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Bu tez ¢alismasinda ¢evreye dost ve yenilik¢i bir ¢oziicti olan dogal derin tektik ¢oziicii
(DDOC) kullanilarak Abies nordmanniana (Stev.) Spach. subsp. nordmanniana (Dogu
Karadeniz Goknart), Cedrus libani A.Rich. (Toros Sediri), Picea orientalis (L.) Link. (Dogu
Ladini) ve Pinus pinea L. (Fistitk Cami) kozalaklarindan lignin edilmesi ve elde edilen
ligninlerin fizikokimyasal analizleri gerceklestirerek kimyasal bilesimini ve yapisal
Ozelliklerinin ortaya konulmasi, antioksidan, antibakteriyel ve antikolinesteraz
aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmistir. DDOC hazirlanmasinda kolin kloriir (ChCI) ve
laktik asit (LA) kullanilmistir. Muamele mol orani 1:10, kati:sivi oran1 1:20, sicaklik 150
°C, siire 1 saat olacak sekilde mikrodalga reaktoriinde gergeklestirilmistir. Muamele sonrasi
orneklerin kati (seliilozca zengin kistm-SZK) ve s1vi1 kisimlar1 birbirinden ayrilmistir. DDOC
ile elde edilen lignince zengin kisim (LZK) 6rnekleri ile karsilagtirma yapmak amaciyla
Dogu Ladini kraft lignin tretilmis ve ticari kraft lignin temin edilmistir. Herhangi bir
kimyasal muamele yapilmayan kontrol ve SZK o6rneklerinin kimyasal yapilarinin
belirlenmesi i¢in Termogravimetrik Analiz (TGA), X-Isin1 Difraktometresi (XRD) ve
taramali elektron mikroskobu (SEM) analizleri gerceklestirilmistir. LZK, Dogu Ladini kraft



lignin ve ticari kraft lignin 6rneklerinin fizikokimyasal karakterizasyonu igin jel gegirgenlik
kromotografisi (GPC), SEM, Fourier transfrom infrared (FTIR), 3!P Niikleer Magnetik
Rezonans (3P NMR) Spektroskopisi analizleri yapilmistir. Ayrica, LZK 6rneklerinin
safliklarini belirlemek igin klason lignin tayini yapilmstir. Elde edilen LZK, Dogu Ladini
kraft lignin ve ticari Kkraft lignin Orneklerinin antioksidan aktivitesi 2,2-Difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal giderim yontemi, antibakteriyel aktivitelerinin tespiti
gram (-) (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli) ve gram (+) (Enterococcus faecalis,
Bacillus subtilis) suslar1 ile sivi besiyeri mikrodiliisyon yontemi ve asetilkolinesteraz

(AChE) enzim inhibisyonu tayini Ellman yontemi ile biyoaktivite 6zellikleri belirlenmistir.

Kontrol orneklerine etil alkol ekstraksiyonu ve ardindan klason lignin tayini yapilmistir.
Sirasiyla etil alkol ekstraksiyonu ve klason miktarlar1 Dogu Karadeniz Goknar1 %21,1;
%46,2, Toros Sediri %24,7; %34,7, Dogu Ladini %13,3; %46,32 ve Fisttk Cam1 %2,9;
%36,1 olarak tespit edilmistir. DDOC muamelesi sonras1 elde edilen SZK verimleri %42,1-
63,5 araliginda bulunmustur. SZK 6rneklerinin kristallik indeksleri kontrol 6rneklerinden
yiiksek ¢ikmistir. LZK 6rneklerinin saflik degerleri birbirine yakin bulunmustur (%78,6-
%82,8). Lignin verimleri ise Dogu Karadeniz Goéknari LZK %59,2, Toros Sediri LZK
%89,3, Dogu Ladini LZK %55,2 ve Fistik Cami LZK %41,4 olarak tespit edilmistir. Mw
degerleri 4900 g/mol ile 2400 g/mol araliginda degismektedir. LZK ve Dogu Ladini kraft
ligninin PDI degeri, ticari ligninden diisiik oldugu tespit edilmistir. En yiliksek PDI degeri
ticari kraft ligninin (4,00) en diisiik ise Dogu Ladini kraft ligninin (2,35) oldugu gorilmistiir.
3P NMR analiz sonuglarina gore tiim lignin drnekleriyle karsilastirildiginda en yiiksek
toplam fenolik OH (1,57 mmol/g) ve alifatik OH (1,92 mmol/g), en diisiikk karboksilik OH
(0,26 mmol/g) ticari kraft ligninde tespit edilmistir. LZK ve kraft ligninlerin 1Cso degeri
sentetik antioksidan BHT ye gore daha diigiik bulunmus olup, antioksidan etkiliginin daha
yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. Tiim lignin 6rneklerinin ¢alisilan konsatrasyonlarda
hem antibakteriyel hem de antiasetilkolinesteraz enzim aktivitesine sahip oldugu
belirlenmistir. Sonu¢ olarak dogal derin otektik c¢oziicii ile ligninlerin yliksek saflik ve
verimde elde edilebildigi ve elde edilen ligninlerin yliksek biyoaktivite etkinliginin oldugu,
gida, eczacilik ve biyomiihendislik gibi bir¢ok alanda kullanim potansiyelinin yiiksek oldugu

sonucuna ulagilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyoaktivite, dogal derin 6tektik ¢oziicii, kozalak, lignin, mikrodalga
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In this thesis, it was aimed to obtain lignin from Abies nordmanniana (Stev.) Spach. subsp.
nordmanniana (Nordmann Fir), Cedrus libani A.Rich. (Taurus Cedar), Picea orientalis (L.)
Link. (Oriental Spruce) and Pinus pinea L. (Stone Pine) cones by using natural deep eutectic
solvent (NADES), which is an environmentally friendly and innovative solvent, and to
reveal the chemical composition and structural properties of the obtained lignins by
performing physicochemical analyzes and to determine their antioxidant, antibacterial and
anticholinesterase activities. Choline chloride (ChCI) and lactic acid (LA) were used in the
preparation of NADES. The treatment was carried out in a microwave reactor with ChCI:LA
for 1 hour with molar ratio of 1:10, solid:liquid ratio of 1:20 and temperature of 150 °C.
After the treatment, the solid (cellulose rich fraction-CRM) and liquid fractions of the
samples were separated from each other. In order to make comparison with the lignin-rich
fraction (LRM) samples obtained by NADES, Oriental spruce kraft lignin was produced and
commercial kraft lignin was supplied. Thermogravimetric Analysis (TGA), X-Ray
Diffractometry (XRD) and scanning electron microscope (SEM) analyses were carried out
to determine the chemical structures of the control sample without any chemical treatment
and CRM samples. Gel permeation chromatography (GPC), SEM, Fourier transform

vii



infrared (FTIR), *'P Nuclear Magnetic Resonance (*:P NMR) Spectroscopy analyses were
carried out for the physicochemical characterization of LRM, Oriental spruce kraft lignin
and commercial kraft lignin samples. Also, the purity of LRM samples we determined with
klason lignin treatment. The antioxidant activities of the obtained LRM, Oriental Spruce
kraft lignin and commercial kraft lignin samples were determined by 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging method. For antibacterial activities gram (-)
(Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli) and gram (+) (Enterococcus faecalis, Bacillus
subtilis) strains by broth microdilution and for acetylcholinesterase (AChE) enzyme

inhibition Ellman's method was used.

Control samples were subjected to ethyl alcohol extraction and then klason lignin
determination. Ethyl alcohol extraction and klason amounts were determined as 21.1%;
46.2% for Nordmann Fir, 24.7%; 34.7% for Taurus Cedar, 13.3%; 46.32% for Oriental
Spruce and 2.9%; 36.1% for Stone Pine, respectively. CRM vyields obtained after NADES
treatment were found to be in the range of 42.1-63.5%. Crystallinity indices of CRM samples
were higher than control samples. The purity values of LRM samples were found to be close
to each other (%78.6-82.8). Lignin yields were determined as 59.2% for Nordmann Fir
LRM, 89.3% for Taurus Cedar, 55.2% for Oriental Spruce and 41.4% for Stone Pine. Mw
values range from 4900 g/mol to 2400 g/mol. PDI values of LRM and Oriental Spruce kraft
lignin were found to be lower than commercial lignin. The highest PDI value was found in
commercial kraft lignin (4.00) and the lowest in Oriental Spruce kraft lignin (2.35).
According to 3P NMR analysis results, when compared with all lignin samples, the highest
total phenolic OH (1.57 mmol/g) and aliphatic OH (1.92 mmol/g) and the lowest carboxylic
OH (0.26 mmol/g) were detected in commercial kraft lignin. ICso values of LRM and kraft
lignins were found to be lower than synthetic antioxidant BHT, and it was concluded that
their antioxidant activity was higher. It was determined that all lignin samples had both
antibacterial and antiacetylcholinesterase enzyme activity at the studied concentrations. As
a result, it was concluded that lignin can be obtained with high purity and yield with natural
deep eutectic solvent from the cones and it has a bioactivity properties. Lignin can be use in

many areas such as food, pharmacy and bioengineering.

Keywords: Bioactivity, cone, lignin, microwave, natural deep eutectic solvent
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1. GIRIS

Son yillarda COVID-19 pandemisi ve iklim degisikligi, toplumlarin saglik, cevre ve
stirdiirtilebilirlik konularina daha fazla odaklanmasina neden olmustur. Bu yiizden, insanlar
saglik agisindan daha giivenli, ¢cevre dostu ve siirdiirtilebilir liriinlere yonelmeye baglamistir.
Dogal iiriinler bu yonelimin en 6nemli bilesenlerinden biridir. Pandemi sirasinda, saglik
sistemlerindeki yiiklenme ve global tedarik zincirlerindeki aksakliklar, yerel ve dogal
kaynaklara yonelimi hizlandirmistir. Iklim degisikligi de siirdiiriilebilir iiriinlerin dnemini
bir kez daha giindeme getirmistir. Ozellikle fosil yakitlara dayali iiretim siireclerinin ¢evre
tizerindeki olumsuz etkileri, daha cevre dostu alternatiflerin gelistirilmesini zorunlu
kilmistir. Bu siirecte, bitkilerden ve tarimsal atiklardan elde edilen biyo-bazli ve yesil kimya
yontemleriyle tiretilen tiriinler ilgi gérmeye baslamistir. Lignin ve derin 6tektik ¢oziiciiler

(DOC) bu alanda biiyiik potansiyele sahip bilesenler olarak &ne ¢ikmaktadir.

Lignin, bitkilerin hiicre ¢eperinde bulunan ve bitkilere mekanik dayaniklilik kazandiran
dogal bir polimerdir. Ozellikle odunsu bitkilerde, seliiloz ve hemiseliilozlar ile birlikte hiicre
ceperinin dnemli bir bileseni olarak yer alir. Ligninin baglica kaynaklar1 orman iiriinleri ve
tarimsal atiklardir. Bu biyokiitle kaynaklar1 arasinda aga¢ kabuklari, kozalaklar, bugday
saplar1 ve musir kocan1 gibi yan {irlinler bulunur. Lignin, yenilenebilir bir kaynak olmasi,
biyobozunur ve biyopolimer gibi 6zellikleri nedeniyle endiistriyel uygulamalarda biiyiik ilgi
gormektedir. Fenolik yapisi sayesinde antioksidan ve antibakteriyel etkinlige sahip olup,
kozmetik, biyomedikal malzemelerde ve ilag sanayisinde kullanilabilir. Biyoplastikler, biyo-
kompozitler ve kaplamalar gibi alanlarda plastik tiirevlerine karsi alternatif olarak 6ne
¢ikmaktadir. Lignin bazli biyoaktif malzemeler, yara iyilestirici tirtinler, biyosensorler veya
ilag tasiyici sistemler gibi uygulamalara da entegre edilebilir. Pandemi sonrasi donemde
saglik teknolojilerine olan talep arttik¢a, ligninin bu alandaki potansiyeli daha da énem

kazanmaktadir.

Lignin’in geleneksel yontemlerle ekstraksiyonu, genellikle kimyasal ¢oziiciiler kullanilarak
yapilir ve bu siire¢ cevreye zararl atiklar olusturmaktadir. Ancak, DOC, cevre dostu bir
alternatif sunmaktadir. DOC'ler, en az bir hidrojen bagi donérii ve bir hidrojen bag
alicisindan olusan, diisik donma noktalar1 ile karakterize seffaf karigimlardir. Ayrica,

DOC’ler diisiik maliyetli, yeniden kullamlabilir ve kolayca iiretilirler. Genellikle dogal



bilesenler (6rnegin, kolin klortir ve laktik asit gibi) kullanilarak elde edilen, diisiik toksisiteye
sahip ve biyolojik olarak pargalanabilir ¢oziciilerdir. Diisiik enerji gereksinimi ve

biyobozunur yapilariyla karbon ayak izini minimumda tutar.

Bu calisma ile lignin ve DDOC gibi 21. yiizyilda énemleri giderek artan iki temanin bir araya

getirilmesi hedeflenmistir.

1.1. Lignin

Lignin, seliilozdan sonra ikinci en bol bulunan biyopolimerdir ve dogada en ¢ok bulunan
aromatik polimerdir (Beisl vd., 2017). Anatomik olarak lignin, karasal vaskiiler bitkilerin
hiicre ¢eperini olusturmak i¢in 6nemli bir yapisal malzemedir (Bruijnincx vd., 2015). Hiicre
¢eperinde lignin, seliiloz, hemiseliilozlar ve pektin arasindaki bosluklart doldurur, kovalent
olarak hemiseliiloza baglanir, ¢esitli bitki polisakkaritleri i¢in bir birlestirme maddesi olarak
gorev yapar ve sonugta bitki hiicre ¢eperine biitiinliik kazandirir (Doherty vd., 2011).
Bitkilerde lignin farkli oranlarda bulunmaktadir. Igne yaprakli agaclarda %25-35 ve
yaprakli agaglarda %20-25 oraninda lignin bulunmaktadir (Christensen, 2013). Lignin, ii¢
yapitagindan, yani p-hidroksifenil (H), guayasil (G) ve siringil (S) fenilpropanoid
birimlerinin (C9 birimleri) radikal polimerizasyonu yoluyla sentezlenir (Zhao vd., 2010).
Igne yaprakli agaclardan elde edilen lignin esas olarak koniferil alkolden (G) tiiretilen
kisimlardan olusur, yaprakli aga¢ lignini hem koniferil hem de sinapil alkollerden (G-S)
tiiretilmis kalintilar1 igerir, otsu bitkilerden elde edilen ligninler ise ti¢ temel fenol birimlerini
icerir (H-G-S) (Fengel ve Wegener, 1984). Ayrica her lignin grubundaki monolignollerin
orani da bitki tiirline bagh olarak degiskenlik gostermektedir (Tablo 1.1) (Gellerstedt ve
Henriksson, 2008).

Tablo 1.1: Farkli bitkilerde bulunan lignin yapitaglari miktar1 (%) (Gellerstedt ve
Henriksson, 2008)

P-kumaril alkol Koniferil alkol Sinapil alkol
Igne yaprakli aga¢ odunu <5 >95 0
Genis Yaprakli aga¢ odunu 0-8 25-50 45-75
Otsu bitkiler 5-35 35-80 20-55




Lignin c¢esitli fonksiyonel gruplar icerir; en yaygin olanlar1 aromatik metoksil ve fenolik
hidroksil, alifatik hidroksil ve az miktarda karbonil grubudur (Sekil 1.1). Monomerik C9
birimi, C-O-C ve C-C baglariyla bir polimer olusturacak sekilde baglanir. Lignindeki
birimler aras1 baglarin yaklasik %50’sini (igne yaprakli agaclarda yaklasik %45 ve genis
yaprakli agaglarda %60’a kadar) B-O-4 eter tipi baglar olusturur. Diger yaygin lignin
birimleri arasi baglar, a-O-4 tipi, resinol (B-f’), fenilkumaran (B-5), 5-5° ve 4-O-5dir (Sekil
1.2). Bu yapilarin sayisi farkli ligninlerde degisiklik gosterir (Mandlekar vd., 2018).
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Sekil 1. 2: Lignin yapitaglar1 (H: p-hidroksifenil, G: Guayasil, S: Siringil) ve arasindaki
baglar (Tao vd., 2020)

Lignin bitkilerde dzellikle asagidaki dort temel role sahiptir (Flores vd., 2015):

e Hiicre ceperine sertlik kazandirir; odunsu bitki hiicre ¢eperlerindeki polimerleri
polisakkaritlerle yakin iligki i¢inde ¢imentolar ve sabitler, boylece lifleri nispeten

sert hale getirirek govdeler ve dallar i¢in mekanik bir destek gorevi goriir.

e Odunsu dokulardaki farkli hiicreleri birbirine yapistirir; odunda orta lamel esas
olarak, farkli hiicreleri bir arada tutan etkili ve dayanikli bir yapistirict gorevi géren

ligninden olusur.

e Hiicre ¢eperini hidrofobik hale getirir; suda hiicre ¢eperinin sigsmesini engeller ve
boylece odunsu hiicre ¢eperinden suyun sizmasini yani hiicre ¢eperinin su gegirmez

olmasini saglar.

¢  Odunun mikrobiyal bozulmasina kars1 korur; odunlasmis doku o kadar kompakttir
ki, mikroorganizmalar tarafindan salgilanan polisakkarit parcalayicit proteinler
hiicre ¢eperine niifuz edemez. Bdylece, mikroorganizmalara kars1 bariyer gorevi

gorr.



1.1.1. Lignin Biyosentezi

Ligninin bitki tarafindan olusturulmasi, kapsamli bir sekilde incelenen ve tekrar tekrar

gbzden gecirilen karmasik biyolojik, biyokimyasal ve kimyasal sistemlerden olugsmaktadir.

Ligninin biyosentezi, fotosentezden elde edilen glukoz (I) ile baglar. Sikimik asit yolunun
en onemli ara maddesi olan sikimik asite (II) doniisiir. iki aromatik amino asit L-fenilalanin
(IV) ve L-tirozin (V), bu yolun son bilesikleri olarak prefenik asit (III) araciligiyla
indirgeyici aminasyonuyla olusturulur. Ote yandan bunlar, aktiflestirilmis sinamik asit
tiirevleri yoluyla yalnizca ii¢ sinamil alkole degil, ayn1 zamanda flavonoidler veya stilbenler
gibi ekstraktif bilesenlere de yol acan enzimatik fenilpropanoid metabolizmasi (sinnamik
asit yolu) i¢in baslangic maddeleridir. Amino asitler, deaminazlar (fenilalanin amonyak liyaz
ve tirozin amonyak liyaz) tarafindan ilgili sinamik asitlere (VI, VII) deamine edilir. Diger
adimlar, p-kumarik asit (\V1), kafeik asit (\V111), ferulik asit (IX), 5-hidroksi-ferulik asit (X)
ve sinapik asit (XI) ile sonuglanan ardisik (fenolazlar (hidroksilazlar) yoluyla)
hidroksilasyon ve (O-metiltransferazlar tarafindan) metilasyondur. Sinnamil alkoller
(XV111-XX) son olarak ilgili asitlerin koenzim-A tioesterler (XII-XIV) ve aldehitler (XV-
XVII) araciligiyla enzimatik aktivasyonu (CoA ligaz) ve indirgenmesi (NADP rediiktaz,
NADP hidrojenaz) yoluyla olusur (Fengel ve Wegener, 1989) (Sekil 1.3).
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Sekil 1. 3: Glukozdan fenilpropana lignin yapitaslarinin metabolik yolu (Fengel ve Wegener,
1989)

1.1.2. Ligninin Kalitatif ve Kantitatif Olarak Belirlenmesi

Bir biyokiitlede ligninin varliginin belirlenmesi kalitatif yontemlerle gergeklestirilir. Bunlar

kisaca kimyasal testler, spektroskopik teknikler ve basit boyama yontemleri olarak



siiflandirilabilir. Lignin miktar1 ve konsantrasyonu ise kantitatif yontemlerle belirlenir.
Kalitatif yontemlere gore daha karmasik olan bu yontemler gravimetrik, spektrometre,
kromotografi ve niikleer manyetik rezonans (NMR) gibi ileri teknikleri igermektedir.

Simiflandirilan yontemler ilgili boliimlerde detayli olarak ele alinmastir.

1.1.2.1. Kalitatif yontemler

Lignin yapisinda bulunan fonksiyonel gruplarin sayis1 nedeniyle, ligninler ¢esitli kimyasal
reaktiflerle reaksiyona girebilir, bu da sito ve histokimyasal tespitinde kullanilan ¢ok sayida
renk reaksiyonuna yol acgabilir. Ligninin tespiti, ¢cogu botanikg¢iler ve bitki fizyologlari
tarafindan gelistirilen 150°den fazla renk reaksiyonu kullanilarak ger¢eklestirilebilmektedir.
Renk reaksiyonunu gergeklestirmeden once, odunlagmis malzeme etanol/benzen (1:2, h/h)
ile ve ardindan testleri etkileyebilecek tirlinleri uzaklastirmak icin su ile ekstrakte
edilmelidir. Brauns, 1952’de bu reaksiyonlarda kullanilan reaktifleri bes gruba ayirmistir;
bunlar alifatik bilesikler, fenoller, aromatik aminler, heterosiklik bilesikler ve inorganik

reaktiflerdir (Brauns vd., 1960).

1.1.2.2. Kantitatif yontemler

Ligninin kantitatif tespiti dogrudan ve dolayli olarak iki kategoride gruplandirilabilir (Tablo
1.2) (Flores vd., 2015).

En eski ve en yaygin yontem olan dogrudan yontemler gravimetriye dayanmaktadir ve iki

alt kategoriye ayrilabilir:

e Seliiloz ve diger karbonhidratlarin ¢dziilmesine dayanan ve lignini ¢oziinmeyen bir

kalint1 olarak birakanlar.

e Lignini ¢ozerek onu seliiloz ve diger karbonhidrat tiirevlerinden ayiranlar.

Dolayli yontemler, bir lignin izolasyonunu igermez. Bunun yerine, lignin icerigi genellikle
polisakkarit i¢eriginin %100°e olan farki olarak veya daha yaygin olarak, belirli bir yapisal
islevselligi, ozelligi veya kimyasal tepkiyi Olgcerek ve sonucunu konsantrasyonla

iliskilendirerek hesaplanir.



Tablo 1. 2: Ligninin belirlenmesinde kullanilan kantitatif yontemler

Sulfiurik Asit Yontemi: Klason

YoOntemi
Kalinti1 Olarak Lignin Ellis Yontemi
Dogrudan Yontemleri Asit Deterjani
Yontemler Dumanli Hidroklorik Asit Yontemi

Ko6nig ve Rump Yontemi
Cokelti Olusturma Y 6ntemi
Cozelti Yontemlerinde Spektrofotometrik Yontemler

Lignin Alkali (Mehta) Yontemi
Schulze Yontemi
Benedikt ve Bamberger Yontemi

Kimyasal Cross, Bevan ve Briggs Yontemi
Yontemler Seidel Yontemi
Waentig ve Gierisch Yontemi
Dolayh Mehta Y ontemi
Yontemler Asetil Bromiir Yontemi
Spektrofotometrik Tiyoglikolat Yontemi
Yontemler Pearl ve Benson Y Ontemi:

Nitrozasyon Yontemi
Morrison Y Ontemi
Klor: Roe Klor Numarasi

Oksidan Tiiketimine Hipoklorit: Hipo Sayisi
Dayal Yontemler Metanol Sayis1
Permanganat Say1 Testi
Kappa Numarasi

1.1.3. Ligninin Ekstraksiyonu ve Ayristirilmasi

Lignoseliilozik biyokiitleden geleneksel lignin ekstraksiyon yontemleri, lignin ve diger yan
tiriinlerin (seliiloz ve hemiseliiloz) nihai uygulamasina bagli olarak genel olarak kimyasal
veya mekanik ekstraksiyon olarak da kategorize edilmektedir (Sekil 1.4) (Lobato-Peralta

vd., 2021).
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Sekil 1. 4: Lignin eksraksiyon yontemleri (Lobato-Peralta vd., 2021)

Ligninin ayristirtlmasi, bu dogal polimerle ilgili bir¢ok endiistriyel prosesin yani sira
bunlardan tiiretilen herhangi bir ligninin nihai uygulamalarinin ¢ogunun 6l¢eklendirilmesini
ve optimizasyonunu belirleyen bir baslangic adimidir. Bu tiir bir ayristirmanin altinda yatan
temel sorulardan biri, tekrarlanabilir bir ayrigtirma yontemi bulunurken kalitenin mi yoksa
niceligin mi segilecegine dayanir. Hem dogal lignine ¢ok benzeyen bir ligninin elde edilmesi
arzu edilir hem de yiiksek miktarda lignin iretilmesine ihtiyag vardir. Bu iki onciil, yani
nitelik ve nicelik basit goriinebilir, ancak her ikisini de ayn1 anda tatmin edici bir sekilde

yerine getirmek kolay degildir (Ramos, 2003).

Genel bir perspektiften bakildiginda, ayristirma yontemleri genellikle prosesin 6lgegine gore
siiflandirilir; bu ayn1 zamanda ayristirilan ligninin hedef uygulamasini da ifade eder. Buna
gore iki ana grup olusturulmustur: laboratuvar amacli prosediirler ve ticari uygulamaya
yonelik prosediirlerdir. Laboratuvar 6lgekli yontemler kalint1 olarak veya ¢6ziinme yoluyla
ayristirma olarak siniflandirilabilir. Bu siniflandirma kapsamindaki yontemlerden bazilari,
ornegin ligninin yapisini ve dzelliklerini incelemek i¢in ayrigtirtlmasini igerir. Bu yontemler
kiigik ya da orta miktarlarda lignini ayristirir ve yalnizca bazi 6zel durumlarda bunlar
endiistriyel veya yar1 endiistriyel uygulamalara genisletilir. Daha pratik baska bir yaklasim
da, 0rnegin hamurlastirma ve biyoetanol {iretim siireclerinin yan iirlinleri olarak {iiretilen
ticari ligninler olarak degerlendirilmektedir (Zakzeski vd., 2010). Laboratuvar amagh
prosediirler ve ticari uygulamalara yonelik prosediirler Tablo 1.3’te 6zetlenmistir (Flores

vd., 2015).



Tablo 1. 3: Lignin izolasyonu yontemleri

Laboratuvar Amach
Odun ve Otsu Bitkilerden
Lignin Ayristirma
Yontemleri

Kalint1 Olarak
Lignin

Klason Lignin (Stilfiirik Asit)

Willstétter Yontemi (Dumanlt
Hidroklorik Asit)

Urban Lignin

Freudenberg Lignini: Cuoxam
veya Cuproxam Lignini

Halse, Runkel ve Fengel
Ligninleri

Fredenhagen Lignini

Periodat Lignini: Purves Lignini

Coziinme Yoluyla
Lignin

Brauns Lignini (Dogal Lignin)

Ogiitiilmiis Odun Lignini
(MWL)

Seliilolitik Enzim Ligninleri
(CEL)

Enzimatik Hafif Asidoliz Lignini
(EMAL)

Dioksan Asidoliz Ligninler

Organosolv Lignin

Iyonik Sivi

Alkoliz

Fenol Lignin

Alkali Yontemi

Buhar-patlama Lignini

Brown-Rot Lignin (Schubert-
Nord, Enzimatik Olarak Salinan
Lignin)

Ticari lignin

Kraft Lignin

Stlfit Lignin (Lignosiilfonat
Prosesi)

Soda Lignin (Alkali Lignin)

Organosolv Pulping

Diger yontemler (amonyak lifi
patlamasi (AFEX), Piroliz
lignini,vb. )

1.1.4. Ligninin Kullamm Alanlari

Ligninin toksisitesinin olmayisi ve ¢ok yonliiligl, c¢esitli potansiyel endiistriyel uygulama

olanaklar1 saglamaktadir. Bol miktarda bulunabilirlik, maliyet verimliligi, biyo bazli ve

yenilenebilir kimyasallara yonelik artan ihtiyag, ligninin yliksek degerlikli 6zellikleridir.

Ozellikle gii¢/enerji, makromolekiiller ve aromatikler olarak boliimlere ayrilmis cesitli

uygulamalar i¢in 6nemli potansiyellere sahiptir (Sekil 1.5) (Olgun, 2019).
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Sekil 1. 5: Ligninin kullandigi alanlar (Olgun, 2019)

Lignin, kagit hamuru endiistrisinde yan {iriin olarak yilda yaklasik 70 milyon ton
iiretilmektedir. Uretilen ligninin yalmzca %2’si katma degerli uygulamalar igin
kullanilirken, geri kalan1 ayni tiretim tesislerinde yakit olarak kullanilmaktadir (Kumar vd.,
2009).

Lignin, dogrudan yakit olarak kullanilabilen veya endiistriyel ve evsel kullanimlar i¢in ¢esitli
biyokiitle tiirevli yakit tiirlerine katki maddesi olarak dahil edilebilen, yanma 1s1s1 (1s1l
degeri) 26,7 MJ/kg olan dikkate deger bir 1s1l degere sahip karbon igerigine (%60) sahip bir
malzemedir. Kagit endiistrisinde tiretilen lignin, bu enerjiyi geri kazanmak i¢in yakilabilir
ve 1930’lardan beri bir¢ok kagit fabrikasi enerji kaynag: olarak igerisinde yiiksek oranda

lignin bulunan siyah ¢6zeltiyi kullanmaktadir.

Enerji iiretimi ve 1s1tma i¢in odun tiirevlerinin iki ana preparat1 gelistirilmistir: briketler ve
peletler. Biyokiitle, briketler i¢in yiiksek yogunluklu kati bloklara veya peletler i¢in kabaca
6-25 mm capinda ve 5-50 mm uzunlugunda silindirlere doniistiiriilmek {izere yiiksek basing
altinda kurutulur ve sikistirilir. Diger aritilmamis biyokiitle atiklarina gore islenmesi
kolaydir ve daha temizdirler. Briketler ve peletler, sikistirllmamis kat1 biyoyakitlara gore
daha yiiksek enerji yogunlugu ve daha kii¢iik hacim sunar ve bunlarin tasinmasi ve

depolanmasi daha kolaydir. Pelet s6z konusu oldugunda, hem endiistriyel hem de evsel
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uygulamalarda elektrik {iretimi veya konut 1sitmas1 i¢in lignin iiriinlerini piyasada bulmak
oldukga kolaydir. Ornegin, Kalundborg’daki (Danimarka) IBICOM biyolojik rafineri tesisi
samanin odunsu kismini sekerlere, etanol ve lignine doniistiirmektedir. Lignin peletlenir ve
yakindaki bir elektrik santralinde yakilan komiirin bir kisminin yerine kullanilarak yesil
elektrik iiretilir. Bu fabrika yakit olarak yilda 11400 m3 lignin peleti iiretmektedir (Flores
vd., 2015). Bu anlamda peletlerin yakit degerinin bilesime gore incelenmesine yonelik bazi
akademik makaleler yaymlanmistir. Ornegin, Stevens ve Gardner (2010), yaptiklari
calismada pelet iiretiminde oduna lignin ilavesinin peletin yakit degerini artirdigini tespit

etmistir.

Bitkilerde ve belirli gidalarda az miktarda bulunan biyoaktif maddeler, yasam olgulari
tizerinde fizyolojik bir iliski ve etkiye sahiptir (Vanholme vd., 2019). Biyoaktif maddeler,
milkemmel biyouyumluluklari, kimyasal stabiliteleri ve iyi islenebilirlikleri nedeniyle
biyotip ve doku miihendisliginde antioksidan, antiviral ve antikanser malzemeleri veya
ajanlari olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Feroz vd., 2020). Canl1 hiicrelerin, dokularin
veya organizmalarin reaksiyonunu dogrudan tetikleyebilirler ve stabil kalabilirler; dokulara
mekanik olarak gomiilmiis bir sekilde baglanan inert biyomateryallere gore 6zel avantajlar

gosterirler (Guaadaoui vd., 2014).

Son yillarda hayvanlardan, bitkilerden, deniz canlilarindan ve mikroplardan kaynaklanan
dogal biyoaktif bilesikler, yenilenebilir olmalari, ¢evre dostu olmalar1 ve biyolojik olarak
parcgalanabilir olmalart nedeniyle giderek artan bir ilgi gormektedir. Bitkilerden elde edilen
biyoaktif bilesiklerin bazi1 6rnekleri polisakkaritler, terpenoidler, flavonoidler, tanenler,
steroller, amino asit ve lignindir. Bu iyi bilinen dogal biyoaktif bilesikler arasinda lignin,
bitkilerde 6nemli miktarda bulunmasi, olumlu yenilenebilirligi ve Sekil 1.6’da 6zetlendigi

gibi baz1 6nemli biyolojik aktiviteleri nedeniyle oldukg¢a dikkat cekmektedir (Shu vd., 2021).
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Sekil 1. 6: Ligninin biyolojik aktiviteleri ve etkin kullanimlari (Shu vd., 2021)

Son zamanlarda, dogal antioksidanlar, bol miktarda bulunmalari, biyolojik uyumluluklari ve
serbest radikalleri yok ederek neden olduklar1 hasari azaltma, yag ve yaglarin oksidasyonunu
onleme ve gidalardaki besin degerinin kaybini 6nleme yetenekleri nedeniyle 6nemli dlciide
dikkat ¢ekmektedir (Li vd., 2018). Teknik ligninler, fenolik hidroksil, karbonil, karboksil ve
metoksil gruplar1 da dahil olmak {izere ¢esitli fonksiyonel gruplar igerir. Lignin yapisinda
bulunan fenolik hidroksil ve metoksil gruplarinin biyolojik olarak etkin oldugu bildirilmistir.
Antioksidan aktivite (yani serbest radikalleri yok etme verimliligi), kozmetiklerde,
polimerik iiriinlerde ve ilaglarda sentetik veya yar1 sentetik antioksidanlarin yerine dogal
antioksidan olarak kullanilabilmesi amaciyla ligninlerde en ¢ok incelenen 6zelliklerden
biridir (Espinoza-Acosta vd., 2016). Ligninin antioksidan aktivite etkinligi daha 6nce bir ¢ok
calisma ile onaylanmistir (Alzagameem vd., 2018 ; Guo vd., 2018; Iwasaki vd., 2011; Liu
vd., 2015). Bu da onu kozmetiklerde, polimer karisimlarinda ve ilaglarda oksidasyonu ve

foto veya biyodegradasyonu 6nlemek i¢in bir katki maddesi olarak uygun kilar (Garcia vd.,

2017).

Derin 6tektik ¢oziicli kullanarak elde edilen ligninin antioksidan aktivitesinin belirlendigi

bazi ¢alismalar asagida agiklanmistir.
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Wang vd., (2022) yaptig1 ¢alismada, ham ve hidrotermal muameleli tiitiin sapinin farkli
lignin fraksiyonlar elde etmek i¢in asidik ve alkali sistemleri igeren kolin kloriir (ChCI),
gliserol (Gly) ve AICI3.6H.0, laktik asit (LA) ve monoetanolamin (MEA) ile sirasiyla
1:2:0,1, 1:5, 1:6 mol oran) ti¢ farkli DOC kullanilmistir. Ham ve hidrotermal tiitiin sapinin
DOC uygulamasi yag banyosunda, biyokiitle/DOC karisim oranlari 1:10 (a/a), ham saplar
120 °C de 4 saat, hidrotermal muameleli tiitiin saplarmmn ise 2 saat boyunca muamele
edilmistir. Asidik ve alkali DOC delignifikasyonu sirasinda geri kazanilan lignin
makromolekiillerinin yapist NMR spektrumlari, GPC, FTIR ve TGA teknikleri kullanilarak
ogiitiilmiis odunu lignini (MWL) ile karsilagtirmali olarak incelenmistir ve DPPH radikal
temizleme aktivitesi test edilmistir. Hidrotermal muamelenin, geri kazanilan DOC lignininin
verimini (%45,3’den %55,3’e; %35,6’dan %43,1’e; %46’dan %58,5’e) artirmustir. Asidik
DOC lignini, alkalin DOC lignininden daha yiiksek antioksidan aktivite géstermistir. DOC
ligninindeki fenolik hidroksil gruplarinin artisiyla yakindan baglantili olarak DOC lignininin
antioksidan aktivitesinin, 6giitiilmiis odun lignini ve ayrica sentetik antioksidan olan

biitillendirilmis hidroksitoluene kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Ma vd., (2022a) alkali DOC, ChCI ve MEA 1:6 mol oraninda karistirilarak sentezlemistir.
DOC, 10:1 sivi-kat1 oraninda endiistriyel ksiloz kalintis1 ile karistirilmis mikrodalga
reaktoriinde reaksiyona sokulmustur. Muamele sicakligi, oda sicakligindan belirli
sicakliklara (40-120 °C) 1 dakika boyunca yiikseltilmis ve 10 dakika tutulmustur. Bu
calismada, elde edilen lignin fraksiyonlarinin DPPH antioksidan 6zellikleri, bu lignin
fraksiyonlarinin yapisal karakterizasyonu ile 6zellikleri arasindaki iliskiyi aydinlatmak i¢in
belirlenmistir. DOC lignininin antioksidan aktivitesi (serbest radikal siipiiriicii indeks RSI),
artan muamele sicakligiyla birlikte istikrarli bir sekilde artmustir. Ek olarak, bu DOC lignin
fraksiyonlarinin RSI degerleri (10,06-15,58), kontrol ¢ift enzimatik lignin (DEL)’den (6,57)
ve endiistriyel antioksidan biitillenmis hidroksitoliienden (BHT 2,8) daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Bu sonug, DOC lignin fraksiyonlarinin ticari antioksidan BHT ile

karsilastirildiginda iistiin antioksidan performans sergiledigi gostermistir.

Biyokiitle direncinin azaltilmasi ve aymi zamanda rekonstriiksiyon ve doniisiimiin
verimliliginin arttirtlmasi biyorafineri prosesinde hayati 6nem tagimaktadir. Ma vd., (2021a)
kontrol ve transgenik kavaklarin yapisini bozmak ve ligninin ekstrakte edilebilirligini ve
degerlenmesini gelistirmek icin mikrodalga destekli derin &tektik ¢oziicii (DOC) muamelesi
gelistirilmistir. DOC, kolin kloriir (ChCI), etilen glikol (EG) ve gliserol (Gly), aliiminyum
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kloriir hekzahidrat (AICl3-:6H20) karisimlarinin 1:2:0,1 molar oraninda isitilmasiyla
sentezlenmistir. Numunelerin DOC muameleleri, 1:10’luk bir kati:sivi oran1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Muamele sicakligi, 400 W mikrodalga radyasyonu altinda bir
mikrodalga hizlandirmali reaksiyon sistemi kullanilarak 1 dakika boyunca oda sicakligindan
110 °C’ye yiikseltilip ve 10 dakika tutulmustur. DOC lignininin verimi, kontrol kavak
agaciyla (%37,25 ve 38,86) karsilastirildiginda transgenik kavak agaglarinda %45,38-53,09
ve %46,38-54,30’a acikga artmistir. Transgenik kavak agaclarinin delignifikasyon
oranlarmin (%92,98 - %95,13) kontrol kavak agaglarindan (%90,66 - %92,55) biraz daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Ayrica, DOC lignin fraksiyonlarindaki molekiiler agirlik ve
farkli baglarin (B-O-4, B-B, B-5, vb.) bulunurlugu 6nemli dl¢iide azaldigi, bu da mikrodalga
destekli DOC muamelesinin giiclii bir yap1 bozma yetenegine sahip oldugunu ortaya
koymaktadir. Ayrica, DOC lignininin antioksidan aktiviteleri yaygin endiistriyel antioksidan
BHT ile karsilastirilarak arastirilmistir. Radikal olusturucu olarak DPPH kullanilmis ve
inhibisyon orani hesaplanmistir. ChCI-Gly DOC muamelesinden elde edilen ligninlerin
antioksidan aktivitesinin, farkli test siireleri altinda (16 ve 30 dakika) ChCI-EG DOC
muamelesinden elde edilenlerden daha iyi oldugu bulunmustur. Gly tabanli DES
ligninlerinde antioksidan aktivitesinin zamanla artis orani, EG tabanlit DES ligninlerinden
daha fazla oldugu; bu socunun muhtemelen ChCI-Gly muamelesinden elde edilen ligninde
S tipi fenolik OH gruplarinin (31P-NMR spektrumlari) daha fazla olmasindan kaynaklandig:
belirtilmistir. Ayrica, BHT (16 dakika RSI=1,78; 30 dakika RSI =2,23) ile
karsilastirildiginda, DOC lignin fraksiyonlar1 (16 dakika RSI =23,53-13,93; 30 dakika RSI
=33,56-15,85) yiiksek antioksidan aktivite sergilemistir (Ma vd., 2021a).

Ma vd., (2021b) EG, ChCIl ve AICIs’li sirastyla 2:1:0,1 mol oraninda karistirarak elde
etiikleri DOC’ii Abakanin deligninfikasyonunda kullanmislardir. Mikrodalga cihazinda
gerceklestirilen DOC muamelelerinde siire 30, 60 ve 90 dakika, sicaklik ise 100, 110 ve 130
'C olarak almmustir. Muamele sicakligmin 100 "C’den 130 "C’ye artmasiyla delignifikasyon
oraninin %67,38’den %94,61°e, antioksidan aktivitenin 16 dakikada 6,51’den 18,32’ye, 30
dakikada 8,24’den 23,92’e yiikseldigi tespit edilmistir. Ancak geri doniisiim dongiilerinin
artmasiyla birlikte antioksidan degerleri 16 dakika 13,95’den 11,60’a, 30 dakika
18,80’den17,06’ya azalmistir. 3'P NMR verilerine dayanarak, antioksidan aktivitenin
fenolik hidroksil gruplarimin miktar: ile pozitif baglantili oldugu bulunmustur. Bununla
birlikte, tiim DOC lignini, ticari antioksidan olan BHT (antioksidan aktivite degeri 16 dakika

1,95; 30 dakika 2,34) ile karsilastirildiginda mitkemmel antioksidan aktiviteler sergilemistir.
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Triploid Populus tomentosa, ChCl, EG ve AICls (1:2:0,1, mol oram) ile elde edilen DOC
10:1 sivi-kat1 oran1 (a:a) kullanilarak 150 ml’lik yuvarlak dipli bir sisede uygulanmistir.
Karistirma ¢dzeltisi, farkli sicakliklarda (90-130 °C) 10 dakika boyunca mikrodalga
hizlandirmali reaksiyon sistemi ile 1sitilarak gerceklestirilmistir. Muamele sonrasida kalan
DOCler geri déniistiiriilmiis, hammaddenin optimum muamele kosulu altinda (110 °C, 10
dakika) muameleye tabi tutulmasi i¢in iki kez yeniden kullanilmistir. Ligninlerin antioksidan
aktiviteleri DPPH yontemi kullanilarak belirlenmistir. Onceki ¢alismada oldugu gibi sicaklik
artttkca DOC ligninlerinin antioksidan aktivitesi artmis (RSI= 4,42-6,17-15,95-17,39-
18,05), geri doniisiim dongiilerinin artmasiyla birlikte azalmistir (RS1=14,26-12,77). Tiim
DOC ligninlerin antioksidan aktivitesi BHT antioksidan degerinden (RSI=2,40) yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Ma vd. 2022b).

Argenziano vd., (2022) yaptiklar1 bir ¢caligmada kestane, findik, yer fistigi, ceviz ve antep
fist1ig1 kabuklarim bilyali dgiitiicii kullanarak kiiciik pargalara aymrp 120 ‘C’de 24 saat
boyunca % 20 su iceren, 1:2 (mol/mol) oraninda hazirlanmis ChCI:LA DOC ile muamele
etmislerdir. Kapsamli spektroskopik ve kromatografik analiz, kestane kabuklarinda, kabuk
ekstraktlarinda mevcut ana fenolik bilesenlerin ligninler oldugunun ve buna kiigiik
miktarlarda (%0,9 a/a) ellagik asitin eslik ettigini tespit etmislerdir. Elde edilen ligninlerin,
ozellikle DPPH testinde (0,03 ila 0,19 mg/ml arasinda degisen EC50 degerleri) referans
antioksidan Trolox’unkilerle karsilastirilabilir ve hatta ondan daha yiiksek umut verici

antioksidan o6zellikler sergiledigi belirlemislerdir.

Guo vd., (2020) yaptiklar1 calismada Miscanthus x giganteus’tan nétr DOC (ChCI:Gly) ile
elde edilen ligninlerin fraksiyonlama verimliligini arttirmak i¢in, DOC muamelesi esnasinda
katalizor olarak g¢evresel kokenli ve ekonomik yasayabilirlige sahip {i¢ heteropoli asit
(fosfotungstik (PTA), fosfomolibdik (PMA) ve silikotungstik (STA) asitler) kullanmiglardir.
Geri kazanilan ligninin ytiksek safliga (%92,7), diisiik molekiiler agirliga (Mw 1520—2470
g/mol), diisiik polidispersiteye (PDI < 1,7) ve yiiksek lignin verimine (%78,2) sahip
oldugunu tespit etmislerdir. Izole edilen lignin akislarmin potansiyel uygulamasini da
degerlendirmek icin antioksidan aktivite, in vitro DPPH radikal temizleme yetenegi ile
gerceklestirilmistir. Antioksidan performanst (ICsp = 0,042 mg/ml), ticari antioksidan
biitillenmis hidroksitoluenden (ICso = 0,056 mg/ml) daha iyi oldugu bulunmustur. Bu

sonuglar, heteropoli asitler-nétr DOC sisteminin lignin izolasyonu i¢in énemli dl¢iide etkili
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oldugunu ve yiiksek antioksidan aktiviteye sahip yeni bir lignin kaynagi saglandigim

gostermistir.

Bambu isleme kalintisindan hemiseliiloz ve ligninin uzaklastirilmasi i¢in 6nce hidrotermal,
sonra DOC ile delignifikasyon stratejisi uygulanmistir. 50 g kuru hammaddenin (Ham) 500
ml suya karistirthip, 1 L’lik paslanmaz c¢elik otoklavda 180 °C’de 30 dakika tutularak
otohidroliz gerceklestirilmistir. Ortaya ¢ikan kati kalinti (R-HT), ChCI:MA, ChCL:EM,
ChCL:Gly ile sirastyla 1:1, 1:6, 1:2 oranlarinda elde edilen ii¢ tip DOC ile muamele
edilmistir. Mikrodalgada 120 "C ve 130 'C’de 10 dakika muamele edilmistir. Elde edilen 6
adet DOC-lignin drneginin verimi %52,64-53,67 araliginda ve delignifikasyon oranini
%77,7-83,75 araliginda oldugu hesaplanmistir. Ayrica en yiiksek lignin verimi %53,67 ve
en yiiksek delignifikasyon oranmmi %83,75 ChCl: EM ile hidrotermal muameleye tabi
tutulmus Orneklerinde oldugu tespit edilmistir. Elde edilen ligninin yapisal farkini
karsilagtirmak ig¢in, ¢ift enzimatik lignin (DEL) 6rnekleri (DEL-Ham, DEL-HT) kontrol
lignini olarak kullanilmistir. Elde edilen lignin 6rneklerinin (DEL-Ham, DEL-HT, L-DL-
120, L-DL-130, L-EM-120, L-EM-130, L-GLY-120, L-GLY-130) antioksidan aktivitesi
DPPH radikal temizleme deneyi ile degerlendirilmistir. Asidik DOC (ChCI:MA) kosullar:
altinda elde edilen lignin fraksiyonlar1 diger lignin oOrnekleriyle karsilastirildiginda
mitkemmel antioksidan aktiviteye sahip oldugu ortaya konulmustur. DEL-Ham antioksidan
aktivitesi (4,22) DEL-HT den (14,28) daha diisiik oldugu, hidrotermal muamelenin
antioksidan aktiviteyi arttirdigi goriilmistiir. Genel olarak ligninin depolimerizasyonu,
molekiiler agirligin azalmasina ve eter baglantilarinin béliinmesine yol agtig1 ve ayrica lignin

icinde ArOH’nin hizli olusumunu tesvik ettigi vurgulanmistir (Guo vd., 2022).

Li vd., (2021) ChClI ve oksalik asit (OA) ile 1:1 mol oraninda hazirladiklar1 DOC ile Bamboo
Dendrocalamus yunnanicus’u konsantrasyon agirlikga %10 olacak sekilde basingh
reaktorde muamele gergeklestirilmistir. Daha sonra karigimlar siirekli karistirilarak hedef
sicaklikta (80 "C,90 °C,100 ‘C,110 °C vel20 °C) 4 saat 1sitilmistir. Yiiksek muamele
sicakligiyla hem lignin verimi (%12,1-30,5) hem de delignifikasyon oranmi (%57,9-78,1)
artmistir. Elde edilen lignin 6rneklerinin antioksidan aktivite 6zelliklerini enzimatik asidoliz
lignin (EMAL) ve iki tipik ticari antioksidan olan BHA ve BHT ile karsilagtirmali olarak
DPPH radikal siipiirme testi ile tahmin edilmistir. Tiim lignin 6rneklerinin DPPH’ye kars1

etkileri, lignin konsantrasyonunun ve DOC delignifikasyon sicakliginin artmastyla birlikte
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geligsmis antioksidan aktiviteler sergilemistir. Ayrica alifatik OH icerigindeki azalmanin,

ligninin antioksidan aktivitesinde artigsa neden olabilecegi vurgulanmustir.

Wang vd., (2019) yaptiklar1 ¢alismada, yiiksek saflikta ve antioksidatif lignin iiretmek
amaciyla hibrit Pennisetum verimli muamele i¢in Lewis asitlerini (AlICl3, FeCls, FeCly,
ZnCl; ve CuCl,) ChCl/gliserole dahil etmeye yonelik bir strateji gelistirmislerdir. Muamele
sicaklig1 ve siiresinin ekstraksiyon verimliligi, kimyasal yapilar ve ozelliklerin (iliskili
polisakkaritler, molekiiler agirliklar, lignindeki baglant1 baglar1) yani sira hidroksil gruplari
(lignin ve fenolik hidroksilin yan zincirindeki karboksil gruplar1 ve alifatik hidroksil
gruplar1) tizerindeki etkileri de kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Ayrica, ligninlerin
antioksidan kapasitesi DPPH radikal temizleme testi ile degerlendirilmistir. Uglii karisimlar
(ChCl:Gliserol:Lewis asit (AICIz-6H20, FeCls-6H20, FeCl2-4H20, ZnCl,, CuCl;) 62:124:1
mol orani olacak sekilde hazirlanmistir. DOC muameleleri hibrit Pennisetum (2.0 g) ve DOC
(20.0 g), 120 °C ve 6 saat muamele edilmistir. ChCl-Gliserol DOC’e bir Lewis asidi
eklenmeden belirgin bir delignifikasyon gozlenmezken, bir Lewis asidi 6zellikle AICls,
FeCls ve CuCly’nin kullanimi, DOC muamelesinden sonra elde edilen hibrit Pennisetum’un
delignifikasyonunu &nemli dlgiide iyilestirerek %85 verime ulasmistir. FeCls igeren DOC
kullanildiginda lignin verimi agirlikga %49’a kadar ¢ikmustir. Bu, AICI3, FeClz ve CuClz’nin
dahil edilmesinden sonra elde edilen ChCl-Gliserol DOC’in artan H-bagi kabul etme
yetenegi ve asidik kuvvetinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu sonucglardan yola
cikarak, FeCls bazli DOC kullanilarak 60 ‘C, 80 “C, 100 “C, 120 °C ve 140 °C’de sirasiyla 1,
2,4 6 ve 9 saat siireyle muamele edilmistir. Muamele siiresinin uzamasiyla ve sicakliklariyla
hem lignin verimi hem de delignifikasyon orani arttirmistir. Bununla birlikte, ¢cok yiiksek
sicaklik ligninin izolasyonunu smirlad: ¢iinkii lignin yogunlasmasi ligninin DOC igindeki
¢ozlinlirliigliniin  azalmasina yol a¢mustir.  Fenolik hidroksil gruplarinin igerigi ile
antioksidan aktivite arasindaki korelasyonu degerlendirmek i¢in ¢ift enzimatik ligninin
(DEL) antioksidan aktiviteleri ve DOC lignin 6rnekleri arastiilmis ve ticari BHA
antioksidanininkiyle karsilagtirilmistir. DEL (1C50=0,279 mg/ml) ile karsilastirildiginda,
ligninlerin IC50 degerleri daha diisiiktii (ICso degerleri Lcuci2=0,105; Laicis=0,092; Lizo-
6=0,085; L140-6=0,055; L120-2=0,115; L120-4=0,098; L120-9=0,062 mg/ml) bu da DOC
muameleinden sonra elde edilen ligninin DEL’den daha iyi antioksidan aktiviteye sahip
oldugu ortaya konulmustur. Ligninin antioksidan aktivitesi, DOC 6n muamele kosullarinin
siddetinin artmasiyla birlikte kademeli olarak artmistir. Ayrica L140.6 V€ L120-9’unantioksidan
aktiviteleri BHA ninkinden (IC50=0,074 mg/ml) daha iyi oldugu bulunmustur. DEL ve
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ligninlerin fenolik hidroksil grup igerigi ve antioksidan aktivitesine iligkin sonuglara
dayanarak, daha o©nce bildirilen c¢alismalarla uyumlu olarak antioksidan aktivitenin
lignindeki fenolik hidroksil gruplarinin miktariyla yakindan iligkili oldugu sonucuna

varilmstir.

Ligninin yapisint olusturan ¢ok sayida polifenolik bilesik nedeniyle ligninin yiiksek
derecede antimikrobiyal 6zellige sahip oldugu bulunmustur. Bu polifenoller hiicre zarlarini
tahrip ederek hem gram pozitif hem de negatif bakterilerin pargalanmasina neden olabilir.
Hiicre ¢oziinmesinin kesin mekanizmasi tam olarak anlasilmamakla birlikte, lignindeki
fenolik bilesiklerin, hiicre zarinin iyon gegirgenligini arttirarak hiicre 6liimiine neden oldugu
bilinen iyonoforlar gibi davranabilecegi disiiniilmektedir (Kalinoski ve Shi, 2019).
Literatiirde ligninin antimikrobiyal 6zelliklerini etkileyen, lignin konsantrasyonu, kullanilan
lignin monomerlerinin/polimerlerinin kimyasal yapisi, ekstrakte edilen ligninin kokeni ve
test edilen mikroorganizmalarin tiiri gibi ¢esitli faktorler bulunmustur (Flores vd., 2015;
Cazacu vd., 2012).

Alzagameem vd., (2019) endiistriyel Kraft siyah g¢6zeltiden lignin ekstraksiyonu igin,
degisen pH, sicaklik ve karistirma siiresiyle HCI ve H2SO4 kullanilarak kademeli asidik
cokeltilmesi gergeklestirilmistir. L1, oda sicakliginda H2SOj4 ile 90-180 dakika boyunca pH
2 olana kadar karigtirtlarak; L2, L1’in dietil eter ile 1slatilmasi yoluyla hazirlanmustir.
Sirasiyla aseton ve etanol ile secici ekstraksiyonu ile L3 ve L4’1i tiretilmistir. Tiim 6rnekleri
cokeltmek i¢in dietil eter kullanilmigtir. Organosolv ligninler, ladin/cam odunundan (L5),
kayin odunundan (L6) ve Miscanthus’tan (L7) elde edilmistir. Lignin orneklerinin
antimikrobiyal aktivitesi, gram pozitif bakteri olan Staphylococcus aureus ve Listeria
monocytogenes ile gram negatif bakteri olan Escherichia coli’ye karsi disk difiizyon
yontemiyle inhibisyon bdlgeleri Olgiilerek belirlenmistir. Gram pozitif bakteriler, gram
negatiflere gére daha fazla inhibe edilmistir. E. coli ile ilgili olarak incelenen ligninlerin
timi higcbir aktivite gostermemistir. L. monocytogenes iizerinde L1, L2, L5 ve L6
ligninlerinin inhibisyon bdlgelerinin olustugu, S. aureus’ta ise L1, L5 ve L6’da inhibisyon
bolgelerinin olustugu godriilmiistiir. Igne yaprakli agagtan elde edilen organosolv ligninin
(L5) belirli aktiviteleri bulunurken, L7 otsu bitkiden elde edilen ligninin higbir aktivitesi
bulunmamistir. Kayin bazli (L6) numune, 6zellikle ladin/¢am bazli numunelerden (L5) daha
yiiksek aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Ote yandan L1, bir kraft lignini olarak
L5’ten daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
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Kaur vd., (2017) yaptiklart bir ¢alismada NaOH ¢ozeltisi kullanilarak seker kamisi
kiispesinden lignin ekstrakte etmislerdir. Bu ¢alisma, elde ettikleri lignini asetilasyon,
epoksidasyon ve hidroksimetilasyon reaksiyonlari ile modifiye ederek Bacillus aryabhattai
ve Klebsiella sp. bakterileri tizerine etkileri bakteriyel duyarlilik filtre kagidi1 disk yontemiyle
degerlendirilmistir. Ayrica, farkli konsantrasyonlarda degisen inhibisyon gdsteren seker
kamis kiispesi lignini ve modifiye edilmis ligninler, Bacillus aryabhattai ve Klebsiella sp.
i¢in minimum inhibitdr konsantrasyonlar1 (MIK) belirlenmistir. Lignin ve modifiye edilmis
ligninlerin antibakteriyel aktivitelerinin konsantrasyona bagli oldugu, konsantrasyon arttik¢a
etkinligin arttig1 bulunmustur. Ligninlerin antibakteriyel etkinligi Bacillus sp.’nin Klebsiella
sp.’ye gore daha etkili oldugu tespit edilmistir.  Epoksi ligninin test edilen tiim
konsantrasyonlarda en yiiksek biiyiime inhibisyon bolgelerini olusturdugu gézlemlenmistir.
Lignin ve modifiye ligninlerin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri Bacillus
sp. i¢in daha diisiik, Klebsiella sp. i¢in daha yiiksek bulunmustur. Epoksi ligninin MiK
degerleri, test edilen bakterilere karsi modifiye ligninler arasinda en diisiik olanidir (Bacillus
sp ve Klebsiella sp. i¢in sirasiyla 90 ve 200 pg/disk). Bacillus sp. ve Klebsiella sp. i¢in en
yiiksek MIK degerleri (sirasiyla 240 ve 425 pg/disk) asetillenmis ligninde bulunmustur. Tiim
ligninler icin MIK degerleri, Klebsiella sp.’ye karsi en yiiksek ve Bacillus sp.’nin
biiylimesine kars1 en diislik oldugu tespit edilmistir. Bu sonug, test edilen bakteriler arasinda
tiim materyallerin Bacillus sp.’nin kontrolii i¢in daha etkili ve Klebsiella sp.’ye kars1 daha
az etkili oldugunu ortaya koymustur. Modifiye edilmemis ve modifiye edilmis ligninlerin
antibakteriyel aktivitelerinin standart tetrasiklinden daha diisiik oldugu bulunmustur. Bu
nedenle fenolik polimerlerin benzen halkasindaki substitiisyonlarin varliginin, bunlarin
farkli mikroorganizmalara karsi antibakteriyel potansiyelini etkiledigi ve antibakteriyel

aktiviteden metoksil ve epoksi gruplarmin sorumlu oldugu sonucuna varilmistir.

Dong vd., (2011) etanol iiretimine yonelik misir atig1 lignin kalintist kullanilmistir. Kalinti,
seyreltik asit buhariyla muameleden gegirildikten, enzimatik hidrolizden ve
fermantasyondan sonra iiretilmistir. 4 farkli lignin ekstraktlari, Ekstrakt 1, 95 °C, 120 dakika,
kalinti/¢oziicti orani 1:4 (h/a), Ekstrakt 2, 95 °C, 120 dakika, kalinti/¢oziicii orani 1:2 (h/a),
Ekstrakt 3, 22 °C, 20 dakika, kalinti/¢oziicii oran1 1:4 (h/a), Ekstrakt 4, 22 °C, 20 dakika,
kalinti/¢6ziicti oran1 1:2 (h/a) alkali ekstraksiyon yontemi (%4 sodyum hidroksit ¢ozeltisi)
kullanilarak hazirlanmistir. Mikrobiyal inhibisyon, sivi inkiibasyon yontemi kullanilarak
lignin ekstrakti 1, orijinal lignin kalintisi ve ticari lignin test edilmistir. Antibakteriyel tarama

calismasinda test organizmasi olarak Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
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Salmonella enterica serovar enteritidis, E. coli suslar1 kullanilmigtir. Lignin 6rneklerinin
Gram-negatif bakteriler (E. coli ve S. Enteritidis) tizerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip
olmadigi, Gram pozitif bakteriler (L. monocytogenes ve S. aureus) tizerinde inhibitor etkiye
sahip oldugu bulunmustur. Lignin ekstrakt1 1 gii¢lii bir inhibitor etki gosterdigi, ancak ticari
ligninden daha diisiik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Tarama galismasinin ardindan, lignin
ekstraktlarinin Gram-pozitif bakterilere L. monocytogenes ve S. aureus karsi antimikrobiyal
aktiviteleri, mikrodiliisyon testi kullanilarak test edilmistir. Lignin 6rnekleri TSB’de (Triptik
Soy Agar) %5 DMSQ’da hazirlanmistir. Minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri,
bakteriler icin 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda organizmanin biiyliimesini inhibe
eden ekstrelerin en diisiik konsantrasyonu, minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK)
degerleri, bakteriler i¢in 37 °C’de 48 saatlik inkiibasyonun ardindan organizmalarin
%99,9’undan fazlasini Oldiiren en diisiik ekstre konsantrasyonu olarak alinmistir.
Olaganiistii antimikrobiyal etkiye sahip olan ticari lignin, yiiksek pH’1 (10,5) ve TSB’deki
iyi ¢ozlinlirligii nedeniyle olabilirken, lignin ekstrakti 1 yaklasik olarak nétr pH’a sahip ve
TSB’de ¢oziinmedigi belirtilmistir. Lignin ekstraktlari, L. monocytogenes iizerinde en biiyiik
MIK ve MBK’ye sahipti, bunlarm tiimii 10 mg/ml’den yiiksek oldugu goriilmiistiir (test
edilen en yiiksek konsantrasyon). Lignin ekstraktlar1 S. aureus iizerinde en kiigiik MiK ve
MBKye sahip oldugu; MIK 1,25 mg/ml ve 5,625 mg/ml araliginda ve MBK 1,25 mg/ml ila
10 mg/mI’nin tizerinde oldugu tespit edilmistir. Genel olarak, ekstrakt 1, diger ii¢ ekstraktla
karsilastirildiginda en yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ve antimikrobiyal
tarama caligmasinin sonuglarindan farkli olarak ticari ligninle karsilastirildiginda daha da
yiiksek oldugu belirlenmistir. Farklilik, mikrodiliisyon yonteminde daha diisiik lignin
konsantrasyonu kullanildigindan pH’1in diismesinden, ayrica ligninin TSB’deki ¢oziintirliik
problemi, lignin ekstraktlariin %5 DMSO iceren TSB igerisinde ¢06ziilmesinden

kaynaklaniyor olabilecegi vurgulanmigtir (Dong vd., 2011).

Yun vd., (2021) yaptiklari ¢alismada, bambu kraft lignininden susuz aseton, %50 aseton ve
%37,5 heksan ile sirali organosolv fraksiyonlamasi yoluyla hazirlanmistir. Kraft lignin,
aseton ile 24 saat karistirilmistir. Karistirdiktan sonra ¢ozelti, slipernatanti elde etmek igin
stizlilmiigtiir. Daha sonra elde edilen siipernatant ile distile su eklenerek 5 saat
karistirllmistir. Cokelti (L1) filtrasyon yoluyla elde edilmistir. Nihai siipernatant, 600 ml
hekzanla 5 saat karistirnlmistir. Karistirdiktan sonra ¢ozelti siiziilerek ¢okelti (L2) ve
siipernatant elde edilmistir. Daha sonra, katinin (L3) elde edilmesi igin silipernatanttaki

solventin uzaklastirilmas1 amaciyla doner buharlastirma gergeklestirilmistir. Elde edilen
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katilar vakumlu kurutma firininda kurutulmustur. L1 Lignin fraksiyonlarinin antimikrobiyal
aktivitesi, mikrodiliisyon yontemi kullanilarak Gram-negatif bakteriler E. coli ve Salmonella
ile Gram-pozitif Streptococcus ve S. aureus bakterilerine karsi test edilmistir. Hem orijinal
ligninin (LO) hem de fraksiyonlanmis ligninlerin (L1, L2 ve L3), biiyiimelerini énemli
Ol¢iide inhibe ederek tiim bakteriler iizerinde miikemmel Onleyici etkiler sergiledigi; L3
Orneginin en giliglii antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir. Bu sonucun
ornekteki yiiksek fenolik hidroksil grubu igerigine ve diisilk molekiil agirligr olabilecegi
belirtilmistir. Elde edilen bu sonu¢ dogrultusunda lignin L3’ilin antimikrobiyal aktivitesinin
analizi, test edilen her bakteriye kars1 LB agar ortaminda farkli konsantrasyonlarda (0,4—1,6
mg/ml) gerceklestirilmigtir. L3 lignini, tiim bakterilere 6zellikle E. coli’ye Kkarsi
antibakteriyel etki gdstermistir. Ornegin, 1,6 mg/ml L3 ile muamele edilen E. coli igin
%95,61’lik bir inhibisyon orani tespit edilmistir; bu oran Salmonella i¢in %89,60,

Streptococcus i¢in %66,62 ve S. aureus i¢in ise %64,68 olarak tespit edilmistir.

Zourif vd., (2024) organosolv prosesi kullanarak Reseda luteola L.’nin boya
ekstraksiyonundan atik olarak kalan biyokiitlesinden ligninin ekstrakte edilmesi, elde edilen
lignin karakterize edilmesi, antimikrobiyal, antioksidan ve anti-UV maddesi olarak
potansiyel uygulamalarinin arastirilmasimi amaglamiglardir. Reseda atik tozu, kiitle
konsantrasyonu %75 ila 99 olan (formik asit ve asetik asit arasinda 70:30 h/h oraniyla) bir
organik asitle, 1:10 ile 1:4 arasinda kati/s1v1 oraniyla muamele edilmistir. FA/AA isleminden
sonra filtre tizerinde kalan artik lifler, Peroksiformik asit/peroksiasetik asit (PFA/PAA)
cozeltileri karigimi ile islenmesi yoluyla delignifikasyona tabi tutulmustur. FA/AA ve
PFA/PAA islemlerinden sonra elde edilen sivilarda ¢6ziindiiriilmiis lignin, damitilmis su ile
cokeltilerek elde edilmistir. Reseda luteola L.’den elde edilen ligninin antibakteriyel
aktivitesi 4 bakteri susuna Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa karsi degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak Klortetrasiklin ve
negatif kontrol olarak DMSO kullanmilmistir. Diger bazi bitkilerden ekstrakte edilen
ligninlerin antibakteriyel 6zellikler gosterdigi bildirilen birgok ¢aligmanin aksine, Reseda
luteola L. ligninin, en azindan test edilen tiirlere kars1 antibakteriyel etkilere sahip olmadig
goriilmistiir. Antibakteriyel aktivitedeki bu belirgin fark, oncelikle bu ligninin kimyasal

bilesimi ve yapisindaki farkliliklarla agiklanabilecegi sonucuna varilmistir.

Hidrojeller, suyu tutabilen ve biyoaktif bilesikleri serbest birakabilen ii¢ boyutlu ag yapisina

sahip ¢ok yonlii malzemelerdir. Tarim, biyomateryal sentezi ve farmasétikler dahil olmak
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tizere cesitli alanlarda uygulama bulmuglardir. Dogal antimikrobiyal bilesiklerin hidrojellere
dahil edilmesi, 6zellikle yara iyilestirici pansumanlar i¢in toksik olmayan biyomedikal
malzemelerin gelistirilmesinde umut verici bir yaklasimdir. Hidrojel bazli bir bandaj
tiretmek igin iyilestirici, antiinflamatuar ve antimikrobiyal 6zelliklerinden dolay1 kaju elma
kiispesi lignininin (CAB-Lig) ekstraksiyonu ve kullanimi degerlendirilmistir. Ekstraksiyon
islemi, asit ve alkali islemlerini ve ardindan ¢okeltilerek gergeklestirilmistir. CAB-Lig’in,
formiile edilmis hidrojellerin ve hidrojel igeren lignin ile formiile edilmis bandajlarin
antimikrobiyal aktiviteleri, diliisyon yontemiyle gram negatif bakteriler Escherichia coli ve
gram pozitif Staphylococcus aureus’a karsi degerlendirilmistir. CAB-Lig’in her iki
bakteriye karsi onemli antimikrobiyal aktivitesini ortaya ¢ikarmis ve sirasiyla %10 ve %5
konsantrasyonlarda E. coli ve S. aureusun %100 yok edilmesini saglamistir. %3’{i asan
lignin konsantrasyonlari yine de E. coli sayisin1 6nemli dl¢iide azalttigi ve %1 in izerindeki
konsantrasyonlar S. aureus biiylimesini %94’e kadar inhibe ettigi; bu da CAB lignininin
antimikrobiyal bir madde olarak 6nemli potansiyeli oldugunu ortaya koymustur. %3 ve %5
lignin iceren hidrojeller, her iki mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal ozellikler
gostermistir. %3 CAB-Lig konsantrasyonunda, E. coli ve S. aureus igin sirasiyla 7 mm ve
21 mm ¢apinda inhibisyon zonlar1 olugsmustur. %5’de bu caplar mikroorganizmalar i¢in
sirasiyla  %85,7 ve %38,1 artmistir. Bununla birlikte, %7,5 ve %10 CAB-Lig
konsantrasyonlarinda, ortamdaki asir1 lignin difiizyonu, potansiyel inhibisyon bolgelerinin
gozlemlenmesini engellemistir. CAB-Lig iceren hidrojel bandajlarm, %3 ve %5 CAB-
Lig’de sirasiyla 44,8 mm ve 46,3 mm inhibisyon zon ¢aplariyla S. aureus’un biiylimesini
onemli 6l¢iide inhibe ettigini gostermistir. Hidrojel bandajlarin ayrica %3 ve %5°da sirasiyla
34,7 mm ve 38,2 mm inhibisyon bdlgesi ¢aplariyla E. coli bakterilerinin biiyiimesini etkili

bir sekilde engelledigi goriilmiistiir (Albuquerque vd., 2024).

Zhang vd., (2022) yaptiklar1 c¢alismada, kitosan-sitrik asit/kitosan-adipik asit (CA) ve
kitosan-malik asit/kitosan-adipik asit (MA) ¢6zeltilerinden yeni bir kitosan filmi hazirlanmis
ve dogal betain bazli (BE:LA 1:2) derin 6tektik solvent (agirlik¢a %0-30) ve lignin (agirlikca
%71) ilavesiyle plastiklestirilmistir. Staphylococcus aureus ve Escherichia coli, temsili gram
pozitif ve gram negatif bakteriler olarak secilmistir. Tiim filmler S. aureus’a kars1 E. coli’ye
gore daha etkili oldugu tespit edilmistir. Genel olarak, lignin iceren ve igermeyen
numunelerde DOC miktar1 agirlikga %10°dan %30°a yiikseldikge, dzellikle CA bazli filmler
icin S aureus’a yonelik inhibisyon bolgesinin ¢apinda bir artig olmustur. Bunun tersine, E.

coli i¢in inhibisyon bdlgesinde gozle goriiliir bir fark gézlenmemistir.
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1.2. Derin Otektik Céziicii (DOC)

Otektik karisim, iki veya daha fazla bilesenin belirli bilesim oranlarinda olusturdugu,
bilesenlerinin erime noktalarindan daha diisiik bir sicaklikta eriyen ve donan homojen bir
karigimi ifade eder. Abbott ve arkadaglari, 2003 yilinda ChCl (kolin kloriir) ve iire ile 1:2
mol oraninda olusturulan bir DOC kavramim ilk kez tamimladilar. ChCl bir kuaterner
amonyum tuzu (hidrojen bag alicis1) ve iire hidrojen bagi vericisi olarak islev gostermekte
olup, erime noktalar1 sirasiyla 302°C ve 133°C’dir. Bu karisimda, donma noktasi diisiisti
178°C, otektik nokta ise 12°C idi. Karisimin donma noktasinin bilesenlerin erime
noktalarina gore biiylik 6l¢iide azalmasinin nedeni, hidrojen baglar1 araciligryla olusan yiik
dagilimidir. Bunlari iyonik sivilardan ayirmak i¢in bu ¢6ziicii sinifina derin 6tektik ¢oziicii

(DOC) ad1 verilmektedir (Abbott vd., 2003; Abbott vd., 2004).

DOC’iin sentezi Smith vd., (2014) tarafindan gelistirilen genel bir esitlikle agiklanabilir
(Esitlik 1).

Cat+X-zY (1)

Cat+ : amonyum, fosfonyum veya siilfonyum katyonu
X: Lewis bazi (halid anyonu)
Y: Lewis yada Brensted asidi

z: Anyonla etkilesen Y molekiilii sayisi.

DOC’in olusumu hidrojen bagi iizerine kuruldugundan, proton veya elektronlart
bagislayabilen veya kabul edebilen ¢ok cesitli bilesenler DOC sentezi icin uygundur.
Bugiine kadar bildirilen DOC’lerin ¢ogunlugu, Tablo 1.4’de gosterildigi gibi, kompleks
olusturucu maddenin dogasina bagli olarak bes ana kategoride siiflandirilmistir (Kalhor ve
Ghandi, 2019; Zhou vd., 2022; Odegova vd., 2024). Tip I DOC’ler, kuaterner amonyum tuzu
(6rnegin, kolin kloriir, ChCl) ve metal halojeniirden (6rn. AICl3) olusur. Tip II DOC’ler
temel olarak bir kuaterner amonyum tuzu ve bir hidratlanmis metal halojeniir (6rn.
AICl3-6H20) igerir. Bu kimyasallar, dogalari geregi havaya ve neme karsi duyarsiz
olduklarindan endiistriyel islemler i¢in daha uygundur. Tip IIl DOC’ler esas olarak kuaterner
amonyum tuzu ve cesitli HBD’lerden (6rn. karboksilik asitler) olusur. Bu tiir DOC, diisiik

maliyetli baslangic malzemeleri ve kolay hazirlanabilmeleri nedeniyle biyokiitle islemede
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en yaygmn sekilde kullanilir. Tip IV DOC’ler, metal tuzu normal olarak sulu olmayan
ortamda iyonize olmasa da inorganik gec¢is metallerini ve HBD’leri (6rn., iire) igerir. Tip V

DOC’ler ise yalmzca iyonik olmayan molekiiler maddelerden olusur ve hidrofobiktir

(Abranches vd., 2019; Zhou vd., 2022).

Tablo 1. 4: DOClerin siiflandiriimasi

DOC tipi Bilesen I Bilesen II Ornek
Tip | Kuaterner amonyum tuzu | Metal halojeniirler Kolin kloriir+ZnBr>
Tip Il Kuaterner amonyum tuzu | Hidratlanmig metal Kolin klortir +
halojentirler CaCl2.6H20

Tip Il | Kuaterner amonyum tuzu Hidrojen bag1 Kolin kloriir+ laktik
donorii asit

Tip IV Metal tuzu Hidrojen bag1 ZnClo+Ure
donorii

TipV Fenolik grup Alifatik hidroksil Timol+Mentol

grup

DOC sistemlerinin kolayca bulunabilen, diisiik maliyetli ham bilesenlerden hazirlanabilme
kolaylig1, onun en ¢ekici 6zelliklerinden biridir (Zhu vd., 2021). DOC’in dtektik bilesimi,
iki veya daha fazla kat1 hal bileseninin 1sitilmasi ve karistirilmasiyla seffaf ve viskoz
homojen bir s1v1 elde edilmesiyle olusturulur (Nahar ve Thickett, 2021). DOC, literatiirde
belgelenen ¢esitli teknikler kullanilarak hazirlanmaktadir (Sekil 1.7) (Elhamarnah vd.,

2024).

Isitma ve karstirma

Dondurarak kurutma

L Vakumla buharlastirma

[ 4. ﬂgiitme yontemi

Cift vidah eksriiksiyon

. A

T 14

Mikrodalga 151mas:

Ultrasonikasyon
Sekil 1. 7: DOC hazirlama teknikleri (Elhamarnah vd., 2024)
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1.2.1. Derin Otektik Coziiciilerin Avantajlar

Baslangic malzemelerinin diisiik maliyeti ve yiiksek saflign nedeniyle DOC’ler diisiik
maliyetle yiliksek saflikta kolaylikla sentezlenebilmektedir. Sentez prosediirleri ¢ok basit ve
anlasilir olup yalnizca kuaterner amonyum, fosfonyum veya siilfonyum tuzlari ve HBD’ler
mekanik olarak uygun mol oraninda elde edilir ve bu reaksiyon sirasinda herhangi bir atik
{iriin olusmaz. Bu nedenle, yesil kimyanin on iki ilkesine gore, DOC’lerin sentezi yesildir
ve ¢evreye zararsizdir ¢iinkii reaksiyonlari sifir emisyona, sifir E-faktorii degerine ve %100
kiitle verimliligine sahiptir (Deetlefs ve Seddon, 2010). Ekonomik agidan bakildiginda
DOC’ler, IL’lerin bilesenlerinden yaklasik on kat daha ucuzdur (Gorke vd., 2010).

DOC’lerin en biiyiik avantaji, pH, yogunluk, kirilma indisi, viskozite, yiizey gerilimi,
oktanol-su boliimii okyanus verimliligi, iletkenlik, donma sicakligi, cam gegis sicakligi,
erime sicakligi, ayrisma sicakligi, karisabilirlik ve polarite, bilesenler ve oranlar
degistirilerek kolayca ayarlanabilir gibi fiziksel, kimyasal ve termal 6zellikleri nedeniyle
tasarimci solventler olarak potansiyelleridir (Zhang vd., 2012; Smith vd., 2014). Ayrica,
farkli kuaterner amonyum, fosfonyum veya siilfonyum tuzlar1 ve ¢esitli molar oranlarda
HBD’ler acisindan geleneksel IL’lere gére daha genis bir DOC dizisi elde edilebilir, bu da
bu yeni tip tasarimet solventleri daha da tasarlanabilir hale getirir. DOC ’ler, uguculuk ve geri
dontistiirtilebilirlik gibi IL’lerle ortak bazi faydali 6zelliklere sahiptir (Abbott vd., 2003).
DOC’lerin baslangic malzemeleri, olusumlar1 sirasinda herhangi bir kimyasal reaksiyon
meydana gelmediginden, matrislerindeki karmagsik yapilari bozarak IL’lere gore daha kolay
geri kazanilabilir. Ek olarak, DOC’ler aym1 zamanda geleneksel IL’lere gore, insanlara ve
cevreye maruz kalma riskini azaltan toksik olmama ve biyolojik olarak pargalanabilirlik gibi
cesitli avantajlara da sahiptir. Ustelik bu yesil solventlerin islenmesi ¢ogu IL’den daha
kolaydir ¢iinkii hava ve suyla toksik maddeler olusturmazlar (Chen vd., 2010; Shamsuri vd.,
2010). Sekil 1.8 IL’lerin, DOC’iin ve DDOC iin rapor edilen gelismeleri ve 6zelliklerinin

zaman c¢izelgesi gosterilmistir (Li vd., 2023).
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Sekil 1. 8: IL’lerin, DOC’iin ve DDOC iin rapor edilen gelismeleri ve 6zelliklerinin zaman
cizelgesi (Li vd., 2023)

1.2.2. Dogal Derin Otektik Coziicii (DDOC)

“Dogal derin 6tektik ¢dziicii” terimi, DDOC, Sekil 1.9°da gosterildigi gibi alkoller, amino
asitler, organik asitler ve sekerler gibi hiicresel metabolitlerin olusturdugu karisimlari temsil
etmek iizere dnerilmistir (Kalhor ve Ghandi, 2019). DDOC, yalmizca olumlu fizikokimyasal
nitelikleri (6rn. genis sicaklik araliginda sivi hal, 6nemsiz uguculuk, kimyasal ve termal
stabilite, alev almazlik, bilesenleri olusturan bilesenlerin toksik olmamasi) nedeniyle degil,
ayni zamanda siirdiiriilebilir ‘yesil” 6zellikleri nedeniyle de bilim camiasinin bilyiik ilgisini
cekmektedir. DDOC bilesenleri dogada bol miktarda bulunur, kolayca elde edilebilir ve
biyolojik olarak yenilenebilir ve DDOC’ler genellikle gidalarda dogal olarak bulunan toksik
olmayan maddelerden olustugundan, ek saflastirma adimlari olmadan dogrudan gida
formiilasyonlarina dahil edilebilirler, bu da geleneksel solventlere gdére daha avantajh
kilmaktadir (Savi vd., 2019). Ayrica DDOC’in bu 6zelliklerinden dolay yesil kimyanin 12
ilkesini karsilamaktadir (Anastas ve Eghbali, 2010).
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Sekil 1. 9: Dogal derin 6tektik ¢6ziicili sentezi igin kullanilan dogal bilesenler (Li, 2022)

DDOC’in ekstraksiyon verimlerinin, geleneksel organik ¢oziiciilerle elde edilenlerden daha
yiiksek oldugu bildirilmistir. Ekstraksiyon kabiliyetlerinin yani sira, dogal bilesiklerin
(fenolik bilesikler, b-karoten ve-tokoferol gibi) ekstraksiyon ve depolama sirasinda artan
stabilitesi, DDOC kullanmanin geleneksel solventlere gore bir baska avantajidir. Ayrica
DDOC’in protein (6rn. lizozim, amilaz, fotosentetik enzimler) ve DNA stabilizasyonu i¢in
coziicliler olarak da onerilmistir. Sonug olarak, zayif ¢oziinen biyoaktif bilesikler i¢in ilag
dagitim sistemleri olarak potansiyel uygulamalarina iliskin ¢alismalar yogunlasmistir. Bu
nedenle, son yillarda karbondioksit yakalama solventleri, biyodizel iiretimi ve
lignoseliilozun islenmesi i¢in solventler, elektrolit olarak, biyokatalizde ve fenoliklerin
elektrokimyasal tespitinde, biyobozunur reaksiyon olarak. segici yag giderme ve toprak
yikama maddeleri i¢in siiper emici ortam olarak kimyasal proseslerde ve uygulamalarda

geleneksel ugucu organik solventlere alternatif olarak onerilmistir (MiSan vd., 2020).

1.3. Biyolojik Aktivite Tayin Yontemleri

Biyolojik aktivite yontemleri, dogal iirlinlerin veya sentezlenen bilesiklerin ¢esitli biyolojik
sistemler {lizerindeki etkilerini incelemek i¢in kullanilan analitik testlerdir. Bu yontemler,

maddelerin antioksidan, antimikrobiyal ve enzim inhibisyonu gibi biyolojik 6zelliklerini

0lcmek amaciyla yaygin olarak kullanilir.
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1.3.1. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidan kelimesi, saglik alanindaki faydalariyla popiilerlik kazanarak modern toplumda
giderek daha fazla dikkat cekmektedir. Geleneksel bir tanim olarak, oksidasyona kars1 gelen
veya oksijen veya peroksitler tarafindan tesvik edilen reaksiyonlari inhibe eden bir
maddedir, bu maddelerden bircogu yaglar, gida iiriinleri ve sabunlarda eksime gelisimini,
benzin ve diger petrol iiriinlerinde zamk olusumunu, ve diger istenmeyen degisiklikleri
geciktirme ve kaugukta yaslanmay1 geciktirmek gibi ¢esitli tiriinlerde koruyucu olarak
kullanilmaktadir (Huang vd., 2005). Daha biyolojik olarak uygun bir antioksidan tanimi,
tirlinlerin hava icindeki oksijenin etkisiyle bozulmasini dnlemek veya geciktirmek igin

iriinlere eklenen sentetik veya dogal maddelerdir (Gupta, 2015).

Oksijen, yasam icin vazgecilmez bir elementtir. Hiicreler enerji liretmek i¢in oksijeni
kullandiginda, mitokondriler tarafindan serbest radikaller tiretilir. Bu yan triinler genellikle
hiicresel redoks siirecinden kaynaklanan reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri
(RNS) igerir. ROS, hem oksijen radikallerini hem de oksidatif ajanlar1 veya kolayca
radikallere doniisebilen belirli radikalleri i¢erir. ROS tarafindan indiiklenen oksidasyon,
hiicre membraninin par¢alanmasina, membran protein hasarina ve DNA mutasyonlarina
neden olur, bu da yaslanmayi tetikler ve arteriyoskleroz, kanser, diyabet, karaciger hasari,
iltihap, cilt hasari, koroner kalp hastaliklar1 ve artrit gibi bir¢ok hastaligin gelisimini baslatir
veya yayginlastirir (Khemani vd., 2012).

Antioksidanin isleyis mekanizmalari arasinda sunlar bulunur:

e ROS olusumunu veya ROS’un 6nemli biyolojik bolgelere erisimini engelleyen

fiziksel bariyerler olarak hizmet etmek, 6rnegin UV filtreleri, hiicre zarlari;

e ROS’u soguran, enerjiyi ve elektronlar1 "emen" kimyasal tuzaklar/siralar olarak

hizmet etmek, 6rnegin karotenoidler, antosiyanidinler;
e ROS’u nétralize eden veya yonlendiren katalitik sistemler olarak hizmet etmek,

ornegin antioksidan enzimler SOD (siiperoksit dismutaz), katalaz ve glutatyon

peroksidaz,
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e ROS olusumunu 6nlemek i¢in metal iyonlarin1 baglama/inaktive etme, 6rnegin

ferritin, seruloplazmin, katesinler,

e ROS’lan temizleyen ve yok eden zincir-koparma antioksidanlar olarak hizmet
etmek, ornegin askorbik asit (C vitamini), tokoferoller (E vitamini), iirik asit,
glutatyon, flavonoidler (Rice-Evans vd., 1997; Chaudiére ve Ferrari-lliou, 1999;
Benzie, 2000).

Antioksidanlar genellikle iki tiirli siiflandirilir:  sentetik antioksidanlar ve dogal
antioksidanlar. Sentetik antioksidanlar, dogada bulunmadigindan kimyasal olarak
sentezlenen bilesiklerdir ve lipit oksidasyonunu dnlemeye yardimci olmak i¢in gidalara
koruyucu olarak eklenirler (Atta vd., 2017). Piyasada bulunan ve su anda en yaygin olarak
kullanilan sentetik antioksidanlar butilhidroksianisol (BHA), butilhidroksitoluen (BHT) ve
tert-butil hidrokinon (TBHQ) dur (Gupta, 2015). Sentetik antioksidanlar ucuz, stabil ve
etkilidir. Ancak, sentetik antioksidanlar toksiktir, kanserojendir, biyolojik olarak
pargalanamaz ve ¢evresel sorunlar yaratir. Dogal antioksidanlar, sentetik kokenlerine kiyasla
daha giivenli ve daha saglikli olarak kabul edilir. Dogal antioksidanlar sebzeler, meyveler,
baharatlar, otlar, kuruyemisler, yagli tohumlar, tahillar, baklagiller, hayvanlar ve mikrobiyal

kaynaklardan elde edilebilir (Saibaba, 2023).

Dogal antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan olarak iki tiire ayrilabilir:

Enzimatik antioksidanlar serbest radikalleri parcalayip ortadan kaldirarak calisirlar. Genel
olarak bu antioksidan enzimler, tehlikeli oksidatif iiriinleri, bir dizi iz metal kofaktor (bakir,
cinko, manganez ve demir) gerektiren ¢cok adimli bir islemle 6nce hidrojen peroksite,
ardindan suya doniistiirerek temizler. Bu enzimatik antioksidanlar agizdan alinamaz ancak

viicudumuzda iretilmeleri gerekir.

Enzimatik olmayan antioksidanlar, serbest radikal zincir reaksiyonlarii keserek calisirlar.
Ornegin, E vitamini, sadece bes reaksiyon sonrasinda bir serbest radikal etkinligi zincirini
keserek calisabilir. Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda C vitamini, E vitamini, bitki
polifenolleri, karotenoidler, Se ve glutatyon (GSH) bulunur. Glutatyon (cistein i¢eren dogal
bir antioksidan), her viicut hiicresinde bulunur ve diger tiim antioksidanlarin etkinligini

maksimize eder (Gupta, 2015).
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Antioksidanlarin bagka bir siniflandirmasi, su iginde ¢6ziinebilen (hidrofilik) veya lipitlerde
¢oziinebilen (hidrofobik) olup olmadigina dayanmaktadir. Hiicrelerimizin i¢ kisimlari ve
aralarindaki sivi ¢ogunlukla sudan olusur, ancak hiicre zarlar1 biiylik 6lgiide lipitlerden

yapilmistir (Chew vd., 2011).

Lipitte ¢oziinebilen antioksidanlar (6rnegin E ve A vitaminleri, karotenoidler ve lipoik asit
gibi) oOncelikle hiicre zarlarinda bulunurken, suda ¢oziinebilen antioksidanlar (6rnegin C
vitamini, polifenoller ve GSH gibi) kana ve hiicrelerin i¢inde ve etrafindaki sivilarda
(sitoplazma matrisi olarak da bilinen ¢itosol) bulunur. Serbest radikaller su iceren hiicre
icerigine veya yagl hiicre zarma saldirabilir, bu nedenle hiicrenin her ikisi i¢in de
savunmaya ihtiyaci1 vardir. Lipitte c¢Oziinebilen antioksidanlar, hiicre zarlarini lipid

peroksidasyondan (LPO) koruyanlardir (Dontha, 2016).

Antioksidan terimi ayrica, endojen ve eksojen antioksidanlar olarak ikiye ayrilan ¢ok g¢esitli

maddeleri kapsar (Sekil 1.10) (Wootton-Beard ve Ryan, 2011).
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Sekil 1. 10: Dogal antioksidanlarin siniflandirilmas: (Wootton-Beard ve Ryan, 2011)
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Antioksidan bilesikler ile serbest radikaller arasindaki kimyasal reaksiyona dayali olarak,

antioksidan kapasite testleri genis bir sekilde iki tiire ayrilir:

e Elektron transferi (ET) reaksiyonuna dayali testler

e Hidrojen atomu transferi (HAT) reaksiyonuna dayali testler

1.3.1.1. Elektron transferi (ET) reaksiyonuna dayal testler

Bu yontemler, reaksiyon karisiminda antioksidanlar ve oksidan (ayrica prob) olmak iizere

iki bileseni igerir. Bu yontemler agsagidaki elektron transferi reaksiyonuna dayanmaktadir:

Prob (Oksidan) + e-(antioksidan) —» indirgenmis prob oksidan + yiikseltgenmis

antioksidan

Prob kendisi bir oksidan olup antioksidandan bir elektron c¢alarak probun renginde
degisikliklere neden olur. Renk degisikliginin derecesi antioksidan konsantrasyonlariyla
orantilidir. Renk degisikligi durdugunda reaksiyonun son noktasina ulasilir. Absorbans
degisimi (AA), antioksidan konsantrasyonuna karsi ¢izilerek lineer bir egri elde edilir.
Egrinin egimi, antioksidanin indirgeyici kapasitesini yansitir ve genellikle Trolox esdegeri
(TE) veya galik asit esdegeri (GAE) olarak ifade edilir. Korelasyon yapmak i¢in, antioksidan

kapasitesinin indirgeme kapasitesine esit oldugu varsayilir (Huang vd., 2005).

1.3.1.2. Hidrojen atomu transferi (HAT) reaksiyonuna dayah testler

HAT mekanizmasina dayali yontemler, genellikle rekabet¢i reaksiyon kinetigine uygun
olarak calisir ve kinetik egrilerden elde edilen nicel analize dayanir. Genellikle, bu yontemler
sentetik bir radikal tireticisi, redoks-aktif bir molekiiler prob ve bir antioksidan bilesigi igerir.
ORAC ve TRAP gibi HAT tabanli yontemlerde, radikal bir baslatic1 peroksil radikalleri
(ROOe) iiretmek i¢in kullanilir. Eklenen antioksidan, ortamdaki substrat molekiilleriyle
rekabet eder. ROO- tercihen antioksidandan bir hidrojen atomu alir. Sonug olarak, ROO- ve

hedef molekiil arasindaki reaksiyon yavaslar veya engellenir (Biiytliktuncel, 2013).

ROOe + prob ( Floresan madde ) — ROOH + okside olmus prob (floresansta azalma)
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Literatiirde bir¢cok yontem gelistirilmis ve test edilmistir, ancak bu yontemlerin avantajlari
ve sinirlamalart hala tartisilmaktadir. Toplam antioksidan kapasitesini iddia etmek i¢in en
uygun yontemi bir standart yontem olarak sonuglandirmak ic¢in bir uzlagsma olmadigi
goriinmektedir. Ornegin, hidrofilik antioksidanlarin belirlenmesinin sinirlamalari, tepki son
noktasinin belirlenmesinde ortaya ¢ikan problemler, baslaticilarin veya problarin 1s18a
duyarliligina iliskin endiseler, fizyolojik anlamsiz pH’de analiz yapma, belirli gida
bilesenlerinden olas1 girisim, sonuglar1 ifade etmek i¢in farkli standartlarin kullanilmasi
karsilastirmada zorluklara neden olur. Tablo 1.5-1.6, en yaygin olarak kullanilan in vitro

antioksidan kapasite testlerinin prensipleri, bunlarin avantaj ve dezavantajlar1 6zetlenmistir.

Tablo 1. 5: Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT)

Yontem Radikal Ureticisi/ Kromofor Avantajlart Dezavantajlari

Olgiimiin Dalga Boyu
ORAC (Oksijen | 2,2’-azobis(2-amidinopropan) e hidrofilik ~ ve  hidrofobik | e Sicakliga ve 1518a kars1 hassastir
radikal dihidroklorid (AAPH)/B- orneklerin kapasitesini | e gnaliz siiresi uzundur

absorbsiyon
kapasitesi)

fikoeritrin (B-PE)
Floresein (FL)
Auyarma= 485 nm
Aemisyon= 538 nm

belirlemek i¢in uygundur

o Polifenollerin, B-PE’ye nonspesifik
olarak baglanmaktadir

TRAP (Toplam
Radikal Tutucu

2,2’-azobis(2-amidinopropan)
dihidroklorid (AAPH)/R-

e Serum veya plasma gibi
biyolojik materyaller i¢in de

® plazmanin yiiksek oranda
seyreltilmesinden dolay1 yag asitleri

Antioksidan fikoeritrini (R-PE) uygundur arasindaki reaksiyonun ilerlemesini
Parametre) Luminol zorlastirir
Yontemi Auyarma= 495 nm e analiz siiresi uzundur

Aemisyon= 575 nm
Karotenoid 2,2’-azobis(2-amidinopropan) e Dogrudan ve hizli analiz | e Krosin ticari olarak bulunmamaktadir,
(Krosin) dihidroklorid (AAPH)/Krosin yapilir safrandan elde edilmektedir
agartma 443 nm e Dogal ve biyolojik olarak | e Tekrarlanabilirlik ve  konsistans
yontemi uyumludur- krosin dogal bir konusunda zorluklar bulunmaktadir

bilesiktir

Toplam 2,2’-azobis(2-amidinopropan) o hidroksil radikallerine, | e GC enjeksiyonlarina ihtiyag
Oksiradikal dihidroklorid  (AAPH)/a-keto-y- peroksil  radikallerine  ve duyulmaktadir ve test ¢ozeltileri kisa
Séndiirme (methilthio) butirik asit sodyum peroksinitrite karst Smirlidir
Kapasite tuzu (KMBA) antioksidan kapasitenin | e analiz siiresi uzundur
(TOSC) Gaz kromotografisi (GC) Olgiilmesine izin verir
Yontemi

Fikoeritrin (FE)
Esash
Yontemler

2,2’-azobis(2-amidinopropan)
dihidroklorid (AAPH),

Bakar (I)-askorbat/Fikoeritrin
500-550 nm

e Plazma veya serum oldugu zaman
gecikme zamanint belirlemek
genellikle zordur
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Tablo 1. 6: Tek elektron transferi reaksiyonlarina dayananlar (ET)

antioksidanlara uygulanabilir

Yontem Radikal Ureticisi/ Kromofor Avantajlari Dezavantajlari
Olgiimiin Dalga Boyu
Folin-Ciocalteu Mo6+(sar1) Mo5+(mavi) e giivenilir, basit ve o FCR reaktifi fenolik bilesiklere
yontemi (FC) tekrarlanabilir spesifik degildir ¢linkii birgok
765 nm o FC testi ile diger ET bazlh fenolik olmayan bilesik tarafindan
testler (6rnegin TEAC ve da indirgenebilir
DPPH?¢) arasinda mitkemmel e Zaman alicidir (2 saat), rutin analiz
dogrusal korelasyonlar i¢in uygulanmasini zorlagtirir
belirlenmistir o Sulu fazda gergeklestirildiginden
lipofilik bilesikler/matrisler i¢in
uygulanamaz
Demir (111) iyonu Fe’ Fe?* e Basit, hizli ve ucuzdur o glutatyon gibi tiyol antioksidanlar
indirgeyici o Ozel bir ekipman gerektirmez Olglilemezler
antioksidan gii¢ 595 nm e Reaksiyon spesifik degildir, e sonuglar analiz siiresine bagh
yontemi (FRAP) Hidrofilik ve lipofilik olarak degisebilir
antioksidanlarin tayini i¢in
uygundur
Troloks esdegeri ABTS.+ o basit, tekrarlanabilir o reaksiyon siiresinin uzundur
antioksidan « hem hidrofilik hem de lipofilik
kapasite yontemi 734 nm orneklerin kapasitesini
(TEAC) belirlemek icin uygundur
o Genis pH araliginda
kullanilabilir
o gida ekstraktifleri ve fizyolojik
stvilar da kullanilabilir
2,2-Difenil-1- DPPH. e Basit ve hizlidir o [s13a, oksijene ve kirlilige hassastir
pikrilhidrazil 517 nm e Sonuglar giivenilir ve e yalnizca organik ortamda
(DPPH) radikal tekrarlanabilirdir ¢oziilebilir, sulu ortamda
siiptirme kapasitesi e Yalmizca UV-Goriiniir ¢oziinmez
yontemi spektrofotometresi gerektirir o radikal peroksit ile hizli bir sekilde
o DPPH-radikal ticari olarak reaksiyon gosteren birgok
mevcuttur; insitu Gretime gerek antioksidanin DPPH’ye kars1
yoktur inerttir
Balar(Il) Cu2+ Cu+ e basit, hizli, ucuz, saglam, 6zel o kesin tepki siiresi yok
Indirgeyici 450 nm ekipman gerektirmez o farkli numuneler icin reaktivite
Antioksidan o tiyoller dahil tiim antioksidan biiyiik lgiide degismektedir
Kapasite Yontemi siniflar tespit edilir
(CUPRAC) « hem hidrofilik hem de lipofilik

1.3.2. Antibakteriyel Test Yontemleri

Bulasic1 hastaliklarin tedavisi zorlastik¢a, antimikrobiyal diren¢ ciddi bir kiiresel sorun

haline gelmektedir (Ali, vd., 2021). Coklu direngli bakteriler artmakta ve yeni

antimikrobiyallerin gelisimi sinirli olmasi bu da durumu daha da zorlastirmaktadir. Bu

konuyu ele almak i¢in aragtirmacilar hem dogal hem de sentetik antimikrobiyal bilesikleri

potansiyel ¢oziimler olarak arastirmaktadirlar (Lima vd., 2021). Bitkilerden, hayvanlardan
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ve mikroorganizmalardan elde edilen dogal iiriinler, enfeksiyonlarla miicadelede umut vaat
eden biyolojik olarak aktif bilesikler agisindan zengin bir kaynak sunar. Ek olarak,
laboratuvarlarda tasarlanan sentetik antimikrobiyal bilesikler de mikrobiyal enfeksiyonlarla
miicadelede dikkate deger bir potansiyel gostermistir. Bu bilesiklerin potansiyelini ortaya
¢ikarmak i¢in uygun antimikrobiyal tarama ve degerlendirme yontemleri gereklidir. in vitro
yontemler, yeni antimikrobiyal ajanlarin kesfedilmesinde ve gelistirilmesinde 6nemli bir rol
oynamakta ve bunlarin etkinlikleri ve etki mekanizmalari hakkinda onemli bilgiler
saglamaktadir. Dogal ve sentetik bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesini karakterize etmek
icin kullanilan en yaygin in vitro yontemler arasinda disk diflizyon yontemi, agar kuyucuk
difiizyon yontemi, antimikrobiyal gradyan yontemi (Etest), zamana bagl 6ldiirme testi, agar

ve s1vi besiyeri seyreltme yontemi bulunmaktadir (Hossain, 2024).

1.3.2.1. Disk difiizyon yontemi

Disk difiizyon yontemi, ¢ok sayida antimikrobiyalin nispeten kolay ve esnek bir sekilde es
zamanlt test edilmesine olanak tanir. Bu yodntemde, bakteriyel inokiilim belirli bir
konsantrasyona ayarlanarak, Mueller-Hinton agar (MHA) plakasinin tiim yiizeyine steril
pamuk uglu bir ¢ubukla esit bir sekilde inokiile edilir. Seyreltilmis antibiyotik soliisyonu
emdirilmis kagit diskler, steril bir forseps ¢ifti kullanilarak her MHA plakasinin yiizeyine
yerlestirildi. Daha sonra plakalar aerobik olarak inkiibe edilir ve zon inhibisyonunun ¢api bir
cetvel veya kumpas ile olgiiliir (Sekil 1.11). Inhibisyon bdlgesinin ¢apma ve Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) yorumlama kriterlerine bagli olarak sonuglar daha
sonra duyarli, orta veya direngli olmak iizere {i¢ kategoriye atanir. inhibisyon bélgesinin ¢ap1
ne kadar biiyiik olursa, mikroorganizma antimikrobiyale kars1 o kadar duyarli olur. Bu
yontemin en biiyiik dezavantajlari MIK degerinin olusturulamamasi (yani niceliksel
olmamasi) ve zor iireyen ve yavas biiyliyen bakterilerin duyarliliginin incelenmesinin zor
olmasidir (Wilkins ve Thiel, 1973; Dickert vd., 1981; Balouiri vd., 2016). Ayrica, klinik
ortamlarda kullanilan antimikrobiyal ajanlardan farkli olarak, dogal antimikrobiyal
duyarlilik testini destekleyecek disk diflizyon sonuglarina iliskin standart CLSI yorumlayici
kriterleri mevcut degildir; bu nedenle dogal antimikrobiyaller i¢in disk difiizyonunun
olusturdugu zon capini acgiklayamamaktadir. Ayrica diger agar bazli yontemlere benzer

sekilde disk difiizyonu da emek ve zaman alicidir (Klan¢nik vd., 2010).
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Sekil 1. 11: Disk diflizyon metodu (Hossain, 2024)

1.3.2.2. Agar Kuyucuk Difiizyon Metodu

Agar kuyucuk difiizyon metodu, bitkisel veya mikrobiyal ekstraktlarin, kimyasal bilesiklerin
ve antibiyotiklerin antimikrobiyal aktivitesini test etmek i¢in yaygin olarak kullanilir. Disk
difiizyon yontemine benzer sekilde, test edilecek mikroorganizma, homojen bir sekilde agar
plak yiizeyine yayilir. Bu, steril bir pamuklu ¢ubuk veya yayma yontemi ile yapilir. Steril
bir mantar matkab1 veya pipet ucu kullanilarak agar plak yiizeyinde 6-8 mm c¢apinda
kuyucuklar acilir. azirlanan kuyucuklara, belirli konsantrasyonlarda antimikrobiyal ajan
veya ekstrakt ¢ozeltisinin 20-100 pL’lik bir hacmi eklenir. Hazirlanan plaklar, test edilen
mikroorganizmaya bagli olarak uygun sicaklik ve siire boyunca inkiibe edilir. Inkiibasyon
stiresi sonunda, kuyucuklarin etrafindaki inhibisyon zonlar1 (bakteri iiremesinin olmadigi
alan) Olgiliir. Zon c¢aplart milimetre cinsinden Olgiilerek antimikrobiyal etkinlik
degerlendirilir. Yontem basit ve laboratuvar ortaminda kolayca uygulanabilir. Inhibisyon
zonlar1 gorsel olarak kolayca tespit edilebilir. Ayn1 plak iizerinde birden fazla ajanin test
edilmesine olanak tanir. Cesitli avantajlarin yani sira, bazi sinirlamalar da vardir; bu yontem
genellikle kantitatif bilgi vermez, sadece zon caplarma dayanir. Ayrica antimikrobiyal
ajanlarin agar igerisindeki difiizyon yetenegi sonuglari etkileyebilir (Perez vd., 1990;
Magaldi vd., 2004). Sekil 1. 12’de agar disk difiizyon yOnteminin sematik olarak
gosterilmistir (Correa vd., 2020).
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Sekil 1. 12: Agar disk diflizyon yonteminin sematik gosterimi (Correa vd., 2020)

1.3.2.3. Antimikrobiyal Gradyan Yoéntemi (Etest)

E-test, antimikrobiyal duyarliligi belirlemek i¢in kullanilan bir in vitro yontemdir. Bu
yontem, hem kalitatif hem de kantitatif bilgi saglar ve antibiyotiklerin minimum inhibitor
konsantrasyonunu (MIK) belirlemede kullanilir. E-test, bir uctan diger uca degisen bir
antibiyotik gradyani iceren plastik bir serit kullanir. Bu serit, inokiile edilmis agar plaklar
lizerine yerlestirilir ve antibiyotik, agar icine difiize olarak bir inhibisyon zonu olusturur.
Inhibisyon zonunun en dar noktasinda antibiyotik konsantrasyonu serit {izerindeki skala ile
eslesir ve MIK belirlenir (Sekil 1.13) (Hossain, 2024) . E-test, 6zellikle klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilir. Kullanimi kolay ve pratik bir yéntemdir. MIK
degeri dogrudan okunabilir. Disk difiizyon yontemine gore daha hassastir ve daha kesin
MIK degerleri saglar. E-test seritleri diger yontemlere gére daha pahali olmasi, seritlerin
yerlestirilmesi ve sonuglarin okunmasinda manuel hatalar olusturmabilmesi gibi

dezavantajlara sahiptir (Brown ve Brown, 1991; Doddangoudar vd., 2010).
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Sekil 1. 13: E testi inhibisyon bolgesinin sematik gosterimi (Hossain, 2024)

1.3.2.4. Zamana bagh oldiirme testi

Zamana bagl o6ldiirme testi, testin amacina bagli olarak farkli konfigiirasyonlara sahip
olabilir. Bu yontemde mikroorganizmalar antimikrobiyal bilesigin varliginda farkli
inkiibasyon siirelerinde (0, 2, 4, 8, 10, 12 ve 24 saat) inkiibe edilir. Antimikrobiyal madde
icermeyen bir kontrol Ornegine gore hayatta kalan bakterilerin yiizdesi belirlenir.
Antimikrobiyal ajanin kinetigini gorsellestirmek ve belirlenmis belirli kriterler altinda
bakterisidal veya bakteriyostatik etki gosterip gostermedigini belirlemek igin toplanan
verilerle bir oldiirme egrisi belirlenebilir (Pfaller vd., 2004). Ayrica bu yontem,
kombinasyon halindeki ilaglar (iki veya daha fazla) arasindaki sinerji veya antagonizmay1

belirlemek i¢in de kullanilabilir (White vd., 1996).

1.3.2.5. Agar seyreltme ve s1v1 besiyeri seyreltme yontemleri

Agar seyreltme ve sivi besiyeri seyreltme yontemleri, antimikrobiyal maddelerin minimum
inhibit6ér konsantrasyonunu (MIK) belirlemek i¢in kullanilan oldukca benzer iki tekniktir.
MIK, belirli bir bakterinin goriiniir biiyiimesini engelleyen bir antimikrobiyal maddenin en
diisiik konsantrasyonudur. Agar seyreltme ve sivi besiyeri seyreltme yontemleri arasindaki
temel fark, kullanilan ortamda yatmaktadir: agar seyreltmesinde agar plakalar1 kullanilirken
siv1 besiyeri seyreltmesinde s1vi besiyeri tiipleri veya mikroplaklar kullanilir. Her iki yontem
de ortama antimikrobiyal maddenin farkli konsantrasyonlarinin dahil edilmesini ve ardindan
ortama standart sayida mikrobiyal hiicrenin uygulanmasini igerir. MiK, mikroorganizmanin
biiyiimesinin veya biiyliimesinin yoklugunun gézlemlenmesiyle belirlenir. Agar seyreltme ve
stvi besiyeri seyreltme yontemlerinin her ikisi de, uygun antimikrobiyal muamelenin

secimine rehberlik etmek ve zaman i¢inde antimikrobiyal duyarliliktaki degisiklikleri
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izlemek agisindan 6nemlidir (Hossain, 2024).

1.3.3. Alzheimer Hastaligi ve Antikolinesterazlar

Alzheimer Hastalig1, Alois Alzheimer tarafindan 1907 yilinda tanimlanan, beyindeki bilissel
ve noropsikiyatrik belirtilerin bir dizi oldugu ilerleyici nérodejeneratif bir bozukluktur. Bu
belirtiler, bellek, dil, gérsel-uzaysal performans ve yiiriitme fonksiyonlarinda bozukluklari
icerir. Davranigsal belirtiler arasinda ilgisizlik, ajitasyon, anksiyete, tahrik, diizensizlik,
yanilsamalar ve haliisinasyonlar bulunmaktadir. Diinya genelinde 20 milyonu agkin bireyi
etkiler ve bu say1 gelecekte yasli niifusun artigiyla birlikte 6nemli 6lgiide artacaktir. AH nin
yaygilig yasla birlikte artmakta olup, 65 yasinda %10’dan 85 yasinda neredeyse %50’ye
kadar ¢ikmaktadir (Bachurin 2003; Colombres vd.,. 2004).

Alzheimer hastaliginin patogenezinin heniiz tam olarak anlagilamamis olmasina ragmen, iki
temel néropatolojik belirgin 6zellik tanimlanmistir: amiloid beta (AP) peptitlerinin birikimi
ve hiperfosforile néronal tau protein igeren norofibriller yumaklar, sonucunda Alzheimer
hastalariin beyinlerinde norotoksisiteye neden olur (Kepp, 2012). Ayrica, Alzheimer
hastalig1 diisiik diizeyde asetilkolin (ACh) norotransmitterine ve kolinerjik ndéron kaybina,
eksitotoksisiteye, diger norotransmitter sistemlerinin bozulmasina, yaygin oksidatif stres,
kronik noroenflamasyon, mitokondriyal disfonksiyon, kalsiyum, metal dengesizligi gibi
ozelliklere sahiptir (Querfurth ve LaFerla, 2010). Bu nedenle, yillar boyunca Alzheimer
hastalig1 patogenezi ile ilgili birgok hipotez ortaya konmus ve potansiyel tedavi miidahaleleri
icin stratejiler bulmaya calisgilmistir. Bu hipotezler arasinda kolinergik hipotez, amiloid
hipotezi, tau yayilma hipotezi, metal iyon hipotezi, mitokondriyal kaskat hipotezi, kalsiyum

homeostaz hipotezi, enflamatuvar hipotez gibi ¢esitli hipotezler bulunmaktadir.

Kolinerjik hipoteze gore, 6zellikle 6grenme, bellek, davranig ve duygusal tepkilerle ilgili
olan neokorteks ve hipokampus gibi beyin bolgelerinde kolinerjik fonksiyonlarda bozulma,
alzheimer hastaliginda kritik bir 6neme sahiptir. Beyin atrofisi, alzheimer hastaliginda en
belirgin klinik bulgu olup, asetilkolin (ACh) seviyeleri (sinir hiicresinden digerine
elektriksel uyarilarin iletiminden sorumlu bir norotransmitter) hizli hidroliz nedeniyle
asetilkolinesteraz (AChE) enzimi tarafindan azalmistir (Ladner ve Lee, 1998).

Amyloid hipotezine gore, AChE, alzheimer hastalikli bireylerin beyinlerinde senil
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plaklar/ndrofibriler kiimeler seklinde amiloid beta (Af) birikimini tesvik eden sekonder non-
kolinerjik fonksiyonlari iiretir (Castro ve Martinez 2001; Selkoe, 2002; Bartolini vd., 2003;
Rees vd., 2003). Ab birikimi, alzheimer hastaliginin baslangicinda ve ilerlemesinde 6nemli
bir rol oynamustir (Rees vd., 2003). Butirilkolinesteraz (BuChE), AChE’ye sik1 bir sekilde
bagli bir enzimdir ve ACh’yi hidroliz ederek kolinerjik ndrotransmisyonun bir ortak
diizenleyicisi olarak hizmet eder (Mesulam vd., 2002). Calismalar, alzheimer hastaliginin
gelisimi sirasinda temporal korteks ve hipokampus gibi en ¢ok etkilenen beyin bdlgelerinde
(%40-90) artmis BuChE aktivitesini gostermistir. Artmis BuChE aktivitesi, senil plak
olusumunun erken asamalarinda Ab agregasyonunda onemli bir rol oynar (Geula ve
Darvesh, 2004). Bu nedenle, AChE ve BuChE inhibisyonu, beyin bdlgelerinde ACh’nin
artist ve AP birikiminin azalmasi yoluyla alzheimer hastaliginin etkili yonetimi i¢in kritik
hedefler olarak belgelenmistir (De Ferrari vd., 2001). Bununla birlikte, BuChE genellikle
plazma gibi periferik dokularda lokalize olup, beyin bolgesinde c¢ok az miktarda
bulunmaktadir. Bu nedenle, AChE’yi BChE’ye gore segici olarak inhibe etmenin potansiyel
avantaji, kolineresteraz enziminin periferik inhibisyonuna bagli daha az yan etki icerebilir
(Anand ve Singh, 2012). Tacrine, donepezil, rivastigmine ve galantamine, alzheimer
hastaliginin yonetimi icin klinik olarak kullanilan AChE inhibitorleridir. Bununla birlikte,
bu ilaglarin smirlt etkinligi vardir ve alzheimer hastaliginin belirtilerini belirli bir 6lgiide
kontrol etmede etkilidir. Bu nedenle, alzheimer hastaliginin yonetimi i¢in meveut AChE
inhibitorlerinin ana sablon bilesenlerini degistirerek daha etkili ve yiiksek etkililikte
kolineresteraz inhibitorleri senteziyle ilgili siirekli bir arastirma yapilmaktadir (Anand ve

Singh, 2013).

1.4. Kozalaklar

Pinacea familyasi, acik tohumlu bitkiler smifinin tiir ¢esitliligi ve diinya {izerinde
olusturduklart orman alanlarmin genisligi bakimindan en 6nemli familyasidir. Pinace
familyas1 ¢ogunlukla kuzey yarim kiirenin 1iliman bolgelerde yayilis gosteren 11 cinse bagl
231 tiir barindirmaktadir (Wang ve Ran, 2014). Ulkemizde Pinaceae familyas1 Abies
(Goknar), Cedrus (Sedir), Picea (Ladin) ve Pinus (Cam) olmak {izere 4 cins dogal yayilis
gostermektedir. 2020 yil1 itibariyla yapilan tespitlere gére tilkemizde 22,9 milyon hektar
ormanlik alan mevcuttur. Goknar orman1 515652 ha, Sedir ormani 405424 ha, Ladin ormani
368669 ha ve Fistik ¢ami ormani 176732 ha bulunmaktadir. 2021 yilinda Fistik cami
kozalag1 1308 ton elde edilmistir (OGM, 2021).
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Abies cinsine ait Abies nordmanniana (Stev.) Spach. subsp. nordmanniana (Dogu
Karadeniz goknari) lilkemizde Yesilirmak Vadisi ile Giircistan sinirt arasindaki Dogu
Karadeniz Bolgesinde yayilis gosterir (Ansin, 1994). Kozalak 15-20 cm, uzunlukta, 5 cm
genislikte uca dogru daralan silindir, olgun halde kirmizi-kahverengi, brahte disaridan
goriiliir. Kozalagin tizeri bol reginelidir (Yener, 2012). Déllenme haziran ortasi - temmuz
bas1 doneminde gergeklesir. Kozalak ve tohum, ayni yil ekim-kasim déneminde olgunlasir
(Tayang, vd. 2013). Sekil 1.14°de Abies nordmanniana subsp. nordmanniana genel

goriiniisii ve Sekil 1.15°de Tiirkiye’deki yayilist gosterilmistir (OGM, 2009).

Sekil 1. 14: Abies nordmanniana subsp. nordmanniana genel goriiniisii (OGM, 2009)
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Sekil 1. 15: Abies nordmanniana subsp. nordmanniana’nin Tirkiye’de yayilist (OGM,
2009)

Cedrus libani A.Rich. (Toros sediri) Cedrus cinsinin iilkemizde dogal olarak yayilan tek
tiiriidiir. Ulkemizdeki yayilis1 genel olarak bati sinir1 Kdycegiz civarindan baslamakta,
optimal yayilislarin1 Bat1 Toroslarda (Bucak, Ciglikara, Katrandagi ve Susuzdagi ormanlari
gibi) yaparak Toroslar, Antitoroslar boyunca doguya dogru uzanmakta, Goksun ve
Kahramanmarag yorelerinde, gilineyde Amanoslara yonelmektedir (Aydmn, 2016).
Kozalaklar iki yilda olgunlasir. Kozalaklar ¢ogunlukla fi¢1 ya da yumurta bigiminde, 8-20
cm boyundadir. Dallar tizerinde dik durumda, genel olarak tek tek, kimi zaman da ¢ift olarak
bulunurlar. Boz-kahverengindeki olgun kozalaklarin, genellikle iizeri bol reginelidir. Tam
kenarl1 olan kozalak pullari, ortada hafif bir ¢ikinti yapar. Dis yiizeyleri kisa pullarla
ortiilmustiir. Tohum dokiimii karpellerin 2-3 ay i¢cinde dagilmas: ile olur ve geriye dal
tizerinde dik bir kozalak ekseni kalir (Keskin, 1992). Sekil 1. 16’de Cedrus libani genel
goriintisii, Sekil 1. 17°de Tiirkiye’deki yayilis1 gosterilmistir (OGM, 2009).

42



Sekil 1. 16: Cedrus libani genel goriiniisii (OGM, 2009)
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Sekil 1. 17: Cedrus libani’nin Tiirkiye’de yayilisi (OGM, 2009)

Picea cinsine ait Picea orientalis (L.) Link. (Dogu ladini), Ordu ilinin Dogusunda Melet
Cayindan baslayip Dogu Karadeniz Daglarinin kuzey yamaglari boyunca Posof’a kadar
uzanmaktadir (Konukgu, 2001). May1s aylarinda déllenen disi ¢icekler geliserek kozalaklar
olustururlar ve ayni yilin sonbaharinda olgunlasirlar. Rutubetleri % 28 civarina diistiigiinde
karpelleri agilarak tohumlarini1 dokerler. Kozalak 6-9 cm uzunlugunda, ilk olustuklarinda
baz1 agacglarda yesil, bazilarinda koyu kirmizi renktedir. Olgun kozalak ag¢ik kiremit
renginde, oval ya da silindirik yapida, pullarin kenarlar1 diizdiir (Yerli, 2012). Sekil 1.18°de
Picea orientalis genel goriiniisii, Sekil 1.19°da Tirkiye’deki yayilisi gosterilmistir (OGM,
2009).
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Sekil 1. 18: Picea orientalis genel goriiniisii (OGM, 2009)
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Sekil 1. 19: Picea orientalis’in Tiirkiye’de yayilis1 (OGM, 2009)

Pinus cinsine ait Pinus pinea L. (Fisttk ¢ami), Bati Anadolu’da Bergama/Kozak,
Aydin/Kogarli ve Mugla dolaylarinda en genis yayilisin1 yapmaktadir. Ayrica Antalya
Manavgat sahillerinde, Gemlik korfezi kiyilarinda, Artvin/Fistikli Koyii, Trabzon/Kalenema
Deresi, Kahramanmaras/Haciagalar ve Onsan Koyii ve Bartin/Cakraz’da lokal yayilislar
gostermektedir (Giileg, 2015). Kozalaklar ¢ok kisa sapli, siirgiine hemen hemen oturmus
gibidir. Olgunlagmasmi ii¢ yilda tamamlamakta, rengi parlak, kirmizims: kestane
rengindedir. Oval ve simetrik bir bicimde olan kozalagin pullar1 parlak kahverengidir.
Odunsu ve kalin olan apofizin 5-6 adet radyal pervazi bulunur. Kozalagin dip tarafinda
bulunan pullar 6 kdseli olup, u¢larina dogru olanlar ise eskenar dortgen bigimindedir. Gri
beyaz renkteki gobek biiylik, basik ve hemen hemen dort koselidir (Goniiltag, 2008).
Yenilenebilir bir kaynak olan kozalaklar, igne yaprakl tiirlerde bitki tiremesi i¢in gereklidir.
Gelisme sirasinda tohumlar1 korurlar ve olgunlastiklarinda tohum pullar1 yardimiyla
okrealar agilir ve tohumlar genis bir alana yayilir. Diinya ¢capinda her y1l biiyiik miktarlarda
cam kozalag liretilmekte ve sinirlt bir kismi kullanilmaktadir (Kilic vd., 2011; Giilsoy vd.,
2017). Cam fistig1 ad1 verilen ¢ekirdeklerin ¢ikarilmasindan sonra kalan kozalaklar yakacak
olarak veya geleneksel sanat ve el sanatlar1 yapiminda kullaniliyor. Cam fistig1, ihracat
degeri tasimasi nedeniyle en 6nemli odun dig1 orman iirlinlerinden biridir. Pinus pinea ayrica

6zel ormancilik i¢in dnemli bir odun {ireten tiir olarak Tiirkiye nin bir¢ok bdlgesinde yaygin
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olarak dikilmektedir (Gonultas ve Ucar, 2013). Sekil 1.20’da Pinus pinea genel goriiniisii,
Sekil 1.21°de Tirkiye’deki yayiligt gosterilmistir (OGM, 2009).
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Sekil 1. 20: Pinus pinea genel goriiniisii (OGM, 2009)
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Sekil 1. 21: Pinus pinea’nin Tiirkiye’de yayilist (OGM, 2009)

Abies nordmanniana subsp. nordmanniana (Dogu Karadeniz goknari), Cedrus libani (Toros
sediri), Picea orientalis (Dogu ladini), Pinus pinea (Fistik ¢ami) kozalak ligninlerinin
biyoaktivite etkinligi konusunda herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Bu tez

calismasiyla iilkemizde dogal yayilis gosteren bu tiirlerden;

e Orman varligimiza zarar vermeden sadece yenilenebilir ve siirdiiriilebilir atik olan

kozalaklarin degerlendirilerek katma degeri yiiksek olan ligninin elde edilmesi,

e Biyobozunur, toksik olmayan ve geri kazamilabilen kimyasal olan DDOC

kullanilmasi,

e Ayni familyanin farkli cinslerine ait kozalaklardan farkli yontemlerle lignin elde

edilip birbirleriyle karsilagtirilmasi,

e Ligninlerin antioksidan, antibakteriyel ve antiasetilkolinesteraz aktivitelerinin

belirlenerek farkli alanlarda kullanima imkan saglanmasi,
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e Mikrodalga cihazi kullanarak muamele siiresinin kisaltilmasi, kimyasalin

etkinliginin artirilmasi boylece zaman, enerji ve kimyasal tasarrufunun saglanmasi,

e Literatiire katki saglayarak sonraki ¢aligmalara onciiliik etmesi amaglanilmustir.

49



2. MATERYAL VE METOT

Bu boliimde; kullanilan materyaller, tez ¢alismasinin deneysel boliimleri ve gerceklestirilen

analizler sunulmaktadir.

2.1. Materyal

Tez kapsaminda, Dogu Karadeniz Goknart (Abies nordmanniana subsp. nordmanniana),
Toros Sediri (Cedrus libani), Dogu Ladini (Picea orientalis), Fistik Cami1 (Pinus pinea)
kozalaklar1 kullanilmistir (Sekil 2.1). Dogu Karadeniz Goknar1 Giimiishane, Toros Sediri
Adana, Dogu Ladini Trabzon, Fisttkk Cami Izmir illerinden temin edilmistir. Deneyler
oncesinde kozalaklarin i¢ kisminda yer alan tohumlar1 ¢ikarilmis, sadece eksen ve pullari

kullanilmaistir.

Sekil 2. 1: Dogu Karadeniz Goknar kozalagi (a), Toros Sediri kozalagi (b), Dogu Ladini
kozalag (c), Fistik Cami kozalag: (d)

Calismada Aromel 67481 marka Kolin kloriir (ChCl), Merck 100366 Laktik Asit, ISOLAB
128370 marka Butillenmis Hidroksi Toluen (BHT) , Sigma-Aldrich 258105 marka siilfiirik
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asit (H2SOg4), Sigma-Aldrich D9132 marka 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), Sigma-
Aldrich D8418 marka dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma-Aldrich 370959 marka kraft lignin,
Sigma-Aldrich D8130 marka 5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB), asetilkolinesteraz
(AChE), asetiltiyokolin iyodiir (Acl), etilendiamintetraasetik asit (EDTA), tris
(hidroksimetil) aminometan hidrokloriir (Tris HCI) Sigma-Aldrich’ten, Merck 100983

marka etil alkol kimyasallar1 kullanilmigtir.

2.2. Metot

Calisma kapsaminda 6rneklerin gravimetrik ve fizikokimyasal analizleri ile bazi biyolojik

aktivite 6zellikleri (antioksidan, antibakteriyel ve antiasetilkolinesteraz) incelenmistir.
2.2.1. Kozalak Orneklerinin Hazirlanmasi
TAPPI T 257 om-85°¢e standardina gore hazirlanan ornekler Wiley degirmeninde ogiitiilmiis

ve sarsintili elekten elenerek 60 meshin lizerinde kalan kismi analizler ger¢eklesinceye kadar

kavanozlarda saklanmistir (Sekil 2.2).

Sekil 2. 2: DK Goknari, Toros Sediri, Dogu Ladini ve Fistik Cami kozalagi unu

2.2.2. Kozalak Orneklerine Ait Gravimetrik Analizler

Bu boliimde odunun ana bilesenlerinin tespitinde uygulanan gravimetrik yontemlerden

ekstraktif madde miktarlart (TAPPI T-204 ) ve Klason lignin tayin yontemi (TAPPI T-222
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om-02) kullanilmistir. Ayrica, lignin verimi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmigtir
(Esitlik 2.1) (Cassoni vd., 2022).

¢okeltilmis lignin miktari (g) ) 00 (2)
Kontrol 6rnegindeki lignin miktari (g)

Lignin verimi (%)= (
DDOC muamelelerinde 6n bir ekstraksiyon islemi uygulanmadigi icin kullanilacak kozalak
orneklerinin ekstraktif madde miktarlar1 soxhlet cihazinda etil alkol ile yapilan
ekstraksiyonuyla tespit edilmistir. Klason lignin tayini ise kontrol ve LZK o&rneklerine
uygulanmistir. LZK’ya uygulanan klason lignin tayini ligninin safsizlik hesaplamalarinda

kullanilmistir.
2.2.3. DDOC hazirlanmasi

Bu calismada, hidrojen bagi alicis1 (HBA) olarak kolin kloriir (ChCl) ve hidrojen bagi
donérii (HBD) olarak laktik asit (LA) kullanilmistir. Mol oranlari 1:10 olacak sekilde
ayarlanmigtir. DDOC hazirlanirken ChCl (1 mol ChCl’nin agirligi 139,62 g), LA (1 mol
LA’in agirligr 90,08 g), molekiil agirliklarina gore hesaplanmistir. Elde edilen kati-sivi

karisim 80 °C’deki 1sitic1 plaka iizerinde homojen, seffaf bir DDOC elde edilinceye kadar

karistirilarak 1sitilmis, cam siselerde saklanmistir.
2.2.4. Kozalaklardan Lignin Eldesi

Bu boliimde DDOC kullanarak mikrodalgada lignin eldesi ve geleneksel kagit hamuru

pisirme yontemi olan Kraft lignin eldesi ele alinmistir.
2.2.4.1. Mikrodalga Ekstraksiyonu ile DDOC Lignin Eldesi

Yeni nesil ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen lignin, kimyasal lignin sinifinda yer almaktadir.

DDOC lignini, bu ¢alismanin ana materyalidir. DDOC lignini eldesinde literatiirde farkli
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yontemler kullanilmustir (Soto-Salcido vd., 2020; Chen ve Wan, 2018; Skulcova, 2016). Tez
kapsaminda DDOC lignini mikrodalga ekstraksiyonu ile elde edilmistir.

Herhangi bir 6n muamele uygulanmamis kozalak 6rnekleri (kontrol), ChCIl:LA mol orani
1:10, kati:sivt orani 1:20 (a:a), sicaklik 150 °C, 1 saat olacak sekilde mikrodalga
reaktoriinde (Milestone Start D) DDOC ile reaksiyona sokulmustur (Tablo 2.1). Estrakt
muamele sonrasi teflon kaplardan 500 ml etil alkol ilave edilerek behere aktarilmigtir. Kati
kisim (seliilozca zengin kisim-SZK) ve sivi kisim 2 numarali kroze kullanilarak vakum
yardimiyla birbirinden ayrilmistir. Kroze igerisinde kalan SZK, 500 ml etil alkol ile
yikanmustir. Filtratlar beher icerisinde birlestirilmistir. SZK ise destile su ile yikanip, etiivde
103£2 °C’de kurutulmustur. Filtratlardaki etil alkol, doner buharlastiricida uzaklastirilmis
ve kalan ¢ozeltiye 4 litre destile su konularak lignince zengin kismin (LZK) ¢okelmesi igin
1 gece bekletilmistir. Cokelen LZK, Whatman 42 nolu mavi bant filtre kagidi kullanilarak
Buhner hunisi ve vakum yardimiyla siiziilmiistiir. Elde edilen LZK 6rneklerinin safligini
artirmak ve DDOC’ii tamamen uzaklastirmak igin filtre kagidi iizerinde kalan LZK 6rnekleri
once 100 ml 1:9 (h:h) oraninda etil alkol:su ve ardindan 100 ml destile su ile yikanmis ve 48
saat boyunca freeze dryerda kurutulmustur. Sekil 2.3’de DDOC muamelesinin is akis1 kisaca

Ozetlenmistir.

Tablo 2. 1: Kozalak érneklerinin DDOC muamele kosullar:

Muamele sicakligi (°C) 150
Muamele siiresi (saat) 1

Kati:s1vi orani 1:20
DDOC mol oranlar1 (ChCI:LA) 1:10
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Filtrasyon b

Sekil 2. 3: DDOC muamele is akist

2.2.4.2. Kraft Yontemi ile Lignin Eldesi

DDOC ve mikrodalga uygulamalari ile elde edilen ligninin proses sirasinda ne tiir bir
kirilma/kopmaya maruz kaldigin1 goérebilmek ve durumun biyolojik aktivite 6zelliklerine
etkisini agiklayabilmek adina, Dogu Ladini kozalagindan diinya genelinde en fazla

uygulanan kraft lignin elde edilerek karsilastirma yapilmistir.

Kozalaklar pisirme oncesi kii¢lik parcalara ayrilmistir. Kraft pisirmesinde, aktif alkali orani
%22, siilfidite oran1 %26, maksimum sicaklifa ulagma siiresi 90 dakika, maksimum
sicaklikta pisirme siiresi 60 dakika, pisirme sicakligi 170 °C ve ¢ozelti/yonga oram 5/1
olarak belirlenmistir. Pisirme 15 It kapasiteli, elektrikle 1sitilan, 25 kg/cm? basinca dayanikl,
dakikada 2 devir yapabilen ve otomatik kontrol tablosuyla sicakligi termostatli olarak
kontrol edilebilen laboratuar tipi doner pisirme kazaninda yapilmistir. Pisirme sonrasinda
kazan 150 meshlik elekten siiziillip, kat1 kisim ve siyah ¢6zelti ayrilmistir. Siyah ¢6zeltinin
pH’1 2 olana kadar magnetik karistirici ile siirekli karistirarak stilfiirik asit (H2SOa) ile titre

edilmistir. pH 2 olan ¢6zelti Whatman 42 nolu mavi bant filtre kagidi ile stiziilmistiir. Filtre
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kagid tizerinde kalan kat1 kisim (LZK) 12 saat derin dondurucuda bekletildikten sonra 48

saat boyunca freeze dryerda kurutulmustur.

2.2.5. Fizikokimyasal Karakterizasyon Yontemleri

Sekil 2. 4: Siyah ¢ozelti (a) ve Kraft lignin (b)

Gerek DDOC uygulamalar1 sonrasi elde edilen SZK ve LZK 6rneklerinin gerekse Kraft

ligninin morfolojik ve kimyasal yapilarinin karakterize etmek ve kontrol ornekleriyle

karsilagtirarak meydana gelen degisimleri ortaya koymak amaciyla farkli enstriimental

analizler uygulanmistir. Tablo 2.2° de kullanilan enstriimental analizler gosterilmistir.

Tablo 2. 2: Uygulanan enstriimental analizler

Ornekler XRD SEM TGA FTIR GPC SIPNMR
Kontrol + + + - - -
SZK + + + - - -
LZK - + - + + +

XRD, SEM, FTIR, TGA Bartin Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda, GPC ve

31p NMR analizleri Ca' Foscari Universitesi Molekiiler Bilimler ve Nanosistemler Boliim

Laboratuvarinda yaptirilmstir.
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2.2.5.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

Lignin orneklerinin FTIR-ATR analizleri, Shimadzu IRAffinity-1 marka spektrometre

cihazi ile 4 cm™ ¢oziiniirliikte, 600-4000 cm™ araliginda 20 tarama yapilarak belirlenmistir.

2.2.5.2. Jel Gegirgenlik Kromatografisi (GPC)

Orneklere ait molekiiler dagilimlar1 Perkin Elmer Flexar marka yiiksek performansli sivi
kromatografili jel gegirgenlik kromatografi cihazi ile yapilmistir. Waters Styragel HR 4E
kolonu takili cihazda 280 nm’de 6l¢iim yapan UV detektorii kullanilmistir. Tetrahidrofuran
(THF) 0,6 mL/dk akis hizinda mobil faz olarak kullanilmistir. Standart egri kalibrasyonu
icin polistiren (Mw; 820, 2330, 3680, 18 700, 31 600, 44 000, 212 400, 382 100, 570 000,
994 000 ve 1 860 000 g mol™!) kullanilmistir. GPC analizinden &nce ligninler tetrahidrofuran
(THF) iyi ¢6zebilmeleri i¢in asetobrominlenmistir (Lange vd., 2016).

Lignin numunesi (10 mg), énceden kurutulmus bir reaksiyon kabina tartilmistir ve 2,3 mL
buzlu (susuz) asetik asit ilave edilmistir. Reaksiyon karisimi 30 dakika karistirilmis ve
ardindan 0,25 mL (3,38 mmol) asetil bromiir ilave edilmistir. Reaksiyon karigimi son olarak
oda sicakliginda 4 saat kanistirilmistir. Asetik asit ve fazla asetil bromiir, etkili bir déner
buharlastiriciyla buharlagtirilmistir, ardindan 25-30 °C’de 30-45 dakika yiiksek vakumlu
kurutma yapilmistir. Asetobrominlenmis lignin tirtinleri GPC mobil fazinda (THF) tamamen

¢Oziinilir hale gelmistir (Crestini vd., 2017).

2.2.5.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Numunelerin morfolojisi, 5 kV ve 10 kV hizlanma voltajinda taramali elektron mikroskobu
(SEM) (Tescan MAIA3 XMU-SEM) ile goriintiilenmistir. Tiim numunelerin yiizeyleri,

iletkenligin arttirilmasi i¢in altin ve paladyum karigimi piiskiirtiilerek kaplanmaistir.
2.2.5.4. Termogravimetrik Analiz (TGA)
Tablo 2.2’deki belirtilen 6rneklerle beraber ticari olarak satin aliman Kraft lignini ve

laboratuvar 6lgeginde Dogu Ladin kozalagindan iiretilen Kraft ligninin termal bozunma

davraniglarini incelemek tizere Hitachi STA 7300 marka TGA/DTA Cihaz1 kullanilmustir.
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Analiz sartlari, 20°C’den 10 °C/dak bir 1sitma hiziyla 900 °C’ye ¢ikan bir sicaklik, 20
mL/dak azot akisi seklinde belirlenmistir.

2.2.5.5. X-Isim1 Difraktometresi (XRD)

Numunede bulunan seliilozun kristal yapisin1 degerlendirmek i¢in, 40 kV ve 30 mA’da ¢ok
islevli bir X-1s1n1 difraktometresi (Rigaku Smartlab) kullanilarak kontrol ve SZK 6rnekleri
iizerinde XRD gergeklestirilmistir. XRD verilerine gore kristallik indeksleri (KI) asagidaki
Esitlik 3 kullanilarak hesaplanmistir (Segal vd., 1959).

Ki (%) = [ (loo2-lam)/ loo2] *100 3)

loo2: kristal alan kirilma yogunlugu

lam: amorf bdlgenin kirilma yogunlugu

2.2.5.6. 3P Niikleer Magnetik Rezonans (3'P NMR) Spektroskopisi

LZK, laboratuvar 6l¢eginde elde edilen ladin kraft lignin ve ticari kraft lignin drneklerine
3P NMR analizi gerceklestirilmistir. 30 mg &rmek 0,5 ml déteryumlu kloroform ve
doteryumlu piridin (1:1.6, v/v) igerisinde tamamen ¢oziilmiistiir. 0,1 M’lik bir krom (I11)
asetilasetonat soliisyonu (10 mg) ve i¢ standart (35,8 mg N-hidroksi-5-norbornen-2,3-
dikarboksimid (NHND)) ile hazirlanmis 100 pl ilave edilmistir. Cozelti, 10 dakika boyunca
0,1 mL fosfatlama reaktifi (2-kloro-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksafosfolan, TMDP) ile
reaksiyona sokulmus ve 5 mm’lik bir NMR tiipiine aktarilmistir. 400 MHz Bruker
AVANCE 1II 400 spektrometre (Bruker, Karlsruhe, Almanya) iizerinde 3P NMR analizi
icin 5 mm’lik bir NMR tiipiine aktarilmistir. NMR veri toplama ve isleme icin Bruker
Avance 111 HD 500 MHz ve Topspin 3.5 kullanilmstir.

2.2.6. Biyolojik Aktivite Calismalar:

Tez kapsaminda LZK, ticari ve laboratuvar dlgeginde elde edilen ladin kraft ligninlerine
antibakteriyel, antioksidan ve asetilkolinesteraz enzim inhibisyon deneyleri uygulanmistir.

Her bir yontem detayl1 olarak ilgili boliimde ele alinmastir.
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2.2.6.1. Antibakteriyel aktivite tayini

Orneklere ait antibakteriyel aktivitelerinin tespiti amaciyla Gram (-) (Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli ve Gram (+) (Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis) suslar
analiz edilmistir. Sekil 2.6’da deney asamalar1 gosterilmistir. Tiim suglarin bulaniklig: 0,5
McFarland standardina (1,5x108 CFU/mL) sabitlenmistir. Sivi besiyeri mikrodiliisyon
deneyi, 96 kuyucuklu plakalar kullanilarak gergeklestirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan lignin 6rnekleri, LB (Luria Broth) ortamini igeren steril, diiz tabanli bir
mikroplakaya pipetlenmistir. Daha sonra kuyucuklara bakteri hiicreleri (O.D = 0.5)
yiiklenmis ve 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrast
kuyucuklarindan alinan 6rnekler, LB agar petrileri tizerinde alt kiiltiirlendi ve gece boyunca
37 °C’de inkiibe edildi. Daha sonra gzlemlenen iireme kosullarma gére MIK (minimum

inhibisyon konsantrasyonu) degerleri belirlenmistir.

Sekil 2. 5: Antibakteriyel deney asamalari

58



2.2.6.2. Antioksidan Aktivite Tayini

Lignin orneklerinin antioksidan aktiviteleri 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest
radikal giderim yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. DPPH radikal giderme aktivitesine
yonelik olarak 96 kuyucuklu plakalara etil alkol ile ¢Ozindiirilmiis farkl
konsantrasyonlarda lignin 6rnegi, 160 nL. 0,1 mM DPPH eklenerek son hacim 200 pL’ye
tamamlanmistir. Oda kosullarinda 30 dakika inkiibasyonun ardindan 517 nm dalga boyunda
cozeltilerin arsorbansi kore (etil alkol) karsit okunmustur. Olgiim sonunda elde edilen
absorbans degerleri ilizerinden asagidaki Esitlik 4 kullanilarak % inhibisyon degerleri
hesaplanmustir (Blois, 1958). Ug tekrarli yiiriitiilen calisma BHT standart olarak kullanilarak
yapilmistir.

% Inhibisyon = ((Akontrol-Asmek)/ Akontrot)*100 4)

2.2.6.3. Asetilkolinesteraz (AChE) Enzim inhibisyonu Tayini

Ellman yontemi, substrat olarak asetiltiyokolin iyodiir (AChI) kullanilarak inhibitor
potansiyeli degerlendirmek i¢in yaygin olarak uygulanan bir spektrofotometrik testtir. Testin
temel prensibi, asetiltiyokolin iyodiiriin karsilik gelen enzimler tarafindan hidrolizi, bunun
sonucunda 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunun olugmasidir. Bu anyon, 412 nm’de absorpsiyon
gosteren 5,5-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile sar1 renkli bir kompleks olusturma
yetenegine sahiptir. Renk yogunlugu, serbest tiyol gruplarinin konsantrasyonu ile dogru

orantilidir (Ellman vd., 1961).

Asetilkolinesteraz aktivitesinini tayin edilmesi igin 96-kuyucuklu plakalarda; 14 puL 6rnek,
16 uL AChE, 130 uL tampon ¢ozeltisi (SmM EDTA igeren 50 mM Tris-HCI, pH 8.0) ile
37°C’da 10 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda reaksiyon kuyulara 20 pL 2.5 mM
DTNB ve 20 pL substrat ¢ozeltisi (asetiltiyokolin iyodiir) eklenerek baslatilmis ve 412 nm
dalga boyunda, 3 dakika boyunca 20 saniye araliklar ile absorbans 6l¢iimii yapilmustir.

2.2.7. istatistiksel Analizler

ICsp verilerine gore Graphpad prism 10 programi kullanilarak varyans analizi (ANOVA) ve

% 95 giiven diizeyinde Tukey testi yapilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Bu boliimde gergeklestirilen analizlerin sonuglarinda elde edilen bulgular irdelenmistir.

3.1. Gravimetrik Analizlere Ait Bulgular

Bu boliimde kontrol, SZK ve LZK 6rneklerine ait gravimetrik analiz sonuglar1 verilmistir.

3.1.1. Kontrol érneklerinin gravimetrik analiz sonuglari

Orneklere ait rutubet, ekstraktif madde miktar1 ve Klason lignin degerleri Tablo 3.1°de

verilmistir.

Elde edilen degerler incelendiginde ekstraktif madde miktarlarinin %2,91 ile %?24,74
arasinda degistigi, Klason lignin mikramin ise %34,69 ile %46,32 arasinda oldugu
goriilmektedir. Bu degerler Donmez vd. (2012)’nin yaptig1 calismayla bazi farkliliklarin
oldugunu gostermistir. Bu farkliliklarin kozalaklarin toplanma zamani, agacin yasi,

bulundugu rakim ve yetistigi ortam gibi faktorlerden kaynaklandigi diistiniilmiistiir.

Tablo 3. 1: Kontrol 6rneklerinin gravimetrik analiz sonuglari (%)

Hammaddeler Rutubet Tespit Doénmez vd., 2012
Ekstraktif Klason Ekstraktif Klason
madde Lignin madde Lignin

DK Goknari 7,99 21,10+ 0,51 | 46,21+0,65 14,42 40.41

Toros Sediri 5,88 24,744+0,2 | 34,69+0,58 13,42 30.79

Dogu Ladini 10,284 | 13,33+0,12 | 46,32+0,42 8,11 48.34

Fistik Camu 8,75 2,91+0,05 | 36,13+0,16 7 43.08

3.1.2. SZK Orneklerinin Verimine Ait Bulgular

DDOC muamelelerin etkinligi SZK verimi degerlerinin belirlenmesi ile ortaya
konulmaktadir. DDOC’lerin biyokiitlenin yapisal bilesenlerini ayristirma yetenegi, SZK
verimi lizerinde 6nemli etkilere sahiptir (Sharma vd., 2022). SZK verim degerinin yliksek

olmas1 DDOC ’iin etkinliginin diisiik, SZK verim degerinin diisiik olmas1 DDOC etkinliginin
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yiiksek olmas1 anlamina gelmektedir (Ozgiirliik vd., 2024). BU ¢alismaya ait SZK verimleri
Sekil 3.1°de verilmistir. Fistik Cami1 %63,45 ile en yiiksek degeri verirken, Dogu Karadeniz
Goknar1 ise %42,09 ile en diisiik SZK verimi degerini vermistir. Bu durum, DDOC

muamelesinin  Dogu Karadeniz Goknar1 kozalagi iizerinde daha etkili oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 3. 1: DDOC muamelesinin kat1 kalint1 verimi iizerine etkisi

SZK verimi iizerine DOC tiiri, muamele sicakligi ve siiresininde etkili oldugu ifade
edilmistir (Kang vd., 2023). Su vd. (2021), DOC’e ait molar oran ve reaksiyon sicaklig1 gibi
parametrelerin kavak odun 6rneginin kimyasal bilesimine etkilerini irdelemis ve ChCI:LA
molar oraninin 110 °C’de 1:2°den 1:10’a ¢ikarildiginda SZK veriminin %91,7°den %78,5’,
130 "C de ise %65,7°den %55,2’ye diistiigii ifade edilmistir. Dall1 dar1, misir atig1 ve fil otuna
ait ChCIl:LA mikrodalga muamelesinde, SZK verimi sirasiyla %50,46; %36,64; %53,21
olarak bulunmustur (Chen ve Wan, 2018).

3.1.3. Lignin Saflig1

DDOC ile mikrodalga ekstraksiyonu sonrasinda elde edilen LZK &rneklerine ait saflik
derecelerini belirlemek amaciyla Klason lignini deneyi yapilmistir. Elde edilen veriler Tablo
3.2’de verilmistir. En yiiksek deger %82,81 ile Pinus pinea’da elde edilirken, diger saflik

degerleri de birbirine yakin bulunmustur.

61



Tablo 3. 2: Lignince zengin kisimlarin (LZK) safliklari ve verimleri (%)

Hammaddeler Saflik Verim
DK Goknar1 LZK 80,31 59,26
Toros Sediri LZK 82,65 89,29
Dogu Ladini LZK 78,6 55,25
Fistik Cami1 LZK 82,81 41,41

Lignin verimi, biyokiitle kaynagindan elde edilebilen lignin miktarinin yiizdesini ifade
etmektedir. Yapilan bu ¢alismada Toros Sediri LZK 6rneginin lignin verimi %89,29 olup
diger LZK o6rneklerine gore oldukea yiiksektir. Tablo 3.2’de goriildiigli gibi hem kontrolde
bulunan ligninin yliksek miktarda elde edilmesi hem de safliginin yiiksek olmasi dikkate

deger bir veri oldugunu gostermektedir.

Cassoni vd., (2022) iiztim saplarindan lignini iki yontem kullanarak elde edilmislerdir: alkali
(NaOH) ve DOC (laktik asit:kolin kloriir). Alkali ekstraksiyon i¢in tanimlanan parametreler,
diisiik saflikta ligninin ~%48’inin geri kazanilmasina izin vermistir ve bu yontemi
gelistirmek icin bir otohidroliz muamele uygulayarak ~%79 saflik; ~%32 verim elde
etmislerdir. DOC ydnteminde ise muameleye gerek kalmadan yiiksek saflikta lignin (~%90)

ve alkali yonteme gore daha iyi bir verim (%50,2) elde edilmesini saglamistir.

Chen ve Wan (2018), dall1 dar1, musir atig1 ve fil otuna DOC (ChCI: LA) ile 150 °C, 45
saniye mikrodalga muamele sonrasi lignin verimi sirasiyla %48,39; %70,84; %42,67 lignin
safligi ise sirastyla %87,42; %84,96; %86,01 olarak bulmuslardir. Kisa siire de yiiksek lignin

verimi (~%71) ve saflikta lignin tiretmislerdir.

Livd., (2019) Pinus bungeana odununun ChCI:LA ile muamelesinde cam reaktor ile 120°C
2 saat, mikrodalga reaktoriinde 120 °C 10 dakika muamele etmistir. Lignin verim oranlarini
strastyla %66,59 ve %42,81 olarak tespt etmislerdir. Cam reaktdrde %100 verim i¢in 360,41
dakika muamele gerekirken, mikrodalga reaktdriinde 23,36 dakika yeterli olabilecegi

agikardir.

Mankar vd., (2022) yaptiklart ¢alismada 1sitma modunun hindistancevizi lifinden lignin

ekstraksiyonunun verimliligi {izerindeki etkisi de karsilastirmiglardir. Deney, geleneksel
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1sitma altinda lignin ekstraksiyonu i¢in ChCL:LA (1:4) DOC igeren bir yag banyosunda
gerceklestirilmistir. Reaksiyon 150 °C’de 20 dakika siirdiiriildiigiinde sadece %13,5 lignin
ekstrakte edilmistir. Benzer reaksiyon kosullar1 altinda, reaksiyon mikrodalga 1sitma altinda
gergeklestirildiginde, lignin ekstraksiyonu geleneksel 1sitmayla karsilastirildiginda 6 kat
daha yiiksek (%82) olmustur. Geleneksel 1sitma altinda lignin ekstraksiyonunu daha da
gelistirmek i¢in reaksiyon siiresi 8 saate uzatilmig ve bu da yalnmizca %46 lignin

ekstraksiyonuyla sonuglanmastir.

Kammoun vd., (2021) DOC1 (ChCl-oksalik asit), DOC2 (ChCl laktik asit) ve DOC3 (ChCl-
tire) ile alfa yapragi, badem ¢ekirdegi kabugu, halep ¢ami kozalagi, Posidonia yapragi ve
pirinay1r mikrodalga reaktdriinde 800 W, 1 dakika muamele etmislerdir. Sonuclar ChCl-
oksalik asit karigtminin en yiliksek lignin safligin1 ve en diisilk verimi sagladiginm
gostermektedir. DOC1 islemiyle %90 iizerinde lignin saflig1 (alfa yapraklari %94, badem
kabuklart %93, halep cam kozalaklar1 %90, Posidonia yapraklar1 %92 ve pirina %91) elde
edilmistir. Cam kozalaklarindan ve pirinadan elde edilen lignin verimleri DOC1 uygulamasi
igin sirasiyla %32,31 ve %26,04 ve DOC3 uygulamasi i¢in %48,72 ve %43,76 ile daha
yiiksek bulunmustur. Alfa yapraklarindan elde edilen lignin verimi, DOC2 ile ekstrakte
edilen diger tim ligninlerin verimlerinden 6nemli Slgiide daha yiiksek oldugu tespit

edilmistir.

Ségiit odunun DOC ile muamelesiyle ilgili farkli calismalar meveuttur. Li vd. (2017), farkl
DOC (kolin kloriir bazli laktik asit, gliserol ve laktik asit), farkli siire ve sicakliklarda
muamele etmiglerdir. ChCl-Gly ve ChCI-U islemiyle ihmal edilebilir miktarda ligninin
giderildigi gosterilmistir. Bununla birlikte, ChCI-LA muamelesinin, muamele siddeti
arttikca artan lignin izolasyonu lizerinde belirgin bir etkiye sahip oldugunu belirlemisler.
ChCI-LA ile islem siiresi 12 saatte DOC-Lignin verimi iken 42 saate oldugunda, %94,2
oldugu tespit edilmistir. Ayrica 12 saat ChCI-LA ile muamele edildiginde lignin saflig
yaklagik %95 tespit edilmistir. Yaptiklar1 ¢calismada muamele siiresi uzadik¢a kat1 kalinti
veriminin azalmasi, karbonhidrat bilesenlerinin belirgin sekilde ¢o6ziindiigiinii ve/veya
bozundugunu vurgulamislardir. Kang vd., (2023)’te yaptiklar1 ¢alismada kolin kloriir laktik
asitten olusan DOC ile mikrodalgada 160 °C’de 15 dakika muameleyle yaklasik %80
ligninin uzaklastigin1 ve elde edilen ligninin safliginin %81 oldugunu belirlemislerdir.
Yapilan caligmalarla da goriildiigii gibi geleneksel 1sitma yontemlerine gore mikrodalga

1sitma islem stiresini kisaltmakta bdylece enerji tiiketimini azaltmaktadir. Mikrodalgalar
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polar molekiillerle etkilesime girer, bu da dipol rotasyonu ve iyonik iletim yoluyla daha
diisiik enerji kaybiyla hizl, diizgiin hacimsel 1stnmaya yol acar. DOC’ler elektrik dipolleri
oldugundan, mikrodalga 1s1n1im1 DOC’lerin iyonik karakterini en iist diizeye ¢ikarabilir ve
molekiiler polaritelerini artirabilir. Bdylelikle, DOC’lerdeki polar molekiillerin hareketi,
DOC c¢ozeltisinin biyokiitle gdzeneklerine niifuzunu arttirabilir ve lignin ¢dziilmesi igin

gereken lignin bagimin kirilmasini aktive etmek i¢in enerji saglayabilir (Zhou vd., 2022).

3.2. Fizikokimyasal Analizlere Ait Bulgular

Kontrol ve SZK 6rneklerine XRD, SEM ve TGA analizleri uygulanirken, LZK 6rneklerine
ise FTIR, SEM, GPC ve 31PNMR analizleri uygulanmis ve elde edilen bulgular ilgili

boliimlerde ayr1 ayri ele alinmistir.

Lignindeki iglevselligi belirlemek i¢in yapilan yapisal analiz, antioksidan kapasiteyi ve ilgili
yapi-0zellik iligkilerini aragtirmak i¢in 6nemlidir. Ligninin ¢apraz baglanan fenolik yapisi,
hidroksil, karbonil, metoksi ve karboksilik gruplar gibi ¢ok cesitli ek fonksiyonel gruplarla
kimyasal ve biyolojik etkilesimler icin aktiviteler saglar. Lignine bagli ¢esitli aktif gruplarin
analizi, ligninin kimyasal ve biyofiziksel Ozelliklerini degistirebildiginden, ligninlerin

fonksiyonel siniflandirilmasinda 6nemlidir (Al-Zagameem, 2020).

3.2.1. X-Isim Difraktometresi (XRD) Analiz Bulgular

Kristallik indeksini (KI) belirlemek amaciyla kontrol ve SZK o6rneklerine XRD analizi
yapilmustir (Tablo 3.3). DDOC muamele éncesinde kristallik indeksi degerleri en yiiksek
%38,06 ile fistik cam1 kontrol drneginde belirlenirken, en diisiik deger %21,05 ile Dogu
Karadeniz Goknar’inda belirlenmistir. DDOC muamele sonrasinda ise en yiiksek %51,33 ile
Toros Sediri SZK 6rneginde tespit edilirken, en diisiik deger %39,32 ile Dogu Karadeniz
Goknar SZK orneginde tespit edilmistir. loo2 Ve lam icin pikler sirasiyla 20 = 22,08°-22,88°
ve 18,44°-19,28°de bulunmustur. Burada Ipo2, 20 = 22 civarinda bir kirinim agisinda
konumlanan diizlem 002’deki maksimum yogunluktur ve Iam, yaklasik olarak 26 = 18
civarinda bir kirinim agisinda olgiilen, numunenin amorf kismindan gelen minimum
yogunlugu temsil eder (Garcia-Garcia, vd., 2018). Bu ¢alismada DDOC ile muamele edilen
numunelerin KI degerleri kontrol numunesine gore oldukga yiiksek tespit edilmistir (Sekil
3.2 Tablo 3.3).
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Tablo 3. 3: Kontrol ve DDOC ile islenmis kozalak numunelerinin 20, yogunluk ve KI

degerleri
Ornek e fom Ki (%)
20 (°) Yogunluk 26 (°) Yogunluk
DK Goknar kontrol 22,08 688,75 19,28 543,75 21,05
DK Goknar1 SZK 22,20 1211,25 18,88 735,00 39,32
Toros Sediri kontrol 22,24 1041,25 19,08 725,00 30,37
Toros Sediri SZK 22,36 1081,25 18,88 526,25 51,33
Dogu Ladini kontrol 22,88 1141,25 18,44 725,00 36,47
Dogu Ladini SZK 22,80 1245,00 18,84 713,75 42,67
Fistik Camui kontrol 22,68 1330,00 18,56 823,75 38,06
Fistik Cami1 SZK 22,40 1302,50 18,44 656,25 49,62

Pinus pinea SZK Crl:%49,62

Pinus pinea Crl:%38,06
M Picea orientalis SZKCrl:%42,67
My e
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Sekil 3. 2: Kontrol ve DDOC ile islenmis kozalak numunelerinin XRD spektrumlari

DDOC muamelesinden sonra artan Ki’nin, hemiseliilozlar ve lignin gibi amorf bilesenlerin
uzaklastirilmasindan kaynaklandigi ve bunun da seliiloz oraninin artmasina neden oldugu

rapor edilmistir (He vd., 2015). Giilsoy ve Kili¢ Pekgozli (2024) saricam odununda
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yaptiklar1 ¢alismada ChCl ve LA’ten olusan DOC’iin farkli siirelerdeki -etkisini
incelemislerdir. DOC ile muamele edilen numunelerin Ki degerlerinin kontrol rnegine gore
yiiksek oldugu ve drneklerin Ki degerleri DOC muamele siiresi ile pozitif bir korelasyona
sahip oldugunu tespit etmislerdir. Bir baska calismada, Lim vd. (2019), DOC ile piring
samanindan elde ettikleri kagit hamurunun Ki’nin piring samami igin %352,8°den,
agartiilmamis DOC ile islenmis hamur icin %54,5’e yiikseldigi ve ayrica agartilmis DOC ile
islenmis hamur i¢in %60’a yiikseldigi bulunmustur. Xu vd. (2016), misir atigini ticari iyonik
stv1 ([Bmim][C1]) ve DOC (kolin kloriir: formik asit) ile muamele etmistir. XRD analizi
yapilmis ve kristallik indeksleri islem gormemis %31,1; [Bmim][ 1] %41,1 ve kolin kloriir:
formik asit %57,2 olarak belirlenmistir. Bu ¢alismayla amorf kisimlarin uzaklastirilmasinda

DOC’iin iyonik s1vidan daha etkili oldugu vurgulanmustir.

3.2.2. Taramal elektron mikroskobu (SEM) analizi

Kontrol ve SZK &rneklerinin DDOC mumele dncesi ve sonrasi yiizey morfolojilerinin
degisimleri goriintiilemek i¢in SEM analizleri yapilmistir. SEM analizinden, kontrol
ornekleri amorf bilesenler ile birbirine baglanan yonlendirilmis lif demetlerinden olusmustur
(Garcia-Garcia, vd., 2018). Yiizeyleri nispeten piiriizsiiz ve saglam oldugu gorilmiistiir.
DDOC ile mikrodalgada ligninin uzaklastirilmasi ile kozalak drneklerinin morfolojisinin
bozuldugu, diizensiz, piiriizlii ve gozenekli bir yapi olustugu belirlenmistir. Ayrica lifler
aras1 yapinin bozuldugu, parcalanmalar oldugu ve hiicre ¢eperinde bosluklar olustugu

goriilmiistiir (Sekil 3.3-3.6).
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Sekil 3. 3: DK Goknart kontrol (a) 500x (b) 1.00kx biiyiitme ve SZK 6rneklerinin (c¢) 500x
(d) 1.00kx biiyiitme SEM goriintiileri
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Sekil 3. 4: Toros Sediri kontrol (a) 500x (b) 1.00kx biiyiitme ve SZK 6rneklerinin (c) 500x
(d) 1.00kx biiyiitme SEM goriintiileri
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Sekil 3. 5: Dogu Ladini kontrol (a) 500x (b) 1.00kx biiyiitme ve SZK &rneklerinin (c) 500x
(d) 1.00kx biiyiitme SEM goriintiileri
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Sekil 3. 6: Fistik Cami kontrol (a) 500x (b) 1.00kx biiyiitme ve SZK 6rneklerinin (c) 500x
(d) 1.00kx biiyiitme SEM goriintiileri

Loow vd. (2018), yaptiklar1 ¢alismada palmiye yapraklarini ChCI ve fire ile hazirlamisg
olduklar1 DOC ile muamele etmislerdir. Muamele edilmemis palmiye yapraklari, homojen
ve stirekli fibril yapilan ile karakterize edilen, oldukc¢a diizgiin bir dis ylizey tabakasi
sergilemistir. 120 °C’de ve 4 saat siireyle ChCl:iire muamelesinden sonra, lignin tabakasi
soyulmus ve geriye ciddi bigimde bozulmus bir yap1 kaldig1 belirtilmistir. Bununla birlikte,
palmiye yapraklarinin temel fibril benzeri yiizeyinin gozle goriiliir sekilde g¢evrelenmis ve
saglam oldugu tespit edilmistir. Bu sonug, ChCl:iire nin seliiloz ve hemiseliiloz tizerinde ¢ok
az etkisinin oldugu gerceginin altim ¢izmektedir. Mankar vd. (2022), ChCl:LA DOC ile
muameleden sonra hindistan cevizi lifinin yapisindaki morfolojik degisiklikleri SEM teknigi

kullanilarak incelenmislerdir. Islem gérmemis ham hindistan cevizi lifi icin farkli
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biiylitmelerde goriintiileri alinmig ve ligninin uzaklagtirildigin1 dogrulamak i¢in ChCIl: LA
DOC ile muameleden sonra geri kazanilan hindistan cevizi lifi ile karsilastirilmustir.
Islenmemis hindistan cevizi lifi, liflerin sik1 bir sekilde paketlendigini ve diizenli bir yapiya
sahip oldugunu gosteren piiriizsiiz bir yiizey gostermistir. Bununla birlikte, hindistan cevizi
lifi ChCl: LA DOC ile muameleye tabi tutuldugunda, hindistan cevizi lifinin yapis1 ¢oktiigii
ve yiizeyde catlaklar oldugu, boylece lifli yap1 gevsedigi goriilmiistiir. Diger bir ¢alismada
(Zhu vd., 2023) asma, farkli DOClerle muameleye tabi tutulmus kati kalintinin yiizey
ozellikleri ve morfolojisi SEM ile karakterize edilmistir. Islenmemis asma yiizeyinin
nispeten saglam ve diizenli oldugunu, muameleye tabi tutulmus asmalarin yiizeyinin ise
bozuk diizen ile piiriizlii ve gézenekli hale geldigini gosterilmistir. Bu, muamelenin lignin-
hemiseliilloz baglantisin1 kirdigin1 ve lignini degisken derecelerde serbest birakarak
biyokiitlenin yiizey yapisinda bir miktar hasara neden oldugu belirlenmistir. Ozellikle ChCl-
LA ve K2COs-EG ile muameleye tabi tutulan kati kalintinin yiizeyinin ciddi sekilde kirildig
ve ayrica muameleye tabi tutulanin yilizeyinde bazi goriiniir bosluklar oldugu bulundugu
goriilmiistir. Bu durum muamele sirasinda biiyiikk miktarda lignin ve ksilanin
uzaklastirilmasindan kaynaklandigi vurgulanmustir. Ozetle, SEM goriintiilerinden, yedi
farkli DOC (kolin kloriir/laktik asit (ChCI-LA), kolin kloriir/gliserol (ChCI-GLY), kolin
kloriir/etilen glikol (ChCI-EG), kolin kloriir/iire (ChCl-U), kolin kloriir/malik asit (ChClI-
MA), kolin kloriir/trietanolamin (ChCI-TRA) ve potasyum karbonat/etilen glikol (K2COs-
EG)) muamelesinin hepsinin {izim asmasi hiicre ¢eperi yapisini degisen derecelerde
pargaladigi agikg¢a goriilmiistiir. Li vd., 2021, kolin kloriir bazl {ire (ChCI-U), etilen glikol
(ChCI -EG), gliserol (ChCI -G), laktik asit (ChCI -LA)ve oksalik asit (ChCI -OA) ile elde
edilmis 5 farkli DOC muamelesi altinda kiispe lifinin morfolojik degisiklikleri SEM ile
gbozlemlenmistir. Kiispenin yiizey goriintiisiinde seliiloz, lignin ve hemiseliilloz ile
kaplanmustir ve seliillozun biiyiik bir kismi agiga ¢ikmamustir. Kiispede uzun lif demetlerinin
oldugu, DOC muamelesinden sonra lif demetleri parcalanmis hale geldigi ve seliilozun agiga
cikt11 diizensiz tabaka hiicreleri olustugu gériilmiistiir. DOC muamelesinden sonra liflerin
hiicreler arasi tabakasi farkli derecelerde bozunmustur. ChCl -G ve ChCI-EG tarafindan
islenen lif yiizeyi belirgin bir tliiylenme sergilemistir. Liflerinin S1 katman1 agiga ¢ikmuis;
ancak genel geometrik durumu 6nemli 6l¢iide degismemistir. ChCI-U, ChCI-OA ve ChClI-
LA ile muameleden sonra, lifin hiicreler arasi tabakasi neredeyse tamamen ayrilmistir ve
lifin ylizeyinde ¢ok sayida delik agiga ¢ikmistir. Lifin spesifik ylizey alan arttikga, lif farkli
derecelerde biikiilme, burulma ve deformasyon gdstermistir ve genel geometrik durum

onemli 6l¢iide degismistir. Xu vd. (2016), yaptig1 calisma da bu bulguyu desteklemektedir.
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Muamele 6ncesinde diiz ylizeye sahip olan misir atig1 6rneginin kolin kloriir ve formik asit
muamelesiyle, seliiloz fibrillerinin hidrojen i¢i ve arasit hidrojen baglarinin bozularak

hemiseliiloz ve ligninin uzaklastirildigini belirtmislerdir.

Lignin 6rneklerinin yiizey morfolojisi ve tane caplari, biyomateryal uygulamasinda son
derece dnemli rol oynamaktadir. Lignin goriintiileri SEM ile farkli boyutlarda goriintiileri

alinmustir.

SEM HV: 5.0 kV WD: 6.67 mm | MAIA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 6.67 mm | MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 20.0 kx Det: In-Beam SE  2pm SEM MAG: 100 kx Det: In-Beam SE 500 nm
Bl: 6.00 Date(m/dly): 08/02/23 BARTIN UNIVERSITY Bl: 6.00 Date(m/dly): 08/02/23 BARTIN UNIVERSITY

SEM HV: 5.0 kV WD: 6.5 mm MAIA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 6.95 mm Ll MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 20.0 kx Det: In-Beam SE SEM MAG: 100 kx Det: In-Beam SE 500 nm
Bl: 6.00 Date(m/dly): 08/02/23 BARTIN UNIVERSITY Bl: 6.00 Date(m/dly): 08/02/23 BARTIN UNIVERSITY

Sekil 3. 8: Toros Sediri LZK 6rnekleri SEM goriintiileri
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SEM HV: 5.0 kV WD: 6.81 mm ‘ MAIA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kv WD: 6.78 mm | | MAIAS TESCAN|
SEM MAG: 20.0 kx Det: In-Beam SE SEM MAG: 100 kx Det: In-Beam SE 500 nm
Bl: 6.00 Date(m/dly): 08/02/23 BARTIN UNIVERSITY BI: 8.00 Date{m/dly): 08/02/23 BARTIN UNIVERSITY

€

MAIA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 6.88 mm | MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 20.0 kx Det: In-Beam SE SEM MAG: 100 kx Det: In-Beam SE 500 nm
Bl 6.00 Date(m/dly): 08/02/23 BARTIN UNIVERSITY Bl: 6.00 Date{m/dly): 08/02/23 BARTIN UNIVERSITY

Sekil 3. 10: Fistik Cam1 LZK 6rnekleri SEM goriintiileri
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SEM HV: 5.0 kV WD: 6.58 mm SEM HV: 5.0 kV WD: 6.59 mm MAIA3 TESCAN

SEM MAG: 20.0 kx Det: In-Beam SE SEM MAG: 100 kx Det: In-Beam SE 500 nm
Bl: 6.00 Date(m/dly): 12/26/23 BI: 6.00 Date(m/dly): 12/28/23 BARTIN UNIVERSITY

A

SEM HV: 5.0 kV WD: 6.76 mm MAIA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 6.76 mm MAIA3 TéSCAN
SEM MAG: 20.0 kx Det: In-Beam SE 2 pum SEM MAG: 100 kx Det: In-Beam SE 500 nm
Bl: 6.00 Date(m/d/y): 08/02/23 BARTIN UNIVERSITY BI: 6.00 Date(m/dly): 08/02/23 BARTIN UNIVERSITY

Sekil 3. 12: Ticari kraft lignin 6rnekleri SEM goriintiileri

Sekil 3.7-3.12°te gosterildigi gibi, ligninlerin morfolojisi birbirine benzer olup, drneklerin
yiizeyleri birbirine baglh farkli boyutlarda benzer kiiresel ve toplanmis morfoloji
gostermistir. Bu veriler Li vd. (2021) bambu 6rneginde kolin kloriir ve hazirlamis olduklar
DOC ile yaptiklar1 calismayla uyumlu oldugu belirlenmistir. Bunun nedeni, hidrofilik
gruplardan (OH ve COOH) ve hidrofobik aromatik kisimlarindan olusan ligninin kendi
kendine birlesme yoluyla lignin nanopargaciklar1 olusturabilmesi olabilir (Ma vd., 2020).

Cassoni vd., (2022) iiziim saplarin1 alkali (NaOH) ve DOC (kolin kloriir: laktik asit) ile

muamele ederek lignin elde etmis ve SEM analizi yapmislardir. Her iki lignin fraksiyonu da
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morfolojik olarak benzer ve nispeten diizgiin ve piirlizsiiz bir yiizeye sahip ¢ok yiizlii bir
sekle sahip oldugu gbézlenmistir. Pargaciklarin boyutu da yaklasik 500 pm civarindadir. Bu
nedenle, bu caligmada ekstraksiyon yontemlerinin ligninlerin morfolojisini etkilemedigi
goriilmiistiir. Yue vd. (2020), yaptiklar1 ¢alismada alkali (K2COs-Gliserol) ve DOC (kolin
kloriir: laktik asit) kullanarak bugday samanindan lignini ekstrakte etmistir. DOC ligninin
alkali lignine gore tekdiize ve piiriizsliz bir morfolojiye ve ¢cok daha kii¢iik boyutlu sahip

oldugunu tespit etmislerdir.

3.2.3. TGA Analiz Bulgular:

Farkl1 kozalak tiirleri ve DDOC ile muamele edilerek elde edilen SZK &rneklerinin azot
atmosferinde termal davraniglari TGA ve DTG kullanilarak incelenmistir. Sonuglar Tablo
3.4 ve Sekil 3.13’de verilmistir. DTG egrileri, termal bozunma sirasinda kiitle kayb1 hizini

gosterir.

100 - ——— Abies nordmanniana-SZK
90 - ) Abies nordmanniana
———(Cedrus libani-SZK
80 - = Cedrus libani
5 70 - ———Picea orientalis-SZK
- ——Picea orientalis
£ 60 - ; .
> Pinus pinea-SZK
50 - . i
: Pinus pinea
= 40 -
’&D
30 -
20 -
10 -
0 T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Sicaklik (°C)
700 - == Abies nordmanniana-SZK
600 - Abies nordmanniana
=~ Cedrus libani-SZK
500 -
(=) = Cedrus libani
Eh-a 400 - . . .
£ = Picea orientalis-SZK
E 300 - ——— Picea orientalis
o
200 - Pinus pinea-5ZK
100 - j Pinus pinea
0 *J's‘ﬁ T T ‘\-_-\%—%‘__—\; T l
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Sicakhk (°C)

Sekil 3. 13: Kontrol ve SZK 6rnekerinin TGA ve DTG egrileri
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TG ve DTG egrilerinde ilk kiitle kaybi, nemin uzaklastirilmas: nedeniyle yaklasik 60 °C ile
100 °C arasinda gerceklesmistir. Seliiloz ve hemiseliilozlar, 200 °C -380 °C araliginda hizli
bir sekilde azalmistir. Hemiseliiloz, termal bozunma sirasinda deasetilasyon yoluyla asetik
asit  olusturmustur (Bianchi vd.. 2010). Selillozun bozunmasi, dehidrasyon,
dekarboksilasyon, oksidasyon, hidroliz ve serbest radikal olusumu yoluyla ugucu yanici
bilesenlerin iiretilmesine yol agmistir. Serbest radikaller, hidrojen peroksit, karboksil ve
karbonil gruplarinin iiretimine yol agmis ve bu gruplar termal bozunmadan sorumlu olmustur
(Junges vd.. 2019). Ligninin bozunmas1 yaklasik 200 °C’de baslamis, ancak kiitle kayb1
genis bir sicaklik araliginda gergeklesmistir. Seliiloz ve hemiseliillozun maksimum bozunma
sicakliklarindan daha yiiksek sicakliklarda gegeklesmekte olup, lignin yavas yavas
pargalanarak ortamdan uzaklasir. Diger taraftan SZK ornekleri igslem gérmemis 6rneklere
oranla lignin ve hemiseliiloz oran1 daha az olmasindan dolayr 200°C gériilmeye baslanan
hemiseliillozun ve 6zellikle 400°C sonrasinda goriilen piklerin bu nedenden dolay1 daha zayif
oldugu goriilmektedir. Literatiirde benzer iic asamali termal bozunma siiregleri ortaya

konmustur (Popescu vd., 2011; Altay vd., 2024).

Tablo 3. 4: Tix (% 10 Agirhk Kaybindaki Sicaklik) ve Tmaxw (%50 Agirlik Kaybindaki
Sicaklik) ve TGA analizi sonucunda kalan kiitle miktar1

Tiw (°C) Tmaxw (°C) Kalan Kiitle (%)
DK Goknar1 SZK 279 362 25,47
DK Goknari 219 369 32,19
Toros Sediri SZK 289 355 15,05
Toros Sediri 233 344 21,57
Dogu Ladini SZK 272 366 23,79
Dogu Ladini 235 351 27,57
Fistik Cami1 SZK 293 355 18,19
Fistik Camu 262 361 23,78

Tiw degerleri 219 °C ile 293 °C sicaklik araliginda bulunmustur. Tmax % degerleri ise 344 °C
ile 369 °C arasinda bulunmustur. 900 °C’deki termal bozunma sonucunda en fazla kalan
kiitle, %32,19 ile DK Goknar1’dir. TGA analizi sonucunda en az kalan kiitle ise %15,05 ile
Toros Sediri SZK’dir. Seliilozca zengin kisimlardan olusan orneklerin kalan kiitle miktarlari
kontrol Orneklerine gore daha disiiktiir. Bunun da baslica nedeni SZK Orneklerini
hazirlanirken bir kisim ligninin yapidan uzaklagsmasindan kaynaklanmaktadir. Clinkii, lignin

seliiloz ve hemiseliiloza gore 1s1l bozunmaya daha direnglidir (Burhenne vd., 2013).
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3.3.2. FT-IR Analiz Bulgulari

DDOC muamelesiyle elde edilen LZK, kraft lignin ve ticari kraft lignin 6rneklerinin FT-IR
spektrumlar1 Sekil 3.14°de gosterilmistir. FT-IR spektrumlari ligninlerin safliginin yani sira
kimyasal yapisin1 da yansitmaktadir. Spektrumlarda her bir lignine 6zgii ortak 6zelliklerin
yani sira belirli titresimler de bulunur. Farkli literatiir kaynaklarindan yararlanilarak (Boeriu
vd., 2004; Horikawa vd., 2019; lbrahim vd., 2019) elde edilen lignin i¢in 6nemli dalga
boylari, fonksiyonel gruplar ve titresim tiirleri, tez kapsaminda ¢alisilan lignin 6rnekleriyle

karsilagtirmali olarak Tablo 3.5’te verilmistir.

817
858
1029
1082
1123
1214
1265
1370
1422
1456
1514
1600
1728
2856
2934
00

DK Géknar1 LZK

Toros Sediri LZK

Dozu Ladini LZK

Fistik Cami1 LZK

Dogu Ladini Kraft lignin

T (%)

Ticari Kraft lignin

I L L L] 2l L] L L] fa 1
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Dalga sayisi (cm™)

Sekil 3. 14: Ligninlerin FT-IR spektrumlari
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Tablo 3. 5: Lignin 6rneklerine ait FT-IR analiz sonuglar1 (cm )

Fonksiyonel Dalga sayis1 | DK Toros Dogu Fistik Dogu Ticari
gruplar/titresim (cm Goknari Sediri Ladini Cam Ladini kraft
tiirleri LZK LZK LZK LZK Kraft lignin
lignin

O-H gerilmesi 3450-3400 3400 3400 3400 3400 3400 3400
C-H gerilmesi | 2960-2925 2929 2930 2929 2935 2933 2934
(CH3 ve CH2

gruplari)

C-H titresimleri | 2865-2840 2863 2856 2856 2855 2855 2846
(OCH3)

C=0 gerilmesi | 1750-1720 1728 1736 1732 1728 1701 1700

(keton,  karbonil,
karboksil, asetil ve
ester gruplari)

c-C gerilmesi | 1600 1608 1608 1608 1600 1600 1596
(aromatik iskelet)
C-C gerilmesi 1515-1500 1514 1514 1514 1514 1514 1514
(aromatik iskelet)
C-H deformasyonu | 1460 1458 1456 1458 1458 1456 1456
(asimetrik -CH3 ve
-CH2)

Diizlemsel C-H ile | 1425 - - - 1422 1422 1422
aromatik iskelet
titresimleri
Alifatik C-H | 1373-1358 1370 1376 1370 1370 1370 1370
gerilmesi (metil ve
fenolik OH)

G halkasindaki | 1265-1261 1265 1265 1265 1265 1265 1265
C=0 gerilmesi
C-C+C-0+C=0 1219-1203 1206 1206 1206 1210 1214 1214
gerilmesi
Diizlemsel 1138-1122 1123 1124 1123 1126 1123 1127
deformasyondaki
guayasil
tinitelerindeki C-H
bozulmalar1 ve C-O

gerilmesi

Diizlemsel 1030 1037 1037 1037 1035 1031 1029
deformasyondaki

Aromatic C-H

G unitelerinde 2, 5 | 860-852 858 858 858 858 858 858

ve 6 pozisyonlarda
diizlem dis1 C-H
G unitelerinde 2, 5 | 818-806 820 820 820 817 817 817
ve 6 pozisyonlarda
diizlem dis1 C-H

Aromatik ve alifatik OH gruplarma 3400 cm™ civarinda ortaya ¢ikan genis ve yayvan bir
absorpsiyon bandi goriilmektedir. Bu bant tiim ligninlerde goriilse de DK Goknari, Dogu
Ladini ve Fistik Camu ligninlerinde daha belirgindir. 2935 cm™' ile 2846 cm™! arasindaki
bolgedeki absorpsiyon bantlart metil, metilen ve metoksil gruplarindaki C-H gerilmesine
baglanmaktadir. Horikawa vd. (2019), 1730 cm™ bulunan piklerin hemiseliiloz C=0O
gerilmesi olarak belirtmistir. DDOC LZK 6rneklerinde 1736 cm™! ile 1728 cm™ arasindaki
absorpsiyon pikleri belirgindir. Bu bantlar keton, karbonil karboksil, asetil ve ester gruplari

gerilmesiyle iligkilendirilebilir. Bu da elde edilen ligninlerin safsizliginin hemiseliilozlardan
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kaynaklandigimi diisiindiirmektedir.  Ayrica bu ligninlerin 1718 cm™' ile 1701 cm
arasindaki ikinci kiigiik piklerin varlig1 goriilmiistiir. Kraft ligninde bu pik 1701 cm™ de ve

ticari kraft ligninde ise 1700 cm™ bandinda belli belirsiz yayvan olarak belirlenmistir.

Tim lignin ornekleri fenilpropan (C9) iskeletinin tipik aromatik halka titresimlerine
atfedilen 1600 cm™ ve 1515 cm™? civarinda sogurma bantlar1 gdstermistir. 1460 cm™
civarindaki sogurma bandi metil, metilen ve metoksil gruplarinda C-H deformasyonuna
atfedilir. Fistik Camu, kraft lignin ve ticari kraft ligninde 1425 cm™ band1 goriilmiisken, DK
Goknari, Toros Sediri ve Dogu Ladini ligninlerinde goriilmemistir. Bu bant diizlemsel C-H
ile aromatik iskelet titresimleri meydana gelmektedir. G halkasindaki C=0O gerilmesi 1265
cm? band: tiim ligninlerde goriilmiistiir fakat Fisttk Camu Ve ticari kraft ligninde pikler ¢cok
daha belirgindir. Spektrumdaki 1270 cm™ ve 1117 cm™ civarindaki absorpsiyon bandh,
sirastyla  ikincil bir alkolin  C-O gerilme titresimine ve siringilin  diizlem
deformasyonlarindaki aromatik C-H’ye atfedilebilir. 1220 cm™ civarinda sunulan
absorpsiyon bandi, siringil (S) ve guayasilde (G) C-O gerilmesine atanmistir; bu ayni
zamanda siringil ve guayasilde fenolik hidroksil grubunun ve eterin varliginm1 da gdsterir.
DDOC ligninlerde bu bant ¢ok belirginken kraft ligninlerde yayvan oldugu belirlenmistir.
1030 cm? civarindaki absorpsiyon bandi, guayasil’in aromatik C-H diizlem igi
deformasyonuna karsilik gelir. Diizlem disindaki aromatik C-H, tiim lignin tiirlerinde benzer

pikler vermistir.

3.3.4. Jel Gecirgenlik Kromatografisi (GPC) Bulgulari

Teknik ligninin molekiiler kiitle dagiliminin incelenmesi, ligninin reaktivitesinin ve
fizikokimyasal 6zelliklerinin daha iyi anlasilmasi igin gereklidir (Al-Zagameem, 2020).
Farkli lignin Orneklerinin molekiiler agirlik dagilimi GPC ile tahmin edilmistir. Agirlik
ortalamast (Mw) ve ortalama sayr (Mn) molekiiler agirliklar1 ve polidispersite indeksi
(Mw/Mn) degerlendirilmis, Dogu Ladini kraft lignin ve ticari kraft lignin 6rnekleri ile
karsilastirilmistir. Tablo 3.6, jel permeasyon kromatografisi (GPC) ile analiz edilen ve
ortalama molekiiler agirlik (Mn), agirlik ortalamali molekiiler agirlik (Mw) ve polidispersite
indeksi (PDI) ile temsil edilen ligninin molekiiler kiitle dagilimini 6zetlenmistir. Mw
degerleri 4900 ile 2400 g/mol arasinda degismektedir. DDOC ile elde edilen LZK
orneklerinin ve Dogu Ladini kraft lignin 6rneginin PDI degeri, ticari kraft lignin 6rneginden

diisiik oldugu tespit edilmistir. En yiiksek PDI degeri ticari kraft ligninin (4,00) en disiik ise
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Dogu Ladini kraft ligninin (2,35) oldugu goriilmiistiir. Genellikle ligninin molekiiler agirlig
1000-20.000 g/mol araliginda degisir (Doherty vd., 2011). Ligninin islenmesi sirasinda daha
diisiik molekiil agirlikli parcalara ayrilir. Bu pargalar ayn1 zamanda ligninin fizikokimyasal
Ozelliklerini de 6nemli dlgiide etkiler. Ligninin polidispersite indeksi (PDI), yani molekiiler

agirlik dagiliminin genisligi, kullanilacagi alanlarda énemli bir rol oynar (Jonsson vd.,
2008).

Tablo 3. 6: Lignin 6rneklerine ait GPC analizi sonuglari

Ornek Mw (g/mol) M (g/mol) PDI
DK Goéknan LZK 4300 1525 2.82
Toros Sediri LZK 3500 1104 3.17
Dogu Ladini LZK 5600 2171 2.58
Fistik Camm LZK 4900 1400 3.50
Dogu Ladini kraft lignin 2400 1021 2.35
Ticari kraft lignin 4200 1050 4.00

Kammoun vd., (2021) DOC1 (ChCl-oksalik asit), DOC2 (ChCl laktik asit) ve DOC3 (ChCl-
iire) ile alfa yapragi, badem ¢ekirdegi kabugu, halep ¢ami kozalagi, Posidonia yaprag: ve
pirinay1 mikrodalga reaktoriinde yaptiklart g¢alismada molekiiler agirliklari ve PDI
degerlerini de tespit etmislerdir. Elde edilen lignin 6rneklerinin Mw degerleri 48123 g/mol
ile 147233 g/mol; PDI degerleri 1,5-2,7 arasinda degismektedir. Halep ¢ami1 kozalaginin
DOC1, DOC2 ve DOC3 ile elde ettikleri Mw degerleri sirastyla 34013 g/mol, 55513 g/mol
ve 46409 g/mol; PDI degerleri siasiyla 1,9, 2,6 ve 2,2 olarak tepit edilmistir. Yapilan bu tez
kapsamindaki ¢alisilan kozalak 6rneklerinin Mw ¢ok daha diisiik olup, PDI degerleri LZK

ornekleriyle benzer olup kraft lignin 6rneginkinden diisiik oldugu belirlenmistir.

Ponomarenko vd., (2015) cesitli kaynaklardan ve biyokiitle kimyasal islemenin farkli
stireglerinde elde edilen toplamda 50 farkli ticari ligninin SEC, Py-GC/MS ve antioksidan
aktivitesi gibi cesitli yapisal ve aktivite 6zellikleri analiz edilmistir. Incelenen ligninler
ortalama molekiiler kiitleye gore yiizlerce ila neredeyse 40 bin Da arasinda dnemli 6l¢iide

farklilik gostermistir.
Yapilan bir ¢alismada {i¢ lignin ekstrakt1 karsilastirilmis (alkali, ticari kraft lignin ve DOC

ile elde edilmis lignin). Hem alkali hem de kraft lignini alkali muameleye maruz kaldigindan

benzer sonuglar gozlemlenmistir (sirastyla Mw: 29333 + 7426 g/mol ve 26873 + 7380 g/mol;
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sirastyla Mn: 23018 + 7315 g/mol ve 21771 + 5977 g/mol). DOC ligninine iliskin olarak
molekiil agirlig: alkali ligninden daha yiiksek (Mw: 38725 + 2669 g/mol; Mn: 31144 + 2081
g/mol) bulunmustur. Sonuglar ekstraksiyon kosullarinin belirli bir dereceye kadar ligninlerin
molekiiler agirlik dagilimimi etkileyebilecegini gostermistir. Polidispersite indeksi tim
numuneler igin nispeten diisiik (AAL 1,29 + 0,01, DOC 1,24 £ 0,01 ve Kraft lignin 1,23 +
0,01) oldugu tespit edilmistir (Cassoni vd., 2022).

Zhou vd., (2024) yaptiklar1 ¢alismada kavaktan farkli ydntemlerle DOC ((kolin kloriir
(ChCl), etilen glikol (EG) ve 4-klorobenzen siilfonik asitten (4-CI-BSA)), KOH (potasyum
hidroksit) ve KOH-DOC lignin elde edip enzimatik asidoliz lignini (EMAL) iiretmislerdir.
EMAL-Ham Mw’si yaklagik 9485 g/mol iken; EMAL-DOC degerinin yaklasik iki kati kadar
yiiksek oldugu; bu, 6nemli 6l¢iide depolimerizasyonun lignin izolasyonu sirasinda meydana
geldiginden kaynaklandigini belirtmislerdir. Bununla birlikte, EMAL-KOH’un Mw’sinin
(10210 g/mol) EMAL-Ham’mnkinden biraz daha yiiksek oldugu bulunmustur; bu durum,
KOH muamelesi sirasinda ligninin kiigiik molekiil agirlikli bolimiiniin sizmasindan

kaynaklanmis olabilecegi vurgulanmistir.

Wu vd., (2021) Cunninghamia lanceolate yongalaria DOC (kolin kloriir:laktik asit) ve
ogiitiilmiis odun (MWL) lignini elde etmislerdir. Lignin makromolekiilleri 6tektik
coziiciilerin etkisi altinda daha diisiik molekiillere par¢alanmstir. DOC-Lignin’in Mw ve
Mn’si 1967 g/mol ve 1261 g/mol olup, MWL den (sirasiyla 5817 g/mol ve 4308 g/mol) ¢ok
daha diisiiktii. Ayrica DOC-Lignin ve MWL nin polidispersite indeksi (PDI) sirasiyla 1,56
ve 1,35 idi. DOC-Lignin’in polidispersitesi MWL’ ninkinden biraz daha yiiksek
bulunmustur, ancak her iki lignin numunesi de biyolojik uygulamalar i¢in kolaylik

saglayabilecek dar bir molekiiler agirlik dagilimina (PDI < 2.0) sahip oldugu belirtilmistir.

3.3.5. 3'P NMR Bulgular1

DDOC muamelesiyle elde edilen LZK, kraft lignin ve ticari kraft lignin &rneklerinin
fonksiyonel grubu ayirt etmek icin dnceki yaymlara gore kantitatif 3P NMR teknolojisi
uygulanmistir (Argyropoulos vd., 2021). 3P NMR analiz sonuglart Sekil 3.15°de

verilmistir.
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Sekil 3. 15: 3'P NMR analiz sonuglari

Analiz sonuglarina gore en yiiksek toplam fenolik OH (1,57 mmol/g), en yiiksek alifatik OH
(1,92 mmol/g) ve en diisikk karboksilik OH (0,26 mmol/g) ticari kraft lignininde tespit
edilmistir. DK Goknar1 LZK ve Toros Sediri LZK 6rneklerinde kondanse fenolik OH
bulunamamistir. Dogu Ladini kraft lignin en diisiik alifatik OH (0,87 mmol/g), Fistik Cami
LZK ise en diisiik toplam fenolik OH (0,85 mmol/g) degerine sahiptir.

Argyropoulos vd., (1993) odunlardan izole edilen ve hamurlastirma ve kagit yapim
siirecinden tiiretilen ligninlerdeki hidroksil gruplarim belirlemek icin 3P NMR kullanarak
oncii ¢alismalar gerceklestirmistir. Bu metodolojinin edinim kosullar1 ve lignin yap1
birimlerinin sinyal atamalari, lignin model bilesikleri kullanilarak gelistirilmistir. Uygun
fosfor reaktifleri ile alifatik, karboksilik, guayasil, siringil, p-hidroksifenil birimleri,
katekoller ve C5 pozisyonunda karbon ikameli guayasile ait lignindeki farkli hidroksil
gruplari, 3P NMR spektroskopisi ile kolayca dlgiilebilinecegini gostermislerdir. Hidroksil
gruplari, Ozellikle serbest fenoksi gruplari, ligninin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini
etkileyen en 6nemli islevselliklerden biridir ve bu islevsel gruplar, birimler aras1 baglarin

kopmasini tegvik etmek i¢in ligninin reaktivitesini tanimlamada dnemli bir rol oynar.
Puvd., (2011) yaptiklar1 bir ¢alismada igne yaprakli, yaprakli ve otsu bitkilere ait olan ¢esitli

biyokiitle kaynaklarindan elde edilen lignin &rneklerinin 3P NMR analizlerini

ozetlemiglerdir. 3'P NMR verilerine gore, igne yaprakli agagtan izole edilen ligninin
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hidroksil igerigi alifatik OH > fenolik OH > karboksilik OH sirasina sahip oldugunu
gdstermistir. Igne yaprakli agac ligninindeki baslica fenolik hidroksillerin, az miktarda p-
hidroksifenil igeren guayasil fenolikleri oldugu goriilmistiir. Siringil fenolikleri genellikle
igne yaprakli agac lignininde tespit edilmezken, C5 ikameli guayasil fenolikleri 3P NMR

kullanilarak igne yaprakli aga¢ lignininde gézlemlenmistir.

Yang vd., (2022) kavak odununa hidrotermel muamele uygulanmis daha sonra hidrotermal
muameleli érneklere DOC (kolin kloriir:etilen glikol:AlCI3) muamele uygulamislardir.
Kontrol 6rnegi olarak ¢ift enzimatik lignin (DEL) 6rnegi kullanmislardir. DOC lignin
fraksiyonlarindaki farkli fenolik OH gruplarinin miktarmin DEL’dekinden daha fazla
oldugunu; bu da entegre islemin gozle gorilir B-O-4 baglantilarinin boliinmesiyle
sonug¢landigint ve bunun da daha fazla COOH ve fenolik OH gruplarinin olugmasina yol

actigini ortaya koymuslardir.

3.4. Biyolojik Aktivite Sonuclarma Ait Bulgular

Biyolojik aktiviteye ait bulgular antibakteriyel, antioksidan ve antikolinesteraz aktivite

kisimlarindan olusmaktadir.

Ligninin organik ¢oziiciiler i¢indeki ¢oziiniirliigii net degildir ve kimyasal yapi, molekiil
agirligi ve lignin molekiillerindeki hidrofilik kisimlarin varlig1 gibi birgok degiskene baglidir
(Shukry vd., 2008). Farkli tiirlerden elde edilmis ligninlerin ¢éziintirliiliigiinii test etmek i¢in
farkli ¢oziiciiler kullanilmistir. Bu denemelerde dimetil siilfoksit ve piridin ¢oziiciilerinde
ligninlerin tamamen ¢6ziindiigi, diger ¢oziicliler de ise kismen ¢oziindiigii tespit edilmistir
(Shukry vd., 2008; Sameni vd., 2017; Alzagameem vd., 2019). Antibakteriyel analizlerin 6n
denemelerinde literatiirde yapilmis calismalar dikkate alinarak oOncelikle lignin O6rnegi
DMSO da ¢oziindiiriilerek gergeklestirilmistir (Alzagameem vd., 2019; Xu vd., 2021; Dong
vd., 2011; Gordobil vd., 2018; Kaur vd., 2017)

[k deneme ticari olarak temin edilen ticari kraft lignin 2 mg/ml olacak sekilde farkli DMSO
konsantrasyonlarinda (%3, %10 ve %100) ¢6ziindiiriilmiis ve B. subtilis ile E. coli {izerinde
test edilmistir. Sekil 3.16’da gorildigi gibi %3 ve %10’luk DMSO’da bakterilerin
biliyltimesi gozlenirken %100 DMSO kullanilan testte gozlenmemistir.
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Sekil 3. 16: Ticari kraft ligninin %3, %10 ve %100 DMSO’da B. Subtilis ve E. coli {izerine
etkisi

Kontrol olarak sadece DMSO nun farkli konsantrasyonlariin (%5, %10, %15, %20, %25
ve %30) E. coli tizerinde test edilmistir. DMSO’nun E. coli {izerindeki antibakteriyel etkisi
%15 ve lizerinde konsantrasyon arttik¢a etkisinin arttigir goriilmiistiir (Sekil 3.17) Bu
deneyler DMSO’nun ¢alisilan bakteriler {izerinde etkisi oldugu, lignin etkisinin ¢alisilan

konsantrasyonlarda olmadig1 sonucuna varilmasina sebep olmustur.

Sekil 3. 17: DMSO’nun E. coli tizerinde etkisi (DMSO konsantrasyonlar1 A:%30; B:%25;
C:%20; D:%15; E:%10; F:%5)
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Bazi ¢alismalarda DMSO’nun % 10’nun iizerinde toksik oldugu ve genellikle %2 nin altinda
giivenli olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Kirkwood vd., 2018; Saral vd., 2019; Summer
vd., 2022). %3 DMSO ¢oziiciisiinde ticari kraft lignin ve LZK 6rnekleri ¢ozilmiustiir fakat

>

LZKIlar daha sonra ¢okelmistir.

[

Sekil 3. 18: %3 DMSQO’da lignin ¢dziiniirliigi a) ticari kraft lignin b) DK Goknari1 LZK c)
Toros Sediri LZK ¢) Dogu Ladini LZK d) Fistik Cam1 LZK

Bu veriler 1s18inda lignin Ornekleri etil alkol ile ¢oziilmiistiir ve ¢Oziiniirliik oranlar

asagidaki Tablo 3.7°de verilmistir.

Tablo 3. 7: Ligninlerin etil alkolde ¢oziiniirliikleri (mg/ml)

Ornek Coziiniirliik
DK Goknar1 LZK 8,47
Toros Sediri LZK 8,28
Dogu Ladini LZK 8.8
Fistik Camm LZK 5,7
Dogu Ladini kraft lignin 7,13
Ticari kraft lignin 4,09

3.4.1. Antibakteriyel Aktivite Bulgular

Elde edilen lignince zengin kisimlarin, kraft lignin ve ticari kraft ligninin antibakteriyel
aktiviteleri Gram (-) (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli) ve Gram (+) (Enterococcus

faecalis, Bacillus subtilis) olmak tizere 4 farkli bakteri susu tizerinde test edilmistir.
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Sekil 3. 19: a) DK Goknar1 LZK b) Toros Sediri LZK ¢) Dogu Ladini LZK d) Fistik Cami1
LZK e) Dogu Ladini kraft lignin f) Ticari kraft lignin 6rneklerinin Basillus subtilis
tizerine etkisi g) Basillus subtilis pozitif ve negatif kontrol
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Sekil 3. 20: a) DK Goknart LZK b) Toros Sediri LZK ¢) Dogu Ladini LZK d) Fistik Cami
LZK e) Dogu Ladini kraft lignin f) Ticari kraft lignin 6rneklerinin Enterococcus
faecalis tizerine etkisi g) Enterococcus faecalis pozitif ve negatif kontrol
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Sekil 3. 21: a) DK Goknart LZK b) Toros Sediri LZK ¢) Dogu Ladini LZK d) Fistik Cami
LZK ¢) Dogu Ladini kraft lignin f) Ticari kraft lignin 6rneklerinin Escherichia coli
tizerine etkisi g) Escherichia coli pozitif ve negatif kontrol
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Sekil 3. 22: a) DK Goknart LZK b) Toros Sediri LZK ¢) Dogu Ladini LZK d) Fistik Cami1
LZK ¢) Dogu Ladini kraft lignin f) Ticari kraft lignin 6rneklerinin Klebsiella
pneumoniae tizerine etkisi g) Klebsiella pneumoniae pozitif ve negatif kontrol

89



Tablo 3. 8: Lignin 6rneklerinin minimum inhibitér kapasitesi (mg/mL).

DK Géknar1  Toros Dogu Fistik Dogu Ticari

Lignin 6rnekleri LZK Sediri  Ladini  Camm  Ladini Kraft
LzZK LzZzK LZK Kraft lignin
lignin
Mikroorganizma MIK MIK MIK  MIK MIiK MIiK
Gram Bacillus 0,2 0,2 0,4 0,3 0,3 0,3
(+) subtilis
Enterococcus 0,1 0,15 0,2 0,15 0,15 0,2
faecalis
Gram  Escherichia 0,2 0,2 0,2 0,3 0,15 0,2
) coli
Klebsiella 0,15 0,1 0,15 0,15 0,1 0,15
pneumoniae

MIK: Minimum inhibitdr konsantrasyonu

Elde edilen LZK, Dogu Ladini kraft lignin ve ticari kraft ligninin test edilen
mikroorganizmlara etkilerinin minimum inhibitér konsantrasyonlar1 (MiK) Tablo 3.8’de
verilmistir. Tiim Ornekler Sekil 3.19-3.22°de goriildiigii gibi hem gram negatif hem de gram
pozitif bakteriler iizerinde etkili oldugu tespit edilmistir. Minimum inhibitor
konsantrasyonlar1 (MiK) ise Basillus subtilis bakterisi i¢in DK Goknar1 LZK ve Toros Sediri
LZK 0,2 mg/mL, Dogu Ladini LZK 0,4 mg/mL, Fistik Cami LZK, Dogu Ladini kraft lignin
ve ticari kraft lignin igin 0,3 mg/mL olarak tespit edilmistir. Enterococcus faecalis bakterisi
icin MiK degerleri DK Goknar1 LZK 0,1 mg/mL, Toros Sediri LZK, Fistik Cam1 LZK, Dogu
Ladini kraft lignin 0,15 mg/mL, Dogu Ladini LZK ve ticari kraft lignin 0,2 mg/mL olarak
belirlenmistir. Bu verilere gore Enterococcus faecalis bakterisi i¢in en etkili antibakteriyel
DK Goknart LZK oldugu belirlenmistir. Escherichia coli bakterisi igin Fistik Cami LZK en
yiiksek MIK degerine (0,3 mg/mL), Dogu Ladini kraft ligninin en diisiikk MiK degerine (0,15
mg/mL) sahip oldugu, diger rneklerin ise MIK degerlerinin 0,2 mg/mL oldugu tespit
edilmistir. Klebsiella pneumoniae bakterisi i¢in Toros Sediri LZK ve Dogu Ladini kraft
lignin &rneklerinin MIK degerlerinin 0,1 mg/mL oldugu ve diger lignin érneklerinin MIK
degerlerinin 0,15 mg/mL oldugu belirlenmistir. Bir¢cok ¢aligmada ligninin gram negatiflere

kars1 antibakteriyel etkisinin zayif oldugu belirtilse de (Alzagameem vd., 2019;Dong vd.,
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2011; Morena vd., 2022; Zhang vd., 2022) bu ¢alismada kozalak lignin 6rneklerinin gram
negatiflere karsi da etkili oldugu bulunmustur. Fakat etkinligin gram boyama ile arasinda bir

korelasyon bulunamamastir.

Yapilan literatiir arastirmalarinda DOC ile elde edilmis lignin drneklerinin antibakteriyel

analizlerine rastlanilmamustir.

Gordobil vd., (2018) ladin (igne yaprakli agac) ve okaliptiis (genis yaprakli agag) organosolv
ve kraft islemleri olmak tiizere iki farkli ekstraksiyon yontemi kullanarak lignin elde
etmiglerdir. Gida bozucu ve insan patojen bakterileri (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Proteus microbilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
aerogenes, Bacillus thuringiensis, Salmonella enterica serotip typhmurium ve Streptococcus
mutans A), lignin 6rneklerinin (organosolv ladin (OS), kraft ladin (KS), organosolv okaliptus
(OE), Kraft okaliptiis (KE) antibakteriyel 6zelliklerini degerlendirmek i¢in elde edilen bu
ligninler kullanilmistir. Test edilen lignin 6rneklerinin tiimii, incelenen bakterilere karsi
antibakteriyel etkinlik sergilemistir. KS lignini (E. coli (17.72 £ 1.16 mm), P. microbilis
(19.12 £ 1.22 mm), P. vulgaris (24.68 + 1.31 mm), P. aeruginosa (21.89 + 1.26 mm), E.
aerogenes (18.97 + 1.08 mm), S. aureus (19.18 £ 0.98 mm) ve B. thuringiensis (24.76 + 1.19
mm)), test edilen KE ligninine kars1 daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gostermistir. Buna
karsilik, KE lignini, S. typhmurium (33.36£1.42 mm) ve S. mutans (17.03+1.05 mm)
mikroorganizmasina karsi KS lignininden daha yiiksek antimikrobiyal 6zellige sahip oldugu
bulunmustur. Ote yandan OS lignini (E. coli (13.32 £ 1.01 mm), P. microbilis (18.15 + 1.04
mm), P. vulgaris (17.91 + 0.96 mm), E. aerogenes (16.45 + 0.98 mm) ve B. thuringiensis
(18.36 + 1.09 mm)), test edilen OE lignin numunesine kars1 daha yiiksek antimikrobiyal
aktivite gostermistir Ayrica OE lignini (S. typhmurium (28.92 + 1.36 mm), P. aeruginosa
(16.10 £ 1.06 mm), S. aureus (17.88 + 0.97 mm) ve S. mutans (15.66 = 0.92 mm)), OS lignin
formuna kars1 daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Hemen hemen benzer
bakteri kiiltliriiniin ladin ligninlerine (KS ve OS) kars1 benzer duyarlilik gosterdigi elde
edilmistir. Genel olarak kraft ligninlerinin (KS ve KE) antimikrobiyal aktivitesi organosolv
ligninlerden (OS ve OE) ¢ok daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Tiim testlerde, yalnizca
solvent (DMSO) igeren kontrol diski, 1,2 + 0,06 mm inhibisyon bélgesi olusturmustur. Kraft
ligninlerinin (KS ve KE) antimikrobiyal aktivitesinin, test edilen hemen hemen tiim
mikroorganizmalara kars1 yaygin olarak kullanilan antibiyotikten (gentamisin) daha ytiksek

oldugu kaydedilmistir.
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Biyokiitle olarak asma kullanilan bu calismada geleneksel NaOH ve DOC (kolin
kloriir/laktik asit ChCI-LA, kolin kloriir/laktik asit ve potasyum karbonat/etilen glikol ChClI-
LA ve K;COs-EG) ile muameleye tabi tutulmus, ii¢ farkli lignin elde edilmistir.
Karboksimetil seliiloz filmlerine dahil edilerek film 06zellikleri {izerindeki etkileri
karsilagtiritlmistir. CMC-NaOH, CMC-ChCI-LA ve CMC-ChCI-LA&K>COz-EG lignin
filmlerinin gram pozitif bakterilere (Bacillus subtilis) ve gram negatif bakterilere
(Escherichia coli) kars1 antibakteriyel etkileri, kontrol olarak kullanilan CMC filmi (bos) ile
degerlendirilmistir. CMC filminin (bos) inhibisyon bdlgeleri 0,96 cm ve 0,88 cm olarak
tespit edilmis; bu, her iki bakteri tiiriine kars1 6nemli bir antibakteriyel aktivite olmadigin
gostermistir. Buna karsilik CMC-ChCI-LA&K>CO3-EG lignin filmi, Bacillus subtilis ve
Escherichia coli i¢in sirasiyla 1,37 cm ve 1,48 cm’lik inhibisyon bélgeleriyle en iyi
antibakteriyel etkiyi sergilemistir. Sirastyla 1,03 cm, 1,14 cm, 1,10 cm ve 1,32 cm inhibisyon
bolgelerine sahip olan CMC-NaOH lignin ve CMC-ChCI-LA lignin filminin inhibisyon
bolgelerinden daha iyi antibakteriyel etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (Zhu vd., 2024).

Lourengon vd., (2021) yaptiklar1 caligmada, siral asit ¢okeltme yoluyla farkli pHlarda (pH
9, 7, 5 ve 3) parcalanan okaliptiis kraft ligninini kullanarak antioksidan, antibakteriyel ve
antitimor aktivitelerine iligkin testler ile karakterize edilmistir. Yiiksek verimli fraksiyonlar
9 ve 7’nin antibakteriyel aktiviteleri bes bakteriye kars1 degerlendirilmistir: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis ve Bacillus
cereus. Ligninler mikroorganizmalara bagl olarak farkli tepkiler gostermistir. Her iki
fraksiyon da standart antibiyotik amoksisilin ile karsilastirildiginda benzer sonuglarla B.
cereus lzerinde inhibisyona neden olurken, DMSO bu spesifik bakterinin biiylimesini
degistirmemistir. P. aeruginosa ve S. aureus i¢in lignin fraksiyonlarinin neden oldugu
inhibisyon DMSO ile iligkili olabilecegi disiiniilmistiir. E. coli ve S. enteritidis igin test
edilen lignin fraksiyonlar1 bakteri iiremesini engellememistir. E. coli {izerinde DMSO
tarafindan gozlenen biiylime inhibisyonu, lignin fraksiyonlarinin varliginda gézlenmemistir.
Bakterilerin lignin ile dogrudan temas halinde oldugu farkli bir yaklagim, ligninin minimum
inhibitdr konsantrasyonunu (MIK) degerlendirilmistir. Genel olarak, iki lignin fraksiyonu,
test edilen tiim bakterilere kars1t minimum bir inhibitér konsantrasyon sergilemistir. Gram-
negatif bakteriler E. coli ve S. enteritidis en direngli bakteriler ve lignin fraksiyonlarinda en
yiiksek MIK ’lere sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica, kullanilan fraksiyona bagli olarak
etkinlikte farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Lignin fraksiyonu 9, E. coli’de (12,5 mg.mL') en
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yiiksek MIK degerine sahipken, lignin fraksiyonu 7, S. enteritidis’te (12,5 mg.mL™!) en
yiiksek MIK degerine sahip oldugu belirlenmistir.

3.4.2. Antioksidan Aktivite Bulgulari

LZK, Dogu Ladini kraft lignin ve ticari kraft lignin 6rneklerinin antioksidan aktivitesini
belirlemek i¢in DPPH serbest radikal giderme yontemi kullanilmistir. Lignin 6rneklerinin
antioksidan aktivitesini degerlendirmek amaciyla siklikla kullanilan ticari antioksidanlardan
biri olan BHT kontrol olarak kullanilmigtir. DPPH radikalinin ¢6zeltisi mor rengindedir ve
hidrojen dondriiyle reaksiyona girdiginde soluk sariya dontgsiir. Absorbanstaki azalma
antioksidan konsantrasyonuna dogrusal olarak baglidir (Gupta, 2015). Yapilan bu ¢calismada
Sekil 3.23’de goriildiigii inkiibasyon dncesinde mor renk inkiibasyon sonrasinda sari renge

doniismiistiir ve her lignin 6rneginde farkliliklar gézlenmistir.

Sekil 3. 23: a) Inkiibasyon oncesi b) inkiibasyon sonras1 LZK, Kraft lignin ve ticari Kraft
lignin mikroplaka goriintiileri
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Ligninin antioksidan aktivitesi, DDOC lignininin antioksidan alanda katma degerli
uygulamalari i¢in gereklidir. Ayrica bu 6rneklerin DPPH radikal giderme aktiviteleri %

inhibisyon olarak hesaplanmis ve sonuglar Sekil 3.24’de verilmistir.

80 =
mm BHT
Bl Toros Sediri LZK
60— B Fistik Cami LZK
c Bl Dogu Ladini LZK
% DK Géknari LZK
8 40- B Ticari kraft lignin
L
£ B Dogu Ladini kraft lignin
=
20
0-

5.0 12.5 25.0 50.0

Konsantrasyon pg/mL
Sekil 3. 24: LZK, ticari kraft lignin ve Dogu Ladini kraft lignin % inhibiyon degerleri

Sekil 3.24’de goriildigii tizere BHT oOrneginin % inhibisyon degerleri %5,15-30,69
araliginda, Toros Sediri LZKnin %6,86-51,28 araliginda, Fisttk Cami LZKnin %9,85-56,27
araliginda, Dogu Ladini LZKnin %7,63-66,41 araliginda, ticari kraft lignin %18,73-65,96
araliginda, DK Goknar1 LZKnin %24,43 -77,04 araliginda ve Dogu Ladini kraft ligninin
%22,94-74,85 araliginda oldugu tespit edilmistir. 4 farkli konsantrasyon ¢alisilmis olup,

konsantrasyon arttik¢a inhibisyon degerinin arttigi goriilmiistiir.

Fenolik bilesiklerin serbest radikalleri etkili bir sekilde notralize edebilecegi belirli bir
konsantrasyon araligi vardir. Belirli bir konsantrasyonun {izerinde, antioksidan
aktivitelerinde bir plato veya azalma olabilir. Yiiksek konsantrasyonlarda, fenolik
bilesiklerin pro-oksidan etki gostermesi olasiligi da vardir, bu da toplam antioksidan
kapasitesinin azalmasina yol agabilir (Halliwell, 2007; Serdar vd.,, 2019; Shahidi ve Zhong,
2015).
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Tablo 3. 9: LZK, ticari kraft lignin ve Dogu Ladini kraft lignin I1Cso degerleri

Lignin 6rnekleri 1Cs0 (pg/mL)
BHT 118,12+1,772
Toros Sediri LZK 47,11+1,20°
Fistik Cami LZK 42,59+1,50°¢
Dogu Ladini LZK 35,72+1,91¢
DK Goknar LZK 26,55+0,48°
Ticari kraft lignin 25,39+0,76°
Dogu Ladini kraft lignin 14,08+0,52f
125= a
1009 mm BHT
B Toros Sediri LZK
E 754 B Fisttk Cami LZK
X B Dogu Ladini LZK
O s0- b . DK Goknart LZK
d B Ticari kraft lignin
)5 e e B Dogu Ladini kraft lignin
) f

Sekil 3. 25: LZK, ticari kraft lignin ve Dogu Ladini kraft lignin 1Cso degerleri

Elde edilen % inhibisyon verileri kullanilarak Graphpad prism 10 programi ile ICso degerleri
hesaplanmaistir. ICso degeri, antioksidan maddenin %50 inhibisyon sagladig1 konsantrasyonu
gosteren bir parametre olup, daha diisiik ICso degerleri daha yliksek antioksidan aktiviteye
isaret etmektedir. Bu caligma kapsaminda elde edilen ICsg degerleri, 6rneklerin antioksidan

kapasitesini karsilastirmak ve degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Sekil 3.25°de goriildiigii
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gibi standart olarak kullanilan BHT sentetik antioksidanin ICsg degeri 118,12+1,77 pg/mL
olup en yiiksek degerdir. Test edilen tiim 6rneklerin ICso degerinin BHT den diisiik oldugu,
antioksidan aktivitesinin fazla oldugu belirlenmistir. 1Cso degeri en diisiik 14,08+0,52 pg/mL
Dogu Ladini kraft ligninin oldugu, yani en yiiksek antioksidan etkinlige sahip oldugu

belirlenmistir.

Istatistiksel analiz, LZK, Dogu Ladini kraft lignin ve ticari kraft lignin &rneklerinin
antioksidan aktiviteleri arasinda istatistiki a¢idan fark olup olmadigini belirlemek i¢in ICso
verilerine gore Graphpad prism 10 programinda varyans analizleri (ANOVA) ve Tukey testi
kullanilarak %95 giiven diizeyinde yapilmistir. Analiz sonucuna gore karsilagtirma gruplari
arasindaki niteliklerin ortalama degerlerindeki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermek igin kiigiik harfler kullanilmistir (P<0,05). Tablo 3.9 ve Sekil 3.25’da goriildiigi
gibi lignin 6rnekleri ve BHT arasinda anlamli farklilar oldugu fakat DK Goknar1 LZK ve

ticari kraft lignin arasinda anlamli bir fark olmadigi belirlenmistir.

Lignin, hidroksil ve metoksi fonksiyonel gruplarina sahip aromatik halkalar iceren, karmasik
bir kimyasal yapiya sahip, heteropolimerik aromatik bir bilesiktir. Bu fonksiyonel gruplarin
varlig1 nedeniyle oksidasyon yayilma reaksiyonu hidrojen bagisi yoluyla sonlandirilabilir.
(Kai vd., 2016). Daha yiiksek anti-oksidatif etkinlik i¢in lignin, daha yiiksek miktarda
fenolik hidroksil ve metoksi gruplari, daha diisitk miktarda alifatik hidroksil gruplari, dar
polidispersite ve daha diisiik molekiiler agirlik gerektirir. Antioksidan aktiviteye katkida
bulunabilecek diger faktorler arasinda fenilpropan birimlerinin bagil igerigi, yan zincirlerin
a-pozisyonunda CHz gruplarina sahip fenilpropan birimleri ve yan zincirlerde oksijen igeren
gruplara sahip fenilpropan birimlerinin yanmi sira m-konjuge sistemlerinin boyutu yer
almaktadir. Ayrica yiiksek molekiiler agirlik, artan heterojenlik ve polidispersite ise radikal
slipiirme aktivitesini azaltan faktorler arasinda yer almaktadir (Dizhbite vd., 2004;
Ponomarenko vd., 2015; Ugartondo vd., 2008).

Bu tez ¢alismasinda *'P NMR, GPC analizleri ile antioksidan verileri karsilastirildiginda ise
bazi farkliliklar belirlenmistir. Toplam fenolik OH en yiiksek (1,57 mmol/g) ticari kraft
ligninde tespit edilmesine ragmen Dogu Ladini kraft lignin drneginin ICso degerinden daha
fazla oldugu antioksidan aktivitesinin daha diisiik oldugu belirlenmistir. Dogu Ladini kraft
ligninin toplam fenolik OH degerinin yiiksek (1,49 mmol/g) ve en disiik alifatik OH (0,87

mmol/g) olmasmin yani sira en diisiik molekiil agirligi (2400 g/mol) ve en diisiik PDI
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degerine (2,35) sahip olmasi nedeniyle en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. Toros Sediri LZK 6rneginin ise toplam fenolik OH degerinin (1,39 mmol/g)
yiiksek olmasina ragmen en diisiik antioksidan aktivite gosteren lignin oldugu tespit
edilmistir. Bunun nedeninin ise yiiksek alifatik OH (1,79 mmol/g), yiiksek karboksilik OH
(1,27 mmol/g) ve yiiksek PDI degerinden (3,17) oldugu bulunmustur. Dogu Ladini LZK ve
Dogu Ladini kraft lignin karsilagtirildiginda Dogu Ladini LZK 6rneginin diisiik toplam OH
(0,98 mmol/g), yiiksek alifatik OH (1,71 mmol/g), yiiksek karboksilik OH (1,23 mmol/g),
yiiksek Mw degeri (5600 g/mol) ve yiiksek PDI (2,58) degerine sahip oldugu i¢in Dogu
Ladini kraft ligninden daha diisiik antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica
FTIR analizinde LZK 6rneklerinde 1730 cm™ dalga sayisinda belirgin pikler goriilmiistiir.
Bu pikler C=0 gerilmesine (keton, karbonil, karboksil, asetil ve ester gruplar1) aittir ve kraft
lignin 6rneklerde bu pik yayvan ve belli belirsiz olarak 1700 cm™ dalga sayisinda
goriilmustiir. Fenoliklerin radikal giicii sadece fenoksil radikalinin olusumuna degil ayni
zamanda stabilitesine de baglidir. Bununla birlikte, karbonil grubunun antioksidan aktivite
tizerinde olumsuz bir etkisi vardir. Yiiksek karbonhidrat icerigi gibi safsizliklar, lignin ile
hidrojen bagi olusumunu engelledigi icin serbest radikal olusumunu engelleyerek

antioksidan aktiviteyi olumsuz etkiler (Gordobil vd., 2018).

Gordobil vd., (2018) ladin ve okaliptiis odunlarindan kraft ve organosolv lignin elde
etmiglerdir. Elde etikleri lignin 6rneklerine GPC, NMR gibi analizler ile yapisal 6zellikleri
belirlemisler ve antioksidan aktivitelerini tespit etmislerdir. En diisiik toplam fenolik OH
(3,70 mmol/g) okaliptiis organosolv lignininde olmasina ragmen en diisiik karboksilik OH
(0,11 mmol/g) ve en yiikksek metoksilik grup (1,19 mmol/g) oldugu igin en yiiksek
antioksidan aktiviteyi (1Cs0=12,85 pg/mL) sergilemistir. Metoksil gruplarin ve konjuge cift
baglarin fenoksil radikallerin stabilitesini artirarak antioksidan etkisiyi artirdig
vurgulanmigtir. Ayrica en yiiksek toplam fenolik OH (5,79 mmol/g) ladin kraft ligninde
olmasina ragmen yiiksek alifatik OH (1,75 mmol/g), yliksek molekiil agirligt (Mw=7195
g/mol) ve PDI (4,67) degerinden dolayr daha diisiik antioksidan aktivite sergiledigi
belirtilmistir.

Suvd., (2021) kavak odunundan kolin kloriir (ChCl) ve laktik asiti (LA) farkli molar oranlari
(1:2, 1:4, 1:6, 1:8 ve 1:10) kullanarak hazirladiklart DOC ile 110 °C ve 130 °C sicakliklarda
90 dakika siireyle muameleye tabi tutarak lignin elde etmislerdir. Yapilan ¢alismada sicaklik

ve DOC’teki laktik asit orami arttitkca katt kalmti veriminin diistiigii, ligninlerin
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delignifikasyon oraninin arttig1 goriilmiistiir. 110 °C de Ch:LA 1:2 mol oran1 (La) ile 130 -C
de Ch:LA 1:2 mol orani (Lb) ve 1:10 mol orani (Lc)ile elde edilen lignin 6rneklerinin ¢esitli
uygulamalarda bir antioksidan olarak nasil islev gorebilecegini gdstermek i¢in bir DPPH
radikal temizleme deneyi yapilmistir. Tiim numunelerin temizleme aktivitesi artan lignin
konsantrasyonuyla (konsantrasyon 0,013 g/L’den 0,10 g/L’ye arttikga La, Lb ve Lc’nin
temizleme aktivitesi sirasiyla %5°ten %60°a, %25’ten %86°ya, %27°den %71’e arttigi
goriilmiistiir. La ve Lc ile karsilastirildiginda Lb, 0,038 g/L’lik daha diistik bir ICso degerine
sahip oldugu ve serbest radikalleri temizlemede daha yiiksek performans gosterebilecegini
belirtilmistir. Lb Orneginin molekil agirligt ve PDI degerinin La 6rneginden yiiksek
olmasma ragmen, toplam fenolik OH degerinin yliksek olmasindan kaynaklanabilecegi

vurgulanmustir.

Yang vd., (2022) hidrotermal muamelesinden sonra DOC (kolin kloriir:etilen glikol: A1CI5)
ile farkli sicakliklarda (130 °C, 140 °C ve 150 °C) 1 saat muamele sonrasi elde ettikleri
lignininin antioksidan aktivitesini degerlendirmek amaciyla siklikla kullanilan ticari
antioksidanlardan biri olan BHT kontrol olarak kullanilmistir. Tiim DOC lignin
fraksiyonlarinin, endiistriyel antioksidan BHT’ninkinden (RSI = 2,4) 6nemli dl¢lide daha
yiikksek DPPH antioksidan aktivitelerine (RS1 = 17,79-30,21) sahip oldugu tespit edilmistir.
DOC lignin fraksiyonlarimin antioksidan aktiviteleri, artan muamele siddetiyle birlikte
artmustir. 3'P NMR sonuglarina gore fenolik OH gruplari igerigi en yiiksek olan drnek Liso-
0.01 GPC analizine gore en diisiik molekiil agirlik ve PDI degerine sahip olan 6rnek L130-0.005

olmasina ragmen antioksidan aktivitesi en yiiksek Liso-0.02 0rneginde bulunmustur.

Kavak odununda molar oranin ve islem siiresinin lignin ekstraksiyonu iizerindeki etkisini
arastirmak icin islem, 120 °C’de ve kolin kloriir ve laktik asitten farkli molar oranlarda (1:4
ila 1:14) ve 6-16 saat siireyle gergeklestirilmistir. Molar oran1 1:4’ten 1:10°a ¢ikarilarak
DOC-Lignin verimi %24,6°dan %36,5’¢ yiikselmistir. Ancak 1:14’teki lignin verimi
%30,1’a diigmiistiir. Kat1 kalintilar i¢in bu oran 1:10 molar oraninda %58,6 olarak tespit
edilmistir. Boylece, maksimum miktarda ligninin ekstrakte edilebilmesi ve kat1 kalintinin iyi
bir sekilde muhafaza edilebilmesi nedeniyle 1:10 molar oraminin O6ncelikli oldugu
belirlenmistir. Siirenin 6 saatten 12 saate ¢ikarilmasiyla lignin verimi %36,5’ten %80,4’e
yiikselmis ve kat1 kalint1 verimi %61,2°den %42,3’¢ diismiistiir. Bununla birlikte, muamele
siiresinin daha da artmasi, lignin veriminde hafif bir artisla sonuclanmstir. Islem siiresinin

6 saatten 16 saate ¢ikarilmasiyla kati kalintt verimi %35,3’e diismiistiir. Bu nedenle, 1:10
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molar orani ve 12 saatlik muamele siiresi, uygun lignin aritma kosulu olarak kabul edilmistir.
Lignoseliilozun muameleini desteklemek icin DOC’lere fosfotungstik asit (HsOs0PW12) ve
demir bromiiriin (FeBr3) kat1 asitleri dahil edilmistir. H3O40PW12 ve FeBrz’iin kullanima,
DOC muamelesinden sonra materyalden lignin ekstraksiyonunun siiresini belirgin bir
sekilde kisaltmistir. DOC’lerde fosfotungstik asitin 4 saatte lignin verimi %82,2°ye, demir
bromiirlin lignin verimi 8 saatte %80,9’e¢ ulagmistir. Bunun olasi nedeninin, kati asitli
DOC’lerin eter baglarinin boliinmesini tesvik edebilmesi, dolayisiyla DOC’lerin &n
muamelesini  arttirabilmesi  ve  ligninin  lignoseliilozdan ayrilmasin1  daha da
kolaylastirabilmesi oldugu vurgulanmustir. Bu nedenle, &n aritma kosullari olarak DOC-
Lignin (12 saat), DOC-W (4 saat) ve DOC-Fe (8 saat) segilmistir. DOC-Lignin, DOC-W ve
DOC-Fe fraksiyonlarmin antioksidan &zellikleri, DPPH serbest radikalini temizleme
kapasitesi olarak degerlendirilmistir. Lignin konsantrasyonunun 0’dan 0,5 mg/ml’ye
yiikseltilmesiyle inhibisyon oraninin arttigi belirlenmistir. Lignin konsantrasyonu 0,05
mg/ml oldugunda DOC-Lignin, DOC-Fe ve DOC-W &rneklerinin inhibisyon oranlar
sirastyla %37,2, %39,8 ve %42,6 idi. Lignin konsantrasyonu 0,5 mg/ml oldugunda DOC
Lignin, DOC-Fe ve DOC-W o6rneklerinin inhibisyon oranlar1 sirasiyla %75,3, %76,6 ve
%78,4 idi. Onceki calismalar, diisiik ICso degerlerine sahip iyi antioksidanlarin oldugunu
bildirmistir. Lignin 6rneklerinin ICsq’si sirastyla 0,086 mg/ml, 0,072 mg/ml ve 0,081 mg/ml
idi. DOC-Lignin ile karsilastirildiginda DOC-Fe ve DOC-W’nin IC50 degerleri daha diisiik;
bu da asit katalizinden sonra elde edilen DOC-Fe ve DOC-W’nin DOCLignin’den daha iyi
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur. Ayrica sonuglar, tim lignin
orneklerinin BHA’dan (IC50=0,180 mg/ml) onemli O6lgiide daha yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Ligninin molekiil agirligi ne kadar kiiciik olursa
spesifik yiizey alani da o kadar biiyiik, PDI degeri ne kadar kiigiik olursa, ligninin kalitesi o
kadar diizgiin ve dagilim da o kadar konsantre olacagini dolayisiyla antioksidan etkisi daha
avantajli olacagini vurgulamislardir. Fakat yaptiklari calismada DOC-W ligninin Mw degeri
en diisiikk olmasina ragmen en yiiksek PDI degerine sahiptir (Wu vd., 2021a).

Wu vd., (2021b) yaptig1 ¢calismada Cunninghamia lanceolata odunundan, yiiksek saflikta
lignini izole etmek ve antioksidan aktivitesini degerlendirmek icin kolin kloriir/laktik asit
(ChCl:Laktik), 120 °C’de farkli molar oranlarda (1:2-1:12) ve siirelerde (4-24 saat), kati/s1v1
orani 1/30 (g/g) olacak sekilde uygulanmistir. Molar oranin artmasiyla lignin verimi miktari
artarken, DOC-Lignin verimi 1:10 mol oraninda maksimuma ulagmistir. Lignin ve kat1

kalintinin verimi sirasiyla %61.23 ve %51.26 idi. Reaksiyon siiresi 12 saate uzatildiginda
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lignin ve kat1 kalint1 verimi sirasiyla %81.73 ve %42.58 olmustur. Ekstraksiyon siiresi
uzadikca lignin veriminde hafif bir artis goriiliirken, kat1 kalinti miktar1 azalmistir. DOC-
Lignin veriminin optimal kosullar altinda (120 °C, 1:10, 12 saat) %81,73 oldugunu
gostermistir. DOC-Lignin saflig1 %94,18 iken MWL nin %92,17 oldugu belirlenmistir.
DES-Lignin'in molekiil agirliginin (1967 g/mol) MWL'den ¢ok daha diisiik (5817 g/mol)
oldugu, DES-lignin PDI degerinin (1,59) ise, MWL o6rneginden (1,35) yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bu calismada reaksiyon siiresi 12 saate uzatildiginda DOC-Lignin’in
antioksidan aktivitesi ticari antioksidanlardan (biitillenmis hidroksianizol, BHA) daha
yiiksek olmaya baglamistir. Yaklasik 12 saat, 16 saat, 20 saat, 24 saat muamele siiresinin
ICs0 degerleri, BHA igin 0,180 mg/ml ile karsilastirildiginda sirasiyla 0,174 mg/ml, 0,163
mg/ml, 0,157 mg/ml ve 0,147 mg/ml idi. Veriler, lignin 6rneklerinin BHAdan daha yiiksek

antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermistir.

3.4.3. Antiasetilkolinesteraz Aktivite Bulgular:

Sekil 3.26°de goriildiigii gibi DMSO asetilkolinesteraz enzimini inhibe etmistir. Bu yiizden
antiasetilkolinesteraz aktivite deneylerinde de lignin orneklerinin etil alkolde ¢oziilmiis

ornekleri kullanilarak devam edilmistir.
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Sekil 3. 26: DMSO’nun antiasetilkolinesteraz aktivitesi
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Sekil 3. 27: LZK, Dogu Ladini kraft lignin ve ticari lignin drneklerinin enzim inhibisyon
aktiviteleri (%)

Literatiirde lignin antikolinesteraz enzim aktivitesine ait herhangi bir veriye
rastlanilmamustir. Sekil 3.27°de goriildiigii gibi 6rneklerin enzim inhibisyon etkisi oldugu

fakat Dogu Ladini kraft lignin disinda konsantrasyon ve aktivite arasinda korelasyon

olmadig belirlenmistir.
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4. SONUC VE ONERILER

Bu tez c¢alismasinda, mikrodalga cihazinda Dogu Karadeniz Goknari, Toros Sediri, Dogu
Ladini ve Fistik Cam1 kozalaklar1 DDOC ile muamele edilerek lignin elde edilmistir. Ayrica,
geleneksel pisirme kazaninda Dogu Ladini kozalaklarindan Kraft lignin ve ticari Kraft lignin
satin almarak kullanilmistir. Kontrol, SZK ve LZK oOrneklerine gravimetrik ve
fizikokimyasal analizler uygulanmistir. Kontrol ve SZK oOrneklerinin yapilariin
belirlenmesinde termogravimetrik analiz (TGA), X-1sin1 kirinim (XRD) ve taramali elektron
mikroskobu (SEM) analizleri ger¢eklestirilmistir. LZK 6rneklerinin safliklarini belirlemek
icin klason lignin tayini yapilmistir. LZK, Dogu Ladini kraft lignin ve ticari kraft lignin
orneklerinin fizikokimyasal ozelliklerini belirlemek i¢in jel gecirgenlik kromatografisi
(GPC), SEM, Fourier transfrom infrared (FTIR), 3'P NMR analizleri yapilmistir. LZK, Dogu
Ladini Kraft lignini ve ticari Kraft lignin 6rneklerine antioksidan, antibakteriyel ve
antikolinesteraz  enzim inhibisyonu deneyleri yapilarak biyoktivite 6zelliklerini
belirlenmistir. Antioksidan aktivite 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal
giderim yoOntemi, antibakteriyel aktivitelerinin tespiti Gram (-) (Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli) ve Gram (+) (Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis) suslari ile sivi
besiyeri mikrodiliisyon yontemi ve Asetilkolinesteraz (AChE) enzim inhibisyonu tayini

yontemi kullanilmistir.

Kontrol 6rneklerine etil alkol ekstraksiyonu ve klason lignin tayini yapilmistir. Etil alkol
ekstraksiyonu Dogu Karadeniz Goknar1 %21,1, Toros Sediri %24,74, Dogu Ladini %13,33
ve Fistik Cam1 %2,91 olarak tespit edilmistir. Etil alkol yapilan kontrol 6rneklerine klason
lignin tayini yapilmistir. Klason lignin miktarlart ise Dogu Karadeniz Goéknar1 %46,21,
Toros Sediri %34,69, Dogu Ladini %46,32 ve Fisttk Cami %36,13 olarak bulunmustur.
DDOC muamelesi sonrasi elde edilen katinin baslangictaki miktara oranlanmasiyla bulunan
SZK verimi en yiiksek Fistik Cami %63,45, en diisiik Dogu Karadeniz Goknart %42,09,
Toros Sediri %44,3, Dogu Ladini %54 olarak tespit edilmistir.

Kontrol ve SZK orneklerine yapilan XRD analizi verileriyle kristallik indeksleri
hesaplanmistir. Dogu Karadeniz Goknart %21,05; Toros Sediri %30,37; Dogu Ladini
%36,47 ve Fistik Cami %38,06 olarak, DDOC muamele sonrasinda ise Dogu Karadeniz
Goknar1 SZK %39,32; Toros Sediri SZK %51,33; Dogu Ladini SZK %42,67 ve Fistik Cami
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SZK %49,62 olarak hesaplanmistir. Ioo2 Ve lam i¢in pikler sirasiyla 20 = 22,08°-22,88° ve
18,44°-19,28°’de bulunmustur. Kristallik indekslerinin DDOC muamelesi sonrasi artmasi
kozalak orneklerinde bulunan lignin ve hemiseliilozlarin amorf kisimlarin giderilmesinden
kaynaklandig1 belirlenmistir. SEM analiziyle kontrol drneklerinin DDOC muamelesiyle
yiizeyinde meydana gelen morfolojik degisimler gozlemlenmistir. Kontrol 6rneklerinin
yiizeylerinin diizgiin ve saglam oldugu goriilirken, SZK Orneklerinin ylizeylerinin
bozuldugu, diizensiz, piiriizlii ve gdzenekli bir yap1 olustugu gorilmiistir. TG ve DTG
egrilerine gore Tio (% 10 agirlik kaybindaki sicaklik) degerleri 219 °C ile 293 °C sicaklik
araliginda bulunmustur. Tmax% (%50 agirlik kaybindaki sicaklik) degerleri ise 344 °C ile 369
°C arasinda bulunmustur. 900 °C’deki termal bozunma sonucunda en fazla kalan Kkiitle,
%32,19 ile DK Goknart kontrol 6rneginde, en az kalan kiitle ise %15,05 ile Toros Sediri
SZK 6rneginde oldugu belirlenmistir. Lignin termal bozulmaya kars1 daha direncli oldugu
i¢in tiim kontrol 6rneklerinde kalan kiitle miktarlar1t SZK 6rneklerine gore daha fazla oldugu

belirlenmistir.

LZK orneklerine yapilan klason lignin tayini ile ligninlerin saflig1, elde edilen LZK miktar1
ile baslangigtaki lignin miktarmin oranlanmasiyla lignin verimi belirlenmistir. Lignin
safliklar1 DK Goknar1 LZK %80,31, Toros Sediri LZK %82,65, Dogu Ladini LZK %78,6
ve Fistik Cami LZK %82,81, lignin verimleri ise DK Goknar1 LZK %59,26, Toros Sediri
LZK %89,29, Dogu Ladini LZK %55,25 ve Fistik Cami LZK %41,41 olarak tespit

edilmistir.

LZK, Dogu Ladini kraft lignin ve ticari Kraft lignin 6rneklerine FTIR, SEM ve GPC analizi
yapilarak yapisal ve morfolojik ozellikleri belirlenmistir. FTIR analizinde genel olarak
pikler literatiirle uyumlu bulunmustur. DDOC LZK 6rneklerinde 1736 cm™ ile 1728 cm™
arasindaki absorpsiyon pikleri belirlenmistir. Bu piklerin hemiseliiloz C=0 gerilmesinden
kaynaklandig1 LZKlarin safsizligiyla iliskilendirilmistir. SEM analiz sonuglarina gore lignin
orneklerinin kiiresel, birbiri ile baglantili ve benzer morfolojiye sahip oldugu goriilmiistiir.
Jel gegirgenlik kromatografisi (GPC) ile analiz edilen ve ortalama molekiiler agirlik (Mn),
agirlik ortalamali molekiiler agirlik (Mw) ve polidispersite indeksi (PDI) ile temsil edilen
ligninin molekiiler kiitle dagilimi belirlenmistir. Mw degerleri DK Goknari LZK 4300 g/mol,
Toros Sediri LZK 3500 g/mol, Dogu Ladini LZK 5600 g/mol, Fistik Cam1 LZK 4900 g/mol,
Dogu Ladini kraft lignin 2400 g/mol ve ticari kraft lignin 4200 g/mol olarak bulunmustur.

Ortalama molekiiler agirhik (Mn) ve agirhik ortalamali molekiiler agirhk (Mw)’in
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oranlanmasiyla elde edilen polidispersite indeksi (PDI) LZK ve Dogu Ladini kraft ligninin,
ticari ligninden disiik oldugu tespit edilmistir. En yiiksek PDI degeri ticari kraft ligninin
(4,00) en diisiik ise Dogu Ladini kraft ligninin (2,35) oldugu gortilmiistiir. Diger 6rneklerin
PDI degerleri ise DK Goknar1 LZK 2,82, Toros Sediri LZK 3,17, Dogu Ladini LZK 2,58 ve
Fistik Cami LZK 3,50 olarak bulunmustur. LZK, kraft lignin ve ticari kraft lignin
orneklerinin fonksiyonel grubu ayirt etmek igin yapilan *'P NMR analiz sonuglarina gore en
yiiksek toplam fenolik OH (1,57 mmol/g) ve alifatik OH (1,92 mmol/g), en diisiik
karboksilik OH (0,26 mmol/g) ticari kraft ligninde tespit edilmistir. DK Go6knar1 LZK ve

Toros Sediri LZK 6rneklerinde kondanse fenolik OH grubu tespit edilmemistir.

DDOC muamelesiyle elde edilen LZK, Dogu Ladini kraft lignin ve ticari kraft lignin
orneklerine antibakteriyel, antioksidan ve antiasetilkolinesteraz enzim inhibisyon
biyoaktivite analizleri yapilmistir. Antibakteriyel aktiviteleri Gram (-) (Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli) ve Gram (+) (Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis) olmak
tizere 4 farkli bakteri susu tizerinde sivibesiyeri mikrodiliisyon yontemi ile test edilmistir.
Tiim lignin Ornekleri belirlenen kosantrasyon ve calisilan suslar {izerinde etkili oldugu
gdriilmiistiir. Minimum inhibitér konsantrasyonlar1 (MIK) ise Basillus subtilis bakterisi igin
DK Goknar1 LZK ve Toros Sediri LZK 0,2 mg/mL, Dogu Ladini LZK 0,4 mg/mL Fistik
Cami LZK, Dogu Ladini kraft lignin ve ticari kraft lignin i¢in 0,3 mg/mL olarak tespit
edilmistir.  Enterococcus faecalis bakterisi i¢in en etkili antibakteriyel DK Goknar1 LZK
(0,1 mg/mL)oldugu, elde edilen tiim ligninlerin ticariden Kraft ligninden (0,2 mg/mL) daha
etkili oldugu belirlenmistir. Escherichia coli bakterisi igin en yiiksek MIK degerine (0,3
mg/mL) Fistik Cam1 LZK, en diisiik MiK degerine (0,2 mg/mL) Dogu Ladini kraft ligninin
sahip oldugu belirlenmistir. Klebsiella pneumoniae bakterisi i¢in Toros Sediri LZK ve Dogu
Ladini Kraft lignin 6rneklerinin MiK degerlerinin 0,15 mg/mL oldugu ve diger lignin

orneklerinden daha etkili oldugu belirlenmistir.

LZK, Dogu Ladini kraft lignin ve ticari Kraft lignin 6rneklerinin antioksidan aktivitesini
belirlemek i¢cin DPPH serbest radikal giderme yontemi kullanilmistir. Kontrol olarak ticari
antioksidan olan BHT kullanilmistir. Orneklerin DPPH radikal giderme aktiviteleri %
inhibisyon olarak hesaplanmistir. BHT orneginin % inhibisyon degerleri %5,15-30,69
araliginda, Toros Sediri LZKnin %6,86-51,28 araliginda, Fistik Cam1 LZKnin %9,85-56,27
araliginda, Dogu Ladini LZKnin %7,63-66,41 aralifinda, ticari kraft lignin %18,73-65,96
araliginda, DK Goknar1 LZKnin %?24,43 -77,04 araliginda ve Dogu Ladini kraft ligninin
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%22,94-74,85 araliginda oldugu tespit edilmistir. 1Cso degerleri hesaplanmistir. ICso degeri
ile antioksidan kapasite ters orantilidir. En yiiksek ICso degeri BHT (118,12 pg/mL) olup,
diger tiim lignin orneklerinin ICso degeri daha diisiik bulunmustur. ICso degeri en diisiik
14,08 ug/mL Dogu Ladini Kraft ligninin oldugu, en yiiksek antioksidan etkinlige sahip
oldugu belirlenmistir. Dogu Ladini LZK 6rneginin ise ICso degeri ise 35,72 pg/mL olarak
tespit edilmistir. Yapilan Anova ve Tukey istatistik analizleri sonucunda BHT sentetik
antioksidan ile lignin ornekleri arasinda anlamli fark oldugu, DK Goknar1 LZK ve ticari
Kraft lignin arasmnda ise anlamli fark olmadigi bulunmustur. Orneklerin
antiasetilkolinesteraz enzim inhibisyon etkisi oldugu fakat konsantrasyon ve aktivite

arasinda korelasyon olmadigi belirlenmistir.

Kozalaklar, lignin agisindan zengin, yenilenebilir ve ticari kullanimi olmayan biyokiitle
kaynaklaridir. Kozalak tiirlerinin ¢ogu orman atigi olarak kalmakta ya da yakacak olarak
kullanilmaktadir. Kozalaklarin atik olarak degerlendirilmek yerine degerli bir hammadde
kaynag1 olarak kullanilmasi, siirdiiriilebilirlik agisindan biiylik bir 6neme sahiptir. Orman
driinlerinin verimli bir sekilde degerlendirilmesi, atik yonetimini iyilestirir ve cevre
tizerindeki olumsuz etkileri azaltir. Bu atiklarinin katma degerli {iriinler elde edilerek geri
kazanilmasi donglisel biyo-tabanli ekonomiye dogru ilerlemeye ve gevresel, sosyal ve

ekonomik faydalart olan bir biyorafineri konseptinin gelistirilmesine katkida bulunacaktir.

Biyolojik olarak pargalanabilir bilesikler olan kolin kloriir ve laktik asitten olusan dogal
derin otektik c¢oziiciilerin kullanimi, geleneksel organik ¢oziiciilere kiyasla daha cevre
dostudur. Bu yontem, yesil kimya prensiplerine uygun bir sekilde kimyasal siireglerin

gelistirilmesine katki saglamaktadir.

Calismada mikrodalga reaktorii kullanilmistir. Mikrodalga i1sinmasi, geleneksel 1sinma
yontemlerine gore ¢cok daha hizlidir. Mikrodalga enerjisi, materyali dogrudan ve homojen
olarak 1sitarak islem siiresini onemli Ol¢lide kisaltir. Derin 6tektik ¢oziiciilerin iyonik
karakterini en iist dilizeye c¢ikarir ve molekiiler polaritelerini artirarak biyokiitle
gbzeneklerine niifuzunu arttirir ve lignin ¢oziilmesi i¢in gereken lignin baginin kirilmasim
aktive eder. Mikrodalga enerjisi, hedef materyale dogrudan enerji aktarir, bu da enerji
verimliligini artirir ve 1smin kaybolmasini en aza indirerek enerji tasarrufu saglar.
Mikrodalga 1sinmasi, ¢oziiciilerin daha etkili kullanilmasina olanak tanir, bu da ¢oziicii

tiikketimini azaltir ve islem maliyetlerini diisiiriir. Islem parametrelerinin (sicaklik, siire, gii¢)
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hassas bir sekilde kontrol edilmesini saglar. Bu da siirecin optimize edilmesine ve

tekrarlanabilirligin artirilmasina olanak tanir.

Bu tez calismasiyla dogal derin otektik ¢oziicii kullanilarak kozalaklardan lignin elde
edilmesinin verimli bir yontem oldugu ve elde edilen ligninin 6énemli biyolojik aktiviteler
sergiledigi sonucuna varilmigtir. Ligninlerin yiiksek antioksidan aktivitesi, BHT gibi
sentetik antioksidan kullanmak yerine dogal bir antioksidan olarak islev gorebilecekleri
gosterilmistir. Sahip olduklar1 biyoaktivite 6zelliklerinden dolay: ligninler UV koruyucu,
fonksiyonel paketleme ve nanokompozit gibi malzemelere entegre edilerek gida, tekstil,

biyomedikal, farmasétik vb. alanlarda kullanilabilecegi kanisina varilmistir.

Yapilan calismanin sonraki c¢aligmalar i¢in Onemli bilgiler vermistir. Bu bilgilerin

gelistirilmesi i¢in asagida belirtilen onerilerde bulunulmustur:

e Tez kapsaminda kozalaklar ile sadece DDOC olarak kolin kloriir laktik asit
kullanilmis olup, muamele kosullar1 sabit tutulmustur. Daha sonraki ¢alismalarda
farkli DDOC tiirleri ve muamele kosullar1 ile farkli lignoseliilozik hammaddeler

kullanilarak daha kapsamli ¢caligmalar yapilabilir.

e Elde edilen ligninler, hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakterilere karsi
belirgin antibakteriyel aktivite gostermistir. Bu calismadan sonraki ¢alismalarda
antivirlis ve antifungal gibi farkli antimikrobiyal ¢alismalarin yapilabilinecegi 6n

gorilmiistiir.

e Ligninin antiasetilkolinesteraz  aktivitesi iizerine herhangi bir ¢aligmaya
rastlanilmamustir. Bu konu ile ilgili daha fazla ¢alisma yapilmalidir. Bu ¢alismalar,
ligninin nérodejeneratif hastaliklara kars1 potansiyel terapotik kullanimini daha iyi

anlamak i¢in in vitro ve in vivo modellerde test edilmelidir.
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