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Tatdn saplari, yapraklari alindiktan sonra geride kalan ksilanca zengin, 6nemli bir ekonomik degeri bulunmayan ancak
ksiloz ve ksilitol Gretimi igin potansiyel bir kaynak olusturacak bir atiktir. Ksiloz genellikle kimyasal metotlarla uretilir;
bu yéntemle asit gibi korozif kimyasallarin kullaniimasi ya da islem sirasinda istenmeyen bilesiklerin olusmasi gibi
olumsuzluklar goérilmektedir. Alternatif olarak, ksiloz enzim hidroliziyle de Uretilebilir. Enzimatik hidroliz daha spesifik
oldugu gibi, reaksiyon ihmh kosullarda gerceklesir ve hidroliz asamasinda istenmeyen bilegikler olusmaz. Bu
calismada titin saplar 160°C’de 1 saatte ekstrakte edilen ksilanca zengin likdrden Trichoderma longibrachiatum
ksilanazi ile ksiloz Uretilmistir. Hidrolizasyon islemi cevap ylzey yéntemi ile optimize edilmistir. Optimum substrat ve
enzim konsantrasyonu 0.28 g atik/mL KOL ve 228 U/mL olarak bulunmustur. Optimum kosullar altinda yapilan
hidrolizasyonunda ise ksiloz %79.8 verimle ve 1.9 g/g segicilikle Uretilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ksiloz, Ksilanaz, Otohidroliz, Tuttn sapi, Optimizasyon

Xylose Production By Combined Autohydrolysis and Enzymatic Hydrolysis From Tobacco
Stalks

ABSTRACT

Tobacco stalk remains after the harvest of leaves and is no important economic value but it is rich in xylan that can
serve as a potential source for xylose and xylitol production. Generally, xylose is produced by chemical methods, but
this method has several disadvantages such as use of corrosive chemicals like acid or the formation of undesired
compounds. Alternatively, xylose can be produced by enzyme hydrolysis. Enzymatic hydrolysis is more specific and
the reaction takes place at mild conditions and does not produce undesirable compounds. In this study, xylan rich
liquors, extracted at 160°C for 1 h from tobacco stalks, were used to produce xylose with Trichoderma
longibrachiatum xylanase. The optimum substrate concentrations and enzyme activity were 0.28 g waste/mL CAL and
228 U/mL, respectively. Under the optimum condition, xylose yield and selectivity were 79.8% and 1.9 g/g,
respectively.

Keywords: Xylose, Xylanase, Autohydrolysis, Tobacco stalk, Optimization

GIRIS onemli bir endiistriyel bitkidir. Uretime bagli olarak,

yapraklari alindiktan sonra Turkiye'de yilik 300 000
Tatdn (Nicotiana sp.), dinyanin birgok bdlgesinde ve tondan fazla tutlin sapi olusmaktadir [1, 2]. Olusan tatin
Tarkiye'nin Ege ve Karadeniz Bolgesinde yetistirilen saplari, diger tarimsal atiklar gibi ya yakilmakta ya da
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tarlada c¢lrumeye birakilmaktadir. Her iki ortadan
kaldirma yénteminin de, ¢evre ve ekosistem igin zarari
bulunmaktadir. Atiklarin yaygin olarak bagska bir
kullanim sekli hayvan yemi olsa da; bu kullanimin
onemli bir ekonomik degeri yoktur. Gunimuizde artan
cevresel kaygilar, arastirmacilarin bu tip tarimsal
atiklarin gida ve gida digi amaglar igin kullanilarak
degerlendiriimesi Uzerinde durmasina sebep olmusgtur.
Bu materyallerin yuksek degerli urtnlere
dondsturilmesiyle, bu atiklar hem dogaya zarar
vermeden ortadan kaldiriimis olmasini saglayacak, hem
de kirsal kesimde ciftgiye yeni is imkani sunarak ciftcinin
ek gelir elde etmesine yardimci olacaktir [2-9]. Ksilan
acisindan zengin olan lignoselilozik materyaller,
Ozellikle ksilitol, etanol, 2,3 dibutanol, laktik asit, gibi
arlinlerin Gretimi icin 6nemli bir ksiloz kaynagidir [6, 10].

Daha oOnce laboratuvarimizda yapilan ¢alismalarda
tutin saplarinin ksiloz ve dogal bir tatlandirici olan
ksilitol Uretimi icin potansiyel bir kaynak olarak
kullanilabilecegi gorulmuistir [6,7]; ancak s6z konusu
calismalarda; ksiloz, atiklardan seyreltik asit hidrolizi ile
uretilmigtir.  Asit  hidrolizi  Ozellikle fermantasyon
surecinde mayalar igin olumsuz etkisi olan furfural gibi
urlinlerin fazla olusmasina neden olmaktadir, dolayisiyla
olusan hidrolizatin dogrudan fermantasyon amaciyla
kullaniimasi uygun degildir. Ayrica, fermantasyondan
once, hidrolizatin nétralize edilmesi gerekmekte ve bu
islem fazla miktarda alkali gerektirdigi gibi Anemli
miktarlarda ve fermantasyondan once uzaklastiriimasi
gereken noétralizasyon Urlnleri olusturmaktadadir. Tam
bu islemler dusindldiginde pahali bir Grin olan ksilitol
uretim maliyetleri daha da artmaktadir [7-9].

Ksiloz asit hidroliziyle Uretildigi gibi enzim hidroliziyle de
uUretilebilir. Enzimatik hidrolizin, daha spesifik olmasi ve
reaksiyonun 1hmli kosullarda gergeklesmesinden dolayi,
son yillarda daha dikkat ¢ekmektedir. Fazla eneriji
gerektirmedigi gibi, hidrolizasyon amaciyla asit gibi
korozif kimyasallara da ihtiyag duyulmamakta, ayrica
hidrolizasyon sonunda atiklar veya yan drlnlerde
olusturmamaktadir [4,11].

Lignoselilozik biyokitlede ksilan genellikle ksilan-lignin
kompleksi seklinde bulundugundan hidrolizasyona karsi
direnglidir; bu nedenle ilk 6nce ksilanin lignoselllozik
biyokutleden izole edilmesi ve bunu takiben ksilanin
enzimatik hidrolizinin gergeklestiriimesi gerekmektedir
[11-13]. Ksilan kimyasal olarak izole edildigi gibi (alkali
ekstraksiyon), alternatif olarak hidrotermal olarak da
izole edilebilir. Otohidroliz olarak da bilinen yéntemde,
biyokitle ylksek sicakliklarda (130°C-230°C) su
esliginde muamele edilmekte, bu esnada suyun
otoiyonizasyonu ve ksilan deasetilasyonu (asetik asit
Uretimi ile ortamdaki hidronyum iyonunun artmasina),
ksilani kismen pargalayarak ¢ozunur hale gegirmekte ve
biyokttleden ayrilmasini saglamaktadir [14]. Otohidroliz
yontemi ile ksilan hidrolizinde genis polimerizasyon
derecesi araliginda ksilan, ksilan pargalanma urGnleri
(ksilooligosakkaritler) ve molekdl agirligr ¢ok kiguk
molekiller (monosakkarit) olugsmaktadir [5]. Uretilen
ksilan pargalanma Urinlerinin polimerizasyon dereceleri
oldukga blylk oldugundan (polimerizasyon
derecesi>10); ksilanin yuksek sicakliklarda

suyla/buharla ekstraksiyonu ya da otohidroliz yontemi
olarak da bilinir [13, 15].

Literatirde enzimatik hidrolizle bazi atiklardan ksiloz
uretimi ile ilgili ¢alismalar mevcuttur; fakat tatin
saplarindan enzimatik olarak ksiloz Uretimi ile ilgili
galismaya rastlanmamistir. Bu c¢alismada titln
saplarindan 6nce ksilan, sicak su (otohidroliz) yontemi
ile ekstrakte edilmis ve olusan Urlnler karakterize
edildikten sonra konsantre edilen hidrolizat, ksiloz tretim
amaciyla Trichoderma longibrachiatum’'dan elde edilen
ksilanazlarla hidrolize edilmistir. Enzimatik hidrolizasyon
kosullari, substrat miktari ve enzim aktivitesi bakimindan
optimize edilmistir.

MATERYAL ve YONTEM
Materyal

Arastirmalarda kullanilacak titin saplari, Tokat ili ve
bagh yerlesim birimlerinden temin edilerek, islem dncesi

kurutulmus ve  boyutlarir  0.2-1 cm'ye kadar
kUgultilmustar. Endoksilanaz  kdkeni  Trichoderma
longibrachiatum Danisco (Finladiya) dan temin

edilmistir. Diger kullanilan batin kimyasallar Sigma
(Sigma Chemical Company, MO, ABD), Merk (Merck
KGaA, Darmstadt, Almanya) ya da Alfa Aesar (Alfa
Aesar GmbH & Ci KG, Almanya) firmalarindan temin
edilmistir. Aminex HPX87H kolonu Biorad’dan (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, ABD) alinmistir.

Yontem
Otohidroliz

Atiklar tamami 8:1 (g su/g atik) oraninda distile su ile
karigtirlmig, 160°C'de yiliksek basing (PARR, ABD)
reaktoriinde 60 dakika hidrolize edilmistir. Hidrolizasyon
islemi sonucunda elde edilen materyal, filtre edilmis ve 3
defa her seferinde 6:1 (g su/g atik) oraninda su ile
yikanmis ve yikama sulari ve filtrat birlestirildikten sonra,
olusan ksiloz miktari HPLC’de belirlenmistir. Daha
sonra, hidrolizattan 10 mL alinarak, %4 H2SOs ile
100°C’de 3 saat hidrolize edildikten sonra ksiloz
miktarindaki artis hesaplanarak, ekstrakte edilen ksilan
miktari  bulunmustur  [16]. Hazirlanan hidrolizat
evaporatorde (<50°C’de) konsantre edilmis ve elde
edilen konsantrat, ksiloz Gretim igin kullaniimistir.

Analitik Yontem

Hidrolizasyon sonucu elde edilen kati kismin lignin,
ksilan, nem, kil ve seliloz igerigi kimyasal olarak
karakterize edilmis ve miktarlari hesaplaniimistir. Nem
ve kil gravimetrik olarak, lignin miktari ise; atiklarin iki
asamali silfurik asit hidrolizasyonuna (%72 H2SOa4 ve
%4 H2SOg4) tabi tutulmasindan sonra gravimetrik olarak
belirlenmigtir [17]. Filtratin absorbansi 205 nm’'de
(absortivite katsayisi, 110 l/g-cm) spektrofotometrede
(Perkin Elmer UV/Vis spectrometer, Lambda EZ 201)
dlciilerek asitte ¢dziiniir lignin bulunmustur. ki asamal
hidrolizasyon islemi sonucu elde edilen hidrolizat,
HPLC’de asagida belirtilen yontem ile analiz edilerek
atiklarin polisakkarit kompozisyonu bulunmustur [18].
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Uronik asit igerigi m-fenilfenol metodu ile D-glukoronik
asit standardi kullanarak hesaplanmistir [19]. Furfural
miktari, AOAC Official Method 960,16'ya gore furfural
standardi kullanilarak belirlenmigtir. Hidrolizasyon ve
konsantrasyon sonunda elde edilen O&rnekler 1:1
oraninda etil alkol ile karistirilarak spektrofotometrede
277 nm’de okunmustur [20].

Enzimatik Hidrolizasyon

Kullanilan ezimlerin protein icerigi Bradford metodu ile
bovin serum albumun standardi  kullanilarak
spektrofotometrik olarak belirlenmistir [21]. Ksilanaz
aktivitesini  belilemek amaciyla farkli dilusyonlarda
hazirlanan enzim ¢ozeltisi (0.1 mL) ticari bir ksilan olan
hus agaci (Birchwood xylan) (%1 konsantrasyonda 1
mL) ile pH 4.6'da 50°C’de 30 dakika inkiibe edilmis ve
olusan indirgen seker miktari DNS yontemi ile
belirlenmistir. Bir Gnite (U) enzim aktivitesi 1 dakikada 1
pmol ksiloz esdegeri Ureten enzim miktari olarak
tanimlanmistir [22].

Otohidroliz sonucu elde edilen likér, 6ncelikle enzim
hidrolizasyonu igin uygun pH'ya (pH 4.6) ayarlamigtir.
Farkli konsantrasyonlarda 10 mL otohidroliz likdrlerine,
farkli aktivitelerden 1 mL Trichoderma longibrachiatum
ksilanazi eklenip 50°C’de 72 saat inklUbasyona
birakilmistir.  Bu hidrolizasyon siiresi boyunca belli
zamanlarda ornekler alinmig ve 5 dakika kaynatilarak
enzim inaktive edilmistir. Hidrolizasyon reaksiyonun
sonucu Dinitrosalisillik asit (DNS) metodu ile indirgen
seker olgilerek bulunmustur. Reaksiyon kantitatif olarak
HPLC ile analiz edilerek bulunmustur.

Hidrolizasyonla elde edilen ksiloz, glukoz, arabinoz ve
asetik asit miktarlar refraktometrik dedektére (Perkin
Elmer Model 200) ve kolon firinina (Perkin Elmer) sahip
Perkin Elmer yiksek basing sivi kromatografisi (HPLC)
sisteminde analiz edilemistir. Kolon olarak Aminex
HPX87H (Biorad) kullaniimistir. Ornekler enjeksiyon
oncesi 0.20 ym boyutlu filtreden gegirilerek, hareketli faz
olarak 5 mM H2SO4 kullaniimistir ve 45°C’de ve 0.5

Y=bo + b1 X1 + b2Xz2 +b11X1% + 022X22 + b12X1 X2

Esitlik 1’de Y bagimli degiskenleri (ksiloz verimi ve
hidrolizasyon kosullarinin segiciligi) bo sabit, b1 ve b2
lineer terimleri, bi1 ve b2z kuadratik terimleri ve X1 veXz
bagimsiz degiskenleri temsil etmektedir.

mL/dk akis hizi ile 45 dakikalik bir sire zarfinda
kolondan eliit edilmistir [23].

Deneysel Tasarim ve Tepki Yiizey Metodu (RSM)
ile Hidrolizasyon Kosullarinin Optimizasyonu

Hidrolizasyon kosullari substrat ve enzim
konsantrasyonu bakimindan optimize edilmistir (Tablo
1). Optimizasyon ile ilgili detaylar asagida ¢ikartilmistir.
e Optimizasyon igin kullanilan yéntem: RSM (response
surface methodology) (tepki ylzey yontemi)
Kullanilan program: Design Expert istatistiksel
bilgisayar programi

Bagimsiz degiskenler: Enzim aktivitesi ve substrat

konsantrasyonu dogrudan ksiloz Uretimini
etkilediginden bagimsiz degiskenler  olarak
kullanilmigtir.  Substrat  konsantrasyonu 1 mL

konsantre otohidroliz likért elde etmek icin kullanilan
atik miktari olarak (g atik/mL KOL) ifade edilmistir.
Enzim konsantrasyonu ise hidrolizasyon igin
kullanilan 1 mL de bulunan Unite cinsinden enzim
aktivitesi (U/mL) olarak ifade edilmistir.

Bagimli degiskenler: Ksiloz verimi (100x Ksi/KSimax)
ve segcicilik (ksiloz/glukoz) ise bagimli degiskenler
olarak alinmistir. Ksiloz verimi, enzimatik
hidrolizasyon sonucu elde edilen ksiloz miktari
enzimatik hidrolizasyon icin kullanilan substratta
bulunan maksimum ksiloz miktarina (substratin %4
H2S04 ile 100°C'de 3 saat slresince hidroliz
edilmesi ile hesaplanan ksiloz miktari) orani olarak
hesaplanmistir. Segicilik ise hidrolizasyon sonucunda
hidrolizatta bulunan ksilozun yine hidrolizatta
bulunan glukoz miktarina orani olarak
hesaplanmistir.

Ksiloz verimi ve segiciligin yuksek oldugu kosullar
optimum hidrolizasyon kosullari olarak secilmigtir.
Optimum kosullar i¢in segilen model asagidaki esitlikte
(Esitlik 1) agiklanmistir:

(Es. 1)

Design Expert v. 7 (Stat-Ease Inc., Minneapolis)
programi elde edilen datalarin regresyon ve grafiksel
analizi igin kullaniimigtir. Fischer's testi model esitligini
elde etmek igin Student's t-testi, regresyon
katsayilarinin istatiksel ~ dnemini bulmak igin
kullaniimistir.

Tablo 1. Otohidroliz likériiniin enzimle hidrolizasyonunda denenen bagimsiz degiskenlerin degerleri

Bagimsiz Degiskenler Sembol -a -1 0 +1 +a
Substrat Miktari (g atik/L likor) X1 0.04 0.1 0.25 0.4 0.46
Enzim (U/mL) X2 22.74 60 150 240 277.26




F.H. Demir, 0. Akpinar Akademik Gida 16(1) (2018) 1-10

BULGULAR ve TARTISMA
Tutin Sapi Otohidrolizi

Tarimsal atiklarin kimyasal kompozisyonlari;
yetigtirildikleri bdlgeye, mevsime, hasat zamani ve
sekline bagli olarak degisiklik gosterir. Tutliin saplarinin
bilesiminde, glukan (seliloz) %33 orani ile ilk sirada
bulunmaktadir. Bunu hemisellilozun ana bileseni olan
ksilan (%21), klason lignin (%23) ve diger bilesenler
(Uronik asit, kul, asetil gruplar, protein ve asitte ¢ozinur
lignin) takip etmektedir [6]. Ksilan oraninin yiksek
olmasi, tutin saplarini ksiloz Uretimi icin ideal bir
substrat haline getirmektedir.

Lignoselulozik materyallere sulu ortamda, belli bir sire
sicaklik uygulandiginda, suyun otoiyonizasyonundan ve
hammaddede bulunan asidik tlrlerin iyonizasyonundan
meydana gelen hidronyum iyonlari, hemiseliiloz
bilesiklerini parcalayarak; ksilan pargalanma Urdnleri,
monosakkaritler, serbest ve baglh asetik asitler, diger
seker oligomerleri, Uronik asit oligomerleri, furfural ve
diger bilesenleri olusturur [24, 25]. Daha oOnceki
calismalarda, otohidroliz igleminin ylksek sicakliklarda
gerceklestiriimesiyle enzimatik hidrolizi olumsuz yonde
etkileyebilen toksik bilesikler (furfural, lignin pargcalanma
urtnleri) olusturdugundan, toksik bilesiklerin olusumunu
azaltmak icin, otohidroliz yontemi ile ksilan Uretilirken
reaksiyon sicakhgi 160°C olarak segcilmistir [15, 26].
Toplam 100 g tdtin sapinin 160°C'de 1 saat
otohidrolizasyonu sonucu, 42 g ¢ézinmus substrat elde
edilmigtir. Otohidroliz likéra ¢ogunlugu
ksilooligosakkaritler olmak Ulzere gesitli selluloz ya da
heteropolimer olan hemiselulozdanin hidrolizasyonun
kaynaklanan  monosakkaritler ve asetik asitten
olusmustur. Ortaya c¢ikan likdr konsantre edilmis ve
bilesimi Tablo 2’de sunulmustur. Konsantre otohidroliz
likériinde (KOL) 15.17 mg/mL ksilooligomerin yaninda,
arabinooligomerler ve asetil grubu baglh oligomerler ve
selulozun  pargalanma  Urlnlerinde  ileri  gelen
glukooligomerler bulunmaktadir. Furfural gibi sekerlerin
dehidrasyon Urtnleri, asit hidrolizle Uretime gore disuk
seviyede kalmistir [6].

Tablo 2. Tatdn otohidroliz sonucu elde edilen likdrin
konsantre edildikten sonra bilesimi

Bilesenler icerik (g/L)
Glukoz 10.00+0.75
Ksiloz 13.2810.74
Arabinoz miktari 0.94+0.09
Asetik asit 1.68+0.26
Glukooligomer 3.43+0.53
Ksilooligomer 15.17+0.94
Arabinooligomer 1.70+0.00
Bagl asetil 2.05+0.00
Furfural 0.77+0.09
Uronik asit 0.02+0.00
Otohidroliz  igleminin  ardindan ksilan ve ksilan

parcalanma Urdnleri agisindan zengin likdr alindiktan
sonra arta kalan lignince zengin kati kisim elde edilmis
ve kompozisyonu Tablo 3’te verilmigtir. Lignin 6n
islemlere karsi stabil oldugundan, ligninin pargalanip

likbre gec¢medigi ve islem sonunda kalan yapinin
¢ogunlugunun lignin ve selilozundan olusturdugu
gOzlenmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Onislem gérmiis hammaddenin kompozisyonu

Bilesenler Iger_!k (9./10..0 9 Oniglem
gOrmus titun sap1)
Glukan 41.44+2.21
Ksilan 15.901£0.74
Arabinan 0
Asetil gruplari 1.40+0.02
Uronik asit 5.32+0.80
Klason lignin 29.08+0.16
Asitte ¢ozundr lignin 2.41+0.27
Kl 3.25+0.05
Digerleri 1.2

Enzimatik Hidroliz

Maksimum oranda ksiloz elde etmek igin, titiin sapi
KOL’Unln ya asit ya da enzim gibi hidrolitik bir ajanla
muamele  edilmesi  gerekir.  Otohidroliz  iglemi
hemiselulozu oligomerler halinde ¢6ziunir forma
gegcirdiginden dolayi, titin sapi KOL'U ksilazlarla ksiloz
Uretimi igin ideal bir substrattir. Elde edilen bu substrat
Trichoderma longibrachiatum ksilanazi ile pH 4.6'da
50°C sicaklikta 72 saat hidrolizasyona tabi tutulmustur.
Bu c¢alismada, son Urin olarak ksiloz aciga
¢ikardigindan dolayr GH 10 ailesine ait Trichoderma
longibrachiatum’dan elde edilen ksilanaz kullaniimigtir.
GH 11 ksilanazlari son Urln olarak ksilobiyoz ve
ksilotrioz agiga cikarir iken, GH 10 ailesi ksilanazlari son
Urun olarak ksiloz agiga ¢ikartmaktadir [27, 28].

Yuksek  konsantrasyonda  substrat  kullaniminin,
safsizliklar bakimindan zengin olmasi ve/veya reaksiyon
karisiminin artan viskozitesi ve yogunlugu nedeniyle
verimi distUrme olasiliklari olmasi, bununla beraber
yuksek oranda enzim kullaniminin da maliyetleri
artirmasindan dolayi; ideal substrat ve enzim
konsantrasyonunu bulmak icin optimizasyon ¢alismalari
yapimistir. Farkli konsantrasyonlarda tutin KOL'G, farkl
oranlarda T. longibrachiatum ksilanazi ile muamele
edilmistir. Optimizasyonda kullanilan deneysel tasarim
ile enzim aktiviteleri ve substrat konsantrasyonlari Tablo
1’de verilmigtir.

Tatin  sapr  konsantre  otohidroliz  likdrlerinden
hazirlanmis deneme planina (Tablo 1) gore, T.
longibrachiatum ksilanazlari ile hidrolizasyonu sirasinda
farkli zaman araliklarinda alinan o6rneklerde, bulunan
indirgen seker miktarlari Sekil 1'de goOsterilmistir.
Hidrolizasyon grafiklerinden de gortldugi gibi, enzimin
hidrolizasyon hizi 24. saate kadar hizla ilerlemis daha
sonra yavaslamis ya da azalmaya baglamistir. Enzim
hidrolizinin 24. saaten sonra yavaslamasinin ya da
azalmasinin nedeni ise; bulunan substrat miktarin
tukenmis olmasi veya enzimlerin belli sire sonra
aktivitelerini yitirmis olmasi veya substratla Grlnlerin
yarismall inhibisyona girerek substartlarin baglanmasini
engellemesi veya ortamda bulunan baska bilesiklerin
hidrolizi engellemesi veya substrat miktarinin tikenmis
olmasi olarak yorumlanmistir [5, 29]. Bu nedenle 24
saatlik reaksiyon siresinin daha uygun olduguna karar
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verilmistir. Ayrica substrat miktarinin ¢ok fazla
olmasinin Uretilen indirgen seker miktarininda 24. saatte
¢ok yuksek olacagi anlamina gelmedigi, substrat
miktarinin  enzim miktari ile sdresininde Dbirlikte
distnilmesi  gerektigi  gorUlmustir.  Tutin  sapi
KOL'Gnin T. longibrachiatum ksilanazi ile hidrolizinde
ise indirgen seker miktari en yiksek 31.0 mg/mL ile 13.
deneyde (0.34 g atik/mL substrat konsantrasyonu ve
150 U/mL enzim aktivitesi), en diistk indirgen seker ise
deney 10 (0.059 g atik/mL substrat konsantrasyonu ve
150 U/mL enzim aktivitesi) da olgiimugtar.

Tatin sapi KOL'lerinin  farkli enzim ve substrat
konsantrasyonlarinda T. longibrachiatum ksilanazi 24.
saatlerdeki hidroliz Grtnleri (glukoz, ksiloz, arabinoz,
asetik asit) Sekil 2'de sunulmustur. 24. saatlik
hidrolizasyon suresi sonunda ise 12.9 mg/mL ksiloz, 6.4
mg/mL glukoz, 1.6 mg/mL asetik asit, 0.2 mg/mL
arabinoz miktariyla en fazla pargalanma Urinu deney
13’de tespit edilmistir.

& Deneyl ®mDeney2 ADeney3 XDeney4 mDeney5 e Deney6 ®m Deney7
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Sekil 1. Tatin sapi konsantre otohidroliz likéri deneme planin  Trichoderma
longibrachiatum ksilanazi ile hidrolizasyonu
16
Glukoz mKsiloz ™ Arabinoz M Asetik Asit

14

Miktar (mg/ml)

7 8 9 10 11 12 13

Deney Numarasi
Sekil 2. Tutln sapi konsantre otohidroliz likériiniin Trichoderma longibrachiatum ksilanazi ile hidrolizasyonu

istatistiksel Modelleme

Bagimsiz degiskenler X1 substrat (g atik/L likor), X2
enzim (U/mL) bagimsiz degiskenler ve deneysel veri
araligi Materyal ve Yontem bdliminde Tablo 1'de

verilmistir. Bagiml degisken Y1 ksiloz verimi (%) ve Y2
hidrolizasyon kosullarinin segiciligi (g/g) Tablo 4’de
verilmigtir. Ksiloz Uretiminde verim ve segiciligin yuksek
olmasi istenmektedir. Otohidroliz likériinde bulunan
ksilanin ksiloza doénustirilmesi orani, ksiloz verimini
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ifade ederken; segcicilik ise hidrolizasyon kosullarinin
(otohidroliz+enzimatik hidroliz) ksilani ksiloza
donustirme yetenegidir. Verim ve segiciligin ylksek
olmasi, ksilan digindaki diger bilesiklerin pargalanma
oranin dusuk, ksilanin ise etkili bir sekilde parcalanarak
maksimum dizeyde ksiloz olusturma yetenedini ifade
etmektedir.

Tatdn saplr KOLUNUn deneysel tasarimi ve Trichoderma
longibrachiatum ksilanazi ile hidrolizasyonu sonucu elde
edilen degerler Tablo 4’'de gosterilmistir. Ksiloz verimi en
yiksek deney 12'de (substrat miktari 0.20 g atik/mL
KOL, 150 U/mL enzim aktivitesi) %69.76 olarak,
segicilikte 2.10 g/g ile en yiiksek deney 6’da (substrat

miktari 0.20 g atik/mL KOL, 150 U/mL enzim aktivitesi)
bulunmustur. Tablo 4 incelendiginde, substrat miktarinin
tek basina yuksek olmasinin (deney 2'de) (substrat
miktar1 0.30 g atik/mL KOL, 60 U/mL enzim aktivitesi)
ksiloz verimini ve segiciligini (%50.58, segcicilik 1.82 g/g)
artirmada yeterli olmadidi godzlenmistir. Enzimatik
hidroliz 6ncesinde tutin sapi KOL’Unde glukoz (10.00
g/L) ve glukan (3.43 g/L ) oranin ylksek olmasi (Tablo
2) segicilik degerini distrmustar.

Kodlanmis degiskenlere gore kuadratik model esitlik 2
ve 3'de gosterilmistir. Y1 ksiloz verimi, Y2 hidrolizasyon
kosullari, substarat miktan (X1) ve enzim (X2)
fonksiyonu olarak verilmistir.

Y1= 66.2 — 1.3X1+6.2X2 + 0.9X1?-5.0X2? +1.7X1Xz Es.2
Y2= 2.1 — 0.02X1+0.04X2 - 0.03X1%—0.07X22 +0.06X1X> Es.3

Tatin KOL’Unidn T. longibrachiatum ksilanazi ile
hidrolizasyonu sonucu elde edilen ksiloz verimi ve
segicilik ANOVA ile degerlendirilerek; Tablo 5'de
sunulmustur. Ksiloz verimi ve segicilk regresyon

katsayilari 0.90 ve 0.92 olarak bulunmustur ve her iki
model de uyum eksikligi géstermemis ve regresyon %95
glven araliginda istatistiksel olarak énemli bulunmustur.

Tablo 4. Deneysel tasarim ve titin sapi konsantre otohidroliz likérinin Trichoderma
longibrachiatum ksilanazi ile hidrolizasyonu sonucu elde edilen degerler

Deney Bagimsiz Degiskenler Bagimli Degiskenler
Xi(g atik/mL KOL) X2 (U/mL) Y1 (%) Y2 (9/9)
1 0.20 150 68.47 2.04
2 0.30 60 50.58 1.82
3 0.10 240 69.09 1.98
4 0.20 150 63.53 2.07
5 0.20 277.26 65.61 2.01
6 0.20 150 63.07 2.10
7 0.20 22.74 48.21 1.89
8 0.20 150 66.36 2.09
9 0.10 60 60.13 2.02
10 0.06 150 67.97 2.02
11 0.30 240 66.31 2.02
12 0.20 150 69.76 2.08
13 0.34 150 69.22 2.02

Xi: Substrat (g atik/mL KOL); Xz: Enzim (U/mL); Y1 (ksiloz verimi)= 100 x (Ksi/KSimax); Y2 (segicilik) =
Ksi/Glu, Ksi= hidrolizasyon sonucu elde edilen ksiloz miktari Ksimax= Kullanilan substratta bulunan
maksimum ksiloz miktari (substratin %4 H,SO, ile 100°C’de 3 saat slresince hidroliz edilmesi ile
hesaplanan ksiloz miktar), Glu = hidrolizasyon sonucu elde edilen gliikoz miktari

Optimizasyon

Optimum subtrat ve enzim konsantrayonu yanitlarin
kontur egrilerinin Ust Uste vyerlestiriimesi ile elde
edilmigtir (Sekil 4). Ksiloz verimininin %50’den fazla,
segiciligin 2 g/g (ksiloz/glukoz)dan fazla olmasi igin
program tarafindan onerilen veriler arasindan, optimum
substrat konsantrasyonu olarak 0.28 g atik/mL KOL ve
enzim aktivitesi olarak da 228 U/mL secilmistir. Segilen
optimum kosullarda (substrat konsantrasyonu ve enzim
aktivitesinde) ¢ tekerrrli halde yapilan hidrolizasyon
sirasinda Uretilen ksiloz, glukoz, asetik asit, arabinoz
miktarlari ile ksiloz verimi ve ksiloz/glukoz oraninin
(segicilik) zamana gore degisimi Sekil 5'de gosterilmistir.
Arabinoz miktari en yuksek 8. saatte 0.6 mg/mL, asetik
asit miktari en ylksek 72. saatte 1.5 mg/mL olarak
bulunmustur (Sekil 5A). 24. saatten sonra ksiloz verimin
ve seciciligin cok fazla degismedigi gordlmustar.

Hidrolizasyon silresini uzatmanin maliyeti artiracagi igin,
24 saatlik hidrolizasyonun yeterli olduguna karar
verilmistir (Sekil 5B). Tutin saplarinin otohidrolizi
takiben enzimatik hidrolizi ile; elde edilen ksiloz verimi
%79.8, secilik ise 1.9 g/g'dir. Titin sapi KOL’Unde
bulunan ksilooligomer/ksilan etkili bir sekilde ksiloza
donudstarulmustur. Segicilik degeri gok yuksek degerlere
¢lkamamigtir, bunun nedeni ise otohidroliz esnasinda
kullanilan sicaklik ve sire ile sellilozun kismen hidrolize
olmasidir.  Optimizasyon igin  kullanilan istatistik
programi (Design Expert) tarafindan onerilen optimum
hidroliz kosullarinlarinda yapilan deneylerden bulunan
ksiloz verimi ve hidrolizasyon kosullanin segiciliginin,
program tarafindan tahmin edilen veriler (Sekil 4) ile
karsilastirildiginda, ksiloz  verimi  tahmin edilen
verilerden daha ylksek bulunurken, segicilik degerlerinin
ise tahmin edilen verilerden cok da farkli olmadigi
bulunmustur.
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Tablo 5. Konsantre titin saplarinin T. longibrachiatum ksilanazi ile ksiloza hidrolizasyonu sonucu elde edilen ksiloz

verimi ve segicilik icin ANOVA Tablosu

Serbestlik

Karelerin

Kaynak Kareler toplami derecesi ortalamasi F-degeri P-degeri

Y1 Y2 Y1 Y2 Y1 Y2 Y1 Y2 Y1 Y2
Model 517.43 0.068 5 5 103.49 0.014 11.57 15.26  0.0028 0.0012
Residual 62.63 0.0063 7 7 8.95 0.00089
glzsui::igi 27.87 0.0047 3 3 9.29 0.0017 1.07 3.95 0.4561 0.1090
Saf hata 34.77 0.0016 4 4 8.69 0.00040
Toplam 580.06 0.075 12 12
R? 0.90 0.92

Sekil 3 ksiloz verimi ve segiciligini tahmin etmede
kullanilan cevap yiuzey ve kontur grafiklerini
sunmaktadir. Maksimum ksiloz verimi (%69) 0.10 g
atik/mL KOL konsantrasyonu ve 194 U/mL enzim
aktivitesinde (Sekil 3A ve 3B), maksimum segicilikte (2.1
g/g) 0.20 g atik/mL KOL konsantrasyonu ve 185 U/mL
enzim aktivitesinde (Sekil 3C ve 3D) bulunmustur.

Bu calismada tutin sapi konsantre otohidroliz likérinde
teorik olarak bulunabilecek maksimumum ksilozun,

Verim (%)

>

Enzim (U/ml)

Substrat (g atik/ml KOL)

Segicilik (g/g)

(@]

Enzim (U/ml)

0.10 0.15 0.20 0.25 0.30

Substrat (g atik/ml KOL)

%79.8 serbest ksiloza gevrilmistir. Hammaddede, tutiin
sapinda, teorik olarak bulunabilecek maksimum ksiloz
miktari disunildinde, bir baska ifade ile verim
baslangigctaki hammaddeye gbére hesaplandidinda,
ksiloz verimi  %21’dir. Lignoselulozik materyallerin
yapilarinin farkli olmasi, kullanilan enzim kaynaklari, 6n
islemlerde ki farkliliklar veya verim hesaplamalarindaki
farkhliklardan dolayi, sonuglarin literatiirde yapilan
calismalarla karsilastiriimasi kolay degildir.

\\\\\\\
AN RN
\\\\‘\‘}%\\\\\\\\\\\\ ]

Verim (%)

240.00 0.30
195.00
150.00

Enzim (U/ml)

105.00 0.15
60.00 0.10

2.0275

1.955

1.8825

Secicilik (g/g)

195.00
150.00

Enzim (U/ml)

0.20
105.00

Sekil 3. Tutin sapi konsantre otohidroliz likérintin Trichoderma longibrachiatum ksilanazi ile hidrolizasyonu
sirasinda enzim aktivitesi ve substrat konsantrasyonunun ksiloz verimi ve segiciligine etkisi. A:Verim igin kontur
grafigi; B: Verim icin ylzey grafigi; C:Segicilik i¢in kontur grafigi; D: Segicilik igin ylzey grafigi
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Sekil 5. Otohidrolize edilen titin sapi konsantre otohidroliz likérinin optimum kosullarda
Trichoderma longibrachiatum ksilanazi ile hidrolizasyonu
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Bununla beraber, yapilan c¢alismalar incelendiginde,
121°C’de 20-80 dakika otohidroliz edilen yaglik palm
bitkisi otohidroliz likérinin T. viride endo ksilanazi ile 24
saatlik hidrolizi sonucu ksiloz veriminin %25.64 [30],
misir kepeginin 190°C’de 10 dakikalik hidrolizinden elde
edilen likérinin enzim kokteyli (endoksilanaz, beta
ksilobiaz ve arabinofuranozidaz) ile 24 saatlik hidrolizi
sonucu, yaklasik %35 oraninda ksiloz elde edilmistir
[31]. Her ne kadar ksiloz verimini hammaddenin yapisi
biyuk oranda etkilese de, burada kullanilan yontemde
gerek elde edilen ksiloz verimi, literatlrdeki ¢alismalara
yakin bulunmugtur. Burada 6nerilen yontemle yapilan
calisma, klasik seyreltik asit yontemi ile ksiloz Gretimi ile
karsilastirildiginda ise; ksiloz verimi titin sapinin asit
hidrolizi ile yapilan ¢alismadan (%4.9 H2SOa, 133°C ve
27 dakikalik hidrolizasyonu sonucu %52 verim) [6] daha
disuktur. Diger atiklarin asit hidrolizasyonu ¢alismalari
incelendiginde, yaglik palm meyvesi atiklarindan (%1
H.SO4 konsantrasyonda, 121°C'de 27 dakikalik
hidrolizasyon) ksiloz verimi %77 32, ayni atigin %2
H.SO4 konsantrasyonunda 119°C’de 60 dakikalik
hidrolizasyonu sonucun da ksiloz verimi %91.27 olarak
bulunmustur [33]. Deve dikeninde (Cynara cardunculus
I.) maksimum ksiloz Uretimi icin 138.5°C’'de %1.28'lik
H.SO4 52 dakikalik hidrolizasyon isleminde; %86
verimle ksiloz Uretilmistir [34]. Pamuk sapindan asit
hidroliziyle yapilan ¢alismada (140°C’de, %6’lik H2SO4,
15 dakika) ksiloz verimi %47.8 olarak tespit edilmistir
[35]. Aycicedi sapinin %4 H>S04, 120°C ve 30 dakika
hidrolizasyonu sonucunda ksiloz verimi %36 [6] olarak
bulunmustur [31]. Bu c¢alismada, bulunan sonuglar,
enzimatik hidrolizasyonla elde edilen ksiloz verimine
yakin, literatirde asit hidrolizi ile yapilan ¢alismalarda
bulunan ksiloz veriminden ise dusuktur.

SONUG

Tarlalar da ¢urimeye birakilan ya da yakilarak cevreye
zarar vererek ortadan kaldirilan tutin saplarinin; bu
calisma ile bu atiklarin ¢evreye zarar vermeden daha
degerli bir Urin olan ksiloza donusturilebilecegi
gosterilmistir. Onerilen otohidroliz ve takiben enzimatik
hidrolizasyon  yontemi; ksilan izolasyonu  ve
hidrolizasyonu  herhangi  bir  kimyasala ihtiyag
duymamasi agisindan gevreye dost bir yontemdir, stire
bakimindan uzun olmasina ragmen, ndtralizasyon
gerektirmemesi (asit hidrolizasyonu sonucu olusan
hidrolizatin  nétralize edilmesi gerekmektedir) ve
notralizasyon Urilnleri  olusturmamasi  bakimindan,
ksilozun asit ile Uretim ydntemine kargi avantajlari
bulunmaktadir. Sonuglar kombine otohidroliz ve
enzimatik hidroliz yénteminin, ksiloz Gretimi igin alternatif
bir ydntem olarak kullanilabilecegini gostermigtir.
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