden elde edilen sivi fraksiyonun fermantasyon acisindan uygun nitelikte
oldugunu gostermektedir. Literatiirde HMF nin mayalarin biiylimesini ve ksilitol iiretim
hizin1 inhibe edebildigi bildirildiginden, bu ¢aligmada diisiik HMF seviyeleri,
Barnettozyma populi ile gergeklestirilecek ksilitol fermantasyonu ig¢in 6nemli bir avantaj

olusturmaktadir.

4.2.2.3 Furfural konsantrasyonu iizerine bagimsiz degiskenlerin etkisi

On islem siiresi (X1), asit konsantrasyonu (Xz) ve kati:¢coziicii oraninin (Xs) furfural
konsantrasyonu (Y3) lizerindeki etkileri, Cizelge 4.8’de verilen varyans analizi (ANOVA)
sonuclarina gore degerlendirilmistir. Furfural konsantrasyonu (Y3) iizerine; 6n islem
stiresi (X1, h), asit konsantrasyonu (X2, %) ve kati:¢oziicii oraninin (X3, g:mL) etkileri,

Esitlik 4.3’te verilen ikinci dereceden (karesel) regresyon modeli ile ifade edilmistir.
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Y3=0,0397-0,0184-X: - 0,01411-X> + 0,0265-X5 + 0,00252-X:*> + 0,000444 - X>> -
0,0221-X5* +0,00399-X:-X> - 0,00653-X1-X5 + 0,00449-X>-X;5 (4.3)

Cizelge 4.8 On islem siiresi (X1, h), asit konsantrasyonu (X, %) ve kati:¢dziicii oraninin
(Xs, ggmL) furfural konsantrasyonu (Y 3) lizerine etkilerine ait varyans
analizi sonuglar1

Varyasyon | SD Diizeltilmis | Diizeltilmis | F P
Kaynag Kareler Kareler

Toplam Ortalamasi
Model 9 0.003847 0.000427 9.91 0.011
Dogrusal 3 0.003101 0.001034 23.97 0.002
X1 1 0.001823 0.001823 42.27 0.001
X2 1 0.001261 0.001261 29.26 0.003
X3 1 0.000017 0.000017 0.40 0.555
Kare 3 0.000178 0.000059 1.38 0.351
Terimleri
Xi*Xi 1 0.000024 0.000024 0.55 0.493
X2*X> 1 0.000028 0.000028 0.66 0.454
X3%X3 1 0.000113 0.000113 2.62 0.167
Etkilesim 3 0.000567 0.000189 4.38 0.073
(2-Yonlii)
Xi*Xo 1 0.000398 0.000398 9.24 0.029
Xi*X3 1 0.000043 0.000043 0.99 0.366
Xo*X3 1 0.000126 0.000126 2.92 0.148
Hata 5 0.000216 0.000043
Uyumsuzluk | 3 0.000204 0.000068 11.47 0.081
Saf Hata 2 0.000012 0.000006
Toplam 14 0.004062
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Modelin genel olarak istatistiksel agidan anlamli oldugu belirlenmistir (P = 0.011), bu da
modelin furfural olusumundaki varyasyonu iyi diizeyde agiklayabildigini gostermektedir.
ANOVA sonuglaria gore dogrusal terimler (Xi ve Xz) furfural konsantrasyonu iizerinde
yiiksek derecede anlamli etkiler gdstermistir (P < 0.05). Ozellikle 6n islem siiresi (X1) en
yiikksek F degerine (F = 42.27) sahip olup, furfural olusumu {izerinde en baskin islem
parametresi olarak one ¢ikmaktadir. Asit konsantrasyonu (Xz) da o6nemli bir etki
gostermis (F = 29.26, P = 0.003) olup, artan asit yiikiiniin furfural miktarin1 artirdigi
gorilmistiir. Buna karsin kati:¢oziicli oran1 (Xs) dogrusal terimde anlamli bulunmamastir
(P = 0.555), bu da bu degiskenin furfural olusumunda dogrudan belirleyici olmadigini

gostermektedir.

Karesel terimlerin tamami (Xi:2, X22, X3?) istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P >
0.05). Bu durum, furfural olusumunun parametrelerdeki degisime ¢ogunlukla dogrusal
sekilde tepki verdigini ve optimumdan sapma durumlarinda keskin degisimler

gostermedigini ifade etmektedir.

Ikili etkilesimler incelendiginde, 6n islem siiresi ve asit konsantrasyonu etkilesiminin
(Xi1-X2) furfural konsantrasyonu iizerinde anlamli diizeyde etkili oldugu goriilmiistiir (P
=0.029). Bu bulgu, siirenin artis1 ile asit konsantrasyonunun birlikte yiikselmesinin seker
bozunmasint hizlandirarak furfural olusumunu O©nemli o&lgiide artirabilecegini

gostermektedir. Diger etkilesim terimleri (Xi-Xs ve X2 Xs3) anlamli degildir.

Modelin belirtme katsayis1 R* = 94.69%, furfural konsantrasyonundaki degisimin biiyiik
bir kisminin model tarafindan agiklandigin1 gostermektedir (Cizelge 4.9). Diizeltilmis R?
degerinin 85.14% olmasi, modelin gereksiz terimler igermedigini ve uyumunun iyi
oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte tahmini R? = 19.09% oldukga diisiiktiir. Bu
durum modelin, yeni deney kosullarim1 tahmin etme giicliniin smirlt oldugunu
gostermektedir. Baska bir ifadeyle, model mevcut veri setine iyi uyum saglasa da,
modelin genellenebilirliginin diisiik oldugu ve 6zellikle furfural olusumunun sistemde dis

etkiler ve mikroyapisal bozulma kinetigi gibi deneysel faktorlere daha duyarli olabilecegi
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anlasilmaktadir. Bu, literatiirde de siklikla rapor edilen ve furfural olusumunun seker

bozunma kinetigine bagli olarak dogrusal olmayan davranig gostermesi ile uyumludur.

Cizelge 4.9 Furfural konsantrasyonu (g/L) - Model 6zeti

S R-kare Diizeltilmis R- | Tahmini R-kare
kare
0,0065665 94.69% 85.14% 19.09%

e

Genel olarak, furfural konsantrasyonlarinin 0.0011-0.0634 g/L araliinda degistigi
belirlenmis olup, bu degerlerin literatiirde bildirilen toksisite esik degerlerinin altinda
olmasi, Barnettozyma populi ile gerceklestirilecek ksilitol fermantasyonu agisindan
olumlu bir sonugtur. Boylece, uygulanan ultrases destekli asit 6n isleminin, yiiksek seker
eldesi saglarken inhibitér olusumunu sinirlayabilen uygun ve etkili bir yontem oldugu

goriilmektedir.

4.2.2.4 Fenolik madde konsantrasyonu iizerine bagimsiz degiskenlerin etKkisi
Toplam fenolik madde konsantrasyonu (Ya) lizerine; on islem siiresi (Xi, h), asit

konsantrasyonu (X2, %) ve kati:¢coziicii oran1 (X3, g:mL) etkileri, Esitlik (4.4)’te verilen

ikinci dereceden model ile ifade edilmistir.

Ya4=4,66+ 1,773-X1 - 0,172-X> - 3,251-X5 - 0,2102-X:* + 0,0157-X>* + 0,722-X5* +
0,0731-X1-X> - 0,329-X1- X5 - 0,0083-X>- X3 (4.4)

Cizelge 4.10 Fenolik madde konsantrasyonu (mg GAE/g biyokiitle) - Model 6zeti

S R-kare Diizeltilmis R- | Tahmini R-kare
kare
0.171867 99.44% 98.42% 97.16%
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On islem siiresi (X1), asit konsantrasyonu (Xz) ve kati:¢oziicii oraninin (Xs) toplam
fenolik madde icerigi (Ys) lizerine etkileri Cizelge 4.11°de verilen varyans analizi
(ANOVA) sonuglarina gore degerlendirilmistir. Bu modelin istatistiksel olarak yiiksek
derecede anlamli oldugu belirlenmistir (P < 0.01). Modelin belirtme katsayisinin R? =
99.44% olmasi, toplam fenolik madde degiskenliinin neredeyse tamaminin model
tarafindan agiklandigini gostermektedir. Diizeltilmis R? = 98.42%, modelin gereksiz terim
icermedigini ve uyumunun giiclii oldugunu dogrulamaktadir. Tahmini R? = 97.16%,

modelin yeni deney kosullarin1 tahmin etmede oldukg¢a giivenilir oldugunu ortaya

koymaktadir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.11 On islem siiresi (X1, h), asit konsantrasyonu (Xz, %) ve kati:¢oziicii oraninin
(X5, gcmL) fenolik madde konsantrasyonu (Y4) iizerine etkilerine ait
varyans analizi sonuglari

Varyasyon SD Diizeltilmis | Diizeltilmis | F P
Kaynag Kareler Kareler

Toplami Ortalamasi
Model 9 26.0071 2.8897 97.83 0.000
Dogrusal 3 25.4203 8.4734 286.86 0.000
X1 1 10.6040 10.6040 358.99 0.000
X2 1 2.0398 2.0398 69.06 0.000
X3 1 12.7765 12.7765 432.54 0.000
Kare 3 0.3444 0.1148 3.89 0.089
Terimleri
Xi*Xq 1 0.1631 0.1631 5.52 0.066
X2*Xo 1 0.0356 0.0356 1.20 0.322
X3*X3 1 0.1204 0.1204 4.08 0.100
Etkilesim (2- | 3 0.2425 0.0808 2.74 0.153
Y onlii)
Xi*X, 1 0.1337 0.1337 4.53 0.087
Xi*X3 1 0.1084 0.1084 3.67 0.114
Xo*X3 1 0.0004 0.0004 0.01 0.908
Hata 5 0.1477 0.0295
Uyumsuzluk | 3 0.0298 0.0099 0.17 0.909
Saf Hata 2 0.1179 0.0590
Toplam 14 26.1548




Fenolik madde konsantrasyonuna iliskin model sonuglar1 degerlendirildiginde, 6n islem
stiresi (Xi) ve kati:goziici oraninin (Xs) fenolik bilesiklerin ¢dzlinmesi iizerinde
istatistiksel olarak en giiglii etkiye sahip oldugu belirlenmistir (P < 0.01). Ayrica, asit
konsantrasyonu (X2) da fenolik maddelerin salinimini1 anlamli diizeyde artirmis olup (P <
0.01), bu durum hemiseliiloz ve lignin yapisinin asidik kosullarda parcalanmasiyla
iligkilendirilebilir. Modelde kare ve etkilesim terimlerinin istatistiksel olarak anlamli
bulunmamasi (P > 0.05), fenolik madde eldesinin bagimsiz degiskenlere karsi cogunlukla
dogrusal bir yanit verdigini gostermektedir. Kati:¢6zlicii oraninin artmasi durumunda
fenolik madde konsantrasyonunun azalmasi ise, ¢ozeltideki seyreltme etkisinin fenolik
bilesiklerin ~ birim  biyokiitle = basina  diisen  yogunlugunu  azaltmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu bulgular, ultrason destekli asit 6n isleminin, hemiseliillozun
pargcalanmasi ile es zamanli olarak lignine bagli fenolik bilesiklerin serbestlesmesini

tesvik ettigini ve boylece siv1 fazda fenolik madde varliginin arttigini géstermektedir.

4.2.3 Optimizasyon ve en uygun 6n islem kosullarimin belirlenmesi

Bu ¢alismada 6n islem kosullarinin optimizasyonu iki asamada gerceklestirilmistir. 1k
asamada yalnizca hemiseliilozik hidrolizatta elde edilen ksiloz konsantrasyonunun
maksimize edilmesi hedeflenmis ve bu amagla tek yanita dayali optimizasyon
uygulanmistir. Tek yanita dayali optimizasyon sonucunda, en uygun 6n islem kosullar;
3 saat islem siiresi (X: = 3 h), %10 asit konsantrasyonu (X2 = 10%) ve 1.24747:10
kati:¢oziicii orani (Xs = 1.24747 g biyokiitle/10 mL ¢oziicii) olarak belirlenmistir (Sekil
4.3). Bu kosullarda model tarafindan 19363 mg/L ksiloz elde edilebilecegi ongoriilmiis
olup, desirability degeri 1,00 olarak hesaplanmistir. Bu sonug, ksiloz veriminin 6ncelikli
olarak siire (X:) ve asit konsantrasyonu (X:) tarafindan belirlendigini ve kati:¢oziicii

oraninin (Xs) optimum aralik disina ¢ikildiginda verimi sinirladigini géstermektedir.

Ikinci asamada ise yalnizca ksiloz konsantarsyonunun artirilmasi, HMF, furfural, fenolik
madde gibi inhibitor bilesiklerin fermantasyon {izerinde olumsuz etki gosterebilme
potansiyeli nedeniyle yeterli goriilmemistir. Bu nedenle, ¢oklu yanit optimizasyonu
uygulanmis ve hem ksiloz konsantrasyonunun maksimize edilmesi (Y1) hem de toplam

fenolik madde igeriginin minimize edilmesi (Y4) es zamanli olarak hedeflenmistir. Coklu
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optimizasyon sonucunda desirability degeri 0.71 olan optimum kosullar; 3 saat siire,
%7.92246 asit konsantrasyonu ve 1.5:10 kati:¢6ziicli orani olarak belirlenmis (Sekil 4.4)
ve bu kosullarda 16084 mg/L ksiloz ve 4.62 mg GAE/g biyokiitle fenolik madde igerigi
Ongoriilmiustiir. Bu yaklasim, on islem kosullarinin yalnizca seker verimine degil, ayni

zamanda fermantasyon uyumluluguna gore optimize edildigini gostermektedir.

Sonug olarak, tek yanita dayali optimizasyon, ham ksiloz konsantrasyonunu teorik olarak
en list diizeye ¢ikarmis; ancak ¢oklu yanit optimizasyonu, ksilitol {iretimi agisindan daha
dengeli ve fermantasyona uygun hidrolizat elde edilmesini saglamigtir. Bu nedenle,
ilerleyen ksilitol fermantasyonu asamasinda ¢oklu optimizasyon ile belirlenen kosullar

tercih edilmistir.

Optinal Factar A Factor B Factor C
oo1oon Han 30 100 150
’ Cur [=0 [100 [1.247E]
Predict  Low 1A 4n] 050
Responss
Max=irnum
y = 1936E+04
d = 10000

Sekil 4.3 Ksiloz konsantrasyonunun maksimize edilmesine yonelik tek yanita dayali yanit
yiizey optimizasyonu sonucu elde edilen optimizasyon grafigi
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Optirnal Factor A Factor B Factor C
: High 20 100 1.60

D: 07140 cor =0 79225 (50
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Sekil 4.4 Ksiloz konsantrasyonunun maksimize edilmesi ve toplam fenolik madde
iceriginin minimize edilmesine yonelik ¢oklu yanit optimizasyonu sonucu
elde edilen optimizasyon grafigi

4.3 On islem Sonrasinda Elde Edilen Kat1 Fraksiyonun Bilesimi ve Geri Kazanim
Verimi

Ultrases destekli asit 6n islemi sonucunda Antep fistig1 kabugu biyokiitlesi, ¢oziiniir
hemiseliiloz tiirevlerinin siv1 faza gectigi hidrolizat fraksiyonu ve seliiloz ile ligninin
yogunlastign kat1 fraksiyon olmak iizere iki temel faza ayrilmistir. Onceki béliimde
(Boliim 4.2) siv1 fraksiyonun seker profili, inhibitor bilesik olusumu ve optimizasyon
sonuglar1 ayrintili olarak degerlendirilmistir. Bu boéliimde ise 6n islemden sonra elde
edilen kat1 fraksiyonun kimyasal bilesimi ile kat1 geri kazanim verimi (solid recovery) ele

alinmistir.
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4.3.1 Kat1 fraksiyonun kimyasal bilesimi

Ultrasonik banyo destekli asit 6n islemi, kat1 fraksiyonda lignoseliilozik yapinin bilesen
dagilimim1 anlamli bigimde degistirerek oOzellikle hemiseliillozun belirgin sekilde
uzaklastirilmasina neden olmustur. Hemiseliiloz fraksiyonunun asidik ortamda ¢oziinerek
stv1 faza gegmesi, kat1 fazda glukan ve ligninin goreceli olarak daha yiiksek oranlarda
bulunmasina neden olmustur. Bu degisim, ultrasonik destekli asit 6n isleminin lignin—
hemiseliiloz baglarin1 zayiflatarak hemiseliilozun selektif hidrolizini hizlandirdigi bilinen
mekanizma ile uyumludur. On islem sonrasinda elde edilen kati fraksiyonun bilesimi,
NREL standart yontemine gore belirlenmis olup sonuglar ¢izelge 4.12’de sunulmustur.
Ayrica, 0n islem parametreleri olan siire (Xi), asit konsantrasyonu (X2) ve kati/sivi
oraninin (Xs), glukan (%), ksilan (%), asitte ¢oziinmeyen lignin (%) ve asitte ¢coziinen
lignin (%) lizerindeki etkileri istatistiksel olarak ANOVA yontemiyle incelenmis ve sonug

tablolar1 EK 5°te gosterilmistir.

Cizelge 4.12 Ultrasonik banyo kullanilarak farkli kosullarda asit ile 6n islem uygulanan
Antep fistig1 kabuklarinin kimyasal bilesimi

Asitte Asitte Coziinen

Deney no. Glukan (%) Ksilan (%) Coziinmeyen Lignin (%)

Lignin (%)
On Islem
- . 22.69+0.08 27.61+0.44 21.41+3.03 2.20+0.06
Oncesi
1 32.86+4.560 19.15+4.40 20.49+1.71 1.66+0.69
2 31.92+3.32 20.49+3.28 22.06+0.41 1.36+0.23
3 30.31+£3.91 20.44+3.69 22.53+0.12 0.954+0.02
4 35.64+4.31 21.41+3.62 23.19+1.21 1.25+0.47
5 31.27+2.34 29.55+1.15 18.88+0.60 1.26+0.38
6 38.32+0.45 30.25+1.15 20.63+2.09 1.41+0.66
7 29.67+7.72 25.57+7.61 18.37+2.68 1.75+1.06
8 29.22+2.59 25.58+2.85 18.88+1.72 0.33+0.11
9 34.74+0.45 23.64+0.66 22.00+1.27 0.36+0.08
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Cizelge 4.12 Ultrasonik banyo kullanilarak farkli kosullarda asit ile 6n islem uygulanan
Antep fistig1 kabuklarinin kimyasal bilesimi (devam)

Asitte Asitte Coziinen
Deney no. Glukan (%) Ksilan (%) Coziinmeyen Lignin (%)
Lignin (%)
10 38.26+3.15 23.22+2.68 20.70+1.96 1.90+0.88
11 34.44+2.07 24.92+1.99 23.61£1.70 1.35+0.81
12 33.99+1.47 22.02+1.96 22.56+0.68 1.15+0.23
13 39.41+0.08 26.73+1.20 20.28+0.93 2.48+0.18
14 31.29+0.83 26.57+0.57 19.57+0.72 1.17+£0.29
15 32.36+0.83 24.76+0.68 19.154+2.40 2.05+0.96

Cizelge 4.12°de verilen ham Antep fistig1 kabugunun kimyasal bilesimi ile ultrasonik
banyo destekli asit 6n islem sonrasi elde edilen kati fraksiyonun bilesim sonuglari
karsilagtirildiginda, on islemin lignoselillozik matris {izerinde belirgin yapisal
degisikliklere yol actigi goriilmektedir. Uygulanan o6n islem kosullari, o6zellikle
hemiseliiloz fraksiyonunun segici olarak hidrolize edilmesini saglamis ve ksilan
iceriginde anlamli bir azalmaya neden olmustur. ANOVA sonuglarina gore ksilan
tizerinde siirenin etkisi istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.008 < 0.05) ve bu bulgu,
ultrasonik destekli asit hidrolizinin hemiseliilozun depolimerizasyonunda gii¢lii bir

belirleyici oldugunu dogrulamaktadir.

Bilindigi gibi, seyreltik asit hidrolizi, hemiseliilloz fraksiyonunun yiiksek diizeyde
depolimerizasyonuna yol agtigindan en etkili kimyasal hidroliz yontemlerinden biri
olarak kabul edilmektedir. Hemiseliilozun seliiloza kiyasla termal olarak daha az kararli
olmasi, pentoz doniisiimiiniin heksoz doniisiimiine gore ¢cok daha yiiksek olmasina neden
olmaktadir (Thomsen ve Schmidt 1999). Bu calismada, ham biyokiitlede %27.61 olan
ksilan oraninin 6n islem sonrasi %19-30 araligina diismesi, hemiseliilozun asidik
kosullara kars1 daha duyarli oldugunu ve ultrasonik kavitasyonun etkisiyle hizla siv1 faza

tasindigini gostermektedir. Literatiirde de ultrason destekli asit 6n isleminin lignin—
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hemiseliiloz baglarini kirarak ksilanin ¢6ziinebilir ksiloz formuna dontlistimiinii artirdig
bildirilmistir (Velmurugan ve Muthukumar 2011). Bu calisma kapsaminda elde edilen
sonuglar, s6z konusu mekanizma ile tamamen uyumludur ve pentozca zengin hidrolizat
elde edilmesi hedefi agisindan basariya isaret etmektedir. Cizelge 4.12°de sunulan kat1
fraksiyon bilesim sonuglart ile sivi fazda elde edilen ksiloz konsantrasyonlar birlikte
degerlendirildiginde, hemiseliilozun ¢6zlinme davranisinin yalnizca monomerik ksiloz
olusumu ile aciklanamayacagi goriilmektedir. Ornegin Deney 1 kosullarinda, kati
fraksiyondaki ksilan igeriginin %27.61’den %19.15’e belirgin sekilde azalmasina
ragmen, s1vi fazda Slgiilen ksiloz konsantrasyonunun diger bazi1 deneylere kiyasla daha
sinirlt kaldigi belirlenmistir. Bu durum, s6z konusu kosullarda ksilanin tamamen ksiloz
monomerlerine  hidrolize olmak yerine, kismi depolimerizasyon sonucu

ksilooligosakkarit (XOS) formunda siv1 faza gegmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Glukan oraninin ham ornekteki %22.69°dan 6n islem sonrasit %30-39 araligina
yiikselmesi ise seliillozun asidik hidrolize kars1 daha direngli oldugunu ve hemiseliillozun
ve ligninin c¢oziinmesiyle kati fazda goéreceli bir zenginlesme gerceklestigini
gostermektedir. ANOVA sonuglarina gore glukan {izerinde asit konsantrasyonunun etkisi
anlamhidir (p=0.007 < 0.05) ve daha yiiksek asit varlifinda lignin—hemiseliiloz
komplekslerinin ¢oziinmesiyle glukan yiizdesinde artis gozlenmesi beklenen bir
durumdur. Bu bulgu, 6n islemin seliiloz iskeletini koruyarak hemiseliillozu hedef se¢ici

sekilde uzaklastirdigini teyit etmektedir.

Lignin fraksiyonuna bakildiginda, asitte ¢dziinmeyen lignin oraninin 18-23% araliginda
seyretmesine karsin, bu durum ligninin tam olarak korundugu anlamina gelmemektedir.
Aksine, ANOVA sonuglarina gore hem siire hem asit konsantrasyonu lignin iizerinde
istatistiksel olarak anlamli bir etkiye sahiptir (p=0.001 ve p=0.019 <0.05). Asitte ¢dziinen
lignin miktarinin ham numunedeki %2.20’den baz1 kosullarda %0.33’e kadar diismesi,
lignin ag yapisinda parcalanma ve ¢oziinme gerceklestigini géstermektedir. Ultrasonik
kavitasyonun yarattigit kesme kuvvetleri, lignin—karbonhidrat komplekslerinin
par¢alanmasin1 hizlandirarak asidin niifuzunu artirmis ve bu etki ANOVA ile de

dogrulanmistir.
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Genel olarak degerlendirildiginde, ultrasonik destekli asit on isleminin ksilan1 biiyiik
Ol¢iide siv1 faza tastyarak ksiloz agisindan zengin bir hidrolizat olusturdugu; glukanin
onemli Ol¢lide korunmasini saglayarak seliilloz matrisinin yapisal biitiinliglini
sirdiirdiigii ve lignin yapisinin pargalanmasiyla biyokiitlenin enzimatik olarak daha
erigilebilir bir forma doniistiigli goriilmektedir. Bu {iglii etki, 6n islemin hem hemiseliiloz
ayrismasi hem de biyodoniisiim basamaklarinin genel verimliligi agisindan son derece
uygun bir yaklasim oldugunu gdstermektedir. Elde edilen sonuglar, ¢alismanin temel
amaci olan ksiloz veriminin artirilmasi ve bunun devaminda ksilitol {iretimi i¢in uygun
bilesime sahip bir hidrolizat elde edilmesi hedefiyle dogrudan értiismektedir. Ozetle, 6n
islem sirasinda hemiseliilozun 6nemli bir bolimiiniin hidroliz edilerek siv1 faza gectigi;
selilloz ve ligninin ise kompleks yapisinda kalarak kati fraksiyonda goreceli olarak
yogunlastigr goriilmektedir. Lignin yiizdesindeki bu nispi artis egilimi, literatlirde
ultrason destekli asit 6n islem calismalarinda da benzer sekilde rapor edilmis olup, lignin
engelinin azaltilmasi ve hemiseliilozun secici hidrolizi ile ilgili bulgularla uyumludur

(Velmurugan ve Muthukumar 2011).

4.3.2 Kat1 geri kazanim verimi (Solid recovery)

Kat1 geri kazanim verimi, 6n islem sonunda baslangi¢ biyokiitlesinin ne kadarmin kati
fazda tutulabildigini gosteren temel bir parametredir. Bu deger, uygulanan 6n islemin
siddeti, biyokiitlenin yapisal parcalanma diizeyi ve sonrasinda elde edilecek seker verimi
tizerinde dogrudan belirleyici oldugu i¢in siire¢ degerlendirmesinde kritik 6neme sahiptir.

Kati geri kazanim verimi (%) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmaisgtir:

Kati geri kazanim verimi (%) = (On islem sonras1 kat1 kiitlesi / Baslangig kat1 kiitlesi) x
100

Uygulanan ultrasonik destekli asit 6n islem kosullarina bagl olarak degisen kat1 geri
kazanim verimi degerleri sekil 4.5’te sunulmustur. Ayrica, on islem parametreleri olan

stire (X1), asit konsantrasyonu (X2) ve kati/s1vi oraninin (Xs) kat1 geri kazanim verimi (%)
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tizerine etkisi istatistiksel olarak ANOVA yontemiyle incelenmis ve sonug tablolart EK

6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.5 Ultrases destekli asit 6n iglemi sonrasinda kat1 geri kazanim verimi

Sekil 4.5’te goriildiigh iizere, kat1 geri kazanim verimi %61.44—%86.07 araliginda
degismektedir. Bu aralik, ultrases destegiyle birlikte uygulanan asitli ortamin 6zellikle
hemiseliilloz fraksiyonunu ¢ozerek sivi faza tasidigini gostermektedir. Genel egilim
olarak, asit konsantrasyonu ve islem siiresi arttik¢a kati geri kazanimimin azaldig
goriilmiistiir; bu durum hemiselilloz ¢6ziinmesiyle uyumludur ve Bolim 4.2°de

detaylandirilan artan ksiloz salinimi ile paralellik gostermektedir.

ANOVA sonuglar1 da bu egilimleri desteklemektedir. Modelin istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlenmistir (p=0.003 < 0.05) ve oOzellikle lineer etkilerin tamami anlamh
cikmigtir (p<0.05). Faktorlerin tekil etkileri incelendiginde; siire (Xi) ve asit
konsantrasyonunun (X2) kat1 geri kazanim verimi {izerinde en belirgin etkiye sahip oldugu
gorilmektedir (p=0.001). Bu bulgular, islem siiresi ve asit derisimindeki artisla birlikte
biyokiitlede daha giiclii bir ¢oziinme gerceklestigini ve bunun kati faz oranini azalttigini
gostermektedir. Ayrica kati:¢ozlicii oraninin (Xs) etkisinin de anlamli oldugu (p=0.005 <

0.05) goriilmiis; A? teriminin anlamli bulunmasi (p=0.028 < 0.05) ise 6zellikle ug asit
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konsantrasyonlarinda, yani ¢ok yiiksek veya c¢ok diisiik asit seviyelerinde, tepkimenin

dogrusal olmayan bir davranig gosterebildigine isaret etmektedir.

Modelin R? degeri %96.78, diizeltilmis R? degeri ise %90.97 olup, modelin kat1 geri
kazanimindaki degisimi biiylik 6l¢iide agikladigini gostermektedir. Bu yiiksek uyum, 6n
islem parametreleri ile kati faz davramisi arasinda giiclii bir iliski oldugunu

desteklemektedir.

Genel olarak, asit konsantrasyonunun ve islem siiresinin artmasi, hemiseliillozun
¢Oziinmesini hizlandirdig1 i¢in kat1 geri kazanim oraninin azalmasina neden olmustur.
Kati fraksiyonun azalmasi, sivi1 fazdaki ksiloz saliniminin arttig1 kosullarla uyumludur
(Boliim 4.2). Bu durum, seker eldesi i¢in etkili hemiseliilloz ayrigmasinin gergeklestigini

gostermektedir.

Ozbek ve ark. (2020) tarafindan gergeklestirilen calismada, ultrason destekli alkali 6n
islem (UAAP) ve kombine mikrodalga—ultrason alkali 6n islem (SUMAAP) siirecleri
uygulanmis ve bu yontemlerin pistachio shell biyokiitlesi iizerindeki etkileri detayli
bicimde degerlendirilmistir. UAAP isleminde kat1 geri kazanim oranlarinin %55.28—
83.30 araliginda degistigi; SUMAAP isleminde ise bu aralifin %48.95-76.55’e kadar
diistiigii bildirilmistir. Kat1 geri kazanimindaki bu diisiis, hemiseliiloz ve ligninin etkin bir
sekilde uzaklastirilmasina baglanmis ve seliiloz iceriginin ham 6rnege kiyasla belirgin
bicimde artmasmma neden olmustur. Nitekim SUMAAP isleminde seliilloz igerigi
%46.74’e kadar yiikselmis, hemiseliiloz ve lignin ise 6nemli dl¢iide azalmistir. Her iki
calismada da, ultrason enerjisinin kimyasal 6n iglemleri giiglendirerek lignin—hemiseliiloz
baglarim1 kirdigi, boylece ligninin ¢oziinmesini ve hemiseliilozun sivi faza gecisini
hizlandirdig1 goriilmektedir. Ozbek ve ark. (2020)’nin sivi fazda yiiksek seviyelerde
ksilo-oligosakkarit (XOS) rapor etmesi, ultrasonun Ozellikle hemiselillozdan XOS
iiretimini tesvik ettigini gostermektedir. Benzer sekilde, bu tez caligmasinda da kat1 geri

kazanim oranindaki azalma yliksek ksiloz salinimi ile paralellik gostermistir.
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4.3.3 On islem sonrasi ksilozun geri kazanim oranlar1

On islem uygulanmamis Antep fist1i§1 kabugu ile farkli kosullarda 6n isleme tabi tutulmus
biyokiitlenin ksiloz miktarlar1 dikkate alinarak kiitle denkligi hesaplamalar1 yapilmis ve

kat1 fazda kalan ksiloz miktarlar1 Sekil 4.6’da sunulmustur.
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Sekil 4.6 Antep fistig1 kabuguna farkli kosullarda uygulanan 6n islemler sonunda kati
kisimda ksilozun geri kazanimi

Sekil 4.6’da gosterildigi iizere, kat1 fazda ksiloz geri kazanim oranlar1 %47.92 ile %92.11
arasinda degismektedir. Bu sonuclar, uygulanan farkli 6n islem kosullarinin
hemiselillozun par¢alanma derecesi ve ksilozun fazlar arasindaki dagilimi {izerinde
onemli Olciide etkili oldugunu gdstermektedir. En yiiksek ksiloz geri kazanim orami
Deney 5’te (%92.11) elde edilmistir. Ayn1 kosulda kat1 geri kazanim veriminin de yliksek
olmasi (%86.07), hemiseliilozun biiyiik 6l¢iide yapida korundugunu gostermektedir. Bu
durum s1v1 fazdaki diisiik ksiloz igerigi ile de tamamen uyumludur (Deney 5: 1441 mg/L)
(Sekil 4.1). Dolayisiyla Deney 5, hemiseliilozun ¢6ziinmesinin sinirlt kaldigi, 6n islemin
daha hafif seyrettigi kosulu temsil etmektedir. Nitekim, sivi fazdaki ksiloz
konsantrasyonlari ile kat1 fazda kalan ksilan miktar1 arasindaki iligki incelendiginde, iki
degisken arasinda giiclii ve negatif yonlii bir korelasyon oldugu gorilmiistiir (r =-0.719).
Bu deger, hemiseliilozun ¢6ziinme davraniginin oldukga belirgin bir sekilde faz dagilimini

etkiledigini gostermektedir. Bagka bir ifadeyle, kat1 fazda ksilan miktar1 azaldikca sivi

76



fazda olgililen ksiloz miktar1 artmakta, yani hemiselillozun hidrolizi ve ¢0ziinmesi
dogrudan ksiloz salinimina karsilik gelmektedir. Bu egilim, hem kati fazdaki ksiloz geri
kazanim oranlar1 (Sekil 4.6) hem de s1v1 fazdaki ksiloz konsantrasyonlar1 (Sekil 4.1) ile

tamamen uyumludur.

Ayrica Deney 1° de ksiloz geri kazaniminin diger kosullara kiyasla diigiik ¢cikmasinin
temel nedeni, uygulanan 6n islem parametrelerinin yapidaki hemiseliiloz yapisinin
biitlinliigiinii parcalayabilecek kadar gii¢lii olmamasidir. Deney 1’de asit konsantrasyonu
diisiik, islem siiresi kisa ve kati:¢oziilicii oranai fazla oldugundan, hemiseliillozun
parcalanma ve ¢oziinme derecesi sinirlt kalmigtir. Bu kosullar altinda hemiseliilozun
onemli bir kismi hidrolize ugraamamis ve ksiloz monomerlerine doniisememistir.
Dolayisiyla hem sivi faza gecen ksiloz miktar1 diisiik olmus, hem de kat1 fazda 6l¢iilen

geri kazanim diistik kalmistir.

Dolayisiyla, ultrasonik destekli asit on islemi hemiselillozun ¢ozlinme derecesini
belirleyen kritik bir adim olup, kosullarin siddetlenmesi ksilozun kati1 fazdan uzaklasarak
siv1 fazda birikmesine, daha 1liml1 kosullar ise yapidaki hemiseliilozun korunmasina yol

agmaktadir.

4.3.4 On islem sonrasi ligninin uzaklastirilma oranlari

Sekil 4.7°de gosterildigi iizere, ultrasonik destekli asit 6n islemi sonrasinda biyokiitleden
uzaklagtirilan lignin oranlar %22.63 ile %40.60 arasinda degismektedir. Bu sonugclar,
uygulanan 6n islem siddetinin lignin ¢ézilintirliigii ve lignoseliilozik matrisin pargalanma

derecesi lizerinde belirgin etkileri oldugunu gostermektedir.

En yiiksek lignin uzaklastirma orani Deney 10’da (%40.60) elde edilmistir. Bu kosul,
asidik ortamin hemiseliillozla birlikte lignin—karbonhidrat komplekslerinin de
par¢alanmasin1 hizlandirdigini ve ligninin 6nemli bir kisminin ¢oziinerek sivi faza
gectigini gostermektedir. Ayn1 deneyde kati geri kazaniminin diisiik olmas1 (%61.44),

biyokiitledeki yapisal ¢oziinmenin ileri seviyede oldugunu dogrulamaktadir (Sekil 4.5).
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Bu durum, hem lignin hem de hemiseliilozun yiiksek oranda ¢oziinebilen fraksiyonlara

ayrildig: siddetli bir 6n islem kosulunu temsil etmektedir.

Buna karsilik, en diisiik lignin uzaklastirma orant Deney 2’de (%22.63) gdzlenmistir.
Benzer sekilde Deney 5 (%24.10) ve Deney 6 (%27.72) de diisiik lignin uzaklastirma
degerleri sergilemistir. Bu deneylerde kati geri kazanim verimlerinin yiiksek olmasi
(6zellikle Deney 5: %86.07), ligninin yapida biiyiik dl¢lide korundugunu ve 6n islemin
daha hafif gerceklestigini gostermektedir. Bu egilim, ayni deneylerde kat1 fazda yiiksek
ksiloz geri kazaniminin bulunmasiyla da uyumludur; hemiseliiloz ve lignin sinirli dl¢iide

¢Oziinmiis, biyokiitle matrisinin biiyiik kismi kat1 fazda kalmaistir.

Sekil 4.7 genel olarak degerlendirildiginde, lignin uzaklagtirma oranlarinin hem islem
stiresi hem de asit konsantrasyonu ile iliskili oldugu goriilmektedir. Sonug olarak,
ultrasonik destekli asit 6n isleminin lignin {izerinde etkili bir ¢oziindiirme davranisi
gosterdigi; ancak bu etkinin islem siddetine bagli olarak genis bir aralikta degisebildigi
goriilmistiir. Lignin uzaklastirma oranlarinin artmasi, hemiseliilozun da daha yiiksek
oranda ¢oziinebilir fraksiyonlara doniistiigli deneylerle ortiismekte; buna karsilik diisiik
lignin ¢6ziinmesi ise daha yiiksek kati faz korunumuyla iliskilendirilmektedir. Bu
bulgular, 6n islem siddetinin hem ligninin hem hemiseliilozun yapisal biitiinltigii tizerinde

belirleyici oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.7 Antep fistig1 kabuguna farkli kosullarda uygulanan 6n islemler sonunda
biyokiitleden uzaklasan lignin oranlar1
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4.3.5 Tek yanmita dayah ve ¢oklu yanita dayal optimizasyon kosullarinda elde edilen
hidrolizat ve kati fraksiyonlarin karsilastirilmasi

Cizelge 4.13 Tek yanita dayali (Optimum kosul-1) ve ¢oklu yanita dayali (Optimum
kosul-2) optimizasyon kosullarinda elde edilen kat1 fraksiyonun bilegimi

Glukan Ksilan Asitte Asitte Kat1 geri
(%) (%) Coziinmeyen Coziinen kazanim
Lignin (%) Lignin (%) verimi (%)

Optimum kosul-1 ~ 36.34+1.06  21.58+0.57  22.66+1.23 1.56+0.56 65.86+0.7

Optimum kosul-2 ~ 32.72+1.21 20.39+0.54  24.69+1.06 1.23+0.37 68.26+3.4

Optimum 6n iglem kosullarinda elde edilen kat1 fraksiyonlara ait glukan, ksilan ve lignin
igerikleri Cizelge 4.13’te sunulmustur. Tek yanita dayali optimizasyonda (Optimum
kosul-1) glukan igerigi %36.34’e yiikselirken, ¢oklu yanita dayali optimizasyonda
(Optimum kosul-2) bu deger %32.72 olarak belirlenmistir. Her iki kosulda da, ham Antep
fistig1 kabugundaki (%22.69) glukan oranina kiyasla belirgin bir artig séz konusudur; bu
durum, hemiseliiloz fraksiyonunun 6nemli 6l¢iide ¢oziinerek sivi faza gegmesi sonucunda

seliilozun kat1 fazda goreceli olarak zenginlestigini gostermektedir.

Ksilan igerikleri incelendiginde, Optimum kosul-1’de %21.58, Optimum kosul-2’de ise
%20.39 degerleri elde edilmis olup, her iki durumda da ham biyokiitledeki %27.61’lik
baslangi¢ degerine gore azalma gozlenmistir. Bu bulgu, ultrases destekli asit 6n isleminin
hemiseliilloz fraksiyonunu segici bigcimde hidrolize ederek sivi faza tasidigini

gostermektedir.

Asitte ¢ozlinmeyen lignin igerigi Optimum kosul—1’de %22.66, Optimum kosul-2’de ise
%24.69 olarak belirlenmistir. Bu degerler, ham 6rnekteki %21.41°lik lignin orani ile ayn1
mertebede olup, lignin fraksiyonunun 6n islem sirasinda kismen ¢oziinebilir tiirevlerine
dontistliglinli, ancak matrisin tamamen ligninden arinmadigini gdstermektedir. Asitte
¢oziinen lignin oranlarinin her iki kosulda da %1-2 aralifinda seyretmesi, ultrasonik
kavitasyonun lignin—karbonhidrat komplekslerini kismen pargaladigini, ancak esas

etkinin hemiseliiloz fraksiyonunun hidrolizi tizerinde yogunlastigini diisiindiirmektedir.
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Kat1 geri kazanim verimi degerlendirildiginde, tek yanita dayali optimizasyon kosulunda
(Optimum kosul-1) kati fazin %65.86 oraninda korundugu, coklu yanita dayali
optimizasyon kosulunda ise bu oranin %68.26’ya yiikseldigi belirlenmistir. Her iki deger
de on islem sirasinda hemiseliiloz fraksiyonunun 6nemli 6l¢iide ¢Oziinerek sivi faza
gectigini teyit etmekle birlikte, Optimum kosul-1’in daha diisiik kat1 geri kazanim verimi
sunmast, bu kosulun hemiseliilloz ve kismen lignin uzaklastirilmasi agisindan daha
“siddetli” bir 6n islem profili sergiledigini gostermektedir. Buna karsilik, Optimum
kosul-2’de kat1 geri kazaniminin daha yiiksek olmasi, hemiseliiloz ¢6ziinmesinin etkili
sekilde gerceklesmesine ragmen biyokiitlenin yapisal biitiinliigiiniin bir miktar daha fazla
korundugunu ve 6n islemin daha dengeli bir ¢oziinme davranisi sergiledigini ortaya
koymaktadir. Bu durum, coklu optimizasyon kosulunun hem seker verimi hem de
inhibitor olusumu agisindan daha kontrollii ve fermantasyona uygun bir matris sagladigin

desteklemektedir.

Cizelge 4.14 Tek yanita dayali (Optimum kosul-1) ve c¢oklu yanita dayali (Optimum
kosul-2) optimizasyon kosullarinda elde edilen hidrolizatlarin bilesimi ve
inhibitdr madde konsantrasyonlari

Ksiloz (mg/L) Toplam fenolik HMF (g/L) Furfural (g/L)
madde
konsantrasyonu
(mg GAE/g
biyokiitle)
Optimum kosul-1 ~ 16030+292.6 6.43+0.129 0.0148+£0.0016  0.0798+0.002
1
Aktif komiir ile 23885+249.8 0.94+0.026 - 0.0002+0.000
muamele sonrasi
optimum kosgul-1
Optimum kosul-2 ~ 17020+1310.1 5.75+0.107 0.0122+0.0003 -
Aktif komiir ile 18079+1158.5 1.04+0.043 - -
muamele sonrasi
optimum kosul-2

Cizelge 4.14’te goriildiigii lizere, her iki optimum 6n islem kosulunda da hidrolizatlar
yiiksek ksiloz icerikleri sunmustur. Tek yanita dayali optimizasyonda ksiloz derisimi
16030 mg/L, ¢oklu optimizasyonda ise 17020 mg/L olarak belirlenmistir. Ancak ¢oklu
optimizasyonda toplam fenolik madde miktar1 (5.75 mg GAE/g) ve HMF—furfural
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seviyeleri daha diisiik oldugundan, bu hidrolizatin fermantasyon agisindan daha elverisli

bir bilesim sundugu anlagiimaktadir.

Aktif komiir uygulamasi her iki hidrolizatta da fenolik madde ve inhibitorleri 6nemli
Ol¢iide azaltmis; 6zellikle Optimum kosul—1’de toplam fenolik madde 6.43 mg GAE/g
seviyesinden 0.94 mg GAE/g’e diismiistiir. Ayrica inhibitorlerin giderilmesiyle ksiloz
konsantrasyonlari her iki hidrolizatta da artis géstermistir. Coklu optimizasyon kosulunda
inhibitorlerin baslangi¢ diizeyi zaten diisiik oldugundan, aktif komiir sonrasi elde edilen

hidrolizat fermantasyon i¢in en uygun bilesim profiline ulagmistir.

4.4 Konvansiyonel Asit On islemi Sonrasinda Elde Edilen Kati ve Sivi Fazin Bilesimi

Konvansiyonel asit 6n islemi ile elde edilen kat1 ve s1v1 fraksiyonlara ait bilesim degerleri
Cizelge 4.15’te sunulmustur. Kat1 fazda glukan oran1 %25.76, ksilan oran1 %30.95 ve
asitte ¢oziinmeyen lignin oran1 %31.54 olarak belirlenmis olup, yiiksek kat1 geri kazanim
verimi (%87.38) ile birlikte degerlendirildiginde, hem hemiselillozun hem de ligninin

biiyiik 6l¢iide kat1 fazda korundugu anlasilmaktadir.

Sivi faz bilesimi incelendiginde (Cizelge 4.16), ksiloz derisiminin yalnizca 1383 mg/L
oldugu goriilmekte; bu diisiik deger hemiseliilozun hidrolizinin etkin olmadigimni
gostermektedir. Toplam fenolik madde igerigi (3.18 mg GAE/Q) ile HMF ve furfural
seviyelerinin diisilk olmasi inhibitdér olusumunun sinirli oldugunu ortaya koysa da,
yapisal bilesenlerin ¢6ziinme yetersizligi nedeniyle ksiloz verimi oldukg¢a diisiik

kalmistir.

Bu sonugclar, konvansiyonel asit 6n isleminin Antep fistig1 kabugunun pargalanmasinda
simirli bir etki gosterdigini ve ksiloz iiretimi agisindan uygun bir 6n islem profili

sunmadigini gostermektedir.
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Cizelge 4.15 Konvansiyonel asit 6n islemi sonrasinda elde edilen kat1 fraksiyonun

bilesimi
Glukan Ksilan Asitte Asitte Kat1 geri
(%) (%) Coziinmeyen Coziinen kazanim

Lignin (%) Lignin (%) verimi (%)

Konvansiyonel 25.76£1.168 30.95+2.111 31.544+3.894 1.88+1.287 87.38+£2.7
asit hidrolizi

Cizelge 4. 1 Konvansiyonel asit 6n iglemi sonrasi elde edilen hidrolizatin ksiloz, toplam
fenolik madde ve inhibitor bilesen (HMF ve furfural) konsantrasyonlari

Ksiloz Toplam HMF (g/L) Furfural (g/L)
(mg/L) fenolik

madde

konsantrasyo

nu (mg

GAE/g

biyokiitle)

Konvansiyonel 1383+349.5  3.18+0.177 0.0020+0.0007  0.0047+0.0004
asit hidrolizi

4.5 Ksilitol Fermantasyonu

Bu calismada gerceklestirilen ultrases destekli asit 6n islemi sonrasinda elde edilen
hidrolizatlarin ~ fermantasyona  uygunlugu, ksilitol {iiretimi  denemeleri ile
degerlendirilmistir. Tek yanita dayali optimizasyon ile belirlenen kosullarda Sekil 4.8°de
(Xi = 3 h, X2 = 10%, Xs = 1.25:10) elde edilen hidrolizat kullanilarak yapilan
fermantasyon siirecinde, ksiloz tiikketiminin ger¢eklesmedigi ve fermantasyon siiresince
ksiloz derisiminin hemen hemen sabit kaldig1 gézlenmistir. Ayrica, ksilitol olusumu da
gozlenmemis olup, maya metabolik aktivitesinin baskilandigi anlagilmistir. Bu durum, ilk
optimizasyon kosullarinda hidrolizatta bulunan inhibitor bilesiklerin (6zellikle fenolik
maddeler ve pargalanma iiriinleri) maya metabolizmasini baskiladigina isaret etmektedir.
Dolayisiyla, tek yanita dayali optimizasyon ile elde edilen hidrolizat fermantasyona

uygun bulunmamastir.
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Sekil 4.8 Tek yanita dayali optimizasyon kosullarinda elde edilen hidrolizat (Xi =3 h, X
= 10%, X5 = 1.25:10) kullanilarak gergeklestirilen ksilitol fermantasyonunda
ksiloz tiiketimi ve ksilitol olusumunun zamana bagl degisimi
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Sekil 4.9 Kontrol ¢ozeltisi (20 g/L ksiloz) kullamilarak gerceklestirilen ksilitol
fermantasyonunda ksiloz tiiketimi ve ksilitol olusumunun zamana bagl
degisimi
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Bu bulgunun ardindan Sekil 4.10°da gergeklestirilen ¢coklu yanit optimizasyonu ile hem
ksiloz veriminin artirtlmast hem de inhibitdr bilesiklerin azaltilmasi hedeflenmis ve
optimum kosullarin X: = 3 h, Xo = %7.92 ve X5 = 1.5:10 oldugu belirlenmistir. Bu
kosullarda elde edilen hidrolizatla yiiriitilen fermantasyon deneylerinde ise ksiloz
tilketiminin gerceklestigi ve ksilitol iiretiminin basladigi gézlenmistir. Boylece, ¢oklu

optimizasyon ile sec¢ilen kosullarin maya fermantasyonu icin uygun oldugu

dogrulanmistir.
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Sekil 4.10 Coklu optimizasyon ile elde edilen hidrolizat (optimum 6n islem kosullari: X
=3 h, Xo = %7.92 ve X5 = 1,5:10) kullanilarak gergeklestirilen ksilitol
fermantasyonunda ksiloz tiikketimi ve ksilitol olusumunun zamana bagh
degisimi

Sonug olarak, tek yanita dayali optimizasyon, teorik olarak yiiksek ksiloz verimi saglamis
olsa da fermantasyon agisindan uygun degildir. Sekil 4.10°da ¢oklu yanit optimizasyonu
ise, ksilitol iiretimi i¢in gerekli olan daha diisiik inhibitor seviyelerine sahip, dengeli ve
biyoprosese uygun bir hidrolizat elde edilmesini saglamistir. Bu nedenle, ¢alismanin
fermentatif ksilitol liretim asamasinda c¢oklu optimizasyon ile belirlenen 6n islem

kosullar1 kullanilmistur.
Ksilitol fermantasyon denemeleri, 6n islem optimizasyonu ile elde edilen hidrolizatlarin

mikrobiyal doniistiiriilebilirligini degerlendirmek amaciyla gerceklestirilmistir. Tek

yanita dayali optimizasyon kosullarinda Sekil 4.8’de (Xi = 3 h, X2 = %10, X5 =
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1.24747:10) elde edilen hidrolizat kullanilarak yiiriitilen fermantasyonda, ksiloz
konsantrasyonunun siire boyunca degismedigi ve ksilitol iiretiminin ger¢eklesmedigi
belirlenmistir. Bu durum, s6z konusu hidrolizatin fenolik bilesikler ve furfural gibi
inhibitorleri belirgin diizeyde icermesi nedeniyle maya metabolizmasinin baskilandigini
gostermektedir. Saf ksiloz iceren kontrol fermantasyonunda ise Sekil 4.9, ksilozun
diizenli olarak tiiketildigi ve ksilitol sentezinin zamana bagli olarak arttig1 gozlenmis,
boylece kullanilan Barnettozyma populi NRRL Y-12728 susunun ksilitol {iretim

kapasitesi ve fermantatif etkinligi dogrulanmistir.

Coklu yanit optimizasyonu ile belirlenen kosullarda Sekil 4.10 (Xi =3 h, Xz =%7.92, X5
= 1.5:10) elde edilen hidrolizatla gergeklestirilen fermantasyon deneylerinde ise ksiloz
tilkketiminin gergeklestigi ve ksilitol {iretiminin basladigi tespit edilmistir. Ksiloz tiiketim
hiz1 ve ksilitol birikimi kontrol ortamina gére daha diisiik olmakla birlikte, tek yanita
dayali optimizasyon kosullarinda elde edilen hidrolizattan ¢ok daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglar, yalnmizca ksiloz konsantrasyonuna odakli optimizasyonun
fermantasyon acisindan yeterli olmadigini, 6n islem kosullarinin inhibitér olusumunu
minimize edecek sekilde ¢oklu yanit yaklasimiyla optimize edilmesinin zorunlu oldugunu
ortaya koymaktadir. Bu nedenle, ¢calismanin devam eden fermantasyon agsamalarinda

coklu optimizasyon ile belirlenen kosullar tercih edilmistir.

Fermantasyon siireci sonunda, ksilitol tiretimi degerlendirilmis ve elde edilen veriler
tizerinden ¢esitli fermantasyon kinetik parametreleri hesaplanmistir. Bu kapsamda; iirtin
verimi (Ypss, g/g), substrat doniisiim orani (%), teorik verim yiizdesi (%) ve hacimsel
verimlilik (g/L-h) gibi Onemli parametreler hesaplanmistir (Bagder 2008).
Hesaplamalarda, 1 mol ksilozdan (150 g/mol) teorik olarak 0.9 mol ksilitol (152 g/mol)
olusabilecegi dikkate alinarak, maksimum teorik verimin 0.91 g ksilitol/g ksiloz oldugu

referans alinmistir.

Tek yanita gore optimize edilen kosullarda elde edilen hidrolizat, inhibitor igeriginin
yiiksek olmasi nedeniyle maya tarafindan metabolize edilememis ve ksilitol iiretimi
gerceklesmemistir; oysa saf ksiloz kontroliinde diizenli ksiloz tiiketimi ve ksilitol

olusumu gozlenerek susun {retim kapasitesi dogrulanmigti. Coklu  yanit
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optimizasyonuyla elde edilen hidrolizatta ise inhibitdr seviyeleri azaldigindan ksiloz
tiiketimi ve ksilitol {iretimi baglamis, bu da fermantasyon i¢in yalnizca ksiloz verimine

degil inhibitor olusumuna da odaklanan ¢oklu optimizasyonun gerekliligini gostermistir.

Coklu yanit optimizasyonu ile belirlenen kosullarda Sekil 4.10 (Xi =3 h, X> = %7.92,
X3 =1.5:10) elde edilen hidrolizatla ger¢eklestirilen fermantasyon deneylerinde, 168. saat
sonunda ksilitol konsantrasyonu 9.999 g/L olarak belirlenmistir. Bu deger, teorik verimle
karsilastirildiginda % 48.3 verim seviyesine karsilik gelmektedir. Hesaplanan iiriin verimi
(Yris) 0.44 g ksilitol/g ksiloz, substrat doniisiim orant %96.9, hacimsel verimlilik ise
0.060 g/L-h olarak bulunmustur. Bu degerler, Barnettozyma populi susunun hidrolizat
tizerinde ksilitol liretim kapasitesinin orta diizeyde oldugunu gostermektedir. Bu degerler,
Saha vd. (2021) tarafindan bildirilen yaklasik %50 diizeyindeki verimle uyumlu olup,
kullanilan Barnettozyma populi susunun lignoseliilozik hidrolizat ortaminda ksilitol
tiretimi agisindan uygun bir biyokatalizor oldugunu gostermektedir. Bu ¢aligmada elde
edilen sonuglar, Canatar ve ark. (2024) tarafindan saf veya diisiik inhibitorlii sentetik
ortamlarda elde edilen 0.40-0.47 g/g araligindaki verimlerle uyumludur. Dolayisiyla bu
calisgma, B. populi susunun verimli ksilitol {iretiminin yalnizca yiiksek ksiloz
konsantrasyonu ile degil, ayn1 zamanda inhibitdr seviyelerinin minimize edilmesiyle

miimkiin olabilecegini gostermektedir.

Canatar ve ark.’nin (2024) farkl lignoseliilozik hidrolizatlarda elde ettigi en yiiksek
ksilitol degerinin 2.26 g/L ile sinirhh kalmasi, lignoseliilozik kaynaklardan dogrudan
ksilitol iiretiminin inhibitér baskisi nedeniyle zor oldugunu ortaya koymustur. Bu
baglamda, bu tez ¢alismasinda ¢oklu optimizasyon ile 10 g/L seviyesine yaklagan ksilitol
tiretimi gerceklestirilmis olmasi, uygun 6n islem ve inhibitor azaltma stratejilerinin siireci
onemli Ol¢iide iyilestirdigini gostermektedir. Ayni1 zamanda bu sonuglar, B. populi’nin
diger calismalarla kiyaslandiginda Antep fistig1 kabugu hidrolizatin1 da verimli bir
sekilde degerlendirebildigini ortaya koymaktadir.

Rambo vd. (2013) yilinda yaptigi ¢alismada piring kabugu hemiseliilozik hidrolizatindan
elde edilen ksiloz (90g/L) kullanilarak Candida guilliermondii ve Candida tropicalis

suslariyla farkli 6n islem kosullar1 altinda ksilitol fermantasyonu gerceklestirilmistir.
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Fermantasyon ortami pH degeri; 4.5’e ayarlanmis, 30 °C sicaklikta ve 200 rpm’de
calkalanarak 106 saat boyunca inkiibe edilmistir. Bu ¢alismada elde edilen en yiiksek
ksilitol tiretimi, %10 amonyum hidroksit ¢ozeltisi ile 6n islem uygulanmis 6rnekte 526
mg/L  ksilitol, %64 fermantasyon verimliligi (n) ve 0.60 g/g YP/S degeri ile
raporlanmistir. Hidrojen peroksit ile on islemde ise verim %66, YP/S 0.62 g/g,
sonikasyonla yapilan 6n islemde %62 verim ve 0.59 g/g Ypss elde edilmistir. On islem
uygulanmamis kontrol 6rneklerinde ise bu degerler belirgin sekilde diismiis; Candida
guilliermondii susu ile sadece 89.2 mg/L ksilitol (%40 verim), Candida tropicalis susu
ile ise 13.1 mg/L ksilitol (%7.7 verim) iiretilebilmistir (Rambo vd. 2013).

Hazal ve ark. (2024) tarafindan yiiriitiilen bir calismada, Candida tropicalis ATCC 13803
maya susu kullanilarak, bioreaktdrde ksilozdan ksilitol iiretimi gergeklestirilmistir.
Deneysel ¢alismada, oncelikle maya kiiltiirii uygun besiyerinde (%5 yeast extract, %5
(NH4)2S0s, %2 KH2POa4, %0.5 MgSOa4-7H20 ve %1 pepton) 48 saat boyunca 30 °C’de,
200 rpm’de ¢alkalamal1 inkiibatorde {iretilmis ve ardindan santrifiij ile hiicreler ayrilarak
fermantasyona hazir hale getirilmistir. Ksilitol tiretimi amaciyla hazirlanan ortam,
100 g/L ksiloz igeren hidrolizatla zenginlestirilmis ve 750 mL ¢aligsma hacmine sahip, 2 L
hacimli bir biyoreaktorde yiiriitilmistiir. Kiiltiir ortamina antifoam (Sixin SX-48-C)
eklenmis, pH sterilizasyon dncesinde hedef degere gore ayarlanmis ve ortam 121 °C’de
sterilize edilmistir (Hazal vd. 2025). Calismada, Box—Behnken deneysel tasarimina gore
sicaklik (25-35°C), pH (4-6) ve havalandirma oram1 (0.4-1.2 vvm) degiskenleri
kullanilarak toplam 17 deneme gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore en yliksek
ksilitol verimi %92.63, 35 °C sicaklik, pH 5.0 ve 1.2 vvm havalandirma oraninda elde
edilmistir. Bununla birlikte, 30 °C ve pH 5.0'da yapilan merkezi kosullarda da %88.77—
89.29 arasinda oldukga yiiksek ksilitol verimleri raporlanmistir. Genelde, sicakligin
artirilmasi ve uygun havalandirma kosullart ile birlikte, fermantasyon veriminin anlamli
diizeyde yiikseldigi gbézlemlenmistir. Bu sonuglar, Candida tropicalis susunun uygun
fermantasyon parametreleri altinda oldukga yiiksek ksilitol verimi saglayabildigini
gostermektedir. Ayrica, Response Surface Methodology (RSM) kullanilarak yapilan
deneysel optimizasyon sayesinde, proses degiskenlerinin etkisi istatistiksel olarak

modellenmis ve optimum kosullar belirlenmistir (Hazal vd. 2025).
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5. SONUC

Calismada elde edilen sonuglar, asagida maddeler halinde 6zetlenmistir:

* Antep fistig1 kabugunun yaklasik %50 oraninda karbonhidrat igermesi ve nispeten
diisiik lignin seviyesine sahip olmasi, bu biyokiitleyi hemiseliilozik seker eldesi ve ksilitol

iretimi agisindan uygun bir hammadde haline getirmistir.

* Ultrases destekli seyreltik asit 6n igleminde siire, asit derisimi ve kati:¢dzlicii oraninin
etkileri Box—Behnken tasarimi ile degerlendirilmis; ksiloz konsantrasyonu, HMEF,
furfural ve toplam fenolik madde igin istatistiksel olarak anlamli modeller

olusturulmustur (R? degerleri > %90).

+ On islem siiresi, ksiloz konsantrasyonu iizerinde en belirleyici parametre olurken; asit
konsantrasyonu ve kati:¢oziicii oran1 hem seker eldesini hem de inhibitdr olusumunu
onemli Ol¢iide etkilemistir. Ksiloz konsantrasyonu 1.4-17.8 g/L araliginda degismis,

HMF ve furfural diizeyleri ise genel olarak diistik kalmigtir.

* Tek yanita dayali optimizasyonda yalnizca ksiloz konsantrasyonunun maksimize
edilmesi hedeflenmis ve 3 saat siire, %10 H2SOa ve 1.247:10 kati:¢oziicli orant optimum
kosullar olarak belirlenmistir. Ancak bu kosullarda fenolik bilesikler ve parcalanma

iriinlerinin yiliksek olmasi nedeniyle hidrolizat fermantasyona uygun bulunmamustir.

* Coklu yanit optimizasyonunda ksiloz konsantrasyonunun maksimize edilmesi ve
inhibitér olusumunun minimize edilmesi birlikte ele alinmis; 3 saat, %7.92 H.SO4 ve
1.5:10 kati:¢oziicii oran1 en uygun kosullar olarak belirlenmis ve fermantasyona daha

uygun bir hidrolizat elde edilmistir.

» Aktif komiir ile gergeklestirilen aritma islemi sonucunda, her iki hidrolizatta da inhibit6r
bilesikler 6nemli 6lgiide azaltilmis; 6zellikle tek yanita dayali kosullarda toplam fenolik

madde icerigi 6.43’ten 0.94 mg GAE/g seviyesine diismiistiir.
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» Konvansiyonel asit 6n isleminde yiiksek kat1 geri kazanim (%87.38) ve diisiik ksiloz
konsantrasyonu (1.383 g/L) elde edilmis; bu durum yontemin hemiseliiloz hidrolizi

acisindan yetersiz oldugunu gostermistir.

* Fermantasyon denemelerinde tek yanita dayali hidrolizatla ksiloz tliketimi ve ksilitol
olusumu gdzlenmemis; inhibitor bilesiklerin maya metabolizmasint baskiladig
belirlenmistir. Saf ksiloz i¢eren kontrol denemelerinde ise yiiksek ksilitol iiretimi elde

edilmistir (8.689 g/L, YP/S = 0.641 g/g).

* Coklu optimizasyonla elde edilen hidrolizat kullanilarak gergeklestirilen
fermantasyonda 9.999 g/L ksilitol, 0.44 g/g {iriin verimi, %96.9 substrat doniisiimii ve

%48.3 teorik verim elde edilmistir.

* Sonu¢ olarak, yalmizca ksiloz konsantrasyonuna odaklanan optimizasyonun
fermantasyon acisindan yeterli olmadigi; hem seker eldesi hem de inhibitor
baskilanmasini birlikte ele alan ¢oklu yanit optimizasyonunun zorunlu oldugu ortaya
konmustur. Ultrason destekli seyreltik asit 6n islemi, uygun sekilde optimize edildiginde

ksilitol tiretimi i¢in etkili ve siirdiiriilebilir bir 6n islem stratejisi sunmaktadir.
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EK 1 Iyon Degisim Kromatografisinden Elde Edilen Standart Monosakkarit
Kromatogrami Ornegi ve Monosakkarit Standart Kurve Ornekleri

Iyon degisim kromatografisi standart monosakkarit kromatogrami

Galacloss

(a) (b)
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(a-e) Monosakkarit standart kurve 6rnekleri

110



EK 2 Gallik Asit Standart Egrisi
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EK 3 HMF ve Furfural Standart Egrileri
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EK 4 Ksilitol Standart Egrisi
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EK 5 On Islem Parametreleri Olan Siire (Xi), Asit Konsantrasyonu (Xz) ve Kati/Sivi
Oranmm (Xs), Glukan (%), Ksilan (%), Asitte Coziinmeyen Lignin (%) ve
Asitte Coziinen Lignin (%) Uzerindeki Etkilerine ait Varyans Analiz Tablolar1

Glukan (%) ANOVA

Source DF Adj SS Adj MS F P
Model 9 125.104 13.9004 3.46 0.093
Linear 3 90.044 30.0147 7.47 0.027
Factor A 1 0.611 0.6105 0.15 0.713
Factor B 1 79.443 79.443 19.78 0.007
Factor C 1 9.990 9.9905 2.49 0.176
Square 3 23.586 7.8620 1.96 0.239
A*A 1 9.369 9.3688 2.33 0.187
B*B 1 10.886 10.8863 2.71 0.161
C*C 1 1.586 1.5861 0.39 0.557
Interaction 3 11.474 3.8245 0.95 0.483
A*B 1 5.130 5.1302 1.28 0.310
A*C 1 2.657 2.6569 0.66 0.453
B*C 1 3.686 3.6864 0.92 0.382
Error 5 20.085 4.0171
Lack-of-Fit 3 18.294 6.0981 6.81 0.131
Pure Error 2 1.791 0.8956
Total 14 145.189

Ksilan (%) ANOVA
Source DF Adj SS Adj MS F P
Model 9 127.802 14.2002 3.36 0.098
Linear 3 79.716 26.5720 6.28 0.038
Factor A 1 76.200 76.1995 18.01 0.008
Factor B 1 2.820 2.8203 0.67 0.451
Factor C 1 0.696 0.6962 0.16 0.702
Square 3 42.785 14.2617 3.37 0.112
A*A 1 9.038 9.0385 2.14 0.204
B*B 1 36.279 36.2792 8.57 0.033
C*C 1 0.407 0.4072 0.10 0.769
Interaction 3 5.301 1.7669 0.42 0.748
A*B 1 3.478 3.4782 0.82 0.406
A*C 1 0.000 0.0001 0.00 0.996
B*C 1 1.823 1.8225 0.43 0.541
Error 5 21.156 4.2313
Lack-of-Fit 3 10.816 3.6053 0.70 0.634
Pure Error 2 10.340 5.1702
Total 14 148.958
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Asitte Coziinmeyen Lignin (%) ANOVA

Source DF Adj SS Adj MS F P
Model 9 38.1379 4.2375 8.64 0.014
Linear 3 29.0706 9.6902 19.75 0.003
Factor A 1 22.5456 22.5456 45.96 0.001
Factor B 1 5.7122 5.7122 11.64 0.019
Factor C 1 0.8128 0.8128 1.66 0.254
Square 3 9.0247 3.0082 6.13 0.040
A*A 1 0.9777 0.9777 1.99 0.217
B*B 1 3.0102 3.0102 6.14 0.056
C*C 1 4.9292 4.9292 10.05 0.025
Interaction 3 0.0426 0.0142 0.03 0.993
A*B 1 0.0100 0.0100 0.02 0.892
A*C 1 0.0002 0.0002 0.00 0.984
B*C 1 0.0324 0.0324 0.07 0.807
Error 5 2.4529 0.4906
Lack-of-Fit 3 0.1600 0.0533 0.05 0.983
Pure Error 2 2.2929 1.1464
Total 14 40.5908

Asitte Coziinen Lignin (%) ANOVA
Source DF Adj SS Adj MS F P
Model 9 3.40927 0.37881 1.59 0.316
Linear 3 0.22570 0.07523 0.32 0.814
Factor A 1 0.06845 0.06845 0.29 0.615
Factor B 1 0.06480 0.06480 0.27 0.624
Factor C 1 0.09245 0.09245 0.39 0.560
Square 3 2.91067 0.97022 4.08 0.082
A*A 1 0.63846 0.63846 2.69 0.162
B*B 1 1.83083 1.83083 7.70 0.039
C*C 1 0.29816 0.29816 1.25 0.314
Interaction 3 0.27290 0.09097 0.38 0.771
A*B 1 0.00640 0.00640 0.03 0.876
A*C 1 0.07290 0.07290 0.31 0.604
B*C 1 0.19360 0.19360 0.81 0.408
Error 5 1.18877 0.23775
Lack-of-Fit 3 0.33070 0.11023 0.26 0.853
Pure Error 2 0.85807 0.42903
Total 14 4.59804
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EK 6 On islem Parametreleri Olan Siire (X), Asit Kor}_santrasyonu (X2) ve Kat1/Siv1
Oranmin (Xs) Kati Geri Kazamim Verimi (%) Uzerine Etkisine Ait Varyans
Analiz Tablosu

SR (%) ANOVA

Source DF Adj SS Adj MS F P
Model 9 673.197 74.800 16.68 0.003
Linear 3 615.136 205.045 45.72 0.000
Factor A 1 274.257 274.257 61.15 0.001
Factor B 1 238.465 238.465 53.17 0.001
Factor C 1 102.413 102.413 22.83 0.005
Square 3 45.014 15.005 3.35 0.113
A*A 1 42.277 42277 9.43 0.028
B*B 1 0.664 0.664 0.15 0.716
C*C 1 4.570 4.570 1.02 0.359
Interaction 3 13.047 4.349 0.97 0.476
A*B 1 2.481 2.481 0.55 0.490
A*C 1 8.894 8.894 1.98 0.218
B*C 1 1.672 1.672 0.37 0.568
Error 5 22.425 4.485

Lack-of-Fit 3 18.282 6.094 2.94 0.264
Pure Error 2 4.143 2.071

Total 14 695.622
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