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OZET

MANNANAZ URETIMI VE SAFLASTIRILMASINDA YENI TEKNIiK VE
STRATEJILERIN DENENMESI UZERINE BiR ARASTIRMA

Ercan YATMAZ

Doktora tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dal
Damsman: Doc. Dr. irfan TURHAN
Temmuz 2016, 95 Sayfa

Galaktomannanlardaki -1,4 mannoz baglarini pargalayan -mannanaz enziminin
ana Ureticisi farkli Aspergillus tiirlerinden olusan filamentli fungus grubunun tiyeleridir.
Enzim rahatlikla kat1 kiiltiir besiyerinde veya erlenmayerlerde tiretilebilmektedir. Ancak
bu tekniklerle iiretim sinirli kalmaktadir. Ustelik mikroorganizma katma degeri yiiksek
bu {riinleri Uretirken havalandirmaya da ihtiyag duymaktadir. Bu nedenle de
biyoreaktorlerin Aspergillus fermentasyonlarinda kullanilmasi gerekmektedir. Ancak
kiiflerin agir1 hif gelisimine bagli olarak biyoreaktdrlerde kontrolii olduk¢a zordur.

Bu c¢alismada, magnezyum silikat ve aliiminyum oksit mikropartikiilleri
kullanilarak rekombinant Aspergillus sojae’nin hiicre gelisiminin ke¢iboynuzu ekstrakti
besiyerinde kontroliiniin saglanmasi ve [B-mannanaz enzimi {retiminin arttirilmasi
amaglanmistir. Her iki mikropartikiil de erlenmayer ve biyoreaktdr fermentasyonlarinda
hiicre gelisimini arttirmig ve kontroliinii saglamistir. Ayrica -mannanaz enziminin
fermentasyon sivisindan kismi saflastirilmasi, liyofilizasyonu ve enzim karakterizasyonu
(enzimin c¢alisma sartlari, farkli substratlar varliginda Km ve Vmax degerleri, iyon
inhibisyonu vs) da gerceklestirilmistir.

Oncelikle farkli oranlarda aliiminyum oksit ve magnezyum silikat iceren
besiyerleri ile calkalamali inkiibatdr denemeleri gerceklestirilmistir. En yiiksek f-
mannanaz aktivitesi degeri 568,72 U/ml olarak 5 g/L magnezyum silikat ilave edilen
erlenmayer denemesinde elde edilmistir. Besiyerine ilave edilen mikropartikiil
konsantrasyonu arttik¢a hiicre pellet ¢apr degerleri diigmiistiir. Ayrica 10 g/L’den daha
fazla magnezyum silikat ilavesi durumunda hiicre gelisimi pellet yapi yerine
pellet/miselyum karisik tipte gergeklesmistir.

Biyoreaktor denemelerinde ise en yiiksek B-mannanaz aktivitesi degeri 643,16
U/ml olarak 3 g/ magnezyum silikat ilave edilen besiyerinde hesaplanmistir.
Mikropartikiille — gergeklestirilen  tiim  biyoreaktdor denemeleri ise  kontrol
fermentasyonundan daha yiiksek sonuglar vermistir. Ayrica kontrol fermentasyonu harig
tiim mikropartikiillii biyoreaktdr denemelerinde fermentasyon sonlandirilincaya kadar hif
gelisimi kolaylikla kontrol edilmistir. Biyoreaktdrde gerceklestirilen denemelerde higbir
mikropartikiil konsantrasyonunda hiicre gelisim tipi pellet yapidan pellet/miselyum
karigik tipine donlismemistir.

Kismi saflagtirma islemi ise ultrafiltrasyon ile gerceklestirilmis ve enzim
soliisyonu basariyla liyofilize edilmistir. Enzim karakterizasyonu da basariyla
gerceklestirilmis ve optimum ¢alisma pH ve sicaklik aralig: sirasiyla pH 5-6 ve 50-60°C



olarak belirlenmistir. Ke¢iboynuzu gami da f-mannanaz enzimi i¢in en iyi substrat olarak
belirlenmistir. Kegiboynuzu gaminin substrat olarak kullanildigi denemede Vmax ve Km
degerleri sirasiyla 2719 U/mg ve 2,26 pmol/ml olarak hesaplanmistir. Son olarak farkl
reaktiflerin enzim ¢aligmasina etkisi belirlenmistir.

Bu c¢alisma sonucunda B-mannanaz enzimi iiretiminde karistirmali tip tank
biyoreaktor, kismi saflastirma islemlerinde ise ultrafiltrasyon sisteminin kullanilabilecegi
acikca goOsterilmistir. Dolayisiyla sonuglar rekombinant Aspergillus sojae ile
biyoreaktorde B-mannanaz enziminin iiretiminde farkli mikropartikiil ajanlarini igeren
kegiboynuzu ekstraktinin substrat olarak kullanilabilecegini gostermistir. Bu teknigin
diger filamentli kiiflerin biiylik Olcekli biyoreaktor sistemlerinde gercgeklestirilecek
fermentasyonlarda da kullanilabilecegi ve katma degeri yiiksek enzimlerin iiretilebilecegi
distiniilmektedir.
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oksit, magnezyum silikat, enzim karakterizasyonu,
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ABSTRACT

DIFFERENT TECHNIQUES AND STRATEGIES TO PRODUCE AND
PARTIAL PURIFICATON OF MANNANASE

Ercan YATMAZ

PhD Thesis in Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. irfan TURHAN
July 2016, 95 Pages

B-mannanases are mainly products of filamentous fungi including different
Aspergillus species, and can degrade the B-1,4-mannose linkages of galactomannans. It
could be easily produced by solid-state fermentation or flask fermentation. However
amount of the products are limited. Moreover these microorganisms need air to produce
these value-added products. So bioreactors must be used for Aspergillus fermentation.
However controlling of the filamentous fungi in a broth is very difficult because of high
hyphae development.

This study was undertaken to enhance f-mannanase production using magnesium
silicate and aluminum oxide as the microparticles, which control cell morphology of
recombinant Aspergillus sojae in carob extract medium. Both microparticles improved
and controlled fungal growth in carob pod extract medium in shake flask and stirred tank
bioreactor fermentations. It was also carried out that the partial purification of -
mannanase from fermentation broth, lyophilization, and characterization of the enzyme
(working conditions, Km and Vmax values of some substrates, reagent inhibition etc.).

First of all, shake flask fermentations were performed by different amounts of
aluminum oxide or magnesium silicate in the fermentation media. The highest B-
mannanase activity was found as 568,7 U/ml with 5 g/L of magnesium silicate for shake
flask fermentations. Increase in microparticle concentration resulted in decrease at the
pellet size diameter. Furthermore, more than 10 g/L of magnesium silicate addition
changed the filamentous fungi growth type from pellet to pellet/mycelium mixture.

The highest B-mannanase activity for bioreactor fermentations was 643,16 U/ml
for 3 g/L of magnesium silicate. And all of the microparticle bioreactor assays were
resulted higher B-mannanase activity than control fermentation. All of the fermentation
assays except control fermentation could easily control the hyphae development until the
end of the fermentation. None of the microparticle concentration changed the
microorganism growth type from pellet to pellet/mycelium mix type for bioreactor assays.

Partial purification was completed by ultrafiltration system, and carefully
lyophilized. Enzyme characterization was carefully done, and optimum working pH and
temperature range were determined to be from pH 5 to pH 6, and 50°C to 60°C
respectively. It was also found that locust bean gum was the best substrate for -
mannanase, Vmax and Kn values for locust bean gum was calculated to be 2719 U/mg,
and 2,26 umole/ml. Finally effects of reagents on working on B-mannanase enzyme were
determined.



As the result, this research was clearly showed that f-mannanase enzyme could
be produced in a stirred tank bioreactor with microparticle addition and partial
purification could be performed by ultrafiltration system. So results showed that carob
pod extract medium with different microparticle agents was a good substrate for
recombinant Aspergillus sojae to produce B-mannanase enzyme. This technique can also
be used for the other filamentous fungi microorganisms to produce the valuable enzymes
in higher bioreactor plant systems.

KEYWORDS: Recombinant Aspergillus sojae, microparticle, aluminum oxide,
magnesium silicate, enzyme characterization, carob pod extract, B-
mannanase

COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. irfan TURHAN (Supervisor)
Prof. Dr. Mehmet INAN
Prof. Dr. Mehmet Durdu ONER
Asst. Prof. Dr. Ersin AKINCI
Asst. Prof. Dr. Zelal POLAT



ONSOZ

Insan niifusunun her gegen giin artt1g1 diinyamizda her tiirlii tarimsal {iriin ve atigin
en etkin sekilde kullaniminda biyoteknoloji alaninda gerceklestirilmis gelismeler 6nemli
bir yer tutmaktadir. Gelisen biyoteknolojik uygulamalar sayesinde tarimsal-gida
atiklarinin degerlendirilerek katma degeri yiiksek tirinlerin iiretilmesiyle hem bu atiklarin
imha problemi ortadan kalkmakta hem de iiretim maliyetleri diistiriilmektedir. Bu
kapsamda biyoteknolojik yollarla iiretilen tiriinlerden birisi de f-mannanaz enzimidir. -
mannanaz enzimi hayvan rasyonlarinin zenginlestirilmesinden kahve iiretimine, kagit
endiistrisinden temizlik iirtinlerine kadar bir¢ok farkli alanda kullanilmaktadir. Boylesine
fazla kullanim alan1 olan bir enzimin biyoteknolojik yontemlerle iiretiliyor olmasi iiriiniin
yilin her zamani teminini saglamaktadir.

Bu caligma kapsaminda degerlendirme olanaklar1 kisithi olan kegiboynuzu
meyvesinin, yiiksek seker igerigi nedeniyle rekombinant Aspergillus sojae ile pB-
mannanaz iretimi, enzimin kismi olarak saflastirilmasi, enzim c¢alisma sartlarinin
belirlenmesi, enzimin substrat spesifikligi, Km Ve Vmax degerlerinin belirlenmesi
hedeflenmistir.  Calisma  kapsaminda  Oncelikle  mikropartikiil ~ erlenmayer
konsantrasyonlari belirlenmis ve se¢ilen mikropartikiil konsantrasyonlarinda yari-kesikli
beslemeli biyoreaktor denemeleri gergeklestirilmistir. Biyoreaktor denemeleri pH ve
havalandirmanin etkisi belirlenerek sonlandirilmis ve optimum iiretim sartlari
belirlenmistir. Uretim yonteminin belirlenmesinden sonra santrifiij ve ultrafiltrasyonun
ham enzim soliisyonunun kismi olarak saflagtirilmasina etkisi belirlenmistir. Son olarak
enzimin ¢alisma sartlar1 ve substrat spesifikligi ortaya konmustur.

Fermentasyonla enzimin iretiminden, saflastirilmasina  ve  enzimin
spesifikasyonlarina kadar tiim basamaklari biinyesinde barindiran bu tez ¢aligmasinin
farkli enzimlerin {iretimine de 151k tutacagi diisiinliilmektedir. Gida ve diger endiistrilerde
kullanilan enzimlerin daha fazlasinin iilkemizde iiretilmeye baslanmasi ile hem yeni is
imkanlar1 ortaya ¢ikacak hem de katma degeri yliksek iiriinler sayesinde {ilke ekonomisi
giiclenecek ve disa bagimsizliligimiz biraz daha azalacaktir.

Bana bu konuyu arastirma firsat1 veren, ¢alismalarim sirasinda bana olan giiveni
ile beni cesaretlendiren, fikirleri ile her zaman yol gosterici olan, her tiirlii yardim ve
destegini esirgemeyen damisman hocam Dog. Dr. Irfan TURHAN’a (Akdeniz
Universitesi Miithendislik Fakiiltesi) tesekkiirii bir borg bilirim.

Rekombinant Aspergillus sojae gen transferi ¢alismalarini yiiriiten Dr. Gékhan
DURUKSU ve mikroorganizma temininde katkilarindan dolayr Prof. Dr. Ziimriit
BEGUM OGEL’e tesekkiir ederim. Calismaya materyal destegi saglayan Yenigiin A.S.
yetkililerine, c¢alisma siiresince ayni laboratuvar ortamini paylastigim ¢alisma
arkadaslarim Aras. Gor. Mustafa GERMEC, Ercan KARAHALIL, Nour Ben BADER,
Kiibra TARHAN, Fadime DEMIREL ve Merve ILGIN’a tesekkiir ederim. Ayrica bu
zorlu siirecte desteklerini esirgemeyen Mert KARAOGLAN, Aras. Gor. Fatma ERSOZ,
Do¢. Dr. Bahattin OZDEMIR, Dog¢. Dr. Ebru ICIGEN, Ogr. Goér. Serdar
ALTUNSABAN, Ogr. Gor. Ozkan ERDEM, Ogr. Gor. Ozlem YAY ve Bayram
DIREK ’e tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: mikrogram
: Briks

- milimetre

. dakika

: gram

: kilogram

: litre

: mikromol

: mikrometre
: milimol

: miligram

: mililitre

: Normal

. nanometre
: saat

: ylizde

. kilodalton

: santigrat derece
: nanokat

: agirlik/hacim
: Unit

: Anonim Sirketi

: American Type Culture Collection

: Northern Regional Research Laboratory

: devir/dakika

- litre/dakika (1 dakikada beslenen havanin litre olarak miktari)
: Dinitro salisilik asit

: Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii- Food and Agricultural
Organization of the United Nations

: demir siilfiir

: Karbondioksit

: Siilfat

: Hidrojen siilfiir iyonu

: Dokosaheksaenoik asit

: kuru agirlhik

: Hidrojen iyonlarinin eksi (-) logaritmasi

: Zaman

: Substrat

: Uriin

: Fermentasyon sonundaki substrat miktar1

: Fermentasyon baslangicindaki substrat miktari



P1
Po

Vmax
KMS
KBG
PDA
MOS
PAGE
SDS
TGS
TG
APS
BSA
PEG

. Fermentasyon sonundaki iiriin miktar1

: Fermentasyon baslangicindaki iiriin miktari
: Michaelis Menten sabiti

: Maksimum enzim hiz1

: Karboksimetilseliiloz

: Keciboynuzu gami

. Patates Dekstroz Agar (Potato Dextrose Agar)
: Mannooligosakkarit

: Poliakrilamid jel elektroforezi

: Sodyum dodesil siilfat

: Tris-Glisin-SDS

: Tris-Glisin

: Amonyum peroksidistilfat

: Bovine Serum Albtimin

: Polietilen glikol
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1. GIRIS

Keg¢iboynuzu (Ceratonia siliqua L.), dért mevsim yapragimi dokmeyen, saglam
dallara ve kalin bir govdeye sahip Akdeniz orijinli bir bitkidir (Battle ve Tous 1997).
Bilimsel adi Ceratonia siliqgua olan keg¢iboynuzu meyvesinin adi iilkeden iilkeye
degisiklik gostermektedir ve lilkemizde harnup olarak bilinmektedir (Battle ve Tous
1997). Uretim miktar1 yillara gére degisiklik gdstermekle birlikte {iretimin %90’dan
fazlasin1 Ispanya, Italya, Fas, Portekiz, Yunanistan ve Tiirkiye karsilamaktadir.
Ke¢iboynuzu meyvesi tiretildigi iilkelerde 6ncelikli olarak ke¢iboynuzu gamai iiretiminde,
hayvan rasyonlarinda ve insan beslenmesinde kullanilmaktadir (Battle ve Tous 1997).
Cekirdegi gam iiretiminde kullanilan ke¢iboynuzu {ilkemizde geleneksel yontemlerle
kegiboynuzu pekmezi iretiminde kullanilmaktadir. Batili iilkelerde ise pekmez
liretiminin yan1 sira meyvenin etli kismi kavrularak ve degirmende dgiitiilerek iiretilen
keciboynuzu unu zengin besinsel igerigi nedeniyle kakao ikamesi olarak
degerlendirilmektedir (Yousif ve Alghzawi 2000). Bu kullanimlarin yani sira son yillarda
keciboynuzu surubu veya likorii (alkolsiiz) eczanelerde gida takviyesi olarak
satilmaktadir. Ayrica ke¢iboynuzundan insiilin direncine karsi etkili olan D-pinitol ve
tiirevleri ekstrakte edilmektedir (Oziyci vd 2015).

Tiim bu kullanim alanlarinin yani sira son yillarda yapilan ¢aligmalar yiiksek seker
icerigine sahip keciboynuzu ekstraktinin fermentasyonlarda da kullanilabildigini ortaya
koymustur. Diinya’da ozellikle enerji ihtiyacinin ¢oziilmesinde birgok seker igerigi
yiiksek endiistriyel bitki (seker kamisi ve seker pancari gibi) lretilmektedir. Bu
endiistriyel bitkilerin yan1 sira tarimsal driin artiklart da fermentasyonlarda
kullanilmaktadir. Burada temel amag en biiyiik ekonomik girdi olan substrat maliyetini
en aza indirgemektir. Ulkemiz ormanlarinin dogal iiyelerinden biri olan kegiboynuzu
agaclarinin meyvesinden elde edilen ekstrakt yiiksek seker i¢eriginin yani sira mineral
yoniinden de olduk¢a zengindir. Boylesine degerli bir iriiniin fermentasyonlarda
kullanilabilirligi bilimsel caligmalarla da ortaya konmustur.

Biyoteknojik olarak iretilen iriinler arasinda biyoetanol, laktik asit,
antibiyotikler, insiilin, enzimler vs sayilabilir. Bu iirlinlerin her biri olduk¢a onemli
kullanim alanlarina sahip olmakla birlikte gida ve diger endiistri dallarinda en 6nemli
biyoteknolojik {iriin gruplarindan birisi de enzimlerdir. Enzimler ilk olarak cesitli
ekstraksiyon metotlariyla bitkisel ve hayvansal kaynaklardan elde edilmekteydi. Ancak
enzimlere olan ihtiyacin her gegen giin artmasi yeni tiretim tekniklerinin gelistirilmesini
gerektirmistir. Bu yontemlerden birisi dogal veya rekombinant suslarla biyoteknolojik
olarak enzimlerin tiretilmesidir. Dogal ve rekombinant suslarla iiretilebilen enzimlerden
birisi de B-mannanazlardir. B-mannanazlar hayvan rasyonlariin zenginlestirilmesinden
kahve iiretimine, kagit endiistrisinden temizlik iiriinlerine kadar bir¢ok farkli alanda
kullanilmaktadir. Kullanim alan1 bu kadar genis olan B-mannanazlar mayalar ve kiifler
yardimiyla iiretilebilmektedir. Mayalarla gergeklestirilen tiretimler biiyiik dlgekli olarak
sorunsuz ger¢eklestirilirken kiiflerle gergeklestirilen denemeler erlenmayer 6lgeklerinde
kalmistir.

Bu tez ¢aligsmasi1 kapsaminda rekombinant Aspergillus sojae’nin biyoreaktorde
kontrollii bir sekilde gelistirilmesi, B-mannanaz enzimi iiretilmesi ve tiretilen enzimden
santrifiij, ultrafiltrasyon ve liyofilizasyon yontemleriyle yigin (bulk) enzim iiretimi
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amaglanmistir. Ayrica iiretilen enzimin ¢alisma sartlarinin belirlenmesi, karakterizasyonu
ve substrat spesifikliginin ortaya konmasi amaciyla KmVe Vmax degerleri de hesaplanmasi
hedeflenmistir.
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2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Keciboynuzu (Ceratonia siliqua L.), Meyvesi, Bilesimi ve Kullanim Alanlari

Keg¢iboynuzu (Ceratonia siliqua L.), dért mevsim yapragimi dokmeyen, saglam
dallara ve kalin bir gévdeye sahip Akdeniz orijinli bir bitkidir (Battle ve Tous 1997).
Bilimsel adi Ceratonia siliqua olan keg¢iboynuzu meyvesinin adi iilkeden iilkeye
degisiklik gostermektedir. Ispanya’da algarrobo veya garrofero, italya’da carrubo,
Fransa’da  caroubier, Almanya’da karubenbaum, Portekiz’de alfarrobeira,
Yunanistan’da charaoupi ve iilkemizde ise harnup olarak bilinmektedir (Battle ve Tous
1997). Uretim miktar1 yillara gore degisiklik gostermekle birlikte 2003-2013 yillarina
bakildiginda yillik ortalama 171221 ton keciboynuzu iiretildigi goriilmektedir. Bu
iiretimin ise %90°dan fazlasini sirasiyla Ispanya, Italya, Fas, Portekiz, Yunanistan ve
Tiirkiye karsilamaktadir (Cizelge 2.1) (FAO 2015).

Cizelge 2.1. FAO verilerine gore yillik toplam kegiboynuzu tiretim miktarlar1 (FAO 2015)

Ulkelere Gore Yillik Keciboynuzu Uretim Miktarlari (ton)
Ispanya  Italya  Fas Portekiz ~ Yunanistan  Tiirkiye Kibris  Diinya

2003 70100 18637 25000 13764 14789 14000 6550 | 170664
2004 91400 19060 26962 16119 14594 14000 6250 | 196794
2005 59900 31665 25000 13902 14815 12000 6942 | 170736
2006 56100 26110 23874 22000 14506 12388 5650 | 168947
2007 56100 32784 25055 20000 15000 12161 3839 | 173580
2008 60795 31224 19472 21000 15822 12097 6519 | 174011
2009 53200 30020 20489 21500 14465 14413 3514 | 164734
2010 56286 25337 20000 22452 15105 14172 10560 | 170552
2011 38380 44749 20500 23000 20901 13972 12725 | 181171
2012 40000 30841 20500 23000 22000 14218 9123 | 166848
2013 40000 9445 20500 23000 22000 14261 9120 | 145389
Ortalama (ton) | 56569 27261 22487 19976 16727 13426 7345 | 171221
Ortalama (%) 33,04 15,92 13,13 11,67 9,77 7,84 4,29 100

Keciboynuzu meyvesi besinsel igerigi géz oniine alindiginda iki kisim olarak ele
aliabilir. Bunlardan birincisi merkezde yer alan ve keciboynuzu gami iiretiminde
kullanilan ¢ekirdekler olup ikinci kisim ise ¢ekirdek ¢ikarildiktan sonra geriye kalan ve
yenilebilen meyvedir (Ayaz vd 2007). Diger bir siniflandirma ise asili ve yabani
keg¢iboynuzu seklindedir ve asili kegiboynuzu meyvesinin karbonhidrat igerigi yabaniden
daha fazladir (Biner vd 2007) (Sekil 2.1). Genel olarak kegiboynuzunun %90’1n1 meyve
eti, %10’unu ¢ekirdek olustururken (Nagmouchi vd 2009), bazi farkli kokene sahip
tiplerde %80’ini meyve eti, %20’sini ¢ekirdek olusturmaktadir (E1 Batal vd 2011).
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Sekil 2.1. Kegiboynuzu ve ¢ekirdekleri; asili (solda), yabani (sagda)

Keciboynuzu meyvesinin bilesimi agactan agaca ve yetistigi yoreye gore
degismekle beraber asil farklilik yabani veya asili olmasindan ileri gelmektedir (Tetik vd
2011, Biner vd 2007). Genel olarak ke¢iboynuzu meyvesi %91-92 toplam kuru madde
icermektedir. Bu kuru maddenin %34-42’si sakkaroz, %7-10’u glukoz, %10-12’si
fruktozdur (Ayaz vd 2007). Bunlarin yani sira en fazla bulunan amino asitler sirasiyla
aspartik asit (18,25 g/100 g protein), alanin (10,55 g/100 g protein), glutamik asit (9,65
9/100 g protein), 16sin (9,30 g/100 g protein) ve valinden (9,05 g/100 g protein); fenolik
asitler ise sirasiyla benzoik asit tiirevleri (3276,8 ng/g KA- kuru agirlik) ve sinamik asit
tirevlerinden (4,5 pg/g KA) olusmaktadir (Ayaz vd 2007). Kegiboynuzunun baglica
mineral i¢erigini potasyum (970 mg/100 g KA), kalsiyum (300 mg/100 g KA), fosfor (71
mg/100 g KA) ve magnezyum (60 mg/100 g KA) olustururken iz elementler ise demir
(1,88 mg/100 g KA), mangan (1,29 mg/100 g KA), bakir (0,85 mg/100 g KA) ve ¢inkodan
(0,75 mg/100 g KA) olusmaktadir (Ayaz vd 2007).

Ke¢iboynuzu meyvesi {iretildigi tilkelerde oncelikli olarak keciboynuzu gami
tiretiminde kullanilmasinin yani sira hayvan rasyonlarinda ve insan beslenmesinde de
kullanilmaktadir (Battle ve Tous 1997). Ke¢iboynuzu ¢ekirdeginin endosperminden elde
edilen ke¢iboynuzu gaminin kimyasal bilesimi bir polisakkarit olan galaktomannandir.
Elde edilen gam gida endiistrisinde dondurma, ¢orbalar, peynir, meyve turtalari, konserve
etler, sekerleme, firincilik tirtinleri ve hayvan gidalar1 basta olmak iizere bircok gidada
kullanim alanina sahiptir (Battle ve Tous 1997). Cekirdegi gam {iretiminde kullanilan
kegiboynuzu iilkemizde geleneksel yontemlerle kegiboynuzu pekmezi iiretiminde
kullanilmaktadir. Batili iilkelerde ise pekmez iiretiminin yani sira meyvenin etli kismi
kavrularak ve degirmende Ogiitiilerek iiretilen kegiboynuzu unu zengin besinsel igerigi
nedeniyle kakao ikamesi olarak degerlendirilmektedir (Yousif ve Alghzawi 2000).

Bu kullanimlarin yani sira son yillarda kegiboynuzu surubu veya likorii (alkolsiiz)
eczanelerde gida takviyesi olarak satilmaktadir. Ayrica yapilan arastirmalar cok agamali
ekstraksiyon metodu (ekstraksiyon, enzim uygulamasi, fermentasyon, buharlastirma,
ultrafiltrasyon ve ¢6zgen ekstraksiyonu) ile kegiboynuzundan D-pinitol elde edilmesinin
de miimkiin oldugunu gostermistir. D-pinitol ve tiirevleri insiilin direncine karsi
kullanilabilir olmasindan &tiirli  diyabetliler i¢in 6nemlidir (Oziyci vd 2015).
Kec¢iboynuzundan elde edilen iirlinlerin iiretim asamalar1 ve son iiriinler Sekil 2.2°de
Ozetlenmistir.
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Keciboynuzu

Kegiboynuzu Kegiboynuzu
meyvesi cekirdegi

Suile Suile Kabuk
ekstraksiyon Kavurma ekstraksiyon soyma
Buharlastirma . Enzim
Ogiitme Ayirma
(70 °Bx) uygulamasi
Kegiboynuzu Fermentasyon Ogiitme
pekmezi

Buharlastirma Kec¢iboynuzu
gami

Cok asamali
ultrafiltrasyon

Cozgen ile
ekstraksiyon

-

Sekil 2.2. Ke¢iboynuzundan elde edilen son iirlinlerin {iretim asamalar1

Kec¢iboynuzu meyvesini bir biitiin olarak ele aldiimizda endiistride meyvenin
tamamindan farkli yollarla yararlanildigi goriilmektedir. Son yillarda gergeklestirilen
caligmalar, iiretim miktarlar1 yillara gore degisiklik gosteren kegiboynuzunun meyve
etindeki yiiksek karbonhidrat i¢eriginin farkli alanlarda da degerlendirilebilecegini ortaya
koymustur. Bu alanlarin baginda ise bakteri, kiif veya mayalarin tiretmis oldugu enzimler
ile katma degeri yiiksek {riinlerin iretilmesi yani biyoteknolojik uygulamalar
olusturmaktadir. Kegiboynuzu ile katma degeri ytiksek iiriinlerin {iretimi iizerine yapilan
denemelerin basinda etanol tiretimi gelmektedir. Bu kapsamda Saccharomyces cerevisiae
(Roukas 1993, Turhan vd 2010a, Lima-Costa vd 2012), immobilize Saccharomyces
cerevisiae (Roukas 1996, Roukas 2004, Yatmaz vd 2013), Saccharomyces cerevisiae
biyofilm reaktor (Germec vd 2015) ve Zymomonas mobilis (Vaheed vd 2011, Mazaheri
vd 2012, Mazaheri vd 2014) ile kegiboynuzu ekstraktinda etanol iiretimleri basariyla
gerceklestirilmistir. Mendes vd (2007) 1:10,5 oraninda seyreltmis olduklar1 kegiboynuzu
ekstraktinda C. cohnii fermentasyonu ile 1,9 g/L DHA (dokosaheksaenoik asit)
tiretmisglerdir. Benzer bir ¢alismada, melas ile keciboynuzu ekstrakti R. toruloides
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NCY(C921 ile lipit tiretimi kargilastirilmistir. Calisma sonucunda en yiiksek toplam yag
asidi tiretim orani (1,90 g/L/sa) ve karotenoid iiretim orani (9,79 ng/L/sa) 75 g/L seker
iceren kegiboynuzu ekstraktinda tespit edilmistir (Freitas vd 2014). Kegiboynuzu
ekstrakti ile organik asit tiretimi ¢aligmalari ise sitrik asit {iretimi tizerine yogunlagmuistir.
Bu amagla Aspergillus niger (Macris 1975, Roukas 1998a, Roukas 1998b), Aspergillus
niger MTCC281 ve KLP20 (Lingappa vd 2007), Aspergillus niger EMCC1132 (Haider
2014) basariyla kullanilmastir. Sitrik asit tiretiminin yani sira Lactobacillus casei ile laktik
asit tiretimi (Turhan vd 2010b) ve Actinobacillus succinogenes 130Z ile siiksinik asit
tiretimi (Carvalho vd 2014) de basariyla uygulanmistir. Kegiboynuzu ekstraktinda protein
tiretiminde ise Aspergillus niger (Sekeri-Pataryas vd 1973, Smail vd 1995) ve Fusarium
moniliforme (Macris ve Kokke 1977) kullanilarak tiretimler gerceklestirilmistir. Tiim bu
aragtirmalarin yani1 sira Pantoea agglomerans ile biyokontrol ajani (Manso vd 2010),
Aureobasidium pullulans ile pullulan (Roukas ve Biliaderis 1995), farkli
mikroorganizmalar ile mannitol (Carvalheiro vd 2011) basariyla iiretilmistir.

2.2. Fermentasyon Mikrobiyolojisi

Fermentasyon en genel ifade ile organik maddelerin hem elektron alicist hem de
elektron vericisi olarak gorev yaptigi ve ATP’nin substrat seviyesinde fosforilasyon
aracilig ile iretildigi katabolizma olarak tanimlanabilmektedir. Fermentasyon teknigi
yiizyillardir kullanilmakta olan bir teknik olup genel olarak kullanim amaclar1 su
sekildedir (Ertugay ve Certel 1995, Smith 2004);

Yeni {irlin tiretiminde mikroorganizmalarin kullanilmasi.

Tek hiicre proteini olarak mikroorganizmalar tarafindan iiretilen enzim,
vitamin ve antibiyotiklerin iiretilmesi.

Atiklarin mikroorganizmalar yardimiyla aritilmasi veya degerlendirilmesi.
Enerji eldesi (biyoetanol {iretimi).

Bazi kimyasal maddelerin fermentasyon esnasinda biyosentezi veya
transformasyonu.

R/ X/
L XA X4

X/
X4

L)

X/ R/
L X GIR X 4

2.2.1. Mikrobiyal cesitlilik ve gelisim ozellikleri

Mikroorganizmalar; ribozomal RNA (rRNA) dizileri karsilastirilarak filogenetik
benzerliklerine gore bakteriler, arkealar ve dkaryotlar olmak {izere ii¢ domainden birine
tiye oldugu belirlenmistir (Sekil 2.3) (Madigan ve Martinko 2006). Bakteri grubunun
tiyeleri arasinda Proteobakteriler, Siyanobakteriler, Gram pozitif soy hatti, Plantomyces
grubu, Spiroketler, yesil kiikiirt bakterileri, yesil kiikiirtsiiz bakteriler, Chlamydia ve
Deinococcus yer almaktadir. Proteobakterilerin iiyeleri arasinda E. coli ve diger
kemoorganotrofik bakteriler; Pseudomonas tiirleri, Azotobacter, Salmonella ve diger pek
¢ok mikroorganizma bulunmaktadir. Bacillus, Clostridium, Streptomyces, Streptococcus,
Lactobacillus ve Mycoplasma gram pozitif soy hattinin 6nemli {yelerindendir.
Siyanobakteriler ise Diinya’da evrimlesen ilk oksijenik fototroflar olarak oksijen
iretimini saglayan ve Diinya’nin oksijence daha zengin bir hale gelmesini saglamis
mikroorganizmalardir (Tunail 2009).

Arkealarin lyeleri arasinda 15181 fototrofik organizmalardan farkli bir yolla
kullanabilen Halobacterium, metan iireterek enerji gereksinimlerini karsilayan metan
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iireten bakteriler, ¢ok yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasamlarin1 devam ettirebilen
halofiller, yiiksek sicaklik ve diisiik pH degerlerine dayanikli termoasidofiller yer
almaktadir (Madigan ve Martinko 2006).

Okaryotik mikroorganizmalarin iiyeleri arasinda ise algler, filamentli funguslar
(kiifler), tek hiicreli funguslar (mayalar), civik mantarlar, likenler, bitkiler ve hayvanlar
yer almaktadir. Biyoteknolojik dneme de sahip olan funguslar dogal biyolojik yikim
ajanidirlar ve ekosistemlerdeki organik maddelerin biiyiik ¢ogunlugunun yeniden
dongiiye girmesini saglamaktadirlar (Madigan ve Martinko 2006, Tunail 2009).

aoK'\“YOTLAR

ARCHAEA

Metanojenler

kstrem
halofiller

Hipertermofiller
EUKARYA

Hayvanlar /?karyotik”
Cwvik mantarlar [ ug tarler

Flagellatiar

Agacin koku

Hipertermofiller

Sekil 2.3. Karsilastirmali rRNA gen dizilemesiyle tanimlanmis filogenetik yasam agaci
(Madigan ve Martinko 2006)

Bakteriler bilindigi {izere bir dizi reaksiyonun gerceklesmesi sonucunda ikiye
boliinerek ¢ogalirlar. Bir bakteriden iki bakterinin olugmasi sirasiyla DNA replikasyonu,
hiicre uzamasi, septum olusumu, her iki duvarin olusumu, septumun tamamlanmasi ve
hiicrelerin ayrilmas ile sonuglanir. Ureme ddngiisii sonucunda her bir bakteri hiicresi
ithtiyaci olan tiim hiicresel unsurlar1 igerir, yani hiicresel bilesenlerin tamami dogru
orantili olarak artar. Bakterilerde bir jenerasyonun ortaya ¢ikmasi igin gerekli zaman
olduk¢a farklilik arz etmektedir. Ideal kosullarda E. coli 20 dakikada bu déngiiyii
tamamlayabilmektedir (Madigan ve Martinko 2006).

Okaryotik hiicreler temelde mitozla béliiniir ve ardindan eseysel iireme
gerceklestirirler. Eseysiz hiicre boliinmesi sirasinda ise kromozomlarin uygun dagilimi
mitozla saglanmaktadir. Genel olarak her Okaryot iiyesinin kendine ozgii gelisim
karakteristigi bulunmaktadir. Biyoteknolojik 6neme de sahip olan kiifleri ele alacak
olursak her filamentin ucundaki hiicrenin uzamasiyla hifler olusmaktadir. Bu hifler bir
yiizey boyunca beraber biiyiime gosterirse miselyum olarak isimlendirilen ve
mikroskopta rahatlikla goriilebilen yap1 meydana gelmektedir. Kiiflerdeki diger hifsel
uzantilarda ise hava ile temas edebilen konidia ad1 verilen sporlar bulunmaktadir. Bunlar
pigmentli eseysiz sporlar olup kurakliga dayaniklidirlar. Bu yapilar olustugunda
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miselyumun beyaz rengi degiserek siyah, mavi-yesil, kirmizi, sar1 veya kahverengi
renkler ortaya g¢ikar. Konidialar kiiflerin yeni habitatlara yayilmasini saglayan temel
yapilar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Konidialarin yani sira gametangialarin birlesmesi
sonucu eseyli sporlar da olusabilmektedir. Bunlardan bazilar1 ise askosporlar,
bazidiyosporlar, zigosporlardir (Madigan ve Martinko 2006, Tunail 2009).

2.3. Mikroorganizmalarin Gelismeleri I¢in Gerekli Maddeler

Mikroorganizmalarin gelismelerini saglayabilmeleri i¢in gerekli olan maddelerin
tiimii besin olarak adlandirilmaktadir. Bir mikroorganizmanin gelisebilmesi i¢in ihtiyac
duydugu tiim besin 6gelerinin ortamda bulunmasi gerekmektedir. Gereksinim duyulma
miktarlarina gore besinler major elementler (g/L diizeyinde gereksinim duyulanlar) ve
mindr elementler (mg/L veya ng/L diizeyinde gereksinim duyulanlar) olmak tizere iki
gruba ayrilmaktadir (Tunail 2009).

Major besinlerin  basinda karbon ve azot kaynaklart gelmektedir.
Mikroorganizmalar karbon kaynagini enerji ihtiyaglarimi karsilamak igin kullanirlar.
Karbon kaynagi olarak saf kimyasallarla fermentasyonlar basarili bir sekilde
gerceklestirilmesine ragmen gida atik ve yan irilinleri de karbon kaynagi olarak
kullanilabilmektedir. Bu yaklasim sayesinde hem bu atik veya yan iiriinlerin
degerlendirilmesi saglanmakta hem de fermentasyon girdi maliyetleri azaltilmaktadir
(Madigan ve Martinko 2006). ikincil major besin kaynagi ise yapisal proteinlerin ve
enzimlerin Uretimlerinde kullanilan azot kaynaklaridir. Mikroorganizmalar molekiil
halindeki azotu kullanma yetenegine sahip olmalarinin yani sira amonyum tuzlari, nitrat
ve nitriti de amonyuma doniistiirerek azot kaynagi olarak kullanabilmektedirler (Tunail
2009). Diger major besinler ise hiicrede niikleik asit ve fosfolipitlerin sentezi i¢in gerekli
olan fosfor, hidrojen siilfiir (HS") ya da siilfat (SO4%) halinde inorganik kaynaklardan
saglanan kiikiirt, enzimlerin aktivite gosterebilmeleri i¢in gerekli olan potasyum,
magnezyum ve hiicre duvarini stabilize etmeye yardimci olan kalsiyumdur (Madigan ve
Martinko 2006).

Mindr elementler ise hiicrelerde eser miktarlarda gereksinim duyulan ancak hayati
fonksiyonlarin yerine gelmesinde rol alan unsurlardir. Bu elementlerden bazilar1 demir,
bor, krom, kobalt, bakir, manganez, molibden, nikel, selenyum, tungsten ve ¢inkodur
(Madigan ve Martinko 2006, Tunail 2009). Bu elemenlerden demir sitokromlarda ve Fe-
S proteinlerinde elektron tastyicist; nikel iireaz enziminin kofaktorii; magnezyum su
dehidrogenaz enziminin kofaktorii; bakir mitokondriyal oksidazin bileseni; ¢inko
dehidrogenazlarin kofaktoriidiir (Tunail 2009).

Tiim bu besin 6gelerinin yani sira gelisme faktorleri olarak isimlendirilen bazi
vitaminler, aminoasitler, piirin ve primidinlerin alinmasina gereksinim duyan
mikroorganizmalar da olabilir (Tunail 2009). Bu maddeler genellikle hiicre icerisinde
kofaktor olarak gorev yapmaktadirlar ve bazi mikroorganizmalar gelisim gosterebilmek
icin bu maddelere gereksinim duyarlar.



KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI Ercan YATMAZ

2.4. Mikroorganizmalarda Beslenme Tipleri

Mikroorganizmalar gelismelerini saglamak i¢in enerjiye ihtiya¢ duyarlar ve enerji
ihtiyaglarim1 farkli yollardan karsilarlar. Mikroorganizmalar enerji gereksinimlerini
saglama yollarina gore ikiye ayrilirlar. Bunlar gilines 1s1gmi1 kullanarak enerji
gereksinimini karsilayan “fototrof mikroorganizmalar” ve kimyasal maddelerin
oksidasyonuyla enerji gereksinimini karsilayan “kemotrof mikroorganizmalar’dir
(Madigan ve Martinko 2006, Tunail 2009).

Fototrof mikroorganizmalar karbon kaynagi olarak CO: kullaniyorlarsa
“fotolitotrof-ototrof”, organik bilesikleri kullaniyorlarsa da “fotoorganotrof-heterotrof”
olarak isimlendirilirler. Kemotrof mikroorganizmalar ise karbon kaynagi olarak CO>
kullaniyorlarsa “kemolitotrof-ototrof™, organik  bilesikleri kullaniyorlarsa
“kemoorganotrof-heterotrof” olarak isimlendirilirler (Madigan ve Martinko 2006).
Ayrica karbon kaynagi olarak COz ve organik bilesikleri metabolizmalarinda kombine
olarak kullanabilen veya inorganik ve organik enerji kaynaklarini bir arada kullanabilen
mikrostrof mikroorganizmalar da bulunmaktadir (Tunail 2009).

2.5. Fermentasyon Y ontemleri

Cok farkli reaktor sistemleri kurulsa da fermentasyon prosesi temelde ti¢ farkli
yontemle gergeklestirilmektedir. Bunlar kesikli, yari-kesikli ve siirekli fermentasyondur.
Fermentasyon prosesinde hangi yontemin segilecegi biyokiitlenin substrati kullanma
ozelligine ve elde edilecek {iriine gore degisiklik gdstermektedir (Shetty vd 2006).

2.5.1. Kesikli fermentasyon

Sisteme sonradan besin kaynagi eklenmediginden ve iriin ¢ikarilmadigindan
kapali kiiltiir sistemi olarak da adlandirilan kesikli fermentasyon prosesi, stok kiiltiirden
on kiiltiir elde edilmesi ve fermentére agilama yapildiktan sonra iiretimin sonlanmasina
kadar bir dizi islemden olugmaktadir (Shetty vd 2006). Kesikli fermentasyonlarda kiiltiir
ortaminin kompozisyonu, biyokiitle ve metabolit konsantrasyonu stirekli olarak degisim
gostermektedir ve mikroorganizma gelisim hizi da fermentasyonun baslangicinda yavas,
sonraki siiregte ise en yiiksek seviyelerinde seyretmektedir (Ertugay ve Certel 1995).
Kesikli fermentasyonlarda substrat konsantrasyonundaki diisiise karsin metabolitlerin
ortamda birikmesi gelismeyi simirlamaktadir (Tunail 2009). Kesikli fermentasyon
prosesinin hazirlik asamalarinin (sterilizasyon, besiyeri, inokiilasyon vs.) kolaylikla
standardize edilebilmesi, cihazin kontrol edilebilirliginin kolay olmasi ve bulagsma
riskinin azlig1 hem bilimsel calismalarda hem de endiistride kullanimini kolaylastiran
avantajlarindandir (Ertugay ve Certel 1995). Etanol {iiretiminde de yaygin olarak
kullanilan kesikli fermentasyonun siiresi kullanilan mikroorganizma, elde edilecek iiriin
ve ¢aligma kosullarina bagli olarak saatler veya haftalar siirebilmektedir (Shetty vd 2006).

2.5.2. Siirekli fermentasyon
Siirekli fermentasyon, kullanilmig besiyerine karsilik ayni oranda besin

maddelerini igeren besiyerinin ortama beslenmesi ile mikroorganizmalarin gelisiminin
logaritmik fazda tutulmaya calisildigi acik bir sistemdir (Shetty vd 2006). Siirekli
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fermentasyonun tercih edilmesinin temel nedeni statik kiiltiir sistemlerinde ortama
herhangi bir besin ilavesi veya ortamdaki metabolitlerin uzaklastirilmasi s6z konusu
olmadigindan logaritmik fazda seyreden mikroorganizma gelisiminin birkag generasyon
sonrasinda durma fazina ge¢mesidir (Tunail 2009). Mikroorganizmanin durma fazina
gecmesinde temel iki etken; ortamda kullanilabilir substrat miktarinin azalmasi ve
ortamda metabolitlerin birikmesidir. Mikroorganizmanin durma fazina ge¢gmemesi;
ortama siirekli olarak taze besiyeri beslenerek substrat azaliminin ve ortamdan siirekli
olarak fermente s1v1 alinarak metabolit birikiminin kontrol altina alinmas: ile saglanmig
olmaktadir. Siirekli sistemlerde dikkat edilecek en 6nemli durum, kiiltlir kabinda belli bir
hizla logaritmik fazda gelisen hiicreler ile kiiltiir kabindan kullanilmis besiyeri i¢inde
uzaklastirilan hiicrelerin (hiicre kaybinin) dengede tutulmasidir (Tunail 2009).

2.5.3. Yan-kesikli fermentasyon

Yari-kesikli fermentasyon yontemi, kesikli fermentasyon ile siirekli fermentasyon
tekniklerinin her ikisini de igeren bir sistemdir. Mikroorganizma gelisiminden bagimsiz
olarak fretilen iirlinlerde kesikli ve siirekli sistemler uygun degildir. Bu tip sistemler
kullanilarak  gergeklestirilen {iretimlerde Oncelikli olarak yiiksek yogunlukta
mikroorganizma gelisiminin saglanmasi hedeflenmektedir. Ardindan fermentasyon
ortamina Onciil maddeler, karbon kaynaklar1 ve oksijen ilavesi, hiicreyi koruyacak ve
iriin iretimini saglayacak diizeyde eklenerek {iiretim saglanmaktadir. Buradan da
anlasilacagi tizere yari-kesikli fermentasyon gelisim ve tretim fazi olmak {izere iki
asamadan olusmaktadir. Yari-kesikli fermentasyon sistemleri kesikli sistemlerin basit bir
sekilde modifiye edilerek olusturulmasinin yani sira siirekli sistemlerdeki kontaminasyon
riskinin bu sistemde daha az olusuyla ustiindiir. Yari-kesikli fermentasyon sistemleri
hiicre gelisiminde substrat miktarinin gelisimi inhibe ettigi durumlarda ve tirlin veya
hiicre veriminin diisiik substrat konsantrasyonlarinda daha yiiksek oldugu durumlarda
(antibiyotik iiretimi vs.) tercih edilmektedir (Shetty vd 20006).

Yari-kesikli fermentasyon teknolojisinin ilk 6rnekleri 1915’lerde ekmek mayasi
tiretiminde kullanilmistir. Ekmek mayasi iiretiminde kesikli fermentasyon tercih edilmesi
durumunda yiiksek miktarda malt ile fermentasyona baslandiginda yiiksek gelisim orani
degerleri nedeniyle oksijen ihtiyaci artmaktadir. Eger ki havalandirma yetersiz olursa
anaerobik sartlarin olusmasi sonucunda metabolik yol etanol iiretimine doniistiigiinden
ekmek mayasi liretimi olumsuz etkilenmektedir. Bu sorunun tistesinden gelmek i¢in yari-
kesikli fermentasyon kullanilabilmektedir. Ayrica mayalardan rekombinant protein
tiretiminde de yari-kesikli fermentasyon kullanilmasi durumunda da benzer sonuglar elde
edilmis ve rekombinant protein tliretim degerlerinde artig saglanmistir (Stanbury vd 1995).

Ikincil metabolit olarak iiretilen penisilin yari-kesikli fermentasyon tekniginin
basartyla uygulandig1 6rneklerin basinda gelmektedir. Penisilin iiretimi iki asamal1 bir
stirectir. Birinci asama “hizli gelisim faz1” olarak nitelendirilen ve hiicre gelisiminin
tesvik edildigi siirectir. Ikinci asama ise “yavas gelisim faz1” veya “iiretim faz1” olarak
isimlendirilmekte olup burada amag hiicrenin 6liimiinii minimize edecek diizeyde substrat
konsantrasyonu ile ikincil metabolit olan penisilinin {iretimini saglamaktir (Stanbury vd
1995). Bir¢ok enzim iretiminde ise karbon kaynaginin hizli bir sekilde kullanilmasi
sonucunda katabolik baskilama nedeniyle enzim sentezi 6nlenmektedir. Karbon kaynagi
konsantrasyonunu ayarlamamin en basit ve etkin yolu yari-kesikli fermentasyon
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tekniginin kullanilmas1 olup bu teknikle lipaz ve seliilaz iiretimi basariyla
gerceklestirilmistir (Stanbury vd 1995).

2.6. Mannanlarin Genel Ozellikleri

Mannanlar hiicre duvarinda yer alan seliiloz ve ligninle yakindan iliskili kompleks
biyopolimerlerdir. Bu biyopolimerler selilloz mikrofibrillerine ¢apraz bagli yapisal
karbonhidratlar veya farkli bitkilerin ¢ekirdeklerinde depo karbonhidratlar olarak
bulunabilmektedirler (Chauhan vd 2012). Ornegin Arabidopsis cinsine mensup bitki
tiirlerinin bir¢ok hiicre dokusunda mannanlar bulunmaktadir. Mannanlar yapi itibariyle
mannoz, glukoz ve galaktoz alt {initelerinin farkli miktar ve yapilarda birlesmesinden
olusan  polisakkaritlerdir. =~ Mannanlarin ~ enzimatik  hidrolizi sonucunda
mikroorganizmalar, insanlar veya hayvanlar tarafindan kullanilabilir sekerler
olugsmaktadir (Wang 2015).

Mannanlar1 dort alt grupta siniflandirmak miimkiindiir. Bunlar; lineer mannan,
glukomannan, galaktomannan ve galaktoglukomannandir. Bu polisakkaritlerin tamami 3-
1,4 bagli mannoz veya glukoz ve mannoz kombinasyonlarini barindiran ana yapidan
olugmaktadir. Ayrica bu ana yapilar, a-1,6 noktalarindan baglh galaktoz yan gruplarini1 da
icerebilmektedir (van Zyl vd 2010). Dort farklt mannan grubuna ait yapilar ve bu yapilara
etki eden enzimler Sekil 2.4’te verilmistir. Bu mannanlarin tamami tohum besin deposu
ve/veya yapisal bilesen olarak islev gormektedir. Galaktomannanlar, bakliyatlarda tohum
besin deposu olarak gorev yapmakta ve tohumun kuru agirhiginin %30’unu
olusturmaktadir (Wang 2015).

Lineer mannanlar homopolisakkarittirler. Bunlarin ana iskeletini 3-1,4 bagl D-
mannoz kalintilar1 olustururken %5’den daha az galaktoz da igerebilmektedirler. Bu
mannanlardan bazilari, 6zellikle “aloe vera”da bulunanlar immiino-farmakolojik ve
tedavi edici ozellikler gosterebilmektedirler. Lineer mannanlar agaclarin ve bazi bitki
¢ekirdeklerinin major bilesenlerindendir [6zellikle Afrika hurma kozalag: (ivory nuts;
Phytelephas macrocarpa), domates (Solanum lycopersicum) ve yesil kahve ¢ekirdegi].
Lineer mannanlar Leguminosae familyasi iiyelerinden “pinho cuiabano”nun
(Schizolobium amazonicum) ¢ekirdeklerinde de bulunabilmektedir. Lineer mannanlar
suda ¢dzlinmezler ve bu nedenle de bitki dokularinin yapisal hemiseliilozlarinda mekanik
zararlara kars1 onemli roller iistlenirler (Moreira ve Filho 2008, Wang 2015).

Glukomannanlar, kozalakli agaclarin hemiseliiloz fraksiyonunun major bileseni
iken igne yaprakli agaclarin da hemiseliiloz fraksiyonunun %50’sini olusturmaktadirlar.
Genel olarak yapisinda lineer 3-1,4 bagli D-mannoz ana zinciri ve 3:1 oraninda D-glukoz
kalintilar1  bulunmaktadir (Malgas vd 2015). Glukomannanlar hiicre duvar
bilesenlerinden selilloz ve ksilan ile yakindan iligkilidir (van Zyl vd 2010).
Glukomannanlarin mannoz:glukoz orani 4:1-1:1 araliginda ve polimerizasyon derecesi
200’den yiiksek ise suda c¢oziinebilmektedirler. Konjac bitki yumrusunun %60-80’ini
olusturan glukomannanlar ana depo karbonhidrati olarak gorev yapmaktadir. Konjac
glukomannani suda ¢oziinebilir olmas1 ve ¢ok fazla bulunmasi nedeniyle gida endiistrisi
ve ilag arastirmalarinda ¢ok genis bir kullanim alanina sahiptir (Wang 2015).

11



KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI Ercan YATMAZ

(A) OH
HO HO o
,o‘Z;E"b: KSL, H;)mo\
H “on H
Man Man Man Man
B—mannanaz

[P—mannozidaz

(B) l CH

HO o’é:i‘,?:
OH HO Y Ho OH
(C) H OH
o Gal Man Man
HO
OH

O =——o—galaktozidaz

mﬁm&

lu
(E)
‘éﬁz HO
(F) o LOH . Z;
Asetil o
mannan o Bp— glukoadaz
esteraz
HJ
0\
Glu Man Glu

Sekil 2.4. Farkli mannan formlar1 ve bu yapilara etki eden enzimler (A: lineer mannan,
B: mannoz oligosakkarit, C: yan grup igeren galaktomannan, D: lineer
glukomannan, E: glukomannoz oligosakkarit, F: yan grup igeren
galaktoglukomannan) (van Zyl vd 2010)

Bitki galaktomannanlari, suda ¢6ziiniir 3-1,4 bagli D-mannoz kalintilarina a-1,6
noktalarindan bir tane baglanmis D-galaktoz yan {initelerinden olusmaktadirlar.
Galaktomannanlarin reolojik 6zelliklerinden (kivam arttirict ve diger etkileri) dolayr gida
uygulamalar1 ve endiistriyel kullanimlari olduk¢a yaygindir. Galaktomannanlarin asil
kaynagir Leguminoseae familyasi bitkilerinin g¢ekirdeklerinin endosperm bolimiidiir
(Moreira ve Filho 2008). Bunun yani sira Leguminoseae familyasindan olmayan bazi
bitkilerde (Cocos nucifera ve Elaies guineensis) de bulunabilmektedirler.
Galaktomannanlar ¢ekirdegin ¢imlenme zamani geldiginde enerji kaynagi olmalarinin
yani sira suyu cekirdekte muhafaza ettiklerinden yiiksek sicakliklarda cekirdegin su
kaybin1 6nleyerek burada yer alan enzimlerin denatlirasyonunun 6niine ge¢cmektedirler
(Moreira ve Filho 2008, Wang 2015). Galaktomannanlar suda c¢oziiniirler ancak
¢oOziiniirliikleri ana zincire bagli hidrofilik galaktoz sayisina gore degismektedir.
Endiistriyel agidan 6nemli ii¢ galaktomannan sirasiyla keciboynuzu gami (Ceratonia
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siliqgua), guar gam (Cyamopsis tetragonoloba veya Cyamopsis psoraloides) ve tara
gamdir (Caesalpinia spinosa).

Keg¢iboynuzu gami (E-410), Leguminosae familyasindan Ceratonia siliqua tiirti
agaclarin meyve cekirdeklerinin gerekli islemlerden gegirilmesi sonucunda elde edilir.
Elde edilen gam yiiksek molekiiler agirliga sahip galaktomannandan olugmaktadir.
Gamin ana iskeletini 3-1,4 bagli mannoz {initeleri olustururken yan zincirleri ise 1,6 baglh
galaktoz tiniteleri olusturmaktadir. Keg¢iboynuzu gami mannoz:galaktoz orani 4:1°dir.
Kegiboynuzu gami; galaktomannan (%80-85), nem (%10-12), protein (%5-6), lipit
(%0,5-0,6), ham lif (%0,8-1) ve kiilden (%0,5-1) olugmaktadir. Cok yaygin kullanim
alanina sahip olan kegiboynuzu gaminin kullanim alanlar1 sirastyla yenilebilir filmler,
icecekler, unlu mamuller, makarnalar, dondurma, az yagh yogurt, diger gida iiriinleri ve
ilaglardir (Prajapati vd 2013, Barak ve Mudgil 2014).

Guar gam (E-412) da Leguminosae familyasindan kurakliga dayanikli bir bitki
olan Cyamopsis tetragonoloba’nin meyve c¢ekirdeklerinden elde edilir. Guar gamin
kimyasal yapist da keciboynuzu gamimna benzemektedir. Arastirmalara gore
mannoz:galaktoz orani1 2:1°dir. Kegiboynuzu gami gibi guar gam da ¢ok yaygin kullanim
alanina sahiptir. Bu alanlardan bazilar1 igecekler, islenmis peynirler, siit iirlinleri, islenmis
et tirtinleri, unlu mamuller ve soslardir (Mudgil vd 2014).

Tara gam (E-417) Ekvator, Peru ve Dogu Afrika’da yetisen tara bitkisinden elde
edilmektedir. Tara gam, donmus tatlilarda buz kristallerinin biiyiikliik kontroliinde ve
islenmis et iiriinlerinin jel yapisinin gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Soguk ¢ozeltilerde
viskozite degerleri kegiboynuzu ve guar gama benzerken isitilan ¢ozeltilerde tara gam

daha yiiksek viskozite degerlerine sahiptir. Tara gamin mannoz:galaktoz orani 3:1’dir
(Wang 2015).

Mannan alt familyalariin belki de en karmasik olan1 galaktoglukomannanlardir.
Galaktoglukomannanlar rastgele dagilmis B-1,4 bagli D-mannoz ve D-glukoz ana
zincirinden olugmaktadir. Bu ana zincirdeki yalnizca D-mannoz {initelerine o-1,6 bagh
D-galaktoz alt tniteleri dallanma noktalarin1 olusturmaktadir (Malgas vd 2015).
Galaktoglukomannanlarda mannoz:glukoz:galaktoz orami 3:1:1°dir. Ayrica O-asetil
gruplar1 da igerebilirler (van Zyl vd 2010). Asetil igerigi %5,9 ila %8,8 arasinda
degismektedir. Asetilenmis galaktoglukomannanlar kozalakli agaglardaki hemiseliilozun
major bilesenidir. Galaktoglukomannanlarin sudaki ¢6ziiniirligii D-galaktoz yan
tinitelerin miktariyla yakindan iligkilidir (Moreira ve Filho 2008). Ekonomik degeri
oldukga yiiksek olan Norveg ladinininde (Picea abies) %10-20 oraninda O-asetillenmis
galaktoglukomannanlar yer almaktadir. Norveg ladinlerinin ana kullanim alanlari kereste,
pulp ve kagit endiistrisidir. Ladin galaktoglukomannanlari yaygin olarak arastirilmis olup
mannoz:glukoz:galaktoz orani 3,5-4,5:1:0,5-1"dir. Kozalakli agaglarin yan1 sira Populus
monilifera, zemin ¢ami (siiriinen sedir; Lycopodium), bogiirtlen ve egreltiotunda da
galaktoglukomannanlar bulunmaktadir (Wang 2015).

2.7. Mannanlarin Enzimatik Hidrolizi
Lignoseliilozik bilesiklerin i¢ ice karmasik yapisinda yer alan selilloz ve

hemiseliiloz yapiy1 yikima ugratacak enzimin, farkli etkilere sahip hidrolitik enzimlerin
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karisimindan olusmasi gerekmektedir. Benzer durum mannanlar yikima ugratacak
enzimler i¢in de gegerlidir. Bir dnceki boliimde aciklandigi gibi mannanlar birbirinden
farkli yapilara sahip karmasik polisakkaritlerdir. Bu karmasikliga sahip mannanlara etki
edecek enzimler ise, odunsu materyallerden enerji elde edebilen fungus ve bakteriler
vasitasiyla tiretilmektedir (van Zyl vd 2010).

Mannanlara etki eden enzimler (Sekil 2.3):

» p-mannanazlar (EC 3.2.1.78) : B-1,4-D-mannan mannohidrolaz
» PB-mannozidazlar (EC 3.2.1.25) : B-1,4-D-mannopiranozid hidrolaz
» B-glukozidazlar (EC 3.2.1.21) : B-1,4-D-glukozid glukohidrolaz
» Asetil mannan esteraz (EC 3.1.1.16)

» o-galaktozidaz (3.2.1.22) . a-1,6-galaktozid galaktohidrolaz

Yukarida siralanmis enzimlerden asetil mannan esteraz ve a-galaktozidaz,
mannan yapilarina baglanmis yan gruplarin ayrilmasindan sorumludurlar (Moreira ve
Filho 2008). B-mannozidazlar, mannanlar ve mannooligosakkaritlerin indirgen olmayan
uclarindan baglayarak f-1,4 bagli mannozlarin hidrolizini gergeklestiren ekzo-
enzimlerdir. B-glukozidazlar ise f-mannanaz aktivitesi sonucu ortaya ¢ikan gluko- ve

galaktomannanlar1 indirgen olmayan uctan baglayarak -1,4 baglar1 hidrolize eden ekzo-
enzimlerdir (Malgas vd 2015).

2.8. p-Mannanazlar (EC 3.2.1.78)

B-mannanazlara ait bilgiler incelendiginde gen ekspresyonlarinin genetik
diizenlemesinin seliilazlar ve ksilanazlar kadar iyi bilinmedigi goriilmektedir. Ancak [-
mannanazlarin fungal yapilardaki olusumunun diger seliilazlar ve ksilanazlara benzedigi
varsayillmaktadir (van Zyl vd 2010). B-mannanazlar, amino asit dizilimlerine gore glikoz
hidrolaz GHS ve GH26 familyalarinda gruplandirilmaktadir. Bu iki familyada en genis
glikoz hidrolaz klan1 (GH-A) olarak smiflandirilmaktadir (Chauhan vd 2012). B-
mannanazlar, mannanlardaki -1,4 baglarinin rastgele parcalanmasindan ve yeni uglarin
olusmasindan sorumlu endo-enzimlerdir (Sekil 2.3). Galaktomannanlarin ve
galaktoglukomannanlarin B-mannanazlar tarafindan parcalanmasinda ana yapiya bagh
yapilarin tipi ve miktar1 da etkilidir (Moreira ve Filho 2008). 3-mannanazlar tarafindan
hidrolize ugrayan mannanlardan genellikle mannobioz ve mannotrioz olusmaktadir.

2.9. p-mannanaz Ureten Mikroorganizmalar

-mannanaz tiretimi kullanilan besiyeri igerigi ve fermentasyon sartlarina goére
degismektedir. Uretime etki eden ana unsurlar; inkiibasyon siiresi, sicaklik, pH, karbon
ve azot kaynaklari, inorganik tuzlar, karistirma hizi ve ¢Ozlinmiis oksijen
konsantrasyonudur (Chauhan vd 2012). Farkli mikroorganizmalar [-mannanaz
iiretiminde farkli inkiibasyon siirelerine ihtiyag duymaktadirlar. Ornegin bakterilerde
inkiibasyon siiresi; Acinetobacter tiirlerinde 24 saat yeterli iken Bacillus tiirleri 96 saate
ihtiya¢ duymaktadirlar. Funguslarda ise Streptomyces tiirlerinde inkiibasyon siiresi 3 giin
iken Aspergillus tiirlerinde bu siire 11 giine kadar ¢ikmaktadir. Fermentasyon sicakligi
olarak genellikle mezofillerin sicaklik araligi Onerilmektedir. Ancak genel uygulama
calisilan mikroorganizmanin optimal inkiibasyon sicakliginin se¢ilmesi yoniindedir.
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Ortamin pH degeri ise bakteriler i¢in bazik, funguslar i¢in ise asidik olarak ayarlandiginda

mikroorganizmanin gelisimi ve f-mannanaz tiretimi olumlu etkilenmektedir (Chauhan vd
2012).

Bilindigi {izere fermentasyon sartlart calisilan mikroorganizmanin gelisim
mekanizmasina gore degisiklik gostermektedir. Bu nedenledir ki her mikroorganizma igin
en iyi lretim ydnteminin belirlenmesi amaciyla denemeler gerceklestirilmektedir. [3-
mannanaz liretimi i¢in genel gereksinimlerden yukarida kisaca bahsedilmistir. Cizelge
2.2’de ise f-mannanaz iiretiminde kullanilan mikroorganizmalar ve fermentasyon sartlari
Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.2. B-mannanaz tiretiminde kullanilan mikroorganizmalar ve fermentasyon
sartlar1 (Chauhan vd 2012)

Mikroorganizma Karbon kaynagi Fermentasyon sartlari
Acinetobacter sp. ST 1-1 CM¥LBG" SF¢, 37°C, 24 sa, 150 d/d
Bacillus amyloliquefaciens GM SF¢, 35°C, 24 sa, 150 d/d, pH 7
I0A1
Bacillus circulans M-21 GG*® SF¢, 32°C, 36 sa, 180 d/d, pH 8
Bacillus sp. N16-5 KM' SF¢, 37°C, 34 sa, 230 d/d, pH 9,5-
10
Bacillus sp. MSJ-5 KpP9 SF¢, 32°C, 32 sa, 220 d/d, pH 7
Bacillus sp. MG-33 WB"/Ham bugday SSF', 30°C, 96 sa, pH 7
zengini soya
pulpu
Bacillus subtilis SUT1 BIM! SF¢, 30°C, 24 sa, 150 d/d
Bacillus subtilis strain (CD-3, BFMX SF¢, 37°C, 24 sa, 180 d/d
CD-6, CD-9, CD-10, CD-23,
CD-25)
Cellulosimicrobium sp. HY-13  LBG"/M9 stvi SFC 37°C, 48 sa, 180 d/d
besiyeri
Chryseobacterium indologenes  BIM! SF¢, 30°C, 24 sa, 150 d/d
Klebsiella oxytoca CW23 CM¥LBG" SF¢, 37°C, 18 sa, 150 d/d
Paenibacillus sp. MSL-9 GG*® SF¢, 30°C, 48 sa, 160 d/d, pH 8
Paenibacillus sp. DZ3 LB'/Glukomannan SF¢, 37°C, 120 sa, 200 d/d
Aspergillus niger LBGP SF¢, 37°C, 168 sa, 180 d/d
Aspergillus flavus LBGP SF¢, 37°C, 168 sa, 180 d/d
Aspergillus niger LW-1 PP™/LBG" SSF', 32°C, 96 sa
Aspergillus niger ATCC 20114 Peptone SF¢, 30°C, 264 sa, 150 d/d
Aspergillus niger FTCC 5003  PKC" SF¢, 30°C, 192 sa, 150 d/d, pH
55
Aspergillus niger FTCC 5003  PKC" SSF', pH 5
Aspergillus niger USM F-4 Melas/PKC" SSF', 30°C, 120 sa
Aspergillus niger GG® SF¢, 30°C, 240 sa, 150 d/d
Aspergillus oryzae NRRL 3448 LBG" Statik kiltiir, 30°C, 168 sa
Penicillium occitanis Pol 6 CSFL° 30°C, 168 sa
Scopulariopsis candida LMK LBGP SF¢, 25°C, 150 d/d
004
Scopulariopsis candida LMK LBGP SF¢, 25°C, 150 d/d
008
Trichoderma reesi - -
Streptomyces sp. PG-08-03 GG® SF¢, 37°C, 72 sa, 200 d/d, pH 8

%Kurutulmus Hindistan cevizi unu, "Kegiboynuzu gami, “Derin kiiltiir fermentasyonu,
dGalaktomannan, ®Guar gam, 'Konjac mannan, 9Konjac unu, "Bugday kepegi, 'Kati
kiiltiir fermentasyonu, 'Bakteri izolasyon besiyeri, “Bakteri fermentasyon besiyeri, 'Luria
s1vi besiyeri, MPatates kabugu, "Palmiye ¢ekirdegi artigi/keki, °Keciboynuzu g¢ekirdegi
unu s1vi besiyeri
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Cizelge 2.2 incelendiginde farkli karbon kaynaklarinin dogal olarak B-mannanaz
tireten mikroorganizmalarda kullanilabildigi goriilmektedir. En ¢ok kullanilan substratin
ke¢iboynuzu gami oldugu goriilmektedir. Bu durumun asil nedeni enzim iiretiminin
substrati varliginda indiikklenmesidir (Moreira ve Filho 2008). Cizelgede de genel
yaklasim olarak mannan bazli karbon kaynaklarinin kullanildig1 agik¢a goriilmektedir.
Bu kaynaklarin yani sira melas, bugday kepegi, palmiye c¢ekirdegi artigi/keki, patates
kabugu gibi iirtinler de karbon kaynagi olarak rahatlikla tercih edilebilir.

B-mannanaz iiretiminde dogal mikroorganizmalarin kullanilmasinin yani sira
rekombinant suslar da kullanilabilmektedir. Bu amagla heterolog ekspresyon yontemiyle
funguslara aktarilan genler vasitasiyla fungal ve bakteri f-mannanazlarinin etkin bir
sekilde tiretimi derin kiiltiir fermentasyonu ile gergeklestirilmektedir (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3. Rekombinant suslar, B-mannanaz iiretim miktarlar1 ve
fermentasyon sartlar1 (van Zyl vd 2010)

Dogal sus

Rekombinant Aktivite Fermentasyon sartlari
sus (U/ml)

Agaricus bisporus CEL4
A. bisporus CEL4
Armillariella tabescens
Aspergillus aculetans
Man1l

A. aculetans Man1
A. aculetans Man1
Aspergillus fumigatus

A. fumigatus

A. niger
A. sulphurous Mann
A. terreus MAN

Bispora sp.
Mytilus edulis

Orpinomyces sp. ManA
Phialophora sp. P13
Phanerochaete
chrypsosporium Man5D
Trichoderma reesei Man1l

T. reesei Manl

T. reesei Manl

S. cerevisiae  0,0058 -
P. pastoris 0,199 Sentetik besiyeri
P. pastoris 1,067 72 sa indiiksiyon
Y. lipolytica  1574,7  Yari-kesikli fermentasyon,
sentetik besiyeri, 60 sa
787,5 Calkalamal1 inkiibator, sentetik
besiyeri
404,76  Kesikli fermentasyon, sentetik
besiyeri, 50 sa
A. niger 1000 Calkalamali inktibator, 200 d/d, 7
giin, sentetik besiyeri
S. cerevisiae 31,39 Calkalamali inkiibatoér, 4 giin,
sentetik besiyeri

A. sojae 352 Calkalamali inkiibatér, 6 giin,
sentetik besiyeri
P. pastoris 61 Calkalamali inkiibator, sentetik

besiyeri, 155 d/d, 3 gin,
indiiksiyondan sonra 10 sa

P. pastoris 669 Calkalamali  inkiibatér, %2
metanol, 96 sa, 28°C

P. pastoris 96 Calkalamali inkiibatdr, sentetik
besiyeri

P. pastoris 39,4 Calkalamali inkiibator,
indiiksiyondan sonra 3 giin

P. pastoris 500 Yari-kesikli fermentasyon

P. pastoris 41,01 Fermentor, stirekli fermentasyon,
10 giin, 17°C

S. cerevisiae 1,15 Sentetik  besiyeri, stirekli
fermentasyon

P. pastoris 11,8 Calkalamal1 inkiibator, sentetik
besiyeri, metanolle indiiksiyon

A. niger 100 Sentetik besiyeri

P. pastoris 12

S. cerevisiae 0,13 Calkalamal1 inkiibator, 200 d/d,
48 sa

T. reesei 1,8 Calkalamali inkiibator, 160 d/d

Yiiksek miktarda tiiretime olanak saglayan rekombinant fungal sistemlerin
kullanim1 sonucunda siipernatanttan enzim kolaylikla saflagtirilmaktadir. Bu durum
tiretim maliyetlerini diisiirdiiginden endiistriyel tiretimlerin 6niinli agmaktadir (van Zyl

vd 2010).
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2.10. p-mannanaz Kullanim Alanlar

Substrat spesifikligi yliksek olan [-mannanaz grubu enzimlerin ¢ok farkli
kullanim alanlar1 mevcuttur. Bu boliimde -mannanaz enziminin kullanim alanlarina
deginilecektir.

2.10.1. Mannooligosakkarit (MOS) iiretimi

Diyet lifleri suda ¢oziinebilirlik 6zelliklerine gore ikiye ayrilmaktadirlar. Suda
cOziinemeyen diyet lifleri seliiloz, pektin ve seliiloz benzeri polisakkaritler olup bunlarin
su absorbe etme kabiliyeti yliksek oldugundan sindirim sisteminde diskiyr yumusatma
ozelligi gosterirler. Diger bir grup ise suda ¢oziinen diyet lifleri olup bunlara genel olarak
mannooligosakkaritler denmektedir. Suda ¢oziinebilen diyet lifleri de insanlar tarafindan
sindirilemeyen polisakkaritlerdir. Bu grubun iiyeleri suda ¢oziindiiklerinden sindirim
sisteminden gecerken bagirsak mikroflorasi tarafindan besin kaynagi olarak kullanilirlar.
Bagirsak mikroflorasinin bu faaliyeti sonucunda ise insan sagligi i¢in yararli maddeler
olusmaktadir.

Suda ¢ozlinebilen MOS’larin basinda kec¢iboynuzu gami, guar gam, tara gam ve
konjac unu sayilabilir. Bu MOS’lar B-mannanaz enzimi vasitasiyla kismi olarak
parcalandiklarinda mikroorganizmalar tarafindan kullanilabilir MOS ortaya ¢ikmaktadir.
B-mannanaz enziminin ana kullanim alanlarindan birisini, insan sagligi acisindan énemli
olan bu MOS’larin {iretimi olusturmaktadir. Giinde 3 g MOS tiiketildiginde yag
emiliminin azaldig1 ve bu azalmanin yag metabolizmasini olumsuz etkilemedigi tespit
edilmistir. Kismi olarak hidrolize edilen guar gam i¢eceklerde kullanilmistir. Bu kullanim
sonucunda kronik bagirsak rahatsizliginda azalma oldugu goriilmiistiir. Ayrica kismi
hidrolize guar gam kullanilarak hazirlanan rehidrasyon ¢6zeltisinin ¢ocuklarda akut
olmayan ishalin tedavi siiresini kisalttigi goriilmiistir. MOS’larin bu ve buna benzer
birgok yarar1 bulunmaktadir. Insan saglina olumlu etkileri oldukga fazla olan MOS’larin
uiretilmesinde kompleks enzim ¢6zeltileri yerine 3-mannanaz kullaniminin yeterli oldugu
bildirilmistir (van Zyl vd 2010, Chauhan vd 2012).

2.10.2. Ilag endiistrisi uygulamalari

Hastalarin saglhigina kavusmasinda en temel unsurlardan birisi de ilaglarin
hedeflenen boliimde ve hizli bir sekilde ¢6ziinmesidir. Bu amagla kullanilan katkilarin
basinda mannoz gelmektedir. Mannoz, ilaglarin hazirlanmasinda tabletlerin yap1
ozelliklerini  gelistirmesinden ve hizli ¢6ziinmeyi saglamasindan dolayr tercih
edilmektedir. Bu lstlin 6zelliklerinden dolayr her gecen giin kullanimi artmakta olan
mannoz, zengin mannan igeren substratlarin f-mannanaz vasitasiyla par¢alanmasiyla elde
edilmektedir. Bu amagla B-mannanaz enziminin yani sira seliilaz ve/veya a-galaktozidaz
ile kombine edilmesinin de mannoz verimine olumlu bir katkisinin olmadig bildirilmistir
(van Zyl vd 2010, Chauhan vd 2012).

2.10.3. Kahve iiretiminde f-mannanaz kullanim

Coziiniir kahve, kavrulmus kahve c¢ekirdeklerinin sicak su ile ekstraksiyonu
sonucunda elde edilen ¢6zeltinin piiskiirterek veya dondurarak kurutulmasiyla elde edilen
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iriindiir. Kahve ekstraktinda bulunan mannanlar viskoziteyi arttirdifindan sonraki
asamalarda hedeflenen sonuclarin e¢lde edilmesini zorlastirmaktadir. Bu nedenle
kiiflerden elde edilen B-mannanaz enzimi kullanilmakta ve mannanlar parcalanarak
viskozite azaltilmaktadir. Bu sayede kahve ekstraktinin konsantrasyon maliyeti de
diismektedir. Kahve iiretimindeki hedeflere ulasilmasinin yami sira kahve cekirdegi
artiklar1 da f-mannanaz enzimi ile muamele edilerek MOS’lar iiretilmektedir (Chauhan
vd 2012).

2.10.4. Hayvan yemlerinin zenginlestirilmesinde MOS’larin kullanim

Dogada yaygmn olarak bulunan mannanlar hayvan yemlerinde bulunan ve
yemlerin besinsel degerini arttirict olarak kullanilan soya unu, guar unu, palmiye
¢ekirdegi unu ve susam ununda da bulunmaktadir. Domuz ve kiimes hayvanlar1 insanlar
gibi tek bolmeli mideye sahip olduklarindan yiiksek lif icerigine sahip mannanlar
sindirememektedirler. Bu nedenle mannanlarla zenginlestirilmis yemlere -mannanaz
ilave edilerek mannanlarin pargalanmasi ve hapsolmus besinsel 6gelerden yararlanilmast;
on iki parmak bagirsagl ve ince bagirsaktaki villuslarin yiiksekligini arttirarak emilim
diizeylerinin artmasini ve bagirsaktaki besinlerin viskozitesinin azalmasin saglamaktadir.
Sonug olarak domuz ve kiimes hayvanlarinin beslenme kalitesi arttifindan kaliteli ve
saglikl bir beslenme saglanmis olmaktadir (van Zyl vd 2010).

2.10.5. Petrol-gaz kuyusu drenajlarinda ve biyoyakit iiretiminde p-mannanaz
kullanimi

Sanayilesmis iilkelerin en temel ihtiyaclariin basinda enerji ihtiyacinin
karsilanmasi gelmektedir. Petrol ve gaz kuyularindan hedeflenen iirliniin ¢ikartilmasinda
bircok farkli proses uygulanmaktadir. Bunlardan birisi de hedeflenen derinlige
ulagildiginda kullanilan ve kaya tabakasinda catlak olusturmaya yarayan ¢ozeltidir. Bu
amacla hazirlanan ¢6zeltinin bilesenlerinden birisi de viskoziteyi arttirmaya yarayan guar
gamdir. Hazirlanan ve hedefte gorevini yerine getiren ¢6zeltinin pompalarla yeniden
disartya pompalanabilmesi i¢in sicakliga dayanikli B-mannanaz kullanilmaktadir. Bu
sayede fraksiyonlarina pargalanan guar gam viskozite artirma fonksiyonunu artik yerine
getiremediginden ¢oOzelti pompalanabilir hale gelmekte ve ortamdan uzaklastirilan
¢ozeltinin ardindan petrol veya gaz sondajina devam edilmektedir (Chauhan vd 2012).

Enerji elde edilmesinde petrol ve gaz kuyularmin kullanimi bilylik 6nem arz
etmekle beraber bu kaynaklara ait stoklar sinirlidir. Bu temel sorun neticesinde
aragtirmacilar yeni teknik ve stratejiler olusturma yoluna gitmislerdir. Petrol ve gaz
kullanimina alternatif olarak yenilenebilir kaynaklardan enerji elde edilmesi en popiiler
yaklasimlardan birisi olmustur. Lignoseliilozik kaynaklardan biyoetanol iiretilmesinde
substrat kaynaklar1 farkli enzim karigimlari ile muamele edilerek mikroorganizmalar
tarafindan kullanilabilir basit sekerlere indirgenmekte ve mikrobiyal faaliyet sonucunda
biyoetanol iiretilmektedir. Bu enzim karisimlarinda seliilazlar, ksilanaz ve B-mannanaz
bulunmaktadir. Bu sayede mannanlar ve lingoseliilozik bilesenlerin neredeyse tamami
basit sekerlere indirgenmekte ve yenilenebilir kaynaklardan maksimum fayda
saglanmaktadir. Ornegin bu amagla kullanilabilen palm cekirdegi ununda yiiksek oranda
glukan ve galaktomannanlarda yiiksek oranda heksoz sekeri bulunmaktadir. Palm
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cekirdegi unu seliilaz, f-mannanaz ve B-mannozidaz karisimi ile muamele edildiginde
verim 200 g etanol/kg palm ¢ekirdegi unu olarak gergeklesmistir (van Zyl vd 2010).

2.10.6. Kagit endiistrisinde ve deterjan formiilasyonlarinda f-mannanaz kullanim

Kagit hamurunun enzim uygulamasiyla agartilmasi siirecinde -mannanaz enzimi
vasitastyla hamurdaki seliiloza etki etmeden mannan bilesenlerinin ayrilmasi
saglanmaktadir. Kagit hamurunun agartilmasinda agac liflerinin uzaklastirilmas: 6nemli
bir yer tutmaktadir. Bu amagla bazik ¢ozeltiler de kullanilabilmesine ragmen bazik
cozeltilerin kalintilar1 dogaya zarar verebilmektedir. Bu nedenle de ksilanaz, 3-mannanaz
ve diger enzimleri iceren bir karisim kullanilarak ligninin uzaklastirilmasi saglanmakta
ve bu uygulama bazik ¢ozeltilerle lignin uzaklastirilmasi prosesine esdeger sonuglar
saglamaktadir (van Zyl vd 2010).

Kagit  hamurundan  lignin  uzaklastirilmasiin ~ yan1  sira  deterjan
formiilasyonlarinda da bazik f-mannanazlar leke ¢ikarici ajan olarak kullanilmaktadir.
Bilindigi gibi dondurmalarda, soslarda, sa¢ jellerinde, sampuanlarda, dis macunlar1 vb
tiriinlerde gamlar kullanilmaktadir. Bu friinlerin kiyafetlere bulasmasi durumunda
selilloza yiiksek bagimlilik gosterdiginden temizligin basar1 ile gerceklesmesi
zorlagmaktadir. Bu nedenle de farkli konsantrasyon ve ozelliklerdeki B-mannanazlar
deterjan formiilasyonlarna ilave edilmekte ve deterjanin temizleme kapasitesi
arttirilmaktadir (Chauhan vd 2012).

2.11. Fermentasyonlarda Mikropartikiil Kullanimi

Calkalamali inkiibatérde ve farkli tip biyoreaktdrlerde gergeklestirilen derin
kiiltiir fermentasyonlarinda kiifler iki farkli formda gelisebilirler. Bu formlar serbest hifler
(mikroskobik pelletler) veya kiiresel hif yiginlaridir (makroskobik pelletler). Bu gelisim
farkliliklar1 kiiflerin birincil ve ikincil metabolit {iretim egilimlerini degistirmektedir.
Ancak bu formlardan hangisinin daha iyi sonug verecegi bilinmemektedir (Gonciarz vd
2016). Burada temel sorun hiflerin gelisimlerinin kontrol altina alinmasinin zor olmasi ve
kif sporlarinin bir diger kiif sporuyla birlesme egiliminin ¢ok yliksek olmasidir. Bu
durum ekstraseliilar enzim iiretimlerinde enzimin besiyerine gegisini zorlastiran bir etki
olabilmektedir. Bu durumun tistesinden gelebilmek ve kiif sporlarinin gelisimini kontrol
altina alabilmek i¢in son zamanlarda yeni bir yaklagim ortaya konmustur.

Bu yaklasimin ana prensibi besiyeri ortamina sporlarin bilesmesini sinirlayan bir
ajan ilave etmektir. Bu amagla kullanilan ajanlarin baginda sirasiyla aliiminyum oksit ve
magnezyum silikat gelmektedir. Besiyerine inokiilasyondan hemen énce ilave edilen bu
ajanlar pellet yapilarin igerisine girerek diger hiicrelerle birlesmeleri sinirlandirmaktadir.
Genel olarak mikropartikiil konsantrasyonu arttik¢a hiicre/pellet caplar1 da diismektedir.
Ancak hiicre boyutundaki bu diisiis her zaman iiretim degerlerinde artigla
sonu¢lanmamaktadir. Genellikle enzim {iretimlerinde denenmeye baslanmis olan bu
yontemde en uygun mikropartikiil konsantrasyonunun belirlenmesine caligilmakta ve
farkli fermentasyon teknikleri ile kombine edilerek iretim degerlerinin artmasi
amaglanmaktadir (Kaup vd 2008, Driouch vd 2010, Driouch vd 2012).
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Burada temel amag¢ mikroorganizmalarin gelisimi saglanirken hiicre boyutlarinin
kontrol altina alinmasi1 ve birbirlerine yapisarak gelisim 6zelliklerinin degismemesidir.
Bu nedenle ortama farkli miktarlarda mikropartikiil eklenir ve filamentli funguslarin
gelisim siiresince birbirlerine yapigmalarinin minimum diizeyde kalmasi amaglanir.
Ortama inokiilasyondan hemen oOnce ilave edilen mikropartikiiller mikroorganizma
tarafindan pellet igerisine alinmakta ve mikropartikiil konsantrasyonuna gore hiicre
boyutlari sinirlanmaktadir (Driouch vd 2012) (Sekil 2.5).

]
.

15 g/L
gy

a

Sekil 2.5. Titanyum silikon oksit mikropartikiiliiniin Aspergillus niger SKAn1015
morfolojisine etkisi (Driouch vd 2012)

Sekil 2.5’ten de rahatlikla goriildiigii iizere mikropartikiil konsantrasyonu arttik¢a

hiicre ¢aplar1 kiiclilmiistiir. Hiicre ¢aplarinin kiigiilmesi sonucunda ise hiicrenin hedef
iriind drettigi aktif zonda artiglar gergeklesmistir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Aspergillus niger ANip7-MCS-gfp2’nin farkli titanyum silikon oksit
konsantrasyonlarinda GFP iiretiminde metabolik aktivite zonlarnin
karsilastirilmasi (Konfokal lazer tarama mikroskobu) (Driouch vd 2012)

Burada kontrol fermentasyonunda ortamda mikropartikiil yokken pellet boyutu
biiylik olmasina karsin aktif zonun yalnmizca ¢epere yakin 200um’lik bir bolge oldugu
goriilmektedir. Ancak 7,5-10 g/L titanyum silikon oksit ilavesi sonucunda pellet boyutu
kiiciilmesine karsin aktif zon 500um olarak belirlenmistir. Daha yiiksek
konsantrasyonlarda titanyum silikon oksit ilavesi sonucunda ise pellet boyutu kii¢iilmeye
devam etmis ve kritik aktif zon degeri 200um olarak belirlenmistir. Hiicre boyutunun
kiiclilmesine karsin aktif zon oraninin artmis olmasi sonucunda hiicreler daha etkin
caligmakta ve hedeflenen iiriiniin iiretim degerleri de artmaktadir. Aspergillus niger’in
glukoamilaz tiretiminde kullanildig1 bu ¢alismada glukoamilaz aktivite degerleri kontrol
ve 25 g/L titanyum silikon oksit i¢in sirasiyla erlenmayer denemelerinde 15 U/ml ve 190
U/ml; kesikli biyoreaktor denemelerinde 50 U/ml ve 320 U/ml ve yari-kesikli biyoreaktor
denemelerinde ise 140 U/ml ve 1080 U/ml olarak elde edilmistir (Driouch vd 2012). Aktif
zonun 6nemi pellet yapida gelisim gdsteren kiiflerde kritik bir cap degerine kadar besin
ve oksijenin kullanilabilir olmasidir. Bu kritik zon degeri Aspergillus niger ile
gerceklestirilen calismada 200um olmasina karsin titanyun silikon oksit ilavesi ile
oncelikle bu zon degerinin artmasi ve belirli bir konsantrasyonun iizerinde de pellet
yapida gelisim gosteren hiicrenin tamaminin aktiflesmesi saglanmistir (Driouch vd 2012).
Sonug olarak kiitle transfer degerleri artmis ve kontrole gore pelletin daha derinlerine
penetrasyon gergeklesmistir.

Kiiflerle gergeklestirilen enzim iiretiminde mikropartikiil kullanilarak

gerceklestirilen benzer calismalardan birinde Caldariomyces fumago kullanilarak
klorperoksidaz iiretimi gergeklestirilmistir. Bu amagcla aliiminyum oksit ve magnezyum
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silikatin farkli konsantrasyonlari denenmis ve 10-12 giinliik fermentasyon sonunda 1000
U/ml aktivite elde etmislerdir (Kaup vd 2008).

Bir bagka c¢alismada ise aliiminyum oksit ve magnezyum silikat
mikropartikiillerinin de hiicre ¢aplarimi diisiirerek liretimleri artirdig1 ancak aliiminyum
oksitin daha yiiksek konsantrasyonda kullanilmasi gerektigi belirlenmistir (Driouch vd
2010). Aspergillus ficuum kullanilarak gergeklestirilen bir ¢alismada ise aliiminyum oksit
ve magnezyum silikat kullanilarak erlenmayer (Coban vd 2015a) ve yari-Kesikli
beslemeli ve siirekli (Coban vd 2015b) fermentasyonlar gergeklestirilmistir. Erlenmayer
fermentasyonlarinda 15 g/L aliiminyum oksit veya magnezyum silikat kullanildiginda
hiicre ¢ap1 degeri 800um’den sirastyla 500pum ve 200um’ye diiserken enzim aktivitesi
degeri ise 1,02 U/ml’den sirasiyla 2,01 U/ml ve 2,93 U/ml’ye ¢iktig1 belirlenmistir
(Coban vd 2015a). Gergeklestirilen stirekli fermentasyon denemeleri sonucunda ise
tiretim oran1 degeri 0,293 U/ml/sa’den 0,621 U/ml/sa’e yiikselmistir (Coban vd 2015b).

2.12.  Yapilms Calismalar

Daha onceki bolimlerde de bahsedildigi gibi f-mannanaz enzimi iiretiminde ¢ok
farkli mikroorganizmalar ve fermentasyon teknikleri kullanilmigtir (Cizelge 2.2 ve
Cizelge 2.3). Bu boliimde kullanilan mikroorganizmalardan bazilarina daha detayli
deginilmistir.

Enzimin saflastirilmasi ve genin asir1 ifade edilmesi amaciyla Christgau vd (1994)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada Aspergillus aculeatus’a ait B-mannanaz geni ¢ogaltilmis
ve Aspergillus oryzae’a aktarilmistir. Elde edilen rekombinant enzimin molekiiler agirligi
45 kDa, izoelektrik noktas1 pH 4,5’da, optimum pH’s1 5,0 ve optimum sicaklig1 60-70 °C
olmustur. Benzer bir ¢aligmada B-mannanaz tiretimi igin ipliksi mantar Aspergillus niger
28 °C’de erlenmayerlerde fermentasyona birakilmistir. Bu amagla karbon kaynagi olarak
% 5-2 (w:v) keciboynuzu gami, % 0,5 Solka Floc seliiloz ve %1 glukoz kullanilmis ve
fermentasyon sonucunda p-mannanaz aktivitesi 90 nkat/ml olarak belirlenmistir
(Ademark vd 1998).

Aspergillus terreus’dan fitaz ve B-mannanaz genlerinin Pichia pastoris {izerine
aktarildig1 bir ¢alismada, B-mannanazin enzim aktivitesi 39,7 U/ml olarak bulunmustur.
Ayrica bu enzimin pH 5,5-10,5 degerlerinde aktif oldugu goriiliirken, en yiiksek aktivite
degeri pH 7,5’da elde edilmistir. Bunun yaninda optimum caligma sicakliginin 55 °C
oldugu bildirilmistir (Huang vd 2007).

Bugday kepegi ve kahve atiklarindan kati kiiltiir fermentasyonu ile Aspergillus
awamori kullanarak f-mannanaz ve Bf-mannozidaz iiretimi lizerine gergeklestirilen bir
caligmada, enzim iiretimi i¢in optimum kompozisyonun %40 kahve atig1 ve %60 bugday
kepegi oldugu belirlenmis ve kati kiiltiiriin 1 gramindan 50 U B-mannanaz iiretilmistir
(Kurakake vd 2001). Yine Feng vd (2003) yapmis olduklar1 bir ¢alismada Bacillus
licheniformis NK-27  kullanilarak  erlenmayerlerde  fermentasyon c¢alismasini
gerceklestirmiglerdir ve en yiiksek [B-mannanaz aktivitesini 198,2 U/ml olarak
belirlemislerdir.
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Chen vd (2007) yaptiklar1 ¢alismada Pichia pastoris’e Aspergillus sulphures’un
ifade ettigi f-mannanaz geni aktarilmis ve keciboynuzu gami i¢in ifade edilen spesifik
aktivite 366 U/mg olarak bulunmustur. Ozturk vd (2010) yapmis oldugu bir ¢alismada,
Aspergillus sojae kullanilarak melasin % 0,43 NH4NO3, % 0,05 MgSQO4.7H-0, ve % 0,1
K2HPOys ile zenginlestirilmesi ile B-mannanaz iiretimini ger¢eklestirmislerdir. Elde edilen
sonuca gore en yiikksek f-mannanaz aktivitesi 482 U/ml olarak bulunmustur.

Zhao vd (2011), Aspergillus niger CBS 513,88 geni ile ifade edilen Pichia
pastoris tarafindan B-mannanaz iiretimi igin 250 ml’lik erlenmayerlerde fermentasyon
gerceklestirmislerdir ve siipernatanta herhangi bir saflagtirma islemi uygulamadan elde
edilen en yiiksek B-mannanaz aktivitesini 430,9 U/mg olarak elde etmislerdir. Wu vd
(2011) yapmis olduklar1 bir calismada da, Aspergillus niger E-30 mutant susu kullanmis
ve en yiiksek B-mannanaz aktivitesi degeri, 1067,5 U/mg olarak ke¢iboynuzu gamina
kars1 saflastirilmis enzim soliisyonu ile elde etmistir.

Zheng vd (2012) CSD besiyeri ortami (musir sarp likorii toz glukozu) kullanarak
yapmis olduklari erlenmayer fermentasyonu denemelerinde en yiiksek B-mannanaz
aktivitesini 513,3 U/ml olarak bildirmislerdir. Yin vd (2012) B-mannanaz iireten yeni bir
bakteri olan Paenibacillus cookii’yi kullanmislar ve saflastirilmis ve saflastiriimamis
enzimler i¢in en yiiksek spesifik aktiviteyi sirastyla 635,4 U/mg ve 7,0 U/mg olarak elde
etmislerdir.

Bu tez kapsaminda kiiflerin biyoreaktorde gelisim sorunlarini ¢ézmek adina
oncelikle yeni bir yaklasim olan mikropartikiil kullanimi ile fermentasyonlarin
gerceklestirilmesi hedeflenmistir. Oncelikle erlenmayer fermentasyonlari ile aliiminyum
oksit ve magnezyum silikat i¢in en uygun konsantrasyonlarin belirlenmesi ve ardindan
bu konsantrasyonlar kullanilarak biyoreaktér denemelerinin gergeklestirilmesi
amaglanmistir. Ardindan {iretilen enzimin fermentasyon ortamindan farkli santrifiij ve
ultrafiltrasyon uygulamalar1 ile konsantre halde elde edilmesi, elde edilen enzimin
dondurarak kurultulmasi ve enzimin optimum ¢alisma ve karakterizasyon ¢aligmalarinin
yuriitiilmesi amaglanmistir. Tim bu hedeflerin detaylar1 ve izlenecek yol, materyal ve
metot kisminda detayl1 olarak verilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Proje kapsaminda kullanilan kirilmis ve c¢ekirdegi c¢ikarilmis kegiboynuzu
meyvesi, Antalya’da kegiboynuzu meyvesini ve islenmis tirlinlerini ihra¢ eden Yenigiin
Gida Sanayi ve Ticaret A.S.’den temin edilmistir. Ke¢iboynuzu meyvesi ekstraksiyon
amaciyla kullanilana kadar 4°C’de depolanmustir.

3.2. Keciboynuzu Ekstrakt: Eldesi

Kegiboynuzu meyvesinden -mannanaz enzimi iiretiminde fermentasyonlarda
kullanilacak ekstraktin {iretimi i¢in 5-7 mm kalinligindaki keg¢iboynuzu parcalar1 1:4
meyve:su oraninda 80°C’de 2 saat siire ekstraksiyona birakilmigtir (Turhan vd 2010a).
Ekstraksiyon siiresince karisim her 15 dakikada bir karigtirilmistir. Elde edilen ekstrakt
kaba filtrasyon yoluyla kati partikiillerinden armdirilmistir. Ekstraktin = seker
konsantrasyonu deiyonize su ile seyreltilerek 40 g/L’ye ayarlanmistir. Ayrica yari-Kesikli
beslemeli fermentasyonlar i¢in de 10°Bx kegiboynuzu ekstrakti karbon kaynagi stogu
olarak kullanilmistir. Tiim fermentasyon denemelerinde kullanilacak olan ekstraktlar taze
olarak hazirlanmis ve bekletilmeden sterilize edilerek kullanilmistir.

3.3. Kullamlan Mikroorganizma

B-mannanaz iiretiminde kullanilan rekombinant Aspergillus sojae AsT1 (Duruksu
vd 2009), Prof. Dr. Ziimriit Begiim Ogel’in laboratuvarindan temin edilmistir.
Rekombinant Aspergillus sojae AsT1 i¢in stok kiiltiirler, Potato Dextrose Agar (PDA)
igeren petrilerde 30°C’de 4-5 giin gelistirilmis ve 4°C’de en fazla 1 ay depolanmistir. Stok
kiiltiirlerin canliligini devam ettirebilmesi i¢in her ay periyodik olarak yenilenmistir. Tiim
fermentasyon denemelerinde ise Cizelge 3.1°de verilen keciboynuzu besiyeri
kullanilmigtir (Ozturk vd 2010).

Cizelge 3.1. Keciboynuzu besiyeri bilesimi

Bilesen Miktar (g/L)
Kegiboynuzu ekstrakti 100 ml veya 1,5 L (4 °Bx)
Maya ekstrakti 4,0
MgS04.7H20 0,5

K2HPO4 1,0

3.4. p-mannanaz Uretimi ve Saflastirllmas1 Deneme Deseni

Rekombinant Aspergillus sojae kullanilarak gergeklestirilen f-mannanaz enzimi
tiretimi ve saflastirilmasinda kullanilan deneme deseni Sekil 3.1’de verilmistir.
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* Calkalamali inkiibator erlenmayer denemeleri

* Biyoreaktor denemeleri i¢in aliiminyum oksit ve
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\
* Mannanaz enzimi iiretiminde kullanilacak mikropartikiil
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Sekil 3.1. Rekombinant Aspergillus sojae B-mannanaz iiretimi ve saflastirilmasinda
kullanilan deneme deseni

Bu tez c¢alismasinda santrifiij, saflastirma, SDS-PAGE, glikozilasyon ve
liyofilizasyon asamalari TUBITAK 1001-1120167 numarali proje kapsaminda
gerceklestirilmistir. Bu denemelerin bazilar1 bu tez kapsamida Akdeniz Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri FDK-2015-681 numarali proje kapsaminda yeniden
tasarlanmig, {iretim denemeleri gelistirilmis, santrifiij, ultrafiltrasyon, enzim
karakterizasyonu ve substrat spesifikligi denemeleri tekrarlanmigtir.

3.5. Biyoreaktor Denemeleri icin Mikropartikiil Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Fermentasyon ortamindaki besin maddelerinin rekombinant Aspergillus sojae
tarafindan daha etkin kullanimini saglamak ve fermentasyon ortaminda kiifler tarafindan
olusturulan hiflerin bagimsiz olarak calismasini gergeklestirmek igin fermentasyon
ortamina mikropartikiiller eklenerek fermentasyon etkinliginin artiritlmasi amaglanmigtir
(Kaup vd 2008, Driouch vd 2010, Driouch vd 2012). Bu amagla 6ncelikle erlenmayer
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denemeleri gergeklestirilmis ve reaktdor denemelerinde kullanilacak olan 3’er adet
mikropartikiil konsantrasyonu se¢ilmistir.

Mikropartikiillerin fermentasyon ortamina ilave edilmeden once kendi o6zel
tamponunda hazirlanmasi ve sterilize edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle erlenmayer
denemeleri i¢in farkli konsantrasyonlarda aliiminyum oksit (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25 g/L)
100 mM sitrat tamponunda (pH:6,5) (Kaup vd 2008) ve magnezyum silikat (0, 1, 3, 5,
10, 15, 20, 25 g/L) 50 mM Na-asetat tamponunda (pH:6,5) (Driouch vd 2010)
hazirlanmistir. Hazirlanan mikropartikiiller 121,1°C'de 20 dakika sterilize edildikten
sonra yukarida bilesimi verilen zenginlestirilmis kec¢iboynuzu  ekstraktina
inokiilasyondan hemen oOnce ilave edilmistir. Rekombinant Aspergillus sojae sporlari
fermentasyon ortamina siispansiyon halinde inokiile edilmis (%1- en az 1x10 spor
igerecek sekilde) ve 30°C'de 200 d/d hizda fermentasyon baslatilmistir (Ozturk vd 2010).
10 giinliik deneme siiresince alinan Orneklerde enzim aktivitesi, kalint1 seker analizi ve
goriintlileme analizleri yapilmistir. Analizler sonucunda her bir mikropartikiil i¢in en
yiiksek verimin elde edildigi 3 konsantrasyon belirlenmis ve biyoreaktoér denemelerinde
bu konsantrasyonlar kullanilmistir.

3.6. Biyoreaktorde Yari-Kesikli Beslemeli Fermentasyon

B-mannanaz enzimi Olgek biiyiitme denemeleri laboratuvar tipi; pH, sicaklik,
¢Oziinmiis oksijen ve kopiik kontrolii yapabilen, karistirma 6zelligine sahip biyoreaktorde
(Sartorius Biostat B, Germany) gerceklestirilmistir. Tiim biyoreaktor denemeleri 1,5L
calisma hacminde, 30°C sicaklikta, 1 I/d havalandirma orani ve minimum 400 d/d’de
gerceklestirilmistir  (Baslangic karistirma hizi tim denemelerde 400 d/d olarak
ayarlanmistir. Hiicre gelisimine bagli olarak ikinci giinden sonra kademeli olarak
arttirilarak maksimum 550 d/d’ya c¢ikarilmistir. Daha yiiksek karistirma degerlerine,
hiicrelerin gelisimi olumsuz etkilendiginden ¢ikilmamaistir).

Ekstraksiyon sonrasi siiziilen kegiboynuzu ekstraktinin ¢6ziiniir kuru maddesi
ayarlanip zenginlestirme islemi tamamlandiktan sonra biyoreaktér 121,1°C’de 20 dk
sterilize edilmis olup, pH kontrollii calismalarda 2N NaOH ve 2N HCI kullanilmistir.
Gerekli olmasi halinde kopiik 6nleyici ajanlar da kullanilmis ve fermentasyonun stabil bir
sekilde devam etmesi saglanmistir. Biyoreaktor denemeleri igin erlenmayer
denemelerinde oldugu gibi besiyeri ve mikropartikiiller ayr1 ayri hazirlanmis ve
inokiilasyondan hemen dnce mikropartikiiller fermentasyon ortamina eklenmistir.

Biyoreaktorde gergeklestirilen denemelerde alinan 6rnekler hemen analiz edilmis
ve seker konsantrasyonu takip edilmistir. Seker konsantrasyonu 5 g/L’nin altina diistiigii
durumlarda hemen taze ve steril 10 °Bx keciboynuzu ekstraktindan 80-100 ml ilave
edilerek fermentasyon ortaminda seker konsantrasyonu 5-5,5 g/L degerine getirilmistir.
Bu islem 24 saat sonra da tekrarlanmis ve ikinci beslemeden sonra fermentasyon islemi
9. giinde sonlandirilmistir. Biyoreaktorden alinan 6rneklerde hiicre morfolojisi, enzim
aktivitesi ve kalint1 seker miktari analizleri gerg¢eklestirilmistir.

Yari-kesikli biyoreaktdér denemelerinin basariyla tamamlanmasindan sonra farkli

pH’larda (pH 4, pH 5, pH 6 ve pH 7) ve havalandirma degerlerinde (0,5, 1 ve 1,5 1/d)
fermentasyonlar da gerceklestirilmistir. Bu denemelerle pH kontroliiniin ve havalandirma
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oranlarinin fermentasyon {izerine etkisinin belirlenmesi amaglanmigtir. Ayrica tim
fermentasyon denemeleri 3’er tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir.

3.7. Santrifiij ve Ultrafiltrasyon

Uretimde en etkin yolun belirlenmesi amaciyla ¢alkalamali inkiibatorde kesikli
fermentasyon ve biyoreaktorde yari-kesikli fermentasyon denemeleri gergeklestirilmistir.
Ardindan elde edilen fermente siviya farkli metotlar uygulanarak elde edilen ham enzim
soliisyonunun safsizliklardan arindirilmasi ve kismen konsantre edilmesi amaglanmastir.
Bu amagla oncelikle santrifiij islemi gerceklestirilmistir.

Santrifiij isleminin etkinliginin belirlenmesi amaciyla 3 farkli ¢evirme hizi (7000,
10000, 15000 d/d) ve 3 farkl siire (5, 10, 15 dakika) kombinasyonlar1 kullanilmistir.
Islem sonrasi siipernatanttan drnek alimis ve enzim aktivitesi analizi gergeklestirilmistir.
Ayrica alinan 6rneklerde toplam protein analizi gerceklestirilerek saflastirma katsayisi
hesaplanmis ve santrifiij isleminin konsantrasyon amactyla kullanilabilirligi belirlenmeye
calisiimustir.

Santriflij isleminden sonra elde edilen berrak kisimdan daha konsantre enzim
sollisyonu elde etmek amaciyla laboratuvar tipi Sartocon Slice 200 model (Sartorius
Stedim Biotech, Goettingen, Germany) cihaz ile ultrafiltrasyon iglemleri
gerceklestirilmistir. Bu amagla 30 kDa ve 10 kDa'luk ayirma sinirlarina sahip ultrafiltreler
secilmistir. Ultrafiltrasyon islemi i¢in membran takildiktan sonra 500 ml deiyonize su
gegirilerek membran stok soliisyonunun uzaklagmasi saglanmistir. Ardindan deiyonize
su ile sistemin sicakligi oda sicakligina getirilmistir. Ardindan Ornek sistemden
gecirilmeye baslanarak retentat ve permeattan 100 ml 6rnek atilmistir. Sistem 6rnekle
yikandiktan hemen sonra ultrafiltrasyon islemine 1000 ml ham enzim soliisyonu ile
baslanmugtir. Ultrafiltrasyon islemi 900 ml permeat ve 100 ml retentat kalincaya kadar
devam edilmistir. Boylelikle hacmen %90 permeat ve %10 retentat olacak sekilde
ultrafiltrasyon islemi tamamlanmistir. Permeat ve retentattan alinan orneklerde enzim
aktivitesi ve toplam protein analizleri yapilarak saflastirma etkinlik katsayis1 belirlenmis
ve islemin etkinligi ortaya konmustur.

Ultrafiltrasyon islemi sonrasi temizlik i¢in sistemden 200-300 ml deiyonize su
gecirilmistir. Ardindan 45-50°C’deki IN NaOH ¢ozeltisi sistemden 1 saat sirkiile
edilmistir. 1 saat sonunda NaOH ¢ozeltisi permeat vanasi agilarak atilmistir. Sistemden
600 ml deiyonize su gegirilerek NaOH ¢6zeltisinin kartuslardan tamamen uzaklagmasi
saglanmistir. Son olarak %20’lik etanol:su ¢ozeltisinden 500 ml sistemden gegirilerek
kartus %20’lik etanol:su ¢ozeltisinde +4 °C’de muhafaza edilmistir. Tiim santrifiij ve
ultrafiltrasyon islemleri de 3’er tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.

3.8. p-mannanaz Aktivitesi Analizi

Fermentasyon, ultrafiltrasyon ve santrifiij sonrasi alinan drneklerde B-mannanaz
aktivitesi degerleri belirlenmistir. Bu amagla endo-p-1,4 f-mannanaz aktivitesi DNS (3,5-
dinitrosalisilik asit) metodu kullanilmistir. Oncelikle Na-sitrat tamponunda (pH 6)
keciboynuzu gami soliisyonu (%0,05 w/v) hazirlanmis ve belirtilen soliisyonun 1,8 ml’si
ile 0,2 ml 20 kat seyreltilmig fermentasyon orneklerinin berrak kismi bir test tiipiinde
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karistirtlmistir. Su banyosunda 50°C’de 5 dk inkiibasyona birakilan 6rneklere 3 ml DNS
cozeltisi eklenmis ve tiipler daha sonra 90°C’lik su banyosunda 15 dk kaynatilarak
sogutulmak iizere buz banyosuna aktarilmistir. Elde edilen oOrnekler 540 nm’de
spektrofotometrede Olgiilmiis ve degerler mannoz standart kurvesinden faydalanilarak
aktivite belirlenmesinde kullanilmistir (Puchart vd 2004).

Enzim analizinde kullanilmak {izere hazirlanan mannoz standart kurvesi Ek-1’de
verilmis olup bu kurveden faydalanilarak olusturulan denklemler asagida verilmistir.

Cmannoz =a X Abssao—b ————» Cmannoz = 3,4522 X Abssa0— 0,0607

Cmannoz = mannoz konsantrasyonu (umol/ml)
Abssso = 540 nm’de okunan absorbans degeri
a = standart kurvenin egimi; b = sabit say1

Abssso degerinin hesaplanmasinda [AbSemek — (AbSsubstratblank + AbSenzimblank)]
denkleminden yararlanilarak substrat ve enzimin analize etkisi sifirlanmaktadir. Burada;
ADbSsmek igin enzim analizinde substrat ile 20 kat seyreltilmis fermentasyon Ornegi
karistirilarak inkiibe edilmistir. ADSsubstratblank i¢in ise 20 kat seyreltilmis substrat 6rnegi
ilave edilmis ve inkiibe edilmistir. ADSenzimblank i¢in ise substrat tizerine 20 kat seyreltilmis
fermentasyon Ornegi ilave edilmis ve inkiibe edilmeden direkt DNS eklenerek renk
degisimi saglanmistir. Agiklamak gerekirse; AbSenzimbiank Ortamda bulunan sekerden
kaynakli1 abs degerini, AbSsubstratblank €nzim analizinde kullanilan substrattan kaynakli abs
degerini ve AbSsmek i1Se fermentasyon 6rnegindeki enzim aktivitesi ve ortamdaki seker ve
enzimin abs degerini ifade etmektedir. Sonu¢ olarak Absss yukaridaki denklik
kullanilarak belirlenmis ve yalnizca enzim aktivitesinden kaynakli abs degisimi
belirlenerek enzim aktivitesi degerleri hesaplanmistir (Burada kor olarak 2 ml su+3 ml
DNS kullanilmaistir).

Abssq degerinin hesaplanmasinda bir diger yol [ADSsmek — AbSenzimblank]
seklindedir. Burada temel fark koriin hazirlanmasidir. Oyle ki analizde kor 1,8 ml LBG
(960,05), 0,2 ml su ve 3 ml DNS olarak hazirlandiginda substrattan kaynakli abs degisimi
korde de gerceklestiginden yalnizca fermentasyon sivisindaki sekerden kaynakli abs
degisiminin belirlenmesi yeterli olacaktir. Bu amagla yukarida agiklanan ADSenzimblank
prosediiriiniin uygulanmasi ve AbSsmek’den ¢ikarilmasiyla AbSsso degeri hesaplanmig
olacaktir.

B-mannanaz aktivitesi (U/ml) = (Cmannoz XRy x DF) / t
Rv = Test tiipiindeki toplam soliisyon hacmi / enzim sollisyonunun hacmi
DF = Diliisyon faktorii
t = Reaksiyon siiresi (dk)
3.9. Kalint1 Seker Analizi
Fermentasyon orneklerinde kalinti seker miktar1 analizleri DNSA (3,5-

dinitrosalisilik asit) analiz metodu ile belirlenmistir (Miller 1959). Oncelikle analizde
kullanilacak ¢ozeltiler;, DNSA ¢ozeltisi (10 g/ NaOH, 10 g/L DNSA ve 0,5 g/L
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sodyumsiilfit), Rachelle tuz ¢ozeltisi (%40’lik potasyum sodyum tartarat) ve SN KOH
hazirlanmaistir.

Analizin yapilisi: 0,1 ml 6rnek, 3,9 ml deiyonize su ve 0,08 ml 12M HCI asit
deney tiiplinde karistirilarak 90°C’lik su banyosunda 10 dk bekletilerek hidrolizasyon
gerceklestirilmistir. Bu noktada tiip igerisindeki drneklerin hidroliz sicakliginda olmasina
dikkat edilmistir. Sicaklig1 kontrol etmek amaciyla termometre yerlestirilmis bir tiip
kontrol olarak kullanilmigtir. Metotta belirtilen sicakliga ulasildiktan sonra siire
baslatilmistir. Daha sonra hidrolizat iizerine 0,2 ml 5N KOH eklenerek nétralizasyon
islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen karisimdan yeni bir tiipe 3 ml alinarak tizerine 3
ml DNSA soliisyonu eklenmis ve renk degisiminin gerg¢eklesmesi igin karisim
vortekslendikten sonra 90°C’lik su banyosunda 15 dakika bekletilmistir. Ardindan renk
stabilizasyonu amaciyla 1 ml %40 Rachelle tuz ¢ozeltisi eklenerek sogutulmus ve 575
nm dalga boyunda okuma yapilip Ek-2’de verilmis olan standart sakkaroz ¢ozeltisi ile
hazirlanmis kurveden seker miktar1 hesaplanmustir.

Sakkaroz standart kurvesinden yararlanilarak olusturulan denklem ve detaylar
asagidaki gibidir.

Cyeker =a X Abss7s + b ——— Cyeker = 57,298 x Absszs + 0,3979
Cseker = seker konsantrasyonu (g/L)

Abss7s= 575 nm’de okunan absorbans degeri

a = standart kurvenin egimi; b = sabit say1

3.10. Toplam Protein Analizi

Ultrafiltrasyon ve santrifiijiin etkinliginin belirlenmesi i¢in toplam protein analizi
yapilmistir. Bu amacgla Thermo Scientific Coomassie (Bradford) Protein Assay kit
kullanilmistir. Bu kitin igerigi su sekildedir:

Coomassie (Bradford) Protein Assay Reagent (950 ml): Suda hazirlanmis
Coomassie G-250 boyasi, metanol, fosforik asit ve ¢éziindiiriicii ajanlar.

Albiimin standart ampiilleri (2 mg/ml, 10 ampiil): %0,9 tuz ve %0,05 sodyum azit
soliisyonunda hazirlanmis 2 mg/ml konsantrasyonda bovine serum albiimin.

Analizin yapilisi: 0,03 ml standart veya 6rnekle 1,5 ml Coomassie Reagent tiipte
karigtirnlmigtir. Daha stabil ve tekrarlanabilir sonuglar elde etmek i¢in 10 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Ardindan standart ve orneklerin tamami 595
nm’de okutulmustur. Blank ile diizeltmesi yapilmis standart absorbanslar1 kullanilarak
standart kurve ¢izdirilmis ve diger orneklerin toplam protein miktart pg/ml olarak
hesaplanmustir.

3.11. Goruntiileme Analizi

Tim fermentasyon denemelerinde hiicre morfolojisinin belirlenmesi amaciyla
Stemi 2000-C ve AxioCam ERc5s (Zeiss, Germany) stereomikroskop sistemi
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kullanilmistir. Goriintiileme analizleri erlenmayer ve biyoreaktor 6rneklerinin tamaminda
gerceklestirilmigtir. Bu amagla fermentasyon ortamindan alinan ornekler santrifiij
edilerek stipernatant atilmis ve elde edilen hiicreler deiyonize su ile en az iki kez
yikanmistir. Ardindan baglangi¢ hacmine deiyonize su ile seyreltilen Ornekler
stereomikroskopta analiz edilmistir. Orneklerin goriintileme islemleri sonucunda
hiicrelerin pellet veya misel yapida olup olmadiklart tespit edilmistir. Bunun yani sira
hiicre ¢aplar1 ImageJ programi (Research Services Branch, National Institute of Mental
Health, Bethesda, Maryland, USA) kullanilarak hesaplanmistir. Program sayesinde
gorlintiide yer alan tiim hiicrelerin ¢aplar1 6l¢lilmiis ve istatistiksel hesaplamalar i¢in
orneklem genisletilmistir.

3.12. SDS-PAGE Analizi

SDS-PAGE analizinin basariyla gerceklestirilebilmesi i¢in asagidaki ¢ozeltiler
hazirlanmistir.

4X Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-Cl pH 8,8): 12,1 g Tris-Base tartilarak
deiyonize su ile 100 m1’ye tamamlanmistir. HCI ile pH ayarlanmustir.

8X Yiikleme Jeli Tamponu (1 M Tris-Cl pH 6,8): 12,1 g Tris-Base tartilarak
deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. HCI ile pH ayarlanmugtir.

%30 Akrilamid Karnisimi: 2,9 g akrilamid ve 0,1 g N,N’-metilen bisakrilamid
tartilarak deiyonize su ile 10 ml’ye tamamlanmistir. Karisim amber renkli sisede +4°C’de
muhafaza edilmistir.

%20 APS (Amonyum peroksidisiilfat): 30 mg APS tartilarak 150ul deiyonize su
ile karistirilmistir. Kullanim 6ncesi taze olarak hazirlanmastir.

1 M DTT: 1,55 g DTT tartilarak 10 ml niikleaz icermeyen deiyonize suda
¢Oziindiiriilmiistiir. 0,5 ml santrifiij tiipline alikotlanmis ve -20°C’ye kaldirilmistir.

4X SDS Jel Yiikleme Tamponu (200 mM Tris-Cl, pH 6,8, %8 SDS, %0.4
Bromfenol mavisi, %40 Gliserol): 2 ml 1 M Tris-Cl pH 6,8, 4 ml %20 SDS, 40 pg
bromfenol mavisi ve 4 ml %100 gliserol karistirilarak hazirlanmigtir.

5X TGS Tamponu (0,025 M Tris-Base, 0,192 M Glisin, %0,1 SDS pH 8,3): 15,1
g Tris-Base, 94 g glisin ve 5 g SDS tartilmis ve 1000 m1’ye deiyonize su ile tamamlanarak
hazirlanmastir.

10X TG Tamponu (1,92 M Glisin, 0,25 M Tris-Base): 144 g glisin ve 30,3 g Tris-
Base tartilmis ve 1000 ml’ye deiyonize su ile tamamlanarak hazirlanmistir.

Staining soliisyonu: %0,1 Coomassie Blue R250; %10 asetik asit, %50 metanol
ve %40 deiyonize su i¢inde hazirlanmistir.

Destaining_soliisyonu: %10 asetik asit, %20 metanol ve %70 deiyonize su
karistirilarak hazirlanmistir.
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SDS-PAGE protokolii:

1.

2.

o

® ~

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.
19.

20.

21.

Jel kaseti hazirlanmis ve taragin 0,5 cm alti isaretlenerek tarak
cikartilmistir.

Ayirma jeli; 4,1 ml deiyonize su, 3,3 ml %30 akrilamid karisimi, 2,5 ml
4X Ayirma jeli tamponu, 50 pl %20 SDS, 50 pl %20 APS ve 4 ul TEMED
karistirilarak hazirlanmistir.

Hazirlanan ayirma jeli igaretli yere kadar siringa yardimiyla hava kabarcigi
kalmayacak sekilde dokiilmiistiir.

Siringa yardimiyla jelin tizeri saf su ile kaplanmistir ve 45 dk jelin
polimerize olmasi beklenmistir.

Kaset yan yatirilmis ve eklenen suyun tamami uzaklagtirilmistir.
Yiikleme jeli; 3,45 ml deiyonize su, 850 pl %30 akrilamid karigimi, 625
ul 8X yiikleme jeli tamponu, 25 ul %20 SDS, 25 ul %20 APS ve 5 ul
TEMED karistirilarak hazirlanmastir.

Cam plakalar arasinda kalan bosluk yiikleme jeli ile doldurulmustur.

45 dk jelin polimerize olmasi beklenmistir.

Bu bekleme siiresince 7 pl 4X SDS Jel yiikleme tamponu, 20 pl 6rnek ve
2,5 pul IM DTT karistirilarak 6rnekler hazirlanmistir.

Omnekler 1s1 blogunda 70°C’de 10 dk bekletilmstir.

Yiikleme jeli katilaginca tarak ¢ikartilmis ve jel tanki 1X yiiriitme tamponu
(TGS) ile doldurulmustur.

Kuyucuk bosluklarindaki hava kabarciklarim1 ¢ikarmak ve kuyular
belirginlestirmek i¢in kuyucuklar tamponla yikanmastir.

Jel elektroforez islemi i¢cin OWL P8D8 (Thermo Scientific) cihazi
kullanilmistir.

Jele oOrnekler yiiklenmeden once 150V’da 15-20 dk on yiiriitme
yapilmistir.

15-20 pl 6rnek kuyucuklara ytiklenmistir. Ayrica ilk ve son kuyucuklara
markir yiiklenmistir.

Boya jelin altina ulasincaya kadar 1-1,5 sa 150V da yiiriitilmiistiir.

Cam plakar ayrilmis ve jelin 1 numarali 6rnegin yiiklendigi kisim
isaretlenmistir.

Cam petri i¢inde deiyonize su ile 10-15 dk ¢alkalayicida yikanmistir.

Su dokiilmiis ve jelin lizerini kapatacak kadar staining soliisyonu
eklenerek 1 saat calkalanarak jel boyanmustir.

Ardindan staining soliisyonu dokiilmiistiir. Destaining soliisyonu eklenmis
ve ara sira degistirilerek 1 saat boyanin uzaklasmasi icin calkalayicida
karistirilmagtir.

Boya giderildikten sonra deiyonize suda jel eski haline gelene kadar
karistirilmis ve goriintiisti LiCor (Odyssey) cihazi kullanilarak alinmistir.

3.13. Enzimin Optimum Calisma Kosullarinin Belirlenmesi

Uretilen enzimin optimum ¢alisma kosullarii belirlemek amaciyla dncelikle pH
3,0-9,0 araliginda 9%0,5’1lik keciboynuzu gami soliisyonu hazirlanmistir. Kegiboynuzu
gami soliisyonunun hazirlanmasinda farkli pH tamponlari; sodyum sitrat (pH 3,5-6),
sodyum asetat (pH 4,0-5,5), MOPS (pH 6,0-8,0), sodyum fosfat (pH 6,0-8,0), CHES (pH
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8,0-10,0) ve CAPS (pH 9,0-11,0) kullanilmastir. Farkli pH’larda hazirlanan keg¢iboynuzu
gami soliisyonu enzim analizinde substrat olarak kullanilmis ve enzim aktivitesi analizleri

yapilmistir (Duruksu vd 2009).

Optimum ¢alisma pH’sinin belirlenmesinden sonra enzimin farkl sicakliklardaki
aktivite degisimi belirlenmistir. Bu amacla 30-80°C araligindaki farkli sicakliklarda
enzim aktivitesi analizleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar karsilastirilarak enzimin
optimum calisma sicakligt belirlenmistir (Duruksu vd 2009).

3.14. Enzimin Substrat Spesifikliginin ve Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

Uretilen enzimin substrat spesifikliginin belirlenmesinde enzimin etki edebilecegi
substratlar dnceden belirlenir ve hazirlanan substrat ekstraktlar1 enzim ile muamele
edilerek pargalanma iiriinlerine bakilir. f-mannanaz enziminin substrat spesifikliginin
belirlenmesi amaciyla da substrat olarak ke¢iboynuzu gami, guar gam,
karboksimetilseliiloz, nisasta ve jelatin kullanilmistir (Katrolia vd 2012). Her substrattan
0,125,0,25,0,5,1, 2,4, 8,12, 16 ve 20 mg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanmis ve enzim
aktivitesi analizlerinde substrat olarak kullanilmistir. Elde edilen sonuglar vasitasiyla
substrat-enzim aktivitesi grafigi GraphPad PRISM 6 kullanilarak olusturulmustur.
Olusturulan grafikten enzimin substrat afinitesi (ilgisi) ve enzimin hizi hakkinda bilgi
veren Kmn (Michaelis Menten sabiti) ve Vmax (Maksimum enzim hizi) degerleri
hesaplanmustir.

3.15. Farkh Reaktiflerin Enzim Aktivitesine Etkilerinin Belirlenmesi

Saflastirilmis ve aktivite degeri analizle belirlenmis olan enzim preparatinin farkli
reaktiflerle muamelesi sonrasi aktivite degerlerindeki degisimin belirlenmesi amaciyla
farkli iyonlar varliginda denemeler gerceklestirilmistir. Bu amagla 1 mM hazirlanan
metal iyonlar1 (K*, Sr?*, Ca®*, Ni?*, Fe**, Ba®*, Cu?*, Co?", Na*, Zn?, Li*, Mn?*, Ag*) ve
metal selat ajan1 (EDTA) ile enzimin optimum ¢aligsma sicakliginda ve pH soliisyonunda
30 dk inkiibasyona birakildiktan sonra enzim aktivitesi analizi yapilarak enzimin aktivite
kayb1 veya artisi belirlenmistir (Katrolia vd 2012).

3.16. p-mannanazin De-glikozilasyonu

B-mannanaz enziminin aktif uglarma herhangi bir maddenin baglanip
baglanmadigini tespit etmek amaciyla de-glikozilasyon analizi yapilmistir. 10 pg B-
mannanaz enzimi 100°C’de denatiire edildikten sonra 250 U endo-B-N-
asetilglikozaminidaz ile 2 saat 37°C’de muamele edilmis ve sonra SDS-PAGE’de kontrol
ornegine karsi analiz edilmistir (Katrolia vd 2012).

3.17. Dondurarak Kurutma

Elde edilen yigin (bulk) enzim soliisyonundan toz enzim preparati liretmek
amaciyla dondurarak kurutma prosesi uygulanmistir. Bu amagla farkli formiilasyonlarda
karisimlar hazirlanmigtir. Sirasiyla 200 mM sakkaroz; 200 mM sakkaroz+%1 BSA
(Bovine serum albiimin); 200 mM sakkaroz+%0,5 jelatin; 200 mM sakkaroz+%1 PEG
(Polietilen glikol) olmak {izere dort farkli formiilasyon denenmistir. Hazirlanan
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liyofilizasyon stabilizatorleri esit oranda enzim preparati ile karistirildiktan sonra
dondurarak kurutma prosesine tabii tutulmustur. Bu amagla laboratuvar tipi dondurarak
kurutucu (LABCONCO, Freezone 2,5 Plus, USA) kullanilmis olup ¢alisma sartlari; -85
°C, 200 mTorr’da 2 saattir. Liyofilizasyon sonrasi elde edilen {iriinden fosfor pentoksit ile
vakumlu desikatorde 7 giin oda sicakliginda muhafaza edilerek su ucurulmustur. Elde
edilen triinde enzim aktivitesi analizi yapilarak dondurarak kurutmanin etkinligi
belirlenmistir (Srirangsan vd 2011).

3.18. Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi

Reaktorden alinan Orneklerde seker ve [-mannanaz aktivitesi analizleri
yapildiktan sonra elde edilen veriler dogrultusunda;

s Seker tiiketimi (g/L)
B-mannanaz aktivitesi (U/ml)
Maksimum tiiketim oran1 (g/L/giin)

% Maksimum iiretim orani (U/ml/giin)
% Verim (Yess) (U/g)
Kinetik parametreleri belirlenmistir.

Hesaplamalar S (substrat) ve P (lirlin) olmak iizere asagidaki denklemlerden
yararlanilarak hesaplanmistir.

Gelismenin sonunda seker tiikketimi;

S=S1— So olup g/L olarak hesaplanmustir.

Gelismenin sonunda iiriin miktari;

P= P1—Po olup g/L olarak hesaplanmstir.

Bunlarin yani sira maksimum tiretim ve tiiketim oranlari da;

Maksimum iiretim orani (g/L/sa) = B-mannanaz aktivitesi kurvesinin en dik
kisminin egimi,

Maksimum tiiketim oran1 (g/L/sa) = Seker kurvesinin en dik kisminin egimi,
Verim (Ypss) (U/g): Enzim aktivitesi/Tiiketilen toplam seker konsantrasyonu
denklemleri kullanilarak hesaplanmistir (Shuler ve Kargi 2008).
3.19. istatistiksel Analizler
Arastirma tesadiif parselleri deneme deseninin faktoriyel diizenlenmesi seklinde

planlanmis, arastirmadan elde edilen sonuglar varyans analizine ve énemli bulunan ana
varyasyon kaynaklar1 ortalamalart Duncan Coklu Karsilastirma Testine tabi tutulmustur.
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Faktor sayisinin ikiyi agsmamasi durumunda, faktor ortalamalari arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkliliklarin olup olmadigin1 bulmak i¢in varyans analizi yontemine
basvurulmustur. Duncan, ¢oklu karsilagtirma testlerinden biri olup, faktor ortalamalari
arasindaki farki test etmek i¢in kullanilmistir (Diizgiines vd 1987). Varyans analizlerinde
ve Duncan Coklu Karsilastirma Testlerinde asgari giiven sinir1 %95 olarak alinmaistir.
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4. BULGULAR
4.1. Calkalamah Inkiibatér Kontrol Fermentasyonu

Mikropartikiil kullanim sonucu elde edilen sonuglar1 karsilagtirmak amaciyla
oncelikle calkalamali inkiibatdrde kegiboynuzu besiyeri kullanilarak mikropartikiilsiiz
kesikli fermentasyonlar gergeklestirilmistir. 3 tekerriirlii olarak gergeklestirilen kontrol
fermentasyonlar1 30°C ve 200 d/d’da 10 giinde tamamlanmistir. Analizler sonucunda 8.
giinde ortamdaki sekerin tamaminin (34,18+0,44 g/L) kullanildig1 tespit edilmistir.
Maksimum B-mannanaz aktivitesi degeri ise 10. giinde 310,50+9,67 U/ml olarak
belirlenmistir. Fermentasyon siiresince seker tiiketimi ve [-mannanaz aktivitesi
degerlerine ait degisim Sekil 4.1’de verilmistir.
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—-Mannanaz aktivitesi (U/ml)  —=O—Seker miktar1 (g/L)

Sekil 4.1. Kontrol fermentasyonu seker tiiketimi ve f-mannanaz aktivitesi degerleri

Calkalamali inkiibator kontrol fermentasyonunda seker kullanimina paralel olarak
enzim {iretiminin de basariyla gergeklestigi goriilmiistiir. Ikinci giinde enzim aktivitesi
degeri 131,76+5,38 U/ml iken sekizinci glinde bu deger 305,66+10,01 U/ml olmustur.
Benzer sekilde ikinci giinde fermentasyon ortamindaki seker miktar1 21,93+0,65 g/L iken
sekizinci giinde bu deger 0 g/L’ye inmistir. Seker tiikketim ve f-mannanaz iiretim oranlari
ise sirasiyla 5,46 g/L/giin ve 35,95 U/ml/giin olarak hesaplanmistir. Sonug olarak
mikropartikiilsiiz ~ gerceklestirilen ¢alkalamali inkiibator kontrol fermentasyonu
denemelerinde rekombinant Aspergillus sojae sekerin tamamini etkin olarak kullanmis
ve B-mannanaz enzimi iiretiminde bagarili olmustur.

Kontrol fermentasyonunda maksimum hiicre ¢ap1 biiyiikligii 1482,78+117,32um
olarak 8. giinde alman Orneklerde hesaplanmistir. Hiicre morfolojisinin belirlenmesi
amaciyla alian goriintiiler de Sekil 4.2°de verilmistir. Hiicre goriintiileri incelendiginde
de bu durum rahatlikla gézlemlenmektedir. Ayrica misel olusumu gézlenmemis olup
hiicreler pellet olarak gelisim gostermislerdir.
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s

Sekil 4.2. Kontrol fermentasyonu hiicre gelisim morfolojisi (Sirasiyla 2, 4, 6, 8 ve 10. giin
ornekleri)

4.2. Calkalamah Inkiibatér Aliiminyum Oksit Denemeleri

Calkalamali inkiibatér kontrol fermentasyonu tamamlandiktan sonra Oncelikle
aliminyum oksit erlenmayer fermentasyonlar1 gergeklestirilmistir. Bu amagla 1, 3, 5, 10,
15, 20 ve 25 g/L aliiminyum oksit igerecek sekilde hazirlanan kegiboynuzu besiyerlerine
rekombinant Aspergillus sojae inokiile edilmis, 10 giin siireyle 200 d/d ve 30°C’de
fermentasyona birakilmistir. Alinan 6rneklerde B-mannanaz aktivitesi, seker miktar1 ve
hiicre morfolojisi analizleri yapilarak kontrol fermentasyonu ile karsilastirilmistir.

Altiminyum oksit erlenmayer denemelerinde ortamdaki seker rekombinant
Aspergillus sojae tarafindan sorunsuzca kullanilmistir. Fermentasyon ortamindaki
sekerin tamaminin biitiin aliminyum oksit konsantrasyonlarinda tiikkendigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Aliiminyum oksit erlenmayer denemelerine ait seker tiiketim sonuglart

Aliminyum Seker miktar1 (g/L)
oksit kons.
(g/L) 0. giin 2. giin 4. glin 6. giin 8. giin

1 34,03+0,59 23,35+0,38 7,42+0,03 2,86+0,09 0,00+0,00
3 34,57+0,06 27,21+0,93 8,98+0,13 2,86+0,06 0,00+0,00
5 34,54+0,09 27,06£0,59  10,21+0,19  2,94+0,03 0,00+0,00
10 34,80+0,18 25,95+0,36  10,54+0,24 2,81+0,1 0,00+0,00
15 34,36+0,27 24,23+0,78  9,25+1,20 2,86+0,1 0,00+0,00
20 34,06+0,56 25,35+0,59  10,94+0,19  2,97+0,05 0,00+0,00
25 34,42+0,21 24,15+0,22 9,75+0,23 2,89+0,11 0,00+0,00

B-mannanaz enzimi iiretimi genellikle seker kullanimina paralel olarak devam
etmektedir. Ancak ortamda seker tlikense bile hiicreler enzim {iretmeye devam
edebilmektedirler. Rekombinant Aspergillus sojae’de bu durum bir arada
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gerceklesmektedir. Cizelge 4.2°de de goriildiigl iizere ortamdaki seker sekizinci glinde
tilkenmis olmasina ragmen enzim aktivitesi degerleri artis gostermektedir.

Cizelge 4.2. Aliiminyum oksit erlenmayer denemelerine ait 3-mannanaz aktivitesi sonuglari

Aliminyum B-mannanaz aktivitesi (U/ml)
oksit kons.
(g/L) 0. giin 2. giin 4. giin 6. giin 8. giin 10. giin

1 0,00+0,00 136,64+3,42 148,68+3,04  269,58+3,66 288,40+6,56 343,64+6,21
3 0,00+0,00 123,36+0,77 200,02+5,54  253,53+9,97 264,81+3,64 265,27+2,20
5 0,00+£0,00 141,08+4,32 201,90+4,73  243,13£7,80 247,20+6,14 254,65+2,94
10 0,00+0,00 141,15+4,59 189,39+5,77 265,72+13,00 281,67+2,32 269,30+6,71
15 0,00+0,00 150,47+8,77 180,88+5,64 219,96+11,33 270,97+2,36 335,58+25,93
20 0,00+£0,00 161,10+5,51 160,05+2,95 197,51+5,39 248,01£3,59 216,25+5,35
25 0,00+0,00 140,26+6,89 153,61+8,05 211914+8,38 237,31+6,00 184,32+1,40

En yiiksek B-mannanaz aktivitesi degeri 343,64+6,21 U/ml olarak 1 g/L
aliminyum oksit kullanilan denemelerde elde edilmistir. Bu denemeleri 335,58+25,93
U/ml ve 269,30+6,71 U/ml B-mannanaz aktivitesi sonuglariyla 10 g/L ve 15 g/L
aliminyum oksit i¢ceren denemeler izlemistir. Alliminyum oksit konsantrasyonu arttik¢a
B-mannanaz enzimi tiretim degerleri ve dolayisiyla da aktivite degerlerindeki azalmanin
istatistiksel olarak dnemli oldugu belirlenmistir (p<0,05). Oyle ki en diisiik f-mannanaz
aktivitesi degeri 184,32+1,40 U/ml olarak 25 g/L aliiminyum oksit igeren besiyerinde
gerceklestirilen denemede elde edilmistir.10. giin hiicre ¢ap1 ve p-mannanaz aktivitesi
degerleri Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.3. Aliminyum oksit ve kontrol erlenmayer fermentasyonlarina ait 3-mannanaz
aktivitelerinin ve hiicre ¢aplarinin karsilagtirilmasi

Calkalamali  inkiibatér aliiminyum oksit denemelerinde mikropartikiil
konsantrasyonu arttikca hiicre ¢ap1 degerlerinin hizla dustiigii, aliiminyum oksit
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konsantrasyonu 15 g/L ve iizerine ¢iktiginda ise hiicre ¢cap1 degerlerinin yeniden arttigi
belirlenmistir. Mikroorganizma ¢ap1 degerlerindeki bu azalis ve artisin istatistiksel olarak
onemli oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Kontrol fermentasyonu B-mannanaz aktivitesi ve hiicre ¢ap1 degerleri sirasiyla
310,50+£9,67 U/ml ve 1482,78+117,32um’dir. Aliiminyum oksit varliginda
gerceklestirilen denemelerde ise en yiiksek B-mannanaz aktivitesi ve hiicre ¢ap1 degerleri
343,64+6,21 U/ml ve 693,77+73,42um olarak 1 g/L. mikropartikiil konsantrasyonunda
elde edilmistir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda hiicre capi1 degerleri azalirken f-
mannanaz aktivitesi degerleri de istatistiksel olarak azalmistir (p<0,05). Ancak 15 g/L
altiminyum oksit konsantrasyonunda hiicre ¢ap1 degerlerinde artis gozlemlenmis ve hiicre
cap1 degeri 565,65+£30,97um olarak hesaplanmistir. Ayn1 konsantrasyonda J-mannanaz
aktivitesi degeri ise 335,58+25,93 U/ml olarak belirlenmistir. Bu durum agikca
gostermektedir ki ilave edilen aliiminyum oksit konsantrasyonu belirli bir konsantrasyona
kadar hiicre capinda azalmalara neden olurken sinir degerler asildiginda hiicre ¢api
degerleri kismen artmistir. Oyle ki hiicre capi degerlerinin farkini yani hiicrelerin
homojenligini ortaya koyan standart hata degerleri de hiicre ¢ap1 degerleriyle benzerlik
gostermis ve u¢ degerlerde daha yiiksek degerler hesaplanmaistir.

Hiicre caplarindaki farklilik ¢ap degerlerinin hesaplanmasi amaciyla alinan
goriintiilerde de acikga gortilmektedir (Sekil 4.4). Biitiin fermentasyon denemelerinde
farkli biiyiikliikteki hiicreler bir arada gelisim gostermislerdir. Biitiin aliiminyum oksit
denemelerinde hiicreler pellet halinde gelismisler ve misel gelisimler 1. giinden sonraki
orneklerde tespit edilmemistir.
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Sekil 4.4. Kontrol ve aliminyum oksit erlenmayer denemeleri sekizinci giin hiicre
goriintiileri (Soldan saga sirayla; kontrol, 1 g/L, 3 g/L, 5 g/L, 10 g/L, 15 g/L,
20 g/L ve 25 g/L aliiminyum oksit konsantrasyonunda gergeklestirilen
denemeler)

4.3. Calkalamah Inkiibatér Magnezyum Silikat Denemeleri

Calkalamali inkiibator denemeleri igin farkli konsantrasyonlarda (1, 3, 5, 10, 15,
20 ve 25 g/L) magnezyum silikat igeren erlenmayerler 30°C, 200 d/d’da 10 giin siireyle
fermentasyona birakilmistir. Fermentasyon siiresince alinan 6rneklerde seker miktari, -
mannanaz aktivitesi ve hiicre morfolojisi analizleri gerceklestirilmistir.

Aliminyum oksit ve kontrol erlenmayer fermentasyonlarinda oldugu gibi
magnezyum silikat erlenmayer fermentasyonlarinda da sekerin tamami sekizinci giinde
tilketilmistir (Cizelge 4.3). Bu durum erlenmayer denemelerinde rekombinant Aspergillus
sojae’nin sekeri etkin bir sekilde mikropartikiil varliginda veya yoklugunda
kullanabildigini ortaya koymustur. Ancak fermentasyon ortaminda magnezyum silikat
olmasi halinde seker tiiketim hizlarinda artis olmustur. Bu durum Cizelge 4.3’de
goriilmekle birlikte kinetik parametreler incelendiginde bu hiz artiginin istatistiksel olarak
da 6nemli oldugu goriilmektedir (p<0,05).
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Cizelge 4.3. Magnezyum silikat erlenmayer denemelerine ait seker tiiketim sonuglari

l\/_qunezyum Seker miktari (g/L)
silikat kons.
(g/L) 0. giin 2. giin 4. giin 6. giin 8. glin

1 33,70+0,92 13,65+0,36  3,03+0,03 1,34+0,00 0,00+0,00
3 34,51+0,12 12,41+0,20  2,99+0,05 1,33+0,01 0,00+0,00
5 34,42+0,21 12,78+0,35  2,93+0,03 1,31+0,02 0,00+0,00
10 33,73+0,89 11,37+0,34  2,81+0,03 1,28+0,00 0,00+0,00
15 34,54+0,09 11,87+0,24  2,87+0,04 1,30+0,01 0,00+0,00
20 33,79+0,83 12,35+0,27  2,86+0,03 1,30+0,01 0,00+0,00
25 34,12+0,50 13,22+0,51  2,87+0,12 1,31+0,02 0,00+0,00

Magnezyum silikat denemelerinde hesaplanan enzim aktivitesi degerleri Cizelge
4.4’de verilmistir. Magnezyum silikat erlenmayer denemelerinde en yiiksek -mannanaz
aktivitesi degeri 568,72+1,22 U/ml olarak 5 g/L mikropartikiil konsantrasyonunda elde
edilmistir. Magnezyum silikat konsantrasyonu 3 ve 1 g/L. oldugunda ise sirasiyla
553,53+18,55 U/ml ve 469,13+9,15 U/ml enzim aktivitesi degerleri elde edilmistir. 5
g/L’den daha fazla magnezyum silikat ilave edildiginde ise enzim aktivitesi degerlerinde
diistisler olmustur. En diisiik enzim aktivitesi degeri 228,79+5,82 U/ml olarak 20 g/L
magnezyum silikat konsantrasyonunda elde edilmistir. Sonug olarak aliiminyum oksit
erlenmayer denemelerinde oldugu gibi magnezyum silikat erlenmayer denemelerinde de
uygun konsantrasyonlarda mikropartikiil kullaniminda enzim aktivitesinde artis
gozlemlenmis ve daha yiiksek konsantrasyonlarda ise aktivite degerlerinde istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde azalmalar ger¢eklesmistir (p<0,05).

Cizelge 4.4. Magnezyum silikat erlenmayer denemelerine ait f-mannanaz aktivitesi

sonuglar1

Magnezyum B-mannanaz aktivitesi (U/ml)

silikat kons.
(g/L) 0. glin 2. glin 4. glin 6. giin 8. giin 10. giin
1 0,00+0,00 130,16+5,99 235,03+12,15 350,75+13,98 450,31+7,59 469,13+9,15
3 0,00+0,00 127,40+2,62 222,94+1,70 365,97+11,59 499,94+25,02 553,53+18,55
5 0,00+0,00 107,05+1,41 199,77+2,98 355,63+£5,61 543,98+6,28 568,72+1,22
10 0,00+0,00 35,83+2,10 21,85+1,16 101,51+8,18 253,19+15,16 287,14+16,95
15 0,00+0,00 29,11+£2,30 11,02+0,99 69,21+5,93 190,53+21,05 241,37+33,76
20 0,00+0,00 27,71+1,08 6,41+0,97 59,72+3,34  177,36+9,68 228,79+5,82
25 0,00+0,00 31,11£2,12 7,01+0,57 55,1249,20 173,90+13,65 235,01+11,57

Magnezyum silikat erlenmayer denemelerinde B-mannanaz aktivitesi degerlerinin
hiicre biiylkligi ile iliskisinin gosterilmesi amactyla enzim aktivitesi ve hiicre capi
degerleri Sekil 4.5’de karsilastirllmistir. Burada ilk dikkat ¢eken durum hiicre c¢api
standart hata degerlerinin yani hiicre boyut farkliliklarinin kontrol ve aliiminyum oksit
erlenmayer denemelerinden oldukga yiiksek olmasidir. Bu farklilik Sekil 4.5°te verilen
hiicre goriintiilerinde de agik¢a goriilmektedir. Bu farklilik enzim aktivitesi degerlerini
olumsuz etkilememis olup ilk ii¢c konsantrasyonda (1, 3 ve 5 g/L magnezyum silikat)
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enzim aktivitesinde artis olurken daha yiiksek konsantrasyonlarda magnezyum silikat
kullanimlarinda aktivitede diistisler olmustur.
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Sekil 4.5. Magnezyum silikat ve kontrol erlenmayer fermentasyonlarina ait -mannanaz
aktivitelerinin ve hiicre ¢aplarinin karsilastirilmasi

Hiicre caplar1 ilave edilen magnezyum silikat konsantrasyonu arttikca diismiis ve
en diisiik hiicre ¢ap1 degeri 358,33+199,76pum olarak 25 g/ magnezyum silikat
konsantrasyonunda elde edilmistir. Hiicre caplarindaki bu diisiis hiicrelerin gelisim
tiplerinde de farkliliklar ortaya koymustur. Oyle ki ilk {ic magnezyum silikat
konsantrasyonunda (1, 3 ve 5 g/L) hiicreler yalmizca pelletler halinde gelisim
gostermisken daha yiiksek mikropartikiil konsantrasyonlarinda pellet+misel karisik tip
gelisim gozlemlenmistir (Sekil 4.6). Bu gelisimdeki farklilik enzim aktivitesi degerlerini
de etkilemis ve enzim aktivitesi degerleri karisik tip hiicre gelisiminin gdézlemlendigi
mikropartikiil konsantrasyonlarinda diismiistiir. Ornegin 5 g/L magnezyum silikat
konsantrasyonunda enzim aktivitesi degeri 568,72 U/ml olarak hesaplanmigken ortamda
10 g/L magnezyum silikat bulundugunda enzim aktivitesi degeri 287,14 U/ml’ye kadar
diismiistiir. Bunun yan sira daha yiiksek konsantrasyonlarda mikropartikiil ilavesinin de
enzim liretimi ve dolayisiyla aktivite degerlerinde istatistiksel olarak dnemli bir azalmaya
neden oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.6. Kontrol ve magnezyum silikat erlenmayer denemeleri sekizinci giin hiicre
goriintilileri (Soldan saga sirayla; kontrol, 1 g/L, 3 g/L, 5 g/L, 10 g/L, 15 g/L,
20 g/L ve 25 g/L magnezyum silikat konsantrasyonunda gergeklestirilen
denemeler)

4.4. Calkalamah Inkiibatér Kontrol ve Mikropartikiilli Fermentasyonlarin
Karsilastirilmasi

Reaktdr denemelerinde kullanilacak aliiminyum oksit konsantrasyonlarinin
belirlenmesi amaciyla kinetik parametreler hesaplanmistir (Cizelge 4.5). Ortamdaki
sekerin tamamu tiiketildiginden ve seker tiiketim degerlerindeki fark istatistiksel olarak
onemli olmadigindan aliiminyum oksit biyoreaktor konsantrasyonlarinin belirlenmesinde
B-mannanaz aktivitesi ve 3-mannanaz tiretim orani degerleri dikkate alinmigtir.
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Cizelge 4.5. Aliminyum oksit erlenmayer denemelerine ait kinetik degerler

Maksimum B-  Toplam

Al-oksit Seker tiikketim  B-mannanaz iiretim mannanaz Seker
kons. orant (¢/L/giin)  oran1 (U/ml/giin)* aktivitesi titketim Hiicre morfolojisi
(g/L) glig & degerleri degerleri
(U/mly* (g/L)
Kontrol 5,46° 35,957 310,502 34,182 Biiyiik pellet
1 5,47° 35,492 343,642 34,037 Biiyiik pellet
3 5,672 32,99 265,27° 34,572 Pellet
5 5,58% 29,820 254,65° 34,547 Pellet
10 5,57% 34,407 269,30° 34,807 Pellet
15 5,47° 30,57 335,58? 34,367 Pellet
20 5,39° 26,621 248,21° 34,067 Pellet
25 5,45b 27,31« 237,31° 34,427 Pellet

*[statiktiksel fark Snemli bulunmustur (p<0,05).

Kontrol fermentasyonundan daha yiiksek enzim aktivitesinin elde edildigi 1 g/L
ve 15 g/L aliiminyum oksit konsantrasyonlari biyoreaktdr denemeleri i¢in segilen ilk iki
deger olmustur. Ugiincii degerin seciminde ise kontrol fermentasyonuna en yakin iki -
mannanaz aktivitesi degerinin elde edildigi 3 g/L ve 10 g/L’lik mikropartikiil
konsantrasyonuna ait diger kinetik parametreler karsilastirilmistir. Bu  kinetik
parametrelerden en 6nemlisi f-mannanaz enzimi iiretim oran1 degeri olup bu deger 3 g/L
ve 10 g/L’lik konsantrasyonlar i¢in sirastyla 32,99 U/ml/giin ve 34,40 U/ml/giin olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglar neticesinde 10 g/L’lik aliiminyum oksit konsantrasyonunda
enzim Uretimi daha hizli gerceklestiginden ve bu fark istatistiksel olarak Snemli
oldugundan biyoreaktér denemelerinde kullanilacak {i¢ilincii konsantrasyon olarak
secilmistir (p<0,05). Uretilen birim enzime karsilik tiiketilen birim seker miktarinin
gosterildigi Sekil 4.7 incelendiginde de enzim iiretiminde en basarili {i¢ aliminyum oksit
konsantrasyonun 1 g/L, 10 g/L ve 15 g/L oldugu goriilmektedir.
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Kontrol (0 g/L
n (Og/L)

1lg/L

20 g/L 3g/L

15 g/L : 5 g/L

10 g/L

Sekil 4.7. Aliiminyum oksit erlenmayer denemelerinde tiiketilen birim sekere karsilik
elde edilen birim enzim aktivitesi (U f-mannanaz aktivitesi/mg seker)

Altiminyum oksit denemelerinde oldugu gibi magnezyum silikat erlenmayer
denemelerinde de biyoreaktoérde kullanilacak konsantrasyonlarin belirlenmesi amaciyla
kinetik parametreler hesaplanmistir (Cizelge 4.6). Daha 6nceki boliimlerde de agiklandigi
lizere magnezyum silikat erlenmayer denemelerinde de ortamdaki sekerin tamami
rekombinant Aspergillus sojae tarafindan kullanilmis ve seker tiikketim degerlerinin
istatistiksel olarak 6nemli olmadig: tespit edilmistir. Bu nedenle de magnezyum silikat
erlenmayer denemelerinde de enzim aktivitesi ve enzim iiretim orani1 degerleri dikkate
alinarak biyoreaktér magnezyum silikat mikropartikiil konsantrasyonlari belirlenmistir.

Cizelge 4.6. Magnezyum silikat erlenmayer denemelerine ait kinetik degerler

Mg- Maksimum - Té)pllam
silikat Seker tiikketim  -mannanaz iiretim mannanaz t"k6e tei:n Hiicre
kons. orani (g/L/giin)*  orani (U/ml/giin)* aktivitesi dlel“erleri morfolojisi
(g/L) degerleri (Umly* 98
(g/L)
Kontrol 5,46° 35,959 310,50°¢ 34,182 Biiyiik pellet
1 7,672 56,06" 469,13° 33,707 Biiyiik pellet
3 7,882 61,92 553,532 34,517 Pellet
5 7,872 66,832 568,72? 34,427 Pellet
10 7,732 47,38¢ 287,14 33,73 Pellet+misel
15 7,928 40,62 241,37% 34,542 Pellet+misel
20 7,732 39,24 228,79° 33,797 Pellet+misel
25 7,812 40,14% 235,01¢ 34,127 Pellet+misel

*[statiktiksel fark Snemli bulunmustur (p<0,05).

Seker tiiketim oranlari incelendiginde rekombinant Aspergillus sojae’nin sekeri
diger erlenmayer denemelerine gore daha hizli kullandigi tespit edilmistir. En yiiksek
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seker tiiketim oran1 7,92 g/L/glin olarak 15 g/L mikropartikiil konsantrasyonunda ve
pellet+misel karisik tip hiicre gelisiminde gozlemlenmistir. Ancak seker tiiketim
oranlarindaki bu artis maalesef enzim aktivitesi degerlerine yansimamustir. Oyle ki en
yiiksek B-mannanaz aktivitesi ve B-mannanaz iiretim orani degerleri 1, 3 ve 5 g/L
magnezyum silikat iceren erlenmayer denemelerinde elde edilmistir. Enzim aktivitesi ve
tiretim oran1 degerlerindeki bu artig istatistiksel olarak da 6nemli oldugundan bu {i¢ deger
biyoreaktér denemelerinde kullanilmak tizere segilmistir (p<0,05). Sekil 4.8’de de agikca
goriildiigii lizere birim seker basina elde edilen birim enzim akvitesi degeri en yiiksek 1,
3 ve 5 g/LL magnezyum silikat i¢eren besiyerlerinde elde edilmistir.

Kontrol (0 g/L)
18

15
25 g/L 12 1g/L
9
20 g/L 3g/L
15g/L . 5¢9/L

10 g/L

Sekil 4.8. Magnezyum silikat erlenmayer denemelerinde Tiiketilen birim sekere karsilik
elde edilen birim enzim aktivitesi (U f-mannanaz aktivitesi/mg seker)

4.5. Biyoreaktor Kontrol Fermentasyonu

Biyoreaktorde  yari-kesikli ~ beslemeli ~ fermentasyonlar i¢in  kontrol
(mikropartikiilsiiz) denemeleri; 400 d/d, 30°C ve 1 I/d hava besleme sartlarinda
gerceklestirilmistir. Alinan 6rneklerde B-mannanaz aktivitesi, seker miktari ve hiicre ¢cap1
analizleri  gerceklestirilmistir. Uc  tekerriirlii olarak  gerceklestirilen  kontrol
fermentasyonundan elde edilen sonuglar Cizelge 4.7’de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Biyoreaktor kontrol fermentasyonuna ait sonuglar

Giin -mannanaz aktivitesi Seker mik. Hiicre ¢ap1
(U/mi) (9/L) (pm)
0 0+0 40,66+0,66 0+0
1 60,23+5,46 39,96+0,38 240,24+5,65
2 88,12+3,82 31,08+0,02 367,75+15,32
3 92,86+3,14 19,78+0,17 484,47+18,83
4 73,59+5,55 10,05+0,04 698,62+15,29
5 32,74+9,97 3,78+0,08 826,5+26,82
5,007 32,74+9,97 7,22+0,26 826,5+26,82
6 30,4+11,84 2,75+0,04 880,42+20,67
6,007 30,4+11,84 6,34+0,03 880,42+20,67
7 26,21+9,23 2,49+0,04 963,84+36,47
8 27,39+15,92 2,47+0,23 1051,26+24,44
9 42,17+14,15 2,17+0,06 1017,06+20,14

Rekombinant Aspergillus sojae, erlenmayer denemelerinde oldugu gibi
biyoreaktor kontrol fermentasyonunda da sekeri etkin bir sekilde kullanmistir. Besinci
giinde seker konsantrasyonu 5 g/L’nin altina diistiigiinde uygulanan yari-kesikli beslemeli
fermentasyon teknigi nedeniyle taze kegiboynuzu ekstrakti ile besleme yapilmistir.
Beslemeler sonras1 fermentasyon bir siire daha devam ettirilmis ve dokuzuncu giinde
seker konsantrasyonu 2,17+0,06 g/L olarak hesaplanmustir.

Seker tiiketiminde ve hiicre gelisiminde herhangi bir sorun olmamasina karsin
enzim aktivitesi degerleri erlenmayer denemelerinden daha diisiik olmustur. Oyle ki
biyoreaktor kontrol fermentasyonu en yiiksek B-mannanaz aktivitesi degeri 92,86+3,14
U/ml olarak fermentasyonun ii¢iincii giiniinde belirlenmistir. Fermentasyonun ilerleyen
asamalarinda da enzim aktivitesi degerleri diismiistiir. Yari-kesikli fermentasyon teknigi
kapsaminda enzim tretimini arttirmay1 hedefleyen seker ilaveleri sonrasi hiicre pellet
caplart artmasina ve hiicre gelisimi devam etmesine karsin enzim {iretimleri istenilen
diizeylere ulagamamistir (Sekil 4.9).

Kontrol fermentasyonlarinda hiicre biyiikliigiinii sinirlayici ajanlar (aliiminyum
oksit veya magnezyum silikat) kullanilmadigindan fermentasyon siiresince genel olarak
hiicre ¢ap1 degerlerinin arttigi gozlemlenmistir. En yiiksek hiicre ¢ap1 degeri sekizinci
glinde 1051,26+24,44um olarak hesaplanmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Biyoreaktor kontrol fermentasyonu enzim aktivitesi, seker miktari ve hiicre ¢ap1
degisimi

Daha onceki boliimlerde de bahsedildigi gibi biyoreaktorlerde kiiflerle
gerceklestirilen fermentasyonlarda hiicre kontrolii ve tekrarlanabilir sonug eldesi oldukca
giictiir. Clinkii zor sartlarda ilireme yetene8ine sahip olan kiifler, kendilerine 6zel
hazirlanmis ortamlarda rahatlikla ve hizla gelisebilmektedirler. Sonug olarak agir1 hiicre
gelisimi ve koplirme nedeniyle fermentasyon kabi ¢eperlerine hiicreler yapistigindan
ciddi hiicre kayiplart gergeklesebilmektedir. Yari-kesikli beslemeli biyoreaktor kontrol
denemelerinde de mikropartikiil gibi hiicre boyutunu sinirlayict  bir ajan
kullanilmadigindan hiicrelerin birbirine ve fermentasyon kabi ¢eperlerine yapigmasi
engellenememistir (Sekil 4.10). Bu nedenle siirekli hiicre kayiplar1 yasanmis ve enzim
aktivitesi degerleri istenilen diizeyde ger¢eklesmemistir. Cilinkii gelisen ve belirli
olgunluga erisen hiicreler ¢eperlere yapigarak besiyerinden ayrilmis ve enzim tiretiminde
etkin olamamustir.
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Sekil 4.10. Biyoreaktor kontrol fermentasyonu yogun hiicre gelisimi (Hiicre goriintiileri:
Ek 3)

4.6. Biyoreaktor Aliiminyum Oksit Denemeleri

Biyoreaktorde kontrol fermentasyonunun tamamlanmasinin ardindan erlenmayer
denemeleri sonucu segilen aliiminyum oksit konsantrasyonlari (1, 10 ve 15 g/L)
kullanilarak biyoreaktor denemeleri gerceklestirilmistir. Fermentasyonlarin tamami yari-
kesikli beslemeli olarak 400 d/d, 30°C ve 1 I/d hava besleme sartlarinda
gerceklestirilmistir. Fermentasyonlarin tamaminda alinan orneklerde seker analizleri
yapilarak seker tiketimi takip edilmistir. Fermentasyon ortamindaki seker
konsantrasyonu 5 g/L’nin altina diistiigii giin ve 24 saat sonra olmak {izere iki defa seker
ilavesi gergeklestirilmis (80-100 ml 10°Bx kegiboynuzu ekstrakti) ve fermentasyonlar
dokuzuncu giinde sonlandirilmistir.

4.6.1. Biyoreaktorde 1 g/L aliiminyum oksit ile fermentasyon
1 g/L aliminyum oksit konsantrasyonunda yari-kesikli beslemeli olarak

biyoreaktorde gergeklestirilen denemelere ait B-mannanaz aktivitesi, seker miktar1 ve
hiicre ¢ap1 sonuglar1 Cizelge 4.8’de verilmistir.

50



BULGULAR Ercan YATMAZ

Cizelge 4.8. Biyoreaktor 1 g/L aliiminyum oksit fermentasyonuna ait

sonuglar
Giin -mannanaz aktivitesi Seker mik. Hiicre cap1
(U/ml) (9/L) (nm)
0 0+0 37,35+0,54 0+0
1 29,9£10,23 35,49+0,64 119,95+18,18
2 137,62+28,29 26,21+1,32 540,97+18,32
3 144,55+35,12 15,34+1,18 539,754+24,24
4 129,49+15,61 6,76+0,38 591,75425,92
5 158,86+28,19 3,19+0,23 74725425
5,007 158,86+28,19 6,6+0,36 74725425
6 191,43+21,66 2,74+0,32 753,79+24,31
6,007 191,43+21,66 5,9+0,33 753,79+24,31
7 217,52420,85 2,6+0,42 759,87+22,16
8 250,63+5,52 2,47+0,37 764,55+27,93
9 274,94+21,54 1,34+0,77 789,65+53,87

1 g/L aliminyum oksit kullanilarak gergeklestirilen biyoreaktor fermentasyonu
stiresince seker miktar1 azalirken; enzim aktivitesi ve hiicre ¢ap1 degerleri siirekli
artmigtir. Baslangic seker miktart 37,35+0,54 g/L iken 5. giin sonunda seker miktari
3,19+0,23 g/L seviyelerine diismiistiir. Seker azalimina bagli olarak 5 ve 6. giinlerde
10°Bx taze kegiboynuzu ekstrakti kullanilarak 80-100 ml substrat ilavesi
gerceklestirilmistir. Fermentasyonun 1 ve 2. giinleri incelendiginde enzim aktivitesi ve
hiicre cap1 degerlerinde ciddi bir artis gergeklestigi goriilmektedir. Fermentasyonun
devaminda enzim aktivitesi degerlerinde biiylik bir degisme olmasa da substrat
ilavesinden sonra enzim aktivitesinde artislar olmus ve en yiiksek -mannanaz aktivitesi
274,94+21,54 U/ml olarak 9. giinde hesaplanmistir. Benzer sekilde en yiiksek hiicre ¢ap1
degeri de yine fermentasyonun son giiniinde 789,65+53,87um olarak hesaplanmistir
(Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. 1 g/L aliminyum oksit biyoreaktor fermentasyonu enzim aktivitesi, seker
miktar1 ve hiicre ¢ap1 degisimi

Sekil 4.11 incelendiginde 2. ve 4. gilinlerde hiicre biiyiikliigiinde gergeklesen
duraganligin enzim aktivitesi degerlerini de olumsuz etkiledigi goriilmektedir. Ancak bu
duraganlik seker tiiketiminde bir azalmaya neden olmamis ve sekerin tiiketimi logaritmik
olarak devam etmistir. 5. giin ve sonrasinda ise enzim aktivitesi degeri hiicre
biiyiikliigiinden bagimsiz olarak artmakta ve en yiiksek degerine fermentasyon sonunda
ulagmaktadir.

Fermentasyon ortamina 1 g/L aliiminyum oksit ilavesi hem hiicre biiyiikliiklerini
azaltarak hem de hiicrelerin birbirine yapigsmasini engelleyereck fermentasyonun daha
kontrollii ve stabil ger¢eklesmesini saglamistir. Rekombinant Aspergillus sojae yalnizca
pellet yapida gelisim gostermis ve ¢ok farkli biiyiikliikteki hiicreler bir arada gelisim
gostermiglerdir (Sekil 4.12). Kopiirme minimum diizeyde kaldigi igin fermentasyon
ortamindan hiicre kayb1 da az olmustur.
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2.000 pm

Sekil 4.12. Biyoreaktor 1 g/L aliiminyum oksit fermentasyonu 1 (solda) ve 9. giin hiicre
goriintiileri (Ek 4)

4.6.2.Biyoreaktorde 10 g/L aliiminyum oksit ile fermentasyon

Fermentasyon ortamina mikropartikiil ilavesi hiicre gelisimini kontrol altina
alarak fermentasyonlarin daha etkin ve tekrarlanabilir olmasini saglamaktadir.
Mikropartikiiller bu islevi genel olarak hiicre biiyiikliigiinii azaltarak ve hiicrelerin
birbirine yapismalari1  Onleyerek gergeklestirirler. Ancak biyoreaktdor kontrol
fermentasyonuyla 10 g/L aliiminyum oksit biyoreaktor denemesi kiyaslandiginda hiicre
cap1 degerleri benzer sonuglar vermistir. Oyle ki hiicre gelisimi mikropartikiil ilavesiyle
kontrol altina alinmasina ragmen hiicre biiyiikliikleri kontrol fermentasyonuna oldukca
yakin gergeklesmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Biyoreaktor 10 g/L aliiminyum oksit fermentasyonuna ait

sonuglar
Giin -mannanaz aktivitesi Seker mik. Hiicre ¢ap1
(U/ml) (9/L) (nm)
0 0+0 37,78+0,67 0+0
1 29,36+10,72 36,29+0,64 332,83+12,68
2 104,22+2,71 26,24+1,64 492,77+17,05
3 110,71+20,63 17,08+1,68 585,55+13,71
4 152,39+22,86 8,54+0,44 746,83+17,28
5 176,46+18,24 3,39+0,3 766,44+16,61
5,007 176,46+18,24 6,73+0,07 766,44+16,61
6 267,78+25,06 2,58+0,23 847,42+21,33
6,007 267,78+25,06 5,49+0,11 847,42+21,33
7 292,84+23,92 2,29+0,4 861,84+24,83
8 343,93+£2,6 2,02+0,17 917,24+21,47
9 372,36+4,84 1,68+0,12 979,34+23,62
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Hiicre ¢ap1 degerleri kismen diismesine ragmen fermentasyon ortamindaki hiicre
gelisimini iyilestirmesi ve fermentasyon kabina hiicre yapismalarini en aza indirmesi
nedeniyle 10 g/L aliiminyum oksit konsantrasyonunda gergeklestirilen yari-kesikli
beslemeli p-mannanaz fermentasyonunda enzim aktivitesi degerlerinde artis
gbzlemlenmistir. En yiiksek B-mannanaz aktivitesi degeri 372,36+4,84 U/ml olarak
fermentasyonun son giiniinde hesaplanmistir. Fermentasyon siiresince hiicre ¢api
degerleri incelendiginde hiicre biiyiikliigiindeki artis ile enzim aktivitesi arasindaki iligki
istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p<0,05). Ozellikle substrat ilavelerinden sonra
enzim aktivitesi hizla artmis ve fermentasyonun son giiniinde en yiiksek degerine
ulagsmustir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. 10 g/L aliiminyum oksit biyoreaktor fermentasyonu enzim aktivitesi, seker
miktar1 ve hiicre ¢ap1 degisimi

Yari-kesikli fermentasyon kapsaminda iki kez substrat ilavesi gergeklestirilen
fermentasyonlar sonucunda en yiiksek rekombinant Aspergillus sojae hiicre c¢api
979,34423,62um olarak dokuzuncu giinde 6l¢iilmiistiir. Hiicre ¢ap1 degerleri kontrol
fermentasyonuyla benzerlik gostermesine ragmen hiicrelerin birbirine yapismasi
sinirlandigindan fermentasyon kabi ¢geperlerine yapisarak gergeklesen hiicre kaybi da 10
g/L alliminyum oksit kullanimiyla minimize edilmistir. Gelismis olgun hiicrelerin
kaybmin en aza indirgenmesi enzim aktivitesinde artigla sonuglanmistir. Hiicrelerin
fermentasyonun ilk ve son giiniindeki durumlarini gosteren goriintiiler Sekil 4.14’te
verilmistir.
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Sekil 4.14. Biyoreaktor 10 g/L aliiminyum oksit fermentasyonu 1 (solda) ve 9. giin hiicre
goriintiileri (Ek 5)

4.6.3. Biyoreaktorde 15 g/L aliiminyum oksit ile fermentasyon

Yari-kesikli beslemeli biyoreaktor aliminyum oksit fermentasyonlarindan
sonuncusu 15 g/L mikropartikiil konsantrasyonunda gergeklestirilmistir. Fermentasyon
siiresince alman Orneklerde enzim aktivitesi, seker analizi ve hiicre ¢api1 analizleri
gerceklestirilmis olup sonuglar Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Biyoreaktor 15 g/L aliiminyum oksit fermentasyonuna ait

sonuglar
Giin B-mannanaz aktivitesi Seker mik. Hiicre ¢ap1
(U/ml) (9/L) (nm)
0 0+0 37,76+1,12 0+0
1 41,75+14,45 34,09+0,59 358,55+11,25
2 94,45+9,27 25,4+2,45 663,8+19,83
3 114,39423,63 13,23+1,63 771+20,95
4 137,98+14,41 7,34+1,19 882,4+19,83
5 179,11+7,6 5,71+0,63 856,8+25,44
6 223,92+1,78 5,01+0,11 951,46+23,71
7 253,43+7,55 2,03+0,15 972,834+23,92
7,007 253,43+7,55 4,79+0,79 972,83+23,92
8 286,99+21,96 2,47+0,65 1011,13+24,75
8,007 286,99+21,96 4,79+1,26 1011,13+24,75
9 296,28+15,95 2,65+0,73 1016,13+20,14

Diger aliiminyum oksit konsantrasyonlarina kiyasla 15 g/L’lik mikropartikiil
konsantrasyonunda gergeklestirilen denemelerde sekerin ancak 7. giinde 5 g/L’nin altina
diistiigli tespit edilmistir. Buna bagli olarak substrat ilavesi 7. ve 8. giinlerde yapilmasina
ragmen diger biyoreaktér denemelerinde oldugu gibi fermentasyon 9. giinde
sonlandirilmistir. Fermentasyon siiresince alinan Orneklerde en yiiksek B-mannanaz
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aktivitesi degeri 296,28+15,95 U/ml olarak 9. giinde hesaplanmigtir. Fermentasyon
siiresince hiicre ¢ap1 degerlerinin ve enzim aktivitesi degerlerinin ise arttig
gozlemlenmistir (Sekil 4.15). Fermentasyon siiresince en yiiksek hiicre ¢ap1 degeri
1016,13+20,14um olarak 9. giinde belirlenmistir.
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Sekil 4.15. 15 g/L aliiminyum oksit biyoreaktdr fermentasyonu enzim aktivitesi, seker
miktar1 ve hiicre ¢ap1 degisimi

15 g/L aliminyum oksitin kullanimiyla gergeklestirilen biyoreaktor denemesinde
de fermentasyonun ilk giiniinden sonuna kadar hiicre gelisimi pelletler seklinde olmustur
(Sekil 4.16). Ayrica hiicrelerin birbirine ve fermentasyon kabi geperlerine yapigmasi da
en aza indirgendiginden enzim {iretimi olumsuz etkilenmemis ve stabil bir
fermentasyonun gergeklesmesi saglanmistir.

Sekil 4.16. Biyoreaktor 15 g/L aliminyum oksit fermentasyonu 1 (solda) ve 9. giin hiicre
goriintiileri (Ek 6)

56



BULGULAR Ercan YATMAZ

4.7. Biyoreaktor Magnezyum Silikat Denemeleri

Magnezyum silikat erlenmayer denemeleri sonucunda yari-kesikli beslemeli
biyoreaktor denemeleri igin belirlenen konsantrasyonlarda 400 d/d, 30°C ve 1 I/d hava
besleme sartlarinda yari-kesikli  beslemeli fermentasyonlar gergeklestirilmistir.
Fermentasyonlarin tamaminda alinan 6rneklerde seker analizleri yapilarak seker tiikketimi
takip edilmistir. Fermentasyon ortamindaki seker konsantrasyonu 5 g/L’nin altina
diistiigii glin ve 24 saat sonra olmak iizere iki defa taze substrat ilavesi gerceklestirilmis
(80-100 ml 10°Bx kegiboynuzu eckstrakti) ve fermentasyonlar dokuzuncu giinde
sonlandirilmistir.

4.7.1. Biyoreaktorde 1 g/L magnezyum silikat ile fermentasyon

Magnezyum silikat biyoreaktor denemelerine oncelikle 1 g/L’lik mikropartikiil
konsantrasyonuyla  baslanmistir.  Fermentasyon siiresince almman  Orneklerde
gerceklestirilen enzim aktivitesi, seker miktar1 ve hiicre ¢ap1 analizlerine ait sonuglar

Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. Biyoreaktor 1 g/ magnezyum silikat fermentasyonuna ait

sonuglar
Giin -mannanaz aktivitesi Seker mik. Hiicre cap1
(U/ml) (9/L) (nm)
0 0+0 38,1+1,09 0+0
1 0+0 36,08+0,48 478,03+9,26
2 83,14+5,18 14,05+0,44 717,14+18,34
3 98,65+8,74 5,19+0,8 725,95+24,01
4 228,27+17,72 3,11+0,09 730,28+13,97
4,007 228,27+17,72 7,5+0,18 730,28+13,97
5 254,9+5,29 2,83+0,06 732,72+10,71
5,007 254,9+5,29 6,07+0,55 732,72+10,71
6 312,91+13,31 3,060 739,04+16,72
7 329,01+2,53 3,09+0,06 746,29+13,93
8 362,23+0,32 2,49+0,3 766,96+11,37
9 379,23+9,06 1,56+0,21 739,88+7,93

1 g/l magnezyun silikat biyoreaktdr denemesinde baslangic seker konsantrasyonu
38,1+1,09 g/L iken bu deger 4. giin sonunda 3,11+0,09 g/L seviyesine diismiistiir. Taze
substrat ilavesi ile gerceklestirilen beslemeler sonucu ortamda bulunan sekerin kullanimi
devam etmistir. Fermentasyon siiresince enzim aktivitesi degerleri artmig ve en yiiksek
-mannanaz aktivitesi degeri ise 379,23+£9,06 U/ml olarak fermentasyonun son giiniinde
elde edilmistir.

Rekombinant Aspergillus sojae fermentasyon siiresince sekeri etkin bir sekilde

kullanmasina karsin ikinci giinden sonra hiicre capi1 degerlerindeki artis minimum
diizeyde kalmistir. Oyle ki 2. giin hiicre ¢ap1 degeri 717,14+18,34um iken fermentasyon
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stiresince en yiiksek hiicre ¢ap1 degeri 766,96+11,37um olarak 8. giinde hesaplanmustir.
Bu durum Sekil 4.17°de de rahatlikla goriilmektedir.
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Sekil 4.17. 1 g/L magnezyum silikat biyoreaktor fermentasyonu enzim aktivitesi, seker
miktar1 ve hiicre ¢ap1 degisimi

Sekil 4.17 incelendiginde 1 g/l magnezyum silikat varliginda enzim aktivitesi
degerlerinin hiicre ¢ap1 degisimden bagimsiz olarak gergeklestigi goriillmektedir. Seker
konsantrasyonu 3 g/L’nin altina inmesine ragmen 7. giinden sonra da enzim aktivitesi
degerlerindeki artis devam etmistir. Bunlarin yani sira 1 ve 9. giin hiicre goriintiileri
karsilastirildiginda da tekdiize bir hiicre gelisiminin oldugu goriilmektedir (Sekil 4.18).

Sekil 4.18. Biyoreaktor 1 g/l magnezyum silikat fermentasyonu 1 (solda) ve 9. giin hiicre
goriintiileri (Ek 7)
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4.7.2.Biyoreaktorde 3 g/L magnezyum silikat ile fermentasyon

3 o/L magnezyum silikat konsantrasyonunda gergeklestirilen yari-kesikli
beslemeli biyoreaktér denemelerinde seker miktari 4. giinde 2,28+0,52 g/L seviyelerine
diismiistiir. Hiicre cap1 degerleri seker tiikketim hizina ragmen ayni diizeyde artmamis ve
4. giinde 296,81+7,22um olarak ger¢eklesmistir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Biyoreaktor 3 g/ magnezyum silikat fermentasyonuna ait

sonugclar
Giin -mannanaz aktivitesi Seker mik, Hiicre cap1
(U/ml) (9/L) (nm)
0 0+0 38,18+1,7 0+0
1 0+0 34,17+2,43 144,01+5,94
2 51,57+19,08 15,85+3,73 237,78+11,03
3 89,63+56,6 4,7+1,77 265,04+8,03
4 142,72+78,35 2,28+0,52 296,81+7,22
4,007 142,72+78,35 4,37+0,87 296,81+7,22
5 365,89+9,61 1,76+0,5 335,26+8,77
5,007 365,89+9,61 4,03+1,44 335,26+8,77
6 407,03+17,31 2,78+0,39 342,03+9,66
7 484,29+9,48 2+0,12 346,17+11,63
8 615,41+25,82 1,31+0,33 349,66+9,98
9 643,16=11,71 0,9+0,21 356,3+9,26

Sonuglar incelendiginde ilk dikkat ¢eken sonug¢ fermentasyon siiresince
rekombinant Aspergillus sojae hiicre ¢ap1 degerlerinin 400pum’nin altinda kalmasidir. En
yiksek hiicre ¢ap1 degeri 356,3+9,26um olarak fermentasyonun 9. giiniinde
hesaplanmistir. Daha 6nceki bazi1 denemelerde hiicre ¢apindaki artis enzim aktivitesinde
de artisla sonuglanmisti. Ancak 3 g/L magnezyum silikat biyoreaktor denemesinde hiicre
cap1 degerlerindeki bu diisiis enzim aktivitesinde istatistiksel olarak onemli diizeyde
artisla sonuglanmistir (p<0,05). Oyle ki tiim biyoreaktdr denemeleri icerisinde en yiiksek
-mannanaz aktivitesi degeri 3 g/L magnezyum silikat konsantrasyonunda 643,16+11,71
U/ml olarak gergeklesmistir.

Sonuglar incelendiginde ilk dikkat ¢eken ayrinti hiicre biiylikliigiinde diisiis
olmasina ragmen yari-kesikli fermentasyon teknigi kapsaminda gergeklestirilen taze
substrat ilavesinin enzim aktivitesini arttirmasidir. Sekil 4.19 incelendiginde 4. giin ve
sonrasinda gergeklestirilen substrat ilaveleri sonrasinda enzim aktivitesinde hizli bir artis
oldugu agik¢a goriilmektedir. Fermentasyon sonlandirilana kadar enzim aktivite
degerlerindeki bu artis azalarak devam etmistir.
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Sekil 4.19. 3 g/ magnezyum silikat biyoreaktor fermentasyonu enzim aktivitesi, seker
miktar1 ve hiicre ¢ap1 degisimi

Tiim bu olumlu sonuglarin yaninda 3 g/L magnezyum silikat kullanimi hiicre
gelisimi kontroliinde baz1 sorunlari da beraberinde getirmistir. Oncelikle ¢ok yiiksek bir
hiicre gelisimi olmaktadir ve bu yogunluk fermentasyonun 2. ve 3. giinlerinde
karigtirmanin ve Kopiik kiricinin etkinligini azaltmaktadir. Buna bagli olarak kopiirmeler
sonucunda hiicrelerin biiyiik bir cogunlugu fermentasyon kabinin ¢eperlerine yapigsmakta
ve ciddi bir hiicre kayb1 yaganmaktadir. Buna ragmen enzim aktivitesi degerleri bu
durumdan olumsuz etkilenmemis ve en yiiksek enzim aktivitesi degerleri bu denemede
elde edilmistir. Ancak yiiksek hiicre yogunlugu nedeniyle goriintiilemede yasanan
zorluklar nedeniyle hiicrelerin ekstra seyreltilmesi (1:3 hiicre:su oraninda) gerekmistir.
Sekil 4.20°de 1. ve 9. giin goriintiileri verilen rekombinant Aspergillus sojae’nin diisiik
hiicre yogunlugunun nedeni de budur.
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Sekil 4.20. Biyoreaktor 3 g/ magnezyum silikat fermentasyonu 1 (solda) ve 9. giin hiicre
goriintiileri (Ek 8)

4.7.3.Biyoreaktorde 5 g/L magnezyum silikat ile fermentasyon

En yogun hiicre gelisimine karsilik en hizli seker tiiketimi 5 g/ magnezyum
silikat konsantrasyonunda gergeklestirilen biyoreaktdr denemesinde elde edilmistir. Oyle
ki baslangicta ortama ilave edilen sekerin yaklasik %85°i fermentasyonun 3. giiniinde
tiketilmistir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. Biyoreaktor 5 g/L magnezyum silikat fermentasyonuna ait

sonuglar
Giin B-mannanaz aktivitesi Seker mik, Hiicre ¢ap1
(U/mi) (g/L) (um)
0 0+0 39,51+0,58 0+0
1 0+0 37,79+1,42 172,69+2,28
2 71,17+8,3 19,23+2,28 210,72+4,86
3 69,74+10,38 6,1+1,28 318,87+15,7
4 104,75+16,74 2,77+0,4 324,12+17,05
4,007 104,75+16,74 5,56+0,55 324,12+17,05
5 158,45+10,16 2,47+0,26 327,79+13,3
5,007 158,45+10,16 5,514+0,79 327,79+13,3
6 197,154+29,36 2,33+0,03 423,11£16,65
7 244,72+41,97 1,87+0,17 427,38+14,91
8 360,3+44,65 0,52+0,01 245,86+7,07
9 387,16+38,81 0,46+0,01 289,85+6,76

Seker miktarindaki bu hizli diisiise karsilik enzim aktivitesi degeri ayn1 hizda artig
gostermemistir. Seker tiiketimi ve hiicre gelisimi sorunsuz gerceklesmesine ragmen
enzim aktivite degerleri ancak 5. glinden sonra 200 U/ml seviyelerinin {izerine
cikabilmistir. En yiikksek enzim aktivitesi degeri 387,16+£38,81 U/ml olarak
fermentasyonun son giiniinde hesaplanmistir. Sonuglar incelendiginde substrat ilaveleri
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sonrasinda yine seker etkin bir sekilde kullanilmis ve 6. giinde seker miktar1 3 g/L’nin
altina diismiis ve enzim aktivitesindeki artislar fermentasyon sonlanincaya kadar devam
etmistir.

3 g/l magnezyum silikat biyoreaktor denemelerinde oldugu gibi bu denemede de
hiicre ¢ap1 degerleri olduke¢a diisiik oldugundan yiiksek hiicre gelisimi ger¢eklesmistir.
Benzer sekilde 2 ve 3. giinlerde hiicre miktar1 olduk¢a yiiksek oldugundan karigtirma ve
kopiik kiricinin etkinligi azalmistir. Hiicre ¢apt degerleri incelendiginde ise ¢ap
degerlerinin stirekli arttigi ancak 7. giinden sonra neredeyse yari yariya diistigi
gozlemlenmistir. Bu durumun asil nedeni 7. giin sonunda fermentasyon kabi ¢eperine
yapisarak hiicrelerin biiyiik bir cogunlugunun kaybedilmesidir. Bu kayip nedeniyle hiicre
cap1 degerlerinde de ani bir degisim gozlemlenmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. 5 g/L magnezyum silikat biyoreaktor fermentasyonu enzim aktivitesi, seker
miktar1 ve hiicre ¢ap1 degisimi

5 g/L magnezyum silikat biyoreaktdr denemesinde en yiiksek hiicre ¢ap1 degeri
427,38+14,91um olarak fermentasyonun 7. giiniinde Ol¢iilmiistiir. Fermentasyonun
ilerleyen giinlerinde yogun bir hiicre kayb1 yasandigindan hiicre ¢ap1 degelerinde ani bir
degisiklik olmustur. Bu durum hiicre goriintiilerine de yansimistir. Sekil 4.22
incelendiginde 1. ve 9. giin arasindaki hiicre yogunlugu farki acik¢a goriilmektedir.
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Sekil 4.22. Biyoreaktor 5 g/ magnezyum silikat fermentasyonu 1 (solda) ve 9. giin hiicre
goriintiileri (EK 9)

4.8. Biyoreaktor Denemelerinin Karsilastirilmasi
Yari-kesikli beslemeli olarak mikropartikiilsiiz ve farkli mikropartikiillerle
gerceklestirilen biyoreaktdr denemelerine ait kinetik parametreler Cizelge 4.14°de

verilmigtir.

Cizelge 4.14. Biyoreaktor denemelerine ait kinetik parametreler

Mikropartikiil Seker tiiketim -mannanaz Maksimum - Toplam Seker
konsp( ) orani liretim orani mannanaz aktivitesi tiiketim degerleri
- (¢/L/giin)* (U/ml/giin)* degerleri (U/ml)* (g/L)

Kontrol 8,16" 30,65°¢ 92,864 45,522

£ 1 7,65P 27,71°¢ 274,94° 42,99%

2 =

§ % 10 7,55P 42 55° 372,36° 42,35

% 15 5,48° 33,94¢ 296,28° 40,19°

S 1 10,092 47,65° 379,23° 44,172

> -

E» ‘ff 3 10,132 89,912 643,162 41,64

o'

s 5 10,522 47,98 387,16° 44,882

*[statiktiksel fark 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Biyoreaktér denemelerinde en yiiksek seker tiiketimi 45,52 g¢/L ile kontrol
fermentasyonunda elde edilmisken en yiiksek seker tiikketim orani 10,52 g/L/giin ile 5 g/L
magnezyum silikat konsantrasyonunda elde edilmistir. Magnezyum silikat biyoreaktor
denemelerinde seker tiikketim oranlar1 10 g/L/giin seviyelerinde ger¢geklesmistir. En diistik
seker tiiketim oranmi ise 5,48 g/L/giin ile 15 g/L aliiminyum oksit konsantrasyonunda
hesaplanmigtir. Seker tiiketim miktarlarindaki degisim istatistiksel olarak Onemli
olmamasia karsin seker tiiketim oranlarindaki farkliligin istatistiksel olarak Onemli
oldugu belirlenmistir (p<0,05).
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Seker tiikketim orami aliiminyum oksit biyoreaktor denemelerinden yiiksek
olmasina ragmen en diisiik enzim aktivitesi 92,86 U/ml olarak kontrol fermentasyonunda
gerceklesmistir. En yiiksek B-mannanaz aktivitesi ise 643,16 U/ml olarak 3 g/L
magnezyum silikat konsantrasyonunda gergeklestirilen biyoreaktdr fermentasyonunda
elde edilmistir. En yiiksek B-mannanaz iiretim orani da 89,91 U/ml/giin olarak 3 g/L
magnezyun silikat konsantrasyonunda hesaplanmistir. Bu degeri sirasiyla 47,98
U/ml/giin ve 47,65 U/ml/giin degerleriyle 5 ve 1 g/L magnezyum silikat denemeleri
izlemistir. Calkalamali inkiibatérde gerceklestirilen erlenmayer denemelerinde oldugu
gibi yari-kesikli beslemeli biyoreaktor denemelerinde de en yiiksek enzim aktivitesi ve
tiretim orant degerleri magnezyum silikatin mikropartikiil olarak kullanildig:
denemelerde elde edilmistir.

Elde edilen veriler 1s1g1nda mikropartikiil tiirii ve miktarinin enzim aktivitesi ve
tiretim oran1 degerleri igin istatistiksel olarak onemli oldugu belirlenmistir (p<0,05).
Sonug olarak pH ve havalandirma denemelerinde kullanilmak {iizere istatistiksel olarak
en iyi sonuglarin elde edildigi 3 g/ magnezyum silikat konsantrasyonu seg¢ilmistir
(p<0,05).

4.9. pH ve Havalandirmanin Fermentasyon Uzerine Etkisi

Rekombinant Aspergillus sojae B-mannanaz fermentasyonlarina pH’nin etkisinin
belirlenmesi amaciyla 3 g/ magnezyum silikat konsantrasyonunda yari-kesikli beslemeli
fermentasyon denemeleri gergeklestirilmistir. Denemeler siiresince elde edilen

sonuclardan hesaplanan kinetik parametreler Cizelge 4.15te verilmistir.

Cizelge 4.15. pH’nin f-mannanaz fermentasyonu iizerine etkisi

Seker tiiketim  B-mannanaz Maksimum f- Toplam Seker
pH orani dretim oran1  mannanaz aktivitesi tiiketim degerleri
(g/L/giin) (U/ml/giin)* degerleri (U/ml)* (/L)
4,0 10,522 22,54° 61,24° 49,778
5,0 11,332 27,15° 153,63° 48,27%
6,0 11,022 31,507 192,507 46,15%
7,0 10,482 30,10% 157,31° 44,60P

*[statistiksel fark Snemli bulunmustur (p<0,05).

Yari-kesikli beslemeli biyoreaktor iiretimlerinde pH kontroliiniin uygulanmasi
enzim aktivitesi degerlerinde istatistiksel olarak 6nemli bir diisiisle sonuglanmustir
(p<0,05). pH kontrollii fermentasyonlar sonucunda en yiiksek ve en diisiik B-mannanaz
aktivitesi degerleri 192,5+0,35 U/ml (pH 6,0) ve 61,24+1,46 U/ml (pH 4,0) olarak elde
edilmistir. Fermentasyon siiresince elde edilen B-mannanaz aktivitesi degerleri
incelendiginde bazi giinler enzim aktivitesi degerlerinde ani diisilisler ve artislar oldugu
gorilmistiir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. pH kontrollii biyoreaktor denemeleri enzim aktivitesi degisimleri

Fermentasyon siiresince enzim aktivitesi degerleri degiskenlik gosterirken hiicre
cap1 degerleri diizenli azalan olarak artig gostermistir (Sekil 4.24). Maksimum hiicre ¢ap1
degerleri pH 4,0, pH 50, pH 6,0 ve pH 7,0 icin sirasiyla 336,38+10,01pm,
263,67+8,37um, 323,55+20,81pum ve 308,28+11um olarak hesaplanmistir. Sonug olarak
pH degerinin hiicre ¢ap1 ve enzim aktivitesi degerlerini etkiledigi ancak pH kontrolsiiz
fermentasyondan istatistiksel olarak daha iyi sonuglar vermedigi belirlenmistir (p<0,05).
Bu nedenle havalandirma denemeleri pH kontrolsiiz olarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.24. pH kontrollii biyoreaktor denemeleri hiicre ¢ap1 degisimleri
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Rekombinant  Aspergillus sojae B-mannanaz fermentasyonlarina farkli
havalandirma oranlarinin etkisinin belirlenmesi amaciyla 3 g/ magnezyum silikat
konsantrasyonunda pH kontrolsiiz yari-kesikli beslemeli fermentasyon denemeleri
gerceklestirilmistir. Denemeler siiresince elde edilen sonuglardan hesaplanan kinetik
parametreler Cizelge 4.16’de verilmistir.

Cizelge 4.16. Havalandirmanin f-mannanaz fermentasyonu tizerine etkisi

Havalandirma  Seker tiiketim B-mannanaz Maksimum B- Toplam Seker
ran1 (1/d) orant (g/LL/giin) iiretim orani mannanaz aktivitesi tiiketim degerleri
° ge (U/ml/giin)* degerleri (U/ml)* (g/L)
0,5 10,722 22,28° 163,17°¢ 45,567
1,0 10,132 89,912 643,167 41,64°
1,5 10,962 26,68° 224,21° 45,10?

*[statistiksel fark Snemli bulunmustur (p<0,05).

Havalandirma oranlar1 0,5 ve 1,5 I/d oldugunda seker tiikketim oranlari ve toplam
seker tikketim degerlerinde istatistiksel olarak Onemli bir farklilik belirlenmemistir
(p<0,05). Bu durum B-mannanaz aktivitesi degerlerini olumlu etkilememis olup daha
diisiik seker tiiketimine ragmen en yiiksek enzim aktivitesi degeri 643,16+£11,71 U/ml
olarak 1 I/d havalandirma oraninda elde edilmistir. pH kontrollii denemelerin aksine pH
kontrolsiiz olarak gerceklestirilen denemelerde enzim aktivitesi degerlerinde ani diisiisler
gbzlemlenmemistir (Sekil 4.25). Ug havalandirma oraninda da en yiiksek enzim aktivitesi
degeri fermentasyon sonunda elde edilmistir.
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Sekil 4.25. Farkli havalandirma oranlarinda gergeklestirilen pH kontrolsiiz biyoreaktor
denemeleri enzim aktivitesi degisimleri
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Havalandirma oranindaki degisim fermentasyon ortamindaki ¢oziinmiis oksijen
konsantrasyonunu degistirdiginden hiicrelerin gelisimleri de etkilenmektedir. Bu
etkilenme sonucunda hiicrelerin gelisim hiz1 ve dogal olarak da hiicre biiyiikliikleri direkt
olarak etkilenmektedir. Her ne kadar magnezyum silikat hiicre bliylimesini diizenleyici
ajan olarak kullanilsa da g¢evresel faktorler hiicre biiylikliiklerinde direkt olarak etkili
olmaktadir. Havalandirma oraninin degistirilmesi ayn1 sartlarda gergeklestirilen
fermentasyonlarda hiicre pellet c¢aplarinda da istatistiksel olarak 6nemli farkliliklara
neden olmustur (p<0,05). Fermentasyon siiresince elde edilen en yiiksek hiicre ¢api
degerleri sirasiyla 290,66+3,17um (0,5 1/d), 356,3+9,26um (1 1/d) ve 338,71+10,37um
(1,5 I/d) olarak hesaplanmustir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Farkli havalandirma oranlarinda gergeklestirilen pH kontrolsiiz biyoreaktor
denemeleri hiicre ¢ap1 degisimleri

Tim denemeler sonucunda rekombinant Aspergillus sojae B-mannanaz yari-
kesikli beslemeli biyoreaktor tiretimleri igin sartlar; 400 d/d, 30°C, 1 I/d havalandirma ve
pH kontrolsiiz olarak belirlenmistir. Istatistiksel hesaplamalar ve karsilastirmalar
sonucunda da en uygun mikropartikiil konsantrasyonunun 3 g/L magnezyum silikat
oldugu belirlenmistir. Bundan sonraki saflagtirma ve diger asamalar i¢in kullanilacak ham
enzim ekstrakti bu sartlarda iiretilen B-mannanaz enzimi ile gergeklestirilmistir.

4.10. Farkh Santrifiij ve Ultrafiltrasyon Uygulamalarinin Saflastirma Uzerine
Etkisi

Ham enzim ekstraktinin saflagtirllmasinda ilk islem olarak uygulanmasi
diisiiniilen santrifiij prosesinin etkinliginin belirlenmesi amaciyla 3 farkli ¢evirme hizi
(7000, 10000, 15000 d/d) ve 3 farkli siirede (5, 10, 15 dakika) santrifiij denemeleri
gergeklestirilmistir. Denemeler sonrasi siipernatanttan alinan 6rneklerde enzim aktivitesi
ve toplam protein miktar1 analizleri yapilmstir (Cizelge 4.17).
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Cizelge 4.17. Santrifiij denemeleri enzim aktivitesi ve saflastirma katsayis1 degerleri

B-mannanaz aktivitesi (U/mg)

Ornek S Saflastirma katsayisi
Baslangi¢ Santrifiij sonrasi
7000 d/d-5 dk 2149,86 2030,25" 0,94°
7000 d/d-10 dk 2149,86 2006,44° 0,93
7000 d/d-15 dk 2149,86 2208,04% 1,03%
10000 d/d-5 dk 2149,86 2180,70% 1,01%
10000 d/d-10 dk 2149,86 2177,50% 1,01%
10000 d/d-15 dk 2149,86 2041,01° 0,95°
14000 d/d- 5 dk 2149,86 2173,58% 1,01
14000 d/d- 10 dk 2149,86 2342 59 1,092
14000 d/d- 15 dk 2149,86 2364,982 1,102

*[statistiksel fark 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Santrifiij denemelerine ait sonuglar incelendiginde en yliksek spesifik enzim
aktivitesi degerleri 14000 d/d-10 dk ve 14000 d/d-15 dk uygulamalarinda elde edilmis
olup santrifiij isleminin enzim aktivitesi tizerine istatistiksel olarak 6nemli bir etkisinin
olmadigi belirlenmistir (p<0,05). Bu uygulamalar sonucunda saflastirma katsayisi
degerleri ise sirastyla 1,09 ve 1,10 olarak gergeklesmis olup bu degisimin de istatistiksel
olarak dnemli olmadigi belirlenmistir (p<0,05). Endiistriyel iiretimlerde olduk¢a yiiksek
hacimlerde c¢alisildigindan uygulanacak her proses maliyetin artmasina neden
oldugundan santrifiij isleminin yalnizca siirekli bir sistemde uygulanmasi halinde hiicre
ile fermentasyon sivisinin ayrilmasinda basariyla kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Santrifiij isleminden sonra elde edilen berrak kisimdan daha konsantre enzim
soliisyonu elde etmek amaciyla laboratuvar tipi Sartocon Slice 200 model (Sartorius
Stedim Biotech, Goettingen, Germany) cihaz ile ultrafiltrasyon islemleri
gerceklestirilmistir. Bu amagla 30 kDa ve 10 kDa'luk ayirma simirlarina sahip filtreler
secilmigtir. Ultrafiltrasyon islemi sonrasi permeat ve retentat toplanmistir. Alinan
orneklerde toplam protein ve enzim aktivitesi analizleri yapilarak saflagtirma katsayisi
hesaplanmustir (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18. Ultrafiltrasyon oncesi ve sonrasi $-mannanaz enzimi

Topla_m Toplam enzim Spe_5|f|k Hacim  Saflastirma
protein .\ tivitesi Uy AKIVI Ty atsayis®
(mg)* (UImg)* Y
UF Oncesi 178,028  387480,8? 2176,65° 1000 1°
10 kDa UF Retentat ~ 38,38° 99132,81° 2582,922 100 1,192
10 kDa UF Permeat o° 0° o°¢ 900 o°¢
30 kDa UF Retentat ~ 35,91° 97642,61° 2718,892 100 1,252
30 kDa UF Permeat o° 0° o° 900 o°¢

*[statistiksel fark Snemli bulunmustur (p<0,05).
10 ve 30 kDa membranlarin permeat kismindan alinan 6rneklerde f-mannanaz

enzimi ve aktivitesi tespit edilememistir. Enzimin molekiiler agirligi 50-60 kDa
oldugundan bu beklenen bir sonugtur. Yapilan analizler de bu sonucu desteklemistir.
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Retentatlarda ise protein ve enzim aktivitesi tespit edilmis olup toplam protein ve enzim
aktivitesi degerleri sirasiyla 38,38 mg protein (10 kDa), 35,91 mg protein (30 kDa),
99132,81 U (10 kDa) ve 97642,61 U (30 kDa) olarak hesaplanmistir. 10 ve 30 kDa
uygulamalar1 i¢in saflagtirma katsayisi degerleri ise sirasiyla 1,19 ve 1,25 olarak
belirlenmistir. Sonug olarak 10 veya 30 kDa ultrafiltrasyon proseslerinin tiretilen ham
enzim preparatindan istenilen hacimde konsantre enzim preparat1 iiretiminde istatistiksel
olarak 6nemli sonuglar verdigi ve bulk enzim {iretiminde kullanilabilecegi belirlenmistir

(p<0,05).
4.11. Enzimin Optimum Calisma pH’sinin Belirlenmesi

B-mannanaz enziminin optimum c¢alisma pH veya pH’larinin belirlenmesi
amactyla pH 3,0-9,0 araliginda hazirlanan %0,5’lik ke¢iboynuzu ekstrakti ile aktivite
analizleri gerceklestirilmistir. Denemeler sonucu elde edilen sonuglar bagil olarak
degerlendirilmis ve Sekil 4.27°de verilmistir.
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Sekil 4.27. Farkli pH’larda -mannanaz enzimi aktivite degisimi

Sekil 4.27 incelendiginde asidik ve bazik ug¢ degerlerde enzimin diisiik seviyede
aktivite gosterdigi goriilmektedir. Bazik pH’lar enzimi daha olumsuz etkilemis ve en
diisiik enzim aktivitesi degeri pH 9°da elde edilmistir. Notr pH degerlerinde de enzim
aktivite degerleri %100 seviyelerinde gerceklesmezken istatistiksel olarak pH 5,0-6,0
araliginda enzimin en yiiksek diizeyde aktivite gosterdigi belirlenmistir (p<0,05).
Enzimin pH 3,5 seviyelerinde ise %50 diizeyinde aktivite gosterdigi goriilmektedir.
Grafikten de goriildiigii izere B-mannanaz enziminin pH 3,5-7,0 araliginda %50 ve istii
randimanla calistigin1 sdylemek miimkiindiir. Enzimin bu kadar genis pH aralifinda
yiiksek diizeyde aktivite gdsteriyor olmasi olduk¢a dnemlidir. Oyle ki ¢ok farkli alanlarda
kullanima sahip olan f-mannanaz enziminin her kullanim sahasinda optimum diizeylerde
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pH ile karsilasmasi miimkiin degildir. Bu genis pH araligindaki etki spektrumu enzimin
neden bu kadar ¢ok kullanim alan1 oldugunu da agiklamaktadir.

4.12. Enzimin Optimum Calisma Sicakhi@inin Belirlenmesi

B-mannanaz enziminin optimum c¢alisma sicaklik veya sicakliklariin
belirlenmesi amaciyla enzim aktivitesi analizi farkli sicakliklarda uygulanmistir. Elde
edilen sonugclar bagil olarak degerlendirilmis ve en yliksek aktivitenin 6l¢iildiigii deneme
%100 olarak kabul edilmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Farkli sicakliklarda f-mannanaz enzimi aktivite degisimi

B-mannanaz enziminin etkin olarak calistig1 sicaklik degeri 60°C olarak
belirlenmistir. Bu sicakligin lizerinde enzim aktivitesi degeri hizla %60 diizeylerine
diiserken, 50°C’de enzim etkinligi %90 seviyelerindedir. Ancak sicaklik 40°C’ye
diistiriildiigiinde aktivite degeri de hizla %40 seviyelerine diigmektedir. Sonuglara gore
enzimin genis bir sicaklik degeri araliginda ¢alismis ancak istatistiksel olarak en yiiksek
aktivite degerleri 50-60°C araliginda gergeklesmistir (p<0,05). Genis pH araligindaki etki
spektrumunun yani sira enzimin genis bir sicaklik araliginda da en az %40 diizeyinde
calistyor olmasi farkli alanlarda rahatlikla kullanilabilecegini gostermektedir.

4.13. Enzimin Substrat Spesifikliginin ve Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi

B-mannanaz enziminin substrat spesifikligi ve enzim ¢alisma hizinin belirlenmesi
amaciyla farkli konsantrasyonlarda (0,125, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 12, 16 ve 20 mg/ml) guar
gam, karboksimetilseliloz (KMS), keciboynuzu gami (KBG), nisasta ve jelatin
hazirlanarak enzim aktivitesi analizinde substrat olarak kullanilmistir. Elde edilen aktivite
degerleri U/mg olarak hesaplanmis ve sonuclar Sekil 4.29°da verilmistir.
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Sekil 4.29. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan substratlarda enzimin aktivite degisimi

Substratlara gore en yiiksek aktivite degerleri sirastyla 1305,15 U/mg (20 mg/ml
guar gam), 544,14 U/mg (20 mg/ml KMS), 2490,07 U/mg (20 mg/ml KBG), 403,01
U/mg (20 mg/ml nisasta) ve 21,84 U/mg (20 mg/ml jelatin) olarak belirlenmistir. Farkli
konsantrasyonlara karsilik elde edilen aktivite degerleri kullanilarak Km (Michaelis
Menten sabiti) ve Vimax (Maksimum enzim hiz1) degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19. Farkl1 substratlara ait Vmax Ve Kn degerleri

Vmax Km

2
Substrat (U/mg)* (umol/ml) R
Guar 1768°+180,70  10,31%°+2,82 0,93
KMS 929,80°+137,10 24,01%+6,82 0,95
KBG 2719%+76,47 2,26°+0,29 097

Nisasta 536,409£30,48 11,06%°+1,64 0,98
Jelatin 44,67°11,96  15,88%+9 59 0,77
* Istatistiksel fark énemli bulunmustur (p<0,05).

Km degeri, reaksiyon hizinin yar1 maksimum oldugu andaki substrat
konsantrasyonu olup substratin enzime baglanma afinitesinin (ilgisinin) bir 6l¢iisii say1lir.
Km degeri kiigiik ise yiiksek bir afinite vardir, yani Vmax’a daha ¢abuk ulasilir.

Sonuglar incelendiginde en diisiik Km ve dolayisiyla en yiiksek hiz kegiboynuzu
gaminin substrat olarak kullanildigi denemede elde edilmistir. Km Ve Vmax sirasiyla
2,26+0,29 pmol/ml ve 2719+£76,47 U/mg olarak hesaplanmistir. Ke¢iboynuzu gamini
sirastyla guar gam, karboksimetilseliiloz, nisasta ve jelatin takip etmistir. Sekil 4.29
incelendiginde de daha diisik Km degerlerinde Vmax’a daha c¢abuk ulasildig:
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goriilmektedir. Sonug olarak yapisinda mannanlar1 barindiran gamlarda (ke¢iboynuzu ve
guar gam) enzim hiz istatistiksel olarak 6nemli ve daha yiiksek olurken farkli yapilardaki
karbonhidratlara enzim etki ediyor olsa da hiz diismektedir (p<0,05).

4.14. Farkh Reaktiflerin Enzim Aktivitesine Etkisi

Enzimin farkli iyonlar varliginda aktivitesinde gerceklesebilecek degisimlerin
belirlenmesi amaciyla 1 mM hazirlanan metal iyonlar1 (K*, Sr¥*, Ca?*, Ni?*, Fe®*, Ba%*,
Cu?*, Co?*, Na*, Zn?*, Li*, Mn?*, Ag") ve metal selat ajan1 (EDTA) ile enzimin optimum
calisma sicakliginda ve pH soliisyonunda 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Ardindan
enzim aktivitesi analizi yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.20°de verilmistir.

Cizelge 4.20. Farkli reaktifler ve enzim
aktivitesi degisimi

-mannanaz aktivitesi

Ornek (Bagil degerlendirme %)*
Kontrol 100,009
K* 79,739
Sr2 82,499
ca* 97,72¢
Ni2* 92,96°
Fe3* 114,85
Ba?* 115,70%
Cu?t 114,092
Co?* 116,942
Na* 112,85P
Zn%* 93,72¢
Li* 92,87¢
Mn?* 106,95°
Ag* 89,72
EDTA 82,879

*[statistiksel fark dSnemli bulunmustur (p<0,05).

Farkli mineral iyonlariin enzim iizerine etkisi istatistiksel olarak énemli ve her
reaktifin enzim aktivitesine etkisi farkli olmustur (p<0,05). Oyle ki K*, Sr¥*, Ca?*, Ni?*,
Zn?*, Li*, , Ag") ve EDTA enzim aktivitesini azaltirken; Fe**, Ba®*, Cu?*, Co?*, Na* ve
Mn?* enzim aktivitesini artirmistir. Istatistiksel oalrak en yiiksek artis Co?* varliginda
%16,94 olarak gergeklesmisken en yiiksek diisiis K* varliginda %20,27 olarak
gerceklesmistir (p<0,05). Denenen reaktiflerin tamaminda disiisler olsa da enzimin
aktivite gOstermis olmasi yine enzimin farkli sart ve kosullarda calisabilecegini
gostermistir.

4.15. Fermentasyon ve Ultrafiltrasyon Orneklerinde SDS-PAGE Sonuglari

En yiiksek enzim aktivitesinin elde edildigi fermentasyon ve bazi ultrafiltrasyon
ornekleri kullanilarak SDS-PAGE analizi gerceklestirilmistir. Bu analiz enzimin
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molekiiler agirligimin belirlenmesi amaciyla yapilmis olup alinan goriintii Sekil 4.30°da
verilmistir.
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Sekil 4.30. SDS-PAGE analiz sonuglari

SDS-PAGE analiz sonuglar1 incelendiginde rekombinant Aspergillus sojae
tarafindan iiretilen f-mannanaz enziminin molekiiler biiyiikliigiiniin 50-60 kDa araliginda
oldugu ve ultrafiltrasyon islemleri sonucunda enzimin basariyla konsantre edildigi agikca
goriilmektedir. Oyle ki ultrafiltrasyon permeat drneklerinde herhangi bir bant yani enzim
varligi tespit edilememistir. Dolayisiyla da ultrafiltrasyon isleminin bulk enzim
tiretiminde basariyla kullanilabildigi goriilmustiir.

4.16. p-mannanazin De-glikozilasyonu

Uretilen p-mannanaz enziminin ortamdaki diger karbonhidratlarla olan
etkilesimini belirlemek amaciyla de-glikozilasyon islemi gergeklestirilmistir. Bu amagla
amonyum siilfat ile c¢oktiiriilen (%60) ve diyaliz edilen ornekler kullanilmustir.
Glikozilasyon analizi i¢in glikoproteinlere baglanan mannan iinitelerini kopararak
uzaklastiran ve spesifik bir enzim olan EndoH enzimi kullanilmistir. Protein bandinda
EndoH uygulamasi sonrast herhangi bir degisimin olup olmadigi SDS-PAGE analizi ile
goriintiilenmistir. Elde edilen SDS-PAGE goriintiisii Sekil 4.31°de verilmistir.
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Sekil 4.31. Amonyum siilfat ¢oktlirmesi sonrasi 6rnegin EndoH enzimi ile muamelesini
gosteren SDS-PAGE goriintiisii. M, Markir; EndoH-, muamele edilmemis
ornek; EndoH+, muamele edilmis 6rnek.

EndoH uygulamasi negatif ve pozitif uygulama olarak yiiriitiillmiis ve negatif
uygulamaya pozitif uygulamadan farkli sadece EndoH enzimi ilave edilmemistir.
Uygulamadan beklenen sonug, protein glikozile olmus ise protein bandinin kontrol
ornegine gore daha diisiik molekiiler agirlikta (kDa) goriilmesi iken, Sekil 4.31°de de
goriildiigii gibi EndoH enziminin protein tizerine herhangi bir etkisi olmamistir. Bunun
anlami, proteinde herhangi bir glikozilasyon olmamakta ya da SDS-PAGE’de fark
edilmeyecek kadar az glikozile olmaktadir. EndoH uygulamasinda ¢ikan ve yaklasik 28
kDa agirhigindaki protein bandi EndoH enzimini gostermektedir. Ayrica, EndoH
uygulanan oOrnekte, B-mannanaz protein bandinin iizerinde ve ¢ok yakin bir bant
goriilmiistiir. Bu protein bandinin, f-mannanaz proteininden daha biiyiilk molekiiler
agirhga sahip (>60 kDa) ve SDS-PAGE ile goriintiilenemeyen glikozile olmus diger
proteinler oldugu ve uygulama sonrasi molekiiler agirliginin diismesi sonucu ortaya
ciktig1 diisiintilmektedir.

4.17. Dondurarak Kurutma

Elde edilen enzim soliisyonlarinin ticari toz enzim preparati olarak
tiretilebilirliginin  belirlenmesi amaciyla dondurarak kurutucuda liyofilize hale
getirilmistir. Bu amagla drnekler sirasiyla 200 mM sakkaroz (S); 200 mM sakkaroz+%1
BSA (Bovine Serum Albiimin) (S+BSA); 200 mM sakkaroz+%0,5 jelatin (S+J); 200 mM
sakkaroz+%1 PEG (Polietilen glikol) (S+PEG) olmak iizere dort farkli formiilasyon
kullanilmistir. Burada amag liyofilize enzim preparati olusturmak olup elde edilen toz
enzim preparatlart Sekil 4.32°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.32. Liyofilizasyon ornekleri (Soldan saga sirasiyla, kontrol, Sakkaroz, Jelatin,
BSA, PEG)

Kec¢iboynuzu substratindan fermentasyon sonrasi elde edilen besiyerinin 10 kDa
ayirma sinirinda ultrafiltre edilmesi ile farkli soliisyonlarinin hazirlanip liyofilizasyonu
sonucu tretilen 6rneklerin f-mannanaz enzim degerleri Cizelge 4.21'de verilmistir.

Cizelge 4.21. Kegiboynuzu ekstratindan elde edilen besiyerinin farklh
sollisyonlarda hazirlanan ultrafiltre edilmis orneklerinin
liyofilizasyonu

Uygulanan islem p-mannanaz aktivitesi

(U/mlh)*
UF-10 kDa (Retentat) 997,20°+12,14
Liyofilizasyon-Enzim 1091,022+10,24
Liyofilizasyon(E+S) 1016,62°°+9,78
Liyofilizasyon (E+S+Jelatin) 990,73°+9,75
Liyofilizasyon(E+S+BSA) 955,349+6,58
Liyofilizasyon(E+S+PEG) 1047,69°+9,45

*[statistiksel fark dnemli bulunmustur (p<0.05).

10 kDA ayirma sinirinda ultrafilte edilen enzim soliisyonu ayr1 ayri1 sakkaroz,
sakkaroz+jelatin, sakkaroz+BSA ve sakkaroz+PEG i¢inde muhafaza edilerek liyofilize
edilmis ve enzim degerleri sirastyla 1016,62 U/ml, 990,73 U/ml, 955,34 U/ml ve 1047,69
U/ml olarak belirlenmistir. Bunlarin yaninda ultrafiltre edilen 6rnek dogrudan higbir
sekilde katki yapilmadan liyofilize edilmis, elde edilen liyofilize enzimin aktivitesi
1091,02 U/ml olarak bulunmustur.

Sonuglar, ultrafiltre edilen 6rnegin farkli formiilasyonlarinin hazirlanmas: ile f3-
mannanaz liyofilize enzim preparati iiretimi iizerine etkisinin istatistiksel olarak dnemli
oldugunu gostermistir (p<0,05). Farkli formiilasyon hazirlanmasi sonucu elde edilen
liyofilize enzim degerlerinde diisiis belirlenmistir. Kontrol olarak kullanilan ve dogrudan
katki yapilmadan liyofilize edilen 6rnegin enzim degeri bazi uygulamalara gore daha
yiiksek olmustur ve s6z konusu fark istatistiksel olarak énemli ¢ikmistir (p<0,05). Tiim
bu veriler 1s181nda ise dondurarak kurutma isleminin toz -mannanaz enzim preparati
tiretiminde farkli ajanlar kullanilarak veya kullanilmadan tiretilebilecegi belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda rekombinant Aspergillus sojae kullanilarak B-mannanaz
enzimi Uretiminde mikropartikiillerin kullanilabilirligi aragtirilmigtir. Literatiirde [-
mannanaz enzimi iiretiminde mikropartikiil kullanimina dair bir arastirma olmadigindan
sonuglar Oncelikle B-mannanaz enzimi iretiminin yapildigi benzer arastirmalarla
karsilastirilmistir. Bu amagla kullanilan mikroorganizmalar ve iiretilen enzimin

aktivitesini gosteren sonuglar Cizelge 5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1. B-mannanaz iiretim sonuglarinin karsilagtirtlmasi

Mikroorganizma B-ma}npangz Referans
aktivitesi
Aspergillus niger 90 nkat/ml Ademark vd 1998
Aspergillus awamori 50 U Kurakake vd 2001
Bacillus licheniformis 198,2 U/ml Feng vd 2003
Pichia pastoris 39,7 U/ml Huang vd 2007
Pichia pastoris 366 U/mg Chen vd 2007
Aspergillus sojae 482 U/mi Ozturk vd 2010
Pichia pastoris 430,9 U/mg Zhao vd 2011
Aspergillus niger 1067,5 U/mg Wu vd 2011
Paenibacillus cookii 635,4 U/mg Yin vd 2012
Reko_mbinan_t 568,72 U/ml Bu ¢aligma; 5 ¢/L magnezyum silikat
Aspergillus sojae erlenmayer denemesi
. Bu calisma; 3 g/ magnezyum silikat
Rekombinant 643,16 U/ml yari-kesikli beslemeli biyoreaktor

Asperqillus sojae .
perg J denemesi

Rekombinant

Aspergillus sojae 2718,89 U/mg

Bu calisma; 30 kDa Retentat 6rnegi

Cizelge 5.1 incelendiginde ham enzim ekstraktlarinda (U/ml) en yiiksek (-
mannanaz enzimi aktivitesi degerlerinin 568,72 U/ml ve 643,16 U/ml degerleriyle bu tez
caligmast kapsaminda elde edildigi goriilmektedir. Enzim iiretimlerinde Cizelgeden de
goriilecegi iizere en ¢ok kullanilan mikroorganizmalar Pichia ve Aspergillus grubu
tiyeleridir. Aspergillus grubuna ait kiiflerin siv1 besiyerinde gelistirilmesinde en onemli
sorunlarinin basinda yiiksek misel/pellet gelisimi geldiginden fermentasyon ortaminin
kontrol altinda tutulmas: ve dolayisiyla da istenilen diizeyde iiretimlerin gerceklesmesi
zorlasmaktadir. Rekombinant Aspergillus sojae’nin gelistirilmesi ve kontrolii
kapsaminda gergeklestirilen denemelerin tamaminda hiicre ¢ap1 degerlerinin 1000pm’nin
altina diistiigli ve hiicre gelisiminin kontrol altina alinarak enzim iiretimlerinin arttirildigi
belirlenmistir.

Kiiflerle gergeklestirilen enzim iiretiminde mikropartikiil kullanilarak
gerceklestirilen benzer calismalardan birinde Caldariomyces fumago kullanilarak
klorperoksidaz iiretimi gergeklestirilmistir. Bu amagcla aliiminyum oksit ve magnezyum
silikatin farkli konsantrasyonlar1 denenmis ve 10-12 giinliik fermentasyon sonunda 1000
U/ml aktivite elde etmislerdir (Kaup vd 2008). Aspergillus niger ile fruktofuranosidaz ve
glukoamilaz tiretiminde ise 25 g/L titanyum silikon oksit (TiSiO4) kullaniminin hiicre
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capt degerlerini 1,7um’den 0,3um’ye diisiirdiigi buna karsin fruktofuranosidaz ve
glukoamilaz tiretimlerini 3,7 ve 9,5 kat arttirdigini belirlemislerdir (Driouch vd 2012).

Bir bagka calismada ise aliiminyum oksit ve magnezyum silikat
mikropartikiillerinin hiicre caplarin1 diislirerek tiiretimleri artirdigi ancak aliiminyum
oksitin daha yiiksek konsantrasyonda kullanilmasi gerektigini belirlemislerdir (Driouch
vd 2010). Aspergillus ficuum kullanilarak gergeklestirilen ¢alismada ise aliiminyum oksit
ve magnezyum silikat kullanilarak erlenmayer (Coban vd 2015a) ve yari-kesikli
beslemeli ve siirekli (Coban vd 2015b) fermentasyonlar gergeklestirilmistir. Erlenmayer
fermentasyonlarinda 15 g/L aliiminyum oksit veya magnezyum silikat kullanildiginda
hiicre ¢ap1 degerinin 800pum’den sirasiyla 500um ve 200um’ye diiserken enzim aktivitesi
degerinin 1,02 U/ml’den smrasiyla 2,01 U/ml ve 2,93 U/ml’ye ¢iktigin1 ortaya
koymuslardir (Coban vd 2015a). Gergeklestirilen siirekli fermentasyon denemeleri
sonucunda ise tiretim orant degerinin 0,293 U/ml/sa’den 0,621 U/ml/sa’e yiikseldigini
belirlemislerdir (Coban vd 2015b).

Bu tez calismasi kapsaminda elde edilen sonuglar géstermektedir ki rekombinant
Aspergillus sojae ile B-mannanaz enzimi iiretiminde aliiminyum oksit ve magnezyum
silikat mikropartikiilleri kullanilarak hiicre gelisimi kontrol altina alinabilmekte ve enzim
tiretimi de arttirillmaktadir. Kiiflerle iiretilen her tiirlii iiriiniin 6lgek biiyiitme agamasinda
yasanan hiicre kontrolii sorunu uygun konsantrasyonda ve partikiil biiytikliigiinde
mikropartikiil kullanilarak asilabilmekte ve {iriin iiretim degerleri artmaktadir. Bu
mikropartikiillerden aliiminyum oksit ve magnezyum silikat rekombinant Aspergillus
sojae’den B-mannanaz enzimi iiretiminde de basariyla kullanilmis ve sonuglar kiiflerle
gerceklestirilecek benzer iiretimlerde de kullanilabilecegini ortaya koymustur.
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6. SONUC

Bu tez ¢alismasinda keciboynuzu ekstraktina mikropartikiiller (aliiminyum oksit
ve magnezyum silikat) ayr1 ayr1 ve farkli oranlarda eklenerek rekombinant Aspergillus
sojae ile B-mannanaz tiretimleri gergeklestirilmistir. Bu amagla ¢alkalamali inkiibator ve
yari-kesikli beslemeli biyoreaktor denemeleri gergeklestirilmistir. Elde edilen enzim
soliisyonunun kismi konsantrasyonu ve ticari enzim preparati liretiminde santrifiij,
ultrafiltrasyon ve dondurarak kurutma iglemlerinin kullanilabilirligi tespit edildikten
sonra enzimin optimum ¢alisma sartlar1 ve spesifik 6zellikleri belirlenmistir.

Erlenmayer denemelerinde aliiminyum oksit ve magnezyum silikatin farkli
konsantrasyonlarinin (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20 ve 25 g/L) enzim aktivitesine etkisinin
istatistiksel olarak énemli oldugu belirlenmistir (p<0,05). Erlenmayer denemelerinde en
yiksek enzim aktivitesi degeri 568,72 U/ml olarak 5 g/L magnezyum silikat
konsantrasyonunda elde edilmistir. Mikropartikiil konsantrasyonlar1 arttik¢a ise hiicre
cap1 degerleri diigmiistiir.

Erlenmayer denemeleri sonucunda enzim aktivitesi ve {iretim orani degerleri géz
Oniine alinarak biyoreaktdr denemelerinde kullanilacak mikropartikiil konsantrasyonlari
aliminyum oksit i¢in 1 g/L, 10 g/L ve 15 g/L; magnezyum silikat i¢in 1 g/L, 3 g/L ve 5
g/L olarak belirlenmistir.

Yari-kesikli beslemeli biyoreaktor denemeleri sonucunda da mikropartikiil
konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisinin istatistiksel olarak onemli oldugu
belirlenmistir (p<0,05). Biyoreaktor kontrol fermentasyonunda enzim aktivitesi degeri
92,86 U/ml iken en yiiksek B-mannanaz aktivitesi ve f-mannanaz iiretim orani degerleri
sirastyla 643,16 U/ml ve 89,91 U/ml/giin olarak 3 g/L. magnezyum silikat kullanilan yari-
kesikli beslemeli biyoreaktor fermentasyonu sonucunda elde edilmistir.

Erlenmayer denemelerinde mikropartikiil konsantrasyonu arttikca genel olarak
hiicre ¢aplarinin diistiigii belirlenmistir. Yari-kesikli biyoreaktor denemelerinde ise
magnezyum silikatin artan konsantrasyonlarinda hiicre ¢ap1 degerleri diiserken
alliminyum oksitin artan konsantrasyonlarinda hiicre ¢ap1 degerleri artmistir.

3 g/L magnezyum silikat varliginda gergeklestirilen biyoreaktér denemeleri
sonucunda pH kontroliiniin istatistiksel olarak 6nemli oldugu ve f-mannanaz aktivitesinin
arttirmadig@1 belirlenmistir (p<0,05). Ayrica havalandirma oraninin da istatistiksel olarak
onemli oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Sonug olarak en yiiksek B-mannanaz aktivitesi degerine (643,16 U/ml) 3 g/L
magnezyum silikat varliginda 400 d/d, 30°C, 1 I/d, pH kontrolsiiz ve 9 giin olarak
gerceklestirilen yari-kesikli beslemeli biyoreaktor denemesi sonucunda ulasilmistir.

Bulk enzim elde edilmesinde santriflij isleminin istatistiksel olarak Gnemli
olmadig1 ancak ultrafiltrasyon isleminin 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0,05). 10 ve 30
kDa uygulamalarinda retentatlar i¢in saflastirma katsayist degerleri sirasiyla 1,19 ve 1,25
olarak belirlenmistir. Ayrica dondurarak kurutma isleminde farkli soliisyonlar
kullaniminin istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
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B-mannanaz enziminin optimum c¢alisma pH ve sicakliginin belirlenmesi amaciyla
pH 3,0-9,0 ve 30-80 °C sicaklik araliginda denemeler yapilmistir. pH 5,0-6,0 ve 50-60
°C araliginda B-mannanaz enzimi %90 ve lizeri aktivite gostermistir. Bu araliklarin
disinda yer alan daha diisikk ve yiiksek degerlerde ise enzim aktivitesinde disiisler
olmustur.

B-mannanaz enziminin substrat spesifikliginin ve enzim ¢alisma hizinin
belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen denemelerde substrat degisiminin enzim hizina
etkisinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0,05). Enzimin substrat
spesifikligi ise sirasiyla kegiboynuzu gami, guar gam, KMS, nisasta ve jelatin olarak
belirlenmistir.

Farkli mineral iyonlarmnin enzim iizerine etkisi de belirlenmistir. Iyon varliginim
enzim aktivitesine etkisinin istatistiksel olarak onemli oldugu (p<0,05) ve K*, Sr?*, Ca?*,
Ni2*, Zn?*, Li*, Ag*) ve EDTA enzim aktivitesini azaltirken; Fe®*, Ba?*, Cu?*, Co?*, Na*
ve Mn? enzim aktivitesini arttirdig1 goriilmiistiir. Denenen reaktiflerin tamaminda
enzimin diisiisler olsa da aktivite gdstermis olmasi yine enzimin farkl sart ve kosullarda
calisabilecegini gostermistir.

Ayrica SDS-PAGE analizi ile enzimin molekiiler agirliginin 50-60 kDa araliginda

oldugu ve de-glikozilasyon analizi ile de proteinde herhangi bir glikozilasyon olmadig
ya da SDS-PAGE’de fark edilmeyecek kadar az glikozile oldugu belirlenmistir.
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8. EKLER

Ek-1. Mannoz standart kurvesi
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Ek-2. Sakkaroz standart kurvesi
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Ek 3. Biyoreaktor kontrol fermentasyonu hiicre goriintiileri (Soldan saga sirasiyla; 1, 3,
5, 7 ve 9. giin goriintiileri)
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Ek 4. 1 g/L aliminyum oksit biyoreaktor fermentasyonu hiicre goriintiileri (Soldan saga
sirastyla; 1, 3, 5, 7 ve 9. giin gorlintiileri)
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EKLER

Ek 5. 10 g/L aliiminyum oksit biyoreaktor fermentasyonu hiicre goriintiileri (Soldan saga
sirastyla; 1, 3, 5, 7 ve 9. giin gorlintiileri)
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Ek 6. 15 g/L aliiminyum oksit biyoreaktor fermentasyonu hiicre goriintiileri (Soldan saga
sirastyla; 1, 3, 5, 7 ve 9. giin gorlintiileri)
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Ek 7. 1 g/L magnezyum silikat biyoreaktor fermentasyonu hiicre goriintiileri (Soldan saga
sirastyla; 1, 3, 5, 7 ve 9. giin goriintiileri)
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Ek 8. 3 g/ magnezyum silikat biyoreakt6r fermentasyonu hiicre goriintiileri (Soldan saga
sirastyla; 1, 3, 5, 7 ve 9. glin goriintiileri)

2.000 pm
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EKLER

Ek 9. 5 g/ magnezyum silikat biyoreakt6r fermentasyonu hiicre goriintiileri (Soldan saga

sirastyla; 1, 3, 5, 7 ve 9. giin gorlintiileri)
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