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OZET

BIiYOTEKNOLOJIiK YONTEMLERLE BASIDIOMYCETES TURU
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Basidiomycetes smifindan pek cok mantar tlrl sagaltict etkileri igin Uzak
Dogu’da binlerce yil kullanilan giinimizde de yaygin olarak pek c¢ok spesifik
kimyasalin veya kimyasal grubunun iiretimi i¢in bagvurulan biyolojik kaynaklardir.
Trametes versicolor bir beyaz curuk¢il mantardir ve hem enzim Uretme kapasitesi
hem de biyoaktif bilesenlerin iiretiminde degerlendirilebilmesi bakimindan bu smif
icinde yer alan en Onemli tiirlerden biridir. Gerek iilkemizde, gerek yurt disinda bu
tirden mantarlardan elde edilebilecek polisakkaritler, enzimler ve diger biyoaktif
bilesikler iizerine ¢alismalar bulunmaktadir.

T. versicolor’un misel yapisinda bulunan B-glukanlarin ve 6zellikle de
polisakkarit peptit (PSP) olarak adlandirilan (bagisiklik tetikleyici, kanser Onleyici)
Ozellikler gostermesi sebebiyle sagaltici etkileri bulunmaktadir. T. versicolor’un en
onemli endustriyel uygulama alanlarindan biri enzim {iiretimidir. Bu mantarin lignin
peroksidaz, mangan peroksidaz ve lakkaz enzimlerini sentezlemektedir. Lakkaz
enzimi gida, tekstil, kagit vb. pek ¢ok sanayi dalinda aranilan ¢ok fonksiyonlu bir
enzimdir. Lakkaz enzimi gida endiistrisinde meyve suyu durultma, birada durultma ve
stabilizasyon, sarapta stabilizasyon, firin iriinlerinde polimer capraz baglama ile
tekstiir modifikasyonu, gida atik sularinin aritilmasinda vb. kullanilmistir. Lakkaz
enzim miktarini1 artirmaya yonelik calismalar bulunmaktadir. Bu c¢alismada enzim
miktarinin artirmak i¢in kegiboynuzu posasi degerlendirilmistir. Kegiboynuzu,
Akdeniz bolgesinde yetisen ve pekmez iiretiminde degerlendirilen 6nemli bir
meyvedir. Keciboynuzundan pekmez elde edilirken geriye kalan posa selilozik
yapidadir. Diger bir deyisle, kegiboynuzu posasi pekmez iiretiminin bir atik tiriiniidiir.

Bu c¢alismada Trametes versicolor CCBAS614 ve CCBAS1399 mantarlari ile
%0, 3, 6 ve 10 oraninda kurutulmus kegiboynuzu posasi ilave edilerek 7 giin boyunca
fermantasyon siipernatant ortaminda lakkaz enziminin degisimi incelenmistir.
Fermantasyonun son guniinde biyokiitle ortaminda ise toplam glukan, B-glukan, o-
glukan, diyet lif, kil ve protein miktarlarinda meydana gelen degisikliklerde
incelenmistir. T. versicolor CCBAS614 kultlrl ile inokile edilen %10 seviyesinde
kegiboynuzu posasi fermantasyon ortaminda 5. ginde en yiiksek lakkaz miktar
(27874.22 U/L) saptandi. Her iki sus karsilastirildiginda en yuksek toplam glukana T.
versicolor CCBAS614 kiiltiirii %10 kegiboynuzu posast (%18.29), aym sekilde a-
glukan %10 keciboynuzu posast i¢eren orneklerde (%210.71) bulundu. B-glukan ise T.
versicolor CCBAS1399 kiltiirt ile inokiile edilen %3 kegiboynuzu posasi ortaminda



(%9.15) olarak bulundu. Proteine bakildiginda ise T. versicolor CCBAS1399 kultirt
%3 ke¢iboynuzu posasi igeren kuru orneklerde en yiiksek (%10.58) saptandi. Kiil ise
T. versicolor CCBAS614 kultiri ile %10 keciboynuzu posasi kuru oOrneklerde
(%10.83), diger sus aymi sekilde T. versicolor CCBAS1399 kdltlra ile %210
keciboynuzu kuru o6rneklerinde (%10.90) bulundu. Her iki susta kiil bakiminda
istatistiksel fark yoktur. Son olarak diyet lif bakimindan T. versicolor CCBAS614
susunda (%37.76) ve T. versicolor CCBAS1399 kiilturiinde (%37.21) bulundu. Her iki
susta diyet lif bakiminda istatistiksel fark olmadig1 goriildii.

T.versicolor CCBAS614 susu ile %10 kegiboynuzu posast igeren fermantasyon
ortami ile gergeklestirilen fermantasyonda lakkaz enzimi, toplam glukan, a-glukan
miktarinda artis meydana gelmistir. T. versicolor CCBAS1399 ile %3 kegiboynuzu
fermantasyonu ise protein ve f-glukan miktarinda artis saglandi.

ANAHTAR KELIMELER: Basidiomycetes, Kegiboynuzu posasi, Lakkaz enzimi,
Trametes versicolor.

JURI: Yrd. Dog. Dr. Bargin KARAKAS BUDAK
Dog. Dr. irfan TURHAN

Yrd. Dog. Dr. Hatice Reyhan OZIYCI



ABSTRACT

PRODUCTION OF FUNCTIONAL PRODUCTS FROM FUNGI BELONGING
TO THE BASIDIOMYCETES sp WITH BIOTECHNOLOGICAL METHODS

Eroll BYTYQI
M.Sc. Thesis in Food Engineering
Supervisor: Asst. Prof. Dr.Bar¢cin KARAKAS BUDAK

February 2018; 49 pages

Fungi belonging to Basidiomycetes have been consumed in the Far East for
thousands of years for their prophylactic properties. Today, they are important
biological sources utilized for the production of specific chemicals and chemical
groups. Trametes versicolor is a white rot fungus and is one of the most important
species in this group in terms of its high enzyme production capacity as well as its
capabitiy of synthesising specific bioctive compounds. Studies have been carried out
in Turkey and abroad on the production of polysaccharides, enzymes and other
bioactive compounds using this species of fungus.

B-Glucan structures and especially polysaccharopeptide (PSP) complexes
present in the mycelial mass in Trametes versicolor have been implicated in providing
therapeutic benefits (i.e. immune stimulatory and anti-cancerogenic). One of the most
important industrial application areas of T. versicolor is the production of enzymes.
This fungus synthesizes lignin peroxidase, manganese peroxidase and laccase
enzymes. Laccase enzyme, on the other hand, is a multifunctional enzyme demanded
by many sectors including food, textile and paper industries. Laccase enzyme is used
for food industry for juice clarification, sedimentation and clarification in beer, wine
stabilization, textural modification, bakery products with polymer cross-linking, used
for the reclamation of food wastewaters. There are studies to increase the amount of
laccase enzyme. In this study, the carob pulp was evaluated to increase the amount of
enzyme. Carob is an important fruit grown in the Mediterranean region and evaluated
in the production of molasses. When molasses is obtained from carob, the remaining
pulp is cellulosic. In other words, the carob pulp is a waste product of molasses
production. In this study, the change of laccase enzyme in the fermentation
supernatant medium was investigated for 7 days by adding 0, 3, 6 and 10% carob pulp
with two strains Trametes versicolor CCBAS614 and Trametes versicolor
CCBAS1399 fungi. On the last day of fermentation, changes in total glucan, 3-glucan,
a-glucan, dietary fiber, ash and protein were investigated in the biomass medium.

The highest laccase activity was found in Trametes versicolor CCBAS614 in
media containing 10% carob pulp on day 5 of fermentation at 27,874.23 U/L. The
highest total glucan T. versicolor CCBAS614 culture was found to contain 10% carob
pulp (18.29%) and a-glucan 10% carob pulp (10.71%) as compared to both strains. -
glucan content (9.15%) were found in Trametes versicolor CCBAS1399 and 3% level
carob pulp fermentation medium. When the protein was examined, the culture of T.



versicolor CCBAS 1399 was highest (10.58%) in dry samples containing 3% carob
pulp. The ash was found in T. versicolor CCBAS614 culture and in 10% of carob pulp
samples (10.83%). The other strain was also found in 10% carob pulp samples
(10.90%) with protein T. versicolor CCBAS1399 culture. There is no statistical
difference in ash maintenance in both strains. Finally, dietary fiber was found in T.
versicolor CCBAS614 strain (37.76%) and in T. versicolor CCBAS1399 culture
(37.21%). There was no statistically significant difference in dietary fiber care in both
strains.

By summarizing the overall effect of carob pulp, fermentation of T.versicolor
CCBASG614 with 10% carob increased the enzyme laccase, total glucan and a-glucan.
On the other hand, 3% carob fermentation with T. versicolor CCBAS1399 increased
protein and B-glucan positively.

KEYWORDS: Basidiomycetes, Carob pulp, Laccase enzyme, Trametes versicolor.
COMMITTEE: Asst. Prof. Dr. Bar¢gin KARAKAS BUDAK
Assoc. Prof. Irfan TURHAN

Asst. Prof. Dr. Hatice Reyhan OZIYCI



ONSOZz

Basidiomycetes sinifindan pek ¢ok mantar sagliga yararhh etkileri ile
bilinmektedir. Basta Japonya olmak tizere farkli {ilkelerde Basidiomycetes sinifindaki
mantarlarin ¢ay, kahve gibi gida f{iriinlerle kombine edildigi yenilik¢i gidalar
bulunmaktadir. Ulkemizde ise son yillarda mantar iireticimi artmistir. Mantar
iiretiminde hem sivi ortamda gerceklestirilen biyoteknolojik iiretim hem de odun v.b
selilozik materyalin  degerlendirildigi kati fazda basit (retim yontemleri
uygulanmaktadir. Amag¢ enzim iiretimi oldugu taktirde sivi kiiltiir fermantasyonu
tiretimi kat1 kiiltiir fermantasyonundan daha fazla tercih edilmektedir. Sivi ortamda
iiretim sayesinde elde edilen enzimi saflastirmak daha pratik ve diisiik maliyetli
olmaktadir. Gerek sivi gerekse de kati kiiltiir fermantasyonu iiretimde ¢ogu zaman
kullanilan ortam baz1 besin Ogelerince zenginlestirilmektedir. Bu calismada
keciboynuzu pekmezi iiretimden arda kalan seliilozik madde olan ke¢iboynuzu posast
ile zenginlestirme yapilarak T. versicolor mantariyla yeni biyoteknolojik tirtinler elde
edilmistir.

Bu ¢alismanin adin1 koyarak bana bu yonde arastirma firsat1 veren danigmanim
Yrd. Dog. Dr. Bargin KARAKAS BUDAK, yapici elestirilerinden dolay1r Prof. Dr.
Mehmet INAN’a, Uzm. Dr. Ebru KAYA BASAR’a, calismammn her asamasinda
ilgilerini  yardimlarin1  eksik  etmeyen sayin Giirkan YILMAZ’a, Eda
KABACAOGLUna, Ars. Goér. Fatma ERSOZ’e, destekleyici ekip olarak Seda
ICEN’e, Ozgiil GUZEL’e, Merve HADIMIOGLU’na, her zaman yanimda olan esim
Unzile BUTUC e ve annem Nazmiye BUTUC e tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% : Yuzde

pl : Mikrolitre

dev/dk : Dakikadaki devir

dk : Dakika

é : Elektron

g : Goreceli santriftij kuvveti
g : Gram

L . Litre

M : Molar

mg : Miligram
ml : Mililitre
mm  : Milimetre

mM  : Milimolar

nm : Nanometre
°C : Santigrat derece
viv : Hacimce

wiw  : Agirlikga

Tezde ondalik yazim ayraci olarak nokta kullanilmistir (“21.01”)

Kisaltmalar

ABTS : 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-silfonik asit)

ATTC : Amerikan Tip Kultur Kolleksiyonu (American Type Culture
Collection)

BRM : Biyolojik tepki diizenleyiciler (biological response modifier)

CCBAS - Basidiomycetes Kltlr Koleksiyonu (Culture Collection of
Basidiomycetes)

Cys - Sistein

DK : Diizeltilmis kor

DM :Tanimlanmis besiyeri (defined medium)

DOK : Diizeltilmis 6rneklerin kalintisi



ELISA

EPR

EPS
GOPOD
H2SO4
His

iPS

KB
KH2PO4
KKkilM

KKM

KOH
KPM

LDL
MgSO4-7H20 :
NazHPO4
NaOH
NHs

NHa
(NH4)2S04
NHsNOs
OKKiIM

OKM
OKPM

PDA
PSK
PSP
U

: Enzime bagl bagisiklik deneyi (Enzyme-Linked ImmunoSorbent

Assay)

: Elektron paramagnetik rezonans

: Ekzopolisakkaritler

: Glikoz Oksidaz/Peroksidaz Ayraci
- Stlfirik asit

- Histidin

: Hucre igi polisakkaritler

: Kegiboynuzu posasi igeren besiyeri ortami

: Mono potasyum fosfat

: Kalint1 kor kil miktar
: Kalint1 kor miktari

: Potasyum hidroksit

: Kor protein kalinti miktar1

: Diisiik yogunluklu lipoprotein

Magnezyum sulfat heptahidrat

: Disodyum fosfat
: Sodyum hidroksit
: Amonyak

- Amonyum

: Amonyum sulfat
: Amonyum nitrat

: Ornekelrin kalint1 kiil miktarlari
: Orneklerin kalint1 miktar1
: Orneklerin kalint1 protein miktarlar:

. Patates dekstroz agar (potato dextrose agar)
. Polisasakarit krestin

: Polisakkarit peptit

: Unite
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1. GIRIS

Bazitli mantarlar dogada odunsu maddelerin bozunmasinda temel gorev iistlenen
ve diinyanin pek ¢ok bolgesinde orman alanlarinda bulunabilen mantardir. Bu mantarlar
toprak ve odun i¢inde misel yapilar1 olusturarak gelisir ve yayilir. Eseyli iiremek iizere
ise gozle goriilebilen sapka (basidiocarp) yapilart olustururlar. Bu mantarlardan bazilari,
ornegin Pleurotus tiirleri, gida olarak tiiketilebilir, pisirilerek yenilebilir niteliktedir.
Trametes gibi tiirlerde ise sapka yapisi serttir ve yemeye elverigli degildir, ancak bu tiir
mantarlar da Uzak Dogu’da yillardir ¢ay1 demlenerek tiiketilebilen {iriinler olmustur.

Bazitli mantarlarin yetistiriciligi genel olarak; diger yenilebilir mantarlarin
tiretiminde oldugu gibi, sapkalarin iiretimi amaciyla ve kati faz fermantasyonu ile
gerceklestirilir. Bu tip iiretimlerde cogu zaman bazi besin 6gelerince zenginlestirilmis
bilesimi agirlikli olarak seliilozik materyalden olusan zirai atiklar degerlendirilir. Kat1
faz fermantasyonu bu amagla tasarlanan kapali mekanlarda kontrollii ortam kosullar
temin edilerek yaratalir.

Biyoteknolojik yontemlerle fungal biyokitle Gretimi, bu yontemlere bir
alternatiftir. Giiniimiizde gelismis bat1 tilkelerinde bilyuk ilgi goren ve vejeteryan/vegan
beslenmeyi benimsemis kisilerin tiiketebilecegi Quorn® gibi et ikamesi iriinler de
biyoteknolojik yontemlerle Uretilen fungal biyokitle kullanilarak elde edilir. Ayrica sivi
kaltir i¢inde yapilan gelistirme ile elde edilen biyokitle ¢esitli maddelerin 6ziitlenmesi
amactyla degerlendirilebilir. Bunun da otesinde, mikrobiyal kiiltiirler sivi ortamda
gelistirildiklerinde besiyeri bilesiminde bulunan nisasta, seliiloz, protein vb. karmasik
bilesenleri sindirebilmek i¢in hilicre disina hidrolitik enzimler birakir. Kimi
biyoteknolojik stirecte hedeflenen Grtinler, bu enzimler veya diger metabolitlerdir.

Bu c¢alismada Cek Cumhuriyeti Kultir Kolleksiyonu ile irtibat kurularak
Trametes versicolor CCBAS614 ve Trametes versicolor CCBAS1399 suslar1 temin
edilmistir. Nihai olarak bu aymi tiirin farkli mantar susunun sivi kiiltiir i¢inde
gelistirilmesi ve biyoteknolojik {liretim potansiyellerinin arastirilmasi kararlastirilmigtir.

Basidiomycetes turlerinden Trametes versicolor dogal ortaminda odunun
bozunmasinda goérev almakta, mikrobiyal kiltir olarak kati faz veya derin kiiltiir
fermantasyonu ile {retilebilmektedir. Derin kiiltirde yetistirildiginde elde edilen
miselyum (biyokdtle) ve sivi fazda salgilanan enzimler (6zellikle de lakkaz), oldukca
yiiksek degere sahip Uriinlerdir. Salgiladiklar1 enzimler ile 6zellikle ¢evresel atiklarin
biyoremediasyonu (gevresel atiklarin biyolojik siireclerle aritilmasi) bu mantarlarin
kullanildig1 baslica uygulamalar olmustur.

Biyoteknolojik aragtirmalarin bir bdliimiinde ise bu organizmalarin {rettigi
enzimlerin saflastirilmasina ve karakterizasyonuna odaklanilmistir. Trametes tlrlerinin
salgiladigt ve bu yonde arastirilan enzimler arasinda lignin peroksidaz, mangan
peroksidaz ve lakkaz enzimleri sayilabilir. Lakkaz aromatik substrati kullanabilen,
ortam kosullarinda hem katabolik reaksiyon hem de polimerizasyon reaksiyonlarini
katalize edebilen bir enzimdir. Gida alaninda da gida atik sularin aritilmasi, meyve suyu
durultma uygulamalarinda kullanilabilen ¢evre dostu bir enzimdir. Biyoteknolojik
yollarla elde edilen pek ¢ok enzim vb diger tirtinler kiymetli Grtinlerdir. Bununla birlikte
tirlinlere  kazandirilan katma deger, blyuk Olgude CUretim sonrasi uygulanan
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islemlerebagli olarak saglanmaktadir. Gida katkisi ve analitik amacl olarak kullanilacak
enzim preparatlarinin yiiksek saflikta ve aktivitede olmasi tercih edilen bir durumdur.
Bu baglamda siv1 kiiltiirde hiicre disina salgilanan bir enzimin tretiminin hedeflenmesi
enzimin daha saf halde elde edilebilmesi agisindan 6nemlidir.

Trametes versicolor mantarinin en 6nemli 6zelliklerinden biri bu mantardan
izole edilen bazi bilesiklerin gida takviyesi olarak kullanildiginda sagladig1 faydadir. Bu
bilesikler esas itibariyle mantarin bilesiminde bulunan polisakkarit peptit yapisindaki
maddelerdir. Bu maddelerin ve bunlara ilave olarak mantarlarin hiicre duvarmi
olusturan B-glukanlarin saglik {izerinde c¢ok yonlii olumlu etkisi s6z konusudur.
Uretimde, biyokitlenin de bir besin kaynag olarak degerlendirilebilirliginin
arastirilmasi agisindan elde edilebilen biyokutle miktart ve igerdigi B-glukan miktariin
belirlenmesi 6nemlidir.

Keciboynuzu (Ceratonia siliqua), veya diger bir adiyla harnup, Akdeniz
ikliminin hiikiim siirdigii yerlerde dogal olarak yetisen, baklagiller familyasindan her
daim yesil cali ya da aga¢ formunda olan bir bitkidir. Kegiboynuzu meyvesinin kabuk
boliml (tohum zarfi) yiiksek oranda seker igerir ve oldugu gibi ¢erez olarak
tiiketilebilir. Meyvenin i¢ kisminda bulunan 10-12 adet ¢ekirdek (tohum) dogrudan
yenilebilir  nitelikte = olmamakla  beraber kegiboynuzu zamki iretiminde
degerlendirilmektedir. Ayrica, meyveler sicak su ile 6ziitlenerek ke¢iboynuzu pekmezi
veya harnup pekmezi olarak bilinen Grin elde edilir. Harnup pekmezi Akdeniz
bolgesinde yasayan yerel halk tarafindan geleneksel yontemlerle iiretildigi gibi bu {iriinu
ticari Olcekte Ureten sanayii kuruluslari da bulunmaktadir. Sanayi kuruluslar tarafindan
pekmeze islendigi takdirde keciboynuzu hammaddesinden atik (veya yan iiriin) olarak
keciboynuzu cekirdekleri ve posa elde edilir. Cekirdekler zamk Gretiminde
degerlendirilebilir ancak atik posanin hayvan yemi olarak kullanimmin disinda bir
degerlendirme yolu bulunmamaktadir. Bu atik pulp biiylik oranda seliilozik yapidadir ve
bilesiminde lignin bulunur.

Bu caligmada derin kultiir fermantasyon yontemiyle kegiboynuzu posasinin T.
versicolor mantariyla zenginlestirilerek basta lakkaz olmak iizere, glukan, diyet lif,
protein Uizerine etkisi incelenmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Basidiomycetes Turu Mantarlar

Mantarlarin islenmesi s6z konusu oldugunda tiiriin delimitasyonu (tanilanmasi)
kritik bir noktadir ve baslangic materyalin karakterize edilmesi ve belgelenmesi
bakimindan Onemlidir. Bunun i¢in gegen yiizyll sonlarma kadar gecgerli yontem
morfolojik inceleme olmakla birlikte ginumuzde molekuler filogenetik yontemleri
yaygin olarak kullanilmaktadir (Grienke vd. 2014).

Chang (2008)’e gore, yenilebilir mantar liretimini 6zetlemis ve ayri bir boliimde
de mantar biyoteknolojisi konusunu ele almistir. Mantar biyoteknolojisi, fermantasyon
teknolojisi, mantar biyolojisi/mikrobiyolojisi ve biyoproses prensiplerinin uygulanmasi
ile ilgilidir. Mantar noétrasotikleri (diyet takviyeleri, biyolojik tepki dizenleyicileri),
misellerden elde edilebilen ve gliniimiizde giderek artan bir ilgi ile aragtirilan bir grup
maddedir. Diger yandan; Singh ve Singh (2014), odun bozunmasinda goérev alan
mantarlarin biyoteknolojik 6nemleri {izerine hazirladiklar1 derlemede, sadece enzim
tireticisi kiiltiirler olarak degerlendirme yapmistir. Genel olarak literatiirde bu yonde bir
ayrigsmanin fiilen mevcut oldugu, yani gerek derleme gerek arastirma makalelerinde s6z
konusu mantarlarin ya polisakkaritler ya da enzimler agisindan biyoteknolojik {iretimde
degerlendirildigi gézlenmektedir. Bunun istisnasi olabilecek caligsmalarinda es-zamanl
olarak ekzopolisakkarit peptitlerin ve lakkaz enziminin iiretimini hedeflemistir (Que vd.
2014). Bu konuda ulagilabilen bir diger ¢alismada Tavares vd. (2014), T. versicolor’dan
ekzopolisakkarit ve lakkaz tiretim siirecinde morfolojik degisimleri incelemistir.

Glinlimiizde tibbi mantarlarin {iretimi i¢in en ¢ok kullanilan yontem yemeklik
mantar yetistiriciliginde oldugu gibi kompostta iiretimdir. Basidiomlarin olusumu i¢in
gerceklestirilen tretimler gunumizde Uretimin %80-85’ine karsilik gelir ve bu tiir
{iretim aylarca zaman alir (Elisashvili 2012). ister (kat: Kkiltir fermantasyonu ile)
miselyum igin ister basidiokarp i¢in olsun bu tiir {iretimlerde kontrolii saglamak ve
kontaminasyonu Onlemekle ilgili riskler olusabilmektedir. Kati kiiltiir ortaminda
miselyum tretimi gergeklestirildiginde kati1 fazin kendisinden kaynaklanan bilesiklerin
iiretim sonrast saflastirma islemleri ile uzaklastirilmas: giicliik yaratmaktadir. Derin
(sivi) kiltir fermantasyon firetimi bu bakimdan tibbi mantarlardan biyokiitle ve
metabolitlerin iiretimi igin elverisli ve tercih edilmesi gereken bir alternatiftir (Tang vd.
2007).

Poliporlar (Polyporaceae s.l., Agaromycetes, Basidiomycota) diinya ormanlarinda
en dikkat cekici ve en fazla bulunan mantarlardir. Bu organizmalar arazide gozle
goriilebilen basidiomlar1 ve porlu himenofor yapilari ile kolaylikla teshis edilebiliyor
olmakla beraber mikrobiyolojik, kiiltiirel ve biyolojik acidan oldukca polifiletik ve
cesitlidirler (Rajchenberg 2011). Dogadaki temel goérevleri agaglarin bozunmasi ile
ilgilidir. Bu mantarlarin toprak altinda veya odun icinde gelisen vejetatif kisim
sayilabilecek misel (hifli) yapilar1 fruktifikasyon denilen bir doniisiimle basidiokarp adi
verilen yapilar1 olusturur. Basidiokarplar kabuk, gal, kikirdak veya kagit seklinde
olabilmektedir (Kies ve Liu 2000). Basidiomycetes mantarlarimin g¢ogunda hatta
tamaminda, basidiokarplarinda, kiiltiire edilmis misellerinde ve kiiltiir sivisinda
biyolojik olarak aktif polisakkaritler bulunur. Bu mantarlar ayrica lektinler, laktonlar,
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terpenoidler, alkaloidler, antibiyotikler ve metal selatlama ajanlar1 gibi sagaltic1 etkileri
olan ikincil metabolitler de Uretirler (Wasser 2011).

Basidiomycetes  tlrl  mantarlarin  drettigi  B-glukanlarin  ve/veya
heteropolisakkaritlerin antitiimor, bagisiklik tetikleyici ve sagaltici etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Bu mantarlarin yenilebilir mantarlar olmasi nedeniyle iirettikleri bu
polisakkaritlerin gida katki maddesi veya gida takviyesi iiretiminde glvenle
kullanilabilmesi s6z konusudur (Giavasis 2014; Giavasis 2013; Ren vd. 2012). Bu
mantarlar giiniimiizde fizyolojik olarak ©Onemli etkileri olan bilesenleri igeren
fonksiyonel gidalar olarak kabul gormektedir (Kozarski 2014).

2.1.1. T. versicolor

Trametes, Agaricales takiminda yer alan ve ozellikle lignoseliilozik materyalde
gelisen beyaz pamuksu hiflere sahip ¢iiriik¢iil (saprofit) bir mantar cinsidir. Trametes
cinsi, tip, biyoteknoloji ve ¢evre koruma alanlarinda biiylik dneme sahiptir (Cérdoba ve
Rios 2012). Taksonomi adiyla daha onceleri Coriolus versicolor veya Polyporus
versicolor, yeni adi ile Trametes versicolor olarak anilan ve genel ismi ‘hindi kuyrugu’
olarak bilinen mantar tiirii arastiricilar i¢in umut vadeden beyaz hifli mantar tiirlerinden
biridir. T. versicolor’un kurutulmus meyveleri Uzak Dogu’da yillardir sicak suda
infiizyon seklinde (cay gibi) tiiketilmistir. Cinlilere ait kaynaklarda 120 ¢esidinin oldugu
belirtilen bu mantar, yiiz yillarca pek ¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmistir (Chu vd.
2002). T. versicolor mantar1 solda Sekil 2.1 a’da goriilebilir. Sekil 2.1 b’de ise
fermantasyon ¢alismasindan elde edilen biyokditleye ait bir goriintii verilmistir.

(@) (b)

Sekil 2.1. a) Kurutulmus T. versicolor mantar1 (Chu vd. 2002); b) T. versicolor CCBAS
1399 mantari ile %10 seviyesinde keciboynuzu igeren fermantasyon calismasinda elde
edilen biyokiitle

T. versicolor’un en oOnemli endiistriyel uygulama alanlarindan biri enzim
uretimidir. Bu mantar lignin peroksidaz, mangan peroksidaz ve lakkaz enzimlerini
sentezler. Enzimlerin hepsi mantarin yasamsal faaliyeti agisindan 6nemli olan lignin
degredasyonunda etkili enzimlerdir (Cordoba ve Rios 2012). Enzim fonksiyonunun yani
sira lakkazin spor dayanimi rozomorf olusumu, patojenez, basidiom olusumu ve
pigment sentezi gibi biyolojik olaylarda gorev aldigi bilinmektedir (Maciel vd. 2010).
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2.1.1.1. T.versicolor mantarmn biyoaktif 6zellikleri

Fungal hiicre duvarlan (diyet lifi) kitin, diger hemiseliilozlar, mannanlar ve -
glukanlar igerir (Sekil 2.2). B-Glukanlar p(1—3), p(1—4) ve P(1—6) baglar iceren
homo- veya heteroglukan yapida olabilmektedir ve mantarlarin saglikla ilgili pek ¢ok
olumlu etkisi bu bilesenlerden kaynaklanir (Manzi ve Pizziferrato 1999). Nitschke vd.
(2011) gelistirdikleri kolorimetrik yontemi kullanarak 100 g kuru T. versicolor
biyokiitlesinde 3.28 g B-glukan igerigi oldugunu tespit etmistir. f-Glukanlarin analizi
enzimatik, ELISA ve fluorometrik olarak da yapilabilmektedir ancak Nietsche vd.
(2011), gelistirdigi yontemin diger yontemlere gore bazi avantajlarinin oldugu da
bilinmektedir (Zhu vd. 2015). D-Glukanlar genel olarak misel biyokutlesinden veya
basidiomdan sulu ve/veya alkali ekstraksiyon ile izole edilebilmektedir. Sulu
ekstraksiyonun ilk asamasinda etanol ile yikama yapilarak lipit ve apolar bilesikler
uzaklagtirilabilir ve akabinde bazik bir ¢ozelti ile (6r. %2’lik sicak KOH ile) 6ziitleme
yapilabilir (Ruthes vd. 2015; Zhang vd. 2007).

Hiicre duvan

Kitin (Diyet lifi) / S

\

B(1,3) glukdn

Sekil 2.2. Fungal hiicre duvarinin yapisi (Sanchéz vd. 2014)

Biyokutlenin haricinde, bu mantarlarin gelisme ortamlarina polisakKkaritler salgiladigi
bilinmektedir. Bunlar ekzopolisakkaritler (EPS) olarak adlandirilir (Wang vd. 2014),
buna karsilik miselyumda bulunanlar ise literatlirde hucre igi (intraseluler)
polisakkaritler ~ (IPS) (Hsu vd. 2013) veya endo-polisakkaritler olarak
isimlendirilmektedir (Silva vd. 2013).

T. versicolor polisakkaritlerinden en dnemlileri miselyumdan ekstrakte edilen
polisakkarit peptit (PSP) ve polisakkarit krestin (PSK) fraksiyonlaridir. Bu
fraksiyonlarda protein peptid zincirine kovalent olarak bagli polisakkaritte o-1,3
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glikozidik ve B-1,4 glikozidik baglar bulunur (Yang ve Zhang 2009; Ng 1998). PSK
yapisinda ayrica B-1,6 yan zincirlerin de oldugu Kobayashi vd. (1995) tarafindan
belirtilmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. C.versicolor COV1 susunda bulunan PSP’nin kimyasal yapist (Yeung vd.
2006; Zhou ve Yang 1999)

PSP ve PSK sirasiyla Japon ve Cin menseili UrGnler olup derin Kkaltar
fermantasyonu veya kati faz fermantasyonu ile gelistirilen misellerden ekstrakte
edilerek Uretilen ticari 6neme sahip maddelerdir. PSK T. versicolor CM-101 susundan;
PSP ise T. versicolor Cov-1 susundan iretilir. Her ikisinin de fizyolojik etkileri benzer
Ozelliktedir. Biyokdtlenin kuru bazda yaklasik %30 oraninda polisakkaropeptit igerdigi
belirtilmektedir (Cui vd. 2003). Bilindigi kadariyla, Tlrkiye’de PSP/PSK (retimi yoktur
ve PSP/PSK fiyatlar1 yurt disinda farkli B-glukan icerikli (%40-60 p-glukan) tabletler
halinde 30-95 €/27g civarinda satisa sunulmaktadir. Tiirkiye’de preparat olarak yerli
firmalarin satisa sundugu P-glukan igeren bazi bagisiklik diizenleyici takviyeler
bulunabilmektedir (6r. Immuneks® Saccharommyces cerevisiae B-glukami igeren bir
besin takviyesidir; 29TL/10mg p-glukan). Glnluk 3 grama kadar T.versicolor
mantarindan elde edilen B-glukanin tiiketiminin uzun yillar siirdiirelebildigi ve saglik
tizerinde hi¢bir olumsuz etkisinin goriilmedigi belirtilmektedir (Cordoba ve Rios 2012).

T. versicolor polisakkaropeptitlerin bagisiklik dizenleyici veya biyolojik tepki
dizenleyici (Biological Response Modifier, BRM) olarak etkileri olduk¢a iyi sekilde
ortaya konulmustur. Cheng ve Leung (2008), hazirladiklar1 derlemede PSK/PSK’nin
farmakolojik etkilerini bagisiklik diizenleyici etki, anti-tumor etkisi, antimikrobiyal
etki, anti-nosiseptif (agr1 hissini azaltici) etki, basliklar1 altinda 6zetlemistir. Ramberg
vd. (2010) polisakkaritlerin bagisiklik diizenleyici etkilerini ele aldiklari derlemede, T.
versicolor glukanlarinin insanlarda kanser karsiti etkisinin oldugunu vurgulamstir.
Kobayashi vd. (1993) PSK’nin Japonyada anti-kanserojen olarak tiiketildigini ve pek az
yan etkisi oldugu icin uzun siirelerle kullanilabilecegini belirtmistir. Unyanar vd.
(2006), Adana’da izole edilmis ve ATCC kiiltiir koleksiyonuna girmis bir T. versicolor
susu ile elde edilen preparatin anti kanserojen etkisinin oldugunu gostermistir.



KAYNAK TARAMASI E.BYTYQI

Mantar biyokutlesinde elde edilen polisakkarit ekstraktlarinin antioksidan
aktivite gosterdigi Kozarski vd. (2012) tarafindan bildirilmistir. Kozarski bu arastirma
sonucunda, antioksidan aktivitenin polisakkarit fraksiyonunda bulunan a-glukanlar ve
fenoller ile olumlu korelasyon gosterdigini ortaya koymustur.

Ayrica T. versicolor oziiti PSP’nin antidiyabetik ozellik gostererek seker
hastaligr semptomlarini azalttig1 bildirilmektedir (Lindequist vd. 2005). Hsu vd. (2013)
bu etki mekanizmasi ile ilgili olarak T. versicolor misellerinden ekstrakte ettikleri
polisakkaritlerin a-glukosidaz aktivitesini baskilayici etkisini arastirmistir.

T. versicolor polisakkaritlerinin ve PSP’lerinin bir diger faydasi ve potansiyel
uygulama alani, toksin olusumunun engellenmesidir. Aflatoksin Aspergillus parasiticus
kiifliniin trettigi, gidalarda ve yemde bulunmasi istenmeyen bir toksindir. Zjlac vd.
(2006) T. versicolor polisakkarit ekstraktlarinin toksin olusumunu baskiladigini
gostermistir.

2.1.1.2. Lakkaz enzimi ve endiistriyel uygulamalar

Lakkazlar (benzendiol: oksijen rediiktazlar; EC 1.10.3.2) es zamanli olarak
molekiiler oksijeni suya doniistiirmek suretiyle bir dizi aromatik bilesikleri okside etme
potansiyeline sahip ¢oklu-bakir oksidazlarlardir (multi-copper oxidases, MCO). Genis
yelpazede substrat kullanabiliyor olmalar1 bu enzimleri biyoteknoloji uygulamalarinda
aranan enzimler haline getirmistir (Giardina vd. 2010). Lakkaz enzimi ilk olarak
1963’de Japonya’ya Ozgii bir agacin 6zsuyunda tespit edilmis ve 90’11 yillarda bu
enzime yogun ilgi olmustur. ilk ticari Griinii, Novozyme firmasinca (Novo Nordisk,
Danimarka) 1996 yilinda piyasaya siirlilmiistiir. Gilinlimiizde ise ¢evreye duyarli
islemlere olan talep bu enzimlere olan ilginin ve talebin katlanarak artmasina sebep
olmustur (Riva 2006). Biitiin lakkazlarin yapilarinda, bakir iceren T1, T2 ve T3
bolgeleri bulunur (Hakulinen vd. 2002). Bu ii¢ bolge de lakkazin katalitik etkinligi i¢in
onemlidir. T2 ve T3 bolgeleri arasindaki bosluk substratin baglanma noktasini
olusturur. Mononiikleer bakir merkezi, iki His ve bir Cys kalintisiyla trigonal olarak
koordine olmus bir Cu atomundan (Tip 1, T1) olusur. Derin kiiltiir fermantasyonu ile
uretilen lakkazlar mavi renkte olmakta (Ng 2004) ve tip 1 (T1) bakir iyonu nedeniyle
~600 nm dalgaboyunda maksimum absorbans vermektedir. T1 ve T2 bakirlar1 elektron
paramagnetik rezonans (EPR) spektroskopisi ile tayin edilebilirler. T3 bakir ¢iftinde,
bakirlar birbirlerine hidroksil kopriisii ile baglandiklarindan EPR de sinyal vermezler,
ancak 330 nm de karakteristik bir absorbansa sahiptirler (Solomon vd. 1996).

Aktif formunda lakkaz enzimi dimerik veya tetramerik glikoproteinden olusan
bir holoenzim formundadir ve genelde bir monomerde 3 redoks bolgesine karsilik gelen
dort metal iyonu bulunur (Madhavi ve Lele 2009).
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T2&T3; Oz burada baglanir ve
4 é kaybederek suya indirgenir

T1 redoks
potansiyeli

Sekil 2.4. Swissprot veritabanina girisi yapilan T. versicolor lakkazinin Cn3D goriiniim
(Bertrand vd. 2002)

Sekil 2.4°de T. versicolor lakkazinin ii¢ boyutlu yapisinda 4 adet bakir iyonunun
ve aktif bolgelerde 3 adet 2,5-ksilidin substratinin yerlesimi goriilebilir. Kaynagina
bagli olarak bu enzimin molekiiler agirligt 60-100 kDa araliginda olabilmekte ve
mantarlarda agirhigmin %10-25’i glikozilasyon kalintilarindan kaynaklanabilmektedir
(Madhavi ve Lele 2009).

Lakkaz enziminde glikozilasyon, 4 noktadan gerceklesebilmekte ve enzimin
dayanimi, aktivitesi, substrat spesifiklii ve enzim mekanizmas1 gibi ozelliklerine
dogrudan etkili olmaktadir (Bertrand 2002). Baz1 mantar ve bdcek hiicreleri icinde de
lakkazlarin bulundugu tespit edilmis olsa da literatiire ge¢gmis olan lakkazlarin pek ¢ogu
hiicre disina salgilanan mikrobiyal enzimlerdir. Fungal lakkazlarin pH degerleri
genellikle asidik olmaktadir (pH 3-7) (Madhavi ve Lele 2009).

Lakkaz enzimleri ile ger¢eklesen tepkimelerin kaderi sentez iglemleri olabilecegi
gibi bozunma (degredasyon) yonunde de seyredebilir. Pek cok faktoriin etkisine bagl
olarak lakkaz enzimi ile: 1) oksidatif eslesme gergeklesebilir ki bu dimerlerin ve/veya
polimer tirlerin sentezlenmesi ile sonuglanir; 2) yeniden diizenleme tepkimeleri
olusabilir, bu durumda ayni yolla sonlanir ve belirli tepkime iiriinleri olusur; 3) fenolik
olmayan bilesiklerde bag kirilmalar1 ile sonuglanan oksidasyon tepkimelerine araci
olabilir (Pezella vd. 2015). Bunlardan ilki boya ve polimer sentez iglemlerinin in vitro
kosullarda yapilabilirligini ilgilendirirken diger ikisi agartma, biyodoniisiim gibi pek
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cok biyoteknolojik siirecte Onemli islevler anlamina gelir. Mikolasch ve Schauer
(2009)’1n lakkazlarin yeni hibrit molekillerinin ve biyomateryallerin sentezinde
kullanimini anlattiklar1 derlemede lakkazlar, yiiziin {izerinde aromatik substrati
kullanabilen, ortam kosullarina bagli olarak hem katabolik hem polimerizasyon
reaksiyonlarini katalize edebilen, kararli yapida proteinler olarak tarif edilmistir.
Dolayisiyla, lakkaz enziminin fenolik ve fenolik olmayan pek ¢ok substrati
kullanabilme yetenegi mevcuttur ve enzim ¢ok yonlii olarak farkli alanlarda uygulama
bulabilmektedir.

Couto ve Herrera (2006), sonrada Pezella vd. (2015) lakkazlarin endiistriyel
uygulama alanlarini agiklayan ayrintili derlemeler hazirlamiglardir. Minussi vd. (2002)
ve Osma vd. (2010) ise, gida endiistrisinde uygulamalarini ele aldiklar1 ¢alismalarda
lakkazin giderek artan uygulama alanlar1 oldugunu vurgulamis ve bu enzime olan
endiistriyel talebin giderek attigini ifade ettmistir. Bu derlemelerde altbasliklar halinde
verilmig bazi uygulamalar: meyve suyu durultma; birada durultma ve stabilizasyon;
sarapta stabilizasyon; firin iriinlerinde polimer c¢apraz baglama ile tekstiirlin
modifikasyonu; kakao, yag vb gidalarda organoleptik Ozelliklerin iyilestirilmesi,
jelatinize pektin yapisinin iyilestirilmesi; analitik yontem ve biyosensorlerin
gelistirilmesi; zeytin karasuyu, damitim sivi atiklar1 vb gida atik sulariin islahidir.
Bunun yaninda diger bazi uygulamalar ise; aroma bilesiklerinin (divanilin) sentezi
(Krings vd. 2015); mikotoksinlerin (aflatoksin B1) degredasyonu (Alberts vd. 2009) ve
akilli ambalajlarda paket i¢i oksijen tespiti i¢cin kullanilabilecek indikatorde lakkaz
kullanim1 (Virtanen vd. 2014) olarak sayilabilir. Viswanath vd. (2014) fungal
lakkazlarin atik sularin 1slahi i¢in degerlendirilmesini ele aldiklar1 derlemede lakkaz
ureten fungal turlerin ve gesitlerinin yeni lakkaz enzimlerinin tespiti agisindan ¢ok
onemli oldugunu vurgulamistir.

Mate ve Alcalde (2017), lakkaz enziminin kullanim alanlarin1 Sekil 2.5°de
ozetlemistir. Lakkaz enzimi; c¢evresel iyilestirme (gevreye atilan kimyasallarin
giderilmesi), biyoyakit hiicre-biyosensor, tekstil (kot beyazlatma), kagit hamuru-kagit,
gida, organik sentezi, fiber karton, kozmetik, boya gibi genis endiistri alanlarda
kullanimina sahiptir.

PLI... JL 2... -
I Biyoyakat %2 Fiber karton %0.7 Kozmetik %0.7

I :
I Organil&\ . ~
sentezi "\ A £
1 = 0\ Boya%o0.3] li
Gida~ 4%
| o 10% e
’ Cevregdvilestirme
Hamur ve kagit s /
. B
20% 2%
e 2
Tekstil " "~ Biyoyakat hiicre-

biyosenszdr ([ ]
n .°,

Sekil 2.5. Lakkaz enziminin kullanim alanlar1 (Mate ve Alcalde 2017)
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Lakkaz enzimi kaynagi olan mikroorganizmalar ve uygulama alanlanlar1 Cizelge
2.1’de verilmistir. Bu ¢izelgede T. versicolor tlrinden lakkaz kaynaginin biitiin
uygulama alanlarinda kullanilabildigi goriilmektedir.

Cizelge 2.1. Lakkaz enzim kaynagi olan mikroorganizmalar ve uygulama alanalari

(Demiralp vd. 2015).

Uygulama Alam Lakkaz Kaynag Uygulama Alam Lakkaz Kaynag
Aspergillus niger Agaricus bisporus
Cerrene unicolor Aspergillus niger
Coriolopsis gallica Aspergillus oryzae
Coriolopsis rigida Cerrena unicolor
Funalia trogii Coriolus hirsutus
Gaeumanno mycesgraminis Biyosensorler Coriolus versicolor
Irpex lacteus Myceliophtora thermophila
Myceliophthorathermophila Rigidoporus lignosus
Pleurotus ostreatus Rhus vernicifera

g‘l’g:rlf;::l Renk Pycnoporus cinnabarinus Pleurotus ostreatus

Polyporus pinsitus
Pleurotus eryngii
Sclerotium rolfsii
Streptomyces cyaneus
Streptomyces coelicolor
Streptomyces psamaticus
Streptomyces viridosporus
Trametes hirsuta
Trametes modesta
Trametes trogii

Trametes versicolor
Trametes villosa

Pyricularia oryzae
Polyporus pinsitus
Trametes versicolor

Stvi1 atik
muhamelesi

Ksenobiyotiklerin
Pargalanmasi

Chaetomiaceae

Cladosporium sphaerospermum

Coprinus cinereus
Coriolopsis gallica
Coriolus hirsutus
Coriolus versicolor
Myceliophthora thermophile
Panus tigrinus
Polyporus pinsitus
Pleurotus osteratus
Pycnoporus cinnabarinus
Pyricularia oryzae
Rhizoctonia solani
Rhus vernicifera
Trametes pubescens
Trametes hirsuta
Trametes sp.
Trametes versicolor
Trametes villosa
Trichophyton sp.

Coriolopsis gallica
Gliocladium virens
Lentinula edodes
Coriolopsis tigrinus
Pleurotus ostreatus
Pleurotus spp.
Pycnoporus coccineus
Rhus vernicifera
Trametes sp.
Trametes versicolor

Biyolojik Kagit
Hamuru

m—)

Coriolus versicolor
Fomes fomentarius
Ganoderma collosum
Lentinus edodes
Merulius tremellosus
Phlebia radiata
Pleurotus ostreatus
Peniophora sp.
Pycnoporus sanguineus
Pseudomonas stutzeri
Trametes versicolor
Streptomyces cyaneus
Trametes hirsuta

Gida Endiistrisi

m—

Myceliophtora thermophili
Polyporus pinsitius
Pycnoporus cinnabarinus
Trametes hirsuta

Trametes versicolor

Organik Sentezi

m—

Coriolus hirsute

Pycnoporus cinnabarinus
Phaseolus coccineus
Pyricularia oryzae

Trametes versicolor
Trametes villosa

Biyo-Beyazlatma

—_

Coriolus versicolor
Pleurotus eryngii
Pycnoporus cinnabarinus
Trametes versicolor

Kot Eskitme

Trametes versicolor
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2.2. Kegiboynuzu (Ceratonia siliqua)

Keciboynuzu (Ceratonia siliqua), baklagiller (Fabaceae) familyasindan olup,
Akdeniz ikliminde dogal olarak yetisen ve meyveleri yenen, aga¢ formunda bir bitkidir
(Karkacier vd. 1995). Kegiboynuzu meyvesi, yaklasik % 90 meyve eti ve % 10 ¢ekirdek
kismindan olusur. Kegiboynuzu meyvesinin ¢ekirdekleri galaktomannanca zengin olup
gam dretiminde kullanilir. Bunun yaninda; kegiboynuzu meyvesinin tiketim
olgunluguna ulastiginda % 91-92 toplam kuru madde, % 62-67 ¢ozlnulr kuru madde ve
bu ¢ozlndr kuru madde icinde % 34-42 sakaroz, % 10-12 fruktoz ve % 7-10 glukoz
icerdigi bilinmektedir (Turhan vd. 2007).

Geleneksel olarak kegiboynuzu insan ve hayvan beslenmesinde kullanilmakla
birlikte gida endistrisinde dogal gida katki maddeleri, endustriyel drtinler, farmasotik ve
kozmetik endiistrilerinde genis bir uygulamaya sahiptir ( Hafsa vd. 2017).

Keciboynuzu tozunda %38.7 toplam seker, %7.24 lif ve % 3.75 tanen bulunur
(Yousif vd. 2000). Keciboynuzu meyvesini en iyi sekilde ekstrakte edebilmek icin
yapilan calismalarda, ekstraksiyon kosullari olarak meyve tanecik boyutu (1 - 20 mm),
ekstrakt sicakligr (20 - 100 °C), ekstrakte siresi (0.25 — 8 saat), su-meyve orani (1 - 10)
gibi farkli kosullar énerilmistir (Kaya ve Ozdemir 2015).

Sert yapisindan dolay1 preslenmesi miimkiin olamayan kegiboynuzu meyvesinin
su ile ekstrakte edilmesi daha uygundur ve elde edilen ekstrakt konsantre edilerek
pekmeze islenmektedir. Pekmez {iretimi i¢in genellikle ke¢iboynuzu zamki tiretmek
amaciyla g¢ekirdekleri uzaklastirilmis kegiboynuzu kullanilir. Kegiboynuzu 1/5 ile 1/10
oraninda su ile karistirilarak ekstraksiyon gerceklestirilir. Ekstraksiyonda diflizyon
hizin1 artirmak amaciyla meyve parcalar1 6nceden nemlendirilmekte ve ortam 80-90
°C’ye kadar 1sitilmaktadir (Turhan vd. 2007). Geleneksel olarak kesikli metotla ekstrakt
elde edilirken, geriye kalan kisim kegiboynuzu posasi olmaktadir. Sekil 2.6’de
keciboynuzu pekmezi eldesi i¢in uygulanan islem akisina yer verilmistir.

Kegiboynuzu meyvesi

l

Parcalama

!

Nemlendirme

|

Ekstraksiyon [ > Keciboynuzu posasi

J

Evaporasyon

(70° Briks)

ﬂ Keciboynuzu pekmezi

Ambalajlama

Sekil 2. 6. Kegiboynuzu pekmezi elde edilmesi (Turhan vd. 2007)
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Keg¢iboynuzu meyvesinin, tekstil, kagit, ilag, kozmetik, boya, petrol, alkol ve
gida endistrisinde kullanilabilirligi ile ilgili pek ¢ok calisma vardir, meyvesi disinda ise
isleme sonrasi agiga c¢ikan posaninda bir ¢ok sanayi dalinda kullanilabilecegi
belirtilmistir (Turhan ve Karhan 2004). Genelde arta kalan posa seliiloz igerigi yiiksek
oldugu i¢in hayvan yemi olarak kullanilir (Demirtas 2007). Kegiboynuzu, metabolik
enerjiler agisindan zengindir ve hayvan beslenmesi i¢in yiiksek enerji saglayan ideal bir
gidadir (Hafsa vd. 2017).

Zunft vd. (2003) yapmis oldugu ¢alismada ke¢iboynuzu posasinin besin igerigini
%5.0 nem, %5.8 karbonhidrat (sakaroz-glukoz-fruktoz), %5.2 protein, %0.2 lipit, %3.36
kil, %6.2 ¢cozinlr posa, %68.4 ¢ozinmez posa ve %2.84 suda ¢oziindr polifenol olarak
tespit etmistir. Bu ¢alismada, kiispenin toplam kolestrol ve LDL kolesteroli belirgin
diizeyde azaltig1 vurgulanmistir.

Bagka bir ¢alismada ise kuru ogiitiilmiis ke¢iboynuzunun %3.1 - 4.5 protein;
%31.5 - 50.1 toplam seker; %11.3 - 14.6 karbonhidrat; %0.5 - 0.8 lipit ve 2.05 - 4.60
mg/g polifenol icerdigi tespit edilmistir (El Batal vd. 2016).

Raposo vd. (2016) yapmis olduklar1 bir ¢alismada Saccharomyces cerevisiae ile
yiiksek yogunlukta keciboynuzunu kesikli fermantasyona ugratarak uygun maliyetli
yuksek etanol verimi elde etmistir.

Sekil 2. 7. a) Keciboynuzu meyvesi; b) Ogiitiilmiis keciboynuzu ¢) Kegiboynuzu
tohumu (EI Batal vd. 2016).

Yapilan c¢alisma, T.versicolor mantariyla gergeklestirilen derin  Kaltir
fermantasyonunda keg¢iboynuzu posasini degerlendirmeye yoneliktir. Kegiboynuzu
pekmezinden arta kalan posa, yiksek seliiloz igerigi sebebiyle hayvan yemi olarak
kullanilabilir, ancak bu c¢alismada alternatif olarak daha yiliksek katma deger
saglayabilecek sekilde lakkaz enzimi Uretiminde degerlendirilmek istenmistir. Lakkaz
enziminin ekstraseliiler liretiminin yan sira, tiretimde gelistirilen biyokiitle 6rneklerinin
de bilesimi arastirilarak ilerde yeni gida Urlnlerinde veya takviyelerinde
kullanilabilecek materyallerin gelistirilmesi hedeflenmistir. T. versicolor mantar1 Uzak
Dogu’da yillardir sicak suda infiizyon seklinde (gay gibi) tiiketilmistir. Kegiboynuzu ise
Akdeniz bolgesinde yetisen bir meyvedir. Kegiboynuzu posasinin ham madde olarak
degerlendirilebilmesine olanak saglayacak yontemlerin ulusal iiretim potansiyelimize
katki sunacagi umulmaktadir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal

Arastirmada kullanilan keg¢iboynuzu meyvesinin etli kismi  (8-10 mm)
par¢alanmis halde Antalya/Muratpasa’da kegiboynuzu pekmezi iireten Tag Ltd. Sti.
tarafindan par¢alanmis halde temin temin edilmistir. Ekstraksiyon icin keciboynuzu
ogutildikten sonra 100 g keciboynuzuna 900 ml 80 °C sicaklikta su ile karistirilmis ve
150 dev/dk’da 20 dk sureyle calkalamaya birakilmistir (Turhan vd, 2007).
Kegiboynuzuna siizme islemi uygulandiktan sonra tortu yine siselere konulup 900 ml 80
°C sicaklikta su eklenerek 150 dev/dk’da 20 dk sureyle calkalama stirdiiriilmiistiir. Bu
islem 3 kez tekrarlanarak biiyiik 6l¢iide ¢ozilinebilir katilardan arindirilan kegiboynuzu
posasi etivde (105 °C) gece boyunca kurumaya birakilmigtir. Daha sonra degirmen
kullanilarak 6gitiilmiis ve 1 mm ¢aplh eleklerden gegirilerek 6giitiilmiis kegiboynuzu
posasi elde edilmistir.

3.2. Kiiltiir Susu

Bu calismada Cek Cumhuriyeti’nde bulunan bir kiiltir kolleksiyonu olan
CCBAS’dan Trametes versicolor CCBAS614 ve Trametes versicolor CCBAS1399
suslar1 temin edilmistir. Ornekler patates dekstroz agar (PDA) besiyerine misel
birakacak sekilde yerlestirilerek mikrobiyal kiiltiir hatlar1 elde edilmistir.

3.2.2. Ornek kultir

Fermantasyonda kullanilacak Ornek Kiltlr ise ¢alkalamali inkubasyonda
tanimlanmis besiyeri (Defined medium, DM) ortaminda (PDA) besiyerinden alinan hifli
materyal inokile edilerek 7 gln siureyle calkalamali inkiibatorede (Sartorius
CERTOMAT®) 25 °C’de 150 dev/dk’da 250 ml erlenlerde 60 ml ortamda
gerceklesmistir. Kiiltlir ortami 50 ml falcon tiipe alinarak paslanmaz c¢elik bilye (5 mm)
ve girdap karistirict yardimiyla steril ortam kosullarinda homojenize edildikten sonra
1:2 oraninda %350 (v/v) gliserol cozeltisi ile beraber, herbir kriyojenik viale 1.5 ml
hacimde pipetlenerek -80 °C’de stok kiiltiir seklinde muhafaza edilmistir. Daha sonra
gergekletirilecek derin fermentasyonlarda her bir erlen i¢in bir viyal igerigi 6rnek kiiltiir
(inokulum materyal) olarak degerlendirilmistir.

3.2.3.Mantar turlerinin sivi ortamda gelistirilmesi

Fermantasyon, tanimlanmis besiyeri (Defined medium, DM) ortamina (w/w %0,
3, 6, 10; diger bir ifadeyle, her bir erlende hazirlanan 60 ml DM ortam1 i¢in 0, 1.8, 3.6,
6 g) keciboynuzu posasi ve -80 °C’de muhafaza edilen stok kilturlerden eklenerek 7
giin siireyle c¢alkalamali inkiibatérede (Sartorius CERTOMAT®) 25 °C’de 150
dev/dk’da 250 ml erlenlerde 60 ml ortamda ger¢eklesmistir (Songulashvili vd, 2007).
Kiiltiir ortamima (10000x g)’de 10 dk santrifij (Allegra 25R Centrifuge) islemi
uygulanmistir. Elde edilen pelet (biyokitle) daha sonra tartilarak yas agirlik
belirlenmistir. Biyokutle kurutma uygulanarak gerekli analizler icin muhafaza
edilmistir. Fermantasyon ortami kullanilan besiyeri ortami ve bilesimi (Ek-1)’de
verilmistir. Fermantasyon 2 tekrarli ve 2 paralelli gergeklestirilmistir.
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3. 3. Analizler
3.3.1. Mantar tiirlerinde kuru madde miktar tayini

Mantar Orneklerinde kuru madde analizi ICC 109/1 yo6ntemine gore
gerceklesmistir (ICC 1976).  Fermantasyonun sonrasinda elde edilen kiiltiirler
(10000 x g)’de 10 dk santrifjlenerek (Allegra 25R Centrifuge) elde edilen biyokditle
kurutulmustur. Bu sekilde hem kuru madde analizi gergeklestirilmis, hem de diger bazi
bilesen analizlerinde kullanilacak kuru Ornekler elde edilmistir. Kurutma islemi ig¢in
ornekler 48 saat boyunca etlivde (Nive FN 500) 45°C’de kurutulmustur. Kurutma
sonunda desikatore alinarak sogutulan ve tartilan Ornekler sabit tartim agirligina
ulasildigi anlasilinca (3.1) esitligi kullanilarak % kuru madde hesaplanmustir.

(my—myq) )

(m)

% KM : Yiizde kuru madde orani

m3 : 48 saat sonraki kurutma kab1 ve 6rnegin agirligi, g
m;1 : Sabit tartima getirilmis kurutma kabinin agirligi, g
m : Tartilan 6rnek agirligy, g

% KM = 100 (3.1)

3.3.2. Lakkaz enzimi analizi

Lakkaz aktivite 6l¢limi icin her giin ayni saatte alinan 6rnekler (10000 x g)’de
10 dk santrifujlendikten sonra (Allegra 25R Centrifuge) elde edilen stipernatantta
spektrofotometrik olarak (Biochrom Libra-S50 UV-VIS spektrofotometre) 420 nm
dalga boyunda absorbans ol¢iilmiistiir. Lakkaz enzim aktivitesi Olgiminde substrat
olarak ABTS’nin (2,2’-azino-di-3-etil-benzo-tiazolin-siilfonat) kullanildigr yontem
uygulanmistir (Chandubhai, 2008 ve Kanberoglu, 2006). Bu yénteme gore, reaksiyon
karisimi 100 pl 50 mM ABTS, 800 pl 0.1 M Na-asetat tamponu (pH 4.5) ve 100 pl
stpernatant icermektedir. Kor ise 100 ul 50 mM ABTS, 800 pl 0.1 M Na-asetat
tamponu (pH 4.5) ve 100 ul ayr1 ayr1 (%0, 3, 6, 10) seviyesinde kegiboynuzu posasi
iceren besiyerinden olugsmustur. Lakkaz aktivitesinde kor ve supernatant miktarlar1 (Ek-
2)’de verilmis olup lakkaz aktivitesi formllu ise (3.2) esitliginde verilmistir. Aktivite
hesab1 yapilirken 1 Unite (U), 3 dakikada 1 pM iiriin olusturan enzim miktar1 olarak
tanimlanmaistir.

> 1 Unite (U) enzim, 3 dakika boyunca lumol konsantrasyondaki ABTS’yi
doniisiime ugratan lakkaz miktaridir.

DA: Absorbans degerindeki artis
V: Toplam reaksiyon hacmi (ml) = 1

DT: Reaksiyon suresi (saniye)

vV VvV VYV V¥

DA/ DT: 3 dakikanin sonunda spektrofotometrede Kinetik Olciilen absorbans
degeri.
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» v: Enzim 6rneginin hacmi (ml) = 0.1

> Es = Substratin molar absorbsiyon katsayis1 = 36000 cm™ M

(DA-V-10°)

Lakkaz aktivitesi : (U/ml) = (Es-Dt-v)
sHv

(3.2)

3.3.3. Toplam glukan, a-glukan ve g-glukan analizi

Ornekler (10000 x g)’de 10 dk santrifiijlendikten (Allegra 25R Centrifuge)
sonra elde edilen yas biyokiitle ortaminda B-glukan, a-glukan, toplam glukan miktarlar
Mushroom and Yeast Beta Glucan Kit, (Megazyme, Irlanda) analiz kiti kullanilarak
belirlenmistir (Anonim 1).

Cozeltilerin hazirlanist:

Sodyum Asetat Tamponu (200 Mm, pH 5):

Cozelti hazirlanirken 11.6 ml asetik asit (1.05 g/ml) 900 ml saf su icerisine alindi
ve 4 M (16g/100 ml) sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH 5 ayarlanip saf su ile 1 L’ye
tamamlandiktan sonra 4 °C’de muhafaza edildi.

Sodyum Asetat Tamponu (1.2 M, pH 3.8):

Cozelti hazirlanirken 69.6 ml asetik asit (1.05 g/ml) 800 ml saf su igerisine alindi
ve 4 M (169/100 ml) sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH 3.8 ayarlamig saf su ile 1 L’ye
tamamlandiktan sonra oda sicakliginda muhafaza edildi.

Potasyum Hidroksit Tamponu (10 M):

Ceker ocak ortaminda 561 g KOH tartilip 700 ml saf su igerisinde karistiriciyla
karistirildi. Cozelti oda sicakligina alinip 1 L saf suya tamamlandiktan sonra oda
sicakliginda muhafaza edildi.

Potasyum Hidroksit Tamponu (2 M):

Ceker ocak ortaminda 112 g KOH tartilip 800 ml saf su icerisinde karistiriciyla
karistirildi. Cozelti oda sicakligina alinarak 1 L saf suya tamamlandiktan sonra oda
sicakliginda muhafaza edildi.
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Sulfarik Asit (12 M, %72 wiw):

Ceker ocak ortaminda 640 ml konsantre asit (%98 saflikta, 1.835 g) 300 ml saf
su ile karistirildiktan sonra saf su ile 1 L’ye tamamlanip oda sicakliginda muhafaza
edildi.

3.3.3.1. Toplam glukan analizi

Toplam glukan analizi, mantar ve keciboynuzu posas1 (%0, 3, 6, 10) iceren tim
orneklere uygulandi. Yas mantar 6rnekleri 90 mg tartilip 20 x 125 mm tlpler igerisine
alindi. Buzda bekletilmis 2 ml 12 M sulfurik asit tiplere ilave edildi. Tupler 2 saat
buzda bekletilerek hidroliz saglandi. Ornekler saf su eklenerek 100 °C sicakliktaki su
banyosunda inkubasyona birakildi. Supernatanttan alinan 0.1 ml 6rnege, 0.1 ml ekzo-
1,3-B-glukanaz (20 U/ml), B-glukosidaz (4 U/ml) 200 mM (pH 5) ¢ozeltisi eklendi.
Karisim 40 °C’de 60 dk inkiibasyona birakildi. Glukoz tayin reaktifinden (GOPOD
Regent) 3 ml tiplere eklenerek 40 °C’de 20 dk inkubasyonda sonra spektrofotometrik
olarak (Biochrom Libra-S50 UV-VIS Spektrofotometre) 510 nm dalga boyunda kore
kars1 absorbans degerleri okundu. Toplam glukan miktar1 (3.3) esitliginde verilen
formil kullanilarak hesaplanmustir.

3.3.3.2. Alfa-glukan analizi

Yas mantar 6rneklerinden 100 mg tartilip 20 x 125 mm tiiplere 2 ml 2 M KOH
eklendikten sonra 20 dk miknatish karistirict ile karistirilan buz banyosuna birakildi.
Tuplere 8 ml (pH 3.8) sodyum asetat tamponu eklendiketen sonra 0.2 ml
amiloglukosidaz (1.630 U/ml) ve invertaz (500 U/ml) iceren ¢ozelti koyuldu. Karisim
calkalandiktan sonra 40 °C’de 30 dk inkubasyona birakildi. Ornekler 3000 x g’de 10 dk
santriftj edildi. Siipernatanttan 0.1 ml alinarak, 0.1 ml sodyum asetat ¢Ozeltisi (200
mM, pH 5) ve 3 ml Glukoz tayin reaktifi (GOPOD Regent) tlplere eklenip, 40 °C’de 20
dk inkubasyona birakildiktan sonra spektrofotometrik olarak (Biochrom Libra-S50 UV-
VIS Spektrofotometre) 510 nm dalga boyunda kore karsi absorbans degerleri okundu.
Alfa glukan miktarin1 hesaplamada kullanilan formil (3.4) esitliginde verilmistir. -
Glukan miktarinin hesaplanmasi ise (3.5) esitligi kullanilarak hesaplanmistir.

3.3.3.3. Toplam glukan, a-glukan ve p-glukan miktarimin hesaplanmasi

Toplam glukan miktarinin hesaplanmasi:

Toplam Glukan (w/w) =AE - Fx—=.—.12.2%2

Toplam Glukan (w/w) =AE -+ - 90 (3.3)

Alfa glukan miktarinin hesaplanmasi:
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1 100 -162

a-Glukan (w/w) =AE - F -1000 — - ——
1000 W 180

a-Glukan (w/w) =AE - — - 90 (son hacim 100 ml ise)

F
w

a-Glukan (w/w) =AE - % - 9.27 (son hacim 10.3 ml ise) (3.4)

B-elukan miktarinin hesaplanmasi:

B-Glukan = Toplam Glukan - a-Glukan (3.5)
(+ oligomer v.b) (+ oligomer v.b)

AE = reaksiyon absorbans— kor absorbans

F = D-glukozun pg cinsinden absorbans doniisiim faktorii

100/0.1 = hacim diizeltme faktor katsayisi; toplam glukan (maya) icin
103 = hacim diizeltme faktorii; a-glukan igin ya da

1000 = hacim diizeltme faktori; a-glukan igin

1/1000 = pg miligram doniistim faktord

100/W = 100 mg numunenin doniisimi (W/w)

W =analiz edilen numunenin agirlig

162/180 = serbest D-glikozdan doniistiirmek i¢in faktor katsay1

3.3.4. Protein miktar tayini (Mikro Kjeldahl Ydéntemi )

Protein analizi, bir sonraki bolimde detaylari anlatilan toplam diyet lifi
analizinden elde edilen kuru kalinti 6rneklerine uygulanmistir (AACC1999). Protein
analizinde kullanilan ¢ozeltiler asagidaki gibidir:

Cozeltilerin hazirlanmast:

%3’liik borik asit ¢cozeltisi: 30 g/1000 ml saf su ile hazirlandi

%30’luk NaOH ¢ozeltisi: 300g/1000 ml saf su ile hazirlandi

0.1 N HCI cozeltisi: 8.26 ml %37°1ik HCI/1000 ml saf su ile hazirland:

Orneklerden 1g 0.1 mg duyarlikta tartilip Kjeldahl balonuna alindiktan sonra
Uzerine 2 adet katalizor tablet ve 2 adet antifoam tablet koyuldu. Karigimin tizerine 10
ml derisik siilfiirik asit konularak karistirilidi.

Balon ve igerigi, yakma Unitesine alinarak yaklasik 4 saat slreyle yakma islemi
gerceklestirildi. Islemi bittikten sonra Kjeldahl balonlar1 cihazdan ¢ikarilarak sogumaya
birakildi. Soguduktan sonra balona 50 ml su eklenip karigtirildi. Borik asit ¢ozeltisi ile
indikator (4 damla) bir erlende karigtirtlip distilasyon iinitesine yerlestirildi. Toplama
erleninde biriken destilat 0.1 N HCL ile doniim noktasina kadar titre edildi. Gidalardaki
ham protein miktar1t % protein olarak ifade edilir ve sonug¢ 100 g Srnekteki protein
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kitlesi olarak verilir. Protein miktarin1 bulmak i¢in asagidaki formiillerden faydalanir.
Azot miktar1 (3.6) esitligiyle bulunduktan sonra, protein miktar1 (3.7) esitligiyle faktorle
carpilarak bulundu.

100 _

% Azot=(V1—-V0) -N -0.014 -— =....g/100g (3.6)

m
% Protein = % Azot - F (3.7)

V1 = Titrasyonda harcanan H>SO4 ¢Ozeltisi veya HCI ¢ozeltisi miktari (ml)

Vo = Kor deneme titrasyonunda harcanan H2SO4 ¢ozeltisi veya HCI ¢ozeltisi
miktart (ml)

N = Titrasyonda kullanilan H2SO4 veya HCI ¢ozeltisinin normalitesi (0.1 N)

0.014 = Azotun mili ekivalen agirlig

m: Alinan gida 6rnegi miktar1 (g)

F: Gidaya ait protein kat sayisi

Gida maddesindeki toplam organik azotun tayin edilmesine dayali yontemlerde
toplam azot degeri gidada bulunan proteinlerin igerdigi azot miktarina gore saptanan
belirli bir faktorle carpilarak ham protein miktar1 saptanmaktadir. Ornegin genel olarak
kullanilan 6.25 faktorii % 16 azot igeren proteine sahip gidalar i¢in kullanilmaktadir. Bu
faktor; F = 100 / 16 = 6.25’den bulunur. Yapilan ¢alismada da F igin 6.25 degeri
kullanilmastir.

3.3.5. Kl tayini

Kiil, organik maddelerin yakilmasi sonucu arta kalan inorganik madde
oksitlerinin olusturdugu bir kalintidir. Ozellikle yapisinda organik madde bulunan
{irinlerin, inorganik madde igerigini belirlemek igin kiil miktari tayini yapilir. Uriiniin
ozelligine gore anlizde bazi1 farkliliklar olmakla birlikte tayin, prensip olarak Grlnin
sabit tartima getirilmig bir krozede 525 °C dolayinda yakilmasindan sonra tekrar
tartilmasi seklinde yapilir (AACC1999).

Kurutulmus 6rnekten 3-5 g tartildiktan sonra, kiil kaplari dogrudan uygun
sicakliktaki kiil firinina 550 — 590 °C yerlestirilip yakma yapildi. Yakma islemine sabit
agirlik veya agik gri kiil elde edilene kadar devam edildi. Yakma iglemi biter bitmez kiil
kaplart derhal desikatore alindi ve oda sicakligina gelince hemen tartildi. Kl miktarini
hesaplamada kullanilan denklem (3.8) esitligiyle verilmistir.

Hesaplama:

Kil agirlig: (g)

% Kl = 100 (3.8)

Ornek agirhigi (g)
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3.3.6. Toplam diyet lifi analizi

Analiz T. versicolor CCBAS614 veya T. versicolor CCBAS614 kulturi ile
inokdile edilen %0, 3, 6 ve 10 seviyesinde kalint1 6rneklere uygulandi. Toplam diyet lifi
analizi, Total Dietary Fiber Kit (Megazyme, Irlanda) ile yapild1 (Anonim 2).

Cozeltilerin hazirlanisi:

Fosfat Tamponu (0.08 M, pH 6.0): Disodyum fosfat anhidrat 1.400 g (NazHPO4)
(ya da 1.753 g dihidrat) ve 9.68 g disodyum fosfat monohidrat (NaH2PO.) (ya da 10.94
g dihidrat) yaklasik 700 ml saf suda ¢6zildi ve pH’si ayarlanip saf su ile 1 L’ye
tamamlandi.

Sodyum Hidroksit Tamponu (0.275 N): NaOH 11.00 g tartildiktan sonra
yaklasik 700 ml saf suda ¢6ziindii. Sogutulup saf su ile 1 L’ye tamamland.

Hidrolitik Asit Tamponu (0.325 N): HCI 325 ml 1.0 N stok ¢6zelti 1 L saf su
icerisinde ¢Ozundr.

Ornekler 0.3-0.5 mm kalinlikta 6giitiildii, 1 gram 0.1 mg hassasiyetle tartilip 400
ml siselere koyuldu. Fosfat tamponu 50 ml (0.08 M, pH 6.0) siselere eklenip pH metre
ile pH’s1 ayarland1 (6.0£0.1). Sabit sicaklikta 50 pl a-amilaz eklendikten sonra
aliminyum folyo ile sarilan siseler 15 dk 98-100 °C’ye ayarlanmis su banyosunda
inkiibasyona birakildi. Daha sonra oda sicakligina gelene kadar bekletildi ve 10 ml
0.275 N NaOH tamponu ile pH 7.5+0.1’¢ ayarlanarak 100 pL proteaz eklendi. Ardindan
aliminyum folyoya sarili siseler, 60 °C’de su igeren bir beherde manyetik karistirici
yardimiyla 30 dk inkubasyona birakildi. Hidroklorik asit tamponu (10 ml, 0.325 N)
eklendikten sonra pH metre kullanilarak pH 4.5+0.2’¢ ayarlandi. Sonrasinda 200 pl
amiloglukosidaz ilave edildi ve 60 °C’de slrekli karistirilan su iginde tekrar 30 dk
inkubasyona birakildi. Ardindan 280 ml 60 °C’de bekleyen %95 etanol ilave edildi ve
60 dk oda sicakligina bekletildi.

Delikli (gooch tipi) krozelere 0.1 mg hassasiyetle diatomit toprag: tartilip %78
etanol ile yikandi. Oda sicakliginda beklemis olan 6rnekler delikli krozelerde tartilan
diatomit topragi Uzerine ilave edildikten sonra vakum yardimiyla gecisi saglandi.
Vakum altinda 20 ml %78 etanol ile ii¢ defa yikama ardindan 10 ml %95 etanol ile iki
defa yikama ve son olarak 10 ml %95 aseton ile iki defa yikama islemi yapildi. Kalinti
iceren delikli krozeler gece boyu 105 °C’de kurutuldu. Kalinti miktarlar1 sabit agirliga
gelince miktarlar1 0.1 mg hassasiyetle tartildi ve kalinti miktar1 bulundu. Diatomit
topragi igeren kor kalinti miktart (3.9) esitligi yardimiyla bulunurken, kalinti 6rnek
iceren ise (3.13) esitligi ile bulunur. Ardindan tim Orneklerden protein analizi
gerceklestirildi. KOr protein degeri (3.10) ve Orneklerin protein degerleri (3.14) esitligi
yardimiyla bulundu. Ayni sekilde muamele edilen ikinci kalintt 6rnegi ise 5 saat 525
°C’de sabit tartim agirligina ulasincaya kadar yakildiktan sonra kiil miktar1 hesaplandi.
Kalint1 kor kiil miktar1 (3.11) esitligin 0rneklerin kalinti kiil igerigi ise (3.15) esitliginde
kullanilarak hesaplanmistir. Bu sekilde, diizeltilmis kor ve diizeltilmis 6rnek degerleri
bulundu ve (3.17) esitligiyle diyet lifi miktar1 hesaplandi.
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Hesaplama

Kalint1 kor miktar1 (KKM) = iki tekerriir kalint1 kor (diatomit topragi) miktarlar1 mg
cinsinden (3.9

% protein kor miktari

Koér protein kalinti miktar1 (KPM) (diatomit topragi) = KKM 00 (3.10)
o 1 e . . . o . % kiil kér miktari

Kalint1 kor kiil miktar1 (diatomit topragi) (KKUIM) = KKM - oo (3.11)

Diizeltilmis kor (DK) = KKM-KPM-KKuIM (3.12)

Orneklerin kalint1 miktar1 (OKM) = Orneklerin (ke¢iboynuzu + mantar iceren) kalint:

miktart mg cinsinden (3.13)

Orneklerin kalint1 protein miktarlari (OKPM) = OKM - % émemerinllz)r(;)tein miktan (3.14)

% orneklerin kiil miktar1

Orneklerin kalint1 kiil miktarlar1 (OKKiilM) = OKM 00 (3.15)
Diizeltilmis 6rneklerin kalintis1 (DOK) = OKM-OKPM-OKKiIM-DK (3.16)
% Toplma Diyet Lif =100 - — 2% (3.17)
mg 6rnek miktari '
Ornek+ Fosfat tamponu + 50 ul sabit-sicaklikta a-amilaz
30 dk 98-100°C ‘de
inkiibasyon
pH 7.5 ayarlanip + 100 uL proteaz
30 dk 60°C ‘de inkiibasyon
pH 4.5 ayarlanip + 200 pL amiloglikosidaz
30 dk 60°C ‘de inkiibasyon
Etanol ¢oktiirme
Filtrasyon+Alkol ve Aseton Yikama
Ku ru‘ma
2 tan!kalmtl
Protein analizi 525°C ‘de 5 saat yakma iglemi
I Toplam Diyet Lifi
> <

Sekil 3. 1. Toplam diyet lifi analizi sematik gdsterimi (Megazyme, Irlanda).
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3.3.7. Istatistiksel degerlendirme

Tanimlayici istatistikler ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum
degerleri ile sunulmustur. Normallik varsayimi Shapiro Wilk Testi ile kontrol edilmistir.
Mantar ¢esitlerinin zamana ve ke¢iboynuzu posasi oranlarina gore olusturdugu etkilerin
aragtirtlmasinda Mixed ANOVA kullanilmistir. Anlamli ¢ikan durumlarda ikili
karsilagtirmalar Bonferroni-Dunn Prosediirii ile yapilmigtir. Toplam glukan, p-glukan,
a-glukan, diyet lif, protein ve kiil analizleri i¢in genel lineer model kullanilmistir.
Anlamli ¢ikan farkin sonucunda ikili karsilastirmalarda Bonferroni-Dunn Prosediri
uygulanmistir. Analizler SPSS 23.0 programi ile yapilmis olup p<0.05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. T. versicolor CCBAS614 ve T. versicolor CCBAS1399 Suslari ile
Gercgeklestirilen Fermantasyon

T. versicolor CCBAS614 ve T. versicolor CCBAS1399 kdlturt ile inokdle
edilen %0, 3, 6 ve 10 seviyesinde keciboynuzu posasi ilave edilerek hazirlanan besiyeri
ortamlarinda 7 gun fermantasyon uygulandi (%0 fermantasyon ortaminda kegiboynuzu
posasi ilave edilmemistir). Fermantasyon slresi boyunca gelisim izlenerek lakkaz
aktivitesindeki degisim 12 saatlik araliklarla Olguldi. Her iki mantar susu ile
gergeklestirilen fermantasyon calismalarindan elde edilen goriintiiller Sekil 4.1°de
verilmistir. Sekillerden de goriilebildigi lizere fungal biyokiitle sivi ortam iginde krem
renkli hif yumaklari (pelet) olusturarak gelisti.

(b)

Sekil 4. 1. a) E2 (T. versicolor CCBAS614), F1-F2! (T. versicolor CCBAS1399)
mantar kiltiiriniin fermantasyonun 3. giininde gériiniimii; b) E1-E22, (T. versicolor
CCBAS614), F1-F2 (T. versicolor CCBAS1399) mantar kiltiriiniin fermantasyonun 4.
guninde gorinima.

Sekil 4.2°de ise her iki mantar susu ile %3 seviyesinde ke¢iboynuzu posast ilave
edilerek hazirlanan besiyeri ile ger¢eklestirilen fermantasyon c¢alismasindan elde edilen
gorlntiiler verilmistir. Bu sekillerden goriilebildigi iizere fungal biyokiitle yine hif
formunda gelismis ancak kegiboynuzu posasi ile yumaklasarak bir biitiin olusturmustur.
Sekil 4.3°de her iki mantar susu ile %6 ve %10 seviyesinde kegiboynuzu posasi ilave
edilerek hazirlanan besiyeri ile gergeklestirilen fermantasyon ¢alismasindan elde edilen
goriintiiler verilmistir. Burada da biyokiitlenin Sekil 4.2’de tarif edilene benzer sekilde
kullanilan kec¢iboynuzu posasi ile birleserek gelistigi gozlemlendi.

1 F1 ve F2: Birbirinin paraleli olan T. versicolor CCBAS1399 susu igeren &rnekler icin kullanilan érnek kodlaridir,
2 E1 ve E2: Birbirinin paraleli olan T. versicolor CCBAS614 susu igeren drnekler igin kullanilan érnek kodlaridr.
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(b)

Sekil 4.2. a) Al- A23 (T. versicolor CCBAS614), %3 seviyesinde kegiboynuzu posa ve
mantar Kalturi iceren, A3-A4* (T. versicolor CCBAS1399), %3 seviyesinde
keciboynuzu posasi ve mantar kiltarunin fermantasyonun 4. gininde goriniimii; b) A4
(T. versicolor CCBAS1399), %3 seviyesinde keciboynuzu posasit ve mantar kalturi
iceren fermantasyonun 4. gininde goéranima.

(b)

Sekil 4.3. a) B3-B4° (T. versicolor CCBAS1399), %6 seviyesinde kegiboynuzu ve
mantar Kkiltiirii iceren fermantasyonun 4. giiniinde gériinimii; b) C3-C4° (T. versicolor
CCBAS1399), %10 seviyesinde keciboynuzu ve mantar kilttr( iceren fermantasyonun
6. glintinde goérunima.

Her iki mantar kaltird ile farkli besiyerlerinde yiiriitilen fermantasyon
denemeleri ile elde edilen biyokutlelerin sivi besiyerinden ayrigtirilmasi amaciyla
santrifiijleme islemi uygulanmistir. Bu sekilde elde edilen pelet goriintiileri Sekil 4.4’de
verilmektedir. Daras1 alinmis olan santrifiij tiipleri kullanilarak yapilan bu ayirma islemi
sonrasinda ve akabinde uygulanan kurutma islemi % kuru madde miktarlart
belirlenmistir. Elde edilen sonuclar ve hesaplanan kuru madde oranlar: Cizelge 4.1°de
verilmistir.

8 A1-A2: T .versicolor CCBAS614 susu kullamilarak %3 kegiboynuzu posasi igeren ortamda yiiriitiilen ve birbirinin
paraleli olan derin fermantasyon kiilturleridir.

4 A3-A4: T .versicolor CCBAS1399 susu kullanilarak %3 kegiboynuzu posasi igeren ortamda yiiriitiilen ve birbirinin
paraleli olan derin fermantasyon kilttrleridir.

® B3-B4: T .versicolor CCBAS1399 susu kullanilarak %6 kegiboynuzu posasi igeren ortamda yiiriitiilen ve birbirinin
paraleli olan derin fermantasyon kiilturleridir.

6 C3-C4: T .versicolor CCBAS1399 susu kullanilarak %10 kegiboynuzu posasi igeren ortamda yiiritiilen ve birbirinin
paraleli olan derin fermantasyon kiilturleridir.
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(@) (b) (©)

Sekil 4.4. a) T. versicolor CCBAS614 mantar kulturd fermantasyonu; b) T. versicolor
CCBAS1399 mantar kdltart fermantasyonu; c) T. versicolor CCBAS1399, %10
seviyesinde posa ve mantar Kultlri fermantasyonlarin 7. glininde yas agirliklart
gOrinimda.

Cizelge 4.1. T. versicolor CCBAS614 ve T. versicolor CCBAS1399 kilturlerinin
gelistirilmesi ile elde edilen kuru madde oranlari

Keciboynuzu Posas1 Katki
Kiiltiir susu Oram Kuru madde (%)
wiw (%)

T. versicolor CCBAS 614 0 6.92+1.22cE
3 10.00+0.95bD
6 11.61+1.83bC
10 15.12+2.15aA

T. versicolor CCBAS 1399 0 3.7+0.43cF
3 9.63+0.34bD
6 10.89+1.17baC
10 13.05+0.43aB

A, B, C... Susalar aras1 % posa ile degerlendirilmesi

a, b, c...Her susun kendi iginde % posa ile degerlendirilmesi

Her bir deger, iki tekrarli ve iki paralelli sonuglarin ortalamasi + standart sapma seklindedir.

Aynt siitunda farklr harfle gosterilen degerler birbirinden farklidir, ancak her bir sus kendi iginde degerlendirilmistir (p<0.05).

Istatistik degerlendirme hem kiiltiir suslar aras1 hem de suslarin kendi igerisinde
katilan keg¢iboynuzu oranina gore yapilmistir. Kuru madde degisimi incelendiginde,
katilan posa oraninin istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli bir etkiye sahip oldugu
goriiliirken, posa ile sus interaksiyonu incelendiginde istatistiksel olarak bir fark
olmadigi (p>0.05) belirlenmistir.

Katilan farkli oranlarda posanin farkli suslardan elde edilen kuru madde miktari
uzerindeki etkisi incelenerek T. versicolor CCBAS614 ve T. versicolor CCBAS 1399
suslarinin kuru madde olusturma potansiyeli kiyaslanmistir. Elde edilen sonuglara gore
%0 ve %10 posa ilavesinde iki sus ile istatistiksel olarak (p<0.05) birbirinden farklh
seviyede kuru madde elde edilmistir. Fakat katilan posa oran1 %3 ve %6 oldugunda, iki
sus arasinda elde edilen kuru madde bazinda istatistiksel olarak farklilik olmadigi
(p>0.05) sonucuna ulagilmistir.
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Elde edilen veriler iki susta kendi iginde degerlendirildiginde Cizelge 4.1°de
kiigiik harfler kullanilarak elde edilen istatistiksel dagilim olusmustur. Buradan, her iki
susta da fermentasyon sonucu elde edilen kuru madde miktarlarinin ilave edilen posa
orani arttik¢a arttigi goriilmektedir. Her iki susta da %3 ile %6 seviyesinde posa ilavesi
istatistiksel olarak anlamli (p>0.05) farka sebep olmadigi, ancak %6 ile %10 seviyeleri
arasinda 6nemli fark oldugu sdylenebilir.

4.2. T. versicolor CCBA8614__ve T. versicolor CCBAS1399 Turiu Mantarlar ile
Keciboynuzu Posasi iceren Orneklerde Lakkaz Aktivitesi

T.versicolor CCBAS614 ve T. versicolor CCBAS1399 kdlturd ile inokile edilen
%0, 3, 6 ve 10 seviyesinde keciboynuzu posasi ilave edilerek hazirlanan fermantasyon
ortaminda 7 giin boyunca siipernatantta lakkaz aktivitesi degisimi izlenmistir. Elde
edilen enzim aktivitesi degerleri T. versicolor CCBAS614 icin Cizelge 4.2°de
verilmistir.

Cizelge 4. 2. T. versicolor CCBAS614 susu ile %3, 6, 10 kegiboynuzu posa igeren
orneklerde lakkaz aktivitesi miktarlart (U/L)

T.versicolor T.versicolor T.versicolor T.versicolor

) CCBAS614 CCBAS614 + %3 CCBAS614 + %6 CCBAS614 + %10

Gin (U/L) kegiboynuzu posasi kegiboynuzu posasi kegiboynuzu posasi
(U/L) (U/L) (U/L)

0.gln TE TE TE TE
1.gun TE TE TE TE
2.gln 6.17x2.18bA 26.23+3.98aCF TE TE
3.gUn | -10.03+10.50bA 11658.95+307.87aA | 10734.95+1207.75aA 487.26+58.53bD
4.9n 49.76+3.42dA 5005.78+328.05cB | 11172.83+1003.54aA 6645.44+265.30bC
5.gun 7.71+4.54cA 1393.51+36.56¢cC 5728.39+786.43bC 27874.22+3047.89aA
6.9Un | 742.28+58.42bA 478.39+21.82cbCD 1986.11+365.44bB 19390.43+457.07aB
7.gun | 1200.23+125.46bA | 970.29+175.87chCD 1182.09+266.73bB 23028.54+2913.64aB

TE: Lakkaz aktivitesi tespit edilemedi.

Her bir deger, iki tekrarli ve iki paralelli sonuglarin ortalamasi + standart sapma seklindedir.

Ayni siitunda farkli harfle gosterilen degerler birbirinden farklidir (p<0.05).

Cizelgede T. versicolor CCBAS614 susu ile elde edilen sonuglar istatistiksel olarak incelendiginde anlamli fark olan degerler;
fermentasyon stiresine baglh olarak karsilastirildiginda biiyiik harflerle (A, B, C...), ilave edilen posa oranina bagl olarak
karsilastirildiginda kiigiik harflerle (a, b, c...) gosterilmistir.

T. versicolor CCBAS 614 susunun fermentasyon siresine ve katilan posaya
bagli olarak besiyerine salgiladigi lakkazin aktivitesindeki istatistiksel degisim
irdelendi. Lakkaz enzimi degisimi incelendiginde T. versicolor CCBAS 614 susunun
gelistirildigi  sivi  fermentasyon ortamina ilave edilen posanin ve uygulanan
fermentasyon siresinin anlamli etkisinin oldugu, ayrica her iki faktoriin de anlamli
(p<0.05) etkilesiminin oldugu (interaksiyon) belirtilebilir. Fermentasyonun ilk
giinlerinde olusan lakkaz enziminin seviyesi analitik metodun tespit edebilecegi
seviyelere ulagsamamistir. Fermentasyon ortamina hi¢ kec¢iboynuzu posasi ilave
edilmediginde 2. giinden itibaren diisiik seviyede ve degisken lakkaz aktiviteleri elde
edilmis, ancak Ornekler arasinda fermentasyon siiresice istatistiksel olarak anlamli
sayilabilecek (p>0.05) bir fark gozlemlenmemistir. Ancak posa ilave edilen ornekler
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arasinda lakkaz aktivetesi fermentasyon siiresince anlamli (p<0.05) degisim
gostermistir. En yiiksek lakkaz aktivitesine 5 gilin fermantasyon neticesinde %10 posa
ilaveli ornekte ulasilmistir. Burada hesaplanan ortalama lakkaz aktivite degeri olan
27874 U/L literatiirde T. versicolor suslar ile yiiriitiilen fermentasyon ¢aligmalarinda
elde edilen degerler ile kiyaslandiginda saglanan aktivite degerinin pek ¢ok calismada
elde edilenden daha yiiksek oldugu belirtilebilir. Bu hususta daha detayli bilgilere
tartisma boliimiinde deginilmistir. Daha sonraki giinlerde lakkaz aktivitesi bu 6rnekte
bir miktar azalmistir. Lakkaz aktivitesindeki bu diisiis fermantasyon ortamina salgilanan
proteinlerin bir kisminda aktivitenin yitirilmesi veya proteinlerin degrade olmasi
sebebiyle olabilecegi diistiniilmektedir. Ayni ¢izelgede 3. giinde %3 ve %6 posa ilaveli
ortamlarin (ikisi arasinda istatistiksel fark olmaksizin) ve 4. giinde %6 posa igeren
ortamin T. versicolor CCBAS 614 susunun fermentasyon siiresince en yiiksek seviyede
lakkaz aktivitesi sagladigi ornekler olmustur. Bu degerlere gore %10 posa ilavesinin
enzim aktivitesinin arttirmada gecikmeye sebep oldugu diisiiniilebilir. Boyle bir etkinin
muhtemel sebebi olarak kegiboynuzu posasindan kaynaklanan ve fermentasyonun ilk
asamalarinda fazla miktarda bulunduklarinda inhibitor etki yapan dogal bilesikler (or.
tanenler, diger polifenolik bilesikler vb) gosterilebilir.

Cizelge 4. 3. T. versicolor CCBAS1399 susu ile %3, 6, 10 keciboynuzu posa iceren
orneklerde lakkaz aktivitesi miktarlar1 (U/L)

T.versicolor T.versicolor T.versicolor T.versicolor

. CCBAS1399 CCBAS1399 + %3 CCBAS1399 + %6 | CCBAS1399 + %10

Gln . . )
(U/L) kegiboynuzu posast | kegiboynuzu posast | kegiboynuzu posasi
(U/L) (U/L) (U/L)

0.giin TE TE TE TE
1.gln TE TE TE TE
2.gun | 113.04+£39.02bA | 972.99+369.13aCD TE TE
3.glin | 265.81+52.80chA 9797.83+865.89aA 1097.60+780.05bB 875.38489.23bC
4.gin | 305.94+163.64dA | 10742.66+1450.60bA | 7910.874320.71cA | 14008.48+1264.24aA
5.gun 27.77+7.86dA 4209.87+506.47¢cB 8773.14+779.95bA 13454.86+753.26aA
6.gUn | 134.25+21.19cbA 1721.45+20.41bC | 3489.19+1095.92bCB | 9463.73+1662.63aB
7.9Un | 169.75£75.13cbA | 503.85+245.10bC 2213.73+152.19bB 7702.54+2215.15aB

TE: Lakkaz aktivitesi tespit edilemedi.

Her bir deger, iki tekrarli ve iki paralelli sonuglarin ortalamasi + standart sapma seklindedir.

Ayni siitunda farkli harfle gosterilen degerler birbirinden farklidir (p<0.05).

Cizelgede T. versicolor CCBAS614 susu ile elde edilen sonuglar istatistiksel olarak incelendiginde anlamli fark olan degerler;
fermentasyon slresine bagl olarak karsilastirildiginda biiyiik harflerle (A, B, C...), ilave edilen posa oranma bagli olarak
karsilastirldiginda kiiciik harflerle (a, b, c...) gosterilmistir.

Aragtirllan diger T. versicolor susu olan CCBAS1399 icin elde edilen enzim
aktivitesi degerleri Cizelge 4.3’te verilmistir. Bu tabloda 6zetlenen veriler i¢in yapilan
istatistiksel degerlendirmede T. versicolor CCBAS614 igin elde edilen sonuglara ¢ok
benzer degerler elde edildigini, hem fermantasyon siiresinin, hem ilave edilen posa
oraninin, hem de bu iki faktdriin interaksiyonunun istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)
seviyede gergeklestigini soylemek miimkiindiir. T. versicolor CCBAS1399 susu igin de
fermentasyon ortamina hi¢ keciboynuzu posast ilave edilmediginde 2. giinden itibaren
diisiik seviyede ve degisken lakkaz aktiviteleri elde edilmis, ancak ornekler arasinda
fermentasyon suresice istatistiksel olarak (p>0.05) anlamli sayilabilecek bir fark
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gozlemlenmemistir. Ancak posa ilave edilen ornekler arasinda lakkaz aktivetesi
fermentasyon siresince anlamli (p<0.05) degisim gostermis ve en yiksek lakkaz
aktivitesine 4-5 ginlik fermantasyon neticesinde %10 posa ilaveli 6rnekte ulagilmistir.
Bu degerler (13454-14008 U/L) T. versicolor CCBAS614 icin elde edilen lakkaz
aktivitesinden disiiktiir. T. versicolor CCBAS1399 susu i¢in de %3 ve %6 oraninda
posa ilave edilmis ortamlarda yine 4. giinde en yliksek lakkaz aktivite degerlerinin elde
edilmis olmasi ve %10 oraninda posa iceren o6rnekte daha sonraki giinde aktivitede artig
gozlenmesi (gecikmis iiretim) yine aymi sekilde keciboynuzu posasindaki bazi
bilesenlerin posa yiiksek seviyelerde ilave edildiginde inhibe edici etki gdstermesi ile
aciklanabilir. Ancak, bu sus iizerinde yiiriitiilen denemelerde de keg¢iboynuzu posasi
ilavesinin en yiiksek seviyde katildiginda etkin sekilde lakkaz aktivitesini misliyle
arttirdig1 agikga goriilebilmektedir.

Sekil 4.5°de T. versicolor suslar1 ile yiiriitiilen fermantasyon sivilarina uygulanan
lakkaz aktivite analizlerinden gorintiiler verilmektedir. Sekil 2.5 a’da CCBAS614 ve T.
versicolor CCBAS1399 suslart ile %6 seviyesinde kegiboynuzu posasi igeren sivi
besiyerinde 6rneklerin 1 gin fermantasyonu ile elde edilen 6rneklerde yuritilen
spektrofotometrik kiivetler goriilmektedir. Bu tiiplerde renk degisimi gozle de ayirt
edilememektedir. Ancak fermentasyonun 2. giniinde %3 posa ilaveli besiyerinde
yapilan analizlerde reaksiyon sivisindaki renk degisiminin gozle de algilanabildigi
sOylenebilir (Sekil 4.5 b). Burada, A1/A2 ile belirtilen 6rneklerde belirgin bir yesil renk
vardir ve T. versicolor CCBAS614 %3 seviyesinde kegiboynuzu posasi igeren bu
orneklerde ortalama 26.23 U/L lakkaz aktivitesi tespit edilmistir. Ayni goriintiide,
A3/A4 drnekleri T. versicolor CCBAS1399 %3 seviyesinde keciboynuzu posasi igeren
besiyerinde 2. gin lakkaz aktivitesi tayini icindir, Olculen aktivite 927.99 U/L
seviyesindedir ve gozlemlenen yesil renk daha yogundur. Sekil 4.5 ¢’de E1/E2 ile
etiketlenen T. versicolor CCBAS614 mantar igeren orneklerin lakkaz aktivitesi 5. gin
icin 7.71 U/L seviyesindedir ve reaksiyon sivisindaki renk degisiminin gozle ayirt
edilememektedir. Aymi goriintiide, C3/C4 etiketli oOrneklerde %10 seviyesinde
keciboynuzu posasi igeren ortamda gelistirilen T. versicolor CCBAS1399 siipernatant
ornegi ile hazirlanan reaksiyon sivisinda lakkaz aktivitesi 5. gunde ortalama 13454.86
U/L seviyesindedir ve ¢ok yogun yesil renk gozlemlenmektedir. Bu 6rneklerde yapilan
spektrofotometrik Olglimlerde hazirlanan ¢ozeltilerin absorbans degerinin 1.7 altinda
olabilmesi igin reaksiyon sivisinda seyreltme yapildi.
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Sekil 4. 5. a) B1-B2’ T. versicolor CCBAS614 ve B3-B4® T. versicolor CCBAS1399
%6 seviyesinde Kkeciboynuzu posasi iceren orneklerde 1. giin lakkaz aktivitesi
gorunumii; b) A1-A2° T. versicolor CCBAS614 ve A3-A4° T. versicolor CCBAS1399
%3 seviyesinde keciboynuzu posasi iceren &rneklerin 2. gun lakkaz aktivitesi
gorinimi; c) E1-E2'' T. versicolor CCBAS614, F1-F2!2 Trametes versicolor
CCBAS1399 mantar iceren orneklerin ve C3-C4'® T. versicolor CCBAS1399 %10
seviyesinde keciboynuzu posasi igeren orneklerin 5. giin lakkaz aktivitesi gorunima.

" B1-B2: T .versicolor CCBAS614 susu kullanilarak %6 kegiboynuzu posasi igeren ortamda yiiriitillen ve birbirinin
paraleli olan derin fermantasyon kiiltiirlerinden alinan 6rneklerle hazirlanan reaksiyon kiivetleridir.

8 B3-B4: T .versicolor CCBAS1399 susu kullamlarak %6 kegiboynuzu posasi igeren ortamda yiiriitiilen ve birbirinin
paraleli olan derin fermantasyon kiiltiirlerinden alinan 6rneklerle hazirlanan reaksiyon kiivetleridir.

® A1-A2: T .versicolor CCBAS614 susu kullamlarak %3 kegiboynuzu posasi igeren ortamda yiiriitiilen ve birbirinin
paraleli olan derin fermantasyon kiiltiirlerinden alinan 6rneklerle hazirlanan reaksiyon kiivetleridir.

VA3-A4: T .versicolor CCBAS1399 susu kullanilarak %3 kegiboynuzu posasi igeren ortamda yiiriitiilen ve birbirinin
paraleli olan derin fermantasyon kiiltiirlerinden alinan 6rneklerle hazirlanan reaksiyon kiivetleridir.

1 E1-E2: Birbirinin paraleli olan T. versicolor CCBAS614 susu kullanilarak hazirlanan reaksiyon kivetleridir.

12 F1-F2: Birbirinin paraleli olan T. versicolor CCBAS1399 susu kullanilarak hazirlanan reaksiyon kiivetleridir.

18C3-C4: T.versicolor CCBAS1399 susu kullanilarak %10 kegiboynuzu posast igeren ortamda yiiriitiilen ve birbirinin
paraleli olan derin fermantasyon kiiltiirlerinden alinan 6rneklerle hazirlanan reaksiyon kiivetleridir.

28



BULGULAR E.BYTYQI

4.3. T. versicolor CCBAS614 ve T. versicolor CCBAS1399 Mantarlarmin
Biyokdtlelerinde Tespit Edilen Toplam Glukan, g-Glukan ve a-Glukan Miktarlar:

T. versicolor CCBAS614 ve T. versicolor CCBAS1399 kulturt ile inokule
edilen %0, 3, 6 ve 10 oraninda kegiboynuzu posasi ilave edilerek hazirlanan besiyeri
ortamlarinda 7. glin fermantasyon ornekleri santrifiij edildikten sonra alinan yas fungal
biyokutlede toplam glukan, B-glukan ve a-glukan miktarlar1 Cizelge 4.4°te verilmistir.

Cizelge 4. 4. T. versicolor CCBAS 614 ve T. versicolor CCBAS 1399 tlri mantarlar ile
keciboynuzu posasi igeren fermantasyon 6rneklerinde toplam glukan, a-glukan ve -
glukan miktarlar1 (yas agirlik)

. Ortalama
Keciboynuzu a
Kaltur Posas1 Katki bi gk?]tle Toplam a-Glukan B-Glukan
Susu Oram Y Glukan (%) (%) (%)
miktan
(Yow/w)
(mg)
T. versicolor 0 130 9.51+1.08cD | 0.73+£0.13dG | 8.73+1.12haB
CCBAS 614 3 110 11.29+0.93bC | 6.29+0.43bB | 5.00+0.80cE
6 100 12.72+1.77bB | 4.27+0.40cC | 8.45+2.10aC
10 119 18.29+1.25aA | 10.71+0.73aA | 7.54+1.39aD
T. versicolor 0 140 5.42+0.48cG | 0.92+0.13cG | 4.49+0.46CE
CCBAS 3 130 10.68+1.62aC | 1.52+0.20bD | 9.15+1.64aA
1399 6 175 7.15+1.20bF | 2.80+0.13aE | 4.35+1.21cF
10 190 8.79+0.98bE | 2.39+0.19aF | 6.39+0.96bD

A, B, C... Susalar aras1 % posa ile degerlendirilmesi

a, b, c...Her susun kendi i¢inde % posa ile degerlendirilmesi

Her bir deger, iki tekrarli ve iki paralelli sonuglarin ortalamasi + standart sapma seklindedir.

Ayni siitunda farkli harfle gosterilen degerler birbirinden farklidir, ancak her bir sus kendi i¢inde degerlendirilmistir (p<0.05).

Istatistik degerlendirme hem Kkiiltiir suslar aras1 hem de suslarin kendi igerisinde
katilan keg¢iboynuzu oranina gore yapilmigtir. Toplam glukan degisimi incelendiginde,
katilan posa oraninin, posa ile sus interaksiyonu istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli bir
etkiye sahip oldugu gOriilmiistiir.

Katilan farkli oranlarda posanin farkli suslardan elde edilen toplam glukan
miktar1 tizerindeki etkisi incelenmistir. T. versicolor CCBAS614 susundan elde edilen
biyokitledeki toplam glukan oran1 (w/w%) T. versicolor CCBAS 1399 ile
fermantasyondan elde edilene gore hemen her posa ilave seviyesinde kayda deger
oOlglide (p<0.05) daha yuksek tespit edildi. Fakat katilan posa oran1 %3 oldugunda, iki
sus arasinda elde edilen toplam glukan miktar1 bazinda istatistiksel olarak farklilik
olmadig1 (p>0.05) sonucuna ulasilmistir.

Elde edilen veriler iki susta kendi i¢inde degerlendirildiginde Cizelge 4.4’de
kiiglik harfler kullanilarak elde edilen istatistiksel dagilim olusmustur. T. versicolor
CCBAS614 icin elde edilen sonuglara gore % posa oranmi arttik¢a elde edilen toplam
glukan oranmin arttifi, %3 ve %6 oraninda posa ilavesi arasinda degerde artis
gozlemlenmekle birlikte Ornekler arasinda istatistiksel fark olmadigi tespit edildi. T.
versicolor CCBAS1399 mantari ile fermantasyon sonucunda ise bu sus i¢in en yiiksek
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toplam glukan oranina %3 posa ilavesiyle ulasildigi, %6 ve %10 posa Orneklerinde
istatistiksel olarak farklilik olmadigi (p>0.05) goralda.

En yiiksek toplam glukan miktar1 ise T. versicolor CCBAS614 susu ile %10
posa ilaveli 6rnekte ulasilmistir (%18.29). Toplam yas agirlik kullanilarak fermantasyon
sonucu elde edilen toplam glukan miktar1 2.177 g olarak bu Ornekte tespit edildi. Bu
miktarin 1.274 g’min a-, 0.897 g’min B-glukan oldugu ayrica belirtilebilir.

Katilan posa oranina karsilik a-glukan degisimi incelendiginde, posa ile sus
interaksiyonunun istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli bir etkiye sahip oldugu
goriilmistiir. Katillan farkli oranlarda posanin farkli suslardan elde edilen o-glukan
miktart izerindeki etkisi incelenerek T. versicolor CCBAS614 ve T. versicolor CCBAS
1399 suslarindan elde edilen biyokiitlenin  a-glukan olusturma potansiyeli
kiyaslanmistir. En yiiksek a-glukan miktar1 T. versicolor CCBAS614 susu ile %10 posa
ilaveli 6rnekte ulasilmistir (%10.71). Elde edilen sonuglara gore %0, %3, %6 ve %10
posa ilavesinde iki sus ile istatistiksel olarak (p<0.05) birbirinden farkli seviyede a-
glukan miktar1 elde edilmistir.

Katilan posa oranma karsilik B-glukan degisimi incelendiginde, posa ile sus
interaksiyonunun istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli bir etkiye sahip oldugu
goriilmistiir. Katilan farkli oranlarda posanin farkli suslardan elde edilen B-glukan
miktar1 lizerindeki etkisi incelenerek T. versicolor CCBAS614 ve T. versicolor CCBAS
1399 suslarindan elde edilen biyokiitlenin  B-glukan olusturma potansiyeli
kiyaslanmistir. Elde edilen sonuglara gore suslar arasi en yiiksek PB-glukan orani
(9%9.15), T. versicolor CCBAS 1399 ile %3 biyokiitle ortaminda bulundu ve toplam
tiretilen miktar 1.19 g olarak hesaplandi.

Calisma sirasinda T. versicolor CCBAS1399 susu ile %6 seviyesinde
keciboynuzu iceren ortamda gelistirilen biyokiitle ile gergeklestirilen toplam glukan
analizinde reaksiyon sivilariin goérintusi verilmistir (Sekil 4.6 a). Sekil 4.6 b’de ise T.
versicolor CCBAS614 susu ile %6 posa iceren ortamda gelistirilen biyokiitle ile
gerceklestirilen a-glukan analizindeki reaksiyon sivilari goriilmektedir. Reaksiyon
sonucunda hafif pembe renk gozlemlenmis, absorbans degerleri spektrofotometrik
olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4. 6. a) Kor, C3-C4 *, T. versicolor CCBAS1399 %6 seviyesinde kegiboynuzu
posast iceren orneklerin toplam glukan miktar1 goruntiisii (Pembe renk degisimi); b) Al
15 7. versicolor CCBAS614 %3 seviyesinde kegiboynuzu posasi iceren 6rneklerin alfa
glukan miktar1 gorintasd.

4.4. T. versicolor CCBAS614 ve T. versicolor CCBAS1399 Turu Mantarlar ile
Fermantasyon Sonunda Elde Edilen Toplam Protein, Kil ve Diyet Lif Miktarlar:

T. versicolor CCBAS614 ve T. versicolor CCBAS1399 kdlturd ile inokdle
edilen %0, 3, 6 ve 10 seviyesinde kegiboynuzu posast igeren 7. giinde elde edilen kalint1
kuru 6rneklerinde diyet lifi, protein ve kiil analizleri yapilmistir.

Omekler Sekil 4.7°de filtrasyon islemlerinde filtre yardimci maddesi olan
kKizelgur kullanilarak etanol ile ¢oktiirme yapildiktan sonra mantar ve kegiboynuzunun
iki fazli degisimi goriilmistiir. Sekil 4.8’de ise sadece mantar igeren 6rneklerin etanol
ile ¢oktiirme isleminden bir gorunti verilmistir.

(b)

Sekil 4. 7. a) Filtrasyon islemlerinde filtre yardimci1 maddesi kizelgur; b) Toplam diyet
lif analizinde etanol ile ¢oktlrme.

14 C3-C4: T .versicolor CCBAS1399 susu kullanilarak %10 kegiboynuzu posasi igeren ortamda yiiriitiilen ve birbirinin
paraleli olan derin fermantasyon kilturleridir.

5 AL: T .versicolor CCBAS614 susu kullanilarak %3 kegiboynuzu posasi igeren ortamda yiiriitiilen derin fermantasyon
kaltaradar.
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(b)

Sekil 4. 8.a) T. versicolor CCBAS1399 mantar kiltir iceren drneklerin toplam diyet lifi
analizinde etanol ile ¢oktiirme islemi; b) T. versicolor CCBAS614 mantar kiltir iceren
orneklerin toplam diyet lif analizinde etanol ile ¢oktiirme islemi

Coktiurme islemi tamamlandiktan sonra filtreleme yoluyla drneklerin stiziilmesi
islemi Sekil 4.9°da gorilmektedir. Sekil 4.10-4.11°de ise mantar drneklerinin gece boyu
kurutulmasi sonrasinda elde edilen kalintilar gértlmektedir.

(b)

Sekil 4. 10. a) Filtrasyon islemi tamamlandiktan sonra A1-A2 (T. versicolor
CCBAS614) %3 seviyesinde kecgiboynuzu iceren ornekler; b) Gece boyu 105 °C’de
kurutulan (T. versicolor CCBAS1399) %10 seviyesinde keg¢iboynuzu igeren kalinti
orneklerin gorintasa.
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Sekil 4. 11. a) Gece boyu 105 °C’de kurutulan F1 (%0 posa ilave edilen ortamda
gelistirilen T. versicolor CCBAS1399 ile elde edilen drnekten) kalinti gorintiisu; b)
Gece boyu 105 °C’de kurutulan E2 (%0 posa ilave edilen ortamda gelistirilen T.
versicolor CCBAS614 ile elde edilen 6rnekten) kalint1 goriintiisii.

Sekil 4.12°de protein analizide kullanilan protein yakma {initesi ve protein
distilasyon Unitesindeki goriintiisii verilmmekte. Serbest azot miktar1 analiz edilirken
beherde menekse renginde gbzlemlenen indikator rengi distilasyon iglemi sonrasinda
yesile donmektedir (Sekil 4.12 b).

@ (b)

Sekil 4. 12. a) Protein yakma Unitesi; b) Protein distilasyon Gnitesi goruntusa.
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Cizelge 4.5°te elde edilen sonuglarda her iki sus igin protein miktarlar1 yer
almaktadir.

Cizelge 4.5.T. versicolor CCBAS614 ve T. versicolor CCBAS1399 tlrt mantarlar ile
keciboynuzu posasi igeren fermantasyon drneklerinde %protein miktarlar1 (kuru kalinti)

Keciboynuzu Posasi
Kaltir Susu Katki Oram Protein (%)
wiw (%)

T. versicolor CCBAS 614 0 5.44+0.53cF

3 8.85+0.33aB

6 8.42+0.042aC

10 6.17+0.07bG

T. versicolor CCBAS 1399 0 5.79+0.52cH
3 10.58+0.042aA

6 6.30+0.16cE

10 6.98+0.23bD

A, B, C... susalar aras1 % posa ile degerlendirilmesi

a, b, c...her susun kendi i¢inde % posa ile degerlendirilmesi

Her bir deger, iki tekrarli ve iki paralelli sonuglarin ortalamasi + standart sapma seklindedir.

Ayni siitunda farkli harfle gosterilen degerler birbirinden farklidir, ancak her bir sus kendi iginde degerlendirilmistir (p<0.05).

Istatistik degerlendirme hem kiiltiir suslar aras1 hem de suslarin kendi igerisinde
katilan kegiboynuzu oranina gore yapilmistir. Protein degisimi incelendiginde, katilan
posa oranini ile sus interaksiyonunun istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir etkiye
sahip oldugu goriilmiistiir.

Katilan farkli oranlarda posanin farkli suslardan elde edilen protein miktar
tzerindeki etkisi incelenerek T. versicolor CCBAS614 ve T. versicolor CCBAS 1399
suglarinin protein miktar1 olusturma potansiyeli kiyaslanmigtir. Kuru biyokutledeki
protein oranina bakildiginda en yiliksek degerin digerlerinden Onemli sekilde farkl
olarak T. versicolor CCBAS 1399 susu ile %3 posa oraninda saglandigi soylenebilir.
Fermentasyon sonucu bu 6rnekte 1.32 mg protein elde edilirken ayni sus ile %10 posa
iceriginde yiiriitiilen fermantasyon denemesi neticesinde iiretilen toplam potein miktar
1.73 mg olarak hesaplanmistir.

Elde edilen veriler iki susta kendi iginde degerlendirildiginde Cizelge 4.5’de
kiiciik harfler kullanilarak elde edilen istatistiksel dagilim olugsmustur. Oransal olarak
degerlendirildiginde protein iceriginin her iki sus icin de %3 posa ilave edilen
fermantasyon denemelerinde Onemli seviyede (p<0.05) yiiksek oldugu sonucuna
ulagilmigtir.  Protein igerigi oransal olarak degerlendirildiginde net sekilde
goriilmemekle birlikte toplam protein icerigine bakildiginda her sus i¢in katilan posa
orani arttikca fermentasyon sonunda toplam {iretilen protein miktarinda da artis oldugu
belirtilebilir.

Cizelge 4.6’da elde edilen sonuglarda her iki sus icin kil miktarlar1 yer
almaktadir.
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Cizelge 4. 6.T. versicolor CCBAS614 ve T. versicolor CCBAS1399 turu mantarlar ile
keciboynuzu fermantasyon drneklerinde %kul miktarlar1 (kuru kalint1)

Keciboynuzu posasi
Kiiltiir susu katki oram Kl (%)
wiw (%)

T. versicolor CCBAS 614 0 6.18+0.71cD
3 4.17+0.31dF
6 6.98+0.081bC
10 10.83+0.25aA

T. versicolor CCBAS 1399 0 5.47+0.07cE
3 4.74+0.35dH
6 8.03+0.06bB
10 10.90+0.18aA

A, B, C... susalar aras1 % posa ile degerlendirilmesi

a, b, c...her susun kendi i¢inde % posa ile degerlendirilmesi

Her bir deger, iki tekrarli ve iki paralelli sonuglarin ortalamasi + standart sapma seklindedir.

Ayni siitunda farkli harfle gésterilen degerler birbirinden farklidir, ancak her bir sus kendi i¢inde degerlendirilmistir (p<0.05).

Istatistik degerlendirme hem kiiltiir suslar aras1 hem de suslarin kendi igerisinde
katilan kegiboynuzu oranina gore yapilmistir. Kil degisimi incelendiginde, katilan posa
oraninin Ve posa ile sus interaksiyonu istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli bir etkiye
sahip oldugu goriilmiistiir. Katilan farkli oranlarda posanin farkli suslardan elde edilen
kil miktar1 tizerindeki etkisi incelenerek T. versicolor CCBAS614 ve T. versicolor
CCBAS 1399 suslarmin kuru biyokiitledeki toplam mineral orani kiyaslanmigtir.
Katilan %10 posa ise her iki sus i¢in Kil oraninin anlamli sekilde (p>0.05) farkli olarak
en yliksek degere ulastigi goriilmiistiir. Toplam kuru madde miktar1 kullanilarak
icerikteki toplam kiil miktar1 hesaplandiginda posa orani arttik¢a kiil miktarinin belirgin
artig gosterdigi ve T. versicolor CCBAS614 icin 1.95 mg ve T. versicolor CCBAS 1399
iginse 2.7 mg degerine ulastigi belirtilebilir.

Cizelge 4.7°de son olarak her iki sus i¢in diyet lif miktarlar1 yer almaktadir.

Cizelge 4. 7. T. versicolor CCBAS614 ve T. versicolor CCBAS1399 tirli mantarlar ile
kegiboynuzu posasi igeren fermantasyon Orneklerinde %diyet lifi miktarlart (kuru
kalint).

Keciboynuzu posasi
Kiiltiir susu katki oram Diyet lif (%0)
wiw (%0)

T. versicolor CCBAS 614 0 37.76x0.81aA
3 7.23+£1.16dE

6 13.30+2.65cD

10 27.48+1.84bB
T. versicolor CCBAS 1399 0 37.21+1.87aA
3 7.06+0.62dE

6 12.1940.42cD

10 23.34+1.02bC

A, B, C... susalar aras1 % posa ile degerlendirilmesi

a, b, c...her susun kendi i¢inde % posa ile degerlendirilmesi

Her bir deger, iki tekrarl ve iki paralelli sonuglarin ortalamasi + standart sapma seklindedir.

Ayni siitunda farkli harfle gosterilen degerler birbirinden farklidir, ancak her bir sus kendi i¢inde degerlendirilmistir (p<0.05).
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Istatistik degerlendirme hem kiiltiir suslar aras1 hem de suslarin kendi igerisinde
katilan kegiboynuzu oranina gore yapilmistir. Diyet lif degisimi incelendiginde, katilan
posa oraninin Ve posa ile sus interaksiyonu istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli bir
etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

Katilan farkli oranlarda posanin farkli suslardan elde edilen kuru biyokdtlede
diyet lif oran1 Gzerindeki etkisi incelenerek T. versicolor CCBAS614 ve T. versicolor
CCBAS 1399 suslarinin diyet lif miktar1 olusturma potansiyeli kiyaslanmistir. Elde
edilen sonuglara gore en yiiksek lif icerigi her iki sus i¢in de gegerli olmak iizere hig
posa ilavesi olmayan fermantasyon iriinlerinde saglanmistir ve iki susta %0 posa katki
oraninda diyet lif bakiminda istatistiksel fark yoktur. Bununla birlikte, yine her iki susta
%3-10 seviyelerinde posa ilave orani arttikga diyet lifte anlamli (p<0.05) artis oldugu
gbzlemlenmistir.

Her Ornekten elde edilen ortalama diyet lif oran1 ve kuru madde miktari
kullanilarak fermantasyonda olusan toplam diyet lif miktar1 hesaplandiginda, hi¢ posa
ilavesi olmayan ornekte toplam 3.4 mg diyet lif olustugu tespit edilmistir. Burada, ayni
hesaplama %10 posa i¢eren orneklerde tekrarlandiginda T. versicolor CCBAS614 icin
4.9 mg ve T. versicolor CCBAS 1399 i¢in 5.8 mg diyet lif miktar1 hesaplanmaktadir. Bu
degerlere bakilarak, toplam elde edilen diyet lifi miktarinin %10 posa ilavesiyle yapilan
fermantasyonla elde edilen kuru biyokitlede en fazla oldugu sdylenebilir. Ancak
burada, ilave edilen posanin da bir miktar diyet lif icerdigi unutulmamalidir. Ayrica,
biyokiitlede olusmasi potansiyel olarak miimkiin olan bir miktar diyet lifin muhtemelen
katilan posa orani ile iligkili olarak artan lakkaz aktivitesi nedeniyle parcalanmaya
ugradig1 ve fermantasyon siirecinde degrede oldugu da diisiiniilebilir. Dolayisiyla, diyet
lif ile ilgili olarak ilave edilen katki, hem kendisi diyet lif igerdigi hem de diyet lifi
degrede eden enzimlerin olusumunu tesvik ettigi i¢in biyokiitlenin fermantasyon
neticesinde sahip olacagi diyet lif icerigini belirgin sekilde etkilemistir.
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5. TARTISMA

Lakkaz enzimi Onemli bir enzim olup enzim miktarini artirmak icin c¢esitli
calismalar yapilmistir. Lakkazin yapisinda bulunan bakir iyonlar: ve kimyasal yapisinda
3 adet 2,5-ksilidin substrati1 icermesinde dolay1 aktivite varligini artirmak igin ¢alismalar
genelde bakir ksilidin inokiiliimii yapilmistir. Ayrica karbon kaynagi, azot kaynaginda
degisiklikler yapilarak lakkaz miktarinin degisimi irdelenmistir. Bu ¢alisma ile yapilan
calismalar benzerlikleri fermantasyon ortaminda kullanilan substratlar incelenerek
degisim ortaya konulmustur.

Jang vd. (2002) Trametes sp. ile derin kiltirde 28 °C’de 200 dev/dk’da
calkalamali inkubatorde yiriittikkleri c¢alismada 1 mM ksilidin ekleyerek lakkaz
aktivitesini 7. giinde 14600 U/L olarak saptamistir. Lakkaz aktivitesi 6l¢mek i¢cin ABTS
substratinin kullanilmistir. Bu ¢alismayla elde edilen sonug ile yapmis oldugum ¢alisma
karsilastirildiginda ise en yiiksek lakkaz aktivite degeri ise Trametes versicolor
CCBASG614 kiiltiirti ile %10 seviyesinde keciboynuzu posast igeren ortamda 5. giin
27874.23 U/L elde edildi. Eklenen %10 kegiboynuzu posasi Jang vd. (2002)
calismamsida elde edilen lakkaz miktarmin yaklagik iki katidir. Keg¢iboynuzu posasi
ksilidine gore enzim miktarinin artmasinda daha etkili oldugu sdylenebilir.

Couto vd. (2003) yapmis olduklar1 biyoreaktor denmelerinde T. versicolor en
yiksek lakkaz aktivitesini tava tipi biyoreaktorde elde etmistir. Biyoreaktorde
destekleyici olarak naylon siinger ve saman kullanmistir. Tava tipi biyoreaktérde naylon
stinger kullanildiginda kiiltiir olusumunun 18. giiniinde 343 U/L dizeyinde lakkaz
aktivitesi elde edilirken, saman substrat olarak kullanildiginda ise 18. giinde 3500 U/L
dizeyinde lakkaz aktivitesine ulagmistir. Biyoreaktorde saman substrati kullanilarak
elde edilen lakkaz diizeyi %10 kegiboynuzu posasinda elde edilen degerin ¢ok
altindadir. Keciboynuzu posast saman substratina gore lakkaz aktivitesi diizeyinin
artmasinda 6nemli rol oynamustir.

Birhanli ve Yesilada (2006), yapmis oldugu bir ¢alismada Trametes versicolor
mantarin1 1 mM bakir igeren sivi ¢alkalamali fermantasyon ortaminda 2096 U/L lakkaz
aktivitesi saptanmistir. Kegiboynuzu posast %10 igeren fermantasyon ortami bakir
igeren fermantasyon ortamina gore lakkaz aktivitesi degerinde degismesinde daha etkili
olmustur.

Revankar ve Lele (2006), Trametes versicolor’'dan farkli besiyeri kullanarak
lakkaz degisimini incelemistir. Azot kaynagi olarak maya ekstrakti, karbon kaynagi ise
nisasta ve glikoz kullanmistir. Optimize edilen besiyeri ortamina 1 mM bakir ilavesi
150 dev/dk’da 28 °C’de de 50 ml ortamda 406000 U/L belirlemistir. Besiyeri ortamina 1
mM 2,5 ksilidin eklediginde ise 820000 U/L degerine yiikselmistir. Lakkaz aktivitesi
6lgmek i¢in ABTS substratinin kullanmisg ve 420 nm dalga boyunda 1 dakika boyunca 1
umol konsantrasyondaki ABTS’yi doniisiime ugratan lakkaz miktarini saptamistir.
Optimize edilen besiyeri ortamma 1 mM bakir ilavesi %10 keciboynuzu
fermantasyonunda elde edilen lakkaz miktarina gore yiiksektir. Diger taraftan 1 mM 2.5
ksilidin elde edilen lakkaz aktivitesinde %10 kegiboynuzuna gore daha yilksek etki
saglamistir.
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Xavier (2007) yapmis oldugu bir ¢alismada indlkleyici maddeler ve Trametes
versicolor mantarmi kombine kullanmustir. Indiikleyici olarak lignin, lignostilfonatlar,
veratril alkol, ksilidin ve etanol kullanmigtir. Sivi kiiltiir ortaminda 10 giin 180
dev/dk’da calkalayici fermantasyon devam etmistir. Lignin indiiksiyonunda maksimum
lakkaz aktivitesi 1240 U/L olarak verirken, lignosilfonat icin en iyi sonug ise 270 U/L
olarak saptanmistir. 2,5-ksilidin ve veratril alkol iceren ortamda ise 345 U/L dlzeyinde
lakkaz aktivitesi saptamistir. En yuksek lakkaz aktivitesi (1583 U/L) ksilidin ilavesi ve
glikozu baskilayarak kombine etkisi ile elde etmistir. Kegiboynuzu posast %10 igeren
fermantasyon ortaminda elde dilen lakkaz aktivitesine gore bu deger diistik olup, %10
posa ksilidine gore lakkaz diizeyini artirmakta etkili olmustur.

Gedikli (2008) lakkaz aktivitesi kiiltiir stvisinin iiretiminde tarimsal atik olarak
bugday kepegi kullanmistir. Patates dekstroz besiyerine bugday kepegi ilave etmis ve
yuksek lakkaz 25080 U/L aktivitenin elde etmistir. Gedikli (2008), Basidiomycetes
smifina ait bir mantar olan T. versicolor ATCC 200801 kullanilmistir. Stok kiltrlerden
yatik PDA besiyerlerine ekim yapilarak 30 °C’de 7 giin inkiibasyona birakilmis ve bu
kiiltiirler asilama i¢in aktif kiiltiirler olarak kullanilmistir. Kiiltiiriin yiizeyinden kazima
ile distile su igerisine alinan miseller toplam 40 ml hacimde homojenize edilmistir.
Homojenizattan 4 ml alinarak igerisinde 3 g bugday kepegi bulunan 100 ml’lik patates
dekstroz (PDB) besiyerine aseptik sartlarda ilave edilmistir. Kiiltiirler 150 dev/dk da
calkalama hizinda 30 °C’ de 12 giin siire ile inkubasyona birakilmistir. Inkubasyon
stiresi sonucunda gelisen biyokiitleler filtrasyon ve santrifiij islemleri ardigik olarak
uygulanarak ortamdan uzaklastirilmistir. Elde edilen kiiltiir s1vis1 enzim kaynagi olarak
kullanilarak lakkaz aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Gedikli (2008) elde ettigi lakkaz diizeyi
(25080 U/L) %10 kegiboynuzu posasi eklenen fermantasyonda elde edilen lakkaz
dizeyiyle (27874.23) U/L hemen hemen aynidir.

Freixo vd. (2008) karbon kaynagi olarak patates posasinin kullanarak kati
klltirde Trametes versicolor’un lakkaz iiretimi tizerine etksisini incelemis ve en yiksek
lakkaz aktivitesini 3. glinde 362 U/L olarak belirlemistir. Lakkaz aktivitesi 6lgmek igin
ABTS substratinin kullanilmistir. En iyi lakkaz aktivite degeri pH 3-4 araliinda
saptanirken, en uygun sicakligin 80 °C’de oldugugdérmiistiir. Freixo vd. (2008)
caligmasinda elde edilen sonug %10 kegiboynuzu fermantasyonunda lakkaz aktivitesine
gore oldukca diisiiktiir.

Erdem (2014) yapmis oldugu tez calismasinda T. versicolor ATCC 200801
susunu kullanarak lakkaz aktivitesindeki degisimi 8 giin boyunca incelemistir. En
yuksek aktivite 8. gunde 4740 U/L olarak bulmustur. Ayni ¢alismada farkli karbon
kaynaklar1 ve farkli azot kaynaklari kullanarak lakkaz aktivitesindeki degisiminin
farkliligin1 incelemistir. Farkli karbon kaynaklar1 ve lakkaz aktiviteleri sirastyla
verilmistir. Fruktoz 180 U/L, maltoz 4930 U/L, pektin 800 U/L, ksiloz 9015 U/L, glikoz
4770 U/L ve nisasta 13220 U/L. Farkli azot kaynaklar1 ve lakkaz aktiviteleri sirastyla
verilmistir. Pepton: 6110 U/L, maya 0zutu: 1490 U/L, (NH4)2S04: 1440 U/L, KNO3:
240 U/L, NHA4CI: 5160 U/L, NaNO3: lakkaz aktivitesi yok, NH4NO3: 4770 U/L. En
yiiksek aktivite nisasta inokiiliim ile 13220 U/L diizeyindedir. Ke¢iboynuzu posast %10
fermantasyona gore bu deger iki kat1 azdir.
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Adekunle vd. (2017) siv1 besiyeri ortaminda 0.2 g/1, 0.4 g/l, 0.8 g/l, 1.2 g/l, 2 g/l
lignin ekleyerek lakkaz aktivitesini 7. giin degisimini izlemistir. Maksimum  lakkaz
dizeyini 1213.93 U/L ile 1.2 g/l lignin igeren sivi ortaminda oldugunu tespit etmistir.
Bu deger %10 posa igeren ortama gore ¢ok diisiiktiir.

Bu calismada, Trametes versicolor CCBAS614 mantar kilturu ile inokule edilen
%0, 3, 6, 10 keciboynuzu posasi iceren yas biyokiitlede en yiiksek toplam glukan %210
keciboynuzu posasi ortaminda %18.29 elde edildi. En yiiksek B-glukan Trametes
versicolor CCBAS1399 ile %3 keciboynuzu iceren ortamda %9.15, alfa glukan ise
%10.72 olarak %10 kegiboynuzu posasi igeren yas 0rneklerde tespit edildi.

Kozarski vd. (2012) yapilan bir ¢alismada kuru mantar agirliklarindan toplam
glukan, alfa glukan ve B glukan degerleri saptanmistir (Mushroom and Yeast B glucan
kit, Megazyme). Bu degerler T.versicolor kuru agirlik icin; Toplam glukan, 36.3 £ 0.7,
alfaglukan 2.9 + 0.1 ve B glukan  33.4 + 0.8 olarak saptanmistir (g/100g). Farkli
mantarlardan G. applanatum igin bu degerler toplam glukan 22.4 £ 0.5, alfa glukan 6.4
+ 0.4 ve B glukan 16.00 £ 0.5. G. lucidum i¢in toplam glukan 47.1 £ 0.6, alfa glukan 5.7
+ 0.1 ve B glukan 41.4 + 1.4. L. edodes icin toplam glukan 42.6 + 0.2, alfa glukan 1.4 +
0.2 ve B glukan 41.2 £ 0.5 bulmustur (g/100g). Kegiboynuzu posasi ile zenginlestirilmis
orneklerde alinan yas orneklerle elde edilen toplam glukan, a ve B glukan degerleri
Kozarski vd, (2012) calismasina gore diistiktiir.

Bari vd. (2015) kaymn agacinda Pleurotus ostreatus ve Trametes versicolor
mantarlarinin bozunma yetenekleri arasinda karsilastirma yaparak toplam glukanda
degisimi izlemistir. Calismada toplam glukanin P. ostreatus %48.60 + 0.35 ve
Trametes versicolor %48.35 £ 0.48 olarak tespit etmistir. Ayn1 sekilde bu ¢alismayla
keciboynuzu posasi zenginlestirilmis Urlinler karsilattirildiginda glukan bakimindan
diisiik oldugu gortiliiyor.

Calismada Trametes versicolor ve inokile edilen %3, 6, 10 seviyesinde
keciboynuzu igeren 7. giin elde edilen kalint1 kuru 6rneklerden diyet lif analizi yapildi.
En yuksek diyet lif her iki sustada istatistiksel olarak fark olmadigi ve %37 olarak
bulundu.

Manzi (2000) yilinda bir arastirmasinda yenilebilir mantar olana Pleurotus
ostreatus (SMR 127), Pleurotus ostreatus (SMR 138), Pleurotus ostreatus (SMR 172 )
ti¢ farkli sus ve Lentinula edodes (SMR 90) mantarlarinda ¢oziiniir diyet lif
arastirmistir. Pleurotus ostreatus (SMR 127) %37.8, Pleurotus ostreatus (SMR 138)
%27.1, Pleurotus ostreatus (SMR 172 ) %16.8 ve Lentinula edodes (SMR 90) %46
¢oziiniir diyet lif saptamugtir.

Kim vd. (2004) Auricularia (kulak mantari) diger mantar tiirlerinden daha
yuksek diyet lif igerigine (%50) sahip oldugu bir ¢alismasinda bildirmistir.
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Cheung vd. (2013) yemeklik mantarlarin igerigi ve sagliga faydalari hakkinda
yapmis oldugu bir arastirmada sirasiyla toplam diyet lif miktarlar1 Agrocybe aegerita;
%26.7 = 1.51, Agaricus blazei; %29.6 + 3.52, Agrocybe chaxinggu; %36.4 + 1.01,
Coprinus comantus; %34.6 = 5.28, Flammulina velutipes; %38.2 + 2.77, Grifola
frondosa; % 44.0 £ 1.55, Hericium erinaceus; %34.0 * 0.98, Hypsizigus marmoreus;
%32.0 £ 1.35,Hericium ramosun; %26.9 £+ 0.84, Lentinus giganteus; %34.8 = 0.53,
Pholiota adiposa; %30.8 + 0.48, Pholiota namkeo %37.9 + 0.79; Stropharia rugosa-
annulata; %28.4+0. Her ii¢ ¢calismaya bakildiginda yenilebilir mantarlarda elde edilen
diyet lif miktarlar1 Trametes versicolor kuru kalintilarla elde edilen sonuglarla aynidir.
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6. SONUC

T. versicolor tip, biyoteknoloji ve ¢evre koruma alanlarinda biiyiik 6neme
sahiptir mantar tlrtddr. Bu mantarin kurutulmus meyveleri Uzak Dogu’da yillardir ¢ayi
demlenerek tlketilebilen, ayrica kahveye konularak tlketilmektedir. T. versicolor
mantarinin salgiladigr lakkaz enzimi kiymetli bir enzimdir. Lakkaz ¢evre dostu bir
enzim olup cevreye atilan atik sularin 1slahinda kullanildigr i¢in bu enzime endstride
talep giderek artmaktadir. Bu ¢alismada kegiboynuzu posasi yiiksek seliiloz igeriginden
dolay1 hayvan yemi disinda lakkaz enzim miktarini artirmak amaciyla kullanilmstir.

T. versicolor CCBAS614 kiltirli ile inoklle edilen %10 seviyesinde
keciboynuzu posasi igeren fermantasyon ortaminda 5. glinde en yiiksek lakkaz miktart
(27874.22 U/L) saptandi1. T. versicolor CCBAS1399 kulttr( ile ise inokile edilen %10
seviyesinde kegiboynuzu posasi i¢eren fermantasyon ortaminda 4. gun (14008.45 U/L)
ve 5. gun (13454.86 U/L) bulundu. En yiksek aktivitenin oldugu 4. ve 5. giinlerde iki
deger arasinda istatistiksel bir fark olmadig1 saptandi.

Her iki sus karsilastirildiginda en yiksek toplam glukan orani olan %18.29
dgerine T. versicolor CCBAS614 kultlrl ile %10 keciboynuzu posasi igeren ortamda
yiriitiilen fermantasyon ile ulasilmistir. Ayni sekilde, a-glukan orani en yiiksek degere
(9%10.71) %10 kegiboynuzu posast katilmig fermantasyon denemeleri ile elde edilen
orneklerde bulundu. B-Glukan ise T. versicolor CCBAS1399 kultlrd ile inokile edilen
%3 keciboynuzu posasi ortaminda gelistirme ile elde edilen yas biyokiitlede %9.15
olarak bulundu. Proteinin ise T. versicolor CCBAS1399 kiilturt ile %3 kegiboynuzu
posasi i¢eren fermantasyon denemesinde elde edilen kuru biyokdtlede en yiiksek degere
ulastigi (%10.58) saptandi. T. versicolor CCBAS614 kilturi ile %10 posa ilavesiyle
gergeklestirilen fermantasyonda %10.83 kiil degeri, T. versicolor CCBAS1399 kdltlri
ile yine ayn1 bilesimdeki ortamla %10.90 kiil orani tespit edilen en yiiksek seviyede kiil
oldu. Her iki 6rnekte kiil oran1 bakiminda istatistiksel fark yoktur. Diyet lif T. versicolor
CCBAS614 susunda %37.76 ve T. versicolor CCBAS1399 kilturiinde %37.21 bulundu.
Her iki 6rnekte diyet lif bakiminda istatistiksel fark yoktur.

Yapilan c¢alisma, T.versicolor mantariyla gergeklestirilen derin  kiiltiir
fermantasyonunda keg¢iboynuzu posasini degerlendirmeye yoneliktir. Keciboynuzu
pekmezinden arta kalan posa, yliksek seliilloz igerigi sebebiyle hayvan yemi olarak
kullanilabilir, ancak bu c¢aligmada alternatif olarak daha yiliksek katma deger
saglayabilecek sekilde lakkaz enzimi tretiminde degerlendirilmek istenmistir. Elde
edilen bilgi ve bulgular ileride yapilabilecek lakkaz verimini arttirmaya ve saf lakkaz
elde etmeye yonelik bilimsel arastirmalara 151k tutabilecek niteliktedir.

Lakkaz enziminin ekstraseliiler iiretiminin yani sira, Uretimde gelistirilen
biyokiitle orneklerinin de bilesimi arastirilarak ilerde yeni gida iirlinlerinde veya
takviyelerinde kullanilabilecek materyallerin gelistirilmesi hedeflenmistir. T. versicolor
mantart Uzak Dogu’da yillardir sicak suda infiizyon seklinde (¢ay gibi) tiiketilmistir.
Keg¢iboynuzu ise Akdeniz bolgesinde yetisen bir meyvedir. Kegiboynuzu posasinin ham
madde olarak degerlendirilebilmesine olanak saglayacak yontemlerin ulusal Uretim
potansiyelimize katki sunacagi umulmaktadir.
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8. EKLER

Ek-1 Fermantasyon Ortamm Olarak Kullanilacak Besiyerleri ve Bilesimi

Besiyeri adi
Kisaltmasi
Patates
Dekstroz

Agar (PDA)

Tanimlanmis
besiyeri
Defined
Medium (DM)

Tanimlanmig
besiyeri
ortamina %3
kegiboynuzu
posasi ilaveli
fermantasyon.

Tanimlanmig
besiyeri
ortamina %6
kegiboynuzu
posast ilaveli
fermantasyon.

Tanimlanmig
besiyeri
ortamina %10
kegiboynuzu
posasi ilaveli
fermantasyon

Bilesim g/L

Ambalajda tarif edildigi sekilde; 39 g/L

Glukoz 10; NH4sNO3 1; KH2PO4 0.8; Na;HPO4
0.2; MgSO.,7H,O 0.5; yeast extract 2.
Besiyeri ortaminin pH 6.0 2 M NaOH ile
ayarlanip sterilizasyona edilmistir; (g /L).

Glukoz 10; NH4NO3 1; KH2PO4 0.8; Na;HPO4
0.2; MgS0O47H,O 0.5; yeast extract 2.
Besiyeri ortaminin pH of 6.0 2 M NaOH ile
ayarlanip ~ sterilizasyona edilmistir; (g/L).
Sterilizasyon edilmis (DM) ortamina %3
seviyesinde keciboynuzu eklenerek tekrardan
sterilsayon islemi uygulanmistir.

Glukoz 10; NH4sNO3 1; KH2PO4 0.8; Na;HPO4
0.2, MgSO47H,O 0.5; yeast extract 2.
Besiyeri ortammnin pH 6.0 2 M NaOH ile
ayarlanip sterilizasyona edilmistir; (g/L).
Sterilizasyon edilmis (DM) ortammna %6
seviyesinde keciboynuzu eklenerek tekrardan
sterilsayon islemi uygulanmisir.

Glukoz 10; NHsNO3 1; KH,PO,4 08, Na;HPO,4
0.2; MgS0O47H,O 0.5; yeast extract 2.
Besiyeri ortaminin pH 6.0 2 M NaOH ile
ayarlanip sterilizasyona edilmistir; (g/L).
Sterilizasyon edilmis (DM) ortamma %10
seviyesinde keciboynuzu eklenerek tekrardan
sterilsayon islemi uygulanmstir.

Kaynak

Tripathi ve Tiwary’ nin
2013 ve Rossman
1998

Songulashvili vd, 2007

8Songulashvili vd,
2007
Modifiye edilmistir.

7Songulashvili vd,
2007
Modifiye edilmistir.

18Songulashvili vd,
2007
Modifiye edilmistir.

16 Songulashvili vd, 2007 yapmus oldugu ¢alismada kullandiklar1 besiyeri ortamina %3 kegiboynuzu posasi ilave edilerek

modifiye edildi.

1 Ayni modikasyon %6 kegiboynuzu ve %10 kegiboynuzu posasi eklenerek yapildi.
18 Ayn1 modifikasyon %10 kegiboynuzu posasi eklenerek yapildi.
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Ek-2 Lakkaz aktivitesi 6lcimunde kor ve supernatant miktarlari

Lakkaz aktivitesi 6lcimi-Kor igerigi Lakkaz aktivitesi 6l¢limi-Slpernatant icerigi
%3’lik K.B kor Kor (ul)
50 mM ABTS 100 %3’likk K.B 6rnek Supernatant(ul)
0,1 M Na-Asetat 800 50 mM ABTS 100
Tamponu ( pH 4.5) 0,1 M Na-Asetat 800
Tanimlanmis Tamponu ( pH 4.5)
besiyeri Tanimlanmisg besiyeri
Defined Defined Medium(DM
Medium(DM + %3 + %3 K.B) ve %3
K.B) ve %3 100 seviyesinde
o . 100
seviyesinde keg¢iboynuzu ortaminda
keciboynuzu iceren gelisen mantar
besiyeri orneklerinden alinan
supernatant miktari
%06’lik K.B 6rnek Slpernatant(ul)
50 mM ABTS 100
%6’lik K.B kor Kor (ub) 0,1 M Na-Asetat 800
50 mM ABTS 100 Tamponu ( pH 4.5)
0,1 M Na-Asetat 800 Tanimlanmig besiyeri
Tamponu ( pH 4.5) Defined Medium(DM +
Tanimlanmis besiyeri %6 K.B)
Defined Medium(DM + ve %6 seviyesinde 100
%6 K.B)ve %6 100 kec¢iboynuzu ortaminda
seviyesinde kegiboynuzu gelisen mantar
iceren besiyeri orneklerinden alinan
supernatant miktari
%10’luk K.B 0rnek Slpernatant(ul)
50 mM ABTS 100
%10’luk K.B kor Kor (ul) 0,1 M Na-Asetat 800
50 mM ABTS 100 Tamponu ( pH 4.5)
0,1 M Na-Asetat 800 Tanimlanmis besiyeri
Tamponu ( pH 4.5) Defined Medium(DM +
Tanimlanmis besiyeri %10 K.B)
Defined Medium(DM + ve %10 seviyesinde 100
%10 K.B)ve %10 100 keciboynuzu ortaminda
seviyesinde kegiboynuzu gelisen mantar
iceren besiyeri ornekleriden alinan
supernatant miktari
DM 0Ornek Slpernatant(ul)
DM kor Kor (ul) 50 mM ABTS 100
0,1 M Na-Asetat
50 mM ABTS 100 Tamponu (pH 4.5) -
Tanimlanmis besiyeri
0,1 M Na-Asetat 800 Defined Medium(DM)
Tamponu ( pH 4.5) ortaminda gelisen 100
mantar drnekleriden
Tanimlanmis besiyeri 100 alinan supernatant
Defined Medium(DM) miktari

49



OZGECMIS

EROLL BYTYQI

erol89_erol@hotmail.com

OGRENIM BIiLGILERI

Yiksek Lisans Akdeniz Universitesi

2015- Devam ediyor Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii,
Antalya

Lisans Ankara Universitesi

2007-2012 Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi B6limii,
Ankara




