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OZET

SEKER SOLUSYONU iGIN URETIM YONTEMI

5 Bir seker sivisi Uretim prosesinin tekrarlanmasiyla bir seker sivisinin saglanmasi

icin bir yontem ile ilgilidir.
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ISTEMLER

1. Bir seker sivisi Uretim prosesinin tekrarlanmasiyla bir seker sivisinin
saglanmasi igin bir ydntem olup, seker sivisi Uretim prosesi, asagidaki (1) ila (3)

asamalarindan olusgur:

(1)  birincil hidrolizi gergeklestirmek icin filamentdz bir mantardan elde edilen bir
selulaza, sellloz eklenmesi;

(2) ikincil hidrolizi gergeklestirmek icin Asama (1)'de olusturulan hidrolizata
filamentdz bir mantardan elde edilen taze bir selllaz eklenmesi ve

(3) Asama (2)'de olusturulan hidrolizatin, bir seker sivisi elde etmek igin kati-sivi

ayriimasina tabi tutulmasi ve enzimin, seker sivisindan geri kazaniimasi,

burada, birincil ve ikincil hidroliz, iki ayri agamada gerceklestirilir ve

burada Asama (3)'de elde edilen geri kazaniimis enzim, bir sonraki ve daha sonraki
seker sivisi Uretim proseslerinin (1) asamasi igin kullanilir;
burada soz konusu sellloz, alkali isleme, hidrotermal isleme veya seyreltik stlftrik

asitle isleme ile 6n islemden gegcirilir.

2. istem 1'in bir yéntemi olup, yéntem ayrica bir nanofiltrasyon ve/veya ters

ozmoz membrani kullanilarak seker sivisinin konsantre edilmesi asamasini igerir.

3. Istem 1 ya da 2'ye goére bir seker sivisi Gretme yéntemi olup, burada, seker
sivi uretim prosesi Asama (1)'deki bir filamentdéz mantardan elde edilen s$6z konusu
selulaz olarak, bir filamentdéz mantardan elde edilen bir selllaz tarafindan Uretilen

bir seluloz hidrolisattan geri kazanilan bir enzim bileseni kullanilir.

4. istem 1 ila 3'ten herhangi birine gore bir seker sivisi Gretme yontemi olup,
burada Asama (1) veya (2)'de bir flamentbéz mantardan elde edilen s6z konusu
sellulaz, Trichoderma cinsine ait mikroorganizmanin bir kultlr sivisindan elde edilen

bir bilesen igerir.
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5. Istem 1 ila 4'ten herhangi birine gére bir geker sivisi (iretme yéntemi olup,

burada s6z konusu geri kazanilmis enzim, ksilanaz ve/veya ksilosidaz igerir.

6. Istem 1 ila 5'ten herhangi birine gdre bir seker sivisi Uretme ydntemi olup,
burada s6z konusu geri kazanilmis enzim, filamentéz bir mantardan elde edilen

suda ¢ézunmeyen bir selulaz igerir.

7. istem 1 ila 6'dan herhangi birine gére bir seker sivisi liretme yéntemi olup,
hurada sdz konusu birincil hidrolizde ve sdz konusu ikincil hidrolizde eklenen enzim
miktarlari, su iliskiyi saglar: Asama (1)de eklenen sdéz konusu geri kazanilmis

enzimin miktari > Asama (2)'de eklenen s6z konusu taze enzimin miktari.

8. istem 1 ila 7'den herhangi birine gore bir seker sivisi {iretme ydntemi olup,
burada Asama (3)'deki bir filamentéz mantardan elde edilen s6z konusu seliilazin
geri kazanimi, séz konusu seker sivisinin bir ultrafilirasyon membranindan
filtrelenmesiyle ve s6z konusu selillazin besleme tarafindan geri kazaniimasiyla

gerceklestirilir.
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SEKER SOLUSYONU iCiN URETIM YONTEMI
Tarifname

TEKNIK ALAN

Bulug, selllozdan seker lretme yontemi ile ilgilidir.
ARKA PLAN TEKNIGI

Ham madde olarak gekerler kullanilarak kimyasal Griinlerin fermantasyon liretim prosesleri, ¢esitli endistriyel malzemelerin
dretimi icin kullaniimigtir. $Su anda, fermantasyon ham maddesi olarak kullanilacak sekerler olarak, seker kamigi, nisasta ve
seker pancan gibi gida maddelerinden elde edilenler endistriyel olarak kullaniimaktadir. Ancak, diinya ntufusunun gelecekte
artmasi nedeniyle gida maddelerinin fiyatlarinda artig beklendigi ya da endiistriyel malzemeler igin sekerlerin kullaniimasinin
gidalar igin kullanilan sekerler ile rekabet edebilecedi gergedinin etik agisi gdz dnine alindijinda, yenilenebilir bir gida disi
kaynaktan, yani seliiloz igeren bir biyokiitleden verimli bir sekilde seker sivisi elde etme prosesi veya seker sivisini, verimli bir
sekilde bir endistriyel malzemeye dénistiirmek icin elde edilen seker sivisini, bir fermantasyon ham maddesi olarak kullanma
prosesinin gelecekte yapilandiriimasi gerekmektedir.

Sellloz igeren bir biyokitleden bir seker sivisinin Gretilmesi igin aciklanan yéntemlerin érnekleri arasinda, selilloz ve
hemiseliilozun, konsantre siilfirik asit {(Patent Belgeleri 1 ve 2) kullanilarak asit hidrolizi ile seker sivisi Uretme y&ntemi ve seliiloz
iceren bir biyokitlenin, seyreltik sulfirik asit kullanilarak hidroliz iglemine tabi tutuldugu ve sonrasinda bir seker sivisi Gretmek
icin enzimatik olarak selllaz veya benzerleri ile isleme tabi tutuldugu bir yontem (Patent Disi Belge 1) bulunmaktadir. Ayrica,
asit kullaniimayan agiklanan yontemilerin drnekleri arasinda, sellloz igeren bir biyokUtlenin, bir seker sivisi lretmek igin yaklasik
250 °C ila 500 °C'de subkritik su kullanilarak hidrolize edildigi bir yontem (Patent Belgesi 3), sellloz igeren bir biyok(tlenin,
subkritik su iglemine tabi tutuldugu ve ardindan geker sivisi Uretmek igin enzimatik clarak igsleme tabi tutuldugu bir yontem
(Patent Belgesi 4) ve seliiloz igeren bir biyokiitlenin, 240 °C ila 280 °C'de basingh sicak su ile hidroliz iglemine tabi tutuldugu ve
ardindan seker sivisi lretmek igin enzimatik olarak iglendigi bir yontem (Patent Belgesi 5) bulunmaktadir.

Son yillarda, daha az enerji kullanan ve daha az gevresel yiike neden olan ancak yiksek verimde seker Ureten biyokitle hidrolizi
yontemleri kapsamili bir gekilde incelenmistir. Ancak, enzimleri kullanan bu yéntemlerin, enzimlerin maliyetlerinin ylksek olmasi
gibi bir dezavantaji bulunmaktadir.

Bu teknik sorunlarin ¢éziimii igin, hidrolizde kullanilan enzimlerin geri kazaniimasi ve yeniden kullaniimasini iceren yéntemler
Onerilmistir. Agiklanan bu yontemlerin érnekleri arasinda, siirekli kati-sivi ayrigmasinin, bir ddndlrme filtresi ile gergeklestirildigi
ve elde edilen seker sivisinin, enzimlerin geri kazanilmasi igin bir ultrafiltrasyon membrani iginden filtrelendigi bir yontem {Patent
Belgesi 6}, bir siirfaktanin, enzim adsorpsiyonunu baskilamak ve bdylece geri kazanma verimlilidini arttirmak igin enzimatik
sakkarifikasyon agamasinda beslendigi bir yontem (Patent Belgesi 7), enzimatik sakkarifikasyen ile lretilen tortunun, enzim
bilegenini geri kazanmak igin elektrik iglemine tabi tutuldudu bir yéntem (Patent Belgesi 8) ve bir ydntem enzimatik
sakkarifikasyon ile dretilen tortunun, tekrar bagka bir biyokitle partisine beslenip enzimlerin bu gekilde tekrar kullamldidi bir
yOntem (Patent Belgesi 9) bulunmaktadir. Patent Belgesi (10), selllozun ¢dzllebilir gekerlere enzimatik hidrolizi icin bir prosesi
aciklar, burada, seker soliisyonu, enzimi sistemdeki fazla hidrolize olmamis selllloz (zerinde hareketsiz kilarak herhangi bir
onemli ¢dzllebilir enzim kaybi olmaksizin reaktant kangimindan geri gekilir. Enzim, 4,0 ila 5,0 pH'da ve 25 °C ile 50 °C
arahgindaki sicakliklarda fazla hidrolize olmarmg selilloz lzerinde giigli bir sekilde adsorbe edilir.

Patent Belgesi (11}, sellilaz enzim sisteminin en az iki bileseninin atik selllloz malzemesinin yeni hazirlanmig bir kismi (izerine
adsorpsiyonunu ve eg zamanl sakkarifikasyon-fermantasyon reaksiyonunu ilerletmek igin beslemenin bir ismi olarak enzim-atik
sellloz kombinasyonunun kullanmasim igeren atik sellloz iceren malzemelerin eg zamanh olarak sakkarifikasyon-
fermantasyonunda selilaz bilesenlerinin geri donisturiimesi ve yeniden kullaniimasi igin bir yontemi agiklamaktadir.

Patent Belgesi 12, selllozun enzimatik olarak basit sekerlere dénlstirilmesi yontemini agiklar, burada 150 mikrondan daha
kiglk partiklil boyutuna sahip ince bélinmus kuru selilloz, yizde 10 ila 30 sellloz katl madde igerigine sahip bir bulamag
olugturmak tizere Trichoderma viride QM 9123'den elde edilen konsantre bir sellilaz enzim sollisyonu ile kombine edilir, hidrolizin
ardindan, ¢dziilebilir seker bilegenleri, atik su iginde herhangi bir enzim olmaksizin bir molekiler elek membrani iginden basingh
filtrasyon ile uzaklastiriir.

Patent Dig1 Belge 2, buharla patlatiimis misir yeminin enzimatik sakkarifikasyonunu gelistirmek i¢in (i¢ agamali bir hidrolizi
aciklar.

ONCEKI TEKNIK BELGELERI

[Patent Belgeleri]
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Patent Belgesi 1: Japonca Ceviri PCT Patent Bagvurusu Agiklamal No. 11-506934
Patent Belgesi 2: JP 2005-229821 A
Patent Belgesi 3: JP 2003-212888 A
Patent Belgesi 4: JP 2001-95597 A
Patent Belgesi 5: JP 3041380 B
Patent Belgesi 6: JP 2006-87319 A
Patent Belgesi 7: JP 63-87994 A
Patent Belgesi 8: JP 2008-206484 A
Patent Belgesi 9: JP 55-144885 A
Patent Belgesi 10: US-A-3,764,475
Patent Belgesi 11: US-A-4,220,721
Patent Belgesi 12: US-A-3,642,580

Patent digi Belgeler

Patent Digi Belge 1: A. Aden v.d. "Lignocellulosic Biomass to Ethanol Process Design and Economics Utilizing Co-Current Dilute
Acid Prehydrolysis and Enzymatic Hydrolysis for Corn Stover"” NREL Teknik Raporu (2002) Patent Digi Belge 2: J. Yang v.d.,
Bioresouce Technology 101 (2010), 4930-4935

BULUSUN OZETI
BULUS ILE COZULECEK SORUNLAR

Selllozun enzimatik hidroliz yéntemleri, yukarida tarif edildigi gibi gelistirilmistir, ancak bu ydntemlerin etkileri, kullanilan enzim
miktarinin azalmasi agisindan yetersiz kalmigtir. Bu nedenle bu bulug, kullanilan enzim miktannin azaltimasinin etkisinin,
geleneksel yontemlere gore daha yiksek oldudu bir proses gelistirmeyi amaglamaktadir.

SORUN COZME ARACLARI
Bu bulusg, asadidaki [1] ila [8] uygulamalarina sahiptir.

[1] (1) ve {2) asamalaninda bir filamentdz mantardan bir sellllaz eklenmesini igeren istem 1 'de tanimlandigi gibi Asamalar
(1)ila (3)Yden olugan seker sivisi Uretim prosesinin tekrarlanmasiyla seker sivisi retmek icin bir ydntemdir, burada, birincil
ve ikincil hidroliz iki ayr asamada gergeklestirilir, Asama (3)'de elde edilen geri kazanilmig enzim, sonraki Agama (1) ve
sonraki gseker sivisi Uretim prosesleri igin kullamlir ve s6z konusu seliiloz, alkali isleme, hidrotermal igleme veya seyreltik
sulfurik asitle islemesi ile 6n islemden gegirilir.

[2] [1]'e gbre bir seker sivisi Gretme yintemi olup, ydntem aynica bir nanofiltrasyon ve/veya ters ozmoz membran
kullamlarak seker sivisinin konsantre edilmesi agamasini igerir.

[3]1[1] veya [2]'ye gbre bir seker sivisi Uretme ydntemi olup, burada, seker sivi lretim prosesi Agama (1)'deki bir filamentéz
mantardan elde edilen seliilaz olarak, bir filamentdz mantardan elde edilen bir sellilaz tarafindan uretilen bir selliloz
hidrolisattan geri kazanilan bir enzim bileseni kullanilir.

[4] [1] ila [3]'ten herhangi birine gbre bir seker sivisi lretme yontemi olup, burada Asama (1) veya (2)'de bir filamentdz
mantardan elde edilen sellilaz, Trichoderma cinsine ait mikroorganizmanin bir kiltir sivisindan elde edilen bir bilesen
icerir.

[5] [1] ila [4]'den herhangi birine gore bir seker sivisi Uretme yontemi olup, burada geri kazanilmig enzim, ksilanaz ve/veya
ksilosidaz icerir.

[6] [1] ila [5]'den herhangi birine gdre bir seker sivisi iiretme yéntemi olup, burada geri kazanilan enzim, filamentdz bir
mantardan elde edilen suda ¢ézinmeyen bir selllaz igerir.

[7]1 [1] ila [6]'dan herhangi birine gdre bir seker sivisi Uretme ydntemi olup, burada birincil hidrolizde ve ikincil hidrolizde
eklenen enzim miktarlan, su iliskiyi sadlar: Asama (1)'de eklenen geri kazanilan enzimin miktarn > Agsama (2)'de eklenen
taze enzimin miktar..

[8] [1]ila [71'den herhangi birine gdre bir seker sivisi Oretme ydntemi olup, burada Asama (3)'deki bir filamentéz mantardan
elde edilen selllazin geri kazanimi, seker sivisinin bir ultrafiltrasyon membranindan filtrelenmesiyle ve seliilazin besleme
tarafindan geri kazanilmasiyla gergeklestirilir.
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BULUSUN ETKILERI

Selllazin geri kazanildigr ve yeniden kullanildigi bir hidroliz ydnteminde, hidroliz igin kullanilan enzim miktan, bliylk élglide
azaltilabilir ve selliloz igeren bir biyokiitleden geker {retiminin verimliligi, taze enzim eklemesinden &nce birincil hidrolizi
gerceklestirmek icin geri kazanilan enzim eklenmesi ve sonrasinda ikincil hidrolizi gergeklestirmek igin taze enzim eklenmesiyle
biyik oranda artirilabilir.

CiZIMLERIN KISA TARIFNAMESI

Sekil 1, bu bulugun hidroliz ynteminin prosedlrini gésteren sematik bir divagramdir.
Sekil 2, bu bulugta kullanilan bir aparat! gdsteren sematik bir diyagramdir.

Sekil 3, bu bulusta kullanilan bir aparati gdsteren sematik bir diyagramdir.

$Sekil 4, bu bulusta kullanilan bir aparati gbsteren sematik bir diyagramdir.

Sekil 5, bu bulugta kullanilan bir aparati gdsteren sematik bir divagramdir,

Sekil 6, bu bulugta kullanilan bir aparati gdsteren sematik bir diyagramdir,

Sekil 7, bu bulusta kullanilan bir aparati gdsteren gematik bir diyagramdir.

Sekil 8, bu bulusta kullanilan bir aparati gésteren sematik bir divagramdir.

Sekil 9, bu bulusta kullanilan bir aparati gdsteren sematik bir divagramdir.

Sekil 10, bu bulusta kullanilan bir aparati gésteren sematik bir divagramdir.

Sekil 11, suda ¢ézinmeyen Trichoderma-tiirevi sellilaz bilegeninin SDS-PAGE sonucunu gdsteren bir diyagramdir.

BULUSU GERGCEKLESTIRMENIN EN iYi YOLU

Bagas, dalli dan, Pennisetum purpureum, Erianthus, misir yemi, piring samani ve bugday samani gibi otsu biyokiitlelerde ve
agaclar ve atik yapi malzemeleri gibi odunsu biyokitlelerde blyik miktarlarda sellloz bulunur. Bu selliloz igeren biyokiitleler,
bu bulusta tercihen ham madde olarak kullarulabilir.

Sellloz igeren biyckiitle, seliilloz ve hemiselllozun yani sira (bundan sonra seliloz ve hemisellloz igin genel bir terim olarak
"seliloz" olarak amlacaktir), aromatik makromolekiiller olan lignin igerir. Bu nedenle, bir biyokiitieden elde edilen selllozun, bir
seker sivisi Uretmek igin bu bulusun ydnteminde bir seker sivisi i¢in bir ham madde olarak kullanildid durumlarda, enzimatik
hidrolizin etkinligi, dn-iglem ile arttirilabilir. Sellloz igeren bir biyokiitlenin én-igleme yénteminin érnekleri arasinda asitle igleme,
sulftrik asitle isleme, seyreltik siilfiirik asitle igleme, alkali ile isleme, kostik soda ile igleme, hidrotermal igleme, subkritik su ile
isleme, pulverizasyon ile isleme ve budulama ile igleme yer almaktadir. Bu bulusta, én isleme ydntemi, alkali ile igleme,
hidrotermal igleme veya seyreltik silfiirik asitle igslemedir.

Alkali ile igslemenin érnekleri arasinda, sodyum hidreksit, kalsiyum hidroksit veya amonyak gibi bir alkali kullanilan yéntemler
bulunmaktadir ve amonyak &zellikle tercihen kullanilabilir. Bu amonyakla igleme, JP 2008-161125 A ve JP 2008-535664 A'da
agiklanan yontemler ile gerceklestirilebilir. Oregin, amonyum, adiflikga %0,1 ile %15 araliginda bir konsantrasyonda
biyokiitleye eklenir ve isleme, 4 ila 200 °C'de, tercihen 90 ila 150 °C'de gergeklestirilir. Eklenecek amonyak, sivi veya gaz halinde
olabilir. Ayrica eklenecek olan amonyak formu, saf amonyak veya sulu amonyak olabilir. isleme sayisi sinirh degildir ve 1 veya
daha fazla kez isleme gergeklestirilebilecegi. Ozellikle, islemenin 2 veya daha fazla gergeklestirildigi durumlarda, ilk igleme
kosullar, ikinci ve sonraki isleme kogullarindan farkh olabilir. Amonyakla iglemeyle elde edilen iglenmig (riin, enzimatik hidroliz
reaksiyonunu tekrar gergeklestirmek icin amonyak nétralizasyonuna veya amonyak uzaklastinimasina tabi tutulmalidir.
Amoenyak nétralizasyonu, katt maddelerin sivi-sivi ayristirma yoluyla hidrolisattan uzaklagtirimasi sonrasinda ya da kati
maddelerin iginde bulundugu durumda gergeklestirilebilir. Nétralizasyon igin kullanilacak asit reaktifi kisittanmamistir, Amonyak,
amonyakla iglenmis Orini dlsik basing altinda tutarak, amonyakin gaz haline buharlagmasina izin vermek suretiyle
uzaklastirilabilir. Uzaklastinlan amonyak geri kazanilabilir ve yeniden kullanilabilir.

Hidrotermal isleme durumunda, selilloz iceren biyokitlenin konsantrasyonu adirlikga %0,1 ila %50 olacak sekilde su eklenir ve
elde edilen kanigim 1 ile 60 dakika boyunca 100 °C ile 400 °C arasinda bir sicaklikta islenir. Bu sicaklik kosullar altinda isleme
ile selilozun hidrolizi gergeklesir. Isleme sayisi sinirl degildir ve 1 veya daha fazla kez isleme gerceklestirilebilecedi. Ozellikle,
islemenin 2 veya daha fazla gergeklestirildigi durumlarda, ilk isleme kosullar, ikinci ve sonraki igleme kosullarindan farkli olabilir.
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Seyreltik slfiirik asitle iglenme durumunda, silftirik asidin konsantrasyonu tercihen adirlik¢a %0,1 ila %15, daha tercihen
agirhikga %0,5 ila %5'tir. Reaksiyon sicakhigi 100 ile 300 °C arasinda ayarlanakilir ve tercihen 120 ile 250 °C arasinda ayarlanir.
Reaksiyon siiresi 1 saniye ile 60 dakika arasinda ayarlanabilir. Isleme sayisi sinirli degildir ve 1 veya daha fazla kez isleme
gergeklestirilebilecegi. Ozellikle, islemenin 2 veya daha fazla gergeklestirildigi durumlarda, ilk isleme kogullan, ikinci ve sonraki
isleme kogullarindan farkli olabilir. Seyreltik sulfiirik asitle isleme ile elde edilen hidrolizat, asit igerdidinden, sellilaz ile hidroliz
reaksiyonunu tekrar gerceklestirmek veya hidrolizati bir fermantasyon ham maddesi olarak kullanmak igin nétralizasyon
gereklidir.

Bu bulus, selllozun, filamentdz bir mantardan bir seliilaz ile hidrolize edilmesiyle karakterize edilmektedir. Selllozun hidrolizi,
selilozun menosakkaritleri ve/veya oligosakkaritleri Gretmek igin selllazin etkisi ile digik molekiler agifhikta parcalara
donistiruldiga anlamina gelir. Hidroliz icin reaksiyon kogullan, reaksiyon, selllazin tercih ettidi kosullar altinda gergeklestirildigi
stirece kisith degildir ve genel olarak reaksiyon sicakligi tercihen 15 °C ile 100 °C, daha tercihen 40 °C ile 60 °C arahgindadir
ancak 50 °C olmasi daha da tercih edilir. Hidroliz icin pH tercihen 3 ile 9, daha tercihen 4 ile 5.5 aralijindadir ancak 5 olmasi
daha da tercih edilir. pH, istenen bir pH'a ulagilacak gekilde bir asit veya alkali eklenerek ayarlanabilir. Ayrica, uygun gekilde bir
tampon da eklenebilir. Hidrolizde, selilozun enzimle temas ettiriimesini tesvik etmek ve tek bicimli hidrolizatta geker
konsantrasyonunu yapmak icin kangimi karistirmak tercih edilir, Sellilozun kati madde konsantrasyonunun agirhkca %1 ile %25
aralijinda olmasi ve kati maddelerin konsantrasyonunun daha tercihen agirhikca %8 ile %20 aralidinda olmasi igin su ilave
edilmesi tercih edilir.

Filamentdz bir mantardan elde edilen seliilaz drnekleri arasinda, Trichoderma, Aspergillus, Cellulomonas, Clostridium,
Streptomyces, Humicola, Acremonium, Irpex, Mucor, Talaromyces, Phanerochaete, beyaz ciirikgiil fungus ve kahverengi
curlikeiil fungustan tdretilenler yer almaktadir. Filamentdz bir mantardan elde edilen bu tiir selilazlar arasinda, ylksek seliiloz
degrede etme aktivitesine sahip olan Trichoderma'dan elde edilen selllaz tercihen kullanihr.

Trichoderma'dan elde edilen seliilaz, ana bilegen olarak Trichoderma cinsine ait bir mikroorganizmadan tiiretiimis selllaz igeren
bir enzim bilesimidir. Trichoderma cinsine ait mikroorganizma kisittanmamstir ve Trichoderma reesei tercih edilir. Trichoderma
reesei'nin spesifik drnekleri arasinda Trichoderma reesei QM9414, Trichoderma reesei QM9123, Trichoderma reesei Rut C-30,
Trichoderma reesei ATCC68589, Trichoderma reesei PC3-7, Trichoderma reesei CL-847, Trichoderma reesei MCG77,
Trichoderma reesei MCG80 ve Trichoderma viride QM9123 (Trichoderma viride 9123) bulunmaktadir. Selllaz, ayni zamanda,
sellilaz iiretkenligini arttirmak igin mutant susun, bir mutagen, UV 1simasi veya benzerleri kullanilarak mutagenez ile hazirlandigi,
Trichoderma cinsine ait mikroorganizmadan tiretilen bir mutant sustan tiretilebilir,

Bu bulusgta kullanilan bir filamentéz mantarin seliilazi, enzim bilegiminin sellilozu hidrolize etme ve sakkarifiye etme aktivitesine
sahip oldugu, sellobiyohidrolaz, endoglukanaz, eksoglukanaz, p-glukosidaz, ksilanaz ve ksilosidaz gibi birgok enzim bilegenini
igeren bir enzim bilegimidir. Filamentéz bir mantardan elde edilen seliilazin, selilozun degrede edilmesi icin kullamldig
durumlarda, ¢ok sayida enzim bilegeni ile uyumlu hir etki veya tamamlayici etki, seliilozun etkili hidrolizini saglar.

Sellobiyohidrolaz, selilozun terminal kisimlarindan hidrolize edildidi seliilazlar igin genel bir terimdir. Sellobiyohidrolaza ait enzim
grubu, AT Numarasi 3.2.1.91 olarak tanimlanmigtir:

Endoglukanaz, seliloz molekiler zincirlerini merkezi kisimlarindan hidrolize eden selllazlar igin genel bir terimdir. Endoglukanaz
grubuna ait enzimler grubu, AT numaralart AT 3.2.1.4, AT 3.2.1.6, AT 3.2.1.39 ve AT 3.2.1.73 olarak tanimlanmaktadir.

Eksoglukanaz, sellilcz molekiler zincirlerini terminlerinden hidrolize eden selllazlar igin genel bir terimdir. Eksoglukanaz
grubuna ait enzimler grubu, AT numaralan AT 3.2.1.74 ve AT 3.2.1.58 olarak tanimlanmaktadir.

B-glukosidaz, sellooligosakkaritler veya sellobiyoz iizerinde etkili olan seliilazlar igin genel bir terimdir. 3-glikozidaza ait enzimler
grubu, AT numarasi AT 3.2.1.21 olarak tanimlanmaktadir.

Ksilanaz, hemiseliloz veya 6zellikle ksilan Uzerinde etkili olan selllazlar i¢in genel bir terimdir. Ksilanaza ait enzimler grubu, AT
numarasi AT 3.2.1.8 olarak tanimlanmaktadir.

Ksilosidaz, ksiloligosakkaritler Gzerinde etkili olan seliilazlar icin genel bir terimdir. Ksilosidaza ait enzimler grubu, AT numarasi
AT 3.2.1.37 olarak tanimlanir.

Trichoderma'dan elde edilen seliillaz olarak ("Trichoderma tlrevli seliilaz” olarak da hilinir}, tercihen Trichoderma cinsine ait bir
mikroorganizmanin bir kiiltir sivisindan tiiretilen bir bilegen{ler) iceren kullanilir. Trichoderma tiirevli bir kiiltir sivisindan tlretilen
bilesen(ler)in drnekleri arasinda, mikroorganizmanin seliilaz Gretecedi sekilde hazirlanan bir besiyerinde Trichoderma cinsine
ait bir mikroorganizmanin kiltiirlenmesiyle elde edilen bir kQitlr sivisinda bulunan seliilaz digindaki tim bilegenler yer alir. Yani,
bilesen(ler)in drnekleri arasinda, selllaz digindaki enzim bilegenleri, Trichoderma cinsine ait mikroorganizma hiicreleri ve kiltir
icin kullanilan besiyeri bilesenleri bulunmaktadir. Kiltiir igin kullanilan besiyeri bilesenlerinin spesifik drnekleri arasinda, glikoz
ve ksiloz gibi monosakkaritler; misir maserasyon sivisi, maya ekstrakt ve sellloz gibi selllaz Gretim indikleyicileri; mineraller
ve vitamin bilegenleri bulunmaktadir. Trichoderma cinsine ait bir mikroorganizmarin hiicreleri, Trichoderma cinsine ait bir
mikroorganizmanin kiiltir sivisindan tiretilen bir bilegsen olarak bulunabilir.
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Bunun nedeni, Trichoderma tlrevli seliilazin bir bileseni alarak Trichoderma cinsine ait bir mikroorganizmanin hiicrelerinin
dahil edilmesinin, geri kazanilan enzimin aktivitesini artirabilmesidir.

Trichoderma tiirevli sellilazdaki enzim bilesenlerinin agirlik oranlan simirlandinimamigtir ve érmegin, Trichoderma reesei'den
tiretilen bir kiiltar sivisi, adirhkca %50 ila %95 oraninda sellobiyostrolaz icerir ve ayrica, diger bilesenler olarak endoglukanaz;
glikozidaz, ekzo-1,4-B-D-glukosamidaz, ksilanaz, ksilosidaz, endo-1,4-mannosidaz, 1,2-a-mannosidaz, a-glukuronidaz,
kitosanaz, kitinaz, 1,4-a-glikozidaz, a-galaktosidaz, B-galaktosidaz, arabinofuranosidaz, ksilan esteraz, swollenin, hidrofobin
vefveya benzerlerini de igerebilir. Trichoderma'ya ait mikroorganizmalar, killtlir sivisi icine giiglll seliilaz bilesenleri (iretirken, [3-
glikozidaz, hiicrelerde veya hlicre ylzeylerinde tutuldugundan kiltir sivisindaki B-glukosidaz aktivitesi dusdktir. Bu nedenle,
i¢csel Trichoderma tlrevli selilaz bilesenlerine ek olarak, farkh bir tirden veya ayni tiirden B-glukosidaz eklenebilir. Farkl bir
tirden B-glukosidaz alarak, tercihen Aspergillus'dan tiretilen B-glukosidaz kullanilabilir. Aspergillus'tan tlretilen B-glukosidaz
ornekleri arasinda Novozyme'den piyasaya siiriilmiig olan Novozyme 188 bulunmaktadir. Farkh bir tiirden veya ayni tiirden -
glikozidaz eklemesi yontemi, bir genin, B-glikozidazin, kiltir swisina (retilecedi sekilde mikroorganizmanin genetik
rekombinasyonunu gergeklestirmek Uzere Trichoderma'ya ait bir mikroorganizmaya sokuldugu ve Trichoderma'ya ait
mikroorganizmanin sonrasinda koltirlendigi, ardindan da kiltlr sivisinin izole edildigi bir yontem olabilir.

Bu bulusta selllozun filamentdz bir mantardan elde edilen seliilaz ile hidrolizi, iki ayn agamada, yani birincil hidroliz ve ikincil
hidroliz agamalarinda gergeklegtirilir. Agsamalar, agadida sirayla aciklanmaktadir.

Bu bulustaki birincil hidroliz, filamentdz bir mantardan elde edilen bir seliilazin, hidrolizi ger¢eklestirmek i¢in enzim islemine tabi
tutulmam s selilloza ilave edilmesi anlamina gelir. Birincil hidroliz i¢in kullanilan enzim ya daha sonra bahsedilen taze enzim ya
da geri kazanilmig enzim olabilir ve geri kazanilmig enzimin kullanilmasi, seker Gretiminin verimliligini artirabildiginden, tercihen
geri kazanilmis enzim kullanilir. Birincil hidrolizde geri kazanilmis enzim kullanilarak seker Gretiminin etkinlidinin arthg
mekanizmalar asadidaki gibidir. Geri kazamlan enzimde, hidroliz sirasinda 1s1 nedeniyle yapilan kismen denatiire edilen enzim
bilegenleri bulunur ve bu enzim bilegenleri, selliloz ylizeyleri (izerinde bulunan adsorpsiyon alanlarina ézellikle giigli bir
adsorpsiyon sergiler. Sonug olarak, enzim bilesenleri seliillozda, 6rnegin lignin gibi adsorptif ylzeye spesifik olarak adsorbe
edilmez. Bu nedenle, daha sonra beslenen taze enzim bileseninin spesifik olmayan adsorpsiyonu bastinlabilir. Genel olarak,
sellllaz ile degrede etmenin spesifik aktivitesi (protein agirlid) basina enzimatik aktivite), geri kazanillan enzimde taze enzime
gore daha yiiksektir. Yani, daha yiiksek spesifik aktiviteye sahip olan taze enzim bilegeninin spesifik clmayan adsorpsiyonunun
bastinimasinin bir sonucu olarak, seker verimliligi ve enzim geri kazarimi verimi arttinlabilir. Bunun bir baska sebebi ise, bu
bulusun geri kazanilan enziminin geri kazanim sayisi arthikga, daha yviiksek ksilan degrede etme aktivitesinin elde edilebilmesidir.
Geri kazanilmig enzimde bulunan ksilan degrede etme aktivitesi, hug agac ksilan gibi bir reaktif ksilaninin degrede edilmesi igin
bir substrat olarak él¢iilebilir. Ksilan degrede etme aktivitesine katilan filament&z bir mantar bileseninden elde edilen selillaz
drnekleri arasinda ksilanaz ve ksilosidaz bulunur. Ksilanaza yonelik genlerin érnekleri arasinda, xyn1 (GH11), xyn2(GH11),
xyn3(GH10), xyn4(GH5), xyn5b{GH5) ve xyn11(GH11) bulunmaktadir. Ksilosidaza ydnelik genlerin Grnekleri arasinda
bxl1/bx13a(GH3), bxI3b(GH3) ve bxI3¢(GH3) bulunmaktadir. Yukandaki genlerin her biri, ksilanaz veya ksilosidazi kodlar ve
filamentéz bir mantar bilegeninden elde edilen bir seliilaz olarak bulunur. Geri kazanilan enzimdeki aktiviteleri arttirilabilen ksilan-
degrede edici enzimlerin 6rnekleri arasinda ksilanaz 3 (molekiiler agidik, 38 kDa; xyn3), endo-B3-1,4-ksilanaz (molekiler adirlk,

25 kDa;

xyn1) ve B-ksilosidaz {molekiler adirlik, 88 kDa; bxl1/bxI3a) bulunmaktadir. Ksilan-degrade edici aktivitesi yukanda tarif edildigdi
gibi gliclendirilmis olan geri kazanilan enzimin birincil hidroliz i¢in eklenmesiyle, sellllozu ¢evreleyen ksilan bilegenleri, tercihen
hidrolize edilir ve bu nedenle birincil ve ikincil hidrolizdeki geker verimliligi arttinlabilir.

Birincil hidrolizdeki reaksiyon suresi tercihen 15 dakika ile 6 saat arasindadir. Reaksiyon siresinin 15 dakikadan az oldugu
durumlarda, seker dretiminin etkinlidinin artinlma derecesi diiglik olabilirken, reaksiyon siresinin 6 saatten az olmadid
durumlarda, birim zaman basina seker Uretiminin etkinligi disik olabilir. Seliiloz konsantrasyonu, reaksiyon sicakligi ile pH
kisitlanmamistir ve hidroliz igin yukarida tarif edilen sartlarda olabilir.

Birincil hidroliz icin enzim, tercihen, én islemden gegirilmis selllozun adirhgina gére 1/1000 ila 1/50 adirlik oraninda eklenir. On-
islenmis selilozun agirligi, é6n islemden gegirilmig selllozda bulunan kati madde igerigin agirhdinin élgtimesiyle hesaplanabilir.
Kati maddelerin agirlidi, én iglemden gegirilmig (rlnd, santrifljleme, membran ayirma ya da benzeri ile kati-sivi ayngtirmasina
tabi tutarak ve elde edileni, suda ¢éziilebilen bilegikleri ayirmak ve uzaklagtirmak igin su ile yikayarak, ardindan su igeren kati
maddeleri, agirlik sabit bir dedere ulasana kadar kurutup kati maddelerin agirhgini élcerek hesaplanabilir. Eklenen enzim miktari,
taze enzim igeren sollisyondaki protein konsantrasyonunun élglilmesi ve eklenen taze enzimin soliisyonunun miktari ile protein
konsantrasyonunun carpiimasiyla hesaplanabilir.

Birincil hidroliz ile elde edilen birincil hidrolizatta, hidroliz tarafindan Gretilen monosakkarit bilesenleri biriktirilir. Ksilan-degrade
edici aktivite, dzellikle geri kazaniimis enzimin birincil hidroliz igin kullamldig durumlarda yiiksek olma edilimindedir. Yani birincil
hidrelizde geri kazanilmis enzim kullanilarak elde edilen birincil hidrolizatta, blyiik miktarda ksiloz Gretilir.
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Bu bulusun birincil hidroliziyle elde edilen birincil hidrolizat, oldudu gibi veya degrade edilmemis kati maddelerin
konsantrasyonunu arttirmak igin kati-sivi ayirma gibi bir islem gergeklestirildikten sonra daha sonra sz edilecek olan ikincil
hidreliz iglemine oldugu gibi tabi tutulabilir. Aynica, kati-sivi ayriminin birincil hidrolizden sonra gergeklestirildigi durumlarda,
ayrilma ile elde edilen soliisyon bileseni bir seker sivisi olarak kullanilabilir.

Bu bulustaki ikincil hidroliz, hidrolizin gerceklestiriimesi igin yukarida tarif edilen birincil hidroliz ile elde edilen hidrolizata ayrica
taze enzimin eklendigi anlamina gelir. Birincil hidrolizat icin kati-sivi ayirma igleminin gergeklestiriimesine gerek yoktur. Ayrica
gerektigi kadar su eklenebilir, ancak su eklenmesi zorunlu degildir.

Bu bulusta taze enzim beslenir ve ikincil hidroliz igin kullanilir. Bu, 1) birincil hidrolizde beslenen enzim miktar ({taze enzim veya
geri kazanilmig enzim) ile yeterli bir selliloz degredayon verimi elde edilememesi nedeniyle, yeterli selliloz degradasyon verimi
elde etmek igin taze enzimin ek olarak beslenmesi gerektiginden ve 2) seker Gretim verimliligi ve enzim geri kazanimi verimliligi,
taze enzimin iki ayr asamada, yani birincil hidrolizde ve ikincil hidrolizde beslenmesiyle artirilabildiginden gergeklegtirilir. 1
Ayrica, Ozellikle sadece geri kazanilmig enzimin kullanildigi birincil hidrolizin gergeklegtirildigi durumlarda, ikinci ve sonraki
islemlerde seker verimi azalir, bu da tercih edilmez. Bu nedenle, ikincil hidroliz igin geri kazanilmig enzime ek olarak taze enzim
besleyerek seker verimi, birinci islemde veya énceki islemdeki degere esit olabilir. Yani, bir seker sivisi iretmeye ydnelik mevcut
yontemde, seker lretiminin 6nceden belirlenmis bir degerden daha az clmayan bir konsantrasyonda tekrarlanmasi mimkindur.
ikincil hidroliz igin taze enzimin eklenmesi, cok kez bdliinmiis olarak (bdlinmiis besleme) gerceklestirilebilir. Omegin, birincil
hidrolizden sonra, ikincil hidroliz i¢in eklenecek olan taze enzimin varis), birkag saat boyunca hidroliz gergeklestirmek igin
beslenebilir, ardindan taze enzimin kalan yansinin beslenmesi gergeklestirilebilir. Bu bulusta, taze enzimin ikincil hidrolizde
birkag kez bélinmus olarak beslendidi durumlarda bile, bu islemler ikincil hidrolize de dahil edilir.

ikincil hidrolizin reaksiyon siiresi tercihen birincil hidrolizden daha uzundur. Daha spesifik olarak, ikincil hidrolizin reaksiyon siiresi
tercihen 1 ile 200 saat, daha tercihen 6 ile 72 saat, daha da tercihen 12 ile 24 saat aralidindadir. Reaksiyon siiresi, kullanilan
enzim miktarina, reaksiyon sicakhgina, ilgili seker konsantrasyonuna ve benzerlerine bagli olarak kontrol edilmekle birlikte, 200
saatten uzun bir reaksiyon siiresi, seltlazin 1sitma yoluyla biyolojik aktivitesinin yok edilmesine neden olabilir, bu da geri kazanim
ve selilazin yeniden kullaniimasi agisindan tercih edilmez. Diger taraftan, reaksiyon stiresinin 1 saatten az oldudu durumlarda,
elde edilen hidrolizatin seker konsantrasyonu yetersiz olabilir.

Ikincil hidroliz igin enzim, tercihen, 8n islemden gegiriimis seliilozun agirigina gére 1/1000 ila 1/50 adirlik oraninda eklenir. On
islenmis selUlozun adirhd, birincil hidrolizden énce &n islemden gegirilmis edilmis selllozun kati madde igeriginin adirhdindan
hesaplanabilir.

Birincil hidrolizde ve ikincil hidrolizde eklenen enzim miktarlari, tercihen su iligkiyi sadlar: birincil hidroliz igin eklenen enzim
miktarn > ikincil hidroliz igin eklenen enzim miktari. Buradaki ekleme miktari, taze enzimin veya geri kazanilmig enzimin protein
konsantrasycnunun, beslenecek olan enzim soliisyenunun miktar ile garpilmasiyla hesaplanabilir. Protein konsantrasyonunun
dlgimi agisindan, geri kazanilmis enzimin ve taze enzimin protein konsantrasyonu, yukarida aciklanan bilinen ydntemle
hesaplanabilir. Buradaki protein konsantrasyonu, proteinin bir seliilaz tiirevli bilesen veya baska bir bilesen olup olmadiina
bakilmaksizin sadece protein konsantrasyonu anlamina gelir. Bu bulusta, ekleme bu iligkiyi kargiladiinda, daha yilksek bir
seker dretimi elde edilebilir ve enzimin geri kazanimi da arttirilabilir.

Bu bulus, ikincil hidrolizati, sonrasinda bir filamentdz mantardan elde edilen bir selGlazin geri kazanildidi seker sivisi elde etmek
icin kat! bir sivi ayirmaya tabi tutma agamasini ve birincil hidrolkizde filamentdz bir mantardan elde edilen geri kazaniimig
selllazin yeniden kullaniimasi asamasini igerir. Asamalar, asadida sirayla agiklanmaktadr.

ikincil hidrolizatin kati-sivi ayrilmasi, seker sivisinin ve ikincil hidroliz ile elde edilen hidroliz tortusunun ayriimasi amaciyla
gergeklestirilir. Seker sivisi, yukanda agiklanan seliiloz hidrolizi ile elde edilen seker soliisyanunu ifade eder. Sekerler genellikle
monosakkaritlerin, glikoz ve ksiloz gibi monosakkaritlere; 2 ila 9 monosakkaritin dehidrasyon yodunlagmas ile (retilen
oligosakkaritlere ve en az 10 monosakkaridin dehidrasyon yodunlasmasi ile Uretilen polisakkaritlere polimerizasyon derecesine
gore siniflandinilir. Bu bulugla elde edilen seker sivisi, ana bilegenler olarak glikoz ve ksiloz ve kiigik miktarlarda olsa da,
sellobiyoz gibi oligosakkaritler ile arabinoz ve mannoz gibi monosakkaritler igerir. Daha spesifik olarak, su iginde ¢ozilmis
monosakkaritler, oligosakkaritler ve polisakkaritlerin analiz yéntemi, standart bir &rnekle kargilastirmaya dayanarak
nicellestirmenin gergeklestirilebildigi HPLC clabilir. Kati-sivi ayirma yontemi kisitlanmamigtir ve kati-sivi ayirma yénteminin
Ornekleri arasinda bir vida dekanteri veya benzeri kullanilarak santrifiijleme, bir filtre presi veya benzeri kullanilarak filtrasyon ve
bir mikrofiltrasyon membrani veya benzerleri kullarularak membran ayirma bulunmaktadir,
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ikincil hidrolizatta, bir filamentdz mantardan elde edilen seliilaz, bir seker sivisinda ¢oziinen veya katkisiz bir materyal olarak
kati tortuya adsorbe edilen bir halde bulunur. Filamentdz bir mantardan elde edilen béyle bir sellilaz, seker sivi tarafindaki kati-
sivi ayrimi ile geri kazanilabilir. Seliilazin, sekerli sividan bir filamentz mantardan geri kazamlmasina yénelik yéntemin tercih
edilen dérnekleri arasinda, seker sivisinin bir ultrafiltrasyon membranindan filtre edildigi ve selillazin besleme tarafindan geri
kazanildid bir yéntem bulunmaktadir. Kullanilabilen ultrafiltrasyon membraninin érnekleri arasinda, polieter siilfon (PES),
poliviniliden florir (PVDF) ve rejenere selliloz gibi malzemelerden yapilmis membranlar yer almaktadir, ancak rejenere seliiloz,
selllaz ile degrede edildijinden, tercihen PES veya PVDF gibi sentetik bir polimer materyalden yapilmig bir ultrafiltrasyon
membrani kullanihr. Ultrafiltrasyon membraninin molekiiler agirhk kesimi, kullanilacak olan sellilazin verimli bir sekilde geri
kazanilabildigi 6lcide kisittanmamustir ve ultrafiltrasyon membrani tercihen 1000 ile 56000 arahginda bir molekuler agirlik kesimi
dederine sahiptir. Geri kazanilan enzim miktari, ikincil hidroliz i¢in eklenen taze enzimin miktarina bagh clarak degisir ve bu
nedenle kisitlanmamistir.

Bu bulusta geri kazanimin ve yeniden kullanimin tekrarlanmasi isleminde, ézellikle de bir ultrafiltrasyon membrani kullanilarak
geri kazanilmig enzimin ayrilmasi igleminde, filamentdz bir mantar bilegseninden elde edilen suda ¢éziinmeyen bir sellilaz, bazi
durumlarda geri kazanilmig bir enzim olarak elde edilebilir. Filamentéz hir mantar bileseninden elde edilen bu tir suda
¢bziinmeyen bir sellilaz, hidroliz igslemi sirasinda veya bir ultrafiltrasyon membram ya da benzeri kullanilarak enzimin geri
kazanimi sirasinda Uretilen bir enzim bilesenidir. Filamentdz bir mantar bileseninden elde edilen bu tiir suda ¢éziinmeyen bir
sellilaz, tercihen, geri kazanilmig bir enzim bilegeni olarak kati-sivi ayirma, filtrasyon veya benzeri ile uzaklagtirilmadan kullanilir.
Filamentdz bir mantar bileseninden elde edilen suda ¢éziinmeyen selillaz, esas olarak sellobiyohidrolaz tarafindan olugturulur,
Suda ¢éziinmeme, bilesenin geri kazanilmis enzim sivisinda, geri kazaniimis enzimin bir tipe yerlestirilip ¢okeltiler halinde
filamentdz bir mantar bilegeninden suda ¢ézlinmeyen seliillazin elde edilmesi icin tiiplin santrifiljlenmesiyle ayrilabilen ¢okeltiler,
floklar veya mikropartikiller olarak var oldugu anlamina gelir. Cokelti olarak geri kazanilan filamentdz bir mantar bilegeninden
elde edilen suda g¢déziinmeyen seliilaz, agik beyaz, agik sarl, kahverengi veya benzerleri olabilen rengine bagh olarak
tanimlanakilir. Suda ¢éziinmeyen sellllazin filamentdz bir mantar bileseninden ayrilmasi ve suyun icinde yeniden slispanse
edilmesiyle, bilesenin bir kismi ¢dzillebilir. Ancak, bilesenin tamamen ¢dziinmesi igin, lre veya bir siirfaktanin eklenmesi
(sodyum dodesil sillfat, Tween 80, Triton X veya benzeri) gereklidir. Birincil hidroliz igin filamentz bir mantar bileseninden elde
edilen bdyle bir suda gdzinmeyen seliilaz igeren geri kazamilmig enzimin yeniden kullarimasiyla, daha yiksek seker Oretkenligi
elde edilebilir.

Ikincil hidrolizattan geri kazanilan filamentdz bir mantardan elde edilen selillaz {bundan sonra geri kazanilan enzim olarak
anilacaktir), birincil hidroliz i¢in yeniden kullanilir. Geri kazanilmis enzimin birincil hidrolizde kullamminin avantajlari, yukarida
tarif edildidi gibidir. Geri kazanilmig enzimin yeniden kullanim sayisi kisitlanmamistir.

Bu bulugta, birincil hidroliz igin ikincil hidrolizattan geri kazanilan enzimin yeniden kullaniimas) iizerine eklenen enzim miktari,
tercihen ikincil hidroliz igin eklenen taze enzim miktarindan daha yiiksektir. Enzimin eklenme miktari, yukarida tarif edildigi gibi
protein miktar agisindan olgilir. Genel olarak, geri kazamilmig enzimin seliilaz aktivitesi (protein miktari bagina enzim aktivitesi),
taze enzimin selllaz aktivitesinden daha diglktir ancak, bu bulusta, birincil hidroliz igin geri kazanilan enzimin ilave edilme
miktari > ikincil hidroliz igin taze enzimin ilave edilme miktari iligkisinin karsilandid) durumlarda, taze enzim miktarina gére seker
tretiminin etkinligi artar.

Bu bulusla elde edilen seker sivisi, glikoz, ksiloz, arabinoz ve seliiloz ve hemiseliilozdan tiretilen mannoz (ksilan ve arabinan)
gibi monosakkaritler igerir. Seker sivisindaki monosakkaritlerin oranlarn kisittanmamigtir ve ana monasakkarit bilegenleri glikoz
ve ksilozdur. Bu bulugla elde edilen seker svisi ayrica miktarlan monosakkaritlerin miktarlarina kiyasla gok kiigiik olmasina
ragmen, sellobiyoz ve benzerleri gibi oligosakkaritler de igerebilir. Seker sivisinda bulunan monosakkaritlerin konsantrasyonu
kisitlanmamistir ve tercihen agilikca %0,1 ile %20, daha tercihen adirlik¢a %5 ile %20 arasindadir.

Seker sivisindaki konsantrasyonun agirhkga %5 ile %20 araliginda oldugu durumlarda, seker sivisi konsantre edilmeden
mikroorganizmalar igin bir fermantasyon ham maddesi olarak kullanilabilir.

Bu bulusla elde edilen seker sivisi, bir nanofiltrasyon membrani vefveya ters ozmoz membrani kullanilarak konsantre edilebilir.
Bu bulusta kullanilabilen nanofiltrasyon membrani veya ters ozmoz membraninin malzemesinin drnekleri arasinda, seliiloz
asetat polimerleri, poliamidler, poliesterler, polimidler, vinil polimerler ve polisiiifonlar gibi polimer malzemeleri bulunmaktadr.
Membran, malzemelerin sadece bir tanesinden olugan bir membran ile sinifh degildir ve ¢ok sayida membran malzemesi igeren
bir membran olabilir.

Bu bulusta kullanilacak olan nanofiltrasyon membrani olarak, bir spiral sanmh membran eleman tercih edilir. Tercih edilen
nandfiltrasyon membran elemaninin spesifik drnekleri arasinda, GE Osmonics tarafindan Gretilen seliiloz asetat nanofiltrasyon
membran elemani GE Sepa; Alfa-Laval tarafindan iretilen, poliamid fonksiyonel tabakalarina sahip nancfilirasyon membran
elemanlari NF99 ve NF99HF; FilmTec Corporation tarafindan dretilen, ¢apraz badlanmis piperazin poliamid fonksiyonel
tabakalarina sahip nanofiltrasyon membran elemanlarn NF-45, NF-90, NF-200, NF-270 ve NF-400 ile Toray Industries, Inc.
tarafindan lretilen ve ana bilegsen olarak ¢apraz baglanmis piperazin poliamid fonksiyonel tabakalarina sahip olan ayni imalatgi
tarafindan GOretilen bir nanofiltrasyon membrani UTCB0 igeren nanofiltrasyon membrani elemanlari SU-210, SU-220, SU-600 ve
SU-610 bulunmaktadir. Nanofiltrasyon membran elemani daha tercihen NF99 veya NF39HF; NF-45, NF-90, NF-200 ya da NF-
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400 veya SU-210, SU-220, SU-600 ya da SU-610'dur. Nanofiltrasyon membran elemani daha da tercihen SU-210, SU-220, SU-
600 veya SU-610'dur.

Bu bulusta kullanilacak ters 0zmoz membrani olarak, nanofilirasyon membraninda oldudu gibi spiral-sanimli membran elemani
tercih edilmektedir. Tercih edilen ters ozmoz membran elemaninin spesifik érnekleri arasinda TORAY INDUSTRIES, INC.
tarafindan Gretilen poliamid ters ozmoz membran modiilleri bulunur. Disgiik basingl tip moddller olan SU-710, SU-720, SU-
720F, SU-710L, SU-720L, SU-720LF, SU-720R, SU-710P ve SU-720F ile yiksek basingh tip modiiller olan, ters osmoz
membrani olarak UTC70 igeren SU-810¢, SU-820, SU-820L ve SU-820FA; ayni liretici tarafindan Uretilen selilloz asetat ters
ozmoz membranlan, Nitto Denko Corporation tarafindan retilen SC-L100R, SC-L200R, SC-1100, SC-1200, SC-2100, SC-
2200, SC-3100, SC-3200, SC-8100 ve SC-8200; NTR-759HR, NTR-729HF, NTR-708WC, ES10-D, ES20-D, ES20-U, ES15-D,
ES15-Uile LF10-D, Alfa-Laval tarafindan Gretilen RO98pHt, RO99, HR98PP ile CE4040C-30D; GE tarafindan iiretilen GE Sepa
ve FilmTec Corporation tarafindan iretilen BW30-4040, TW30-4040, XLE-4040, LP-4040, LE-4040, SW30-4040 ve
SW30HRLE-4040.

Selllozun enzimatik hidrolizi ile bir seker sivisi (retmek amaciyla bu bulusun yénteminin gergeklestiriimesi igin bir aparat, ekli
gizimlere atifla daha spesifik olarak tarif edilmistir.

Bir seker sivisi Uretmeye yonelik ydntemi gerceklestirmek icin bir aparat mekanizmasi olarak, bu bulugun aparati agagidakileri
iceren bir aparata sahiptir: 1. geri kazanilmig enzim besleme borusunun ve bir taze enzim besleme borusunun baglandidi bir
hidreliz tanki; 2. hidrolizatin kati-sivi aynm icin bir ¢ihaz; 3. ultrafiltrasyon membraninin yikanmasi ve/veya bir sirklilasyon
borusunda tutulan geri kazanilmis enzimin uzaklastinlmasi igin bir su besleme borusuna sahip bir geker sivi tutma tanki ve 4.
enzim ve bir seker sivisinin ayrilmasi igin bir ultrafiltrasyon membran cihazi; bunlarin hepsi, iglevsel olarak birbirine baglidir.
Yani, bir geker sivisi Uretmeye yonelik bu bulusun ydnteminde, birincil hidroliz, geri kazamlmis enzim kullanilarak gergeklesgtirilir,
Bunu gergeklestirmek igin, geri kazamlmis enzim besleme borusunun ve taze karbohidraz besleme borusunun badlandid 1.
hidreliz tanki saglandi. Ayrica, hidrolizatta bulunan geri kazanilmis enzimin ayrilmasi igin, bir hidrolizatin kati-sivi ayrilmast igin
2. cihaz ve enzim ve hir seker sivisinin ayrilmasi igin 4. ultrafiltrasyon membran cihazi saglandi. Ayrica, geri kazanilmis enzim
sivisinin uzaklastirimasi ve ayni anda ultrafiltrasyon membraninin yikanmas i¢in, bir sirkiilasyon boru borusunda tutulan bir
ultrafiltrasyon membraninin yikanmas ve/veya bir geri kazaniimis enzimin uzaklagtinimasi icin bir su besleme borusuna sahip
olan 3. seker sivisi tutma tanki saglandi. Aparatin spesifik drmekleri, agadida Sekil 2 ila Sekil 10'a referansla agiklanmaktadir.
[0052] Sekil 2, bu bulusun yontemini gergeklestirmek igin aparatin bir érnegdini gdstermektedir. Yani, Sekil 2'deki aparat,
bilesenler olarak sunlarn i¢erir;

sunlari iceren bir hidroliz tanki (1): hidroliz tankina (1) bagimsiz olarak bagli clan, geri kazanilmig enzimi hidroliz tankina
bagimsiz olarak besleyebilen ve gerektiginde beslenmeyi kontrol edebilen bir geri kazaniimig enzim besleme borusu {4)
ve taze enzimi hidroliz tankina bagimsiz olarak besleyebilen ve gerektijinde beslenmeyi kontrol edebilen bir taze enzim
besleme borusu (8);

hidrolizatin kati-sivi ayrimi igin bir pres filtrasyon cihazi (9);

bir ultrafiltrasyon membraninin yikanmasi ve/veya bir sirklilasyon borusu (15) icinde tutulan geri kazanilmis enzimin
uzaklastirilmasi icin bir su besleme borusuna (11) sahip bir seker sivisi tutma tanki {(12) ve

enzim ile seker sivisinin ayrilmasi icin bir ultrafiltrasyon membran cihazi (14).

Aynica hidroliz tanki (1) igin hidroliz sirasinda sicakhiin korunmasi amaciyla bir termostat (2); kanstinlarak lignoseliilozun
karistirimasi igin bir karistirma bigagdi (3) ve bir selliloz girisi (7) saglandi. Geri kazanilmis enzim besleme borusu (4} ve taze
enzim besleme borusu (6), vanalar aracilifiyla sirasiyla geri kazanilmis bir enzim tutma tankina (5) ve bir taze enzim tutma
tankina (8) baglanir. Tercihen, vanalar, ayri ayr esnek vanalar ile elektronik olarak kontrol edilir.

Hidroliz tanki (1), hidrolizatin, pres filtrasyon cihazina (9) aktariimasini saglamak icin hizdrelizatin, bir vana ve hir hava pompasi
veya benzeri yoluyla aynldidi pres filtrasyon cihazina (9) baglanir. Pres filtrasyen cihazina (9), filtrasyon basinci saglamak igin
bir kompresor (10) baglanir.

Pres filtrasyon ile elde edilen seker sivisi, seker sivisi tutma tankinda (12) tutulur. Seker sivisi tutma tanki (12), bir sirkiilasyon
pompasindan {13) bir ultrafiltrasyon membran cihazina (14} baglanir. Ultrafiltrasyon membraninin membran tarafindan (besleme
tarafi} gecen geri kazanilmis enzim, bir sirkillasyon borusundan {15) seker sivisi tutma tankina (12) déndGrilGr. Enzimin
uzaklastiriimasindan sonra seker sollsyonu, bir filtrat halinde ikincil tarafta (stizGntd tarafi) toplanir. Seker sivisi tutma tankinda
(12} toplanan geri kazanilmis enzim, geri kazanilmis enzim borusu (16} ve bir pompa vasitasiyla geri kazanilmig enzim tutma
tankina (5) génderilir. Su, su besleme borusundan (11} seker sivisi tutma tankina (12) beslenir ve su, sirkiilasyon pompasi (13)
ile ultrafiltrasyon membran cihazi (14) ve sirkiilasyon borusundan {15} ile sirkile edilir. Bu sekilde, geri kazanilmig enzim bilegeni
ultrafiltrasyon membraninin ylizeyinde tutulur ve bir sollisyon olarak sirkillasyon borusunda (15) tekrar geri kazanilabilir, bu da
islemi daha verimli bir hale getirir. Ayrica, ultrafiltrasyon membran yizeyine ve benzerlerine yapisan filament6éz bir mantar
bilegeninden elde edilen suda ¢bziinmeyen seliilaz da geri kazanilabilir. Ayrica, suyun bu sirkllasyonu, ultrafiltrasyon membran
cihazinda (14) saglanan ultrafiltrasyon membraninin yizeyinin yikanmasini sagdlar ve membran kirlenmesinin bastirilmasi igin
yararhdir. Bu islemle, seker sivisi tutma tankinda (12) tutulan su, geri kazanilimig enzim borusu {(16) yoluyla geri kazanilmig
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enzim tutma tankina (5) gdnderilir. Bu nedenle, su besleme borusu (11) aracilligiyla saglanan su, hidroliz tanki (1) iginde
lignoseliloz hidrolizi igin kullanilir.

Sekil 3, bu bulusun ydntemini gergeklegtirmek igin aparatin bagka bir Grnegini giéstermektedir. Yani, Sekil 3'te gdsterilen aparat,
bilesenler olarak sunlar icerir:

birincil hidrolizi gergeklestirmek igin geri kazanilmig enzim selliloz ile kangtirmak amacini tagiyan bir seliiloz/geri
kazanilmig enzim kangtirma cihazi (18);

badimsiz olarak hidrcliz tankina (1) badlanan, bir sellloz/geri kazanilmis enzim karigimi besleme borusu (17) ve bir taze
enzim besleme borusu (6) igeren bir hidroliz tanki (1);

hidrolizatin kati-sivi ayrnimi igin bir pres filtrasyon cihazi (9);

bir ultrafiltrasyon membraninin yikanmasi vefveya bir sirklilasyon borusu (15) iginde tutulan geri kazanilmig enzimin
uzaklastirilmasi i¢in bir su besleme borusuna (11) sahip bir seker sivisi tutma tanki {12) ve

enzim ile seker sivisinin ayrilmasi igin bir ultrafiltrasyon membran cihazi (14).

Bu aparat, selilloz/geri kazaniimig enzim karistirma cihazi (18) ve cihaz icin saglanan giris (17) agisindan $ekil 2'de goésterilen
aparattan farkhdir. Sellloz/geri kazanilmis enzim karistirma cihazi (18), selllozun geri kazanilmis enzim ile karnistinlmasi icin
bir cihazdir ve geri kazanilan enzim, bir i¢ vida kullanilarak seliloz ile karnigtirilir. Seliilloz/geri kazanilmig enzim kangstirma
cihazinda {18), Asama (1)'in birincil hidrolizi gerceklestirilir. Seliiloz/geri kazanilmis enzim karigtirma cihazi (18), birincil hidroliz
icin uygun bir sicaklikta tutulabilir. Aynica, geri kazanilmis enzim, dn inkilhasyona tabi tutulabilir, ardindan, birincil hidrolizi
gerceklestirmek igin sellloz/geri kazanilmis enzim karigtirma cihazinda (18) seliiloz ile kanstinlabilir. Geri kazanilan enzimin
sellloz/geri kazanilmis enzim karistirma cihazinda (18) seliiloz ile 6n karistinimasi sayesinde, karigimin hidroliz tanki (1) i¢inde
karistinimas igin gerekli olan glictin maliyeti azaltilabilir. Ayrica, geri kazanilan enzimin sellloz/geri kazaniimis enzim kangtirma
cihazinda (18} seliiloz ile &n karnistirlmas) sayesinde, selllozun hidroliz tankinda (1) dengeli bir sekilde dagitiimasi icin gerekli
olan zaman da kisaltilabilir ve bu da, hidroliz i¢in gerekli zamanin kisaltilmasiyla sonuglanir. Selilloz/geri kazanilmis enzim
kanstirma cihazinda (18) de edilen birincil hidrolizat, hidroliz cihazina (1) sellloz/geri kazanilmis enzim karigimi besleme borusu
(17)iginden beslenir. Daha sonra, Agama (2)'deki filamentdz bir mantardan elde edilen selllaz igeren taze enzim, ikingcil hidrolizi
gerceklestirmek icin taze enzim besleme borusundan (6) eklenir. Sonraki kati-sivi ayrimi ve enzim geri kazammi islemi, Sekil
2'de gosterilen aparat icin olanlarla ile aymdir.

[0056] Sekil 4, bu bulusun ydntemini gerceklestirmek igin aparatin basgka bir érnedini géstermektedir. Sekil 4'te gdsterilen aparat,
Sekil 2'de gbsterilen yukarida tarif edilen aparat igin bir filtre presi igeren bir kati-sivi ayirma cihazinin (19) kullanildid) duruma
kargilik gelmektedir. Sekil 2'de agiklanan geri kazanilmig enzim tutma tanki {5), taze enzim tutma tanki (8) ve karistirma bigag
(3), gerektigi gibi temin edilebildijinden Sekil 4'te gosteriimemistir. Kati-sivi ayirma cihazi (19} ile aynilan kati maddeler, bir kati
madde bosaltma borusundan (20) cikarilir. Kati-sivi ayirma cihazi {19), yukandaki $Sekil 2 ve Sekil 3'te gbsterildigi gibi bir filtre
presi olabilir ve diger kati-sivi ayirma cihazlarinin érnekleri arasinda, bir strekli santriflj, vida dekantérii, De Laval santrifuj, vidal
pres, kayis filtre ve tambur filtre bulunmaktadir. Aparatin temel dzellikleri agisindan, hidroliz tanki, buraya bagimsiz olarak badl
alan bir geri kazanilmig bir enzim besleme borusu (4) ve bir taze enzim besleme borusuna {6) sahiptir ve bu sayede, geri
kazanilmig enzimin ilavesi ile taze enzimin ilavesinin bagimsiz kontrolli saglanir ve seker sivisi tutuma tanki (12), kendisine
bagli sekilde, su besleme borusundan (11) beslenen suyun bir ultrafiltrasyon membran cihazina (14) sirkille edilebildidi ve geri
kazanilmis enzim borusu (16} yoluyla hidroliz tankina (1} beslenebildi§i bir su besleme borusuna (11) sahiptir. Bu &zellikler,
Sekil 2 ve Sekil 3'te gosterilen aparatlar ile aymidir.

Sekil 5, bu bulusun ydntemini gergeklestirmek igin aparatin bagka bir érnegini gdstermektedir. Sekil 5'te gésterilen aparat temel
olarak yukanda acgiklanan $ekil 4'teki aparat ile aynidir, ancak ultrafiltrasyon membraninin {14} gecirimsiz tarafi geri kazanilmig
enzim tutma tankina (5) bagjlidir. Bu aparat &zellikle, ultrafiltrasyon membrani olarak, lineer olarak veya agag seklinde baglanan
spiral elemanlan kullanir,

Bu aparatta, $ekil 2 ila 4'de gdsterilen aparatlara benzer olarak bir su besleme borusu (11) bir seker sivisi tutma tankina (12)
baglanir. Su besleme borusundan (11} beslenen su, t¢ yollu bir vana (21) kullanilarak borularin anahtarlanmasiyla ultrafiltrasyon
membran cihazina (14) sirklle edilebilir ve (g yollu vana (21} kullanilarak tekrar anahtarlama, suyun geri kazanilmig bir enzim
tutma tankina {5) beslenmesini sadlar. Ayrca, bir geri kazanilmig enzim borusu (16), bir geri kazanmlmig enzim tutma tankina
(5) baghdir ve bu boru vasitasiyla su, hidroliz tankina (1) beslenebilir. Benzer sekilde, Sekil 2 ila 4'de gdsterilen aparatlara
benzer olarak bir geri kazanilmis bir enzim besleme borusu {4) ve bir taze enzim besleme borusu (6), hidroliz tankina bagimsiz
olarak baglanip geri kazanilmis enzimin ilavesinin ve taze enzim ilavesinin bagdimsiz kontrolline izin verir.

Sekil 6, bu bulusun yontemini gergeklestirmek icin aparatin bagka bir 6rnegini gdstermektedir. Sekil 6'da gdsterilen aparatta, bir
mikro filtrasyon membran cihazi (22), bir kati-sivi ayirma cihazinin (19} akis yoniinde yerlestirilir. Kati-sivi ayirma cihazinda (19)
katilarin yeterince uzaklastinlamadi§ durumlarda, mikrofiltrasyon membran cihazi (22) ile sonraki isleme, katl maddelerden
neredeyse tamamen arinmig bir sivinin Oretilmesini sadlar. Bu sayede, ultrafiltrasyon membran cihazinin (14) membran
kirlenmesi sonraki bir asamada azaltilabilir.
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Sekil 7, Sekil 6'da gosterilen mikrofiltrasyon membran cihazinin (22) ayrnintih bir ¢izimidir ve ¢apraz akigh filtrasyon
gerceklestirmek igin cihazin bir yapisini gbstermektedir. Bu cihazda, kati-sivi ayirma cihazi (19) ile ayrilan filtrat, bir kati-sivi
ayirma filtrat tankinda (23) tutulur ve gapraz akigh bir filtrasyon, bir pompa (24} vasitasiyla baglanan bir mikrofiltrasyon
membraninda (25) gergeklegtirilir. Mikrofiltrasyon membrani (25) diiz bir membran veya igi bog fiber membran geklinde olabilir.
I¢i bos fiber membran, i¢ basing tipi membran veya dig basing tipi membran olabilir.

Sekil 8, Sekil 6'da gosterilen mikrofiltrasyon membran cihazinin (22) ayrintili bir gizimidir ve mikrofiltrasyon membran cihazinda
(22) kor ug filtrasyenun gergeklegtiriimesi igin cihazin bir yapisini gdstermektedir. Kati-sivi ayirma cihazi (19) ile ayrilan filtrat,
kati-sivi bir ayirma filtrati tutma tanki (23} icinde tutulur ve bir mikrofiltrasyon membrani {25} iginden filtrelenir. Kér ug filtrasyon
durumunda, membran ylzeyinin hava kabarcidi ile yikanmasi i¢in bir basingli hava besleme cihazi (26} saglanabilir ve ters
yikama igin bir ters yikama pompasi (27) yerlestirilebilir. Ters yikama, sivilagtinimis sivi depo tankina (12) ya geri kazaniimig
filtrat ile ya da ortak bir membran yikama sivis1 veya sivi madde ile gergeklestirilebilir. Mikrofiltrasyon membrani (25} diiz bir
membran veya i¢i bos fiber membran seklinde olabilir. Igi bos fiber membran, i¢ basing tipi membran veya dis basing tipi
membran olabilir.

Sekil 9, bu bulugun yontemini gergeklestirmek icin aparatin baska bir drnedini géstermektedir. Bir seker sivisi Uretmek igin bu
bulusu gerceklestirmeye ydnelik aparat ayrica seker sivisini konsantre etmek igin bir ters ozmoz membrani vefveya
nanofiltrasyon membrani igerebilir. Sekil 9, bir nanofiltrasyon membrani veya ters ozmoz membrani cihazinin (30} baglandigi
Sekil 4'te gosterilen aparata karsilik gelen bir aparati gdstermektedir. Ultrafiltrasyon membran cihazinin (14) filtrat tarafina, bir
seker sivi yodunlasma tanki (28} baghdir ve filtrasyon, bir yilksek basingll pompa (29) vasitasiyla bir ters ozmoz membrani
ve/veya nanofiltrasyon membrani {30} ile gergeklestirilir. $eker sivisi, ters 0zmoz membrani ve/veya nanofiltrasyon membrani
tarafindan bloke edilir ve bu nedenle seker sivisi yodunlasma tankinda (28) yogunlagtiriir. Ote yandan, fazla su, filtrat olarak
uzaklastinlabilir. Ters osmoz membrani ve/veya nanofiltrasyon membran cihazi (30), Sekil 2 ila 6'da gosterilen aparatiardan
herhangi birinde ultrafiltrasyon membran cihazinin {14} filtrat tarafina baglanarak yerlestirilebilir.

Sekil 10, bu bulugun yéntemini gergceklestirmek igin aparatin baska bir érnegini gdstermektedir. Geri kazanilmis enzim besleme
borusu (4) ve taze enzim besleme borusu (8), tercihen hidroliz tankina (1) baghdir, ancak boru (4} ve boru (6}, her bir enzim
bileseninin beslenmesi bu sekilde kontrol edilebildigi siirece li¢ yollu vana (31) veya benzerinde sekilde birlestirilerek hidroliz
tankina (1) bagh tek bir boru (taze enzim veya geri kazanilmig enzim besleme borusu) olugturulabilir.

Su besleme borusundan (11) beslenen su, ihk su olabilir. ik suyun sicaklidi, enzimin inaktivasyonunun &nlenmesi agisindan
tercihen 60 °C'den yilksek degildir. Su besleme borusundan ilik su besleyerek ve ik suyun, ultrafilirasyon membran cihazina
(14) sirkilasyonunu sadlayarak, ultrafiltrasyon membrani igin ylksek bir yikama etkisi elde edilebilir. Daha yiiksek bir yikama
etkisi igin, ik suyun sicaklidi tercihen 30 °C ila 60 “C'dir.

ORNEKLER

Bu bulug, Ornekler yoluyla agagida daha ayrintil olarak agiklanmaktadir. Ancak, bu bulug, bu Orneklerle sinirh degildir.
(Referans Ornek 1) Seliilazin Hazirlanmasi (Trichoderma tiirevli Seliilaz Enzim Kompozisyonu)

Trichoderma'nin bir kiltiir sivisindan tOretilen bir enzim bilesimi, agadidaki yéntemle hazirland.

[Onkiltir]

%5 musir maserasyon sivisi (agiflik/hacim), %2 glikoz (adilik/hacim), %0,37 amonyum tartarat (adirlik/hacim), 0,14
(agirhk/hacim)} amonyum siilfat, %0,2 (adirik/hacim) potasyum dihidrojen fosfat, %0,03 (agirhk/hacim) kalsiyum klorir dihidrat,
%0,03 (agifik/hacim) magnezyum siilfat heptahidrat, %0,02 (agirlik/hacim) cinko kleriir, %0,01 (agirhk/hacim) demir (111} klor{ir
heksahidrat, %0,004 (agirhk/hacim) bakir (ll} stlfat pentahidrat, %0,0008 (adifik/hacim) manganez klorUr tetrahidrat, %0,0006
(adirhk/hacim) borik asit ve %0,0026 (agirlik/hacim) heksamonyum heptamolibdat tetrahidrat, damitilmis su iginde hazirlandi ve
bu karngimin 100 mL'si, bdimeli bir 500 mL'lik Erlenmeyer sisesine yerlestirildi, ardindan 121 °C’de 15 dakika siUreyle otoklavlama
yoluyla sterilize edildi.
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Karigimi sogumaya biraktiktan sonra, her bir, karigimdan ayn olarak 15 dakika boyunca 121 °C'de otoklavlama ile sterilize
edilen PE-M ve Tween 80, her biri %0,01 (agirlik/hacim) ilave edildi. Bu dnkiltir besiyerine Trichoderma reesei ATCC68589,
1310° hiicre/mL'de inokiile edildi ve hiicreler, 180 rpm'de ¢alkalanarak ¢alkalanarak 72 saat boyunca 28°C'de kiiltiirlendi
(shaker: TAITEC CORPORATION tarafindan Uretilen BIO-SHAKER BR-40LF).

[Ana Kltdr]

%5 misir maserasyon sivisi {agirhk/hacim), %2 glikoz (agirhk/hacim), 510 (agirhk/hacim) selilloz (Avicel}, %0,37 amonyum
tartarat (agirlik/hacim), 0,14 (adirlik/hacim) amonyum sdlfat, %0,2 (adirlik/hacim) potasyum dihidrojen fosfat, %0,03
(adirhk/hacim) kalsiyum klorGr dihidrat, %0,03 (agirlik/hacim) magnezyum silfat heptahidrat, %0,02 {agirlik/hacim) ¢inko klortir,
260,01 (adirlik/hacim} demir {lll) klorir heksahidrat, %0,004 (adirhk/hacim} bakir (11} siilfat pentahidrat, %90,0008 (adirik/hacim)
manganez kloriir tetrahidrat, %0,0006 (agirik/hacim) borik asit ve %0,0026 (agirlik/hacim) heksamonyum heptamolibdat
tetrahidrat, damitilmis su iginde hazirlandi ve bu karisimin 100 L'si, 5 L kanstirma kavanozuna (ABLE tarafindan lretilen DCP-
2A) yerlestirildi, ardindan 121 °C'de 15 dakika siireyle otoklavlama yoluyla sterilize edildi. Karisimi sogumaya biraktiktan sonra,
her biri, kangimdan ayn olarak 15 dakika boyunca 121 °C'de otoklavlama ile sterilize edilen PE-M ve Tween 80, her biri %0,1
ilave edildi. Elde edilen kangima, yukarida tarif edilen yéntemle bir sivi besiyeri ile dnceden haziranmis 250 mL Trichoderma
reesei ATCCB8589 &n kiiltirl inokile edildi. Hucreler, 1 vwm'lik bir havalandirma hizinda 300 rpm'de 87 saat boyunca 28 °C'de
kaltlrlendi. Santrifijlemeden sonra, sipernatan, membran filtrasyonuna (Millipore tarafindan uretilen Stericup-GV, materyal:
PVDF) tabi tutuldu. Yukarida tarif edilen kosullar altinda hazirlanan kltlir sivisina, p-glukosidaz

(Novozyme 188), 1/100'liik bir protein agirhd oraninda ilave edildi ve elde edilen kangim, asagidaki Orneklerde Trichoderma
turevli selllaz olarak kullanildi.

(Referans Ornek 2) On Islemden Gegirilmis Seliilozun Hazidanmasi
[On [slemden Gegirilmis Seliilozun Hazirlanmasi 1]

Piyasada mevcut olan Avicell (Merck tarafindan lretiimistir), asadidaki Orneklerde, herhangi hir islem yapiimadan &n iglemden
gecirilmig seliiloz (1) olarak kullanildi.

[On islemden Gegirilmis Selilozun Hazirlanmasi 2]

Sellloz igeren bir biyokutle olarak piring saman kullanildi. Seliiloz igeren biyokiitle, %1 sulu stilflirik asit solisyonuna batirild)
ve 30 dakika boyunca 150 °C'de bir otoklav (Nitto Koatsu Co., Ltd. tarafindan Uretilmistir) kullanilarak isleme tabi tutuldu.
Ardindan, sulu siilfiirik asit solisyonundan (bundan sonra "seyreltik-silfiirik-asitle igleme sivisi" olarak anilacaktir) siilfiirik asitle
islenmis sellloz 3 ayirmak igin kati-sivi ayrigrmasi gergeklestirildi. Daha sonra, silfirik asitle islenmis sellloz, kati igerigin
konsantrasyonu agirlikga %10 olacak sekilde seyreltik sUlfirik asitle isleme sivisi ile kangtinidi ve pH, sodyum hidroksit ile
yaklasik 5'e ayarlandi. Elde edilen karigim, agadidaki érneklerde 6n islemden gegirilmis sellloz (2) olarak kullaniidi.

[On [slemden Gegirilmis Seliilozun Hazirlanmasi 3]

Sellloz olarak piring samani kullanildi. Sellloz igeren biyokitle, bir kompakt reaktdre (Taiatsu Techno Corporation tarafindan
dretilen TVS-N2 30 ml) beslendi ve sivi nitrojen ile sodutuldu. Bu reakidére, amonyak gazi akitildi ve numune, tamamen sivi
amonyak iginde islatildi. Reakidriin kapadi kapatildi ve reakir cda sicakhdinda yaklagik 15 dakika beklemeye birakild.
Ardindan reaktor, 1 saat boyunca 150 °C'de bir yag banyosunda iglendi. Daha sonra reaktér, ya§ banyosundan c¢ikarildi ve
amonyak gaz) bir geker ocakta sizdinldi, ardindan reaktériin i¢ kismi, vakumlu pompaiile 10 Pa'ya vakumlandi, béylelikle seliiloz
kurutuldu. Sonug, agsagidaki Omeklerde 6n igslemden gegirilmis seliiloz (2} olarak kullanildi.

[On [slemden Gegirilmis Seliilozun Hazirlanmasi 4]

Selliloz igeren bir biyokitle olarak piring samami kullanildi, Seliiloz igeren biyokiitle, suya batinidi ve 20 dakika boyunca 180°C'de
bir otoklav (Nitto Koatsu Co., Ltd. tarafindan {retilmistir) kullanilarak karigtirma altinda isleme tabi tutuldu. Islem, 10 MPa'lik bir
basingta gergeklestirildi. Islemden sonra, islenmis biyokiitle bileseninin soliisyon bileseninden (bundan béyle "hidrotermal olarak
islenmis sivi” olarak anilacaktir) ayrilmasi igin santrifiij {3000 G} ile kati-svi ayrimi gerceklestirildi. Bu, asagidaki Orneklerde én
islemden gecirilmis selliloz (4) olarak kullanildi,

(Referans Ornek 3) Seker Konsantrasyonunun Olgllmesi

Sulu seker sollisyonundaki glikoz ve ksiloz konsantrasyonlar, standart numunelerle kargilastirmaya dayal olarak asadida tarif
edilen HPLC kosullan altinda algild.
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Kolon: Luna NHz {(Phenomenex, Inc. tarafindan Uretilen)
Mobil faz: MilliQ:asetonitril = 25:75 (akig hiz, 0.6 mL/dakika)
Reaksiyon solilsyonu: Yok

Algilama yéntemi: RI {diferansiyel refraktif endeksi)

Sicaklik: 30°C

(Referans Ornek 4) Trichoderma tiirevli Sellilazin Enzim Aktivitesinin Olglimii
Trichoderma tirevli selllazin enzim aktivitesi, agsagidaki prosediirle dlgldi.
1) Kristalin seliiloz degrede edici Aktivite

Bir enzim sivisina {énceden belirlenen kogullar altinda hazirlanmig), Avicel (Merck tarafindan dretilen .... bunun dodrulanmasi
gerekiyor), 1 g/L'de eklendi ve sodyum asetat tamponu (pH 5.0) 100 mM'de eklendi, ardindan elde edilen karigim, 24 saat
boyunca 50 °C'de reaksiyona sokuldu. Bu reaksiyon sivisi, 1 mL'lik bir t{ipte hazirlandi ve reaksiyon, yukanda tarif edilen kosullar
altinda ddnduriilerek karigtirmaya birakildi. Daha sonra, tip santrifije tabi tutuldu ve slipernatan bilesenindeki glikoz
konsantrasyonu dlciildii. Glikoz konsantrasyonunun élgiimii, Referans Ornek 3te aciklanan ydnteme gore gerceklestirildi.
Uretilen glikozun konsantrasyonu (g/L), Avikel degrede edici aktivitenin aktivite degeri kadar kullamild.

2) Sellobiyoz degrede edici Aktivite

Bir enzim sivisina, 500 mg/L'de sellobiyoz (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) eklendi ve 100 mM'de sodyum asetat tamponu
(pH 5.0) eklendi, ardindan elde edilen karisim, 50 °C'de 0,5 saat boyunca reaksiyona sokuldu. Bu reaksiyon sivisi, 1 mL'lik bir
tiipte hazidandi ve reaksiyon, yukarida tarif edilen kogullar altinda déndiriilerek karistirmaya birakildi. Daha sonra, tiip santrifiije
tabi tutuldu ve siipernatan bilesenindeki glikoz konsantrasyonu élgiildi. Glikoz konsantrasyonunun élgiimii, Referans Omek 3'te
aciklanan yénteme gére gerceklestirildi. Uretilen glikozun konsantrasyonu {g/L), sellobiyoz degrede edici aktivitenin aktivite
dederi kadar kullanild,

3) Ksilan degrede edici Aktivite

Bir enzim sivisina, 500 mg/L'de ksilan {Hus agaci ksilan, Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) eklendi ve 100 mM'de sodyum
asetat tamponu (pH 5.0) eklendi, ardindan elde edilen karisim, 50 °C'de 0,5 saat boyunca reaksiyona sokuldu. Bu reaksiyon
sivisi, 1 mL'lik bir tiipte hazirlandi ve reaksiyon, yukanda tarif edilen kosullar altinda dondirilerek kanstirmaya birakildi. Daha
sonra, tiip santrifilje tabi tutuldu ve siipernatan bilegsenindeki ksiloz konsantrasyonu olglldil. Ksiloz konsantrasyonunun élgtimii,
Referans Ornek 3'te agiklanan yonteme gore gergeklestirildi. Uretilen ksilozun konsantrasyonu (g/L), ksiloz degrede edici
aktivitenin aktivite dederi kadar kullanild.

(Kargilagtirmali Orek 1)

Kargilagtirmali Ornek olarak, birincil hidroliz veya ikincil hidroliz gerceklestirimeden, agagida tarif edildidi gibi seliilozdan bir
seker sivisi Oretilmistir.

[Asama 1: Hidroliz]

Onceden islemden gecirilmis seliilozlardan 1 ila 4'e (her biri 1 g}, Referans Ornek 1'de tarif edilen 0.2 mL (protein miktari, 10
mg) taze enzim (protein konsantrasyonu, 50 mg/mL) eklendi ve sonrasinda, Agsama 2'de tarif edilen prosediir ile geri kazanilan
enzim sollsyonu ilave edildi. Elde edilen sollisyonun agdirhdi 10 g olacak sekilde damitilmig su eklendi. Kompozisyon bir yan kol
reaktdrine (30 NS14/23, Tokyo Rikakikai Co., Ltd. tarafindan tretilmistir) aktarildi, ardindan inkiibasyon ve kanstirma {(kompakt
mekanik karistiric) CPS-1000, Tokyo Rikakikai Co., Ltd. tarafindan Oretilen, dénis0m adaptérd, U yollu vanal besleme girisi,
inkiibatér MG-2200}) ile 19 saat boyunca 50 °C'de hidroliz gergeklestirildi.
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[Asama 2: Seker Sivisindan Kati-Sivi Aynimi ve Enzimin (Geri Kazanilmig Enzim) Geri Kazanimi]

Asama 1'deki hidrolizat, santrifijlemeyle (4500 G, 10 dakika) kati-sivi ayrigmasina tabi tutuldu ve seker sivisiile kalintiya ayrildi.
Seker sivisindaki glikoz ve ksiloz konsantrasyonlar, Referans QOmek 3'te tarif edilen yéntemle dlgiild{i ve Gretilen sekerler olarak
hesaplandi.

Seker sivisi ayrica, membran filtrasyonuna tabi tutuldu (Steriflip-GP, Millipore tarafindan tretilmigtir, malzeme;

PES). Elde edilen siipernatan, 100001k bir molekiler agirhk kesim degerine sahip bir ultrafiltrasyon membranina (VIVASPIN
20, Sartorius stedim biotech tarafindan Uretilmigtir, malzeme: PES) uygulandi ve membran fraksiyonu 1 mL'ye diigene kadar
4500 G'de santrifijlendi. Membran fraksiyonuna, 10 mL damitilmig su eklendi ve elde edilen karigim, membran fraksiyonu 1
mL've diigsene kadar tekrar 4500 G'de santrifiijlendi. Daha sonra, geri kazanilmig bir enzim elde etmek igin enzim, membran
fraksiyonundan geri kazanildi. Geri kazanilan enzim, yukanida tarif edildigi gibi Agsama 1'deki hidroliz igin yeniden kullanildi.

Bu Karsilastirmali Omekte, Asama 1 ve Asama 2, seliillazin geri kazaniimasi ve yeniden kullanilmasi igin rotasyonda
gerceklestirildi. Asama 1 ve Agama 2'de olusturulan ddngll, geri kazanmmi ve yeniden kullanimi gergeklestirmek igin toplamda 6
kez tekrarlandi. Geri kazanim ve yeniden kullanimin gergeklestiriimedidi 0. reaksiyon, asadidaki prosediirle gergeklestirildi.

[Asama 0: 0. Hidroliz]

Onceden iglemden gegirilmis selllozlardan 1 ila 4% (her biri 1 g), 0,3 mL (protein miktar, 15 mg} taze enzim (protein
konsantrasyonu, 50 mg/mL) eklendi (bu, 0. hidroliz oldugundan geri kazanilmig enzim eklenmedi).

Elde edilen solisyonun agirhd 10 g olacak sekilde damitilmis su eklendi. Kompozisyon bir yan kol reaktoriine (30 NS14/23,
Tokyo Rikakikai Co., Ltd. tarafindan Gretilmistir} aktarildi, ardindan inkiibasyon ve karigtirma (kompakt mekanik kanstirici CPS-
1000, Tokyo Rikakikai Co., Ltd. tarafindan Uretilen, déniiglim adaptéril, G¢ yollu vanali besleme girigi, inklibatér MG-2200) ile
19 saat boyunca 50 °C'de hidroliz gergeklestirildi. Elde edilen hidrolizatin yukandaki Agsama 2'de tarif edilen yontemle
ayrilmasiyla geri kazanilmis bir enzim elde edildi. Bu sirada seker sivisindaki glikoz ve ksiloz konsantrasyonlar dlguldi.

Tablo 1, Asama 0 ve 2'nin bir kez gergeklestirildidi ve Agama 1 ve 2'nin toplamda 6 kez gergeklestirildidi reaksiyonlarla elde
edilen seker sivilarindaki glikoz konsantrasyonlarini (Glc, g/L) ve ksiloz konsantrasyonlarimi (Xly, g/L) 6zetlemektedir. Geri
kazanim ve yeniden kullamm sawisi arttikega, glikoz (Gle) ve ksiloz (Xyl} azaldi. Ayrica, yeniden kullanim sayisi (N) arttikga, seker
dretim verimliliginin azaldidr ortaya gikmistir,
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[Tablo 1]
0. hidroliz 1. hidroliz 2. hidroliz 3. hidroliz 4. hidroliz 5. hidroliz 6. hidroliz
o . Gle 42 39 37 35 31 30 27
On |§Iemd__en gegirilmis
seliloz 1 Xyl 1 0.8 0.7 06 0.4 0.4 0.3
Oni _ Glc 32 30 28 27 25 23 20
n |§Iemd"en gegirilmis
seldiloz 2 Xyl 7 4 3 2 0.9 0.6 0.3
Gle 40 35 31 28 25 24 22
On iglemden gegirilmig
seliiloz 3 Xyl 12 10 9 7 6 4 4
. Gle 25 23 22 20 18 18 15
On islemden gegirilmis
seliiloz 4 Xyl 4 2 2 1 0.4 0.2 0.1
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(Ornek 1)
Ormek olarak, selilloz, bir seker sivisi {iretmek igin, asagida tarif edildigi gibi birincil hidrolize ve ikincil hidrolize tabi tutuldu.
[Asama 1: Birincil Hidroliz]

On islemden gegirilmis sellilozlardan 1 ila 4'e (her biri 1 g) damitiimis su eklendi ve Agsama 3'Un daha sonra sbzii edilen
prosediirii ile geri kazanilan bir geri kazanilmis enzim ilave edildi, ardindan toplam agirhk 10 g clacak sekilde damitilmig su
eklendi. Kompozisyon bir yan kol reaktdriine (30 NS14/23, Tokyc Rikakikai Co., Ltd. tarafindan dretilmistir) aktarildi, ardindan
inkibasyon ve karigstirma (kompakt mekanik karigtirici CPS-1000, Tokyo Rikakikai Co., Ltd. tarafindan iretilen, dénisum
adaptord, U¢ yollu vanah besleme girigi, inkiibatér MG-2200) ile 1 saat boyunca 50 °C'de hidroliz gergeklestirildi.

[Asama 2: Ikincil Hidroliz]

Asama 1'deki birincil hidrolizata, Referans Ornek 1'de tarif edilen 0.2 mL (protein miktar, 10 mg) taze enzim (protein
konsantrasyonu, 5¢ mg/mL) eklendi ve reaksiyon, 50 °C'de 18 saat boyunca devam ettirildi.

[Asama 3: Seker Sivisindan Kati-Sivi Ayrimi ve Enzimin (Geri Kazanilmig Enzim) Geri Kazanimi]

Asama 3'deki ikinci hidrolizat, santrifijlemeyle (4500 G, 10 dakika) kati-sivi ayrismasina tabi tutuldu ve seker sivisi ile kalintiya
ayrildi. Seker sivisindaki glikoz ve ksiloz konsantrasyonlari, Referans Ornek 3'te tarif edilen yéntemle élcildd ve N. Gretilen
sekerler olarak hesaplandi. $eker sivisi ayrica, membran filtrasyonuna tabi tutuldu {Steriflip-GP, Millipore tarafindan retilmigtir,
malzeme: Elde edilen sipernatan, 10000'l0k bir molekiiler agirhk kesim degerine sahip bir ultrafiltrasyon membranina
(VIVASPIN 20, Sartorius stedim biotech tarafindan iretilmigtir, malzeme: PES) uygulandh ve membran fraksiyonu 1 ml'ye
disene kadar 4500 G'de santrifiljlendi. Membran fraksiyonuna, 10 mL damitiimis su eklendi ve elde edilen karigim, membran
fraksiyonu 1 mL'ye diigene kadar tekrar 4500 G'de santriflijlendi. Daha sonra, geri kazaniimig bir enzim elde etmek igin enzim,
membran fraksiyonundan geri kazanildi. Geri kazanilan enzim, yukarida tarif edildigi gibi Asama 1'deki hidroliz i¢in yeniden
kullanld.

Bu Ornekte, Asama 1 ila Asama 3, sellilazin geri kazanilmas ve yeniden kullanilmasi icin rotasyonda gergeklestirildi. Asama 1
ila Asama 3'de clugturulan déngii, geri kazanimi ve yeniden kullanimi gergeklestirmek igin toplamda 6 kez tekrarlandi. Geri
kazanim ve yeniden kullammin gergeklestiriimedigi 0. reaksiyon, asagidaki prosediirle gergeklegtirildi.

[Asama 0: 0. Hidroliz]

Onceden iglemden gegirilmis seliilozlardan 1 ila 4’2 (her biri 1 g), 0,3 mL (protein miktan, 15 mg) taze enzim (protein
konsantrasyonu, 50 mg/mL) eklendi (bu, 0. hidroliz oldugundan geri kazanilmig enzim eklenmedi). Elde edilen solisyonun
adirhd 10 g olacak sekilde damitilmis su eklendi. Kompozisyon bir yan kol reaktériine {($30 NS14/23, Tokyo Rikakikai Co., Ltd.
tarafindan Gretilmigtir) aktanldi, ardindan inkiibasyon ve kangtirma (kompakt mekanik kangtinc CPS-1000, Tokyo Rikakikai
Co., Ltd. tarafindan tretilen, ddniisiim adaptér, (¢ yollu vanal besleme girisi, inkiibatér MG-2200) ile 19 saat boyunca 50 °C'de
hidroliz gergeklestirildi. Elde edilen hidrolizatin yukaridaki Asama 3'de tarif edilen ydntemle ayriimasiyla geri kazanilmis bir enzim
elde edildi. Bu sirada seker sivisindaki glikoz ve ksiloz konsantrasyonlari dlgdldi.

Tablo 2, Agsama 0 ve 3'lin bir kez gergeklestirildidi ve Asama 1 ila 3'lin toplamda 6 kez gergeklestirildigi reaksiyonlarla elde edilen
seker sivilarindaki glikoz kensantrasyonlarini (Glc) (g/L) ve ksiloz konsantrasyonlarim (Xly) (g/L) ézetlemektedir. Geri kazanim
ve yeniden kullanim sayisi arttikga, glikoz (Glc) ve ksiloz (Xyl) azaldi. Ancak, seker Uretimi miktarinin, Referans Ornek 1'deki
(Tablo 1) durumlara zit olarak kademeli olarak arttid teyit edilebilir,
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[Tablo 2]
0. hidroliz 1. hidroliz 2. hidroliz 3. hidroliz 4. hidroliz 5. hidroliz 8. hidroliz
On islemden gegirilmis seliilozda (1) seker Glc 42 42 43 45 a7 48 49
konsantrasyonu {g/L)
Xyl 1 1 1 1 1.1 11 1.2
o Glc 32 32 33 33 34 36 39
On iglemden gegirilmis sellilozda (2) seker
konsantrasyonu (g/L) Xyl 7 6 6 7 8 9 10
On iglemden gegirilmis seliilozda (3) seker Gle 32 30 33 34 35 38 40
konsantrasyonu (g/L) Xyl 7 6 6 7 8 10 11
Gle 25 24 24 25 25 26 26
On islemden gegirilmis seliilozda (4) seker
konsantrasyonu Xyl 4 3 3 3 3 5 5
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Bu Omekie, geri kazanilmig enzimle birincil hidroliz, 1 saat boyunca gergeklestirildi ve taze enzim eklendikten sonra ikingil
hidroliz, 18 saat boyunca gerceklestirildi; bu sekilde hidroliz reaksiyonu, Karsilastirmali Ornek 1'deki gibi, 19 saat boyunca
gerceklestirildi. Ayrica, taze enzimin ilave miktari, Kargilagtirmalh Ornek 1'deki ile ayniydi. Bu nedenle, bu Omekte, asagidaki
agamalan rotasyon halinde gergeklestirerek geri kazanim ve yeniden kullanim ile elde edilen sekerin konsantrasyonunun, yani
geker Uretim verimliliginin, Karsilagtirmali Ornekte verilenden daha yiiksek olabildigini gdstermistir: 1. birincil hidrolizi
gerceklestirmek igin geri kazanilmig enzimin én iglemden gegirilmis sellloza eklenmesi; 2. ikincil hidrolizi gergeklestirmek igin
hidrolizata taze enzim eklenmesi; ve 3. elde edilen seker sivisindan, geri kazanilmis enzim elde edilmesi igin hidrolizatin, kati-
sivi ayriimasina tabi tutulmasi.

(Grnek 2) Birincil Hidrolizde Geri Kazanilmig Enzimin llave Miktarinin Olgiilmesi

Omek 1'deki birincil hidroliz igin ilave edilecek olan geri kazanilmig enzimin protein konsantrasyonu, standart numune olarak
bovin albiimin (2 mg/mL) kullanilarak BCA 6lgiim kiti (PIERCE tarafindan iretilen BCA Protein Tahlil Reaktifi kiti) ile, kelorimetri
gerceklestirmek icin 562 nm'de absorbans élgtimi ile gergeklestirildi. Tablo 3, 6n iglemden gegirilmis sellloz (2) icin enzimin
geri kazanimi/yeniden kullanimi agisindan, N. geri kazanim ile elde edilen geri kazanilmig enzim miktan ile taze enzim ilavesi
miktarinin arasindaki iliskiyi dzetlemektedir. Ornek 1 Tablo 2'de ézetlenen glikoz Uretim miktan géz dniinde bulunduruldudunda,
bu Ornekle, glikoz Gretim miktarinin, birincil hidrolizde enzim ilavesinin miktan > ikincil hidrolizde enzim ilavesinin miktari
iligkisinin yerine getiriimesiyle artirilabilecegini, ayrica birincil hidroliz igin yeniden kullanilmig olan geri kazanilmig enzim miktari
> ikincil hidroliz igin eklenen taze enzim miktan iligkisinin yerine getiriimesiyle daha da artinlabilecedi gésterilmistir; bu durum,
4. ve sonraki geri kazanim/yeniden kullanim durumlarinda oldugu gibidir.

[Tablo 3]

Q. hidroliz 1. hidroliz 2. hidroliz 3. hidroliz 4. hidroliz 5. hidroliz 6. hidroliz

Geri kazanilmis enzimdeki

protein miktar 7 8,4 9,3 11 12 14
(mg)
Taze en2|md?:1|gr;rote|n miktan 15 10 10 10 10 10 10

On iglemden gegirilmig

selkijlozdaki {(2) glikoz 32 32 33 23 34 26 29
onsantrasyonu

(g/L)

(Ornek 3) Geri Kazanilmis Enzimin Enzim Aktivitesi

Geri kazanilmig enzimin aktivitesi, 6n islemden gegirilmis edilmis selliloz (3) durumlari igin dlglldii (Karsilagtirmal Omek 1: geri
kazanilmis enzimin taze enzimle ayni zamanda beslendigi durum, Ornek 1: geri kazanilmis enzimin, birincil hidrolizi
gerceklestirmek igin eklendigi, ardindan taze enzimin beslendigi durum). Enzim aktivitesi, Referans Ornek 3'e gore, 3 tip degrede
etme aktivitesi igin, yani, 1) kristalin seliloz degrede edici aktivite, 2) sellobiyoz degrede edici aktivite ve 3) ksilan-degrade edici
aktivite icin Slg0ldd. Her bir degrede edici aktivite, geri kazanilmig enzimdeki taze enzimin (10 mg) enzim aktivitesinin nispi
dederi (%)} olarak ifade edildi, burada taze enzimin (10 mg) enzim aktivitesi, 100 (%) olarak alindi. Geri kazanilnug enzimlerin,
2. geri kazanma ve 4. geri kazanmadan sonraki aktiviteleri Tablo 4'te (Ornek 1) ve Tablo 5'te (Karsilagtirmali Ornek 1)
gOsterilmistir.

[Tablo 4]

Geri kazanimis enzim

Taze enzim (10 mg)
2. hidroliz 4. hidroliz

Kristalin seliiloz degrede edici aktivite 100 84 110

Sellobiyoz degrede edici aktivite 100 94 114

Ksilan degrede edici aktivite 100 154 250
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[Tablo 5]

Geri kazanilmis enzim

Taze enzim (10 mg) 2. hidroliz 4. hidraliz
Kristalin selilloz degrede edici aktivite 100 74 80
Sellobiyoz degrede edici aktivite 100 80 84
Ksilan degrede edici aktivite 100 114 106

Birincil hidrolizin sayisinin godalmasiyla, kristalin sellloz degrede edici aktivitenin, sellobiyoz degrede edici aktivitenin ve ksilan
degrede edici aktivitenin artma egilimde oldugu ve bodyle bir egilimin, ksilan degrede edici aktivitede Ozellikle dikkate deger
oldugu ortaya cikarilmigtir. Gzellikle Trichoderma tiirevli ksilanaz ve ksilosidazin, ksilan degrede edici aktiviteye dahil olmasi
nedeniyle, bu enzimlerin geri kazanim verimliliginin, birincil hidrolizin sayilarinin artmasiyla arttig) disOndimektedir.

(Ornek 4) Geri Kazanilmis Enzimdeki Toplu Trichoderma tiirevli Seliilaz Bileseni

4. ve daha sonraki geri kazanimlarda, ultrafiltrasyon membraninin gegirimsiz bir sivisi olarak geri kazanilan geri kazaniimig
enzim bileseninde suda ¢dzdinmeyen bir bilesenin dretildidi bulunmustur. Bu suda ¢ézinmeyen Trichoderma tirevli selllaz
bileseni, asagidaki prosedurle analiz edildi.

On islemden gegiriimis seliloz (3} kullanarak, biringil hidroliz ve ikincil hidroliz, Ornek 1'deki prosediir ile gerceklestirildi ve 4.
geri kazanim ile geri kazanilmis enzim bileseni, analiz edildi. Geri kazanilmig enzim (100 mL), 1,5 mL'ik bir santrifQj tlplne
yerlestirildi ve 5 dakika boyunca 15000 rpm'de santrifiijlendi. Ardindan, supernatant tpan alt kisminda bir pelet elde etmek igin
cikarildi. Pelet, saf 100 mL ilave edilerek yikandi ve bir numune hazirlama tamponu (EZ Apply, ATTO Corporation), tipe
beslendi, ardindan SDS-PAGE {e-PAGEL; jel konsantrasyonu, %15; ATTO Corporation) gergeklestirildi. Boyama, Coomassie
parlak mavi (BioSafecoomassie Stain, Bio-Rad Laboratories) ile gergeklestirildi. MolekUler agirhd élgmek igin bir molekiiler
agirhik isaretgisi (PrecisionPlus Protein Standardi, Kaleidoscope, Bic-Rad Laboratories) kullanildi.

SDS-PAGE ile analizin elde edilen sonucu, Sekil 11'de gdsterilmektedir. Bilegen, yaklagik 50 ila 60 kDa'lik bir molekiler adgirliga
sahip cldugundan, Trichocderma tirevli sellobiyohidrolazin ana bilegen olarak igerildigi ortaya ¢ikmistir (Sekil 11).

(Grnek 5) Suda Géziinmeyen Trichoderma tirevli Seliilaz Bilegeninin Kurtaniimis Enzim Bileseni Olarak Etkisi

Enzim, geri kazanimis bir enzim elde etmek icin Omek 1 Asama 3'teki (6n islemden geciriimis seliloz 3) membran
fraksiyonundan geri kazanildi, ardindan 5 dakika boyunca 15000 rpm'de santrifljlendi. Sadece elde edilen sipernatan, geri
kazanilmis enzim olarak yeniden kullanildi ve sonug olarak gézlemlenen seker verimi, Ornek 1'deki sonuglarla karsilagtirild.
Yani, Omek 5, suda gozinmeyen Trichoderma tiirevli selillaz bileseninin uzaklagtinldigi geri kazanilmis enzimin yeniden
kullanimini tarif etmektedir.
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[Tablo 6]
0. hidroliz 1. hidroliz 2. hidroliz 3. hidroliz 4, hidroliz 5. hidroliz 6. hidroliz
On islemden gegirilmis seliiloz 3 Gle 32 30 33 34 35 38 40
Ornek
Omekc ) Xyl 7 6 6 7 8 10 1
On islemden gegirilmis seliiloz 3 Gle 32 32 32 31 31 30 30
Xyl 7 6 6 7 6 6 6
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Yani, geri kazanilmis bir enzim olarak ihtiva edilen suda ¢ozinmeyen Trichoderma tirevli selilaz bileseninin uzaklastinimadidi
durumlarda, enzimin bir sonraki yeniden kullaniminda daha yiksek bir seker Uretim oraninin elde edilebilecedi ortaya ¢ikmigtir.

ENDUSTRIYEL UYGULAMA

Bu bulusla bir seker sivisi, selilozdan verimli bir sekilde Uretilebilir ve elde edilen sellloz, ¢esitli fermantasyeon drinleri igin bir
seker malzemesi olarak kullanilabilir.

SEMBOLLERIN ACIKLAMASI

Hidroliz tanki

Termostat

Karigtirma bicad)

Geri kazanilan enzim beslems borusu
Kurtanlan enzim tutma tanki

Taze enzim besleme borusu

Sellloz girisi

Taze enzim tutma tanki

Pres filtrasyon cihazi

10. Kompresor

11. Su besleme borusu

12. Seker sivisi tutma tanki

13. Sirklllasyon pompasi

14. Ultrafiltrasyon membran cihazi

15. Sirkllasyon borusu

16. Geri kazanilan enzim borusu

17. Sellloz/geri kazanilmig enzim karigimi besleme borusu
18. Sellloz/geri kazanilmis enzim kangtirma cihazi
19. Kati-sivi ayirma cihazi

20. Kati madde bogaltma borusu

21. Ug yonlii vana

22. Mikrofiltrasyon membran cihazi

23. Kati-sivi ayirma filtrat tanki

24. Pompa

25. Mikrofiltrasyon membrani

26. Basingli hava besleme cihazi

27. Ters yikama pompasi

28. Seker sivisi yodunlagma tanki

29. Yiksek basing pompasi

30. Ters ozmos membrani ve/veya nanofiltrasyon membran cihazi
31. Ug yonlii vana

CoNIOTRhWN=
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istemler

1. Bir seker sivisi Uretim prosesinin tekrarlanmasiyla bir geker sivisinin saglanmasi igin bir yontem olup, seker sivisi Uretim
prosesi, agagidaki (1) ila {3) asamalarindan olusur:

(1) birincil hidrolizi gerceklestirmek icin filamentdz bir mantardan elde edilen bir sellilaza, sellloz eklenmesi;

(2) ikincil hidrolizi gergeklestirmek icin Asama {1)'de olusturulan hidrolizata filamentdz bir mantardan elde edilen taze bir
selllaz eklenmesi ve

(3) Asama (2)'de olusturulan hidrolizatin, bir seker sivisi elde etmek icin kati-sivi ayrilmasina tabi tutulmasi ve enzimin,
seker sivisindan geri kazanilmasi;

burada, birincil ve ikincil hidroliz, iki ayr agsamada gergeklestirilir ve
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burada Asama (3)'de elde edilen geri kazamlmis enzim, bir sonraki ve daha sonraki seker sivisi Uretim proseslerinin (1)
asamasi icin kullanihr;
burada séz konusu selliloz, alkali isleme, hidrotermal isleme veya seyreltik s(lflirik asitle isleme ile 6n iglemden gegirilir.

istem 1'in bir yéntemi olup, yéntem ayrica bir nanofiltrasyon ve/veya ters ozmoz membrani kullanilarak seker sivisinin
konsantre edilmesi asamasini icerir.

istem 1 ya da 2'ye gore bir seker sivisi liretme yontemi olup, burada, seker sivi lretim prosesi Agsama (1Ydeki bir
filamentdz mantardan elde edilen sdz konusu sellilaz olarak, bir filamentdz mantardan elde edilen bir sellilaz tarafindan
Uretilen bir sellloz hidrolisattan geri kazanilan bir enzim bileseni kullanilir.

istem 1 ila 3'ten herhangi birine gére bir seker sivisi Gretme yontemi olup, burada Asama (1) veya (2)'de bir filamentoz
mantardan elde edilen 86z konusu selllaz, Trichoderma cinsine ait mikroorganizmanin bir kaltlr sivisindan elde edilen
bir bilesen igerir.

istem 1 ila 4'ten herhangi birine gére bir seker sivisi liretme ydntemi olup, burada séz konusu geri kazanilmig enzim,
ksilanaz ve/veya ksilosidaz icerir.

istem 1 ila 5'ten herhangi birine gore bir seker sivisi Uretme yéntemi olup, burada sdz konusu geri kazanilmis enzim,
filamentdz bir mantardan elde edilen suda ¢ézinmeyen bir selllaz igerir.

istem 1 ila 6'dan herhangi birine gdre bir seker sivisi Uretme ydntemi olup, burada séz konusu birincil hidrolizde ve séz
konusu ikincil hidrolizde eklenen enzim miktarlari, su iligkiyi saglar: Asama (1)'de eklenen sdz konusu geri kazanilmig
enzimin miktan > Agama (2)'de eklenen stz konusu taze enzimin miktari.

istem 1 ila 7'den herhangi birine gore bir seker sivisi liretme ydntemi olup, burada Asama (3Ydeki bir filamentdz
mantardan elde edilen s6z konusu seliilazin geri kazanimi, séz konusu seker sivisinin bir ultrafiltrasyon membranindan
filtrelenmesiyle ve s6z konusu seliilazin besleme tarafindan geri kazaniimasiyla gergeklestirilir.



EP 2 548 966 B1

[

{Geri kazanilmig enzim)

(Taze enzim)

(Seliil0z) mm——p

Birincil hidroliz

(Seker

Ikincil hidroliz

Kati-sivi aynimy|

sivIsl)
b

Sekil 1

|—> {Kati kalinti)

Enzimin geri
kazamimasi

——p (Seker
sollsyonu)




EP 2 548 966 B1

(Selliloz)

{Seker Solisyonu)

Ga

Sekil 2



EP 2 548 966 B1

(Seliiloz)
l 1B
|ASSSISwA|
2 2
(Su)
- 11
~10
(J : l
( [
9 - -
- |- 12
@ J * )
6 (13

Sekil 3

h (Seker Soliisyonu)
(

14



EP 2 548 966 B1

(Seliiloz)

ka0 1]
Maddeler 19 — N~ 185

I o}
@ 2 é Lg’)—‘EE" {Seker Solisyonu)
16 13 14

Sekil 4



EP 2 548 966 B1

(Seliiloz)
4 lltﬁ
T 7’
(Su)
11 21
{
Kati E I | |
Maddeler’ 19 = ™~ 15 —
[~ 12
20
4 (Seker
Sollisyon
3 P
1
{ (P )—
186

Sekil 5



EP 2 548 966 B1

{Seliiloz)

4 Il‘ﬁ
7

)
= =z
2
(Su)
11 22
l
§|k; —
Katl 4—- [ I [
Maddeler 3 19 22 - ~ 12 15 =
20
P (Seker
Soliisyon
13 { 14
-
16

Sekil 6




EP 2 548 966 B1

25

:
h]

(19 - j| L

Sekil 8




(Seliiloz)

EP 2 548 966 B1

{Kati maddeler) 18
20
TN
A\
16

13

Sekil 9

™~ 18

14

[~ 28

29

30

(Filtrat)



75kDa
S0kDa

37kDa

25kDa

EP 2 548 966 B1

15yada 16
,_\

4

Sekil 10

Trichoderma-tlrevi
sellobiyohidrolaz

Sekil 11

7

3



(Geri kalzanllmls
enzim)

(Seliloz) —_ ¥ o

Birincil
hidroliz

(Taze enzim)

—_—

(Seker

Tkincil
hidroliz

Kati-sivi
ayrnimi

SIVISI)
fF——»

Sekil 1

‘—> (Kati kalinti)

geri
kazanilmasi

(Seker
[ solisyonu)




(Sellloz)
Tx®
4
| LA |
-3

2/E
-— 11

b~ 12

)

T l s ]—v (Seker
Soliisyonu)

Sekil 2



3/9

(Sellloz)

{Seker Sollsyonu)

Sekil 3



(Selilloz)

(Su)
[
—
Kati ( ] [ I
Maddeler'*'{ 19 = ~ 15
20 12
\Z/ (Seker Sollisyonu)
6 13 14

Sekil 4



Sekil 5

{Selilloz)
4 llte
T 7
= 2
2 s
1M 21
{
: I 5
Kati il [T
Maddeler~ ] 18 L ™~ 15
20
L (Seker
Sollsyonu)
13 14
®—
16



{Sellloz)

~
)

Kati,__ |
Maddeler f
20
{
16

Sekil 6



7(9

(19)

24

Sekil 7

(Su)

0
a2

>
2

Sekil 8



8/9

k15

{Selliloz)
4 6
T 7
= 2
2
(Su)
11
Kati
Maddeler 19 =
1
20 2
(p}
A
16 13

Sekil 9

(Filtrat)



75kDa
50kDa

37kDa

25kDa

-

.

4

Sekil 10

Trichoderma-tlrevi
sellobiyohidrolaz

Sekil 11

7

31



