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AYCICEGI TOHUM KABUKLARININ AStDIK HiDROLtZ
KINETIGININ INCELENMES: VE CANDI1DA TROPICAL IS KUEN 1022
MAYASININ, KSILOZDAN, KSILITOL URETIMINDE
KULLANILABILIRLIGININ ARASTIRILMASI
(YUuksek Lisans Tezi)

Hande CAVUSOGBLU

GAZt UNIVERSITES!
FEN BILIMLERI ENSBTITUSU
Temmuz—-1926

oz

Uzun yi1llar, hemiseliloz, bir cok orman ve tarim
atiklarinin karbonhidrat ve lignin igeriginin 410-40"n:
olusturmasina ragmen, yakit ve kimyasal madde kaynagi
alarakcok fazla ilgi cekmemistir. Esas olarak pentozan-
larin (ksilan) ve heksozlarin bir polimeri olan hemise-
liloz, monomerleri olan ksiloz ve glikoz sekerlerine,
1limli sicakliklarda seyreltik asit hidrolizi ile
indirgenebilir.

Bu arastirmanin ilk bdlumlnde, Gzellikle aycicegi
tohum kabuklarinin asidik hidrolizi igcin uygulanabilecek
bir kinetik modeli gelistirmek ve bu model ile iligkili
reaksiyon parametrelerini belirlemek amaciyla bir calis-
ma yuridtilmidstlir. Reaksiyon kinetigi, hemiselldlozun iki
fraksiyonunun paralel hidrolizinin, ksilozun ayrigsmasi
ile takip edildigi bir model ile ifade edilmigstir.
98-130°C’da ve %1-%45 (agirlik/hacim) HxBOasa kapsayan
sartlardaki kesikli reaktdr verisinden kinetik paramet-
reler belirlemmistir. Reaksiyonlarin, birinci derece
oldugu gdrilmistir. 11gili bhiz sabitleri, Arrhenius
esitligindeki frekans faktirine bir asit teriminin ek-
lenmesiyle, sicaklik ve asit kaonsantrasyonu cinsinden
ifade edilmistir. N1=1.35, Nz=1.396, Nz=0.777, Eai=22062
Eaz=18726, Ea=x=31930 kal/mol oclarak hesaplanmistir. De-
ney ve madel sonuclari, tatminkar blr uyum icgindedir.

Calismanin ikinci kisminda, sallamali su banyosun-
ki erlenler ile yapilan deneylerle, Candida Tropicalis
Kuen 1022 mayasinin, ksilitol Uretmek igin, D-ksiloz ve
aycicegi tohum kabuklarinin hidrolizatinin fermentasyonu
icin kullanilabilirligi arastirilmistivr. Bu maya ile,
cok diglik (maksimum de@er 4.717 g/lt) ksilitol verimi
elde edilmistir. Fermentasyon slresince gézlenen mak-
simum ksilitol konsantrasyonunun, bagslangic substrat
konsantrasyonundan etkilemmedigi gdérilmistlir. Candida
Tropicalig ile fermentasyona ait bazi kinetik parametre-
ler hesaplanmigtir.

Bilim Kodu : 603.02.01

Anahtar Kelimeler : Asidik Hidroliz, Aycicegi Tohum
Kabugu, Ksilitol

Sayfa Adedi : 110
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KINETICS OF DILUTE ACID CATALYZED HYDROLYSIS OF SUN
FLOWER SEED HULLS AND INVESTIGATION OF THE USE OF
CANDIDA TROPICALIS KUEN 1022 YEAST FOR THE
PRODUCTION OF XYLITOL
(Msc.Thesis)
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ABSTRACT

The hemicellulose +fraction of biomass has not
received much attention as a source of fuel or chemicals
although bhemicellulose accounts for 10 - 40 %4 of
carbonhydrate and lignin content of various forestry and
agricultural residues for long vyears. Hemicellulose
which is primarily a polymer of pentoses (xylan) and
hexoses can be reduced to monomeric sugars xylose and
glucose by dilute acid hydrolysis at moderate temperatu-
res.

At the first part of this study, an investigation
was undertaken to develop a kinetic model and to deter-
mine the associated reaction parameters specifically
applicable for acid hydrolysis of two Ffragments in
hemicellulose followed by decomposition of xylose. The
kinetic parameters were determined from experimental
batch reactor data covering conditions of 98-130°C and
1-5% (w/v) sulfuric acid. The reactions were found to
be of first order. The respective rate constants were
correlated with temperature and acid concentration using
the Arrhenius equation with the addition of an acid term
in the preexponential factor. N.:=1.35, N==1.396, Nx=0.77
Ea.=22062, Ea==18726, Ea==31930 cal/mol were obtained.
The experimental and model results were in a saticfac-
tory agreement.

At the second part of this work, the use of Candida
Tropicalis Kuen 1022 vyeast for the fermentation of
D-xylose and sun flower seed hulls hydrolyzate to pro-
duce xylitol was also experimentally investigated in
shaked flasks. With this yeast, very low xylitol yield
was observed (max. value 4.717 g/lt). The maximum
xylitol concentration observed during Ffermentation
seemed to be uneffected by initial substrate concen-
tration. Some kinetic parameters of xylose fermentation
by Candida Tropicalis were also calculated.
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Page Numbers 110

Thesis Supervisar Assoc.Prof. Nurdan SARACOGLU,

Assoc.Prof. Goénenc ARIN



iii

TESEKKUR

Calismalaraim boyunca yardimlarini esirgemeyen ve
¢cok de@erli katkilariyla beni yénlendiren tez hocam
Sayi1n Dac¢.Dr. Nurdan Saracoglu’na ve Doc.Dr. Gdnenc
Arin’a, deneysel calismalarim sirecinde yardimlarin:
esirgemeyen Sayin Hocam Dr. Ferda Mutlu’ya ve tim
caligsmalarim sirecinde maddi ve manevi destegini esir-
gemeyen sézllim M. Onder Urnek’'e ve aileme tesekklir

ederim.



k e

E

Ae

Te

Se

Qe

Qe
Yp/m

Yy(/m

KULLANILAN NOTASYON VE ACIKLAMALARI

Hiz sabitleri

, dak™?

Frekans faktdria

Aktivasyon enerjisi,

Gaz sabiti, cal/mol.K

Sicaklik, K
Zaman, dak

Asit derigimi

cal/mol

(Normalite)

Asit derisimine gére mertebe

Calisma sicakliklarinin ortalamas:
Baslangic substrat miktara,

Biyokutle icin spesifik buyume hizi,

Volumetrik lretim hizi, gl~'st

Spesifik dretim hizi,

Urin verimi,

Hiucre verimi,

gg™?

gg~?

ggTtstT?

g/lt

gst*

iv



Hh:

Hz

c.T.
Cl G.
SDH

—-NAD

F

L]

(1Y

(2]

KULLANILAN KISALTMALAR

Kolay hidrolizlenen hemisellloz fraksiyonu
Zor hidrolizlenen hemiseliloz fraksiyonu
Ksiloz™

Furfural

Candida Tropicalis

Candida Guillermondii

Sorbitaldehidrojenez
Nikotinamid—adenin di nlkleotit
Substrat

Kolay hidrolizlenen hemiseliilozun
fraksiyonunun kesri



Tablo

Tablo

Tablo

Tablo

Tablao

Tablo

Tablo

Tablo

6.2.

6.3.

7.1.

7.2.

vi

TABLOLARIN L1BTESI

Sayfa
Lignoselilozik maddeler ve icerikleri. g
Ksilitolun fiziksel ve kimyasal
Gzellikleri c..ceeceasnascsnonansesnnnsa 22
Degisik sicaklik ve asit
konsatrasyonlarindaki Fiu .ccvaveancaans 44
Model parametreleri ..cccosvesvernsunsa 44
D-ksiloz ve hidrolizatin C.T.
fermentasyonuna ait kinetik
parametrEler ..cccssssarsenansnsaunsuns 52
Kinetik maodel sonugclarina gére
hesaplanan hi1z sabitleri (.cecvenvvevs 62

Lignoselilozik maddelerin asidik
hidrolizi ile ilgili kinetik

Calismalar ..ceeeacenssonnassansnannsnse &4



vii

SEKILLERIN LISTES!

Sekil Sayfa
Sekil 1.1. Tiurkiye’de aycicegi Uretimi ....ccea.. 3

Sekil 2.1. Hemiselllozun, difer bitki hiicre

duvari bilesenleri ile iliskisi .«.... 7
Sekil 2.2. Aycicegi tohum kabugu duvarinin

kEeSiti wacenienonsnnnsneanancncannnnns g
Sekil 2.3. %1 H=80a4 icin defgisik sicakliklardaki

ksiloz verimleri ....scecessssanascnna 12
Sekil 2.4. Derisik sulfirik asit ile

lignoseliulozlarin hidrolizinin

basitlestirilmis sEemMasSl ....cveccsannna 13
Sekil 2.5. Kesikli kultirde hicre blyUmesinin

kineti@i .occuecnvoosnencnoancnsscacacn 18
Sekil 6.1. 9B°C’da saf ksilozun furfurala

ayrismasl sirasinda furfural

konsantrasyonunun zamanla defjisimi ... 45
Bekil 6.2. 120°GC’da saf ksilozun furfurala

ayrismasil sirasindaki furfural

konsantrasyonunun zamanla defisimi ... 44
Sekil 6.3. 130°C’da sat ksilozun furfurala

ayrismasl silrasindaki furfural

konsantrasyonunun zamanla degisimi ... 47
Sekil 6.4. 98°C° da Aycicefi tohum kabugunun

asidik hidroliz sonuclari ....cccoe. . 48

Sekil 6.5. 120°C’da Aycicegi tohum kabugunun

asidik hidroliz SsONUGClaFl .o vuwecoencss



viii

Bekil 6.6. 130°C’da Aycicegi tohum kabufunun
asidik hidroliz sonuclaril seesiceenaess 30
Sekil 6.7. 30g/1 D-ksiloz iceren fermentasyon
ortamina ait deney sonuclari ......... 54
Sekil 6.8B. 70g/1 D-ksiloz iceren fermentasyon
ortamina ait deney sonuclari ....caees 59
Sekil 6.9. 100g/1 D-ksiloz igeren fermentasyon
ortamina ait deney sonuclari ....e.cie.. =~ 56
Sekil 6.10. Hidrolizat ile hazirlanan fermentasyon
ortamina ait deney sonuglari ...csnaa 57
Sekil 7.1. 98°C da D-Ksiloz’a ait deney ve model
sonuclarinin gdrsel olarak karsilas-—
tirilmasl c.ieceascanee. B 0 000 o o ORI 59
Sekil 7.2. 120°C da D-Ksiloz’a ait deney ve model
sonuclarinin gérsel olarak karsgi-
lagtirilmas: ..... e o W, TN 60
Sekil 7.3. 130°C da D-Ksiloz’a ait deney ve model
sonuclarinin gbérsel olarak kargi-—

lagtiri1lmasSl ccevevecevanunnanoncsaanns 61



EK-1

EK-5

EK-6

EK~7

EK-9

EK-10

EK~-11

EK-12

EK~13

EKLERIN L1BTES!

Lignoselulozik maddelerde pentozan

tayin yéntemi ....cccunn. Reresenanrarsanns
DNS vontemi ile indirgen seker analizi

ve kalibrasyaon efrisi ..esessscanscaas amene
Glikoz tayini analiz yontemi ....ccavsaans
?8°C, 120°D, 130°C icin glikoz analiz
SONUCLArl wesesuveasenennesosonasnsannnananas
28°C, 120°C, 130°C icin Ffurfurala ait
model ve deney sonuclari ..... - 0 o o o
I8°C, 120°C, 130°C icin asidik hidroliz
deney ve model sonuc¢lari ...... a o
Saf D-ksiloz ile hazirlanan blUylme
ortaminda Candida Tropicalis’e ait blUylme
ag-Aiicii Seeew . JEEuew e "k as e
Saf ksiloz ile yapilan fermentasyon icin
ksiloz, ksilitol ve biyokltle sonuclar: ..
Hidrolizat ile gercgeklestirilen
fermentasyon sonuglari ....... ..
Candida Tropicalis’in hidrolizatla
hazirlanan ortamda blylime eg8rigi «..ue..s
Ksilitol analiz yontemi ..eeeaeeans .
Candida Tropicalis Kuen 1022 icin kuru
agivrlik analizi ..euaeva.
Model itadesinden hesaplanan furfural

degerleri ...cceaea

ix

Sayfa

74

77

80

82

84

88

94

76

28

100

103

106



1. GIR1S

Lignoselllozik tarim atiklarinin de@erlendirilmesi
bzellikle bir tarim lUlkesi olan Turkiye acisindan buylk
tnem tasimaktadir. Tarim:i, bir endistri olarak dislnltl-
duglinde, tukettigi enerjiden fazla enerji Ureten, tek
endistri oldugu gériliGr.

Bitki atiklarinin depoladiklari enerjinin kullanil-
masi: ig¢in bazi olasiliklar bulunmaktadir. Bunlar, gaz
veya sivl yak:it eldesi, seker, etanol, furfural vb. kim-
yasal maddelerin Uretimi ayrica sindirilebilir hayvansal
besin Uretimidir.

Lignosellilozik maddeler sellloz, hemisellloz, lig-
nin gibi kisimlardan oclusurlar. Seldloz bir RB-glikoz po;
limeridir ve kristal yapiya sahiptir. Hemisellloz ise
pentozlarin (esas olarak ksiloz ayrica arabinoz ve ri-
boz}, hekzozlarin (glikoz, mannoz, galaktoz) ve Uranik
asitlerin polimeridir. Lignin ise degisik gekillerde
baglammis fenil propan birimlerinden olusur. BiyoklUtle-
nin vyapisindaki seluloz ve hemiselliloz asidik yon-
temle veya enzimatik yéntemle hidroliz edilebilirler.
Seliilozun, yuksek kristalinitesi hangi ybdntemle olursa
olsun, hidrolize olmasini engelleven dnemli bir fFaktidr-
dir. Ayrica lignin ve hemiseliiloz, enzimin, seliloza e-
riserek onu hidrolize etmesini fiziksel olarak engeller.

Hemiselllozlarin, selliloza nazaran daha kolaylikla
hidrolize edilebilmeleri, tzellikle seyreltik asit hid-

rolizi ile 1liml1 gartlarda, hemiselllozun esas yapisini



tegkil eden pentoz polimerinin (ksilan), monomer birimi
olan ksiloza secici olarak indirgenmesini mimklin kilar.
Bu arada haksoz polimerili de glikoza parcalanir. YlUksek
sicakliklarda ise ksiloz, furfurala glikoz ise hekzame-
til furfurala parcalanir.

Uzun yillar, biyokltleden hemiseliiloz kesrinin eks-—
traksiyonunun, geride kalan biyokiitle de8erini artirdig:
distnlilmustir. Clnkl hemiselidlozun ekstraksiyonundan
sonra, selliilozun hidrolizi kolaylasmaktadir (Lee ve ar-
kadaglari, 1978). Halbuki son yillarda hemisellilozlarin
hidrolizi ile elde edilen hidrolizatin ekonomik degeri
olan drinlere dinUustlrilebilmesi blGyuk ilgi toplamakta-
dir (Parisi, 1989). Bu konuda &nemli cabalardan biri
de, D-ksiloz iceren hidrolizatin, bir bes karbonlu sERE(
alkollu olan ksilitole, fermentasyon yiéntemiyle dénlstid-
rilmesidir (Chen ve Gong, 1983). Ute yandan hidroliz
sivasinda olugsan bazi maddelerin, fermentasyonu inhibe
ettigi de bilinmektedir (Leonard ve Hajny, 1943).
Ksilitol Uretimi icin, bugdne kadar kullanilan ve
D-ksilozun hidrojen ile indirgenmesi esasina dayanan
kimyasal ybntem, uzun ayirma ve saflastirma islemlerini
gerektirmektedir.

Bu nedenle, tnemli 8lclde hemiseliloz igceren ligno-
sellilozik maddelerin hidrolizi ile elde edilen D-ksiloz
sekerinin, biyolojik vyontemle ksilitole ddnusimi,
diabetik hastalar icin seker vyerine kullanilma potan-
siyeline sahip olan bu maddenin Uretimi icin vyeni bir

alternatif olugsturmaktadir.



Bitki atiklari acisindan dnemli bir zenginlige sa-
hip llkemizde, aycigegi tohum kabuklarinin, D-ksiloz ve
keilitol gibi uUrinlerin elde edilmesinde kullanilmasi,
ulke ekonomisi‘éclslndan bir defer tasimaktadir.

Bilindigi gibi, Trakya bélgesi yillardir Tilrkiye’
nin yad ambari olarak kabul edilmektedir. Geleneksel yaQ
bitkisi aygicedi tohumudur. Tlurkiye'de aygicegi uUretimi,
iklim ve fivat politikalarina bagli olarak yilda 600000-
1200000 ton arasinda degisen miktarlarda olmaktadir.
Sekil 1’de 1989-1995 aycicedi Uretimi verilmektedir.

(Basbhakanlik Devlet Planlama Teskilat:i Raporlari)

Usettm (Bin Ton)

1400 -

1880 1960 1091 1992 1993 1984 1905
Yillar

Sekil 1.1 Turkiye’de aycicegi uUretimi

Lignoselllozik maddelerin tnemli dlglde hemisellloz
kaynagi olusturdugu dusunullrse aycicegi tohum kabugu,
D-ksiloz ve ksilitol Uretimi icin dikkate deger bir ham-
madde olarak kabul edilebilir.,

Turkiye’nin dnemli bir tarim Urunl olan aycicegi
tohum kabuklarinin degerlendirilmesinin amaglandig: bu

calisma iki asamadan olusmaktadir. Arastirmanin ilk kis-

o+
minda, aycicegi tohum kabuklarinin defisik kosullardaki



asidik hidrolizi gerceklestirilerek, D-ksiloz elde edil-
mistir.Literatirde daha 6nce yapilmis hemiseliiloz hidro-
lizi ile ilgili bazi kinetik calismalar bulunmakla bera-
ber, bu maddelerin hidroliz edilen biyoklUtlenin cinsine
tzglin oldugu ve sin1r11' reaksiyon gartlarini kapsadig:
goriulmustur. Bu nedenle, deneysel hiz verileri anali-
zinden, dzellikle aycicegi tohum kabuklarinin hidrolizi
ile D~ksiloz eldesi icin kullanilabilecek, asit ve si1-
caklik etkisini gz onune alan, bir kinetik model gelis-
tirilmistir. Bu modelden, calismanin ikinci kisminda
kullanilacak hidrolizatin, hazirlanmasi icin uygun reak-
siyon sartlarinin secilmesi konusunda da faydalanilmig-
tir.

Arastirmanin ikinci kisminda ise ksilitol lUretimi
igin saf D-ksiloz veya hidrolizat karisiminin Fermentas;

vonunda, Candida Tropicalis Kuen 1022 mayasinin kullani-—-

labilirligi arastirilmistir. Degisik kosullardaki verim
ve fermentasyon kinetigi ile ilgili parametreler hasap-

lanmistir.



2. KURAMBAL TEMELLER

2.1 HemisellUlozlar

Lignoseliilozik dogal kaynaklarin temel bilesenleri
selliloz, hemisellloz, lignin, dzitlenebilir maddeler ve
inorganiklerdir.

Tablo 2.1°de dogadaki bazi lignoselilozik maddeler

ve icerikleri gbriulmektedir (Parisi, 1989).

Tablo 2.1 Lignoselllozik maddeler ve icerikleri
Seluloz Hamisellloz Lignin

Kozalakli
agaclar %#40-50 %20~-30 %235-35
Seker
Kamigi %40 %30 %20
Yapraklar:
Dokilen
Agaclar %40-50 %30—40 %135-20
Misir Kocan:i %45 %3S Als
Buday
Sap1 %30 %S0 %15

Lignoselllozik maddelerin selllozdan sonraki en 6-
nemli bilesenleri hemiselllozlardir. Seliloz disinda,
cok sayida polisakkarit bitkilerin hicre duvarinda ver
alir (Gekil 2.1). Bunlarin pek cogu selllozla yvakin i-
liskili olmalarina ragmen, 6zelLiklegi acisindan ondan

farklilasmaktadirlar. Sellloz gibi kristalik bir yapiya



sahip de@ildirler. Temel olarak hemiselllozlar oclarak
adlandirilan bu polisakkaritler, ksiloz, glikoz, galak-
toz mannoz ve arabinozun dofrusal veya dallanmis homopo—
limerleri ile heteropolimerleri seklindedirler. Hemise-
lilozlarin polimerizasyon dereceleri nadiren 200’04 asar.
(Cowling ve Kirk, 1976). Hemiselilozlar kendilerini
olusturan seker birimlerine gdre; ksilanlar, mannanlar,
arabinoksilanlar, glikomannanlar ve glikuranaksilanlar
gibi adlar alirlar. Bitki hicre duvarini olusturan
homopolisakkaritler sinifindaki hemiselllozlar, ksilan-
larin ve mannanlarin B-1,4-bagl: sekilleridir. Heteropo-
lisakkaritler sinifindaki hemiselUlozlar ise cogunlukla
arabinoksilanlar ve glikuranoksilanlardan oclusurlar
(Aspinall, 1970).

Ksilanlar hemiselllozlar igcinde nicelik acisindan
dnemli bir yer alirlar, kara bitkilerinin ligninli doku-
larindaki hemisellloz kisimlarinin temel bilesenini o-
lugstururlar. Ksilan, tamamen olmasa da bluylk oranda an-
hidroksiloz birimlerinden meydana gelir. Bazi bitkile-
rin de L-arabinoz ve D—glukouronik asit birimlerini de
icerdigi gorilmektedir.

Tahil saplar: ile tohum kabuklarinin kuru agirlik
clarak %20-30°u ksilandir (Aspinall, 1970). Selilozla
birlesik halde bulunduklari gibi, ligninle de etkilesim
icindedirler. Olgunlasmigs odunlarin %20-25 ve otlarin
%15-20"si ile yumusak odunlarin dnemli bir kismini ksi-
lanlar, glikomannanlarla birlikte olustururlar. Hemise-

liloz grubunun temel bilesenini teski’l eden ksilanlar,

bitkilerden alkali cgdzeltilerle ozlUtlenebilirler.



Ksilan, genel anlamda pentozan olarak da gruplandi-
rilir. CUnkil bir pentoz polimeridir ve en sik rastlanan
pentozandir. Ksilan, bir glikoz olarak da simiflandiri-—
lir, clnkll tamamen olmasa da blylk oranda modifiye olma-
mis seker icerir.”Hemisélulozlarln en dnemli bileseni
olmasi nedeniyle, ksilan terimi ayni zamanda, hemiselii-
loz anlaminda da kullanilabilmektedir. Bu nedenle ksilan
hemiselliloz ve pentozan terimleri, ayni ya da birbirin-—
den cok az farkli maddeleri tanimlamak icin birbirleri

varine kullanilabilirler (Whistler, 1953).

Hemiseliilaz kismen lignin
ile kimyasal olarak

birlesmigtiv
A

| 1
T

7
Y%
X

{

x—-selliloz Kisa zincirler: Lignin

Z

ksiloz birimlerini
mannoz birimlerini

ironik asit (hiicre duvarinin

birimlerini karbonhidrat
gercek sellloz metoksil gruplarini almayan
muhtemelen icerir.)
B-d glikopironoz galaktoz ve
birimlerinin arabinoz

birimlerini icerir.

!

l

I

l

ve | bilesenlerini

l

uzun zinciri |
|

LS

LL-'— hemiseliil 0z ———1

hemisellloz ile gercek seliiloz arasinda
gecis bdilgesi

Sekil 2.1 Hemiseliilozun, difjer bitki hiicre duvari: bilesenleri
ile iliskisi



2.2 Aycicegli Bitkisinin ve Tohum Kabuklarinin

Ozellikleri

Aycicegi, Asteraceae (compositae) familyasindan bir
y1llik bir bitkidir. Anavurdu Kuzey ve Guney Amerika o-
lan aygiceginin 1-5m uzunlugunda tuyll bir givdesi,
7.5-30cm araliginda uzunlugu olabilen, kalin disli, ge-—
nis yapraklari vardir. Cicek basinin eni,yabani olanlar-
da 7.5-15cm, kUltUrlu yapirlanlarda 30cm’ den daha fazla-—
dir. Kimecin artasindaki cicekler kahverengi, sari ya da
mor, kenardakiler ise sari renklidir.

Ekonomik def@eri yluksek bir bitki olan aycgicefdinin
yapraklari hayvan yemi olarak kullanilir. Ciceklerinden
sari renkli boyar madde, tohumlarindan da yemeklik yag
elde edilir. Tohumlarda da %48B’lere kadar ulasabilen bu
sari renkli sivi yag, zeytinyagi: ile esdegerli say:ilan
bir sofra ve kizartma yagi: oldufu kadar, yvagliboya ve
sabun yapiminda, ayrica yaglama yagi olarak da kullani-
lir. Kurutularak ve kavrularak yenen tohumlardan bazi
Ulkelerde ekmek ya da kahveye benzer bir icecek vapilir.
Tohumlardan yag cikarildiktan sonra kalan kiUspe ise de-—
gerli bir hayvan yemidir.

Aycicedi kabufundakil lignoselliilozik bilesenlerin
analizi Mutlu (19290) tarafindan yapilmigtir.

Roth(1977) aycigeginin kabufunun yapisini: Sekil 2.2
de gdruldigl gibi vermistir. Epiderm hicrelerinin kalin
dis duvarlari ince bir kutikil ile kaplidir. Boyuna dirt

kdgeli olarak uzarlar ve enine kesite diktirler. Ic du-—

-

-

varlari incedir. Dis ylUzeyde tiyler vardir, bunlar co-

gunlukla cift, bazen tektir.



Sekil 2.2

Aycicedi tohum kabugu duvarinin kesitis:

ep=epiderm; h-h’=cift tiy; sep=epiderm alt:
katman hicreleri; m=medulla 1s1nsal hicre
dizileri; b=orta tabakaj

g=ksilem; ep’=ic
epiderm; x=1if demetleri
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Kabuk olusurken once epidermin altinda hipoderm ad:i
verilen tek tabaka halindeki hilicreler gelisir. Hlcreler
ince duvarli, blylk cekirdeklidir. Hipodermal katmanin
altindaki orta Qétman bir eksene yerlesmis, keskin kidse-
li ve cok kenarl:i hicrelerden olusur. Orta tabakada bu
tabakay:i1 diuzenli araliklara ayiran merkezden disari dog-
ru tek tabaka halinde yer alan hicre demetleri bulunur.

Orta tabakanin dis kismi armar tabakasi adini alair.
Bu hipoderme karsi olan digs kisimlar konik ve cengel se—
kilde geliserek bir sira halinde hicreleri hipodermden
ayirir., Ayni dis olusumlar hicrenin merkezden disari
dogru uzanan duvarlarinda da gérilur ve aralarinda agik-
liklarin olusmasina neden olur. Duvarlar 6nce kahverengi
son olarak da siyaha doner. Sonunda katmanin hlcre 6zelf
ligi kaybolur. Hipoderm ile orta katman arasinda dizen-
siz siyah kitlelerden oclusan bir madde kalir.

Hicrelerin i¢c tabakasini parankima olusturur. Bu

hicreler ince duvarlidir, fakat sik degildir

{Roth, 1977).
2.3 Asidik Hidroliz

Lignoselulozik maddelerin asidik hidrolizi hizli ve
basit bir reaksiyondur. Asidik hidroliz HC1, H=80« ya da
HF kullanilarak yapilabilmektedir. Derisik asit ile
gerceklestirilen hidrolizde %100 Uriln verimine yaklasi-
lirken, maliyet ve kullanilan asit artmaktadir. Buna
karsilik seyreltik asitin, kullanimi basit olmasina
ragmen Urin verimi g¢ok dusiik Dlma?ta ye yan Urlin olusumu

mikrobiyol aktivitenin inhibe olmasina neden olmaktadir.
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11k kez, Broconnot 1812°de derisik sulfirik asit
ile selUlozu hidrolizlemistir (Parisi, 198%9). Ancak 20.
ylUzyi1lin basinda seker cdzeltisinin dretimi icin endist-
rivel ﬁlcekli hidraoliz prosesleri kullanilmaya baslan-
mistir. Bu amacla 1910°'yi1linda Ewen ve Tomlison Amerika’
da sulu sulfirik asit prosesini kullanan bir fabrika
kurmuslardir. 1923 yilinda derigik hidroklorik asit
prosesleri ile calisan ticari boyutlu bir tesis kurul-
mustur. Bu proseslerin hemen hepsi, sellloz hidrolizi i-
le glikoz Uretimini hedef almiglardir (Parisi, 1989).

Lignoseliilozik yapidaki, seliilozun yavas hidroliz
hizi1 hidrojen baglari ile olusmus kristal yapi icinde
s1ki bir bigcimde tutulan glikoz halkalarinin bukilmezli-
gi ile aciklanabilir. Halbuki, diger taraftan, hemise-
ldlozlarin amor+ yapilari, halkalarin esnekligini en¥
gellemediginden hidroliz daha hizl:i1 gerceklesir. Bu ne-—
denle amor+ pentozlarin ve hekzozanlarin asidik hidroldi-—~
zi, dusik sicaklikta ve diuglk asit konsantrasyonunda
(drnegin %41 asit konsantrasyonu ve 130°C) mUmkindir.
Halbuki kimyasal dayanikliliga sahip selliloz parcalanir-
ken, seyreltik asit kullanildiginda 180°C’yi asan sicak-—
liklar veya daha distik sicakliklarda konsantre asit kul-
lanmak gerekir.

Diger taraftan pentozanlarin hizli hidrolizi sira-—
sinda, olusan seker, kolaylikla furfurala parcalanabi-
lir. Sekil 2.3"de %1 H=S04 kullanildiginda degisik si-
cakliklardaki, ksilandan elde edilen ksiloz verimlerini

gistermektedir.
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100

1% stO

v, Ksilandan ksiloz verimi

) 10 20 30 40 50 60s
Reaksiyon stresi

Sekil 2.3 Sicaklik ve zamanin fonksiyonu clarak
ksilanin asidik hidrolizi ile ksiloz verimi
(Parisi, 198%9)

Sekilde gérildiugt gibi seyreltik asit ile aym ve-
rim degerini ylksek sicakliklarda daha kisa slUrede elde
etmek mumkindir. Ancak, bu durumda sekerin ayrismadan
reaktdrden uzaklagtirilmasi gerekir.

Bu kosul, perkolasyon reaktdrlerinin kullanilmasi
ile yerine getirilebilir. Bu sekilde seker ayrismas: ile
olusan furfural vb. gibi drunlerin, sekerlerin diger ba-
z1 maddelere biyoddnusumiini inhibe etmeleri minimuma in—
dirgenmis olur (Parisi, 1989).

Buglin kullanilan endistriyel dlcekli, lignoselilo—
2ik maddelerin asidik hidroliz proseslerinde, hemisell-
lozlarin hidrolizi, 6n hidroliz ya da birinci hidroliz
basamag: olarak yer alir. Bunlara drnek olarak derisik

stulfirik asit kullanan, A.B.D. Alaba&a eyaletindeki
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Tennessee Valley Authority pilot tesisini gésterilebilir
(Parisi, 1989). Bu prosesin basitlestirilmis akim semasi
Sekil 2.4’ de gisterilmistir. Aklm semasinda gdruldigu
gibi, birinci Hidroliz basamaii, hemisellilozlarin hidro-
lizini kapsar ve bu islem, ikinci basamak sonunda olusan
asitlendirilmig Urlin akimi ile gerceklestirilir. Bu se-
kilde hemiselilozlar, bes ve alti karbonlu sekerlerine
dénlsir. Hemiselilozlar uzaklastirildiktan sonra kalan
kati ile hidroliz igslemine devam edilir. Kati, yikanir,
85°C’da %10 neme kadar kurutulur ve derisik silfirik a-
sit ilavesiyle, selliloz hidrolizi 140°C’da 30 dakika siu-
re icerisinde tamamlanir. Bu sekilde, hemisellloz hidro-
lizinden olusabilecek inhibitérlerin oclusumu da minimuma

indirgenmis olur.

Cu+Ce Seker
) t

dgltucuf~-=|Karistirma|~—|l.Hidroliz]—jLigc|->]Suyunu
Basamag: Alma

T ]

N

Suyunu Almal—ij}Isitma| e=—————-——

l

—» Asit

Kurutmaf-————sl2.Hidroliz|——>|Filtre|~———->> Lignin
Basamag:

Sekil 2.4 Konsantre sulfirik asit ile lignoselidlozlarin
hidrolizinin basitlestirilmis semas:
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2.3.1 HemisallUloz Hidrolizatinin Kullanim Yerleri

Hemisellloz hidrolizatinin kullanim yerlerinden bi-
ri etanol Uretimidir. Pentoz iceren bir ortamin mikroor-
ganizmalar kullanilarak estancle dénusiuml saflanmaktadir.

Bu mikroorganizmalara drnek olarak Pachysolen Tanophilus

Pichig Stipitis, Candida Shehatee, Clostriditum

Thermosaccherolyticum verilebilir. Yine etanol uUretimi

icin bagka bir yiontem de ksilozun ksililoza ilk donugiu-
muiniin 8. Cerevisiae ile yapilabilmesidir.

Hemiselliloz hidrolizat Urinlerinden biri de furfu-
raldir. Furfural, pentozanin asidik hidrolizinin bir yan
rdnidur. Geri kazanimi ve saflastirilmasi kolaydir.
Furfuralin gunumizdeki 6nemi o6zellikle yad endiustri-
sinde, cézlcl olarak kullanilmasidir.

Hemisellloz hidrolizatinin diger bir kullanim alan:
ise ksilozdan, ksilitol ve furonik poliollerin Uretimi-
dir. Furonik polioller, hidro alkolik ortama sahip aktif
metilenik gruplarin reaksiyonu ile ksilozdan elde edi-
lirler. Bunlar bazi kimyasal maddeler igin ara Urin o-
lugstururlar. Ayrica eczacilik kimyasinda ve yeni poliu-
retanlar icin ylksek termal kararlilik gdsteren formi-—

lasyonlar da kullanilirlar (Parisi, 1989).

2.4 Biyoreaktbrler ve Fermentasyon

Canli hicrelerin ekonomik degere sahip kimyasal -

runlerin tretimindeki kullanimi gittikgce artan bir dneme

sahiptir. 2000 yilinda biyosentez yoluyla Uretilen kim-
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yasal maddelerin, tarim Grinlerinin ve gida maddelerinin
pazar degeri 17 milyar dolara erismis olacaktir. Biyoddé-—
niglimlerin avantajlarini style dzetleyebiliriz.

1) Ilimla reaésiyon kosullari (basing ve sicaklik
agisindan)

2) Yiksek verim (6rnegin; glikozun "Aspergillusniger"
le glikonik aside %100 donusmesi)

3) Organizmalarin bir reaksiyonda birbirini takip
eden basamaklari katalize edebilecek ¢ok sayida enzime
sahip olmalari ve en dnemlisi organizmalarin "stereospe-
sifik katalizorler" olarak davranmalaridir (Fogler,
1992).

Biyosentezde, biyokutle diye de adlandirilan mikro-
organizma hicreleri besinleri, bluylmek ve daha fazla
hiucre Uretmek icin kullanirlar. Besinlerin enerji ve bi-
yourinlere bu donuslml, bu hicrenin bir seri reaksiyonla
cok sayida farkli enzimleri kullanarak metabolik madde-—
leri Uretmesiyle meydana gelir. Bu Urlnler, ya hicre
icinde kalirlar ya da hicreden salgilanirlar.

Genelde aerobik organizmanin biyimesi su denklemi

takip eder:

[Hicrelerl+[Karbon 31+[ Azot 1+[0ksijenl+i{Fasfat I+...
kaynagi kaynag: kaynagi kaynagi

kiiltlr sartlar:
[COz1+[H=01+CLlUurunler i+l daha fazlal €

hicre (PH, sicaklik...)

Kultlir ortami blylume icin gerekli olan diger kimya-
sal maddelerle birlikte butun besinleri (karbon, azot,

vb.) icerir.
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Biyoreaktidrler, mikroorganizmanin ekildigi, Grin
elde edildigi ve spesifik reaksiyonlarin gerc¢eklestiril-
digi bir kap veya organizmalarin aerobik ve anaerobik
sartlarda blUyluduglu ortam gseklinde ifade edilir.

Fermentdr véya biyoreaktér denilen bir kap iceri-~
sinde mikroorganizmalarin salgiladiklari enzimlerin et-
kisi ile biyokiitle ve Urin elde edilmesine de fermentas-—
yon denilmektedir.

Fermentasyon Urldnleri Ug tip proses ile oclusurlar.

1) Biyokltle elde etmeyi amaclamis prosesler

2) Hucre ici veya disinda, enzim ya da metabolit gibi
Uriunlerin hiucreler tarafindan uretilmesi

3) Fermentasyon ortamina eklenen bir maddenin biyodd-

nusmi
2.5 Kesikli BuyUme Kinetigi

Buylme hicrenin bUtun kimyasal bilegsenlerinin du-
zenli artisi olarak ifade edilir ve.bu sirada poplulas-
yonda artis olur. Mikroorganizmanin buylume sekli sartla-
ra ve ortama baBlidir. Bir tek hicreli mikroorganizmanin
si1v1 sUspansiyon klltarindeki blUyumesi, ayni mikroorga-
nizmanin bir kati destek ortaminda veya immobilize ortam
Uzerinde buyUmesinden farklidir.

Kesikli kUltir sistemleri, kapali bir ortamda ya da
kapali1 bir sistemde optimum sicaklik, pH, redoks potan-
siyeli kosullari altinda caligsan ve blyimeyi destekleyen
uygun bir ortam: igeren fermentdr veya erlen igcinde bl-

yumeyi ifade eder. Bu blUyUme ortamin esas bilesenlerin-
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den birinin yok olmasiyla veya toksik maddenin birikimi
gibi nedenlerle cevre sartlarinin defismesine kadar de-
vam eder. Kesikli bir ortamda blylume egrisi Sekil 2.5’de
verildigi éibidir. Bu sirada gdzlenen fazlar style
aciklanabilir (Fogler, 1992).

"Gecikme fazi1i" diye adlandirilan fazda, hicre kon-—
santrasyonunda net bir artig gdzlenmez. Bu asamada hic—
reler enzimleri sentezleyerek ve Uremeye baglamak icin
hazirlanarak yeni gevrelerine alisirlar. Hucreler, besi-
ni hiicre icine alacak tasiyici proteinleri sentezlemek
ve hicrelerin genetik materyallerini tekrarlamak gibi
bazi gorevleri de yerine getirirler. Bu fazin siresi
hicrelerin alindig: blylme artam: ile icine asilandikla-—
r1 reaksiyon ortaminin benzerlifine ya da farkliligina
baglidir. Eger bu iki ortam benzerse, bu fa:z neredeyse.
higc girUlmez.

"Exponansiyel faz" hlucrenin blUylime hizi hicre kon-
santrasyonuyla orantili oldugu icin bu adi alir. Bu asa-
mada hicreler maksimum hizda bélunlrler, cliinkii metaba-
lizmay:1 saglamak icin bltin enzimler gérevdedirler ve
hicreler besinleri daha verimli kullan1}1ar.

"Duragan faz" denilen bir sonraki asamada hucreler
bir veya daha fazla besinin, hicre bluylmesini sinirladi-—
1 bir slUrece erigirler. Bu durafan diinem sirasinda
buylme hizi besinlerin ve gerekli metabolitlerin tiken-
mesi sonucu sifirdir.

"Gerileme fazi" ise dlum donemi olan final asamasi-—
dir. Canli hlicre konsantrasyonunda bir azalma meydana

gelir. Bu duslis ya toksik maddelerin birikimi ya da
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besinin tlikemmesi sonucudur.

log
BITOEUTLE
4\
YAVASLAMA
DURAGAN
FAZI DUE
) | GERILEME
- [, FAZI
N,

/ ™,

§ j—-—r EXPONANSIYEL FAZ
]

HIZLANMA FAZI

v

Sekil 2.5 Kesikli kultirde hlicre bUylumesinin kinetigi

Mikrobiyol hicrelerin bUyumesi otokatalitikdir. Tek
hicreli organizmalarin exponansiyel bluylmesi sirasinda
kuru hiicre agirlig: dizenli araliklarla iki katina ¢i-

kar (8chragg, 1991).

Xw; baslangigtaki kuru biyoklUtle agirlig:

t 3 gecen sure

tws kuru hilcre agirliginin iki katina ¢ikmas: igin gecgen
sire ise t slresi sonunda, bioyoklyle agirli@a:

; t/ta
S X = Xen 2 (2.1)

Bu ifadenin iki tarafinmin logaritmasini alindifinda;
t

ln(){'/t:\/)(c::) Z= — 1 nZ . (2.2)
t(:I “
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Dizenlendiginde;

In xe = 1N X 1n2 0.693

= = (2.3)
t ta ta
Buna gére; ln(xe—xw)’a karsi t grafige gecirilirse
0.693
= u (2.4)
toe

u spesifik buyUlme hizini ifade eder.
Eger lUrlnler mikrobiyal hiucrelerin blylmesi sira-
sinda olusuyorsa Urun birikim hizi asagidaki sekilde

ifade edilir.

Urin uran Urdn
[birikim] = [olusum] = [bozulma]
hizi hiz1 hizi

dP
— = ‘qu - B P
dt

Oer; spesifik Grin olusum hizi (gg=*h—?*)
P; Grdn (g/lt)
B; Grin bozulma hizi (denaturasyon) (gg—*h—?*)
x3; biyoklUtle hlicre konsantrasyonu (g/lt)
Urin kararl:i yapidaysa ifade gu gekli alir;
dpP
—_— = O X (2.6)
dt
Urdn olusum hizi, volumetrik veya spesifik olarak
tanimlanmaktadir. Spesifik Urin olusum hizi, hiicre
konsantrasyonundan bagimsizdi+r ve asafidaki ifade ile
hesaplanir.
1 dpP

Qe = (2.7)
X dt
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Volumetrik Urtn olusum hizi ise hicre konsantrasyo-—
nuna baglidir ve istenilen lUriunln sentez hizini ifade
eder.

dP

Qe = (2.8)
dt

Qe 3 volumetrik Urin olusum hizi (g lt~* s %)

Biyokiutle ve uUriin verimleri ise style tanmimlanir.
Yo e UrGn verimini (substratin Urine donbstmund),
Yxrw biyokiutle verimini (harcanan substrata karsi olu-
san biyoklUtlenin kesrini) gtstermektedir.
Normalde bu verimler, belirli bir periyot icin toplam
biyokitle miktarinin ya da olugan UGrlunidn dlclilmesiyle

elde edilirler.

A x AP
Yurm = =———— Y prm = e——— (2.9)
As As

ifadeleri ile hesaplanirlar (Schragg, 19%21).
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2.6 Ksiloz

Ksiloz, ampirik formlli CsHio0m olan bes karbonlu

sekerdir. Tadi sakkarozun yarisidir ve kokusuzdur.

H
OKH
x — D - ksiloz
OR \DH QH
H [a) 2

Koch 1886 vilinda odundan saf olarak ksiloz elde
etmis ve o zamandan beri bu madde sayisiz bitki cesitin-
dan Uretilmede devam etmistir. Ksiloz, c¢egsitli tahillar-
dan, kamigtan, odundan, bitki kabuklarindan ve bitkile-~
rin gesitli kisimlarindan elde edilmigtir. Koch odunu
alkali cbzeltiyle ekstrakte ederek ksilan hazirlamis,
alkolle muamele edilen ksilan cOkturdlmis ve ksiloza

hidrolizlenmigstir.
2.7 Ksilitol

Ksilitol dogal olarak bulunabilen, besinlerde tat-
landirici olarak kullanmim alani gittikce artan bir seker
alkoludir. Ksilitol, ksiloz sekerinin pentavalent
alkollidur. Ampirik formild CsHi120s *dir. Tablo 2.2’ de
ksilitolin fiziksel ve kimyasal dzellikleri gésterilmig-—
tir.

Keilitolin tatlilik derecesi sakkaroza esdeferdir.
Ksilitol insanlarda insilin gerektirmeden metaboli:ze
edilebildigi icin geker hastalar:i ig¢in enerji kaynag:
olabilen bir tatlandiricidir. Ayrica bakteriyel olarak

metabolize edilemediginden cocuk ciklet ve cikolatala-—



rinda tatlandirici clarak kullanildiginda,

rine neden olmamaktadir

(Emodi,

1978).
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dis clUrimele-

Tablo 2.2 Ksilitoliin fiziksel ve kimyasal dzellikleri

(Emodi, 1978)
Ampirik FormilQ CeHi=0s
H OH H
Yap1i HOCH= - é - & - é CH=0H
oh b b
Molekil Agirlig: 152.1

Goriinum Kristal Toz
Renk Beyaz

Tat Tatl:

Koku Kokusuz

Tatlilik Derecesi

Sakkaroza Esit

Erime Noktas:

93.4 - 94.7°C

Kaynama Noktasi

216°C

Suda Cozunlurllik (20°C)

64.2 g/100ml

Etanolde Cozunlrlik

1.2 g/100ml

Metanolde CdzUnlUrlik

6.0 g/100ml

Dogada ksilitol bazi meyve ve sebzelerde bulunmak-

tadir.

kantitatif ekstraksiyon islemi

gildir.

Bu kaynaklarda az miktarda bulunan ksilitolin

zordur ve ekonomik de-

Ksilitol Uretiminin ilk basamafi, misir kocani,

kagit hamuru,

odun yongasi vb. gibi

pamuk tohumu kabugu,

kayin ve diger sert

degigsik kaynaklardan elde edilen
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ksilanmin, hidrolizidir. Daha sonra elde edilen D-ksiloz,
hidrojenasyon ile ksilitole donusturidlir(Wisniak, 1974).
Hidrojenasyon reaksiyonu, bazik sulu cizeltili reaktdrde
100-145°C sicaklikta S5MPa kadar olan basinglarda
Raney—Ni katalizﬁfu esliginde gerceklestirilir.

Raney—-Ni

CuHiols + Hz > CsHiz20=
katalizdri

Hammaddelerin hemisellillozik fraksiyaonlarinin, dedi-
sik sekerlerin polimerlerini icermesi, kimyasal proses
sonucunda olugan yan Grinlerin ksiloz veya ksilitolden
uzaklastirilmas: icin, bluylk dlciude ayirma ve saflastir-
ma islemleri gerektirmektedir (Melaja ve Hamalanen,
1977). Bu da ksilanlardan kimyasal yéntemle ksilitol
uretim veriminin disik (%450-60) ve oldukca pahali olma-
si1na neden olmaktadir. |

Son yillarda, ksilitolin fermentasyon ve biyockata-
litik proses ile elde edilmesi, ©dzellikle indirgenme ba-
samaginin daha disuk sicakliklarda ve basincta mimkOn
olmas: nedeni ile bluylk ilgi toplamaktadlr (Meleja A. ve

Hamalairen L., 1977). Enterobacterliguefacienc (Yoshita-

ke ve arkadaslari, 1976), Corynebacterium sp (Yoshitake

ve arkadaslari, 1971) gibi bakteriler ile Candida

Tropicalis, (Gong ve arkadaslar:i, 1981} ve Candida

Palliculosa vb. (Kitpreechavanich ve arkadaslari, 1984)

bazi mantarlar bu amacgla denenmistir.
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3. LITERATUR ARASTIRMASI
3.1 Lignoselllozik Maddelerin Hidrolizi

Kobayashi ve SBakai (1936), yvaptiklari calismada ma—
teryal olarak "Buna" kullammiglardir. Asidik hidrolizi
74-147°C ’de ve %1-16 Hz80a ile gerceklestirmislerdir.
Hemiselllozu zor ve kolay hidrolizlenebilen olmak Uzere
iki kisma ayirmiglardir. Aktivasyon enerjisi ve frekans
faktbrinli hesaplamiglardir.

Mehlberg ve Tsao (197%), calismalarinda materyal
olarak misir koganini secmislerdir. 0.2-3.2 M HC1 ile
disilk sicakliklarda 50-92°C’da asidik hidrolizi gercek-

lestirmiglerdir.

Ksilan, 1 3 4
t:::: oligomer —— ksiloz —
Ksilan= 2

seklinde bir kinetik model kullanmislardir. Bu modeldeki
hiz sabitlerine ait preeksponansiyel faktdrleri ve akti-
vasyon enerjilerini bulmuslardir.

Beck ve Wang (1982), arastirmalarinda hemiselllozun
kinetik analizini yapmislardir. Materyal olarak pamuk
cekirdegini kullanmislardir. Asidik hidrolizi 125-165°C
ve %0.5-2 agirlikca Hz80a ile gerceklegtirmislerdir.
Kullandiklari kinetik model (pentozan)l\\\}

(pentozan)m”/ﬁ
seklinde olup, hiz sabitlerini asit konsantrasyonuna ve
katidaki pentozanin agirlik kesrine bagli olarak ifade

etmiglerdir.
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Cahela ve arkadaslari (1983), calismalarinda kizil
meseye ait Veeraraghavan ve arkadaslari (1982) tarafin-
dan 140-160°C’da 0.2-0.1%4 agirlikca H=80a ile elde

edilen kesikli hidroliz verisine

1 2
Ksilan —3» ksiloz —> seklindeki bir kimetik model

uyarlamislardir. Hiz sabitlerini, asit konsantrasyonunun
fonksiyonu olarak ifade etmislerdir, aktivasyon enerji-
lerini bulmuslardir.

Bhandari ve arkadaslari (1984), misir sapinin asi-—
dik hidrolizini izotermal olamayan reaksiyon sartlarinda
incelemislerdir. 160-240°C arasinda degigsen sicaklik
gsartlarinda, 0.49-1.47% afgirlikca H=804 ile reaksivonu
gerceklestirmislerdir. Basit birinci derece seri reaksi-
yon modeline gére analiz ettikleri verilerden, kinetik
parametreleri elde etmislerdir. Preeksponansiyel fakté-—
riun asit konsantrasyonu ile arttigini gtrmisler, her hiz
sabiti icin bu iki parametre arasinda bir bafint: elde
etmislerdir.

Molaney ve arkadaslarinin (1983), calismalarinda
hug agaci (betnlapapyrifera) ksilanin ve asetil grubunun
seyreltik sulfirik asit (0.04-0.18M) ile kesikli hidro-
liz kinetigi 100-170°C’da incelenmigtir. Ksilanin %85’
inin uzaklastirildiginda, selulozun sadece %5’inin hid-—
rolizlendigi gorlulmlstir. Hiz verisi, ksilanmin hizli ve

vyavas reaksiyon veren iki kesrinin

ksilanxw\\ﬂ 1 paralel reaksivonuna

ksilana—" 2

dayandirilarak analiz edilmistir.
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Kim ve Lee (1987), kizil megse hemiselldlozunun 1:1.6
kati/siv1 oraninda asidik hidroliz kinetigini, 120-140°C
arasinda 1-5% agirlikca H=804 ile incelemislerdir. Reak-
siyon kinetigini, hemiselllozun iki fraksiyonunun para-
lel reaksiyoan soﬁucundé ksiloza dénusmesi ve bunu ta-
kiben ksilozun ayrismasi seklinde modellemiglerdir.
Modeldeki hiz sabitlerini, asit konsantrasyonunun ve
sicakligin fonksiyonu seklinde ifade etmislerdir. Model
sonuclari, iki paralel hidroliz basamaginin, ksilozun
ayrisma basamagina gre, asit konsantrasyonuna ve sicak-—
l1ga daha hassas oldugunu ortaya koymustur. Ayrica biyo-
kitlenin 6nemli 6lclde sUlfirik asiti nbtralize ettigi

gorGlmigtir.
3.2 Fermentasyon Yéntemi ile Ksilitol Eldesi

Chen ve Gong (1981), calismalarinda mutasyona ug-

ramis Candida Tropicalis HXP2 mayasini kullanarak

D-ksilozdan, %90 verimle ksilitol elde etmiglerdir.

Béylece test edilen, bir cok maya iginde Candida Tropi-

calis HXP2 ’nin ksilitol Uretmek icin en iyi mikroorga-

nizma oldugunu ortaya koymuslardir. Ayrica D-glikoz, D-
fruktoz ve sakkaroz substrat olarak kullanildiginda ayni
maya ile etanollinde uUretilebilecegini gtstermislerdir.

Chen ve Gong (1983) vyaptiklar:i calismada, seker ka-
mis1 hidrolizati ile hidroliz ortamina alistirilmis

Candida—-sp B-22 mayasi kullanarak ksilitol uUretmisler-

dir. Maya, yeast—-ekstrakt, malt-ekstrakt, pepton iceren
ortamlarda blUylutulmis ve fermantasyon, sallamali su

banyosunda gerceklestirilmigtir. 105.33 g/1 D-ksiloz
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iceren drnekte maksimum ksilitol konsantrasyonu 96 saat
sonunda 94.74 g/l olarak gézlenmistir.
Vongsuvanlert ve Tani(198%9), ca11smélar1nda Candida

Boidinii 2201 mayasi kullanarak D-ksilozdan ksilitol

tratimini incelehislerdir. Calismada, mayanin D-ksiloz
ortamina ekilmesi ile 4-5 gunluk bir calisma sirecinde
keilitol Uretiminin maksimum defere ulagti@:i tespit e-
dilmistir. Ksilitol miktari Bessler metodu kullanilarak
blclilmls, baslangic PH degeri 7 oldugunda ise en iyi
buylimenin oldudu sonucuna varilmistir. 100g/1 D-ksiloz
iceren ortamdas 48B.5 g/l ksilitol elde edilmistir.
Nishio ve arkadaslari (1989), calismalarinda im-

mobilize Candida Pelliculasa ve Methanobacterium sp. HU

kullanarak D-ksilozun ksilitole dénlUsUmini arastirmis-—
lardir. Calisma bir kolon reaktdérde iki organizmanin
doldurulmasi ile siirekli bir sistemde iki haftada ger-
ceklestirilmigtir. Bir cok immobilize teknikleri arasin-
da foto-kroslinkable recine polimerleri secilmistir.
Sonucta foto-kroslinkable recine polimeri kullanildigin-
da 420 dénusim, kalsiyum aljinat jel kullanildiginda %10
dinlisim elde edilmistir.

Roberto ve arkadaslari (1990), galismalarinda

Candida Guilliermondii ile seker kamisindan ksilitol

uretimini incelemiglerdir. Bes maya arasinda yap:ilan

arastirmada Candida Guilliermondii ’nin ksilitol Uretimi

igin daha Umit verici oldugu tespit edilmistir. Calisma-
da yedi degisik PH ayarlamasi Ca(0OH)=, CaO0, KOH gibi
maddelerle yapilmis, en ylksek verim Ca(OH)z ile elde

edilmigtir. PH" 1n 86nce 10’a kadar artirilip, sonra &4.5'a
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digtrilmesinin ksilitol verimini olumlu etkiledigi gt-
rilmistlr. Bu sekilde furfuralin ve agir metallerin
uzak1a5t1r1;d1gl tne slUrUlmistir. Ayrica fazla titre
etmenin fenolik bilesikleri uzaklastirmak gibi bir fay-
dasi1 oldugu beliréilﬁisfir. Sonucta 70 g/l ksiloz ice-
ren hidrolizattan 0.48 g/g ksilitol elde edilmistir.

Dahiya (1990), yapmis olduu calismada Petromyces

Albartensis mayasini ksiloz iceren bir ortama ekmis ve

ksilitol Uretmigtir. Amanyum asetatin, ksilitol uUreti-
mini artirici ybtnde etkiledigi ve yeast ekstraktin en
uygun besi kaynafi oldufju grialmigtlir. Maksimum ksilitol
veriminin, baslangic D-ksiloz miktarinin 100 g/1lt oldu-
gunda elde edildigi gbridlmustir.

Furlan ve arkadaslar:i (1991), c¢alismalarinda

D~ksilozun, Candida Parapsilosis ile fermentasyonunu su-

rekli kUltur kullanarak gerceklestirmiglerdir. Candida
Parapsilosisin avantaji etanol olusumu olmadan ksilito-
lin elde edilmesidir. 8Bentetik bir ortamda ksilitol Ulre-
timinin biyoklUtlenin blUylUmesi ile dirgkt olarak eslesti-
gini ve Oz "nin etkili oldufunu ortaya koymustur. Kias
degeri kﬁlﬁ&r ortaminda dinamik metotla blclUlmistir. 1ki
surekli klltlurde ayri ayri calisilmig havalandirma ve
karistirma hizlari sabit tutulurken seyrelme hizi defis-—
tirilmis, seyrelme hizi ve karigtirma hizi sabit tutu-
lurken havalandirma hizi defistirilmistir. Sonucta ksi-
litol olugumunun blUylUmeye bafiimli oldugu, Uretim hizinin
seyrelme hizi ile degismedigi gézlenmistir.

Meyrial ve arkadaslari (1991), yaptiklari calismada

Candida Guillermondii ile D-ksilozdan fermentasyonla
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ksilitol Uretimini incelemisglerdir. Calismada kullanilan
mikroorganizmanin glikoz, mannoz, galaktozu, bunlara
karsilik gglen polialkollere dinustlurmedigi, sadece
arabinozu, arabitole +fermente ettigi gbrulmustir.

D-ksilozun Candida Guillermondii ile baglangi¢ derisimi

110 g/1’1i astigi zaman Candida Guillermondii yuksek ve-

rimle ksilitol elde edilmistir. C.Guillermondii D-ksiloz

iceren bir ortama ekildifinde gecikme fazi olmadig: ve
ksilozun tamamen harcandify gbtzlemmistir.
Horitsu ve arkadaslari (1992), yapilan gcalismada

D-ksilozun, Candida Tropicalis ile fermentasyonunda

kiltur gartlarainin ksilitol Uretim hizina etkilerini
arastirmiglardir. Bu amacla, yeast ekstrakt miktara,
keiloz derisimi ve havalanalrma hizi (kca) gibi Ug¢ para-
metre bagimsiz delisken olarak secilmis ve 2% Faktariyei
deneysel tasarim (factorial experimental design) yinte-
miyle optimum lUretim sartlari belirlenmistir. Optimum
kogullardaki, maksimum Uretim hizi 2.67 g/l.h olarak

saptanmightir.



30

4. DENEYSEL CALISMA

Aycicedi tohum kabuklarinin degerlendirildigi bu
caligma iki bélimden o}usmaktadlr. Birinci bélimde aygi-
cegi tohum kabuklar1n1ﬁ asidik hidrolizi ile D-ksiloz
eldesi, kinetik acidan incelenmistir. lkinci bolimde ise

D-ksiloz ve hidrolizattan Candida Tropicalis Kuen 1022

mayasi kullanilarak fermentasyonla ksilitol Uretimi

amaclanmigstir.

4.1 Aycicegi Tohum Kabuklarinin Asidik Hidrolizi

4.1.1 Un tglemler

4.1.1.1 UOglUtme

Aycicegi tohum kabuklari, asidik hidroliz calisma-
sina baslamadan dnce dgutllmistlr. dgltmedeki esas amag
asidin tohum kabuklarindaki polimerik yapiya daha kolay
ulagsmasinil saglamaktair.

Aycicedi tohum kabuklarinin ogutme islemi bir ce-
kicli degirmende yapilmistir. UOglutilen aycicefi tohum
kabuklarinin elek analizi sonucunda, 10-20mesh arasinda
kalan kisim hidroliz deneyleri igin kullanilmistir. Bu
boyut, ortamin akiskanligi godz Ondne alinarak saptanmig-

tir.
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4.,1.1.2 Substratta Nem Tayini

Nem tayini igcin o6gltiulerek hazirlanan aycicegi to-
hum kabuklari 105°C “da ki firinda 4 saat tutulmugtur.
Daha sonra drnekteki nem miktari hesaplanmmistir.

Agirlik kaybi (g)

% Ucucu madde =
drnek agirligi (g)

Sonugcta hazirlanan drnekte 49 nem oldugu hesaplan—

mistir. Calismalar kuru baz temel alinarak yapilmistir.

4.1.1.3 Lignoselilozik Maddaelerda Pentozan Tayini

Bu analiz aycicegi tohum kabugunda bulunan pentozan
miktarini hesaplamak icin yapilmistir. Kullanilan ydnte-
min esasi, biyokltledeki pentozanlarin derisik HCl ile
furfurala dénusturulmesini ve distilat geklinde toplanan
furfuralin kolorimetrik olarak orsinal—-ferrik klorir ile
tayinine dayamnmaktadir. Yapilan deneysel calisma sonu-
cunda aycicedi tohum kabufunda ksilanin %18.92 oraninda
oldugu saptanmistir. Analiz yontemi, Ek~-1"de verilmis—

tir.
4.1.2 Asidik Hidroliz Deneyleri

Bolim 4.1.1.1 "de anlatildigir gibi hazirlanan aygi-
cegi tohum kabuklari ile hidroliz deneylerine baslamadan
dnce kati-sivl orani secilmistir. Bu orani belirlerken
dikkat edilen nokta ortamin akiskanligidir. Bu amacla

aycicedi tohum kabuklarinin asit ile tam olarak i1slandi-

-

<

g1 1/3 kati-sivi oram secilmigtir. Bu orana gidre her
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seferinde 0.5gr kati Uzerine 1.5ml asit eklenerek calis-
malar yapilmistir.

Asidik hidroliz icin %41, %43, %45 (agirlik/hacim)
konsantrasyonundaki H=80a4 kullanilmigtir. 928°C ’daki
hidroliz deneyle; SQ bényosunda, 120°C ve 130°C’daki de-
neyler ise yad banyosunda yapilmistir. lcm capinda, 10cm
boyundaki cam tupler, kesikli reaktor olarak kullanil-
mistir.

Aycicegi tohum kabuklar:i dglutuldikten sonra, belir-
lenen agirlikta tiplere konulmug lUzerine dnceden 1si1ti1l-
mis asit eklenip cam tlplerin agizlari oksijen kaynad:
ile kapatilmistir. Tlpler yag banyosuna konulmadan 6nce,
tdeney sicakligina kadar 1i1sitilmis on i1si1tma yal banyosu-—
na sepetler icinde daldirilarak 25-30 sn tutulmus ve
hemen sabit sicaklifa ayarlanmis diger yag banyosuna
gecirilmistir. Bu islemi yapmaktaki esas amag sabit
sicakliga ayarlanmis yag banyosunun sicakligini dislUrme-—
mektir.

Bu sekilde su veya yag banyosuna yerlestirilen tup-
lerde hidroliz reaksiyonu baslatilmigtir. Farkli zaman-
larda tuplerden biri alinarak soguk su banyosuna atila-
rak hidroliz reaksiyonu durdurulmustur. Yaklasik 120 dk.
6rnek alinmaya devam edilmistir. Urnek igin alinan tlpln
afjz1 kesilmis, saf su ile yikanarak icindeki aycicegi
tohum kabuklari alinmistir. Istenilen oranda seyrelme
yapilarak, mavi bant slUzgec kagidindan slUzUlmUistlir. Daha
sonra alinan drnekteki toplam indirgen seker analizleri

vapilmigtair.
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4,1.3 Analiz Yb&ntemi

4.1.3.1 1indirgen Seker ve Glikoz Tayini

Aycicegi tohum kabuklarinin asidik hidrolizinde
ksilanin D-ksiloza indirgendigi bunun yani sira selllo-
zun da glikoza indirgenmis olabilecegi dustUnulmistir.
tndirgen seker analizi bu iki sekeri toplam olarak
6lcmektedir. Indirgen seker tayini ve kalibrasyon efgrisi
Ek—-2*de verilmektedir (Miller, 1939).

Glikoz tayini enzimatik yonteme dayanmaktadir. Ana-
lizde glikoz enzimi kullanilmaktadir. Yontemin esas:
Ek-3'dedir. Aycicegi tohum kabuklarinin asidik hidroli-
zinden hesaplanan glikoz degerleri Ek—-4’de verilmigstir.
Toplam indirgen gseker deferinden, belirli bir zaman ara-
1181 igin bulunan glikoz miktari c¢ikartilarak ksiloz

kansantrasyonlari bulunmustur. (Ek—-6)
4.1.4 Asit Konsantrasyonlarinin Dlzeltilmesi

Bir cok biyokutle gibi aycic¢cedi tohum kabuklarinin
asitler Uzerinde ndtlrlestirme etkisi olabilecegi dusu-—
niulerek gercek asit konsantrasyonunun bulunmasi igin bir
takim deneyler yapilmigtir.

1.5m]l asit ve 0.3g aycicegi tohum kabugu ile iki
paralel drnek 30 dakika bekletilip, 100ml’ye seyreltil-
migtir. Ayrica sadece 1.5ml asit alinip, yine 100ml’ye
seyreltilmistir. Hazirlanan bu 8rnekler Uzerine fenol-
ftalein eklenip 0.05N NaOH ile titre gdilmistir. Buna

gore diuzeltilmis asit derisimleri %1 HzS0a4 icin %0.9565
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H=804, %43 H=2804 icin %2.8716 H=z80a4, %35 H=S80a4 icin

%4.7938 H=804 olarak saptanmigstir.

4.2 D-Ksilozdan Candida Tropicalis Mayas:i Kullanilarak

Farmaentasyonla Ksilital Uretimi
4.2.1 Mikroorganizma ve Kultir SBartlara

Mikroorganizma olarak Candida Tropicalis Kuen 1022

mayas1l kullanilmistir. Bu maya liyofilize halinde tstan-
bul Universitesi Mikrobiyoloji Bélumb KOltlur Kolleksiyo-
nundan alinmistair.

Yeast, pepton, ksiloz (YPD) efik agar ortamina ekim
vapilmistir. Bu ortam (agirlik/hacim olarak) %2 D-Ksi-
loz, %40.3 polipepton, %0.5 yeast ekstrakt icermektedir.
1IN HC1 ile PH=35 ’e ayarlanmigtir. Hazirlanan ekim ortam:
121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Candidé

Tropicalis hazirlanan ekim ortamina steril sartlarda

ekilmistir (Horitsu, 1992). 25 saat 29°C’de inkibatérde

mikroorganizmalarin Uremesi icin bekletilmistir.

4.2.2 BUyume Ortama

Buylme ortami 3g/1 Bakto-yeast ekstrakt, 3g/1 Bakto
malt ekstrakt, 5 g/l bakto-pepton, 10g/l D-ksiloz icer-
mektedir. Ortamin PH’1 § degerine IN HCl asit ile ayar-
lanip, otoklavda 121°C’de 15dakika sterilize edilmistir.

Su ile sUspansiye edilen Candida Tropicalis mayasi ste-

ril sartlarda bu ortama ekilmistir. 250ml erlene konulan

ve agzi pamukla kapatilan 100ml buyume ortami, 24 saat
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manyetik karistiricida 30°C’da karistirilarak bekletil-
mig, mikroorganizmanin blUylumesi 600nm’ de kontrol edil-

mistir (Chen, 1985).
4.2.3 Farmentasyon Ortam:

50g/1, 70g/1, 100g/1 D-ksiloz icerecek sekilde ha-
zirlanan brneklerin icine 20g/1 derisimini saglayacak
miktarda yeast ekstrakt ilave edilmistir. IN HCl ile
PH=6'ya ayarlanmigstir. Hazirlanan &rnekler 121°C’de
15dakika otoklavda steril adilmigtir. Ornekler Uzerine
20 ml bluylume ortami ilave edilip, toplam bhacim 100ml’ye
tamamlanmistir. 250ml erlenlere konulan tSrneklerin pamuk
tikacla afizlari kapatilip sallamali su banyosunda 140
rpm’ de 30°C’de fermentasyon gerceklestirilmigtir. Belirf
li zaman araliklarinda Srnek alinarak indirgen seker ve
ksilitol analizleri yapilmigtir. Ayrica 600nm absorbans-

lar okunarak biyokutle biylmesi kontrol edilmigtir.

4.3 Aycicedi Tohum Kabuklarinin Hidrolizi 1le Elde

Edilen Hidrolizatin, Candida Tropicélis Mayasi

Kullanilarak Fermentasyonu ile Ksilitol Uretim

SBartlarinin Aragtirilmas:

4.3.1 Hidrolizatin Hazirlanmas:

Aycicegi tohum kabuklari cekicli degirmende 6guUtul-
mig daha sonra elek analizinin 10-20 mesh boyutlarindaki

fraksiyonu ile calisilmistir. Hidrolizat, 1/3 kati/siv:
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oraninda, %45 Hz80a4 (a@irlik/hacim) ile 98°C’de 3 saat
hidroliz sonucunda hazirlanmmistir. Bu kogsullar, kinetik
caligmalarin sonucu gtz &nline alinarak bdzellikle furfu-
ral konsantrasyonunun 1g/1t altinda kalmasini saglayacak
sekilde secilmiséir; Hidrolizat stuzllmis ve PH deferi
6nce Ca(OH)=z ile dnce 10’a kadar artirilmis daha sonra
HMCl1 ile 6’ya duslUrilmustir. PH ayarlamasi yapilirken
olugsan cikelti her seferinde slzge¢ kagidindan siuzllerek
ayrilmistir (Roberto, 1990). Hazirlanan hidrolizatta,

D-ksiloz konsantrasyonu 66.01 g/1 olarak 8lculmustir.
4.3.2 Mikroorganizma ve Kultilr Bartlar:

Hidrolizat su ile yari yariya seyreltilerek YPD
egik agar ortaminin hazirlanmmasinda kullanilmistir. Bu
ortam (afirlik/hacim olarak) %0.5 polipeptan, %0.5 yeas£
ekstrakt icerir. Hazirlanan ekim ortam: 121°C’da 15 da-

kika otoklavda sterilize edilip, Candida Tropicalis

mayas1i hazirlanan ortama steril sartlarda ekilmigtir. 48
saat 29°0C"de inkubatérde mikroorgani;malar1n iremesi
beklenilmistir. Bu ydntemle mikroorganizmanin, hidroli-
zat ortamina uyum saglamasi temin edilmeye calisilmig-

tir (Horitsu, 1992).
4.3.3 Bluylume Ortam:

20ml hidrolizat 1/3 oraninda seyreltilmig, bu or-
tama, 3g/1 Bakto-yeast ekstrakt, 5g/1 bakto-peptan ek-
lenmig ve &60ml bluylUme ortami 250ml’lik erlene konulmus-—
tur. Hazirlanan ortam otoklavda 121°C’de 1Sdakika steri-

lize edilmigstir. Su ile siuspansiye edilen ekim ortamin-
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daki Candida Tropicalis mayasi steril sartlarda blylme

ortamina ekilmistir. 24 saat manyetik karistiricida
30°C*da karistirilarak, mikroorganizmanin blylUmesi
baklanilmiétir. Ortamin absorbansi 600nm’de UV. spektro-
fotometrede okunarak mikroorganizmanin blylumesi kontrol

edilmigtir (Chen, 1985).
4.3.4 Farmentasyon Ortam

PH 6"ya ayarlanan hidrolizatin igine 20g/1 konsan-
trasyonu saglayacak sekilde yeast ekstrakt eklenip,
121°C’de 15dakika steril edilmistir. Ayrica blylume orta-
mindan hacim olarak %20’sini kapsayacak ilave yapildik-
tan sonra 100ml’ye tamamlanan drnek 2950ml’lik erlene
konulup afgzi pamukla kapatilmistir. Aerobik sartlarda,
140rpm 30°C°de sallamal:i su banyosunda fermentasyon
gerceklestirilmistir. Zamana karsi drnakler alinarak
indirgen geker ve ksilitol analizleri yapilmistir. Ayri-
ca mikroorganizma blylumesi 600nm’de UV. spektrofotomet-

rade absorbanslar Glcllerek takip edilmistir.



S. AYCICEB! TOHUM KABUKLARININ ASIDIK HIDROLI1Z: ICIN
KINETIK MODEL

Bu bélum aycicegi tohum kabuklarinin asidik hidro-—
lizi igin geligtirilen kinetik maodeli igcermektedir. Mo-
del ve model kapsamindaki parametreler tanimlandiktan

sonra, parametrelerin elde edilmesinde kullanilan ybntem

aciklanmigtir.
5.1 Kinetik Model

Literatlrde hemiselliloz hidrolizi ile ilgili gelis-—
tirilen bir cok kinetik model bulunmaktadir. Hidroliz
reaksiyonu oldukca karmasiktir ve hemisellloz yapis:
bitkiden bitkiye defjismektedir. Literatiirde, dedisik
lignoselilozik maddeler icin dnerilen kinetik modellerin
bir cogunda hemiseliilozun iki fraksiyonu oldugu kabul
edilmistir. Kolay hidrolizlenen fraksiyon (Hw) ve zor
hidrolizlenen fraksiyon (H.). Nikitin (1260) hemisellilo-
zun yapisindaki bu heterojenlige ilk dikkat ceken aras-
tirmacidir. Daha sonra bir cok arastirmaci, bir cok lig-
noselllozik madde icin bu fraksiyonlarin hemiseliiloz
icindeki yUzdesini saptamistir (Veeraraghavan ve arka-
daglari, (1982); Molaney ve arkadaslari, (1985); Kim ve
Lee, (1987)). Aycicegi tohum kabuklar:i ile ilgili bu tir
bir bilgiye literatirde rastlanmamistir. Ksilan, daha
dnce de belirtildigi gibi hemiselidlozun esasini olustu-
rur. Bu nedenle bu caligsmadaki, kinetik model, hemisellu-

lozdaki ksilan temel alinarak olusturulmustur. Buna gidre



aycicegi tohum kabuklarinin, asidik hidroliz reaksiyonu-

nun asagidaki modele gdre ifade edilebilecegi bnerilmis-—

tiv.
Hie. ki ko
T X —— F + diger a ]
yrisma Urunleri (5.1
Burada Hus hemiselllozun kolay hidrolizlenebilen

fraksiyonu

Hx3 hemiselllozun zor hidrolizlenebilen
fraksiyonu

X; ksiloaoz
F; furfural ’1 gistermektedir.
Bu modelde her bir basamagin birinci derece oldufu

varsayimina gbre hiz ifadeleri yazilirsajs

dH b

= —kiy Hu (5.2)
dt ‘
dH =

= —ka Hx (5.3)
dt
dXx

= ki Hwe + ko He — km X (5.4)
dt

Ksiloz igin diferansiyel denklem cdzildiglinde, ksi-
lozu zamana gBre veren ifade elde edilir.
kg Hy ky H, ky Hy ka Hy

ekt 4 ek2t . ek3t _
ks - ky ky - Ky k3 - kq ky -k

X =

elat (5.5)

Hie ve H. baslangictaki ksilan icindeki kesirleri

cinsinden ve zamana bagl: olarak, asagidaki gibi ifade

edilebilirler.
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He=Fy H, et (5.6)

H,=(1-F)H, ekt (5.7)

Burada He; baslangictaki ksilan miktara
Fu.; kolay hidrolizlenen hemiselilozun fraksiyo-
nunun kesrini gdsterir.
(5.6) ve (3.7), denklem (5.3)°de yerine konuldugunda
ksilozu zamana bafllayan ifade asafidaki sekle dinlsur.
k1 FkHo (1'Fk)k2Ho

X2 ———— (eKlt.gk3t)s (ek2t. i3t (5.8)
l ks - Ky K - k;

Yukaridaki ifadedeki hiz sabitleri sicakligin ve

asit derisiminin bir fonksiyonudur.

k = ko; (Ac)Ni exp( - Ea, /R T) (5.9)
kos: 3 frekans faktdri
Ac ; asit derisimi (normalite)

Ni 5 asit derisimine gire mertebe
Eai ; aktivasyon enerjisi (kal/mol)

Nonlineer regrasyon yontemiyle belirlenmesi gereken
parametreler arasindaki bagimlilig:i kirmak icin T sicak-
liklari bir merkezi To sicakligina gore ortalanmistir
(Himmelblau, 1970). Bu yénteme yeniden parametre tanim-

lama denmektedir.

k; = ko; (Ac)Ni gEai /R To gFai /R To g-Eai/RT (5.10)

k = ko, e'Eal/RTo (Ac)NI @-Eal /R (1T - 1To) (5.11)

Ki = koi‘ (Ac)Ni e-Eal IR (T -1T0) (5.12)
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Burada To sicaklig:i galigsma sicakliklarinin ortala-
masi1 olarak alinmistir.

Bu modele gbre her hiz sabiti icin Uc parametrenin
(kos, Ni, Eai) ;e Fu’nin saptanmas: gerekir. Nonlineer
regrasyonla bulunacak parametre degerlerinin, gluvenirli-

gini artirabilmek icin ayrisma reaksiyonunun

k=
X ———y F (5.13)

bagimsiz olarak incelenmesine karar verilmistir.

Bu amacla saf ksilozun (X.=50g/1), %5, %43, %42, %1
H=z80s ile ayrisma reaksiyonu 98°*C, 120°C, 130°C’de Bdlum
4’ de anlatilan deneysel sistemde gerceklestirilmistir.
Farkl: zamanlarda alinan 6rneklerdeki furfural konsan-—
trasyonlari UV. spektrofotometrede 276nm’ de okunan ab-
sorbans 6lcumlerinin saf furfuralin absorbans degeri ile
karsilastirilmasiyla bulunmustur.

Furfurala ait hiz esitligis;
—— = ke X (5.14)

seklinde ifade edilip, diferansiyel denklem dizenlendi-

ginde, furfuralin konsantrasyonunun zamanla defigimi,

F=X, (1-e%3t) (5.15)

seklinde elde edilivr. Burada X, baslangi¢ ksiloz kon-
santrasyonunu gdstermektedir. Bu ifadedeki k=, esitlik
(3.12) seklinde yazilarak Uc¢ ayri asit konsantrasyonunda
ve U¢ ayrl sicakliktaki elde edilen deneysel varilerin
tumld bir nonlineer regrasyon paket program: Plot-50

kullanilarak egsitlik (5.15)’e uyarlanmistir. Tum verile-
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rin bu ayni anda uyarlanmasindan ko=, Nz ve Eax elde
edilmistir.

Her derigim ve sicaklik icin kx’ler yukaridaki mo-
delden hesaplanmistir. He. degeri baslangic ksilan dege-
rinden bulunmustﬁr.'Hidroliz reaksiyonu slresince Fe'nin
sabit oldugu varsayimi yapilarak, lc asit derisimi ve lc¢
si1caklik icin elde edilen hidroliz reaksiyon verisi, ba-
gimsi1z olarak esitlik (5.8)°’e uyarlanip, her densy icin
bir Fw. degeri bulunup, bunlarin ortalamas: daha sonraki
analiz icin kullanilmigtir.

Bidylece son asamada, daha 6nce bulunan parametrele-
rin kullanilmasiyla geri kalan parametreler, aycicegi
tohum kabuklarinin asidik hidrolizi ile ilgili dokuz ay-—
r1 deneyde elde edilen, ksiloz konsantrasyonu verisinin
esitlik (5.8B)’e nonlineer regrasyon ydntemiyle uyarlan;
masindan elde edilmistir. Bu islem sirasinda ki ve k=
esitlik (5.12) geklinde yazilmis, bu sekilde koi, Ni,

Eai, ko=, Nz ve Eax elde edilmistir.
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6. DENEYSEL BONUCLAR
6.1 Aycicedi Tohum Kabuklari Asidik Hidrolizi

Aycicedi tohum kabuklari bazi on igslemlere tabii
tutulduktan sonra hidroliz deneyleri gerceklestirilmisg—
tir. Hidroliz deneyleri 98°C, 120°C ve 130°C olmak UGzere
Ugc ayri sicaklik ve %iI (0.96), %43 (2.87), 45 (4.7%9)
H=804 ¢ ayri asit derisiminde yapilmistir. Dabha sonra
D-ksilozun furfurala ayrigmasi 98°C, 120°C, 130°C ve %1,
%2, %43, 45 H=504 ile gercgeklestirilmistir. Bu deneyde
baslangi¢c D-ksiloz konsantrasyonu 50g/l1l olarak alinmis-
tir.

Elde edilen deney sonuclari Bdlum 5 de anlatildig:
gibi dnerilen kinetik modele uyarlanmistir. Oncelikle
modeldeki ko=, Nz, Eaz degerleri bulunmustur. Baslangic
ksilan degeri, aycice8ii tohum kabuklarinda yapilan pen-
tozan tayininden 70.4g/1 olarak hesaplanmigtir. Kolay
hidrolizlenen hemiselulozun fraksiyonunun kesri Fk, her
asit derigsimi ve her sicaklik icin ayri ayri elde edil-
mis, ortalamalari oclan 0.8B6 deferi daha sonraki analiz-
ler icin kullanilmistir. Tablo 6.1’de her asit derisimi

ve sicaklik icin bulunan F. degerleri gdrlilmektedir.
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Tablo 6.1 Degigsik sicaklik ve asit konsantrasyonlarin-

daki Fu
F - F Fe
%S H=804 %3 H=80a %A1 H=50a4
F8°C 0.79 . ' 0.69 0.94
120°C 0.93 - -
130°C 0.92 0.90 0.88

Bu degerler bulunduktan sonra koi, Eai, Ni, kom,
Ea=z, Nz degerleri bulunmustur. Sonucta dnerilen model
ile ilgili elde edilen kinetik parametreler Tablo 6.2’'de

gosterilmektedir.

Tablo 6.2 Model parametreleri

ki “ONi Eai (kal/mol) kos
dak™* (normalite) ™1
1 1.5509 22062 4.1606 x1024
2 1.3866 18726 1.4379 x10=°
3 0.777 31950 5.6907 x10%=

?28°C, 120°C ve 130°C’de saf D-ksilozun furfurala
ayrigmasi sirasindaki modelden bulunan Furfural deri-
simleri ile deneysel furfural konséntrasyonlarlnln
kargsilastirilmas: sekil 6.1, 6.2, 6.3’de gHsterilmigtir.
Ayrica bulunan kinetik parametrelerin kullanilmasiyla
hesaplanan hidroliz reaksiyonunun ilerleyigsi ve deneysel
ksiloz konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi Sekil 6.4,
4.3, b6.6da verilmektedir. Gérilulecegi gibi deneysel so-
nuclar noktalar halinde, model sonuclar: ise kesiksiz
cizgiler "halindedir. Bltin bu karsilastirmalar ayrica,

tablolar halinde Ek~5 ve Ek—-6 *da sunulmustur.
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6.2 Baf D-ksilozdan Fermentasyon Y&ntemi ile Ksilitol

Oretimi

Bdluim 4’de anlatildif: gibi mikroorganizma &nce YPD
egfik agar ortamina ekilmis, sonra buylUume ortamina sis-—
pansiye edilerek, ?. saatte fermentasyon ortamina gecgil-
mistir. BuylUume, 600nm’deki absorbanslar dlcllsrek takip
edilmistir. Ek-7’de biyokiitlenin zamanla degisimi
gbrilebilir.

Bluylme ortamindan asilama yapilarak baslatilan fer-
mentasyon sirasinda S50g/l, 70g/1l, 100g/l baslangicg
D-ksiloz konsantrasyonunu iceren fermentasyon
ortamlarindan é.saat, 24.saat, 48.saat, 72.saat ve 96.
saat sonunda drnekler alinarak indirgen seker ve ksili-
tol analizleri yapilmistir. Ayni zamanda biyokiitle
buyumesi yine 600nm”de absorbans olcumiyle kontrol
edilmistir. Sekil 6.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9 sira
ile 50g/1, 70g/1 ve 100g/l icin ksiloz, ksilitol ve bi-
yoklUtlenin fermentasyon suresince zamanla defisimini
gistermektedir. Ek-8’de sonuglar tablolar halinde sunul-
mustur. Fermentasyon kinetigi ile ilgili bazi parametre-—
ler ise Tablo 6.3°de verilmistir.

?6 saat sonunda ortamda hala her Ug baslangic kon-
santrasyonu icin harcanmamis D-ksiloz kaldig:i gorllmis-—

dir. Elde edilen maksimum ksilitol miktar:i 4.72g/1°dir.
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6.3 Hidrolizat Kullanilarak Ksilitoel Uretim Sartlarinin

tncelenmesi

Bélim 4°de anlatildig: gibi hidrolizat hazirlanmis-—
tir. Hazirlanan hidrolizat ile yine YPD e@ik agar, buyl—
me ve fermentasyon ortamlari hazirlanmistir. Blylume
ortamindan 10. saatte fermentasyon ortamina ekim yapil-
mistir. 96 saat boyunca belirli zaman araliklarinda
alinan drneklerde ksilitol ve seker analizleri yapilmis-
tir. Bu slUre zarftinda ksiloz konsantrasyonunun
66.01g/1’den 10.41g/1’ye kadar dustugl, buna karsilik
ksilitolin en cok 4.717g/1’ye ulastig: gérilmiustir.
Sekil 6.10, ksiloz, ksilitol ve biyokiUtlenin zamanla
degisimini gtstermektedir. Ek-9’da sonuglar tablo
halinde sunulmustur. Ek—-10’da hidrolizat ile hazirlanan

buytime ortaminin Candida Tropicalis igin blyume egrisi

verilmistir. Yine, hidrolizatin, fermentasyonu ile
ksilitol lUretimine ait bazi kinetik parametreler Tablo

6.3”de goisterilmektedir.
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Sekil &.10 Hidrolizat ile hazirlanan fermentasyon

ortamina ait deney sonuglar:
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7. TARTISMA VE SONUC
7.1 Aycicegi Tohum Kabuklarinin Hidrolizi

Aycicedi tobhum kabuklarinin asidik hidrolizi ile
ilgili bu calismada gelistirilen model, blUylk dlcglde de-
neysel veriyi iyi bir gekilde tahmin etmektedir. Model
ile deneysel verinin uyumunu gtstermek icin Sekil 7.1,
7.2 vea 7.3 ’de gtrsel test grafikleri cizilmistir. Her
ic grafikte de giriulecegi gibi, deneysel ve model sonuc-
lari1 arasindaki fark, bir kac istisna disinda, genelde
denay ve model sonuclari arasindaki fark 10 mertebesi
icinde kalmaktadir. 98°C daki deneysel ve model sonucla-
ri1 diger iki sicakliktaki verilerden daha iyi uyum icin-
dedir. 120°C ve 130°C daki denevlerde ise, dlislk asit
konsantrasyonunda (%1 H=z804) kinetik modelin, ksiloz
konsantrasyonunu, daha derisik asitlere gére daha iyi
tahmin ettigi sdylenebilir. Yiksek sicaklik ve konsantre
asitlerde gbzlenen farklili@in, bir cok nedeni olabilir.
Bu gsartlar altinda yapilan deneysel ve analiz hatalari-
nin daha blUyuk oldugu duisUniilebilir. Ayrica biyokidtlenin
vyine ayni kosullardaki, notirlestirme kapasitesinin tah-
minindeki yanilmalar da,bu sonucu dofuran etkenlerden
olabilir.

Blitln bunlara ilave olarak, bilgisayarda cdzim ya-
pilirken, ayni anda U¢ ayri sicaklik ve Ug ayri asit
konsantrasyonuna ait tlm veriyi bir kerede 6nerilen non-

lineer kinetik modeli uyarlamaktan kaynaklanan guclik-
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Sekil 7.1

98°C da D—-Ksiloz’a ait deney
ve model sonuglarinin girsel
olarak karsilastirilmas:
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' Sekil 7.2 120°C da D-Ksiloz’a ait deney
ve model sonuglarinin girsel
olarak karsilastirilmas:
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Sekil 7.3 130°C da D-Ksiloz’a ait deney
ve model sonuclarinin gorsel
olarak karsilastirilmasa



ler de géz 6nlne alinmalidir.

hesaplanan hiz sabiti de@erleri verilmistir.

Tablo 7.1’de elde edilen model sonuclarina gére

Goruldugu

gibi degisik kdsullarda ki’in degeri her zaman igin

k=’'den daha buylUktlr.
lizlenen kesrine ait hidroliz basamaginin,
olan ikincisine nazaran,

sahip oldufgu sonucunu dogurmaktadir.

Bu da,

hemiselilozun kolay hidro-

ona paralel

daha yilksek reaksiyon hizina

Bu durum da,

daha

yuksek hizla harcanan hemiseliiloz kesri tikendiginde,

biyokiitledeki ksilanin taoplam harcanma hizinda yavaslama

olacag: sonucunu disindirmektedir.

Tablo 7.1 Kinetik model sonugclarina gbre hesaplanan
hiz sabitleri
g8°C
%41 H=804 %3 H=80a %5 H=B80a
ka (dk™*){ 3.3215x10*® 1.8273x10** 4.0453x101'JL
ka (dk™*) ] 1.3862x10% 6.3657x10° 1.2954%x10%
k=x (dk™*)] 2.4049x10*™ 3.6504%x10%+F B8.4139x10*=
120°C
%1 H=80a4 %3 H=804 %3 Hz80a
ks (dk™*}} 1.7738x10** ?.75%x1¢0** 2.1604x10%=
ka (dk™*)] S5.7463x10% 2.63B9x107 5.3803x10"%
k= (dk™*)| 2.7214x10** 6.3740x10*4 ?.52116x10*4
130°C
%1 H=80a %3 Hz=80a4 %3 H=280a
ka (dk™*)] 3.37x10** 1.9672x10*= 4,335x10*#
kaz (dk™*)| 1.0418x10% 4.7845x10"% ?.7369%x10%
ks (dk™*)| 7.35113x102*4 1.7647x10*% 2.6279x10*F
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Ama elimizde, hidroliz sirasinda biyokltlede kalan
keilan veya cézeltide bulunan furfural verisi olmadigin-
dan bunu deneysel sonuclarla karsilastirma imkani yok-
tur.

Bir dnceki Sﬁldmde} Tablo 6.2’de verilen kinetik
modele ait parametreler incelendiginde, hemisellilozun
hidrolizine ait paralel basamaklardan, birinci basama@in
hem sicakliga, hem de asit derisimine digerinden daha
hassas oldugu girllmektedir. Literatlrdeki bazi calis-
malarin sonuclari da bu yéndedir (Tablo 7.1). Kinetik
model icindeki, U¢ reaksiyon basamagil icinde ksilozun
ayrisma basamagi, sicaklik etkilerine en duyarli ama
asit konsantrasyonuna digerlerinden daha az duyarl:
basamak olarak gozikmektedir.

Bu calismada gelistirilen kinetik model, literatUr;
de bulunan baska lignoselilozik maddelerle ilgili kine-
tik modellerle Tablo 7.2’de karsilastirilmistir. Model-
lerin ve biyokutlenin cinsinin farkli olmasi parametre-
lerin direk karsilagtirilmasina imkan vermemektedir.
Ornefjin, stz konusu modellerin bazilarinda reaksiyon
kinetigi birinci derece seri reaksiyon ﬁodeliyle acik-
lanmaya calisilmigtir (Cahela ve arkadaslari, 1983;
Bhandari ve arkadaslari, 17984).

Literatirde aycicegdi tohum kabuklari ile yapilan
bir galismaya rastlanmamigtir. Bu calismanin sonuglarini
belki hemisellilozun iki farkli reaksiyonunu g8z 6nlne
alan model sonuclariyla karsilastirmak daha anlamli ola-
caktir (Beck ve Wong, 1982; Mehlberg ve Tsao, 1979%;

Maloney, Chapman ve Baker, 1985; Kim ve Lee, 1287).
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Tablo 7.2 Lignoseliilozik maddelerin asidik hidrolizi ile ilgili
kinetik galismalar

Materyal

Sicaklik” Frekans Aktivasyon

H2804 faktdri anerjisi
Kaynak (% veya M )} Kinetik Model |[(dak)™* (asit (kal/ mol)

konsantrasyonu) —™N*]

Kobayashi buna. {(pentozan), 2.36 x 10*®C*- 2=
ve 74-147°C L 3.09 'x 10%
Sakai, 1-16% (pem:oz.-:u'l)‘’/wz S.73 x 1Q0*«(C3-1w
(1954)
Beck pamuk (pentozan), 3.95 « 10*epr.=e 1.833x10°
ve cekirdegi N
Wang, 125-165°C | (pentazan),~ 1 10.85C°- Se 0.562x104
(1982) 0.5~ 2%
Cahela
lLee ve kizi1l mese A , 4,0 x 10 (Ce-® 1.562x10%
Chambers, 140-1460°C ksilan— ksiloz—»
(1983) 0.1~-0.2% 7.3 x 10reCo-aw 2,533x10%
Mehlberg [misir kacani|(ksiland,—__ 1.72 x 10== 4.2 x 10+
ve Tsao {(ksilan), —*2 7.86 x 10*7 3.4 x 10°
(1979) 50-20°C 4,31 x '10*7 3.1 x 10¢

0.2~3.2 M 5 1.36 x 10*= 2.8 x 109

oligomer~- ksiloz :

Bhandari |misir sapi 4 . [7.64~3.68/C1x10%=° 4.1 x 10%
MacDonald| izotermal ksilan—ksiloz->
& Bakhshilolmayan
(1984) 0.49~1.47% [4.6-1.95/C1x10*% 3.2 x 10
Maloney
Chapman &| hug agac: (ksilanh\\ﬁq 2.267 x 10*“Ch 3.026x10%
Baker, 100-170°C
(1983) 0.04~-0.18mol (ksilanh/’”z 1.163 x 10*7Ch 3.74 x 10%
Kim kizil mese ksilanJ 3 1.04 x10*4Ch?*-*« 2.87 x 10*
ve 120-140°C ksiloz— 6.0 x 10*=Ch*-3% 2.82 x 10
lLeea 1.0-5.0% ksilan, 2 1.77 x 10**0Ch*= 2.69 x 10%
(1987)
Dunlop ve| saf ksiloz | ksiloz ——> 2.96 Cu+ x 10*® 3.20 x 10*
Peters
Bu aygicegi ksilan. ¢ 5 4.1606x10%4Ac* =% 2.206x 10*
calisma tohum ksiloz

kabugu ksilan 'z 1.4378x1029Act-=% | 18726x 104

98-120-130°C
%1-3-5 3.6907%x105=Qce-¥7 I1930x 10+
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Bu calismada, iki paralel hidroliz basama@ina ait akti-
vasyon enerjisi degerleri, Beck ve Wang (1982) disinda
yukarida sayilan arastirmacilarin bulduklari aktivasyon
ener jilerinden daha kUciktur. Buna karsilik ksilozun
ayrisma basamag1-icin elde edilen aktivasyaon enerjisi
degeri Dunlop ve Peters (1953%), Bhandari ve arkadaslara
(1984) ile oldukca uyumludur. Yine yukarida deginilen
calismalarda, hiz sabitlerinin asit konsantrasyonuna
bagimlili1d:i c¢ok farkl: sekillerde ifade edildiginden,
bu konuda bir karsilastirma yapmak anlamli de@ildir.

Bsllum &’da verilen sekil 6.4, 6.5, 6.6 incelendi-
ginde, 130°C’da ve %3 H=z=S50a ile yapilan hidroliz dene-
yinde, maksimum teorik ksiloz verimine (70.4 g/1lt) buyuk
dlclde yaklasildigi ama diger kosullarda verimin daha
disik kaldigi goriulecektir.

Bunun yaninda, hidroliz reaksiyonu sirasinda maksi-
mum D-ksiloz konsantrasyohuna erisme slUresi sicakligain
ve asit konsantrasyonunun artis:i ile kisalirken, yine
ayni kosullarda, bu noktadan sonra furfurala ayrisma cok
daha hizla gerceklesmekte ve ksiloz konsantrasyonu blytk
hizla azalmaktadir. Sekil 6.4, 6.5, b.6.

Hidrolizat ile yapilacak fermentasyon calismasina
baslamadan 6nce hidrolizatin hazirlanmasinin cok dnemli
oldugu ortaya cikmistir. Kinetik modele gdre hesaplanan
Ffurfural konsantrasyonlari Ek 13’de sunulmustur. Bu so-
nuclardan yararlanilarak, D-ksiloz derisiminin mumkin
oldugunca ylksek, diger yandan furfural derisiminin
1g/lt’den distk oldugu sartlar tespit edilmistir. Furfu-

ralin 1lg/lt’ye kadar zehirleyici etkisinin olmadig:
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literatirde verilmistir (Roberto ve arkadaslari, 1990).
7.2 D-ksiloz ve Hidrolizattan Ksilitol Eldesi

Literatdrdé, fermentasyon sirasinda hidrolizat i-
cinde bulunabilecek, furfural, asetat ve ligninden kay-
naklanman fenolik bilesiklerin mikroorganizmalar icin ze-—
hirli olabilecegi belirtilmistir. Bu zehirleri, mimkin
oldugunca ortamdan uzaklastirabilmek icin baz:i dnlemle-
rin alinmasi gereklidir (Lee ve McCaskey, 1983 ; Frazer
ve McCaskey, 1989).

Hidrolizat, yukaridaki bélumde anlatildig: sekilde
model sonucglarina gére furfural konsantrasyonunun 1g/1t’
den az olmasi beklenen, 98°C’de, %5 H=80. ile 3 saatlik
hidroliz sonucunda elde edilmistir.

Buna ilave olarak hidrolizatin noturlesmesi igin
literatirde tavsiye edilen ydéntem uygulanmigstir. Bu
amacla PH dnce Ca(OH)z ile 10’a kadar artirilmis sonra
asitle 6’ya dusUrGlmustir. Bu iglem sirasinda hidrolizat
igcindeki, fenolik bilésiklerin ve asetatin coktirme
yoluyla uzaklastirilmasi mumkin oldufunca saglanmistir.

Gerek saf D-ksiloz, gerek hidrolizatla yapilan ca-
ligma sonucunda baslangic D-ksiloz konsantrasyonunun,
elde edilen maksimum ksilitol miktarin: pek etkilemedigi
gizlenmistir.

Ayrica, bu durum Candida Tropicalis Kuen 1022 mik-—
roorganizmasinin D~ksilozun ksilitol Uretiminde, yeter-
siz kaldi@1 sonucunu da dislndlirmektedir. Ankara Univer-—
sitesi mikrobiyoloji kiultir koleksiyonundan temin edilen

Candida Guillermondii’de yine ksilitol Gretiminde etkili
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olmadigl gorilmistir.

Kgilitol Uretiminin dislk olmasinin bir bagka nede-
ni de, baslangictaki biyokutle miktarinin az olmasindan
kaynaklanabilir. Bu baslangic degerinin saptanmasinda ,
literaturdeki callshalar gbz Onlne alinmigs aolmasina
ragmen kullandigimiz mikroorganizmanin, D-ksilozu fer-
mente etme yeteneginin kisitli: olmas: nedeniyle, bu

baslangi¢ deferi, yetersiz kalmis olabilir.
7.3 Bonug

Bu calismada aycicegi tohum kabuklarinin asidik
hidroliz icin, biyoklUtledeki iki ksilan frasiyonunun
birinci derece iki paralel reaksiyonla ksiloza hidroli-
zini, bunu takiben ksilozun furfural ve diger ayrisma
Uriinlerine ddnlsUiminl iceren bir kinetik model geligti-—
rilmistir. Kinetik modelde yer alan hiz parametreleri,
sicaklik ve asit konsantrasyonu cinsinden ifade edilmisg-—
lerdir. Model, calisilan asit ve sicaklik kosullarinda,
deney sonuclari ile tatmin edici bir uyum icindedir.

Calismanin ikinci kisminda Candida Tropicalis Kuen

1022 mayasinin saf D-ksiloz ve hidrolizattan fermentas-
yonla ksilitol elde edilmesindeki kullanilabilirligi
arastirilmistir. DUslk ksilitol verimini artirmak icgin

bu konuda daha cok arastirma yapilmasi gerekmektedir.
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8. ONERILER

—_— Hidroliz deneyleri dolgulu kolon seklinde bir dluze-
nekte gerceklestirilebilir. Bu sekilde, olusan D-ksiloz’
un furfurala dbnlsmeden reaktdrlid terk etmesi saglanabi4
lir.

—_ Ksilitol Uretimi icin fermentasyon ortamina ilave
edilen baslangic biyokitle miktari daha yilksek alinabi-
lir.

— Ksilitol lUretim verimini artirmak icin, C.T. Kuen
1022 mayasi UV. 1sinina tutularak mutasyona ugratilip,
genetik yapisi defistirilerek fermentasyon icin daha uy-
gun hale getirilebilir ya da tumilyle yeni tiur bir mikro-—
organizma ile calisma yapilabilir.

—_— Calisma bir fermentdr sisteminde gerceklestirilerek
havalandirma hizi kontrol edilebilir. Biovylece havalan-
dirma hizinin ksilitol verimine etkisi arastirilabilir.
—_— Bu calismada ksilitol analizi igin, cok pahali olan
enzimatik yéntem kullanilmistir. Bu durum, calismanin
maliyetini blUylk Olglude artirdigindan, vyapilan deney sa-
yisina biliylk dlclde sinirlama getirmektedir. Bunun yeri-
ne, seker analizleri ve ksilitol analizi, literatlrde de
daha yaygin sekilde kullanildig: gibi HPLC sivi kromo-
tografisi cihazinda, daha ekonomik bir sekilde gercek-

lestirilebilir.
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Lignoseliilozik Maddelerde Pentozan Tayini

Analiz Yontemi
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Pentozan Tayini
Belirtec ve Maddeler

Hidrokloriﬁ asit, 3.85+0.058N (%413.5) 315ml derisik
HC1 (sp. gr. 1.18-1.19) damitik su ile 1000ml’ye
tamamlanir.

Orsinal belirteci, O0.4g orsinal CHCzH. (OH)= ve 0.0g
FeCls . 6H=0, 1IN HC1l ¢dziulir. (?1.5ml derisik HC1
1000ml’ye seyreltilir)

Sodyum klorir, NaCl kristalleri

Etanol %95 CxzH=0H aldehitsiz. Etanol metanolle
denature edilmis olmalidir.

Ksiloz CsHi00s sat.

Kirilmis buz.

Or nek

O.1lmg duyarlilikta tartilir. 0.1-0.3g arasinda 6rnek

tartilir.

PDeneyin Yapilis:

Ornek kaynama balonuna konulur ve Uzerine 20g NaCl,
100ml 3.85N HC1l ve birkac kaynama tasi eklenir. Ba-
lon damitma duzenegine baglanir ve asit sevivyesi
isaretlenir. Ayirma hunisine 250ml 3.85N HCl ekle-—
nir.

Dakikada 2.3ml distilat clacak sekilde 1s1 uygula-
nir. Distilat buz banyosuna batirilmig 250ml’1lik

balon jojeye toplanir.
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Damitma sirasinda kaynama balonundaki 100ml seviye-
si korunur, bu nedenle damla damla asit eklenir.
Damitma 20+5dk’da 225+10ml distilat toplanacak se-
kilde dev;; eder.

Distilatin sicaklig: 20°C’ye getirilir. 3.83N HC1
ile 250ml’ye tamamlanir. Sml distilat S0Oml’lik ba-
lon jojeye aktarilir. 235m]l orsinal belirteci ekle-~
nir, karistirilir, su banyosunda 60+35dk 25+1°C’de
bekletilir.

60dk sonunda SOml cizgisine kadar etanol eklenir,

karistirilir ve su banyosunda &0+3dk bekletilir ve

630nm’ de absorbansi 6lcillr (Tappi, 1978).

Bilinen derisimdeki ksiloz ¢tzeltisi (10-100mg ara-

ile yukaridaki deney tekrar edilerek absorbtivite

degeri bulunur. Referans olarak 5 ml 3.85N HCl cizelti-

sine de ayni islemler uygulanir (Tappi, 1978).
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DNS Yéntemiyle Indirgen Seker Analizi
ve

Kalibrasyon Egfrisi
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DNS Yéntemi tle Indirgen Seker Tayini

%1 3.9-dinitrosalisilik asit, %0.2 fenol, %0.035
sodyum sulfit, iZO Rochelle tuzu icgerecek sekilde tarti-
lan yukaridaki maddeler %1 NaOH cbzeltisinde g¢ézuldiler.
Hazirlanan bu cizeltiye DNS belirteci adi verilmigtir.
DNS8 belirteci igerdigi suUlfitin atmosferik oksijen tara-
findan oksitlenmesi ile bozunur. Tekrar sulfit eklemek
gerekir. Bunu engellemek icin, DNS belirteci slUlfitsiz
hazirlanip, kullanilacafr zaman, gereken 6lcUde sulfit
eklenir.

2mg’ dan fazla indirgen seker icermeyen iml’lik coé-
zelti 20ml’lik test tipune aktarilarak, uUzerine 3ml DNS
belirteci eklenir. Kaynayan su banyosunda 3dk tutulan
tlip lUzerine 10ml distile su eklenir. Absorbanlar 550nm”
de cift 1s1n yollu gorunur bilge spektrofotometrede 61-
cUlmugtiur. Standart olarak ksiloz kullanilmistir(Miller,

1959). Kalibrasyon egrisi Sekil Ek—-2.1’de verilmistir.
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Glikoz Tayini Analiz Ydntemi
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Glikoz Tayini

Hidroliz sirasinda drneklerden 0.5ml alinir.
Ornekler Uzerine 3ml glikoz enzimi ilave edilir. Glikoz
enzimi Sigma’nin glikoz tayini setinden hazirlanmistir.
Glikoz enzimi, enzim solUsyonu ve renk belirteg¢ soliusyo-
nunun karisimindan elde edilmistir. Bu elde edilen enzim
2-8°C’da 1 ay 6zelligini kaybetmeden durabilmektedir.
Enzim solusyonu sette bulunan bir kapsulin distile su
ile cozulmesiyle hazirlanmistir. Uzerine 1.6ml renk be-
lirtec solusyonu ilave edilmistir., UOrnekler lUzerine
glikoz enzimi ilave edildikten sonra karigtirilip,
38°C’ye ayarlammis inkiibatére konulur. Yarim saat sonra
inkUbatdrden cikarilan drnekler 30dk icinde UV—-spektro-
fotometrede 450nm’ de kore karsi okuma yapilir. Blikoz
miktar: asagidaki ifade ile hesaplanir.

Atest X seyrelme
Glikoz (mg/dl) = ® 100

Astandart x 20




98°C,

120°C,

130°C

EK-4

igin

Glikoz Analiz Sonuclar:
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Tablo Ek—-4.1 9B°C asidik hidrolizde glikoz de@erleri

%1 H=80a 43 H=80a4 %3 H=z80a4
t (dk) Glikoz (g/1) Glikoz (g/l) Glikoz (g/1)
&0 0.3598%9 0.1799 0.3141
120 0.134241 0.514 0.745
180 0.33400 0.6426 0.745

Tablo Ek-4.2

120°C asidik hidrolizde glikoz degerleri

%1 H=804 %3 H=280a %5 H=80a
t (dk) Glikoz (g/1) Glikoz (g/1) Glikoz (g/1}
60 0.7969 0.9511 1.31
120 0.7712 0.8B2262 2.236
180 0.3856 0.874 2.776

Tablo Ek-4.3

130°C asidik hidrolizde glikoz degerleri

%1 Hz=S04 %3 Hz=80a %S Hz=80a
t (dk) Glikoz (g/l) Glikoz (g/1) Glikoz (g/1)
60 1.3367 1.619 3.41902
120 0.7712 2.1835 4.8329
180 1.02827 4.2416 14.524




28°C,

120°C,
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EK-S

130°C igin Furfurala Ait Model ve Deney

Sonuclari:



Tablo Ek-5.1

sonuclar:

98°C igcin furfural model ve deney

85

MODEL DENEY MODEL DENEY
F (mol/1)|F (mol/1)|F (mol/1)}F (mol/1l)
t (dak.) %1 %1 %2 n2
B 50‘" 0.00026 0.00007 6.00045 0.00032
60 0.00052 0.00035 0.00089 0.00083
Q0 0.00078 0.00050 0.00134 0.00118
120 0.00105 0.00077 0.00179 0.00182
MODEL DENEY MODEL DENEY
F (mol/1)|F (mol/1)|F (mol/1)}F (mol/1l)
t (dak.) %3 %3 %S %3
30 0.00061 0.00068 0.00095 0.00128
60 0.00123 0.00163 0.00191 0.00278
70 0.0018B4 0.00236 0.0028B6 0.00435
120h 0.00245 0.00291 0.00380 0.0053%




Tablo Ek-5.2 120°C icin furfural model ve deney

sonuclar:
MODEL DENEY MODEL DENEY
F (mol/1)|F (mol/1)|F (mol/1)}{F (mol/l)
t (dak.) %1 %1 %2 %2
30 0.00295 0.00182 0.0048B7 0.0064
60 0.00587 0.00473 0.009&6 0.0121
70 0.00877 0.00616 0.01438 00,0167
120 0.01904 0.0238
MODEL DENEY
F (mol/1)|F (mol/l)
t (dak.) %35 %nS
30 0.01064 0.01354
60 0.02095 0.03156
Q0 0.03090 0.04296
120 0.040355 0.05775
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Tablo Ek-5.3 130° icin furfural model ve deney

sonuclari ‘
MODEL DENEY MODEL DENEY
F (mol/1)|F (mol/1){F (mal/1)|{F (mol/1l)
t (dak.) %l %2 %2
30 | 0.00mo8 | 0.00s88 | 0.01326 | o0.01.
60 0.01596 0.01307 0.02598 0.02978
20 0.02364 0.02288 0.03819 0.04063
120 0.03114 0.0258%9 0.04921 0.04958
MODEL DENEY MODEL DENEY
F (mol/1)|F (mol/1)]|F (mol/1)|F (mol/1)
t (dak. %3 %3 %5.35 %5.3
| 30 0.02854 0.03040_ —0.03065 0.03583
60 | 0.05462 0.05708 0.05846 0.06273
90 | 0.07844 0.0806 0.08368 0.08511
120 ’ 0.1002 0.09203 0.10657 0.088%8

87



120°C,

88

EK-6

130°C igin Asidik Hidroliz Deney ve Model

Sonuclari



Tablo Ek—-6.1

98°C’de hidroliz

sonuglari:

igin deney ve model

DENEY MODEL DENEY MODEL DENEY MODEL

D-ksiloz|D-ksiloz|D-ksiloz|D-ksiloz|{D-ksiloz|D-ksiloz
(g/1t) (g/1t) (g/1t) (g/1t) (g/1t) (g/1t)

t{dak) 45 H=E804|%4S H=804|%3 H=S804|%3 H=S04a{%l H=zS04{%1 H=z=S0a4
S 8.367 4.8318 5.8605 2.1489 3.0060 0.4319
10 11.514 9.1668 7.3135 4.1904 3.53446 0.8589
15 14.182 13.078 10.928 6.1323 4.8017 1.2809
20 15.900 16.625 11.033 7.9818 4.93547 1.6980
235 20.311 12.859 11.994 9.7435 5.4089 2.1103
30 22.181 22.818 15.554 11.429 5.5412 2.5178
»45 30.928 30.381 18.608 16.053 7.1772 3.7185
[=10) 35.995 36.439 22.4668 20.136 7.3623 4.8738
90 45.327 45.333 26.768 27.031 F.3799 7.0782
120 30.173 51.935 34.3%4 32.66461 10.029 ?.1463
180 56.730 359.838 60.140 41.333 26.919 12.925
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Tablo Ek-6.2

120°C’de hidroliz

sonuglarl

icin deney ve model

DENEY MODEL DENEY MODEL DENEY MODEL

D-ksiloz|D-ksiloz|D-ksiloz|D-ksiloz|D-ksiloz|D-ksiloz
(g/1t) (g/1lt) (g/1lt) (g/1lt) (g/1t) (g/1lt)

t(dak) |45 HzS0a |45 HxB04|%3 H=804{%3 H=80a|%1 H=80a|%1l H=50a4
S 11.400 19.950 5.2140 9.6062 2.9157 2.0283
10 28.140 33.137 12.440 17.4359 3.9675 3.9626
15 37.260 42.291 20.985 23.976 4.8312 5.809¢
20 44,6535 48.842 22.147 29.453 5.5700 7.5732
25 51.529 33.609 30.110 34.106 8.2323 ?.2602
30 54.899 57.609 34,962 38.093 7.8810 10.875
45 62.696 62.818 29.106 47.110 12.141 15.328
60 67.135 64.738 51.147 S52.769 17.346 19.272
75 71.400 - S56.639 57.065 18.346 22.787
0 68.517 64,520 56.639 59.685 21.355 25.940
105 69.000 63.731 61.544 61.351 26.780 28.782
120 67.890 62.811 62.355 62.342 26.843 31.357
180 463.000 58.913 53.208 62.730 39.312 39.578
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Tablo Ek-6.3

130°C’de hidroliz

icin deney ve model

sonuclari

DENEY MODEL DENEY MODEL . DENEY MODEL

D-ksiloz|D-ksiloz|D-ksiloz|D-ksiloz|D-ksiloz|D~ksiloz
(g/1t) (g/1t) (g/1lt) (g/1lt) (g/1t) (g/1t)

t(dak) |45 H=804]%5 H=804|%43 Hz804|%3 H=S0a4|%l HzS04|%l H=504
5 - = 17.178 17.180 | 4.6890 3.8454
10 44,075 48.653 32.899 29.183 8.2173 7.3737
15 53.198 56.753 49.407 37.833 9.0111 10.619
20 61.806 60.904 59.329 44,264 12.126 13.613
25 = ~ 65.478 49.060 14.236 16.379
30 68B.965 63.393 65.974 S52.664 17.558 18.942
45 68.985 62.393 = = 25.416 235.596
60 - - - - 29.794 31.002
75 - - 73.088 61.198 35.212 35.446
90 - - - - 38.385 39.131
120 58.901 50.303 - - 42.082 44,131

180 23.105 41.982 55.928 S51.642 - -
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Saf D-ksiloz ile Hazirlanan Buyume Ortaminda

Candida Tropicalis’e Ait Bluyume Egrisi
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bluylume egrisi



EK-8

Saf Ksiloz ile Yapilan Fermentasyon igin

Ksiloz,

Ksilitol ve Biyokitle Sonuglar:

?4



Tablo Ek-8.1

25

50 g/1lt ksiloz igin fermentasyon sonuclar:

t (h)|Biyokutle (g/lt)]|Ksiloz (g/lt)|Ksilitol (g/1lt)
o 0.104456 50 -
& 0.136464 47 . 6694 -
24 5.48 31.83 4.717
48 6.5468 13 2.4664
72 5.2647 7.9 0.72848
?6 6.6596 7.75 0.72848

Tablo Ek-8.2 70 g/lt ksiloz icin fermentasyon sonuclari

t (h)|Biyokiutle (g/lt)|Ksiloz (g/lt)]|Ksilitol (g/lt)
0 0.094 70 -
6 0.1877 56.558 0.728

24 5.213 43.46 4.717

48 6.7827 32.07 2.4664

72 6.3673 12.59 3.5145

96 7.0186 7.358%9 0.728

Tablo Ek-8B.3 100 g/lt ksiloz icin fermentasyon sonuclari

t (M) ]Biyokiutle (g/lt)]|Ksiloz (g/lt)|Ksilitol (g/1t)
0 0.83544 100 -
6 2.0031 - 0.72848
24 S.7416 87.50 -
48 7.4340 36.84 4.717
72 7.79299 11.467 -
96 7.4545 11.144 -
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EK-9

Hidrolizat ile Gercgeklestirilen Fermentasyon Sonucglara



Tablo Ek-%?.1 Hidrolizat icin fermentasyon sonuclari

t (h)|Biyokutle (g/lt)|Ksiloz (g/lt)|Ksilitol (g/1lt)
o 1.090 66.01 -
3.5 1.818 42.57 1.5449
21.5 7.3468 24.15 4.717
45.3 7.864 15.10 3.9145
69.5 7.9116 13.24 -
96 8.059 10.41 1.54497
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EK-10

Candida Tropicalis’in Hidrolizatla Hazirlanan Ortamda

Buyume Egrisi
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B8ekil Ek—-10.1

Candida Tropicalis Kuen 1022°nin
hidrolizat iceren ortamda blylume
egrisi
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EK-11

Keilitol Analiz Yéntemi
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Kgilitol Analiz Y&ntemi

Kullanilan solusyanlar
Tris Buffer (0.3M ; PH=8.1)
Nikodiamid-adenin di nikleotit (Ca 13mM (3-NAD)
Sarbitoldehidrojenaz 8SDH (Ca 175 U/ml)}

Standart ksilitol cizeltisi (0.1 %4 W/V)

Analiz Sistemi

Tris Buffer 1.00ml1 0.12M Tris

gr nek 0.60ml Ca. 0.02-0.1mg ksilitol
NAD 0.10ml Ca. 0.35mM R-NAD

Distile su 0.80ml

Bu asamada
toplam hacim
250m1l

Sorbitoldehid- 0.01ml 0.7 U/ml

rojenaz

Karigimin enzim ilave

edildikten sonra 10 ve
25 saniyelerdeki absor-
banslar UV. spektrofo-
tometrede 340nm okunur.
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Hazirlanan standart ksilitol ¢dzeltisinden 0.1,
0.05, 0.03 ve 0.02 ml alinarak Uzerlerine Tris Buffer,
NAD ve su eklenerek 340 nm’de UV. spektrofotometrede
absorbans degegleri 10 ve 25. saniyelerde okunur. Elde
edilen kalibrasyondan bilinmeyen numunelerde ki ksilitol

degerleri hesaplanir.
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Mikroorganizma Icin Kuru ABirlik Analizi

trnek hacmi en az 1ml alarak alinmmistir. Isiya da-
yvanikll whitmanvfiltre kagidindan sudzulir. Stzdlme isle-
minden sonra Sml %0.9 NaCl cézeltisi ile yikanir.
Hazirlanan filtre kagitlari bir saat cami Uzerine konu-
lup 90°C’de 20 saat etlvde kurutulmustur. Ayni islemler
sUzUlme icin kullanilmamig filitre kagidi ile yapilir.Bu
islemden sonra icinde CaClz olan bir desikattrde oda
sicakligina sogutup, agirlaiklar dlegllmistir. Farktan
kuru agirlik bulunup, dlgllen agirliklar &00nm’ de

6lctilen absorbansa karsi graftige gecirilmistir.
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Sekil Ek—-12.1 Mikroorganizma icin agirlik
analizi sonucu
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EK=-13

Model 1fadesinden Hesaplanan Furfural Degerleri
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