T.C.
AKDENIiZ UNIiVERSITESI

KAHVE ATIKLARI VE EKSTRAKTLARINDAN FERMENTASYONLA
OLIGOSAKKARIT URETIMIi

Selin BASMAK

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLIGI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

TEMMUZ 2022

ANTALYA



T.C.
AKDENIiZ UNIiVERSITESI

KAHVE ATIKLARI VE EKSTRAKTLARINDAN FERMENTASYONLA
OLIGOSAKKARIT URETIMIi

Selin BASMAK

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLIGI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

TEMMUZ 2022

ANTALYA



Evrak Tarih ve Sayisi: 28.07.2022-220

T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

KAHVE ATIKLARI VE EKSTRAKTLARINDAN FERMENTASYONLA
OLIGOSAKKARIT URETIMI

Selin BASMAK
GIDA MUHENDISLIGI
ANABILIM DALI

YUKSEK LISANS TEZI

Bu tez 05/07/2022 tarihinde jiiri tarafindan Oybirligi ile kabul edilmistir.

Prof. Dr. Irfan TURHAN (Danisman)
Dr. Ogr. Uyesi Mert KARAOGLAN
Prof. Dr. Mustafa KARHAN



OZET

KAHVE ATIKLARI VE EKSTRAKTLARINDAN FERMENTASYONLA
OLIGOSAKKARIT URETIMI

Selin BASMAK
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. irfan TURHAN
Temmuz 2022; 52 sayfa

Fermentasyon ile katma degeri yiiksek bir¢ok iiriin, farkli mikroorganizmalar ve
karbon kaynaklar1 kullanilarak {retilebilmektedir. Bu c¢alismada, kat1 kiiltiir
fermentasyonu (KKF) ile Aspergillus niger A42 (ATCC 204447) ve rekombinant
Aspergillus sojae AsT3 (ATCC 11906) kullanilarak iniilinaz ve B-mannanaz enzimlerinin
tretimi gerceklestirilmigtir. KKF yontemi, gida ve tarim endiistrilerinin atiklarinin
kullanilmasi, mikroorganizmalarin dogadaki nemli katilar iizerindeki gelisiminden
sorumlu olmalari, daha az atik su ¢ikis1 olmasi, daha ekonomik ve kolay bir yontem
olmasi vb. avantajlar1 nedeniyle kullanilmaktadir. Diinya’da en ¢ok tiiketilen tirinlerden
biri  olan kahvenin igecek hazirlanmasi  sonrasindaki atiklar1  yeterince
degerlendirilememektedir. Bu sebeple kahve atiklarinin 6giitiilmiis hali ve ekstrakti
kullanilarak fermentasyon ile enzim ve oligosakkarit tiretilmesi amaglanmustir.

Plackett-Burman Dizayn1 (PBD) kullanilarak pH, kati:sivi orani, miks miktari
(kahve atig1 ve 6giitiilmiis kahve) ve sicaklik olmak {izere 4 farkli parametre ile deneme
deseni olusturulmustur. Olusturulan deneme deseni sonucunda elde edilen iniilinaz ve -
mannanaz enzimleri kullanilarak enzimatik hidrolizasyon yoluyla oligosakkarit tiretimi
gerceklestirilerek fruktooligosakkarit (FOS) ve mannooligosakkarit (MOS) miktarlari ve
profilleri belirlenmistir.

En yliiksek iniilinaz aktivitesi 564,065+2,636 U/mg olarak pH 8, 1:4 kati:sivi
orani, 1:1 miks oran1 ve 30°C kosullarinda elde edilmistir. Istatistiksel analiz sonuglar
incelendiginde, iniilinaz enzimi tretimi igin sicakligin 6nemli oldugu (P<0,05)
goriilmiistiir. Gergeklestirilen enzimasyon sonucunda FOS iiretimi incelendiginde,
yalnizca 1, 5, 6 ve 10 numarali denemelerde 1,1,1-kestopentoza rastlanmistir. En yiiksek
1,1,1-kestopentoz 38,341 ppm ile 5 numarali denemeden elde edilmistir. 1, 5, 6 ve 10
numarali denemelerden elde edilen FOS miktarlari, enzimasyon yapilmayan kontrol
olarak kullanilan kahve 6rnegi incelendiginde arttig1 goriilmiistiir.

En yiiksek PB-mannanaz aktivitesi ise 71,174£19,670 U/mg olarak pH 4, 1:2
kati:sivi orani, 1:1 miks oran1 ve 30°C kosullarinda elde edilmistir. Istatistiksel analiz
sonuglari incelendiginde, f-mannanaz tiretimi igin sicakligin istatistiksel olarak 6nemli
oldugu (P<0,05) goriilmiistiir. Enzimasyon sonucunda MOS iiretiminde, en yiiksek
mannobiyoz 109,662 ppm ile 8 numarali enzim 6rneginde, en yiiksek mannotriyoz
101,112 ppm ile 6 numarali enzim 6rneginde, en yiiksek mannotetroz 391,016 ppm ile 8
numarali enzim 6rneginde belirlenmistir. En yiiksek toplam MOS miktar1 ise 600,644
ppm ile 8 numarali enzimasyon drneklerinden elde edilmistir.



FOS ve MOS i¢in enzimasyon Yyapilmayan kontrol kahve ornekleri
incelendiginde, liretilen enzimler kullanilarak FOS ve MOS miktarlarinin artirilabilecegi,
kahvenin prebiyotik aktivitesinin iyilestirilebilecegi goriilmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: FOS, Iniilinaz, KKF, MOS, B-mannanaz
JURI: Prof. Dr. irfan TURHAN
Prof. Dr. Mustafa KARHAN

Dr. Ogr. Uyesi Mert KARAOGLAN



ABSTRACT

OLIGOSACCHARIDE PRODUCTION FROM COFFEE WASTES AND
EXTRACTS BY FERMENTATION

Selin BASMAK
MSc Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Irfan TURHAN
July 2022; 52 pages

With fermentation, many products with high added value can be produced using
different microorganisms and carbon sources. In this study, inulinase and f-mannanase
enzymes were produced by solid state fermentation (SSF) using Aspergillus niger A42
(ATCC 204447) and recombinant Aspergillus sojae AsT3 (ATCC 11906). SSF is being
used for its advantages like utilizing wastes from food and agricultural industries, for
being responsible for the growth of microorganisms on moist solids in nature, less
wastewater, more economic and for being an easy method etc. Coffee is one of the most
consumed drinks in the World and the waste of coffee cannot be evaluated sufficiently.
Therefore, it is aimed to produce enzymes and oligosaccharides by using coffee waste,
ground coffee and coffee extract.

Plackett-Burman Design (PBD) was used to create a design for enzyme
production with 4 different parameters that were selected as pH, solid:liquid ratio, mix
ratio (coffee waste and ground coffee) and temperature. Oligosaccharide production was
carried out by enzymatic hydrolysis using inulinase and p-mannanase enzymes obtained
as a result of PBD design, and the amount and profiles of fructooligosaccharide (FOS)
and mannooligosachharide (MOS) were determined.

The highest inulinase activity was found to be 564,065+2,636 U/mg from the
conditions of 8 pH, 1:4 solid:liquid ratio, 1:1 mix ratio and 30°C. When the statistical
analysis results were examined, it was seen that the temperature was statistically
significant (P<0.05) for the production of inulinase enzyme. When the results of FOS
production were examined, 1,1,1-kestopentaose was found in only 1%, 57 6" and 10"
runs. The highest 1,1,1-kestopentaose was found to be 38,341 ppm from the 5" run. It
was observed that the amount of FOS obtained from runs 1, 5, 6 and 10 increased as to
the control coffee sample.

The highest B-mannanase activity was found to be 71,174+£19,670 U/mg from the
the conditions of 4 pH, 1:2 solid:liquid ratio, 1:1 mix ratio and 30°C. When the statistical
analysis results were examined, it was seen that the temperature was statistically
significant (P<0.05) for the production of f-mannanase. As a result of MOS production,
the highest mannobiose was found to be 109,662 ppm from run 8, the highest mannotriose
was found to be 101,112 ppm from run 6, the highest mannotetrose was found to be
391,016 ppm from run 8 and the highest total MOS was found to be 600,644 ppm from
run 8.



When the control coffee samples were examined for FOS and MOS production, it
was seen that the amount of FOS and MOS could be increased and the prebiotic activity
of the coffee could be improved.

KEYWORDS: FOS, Inulinase, SSF, MOS, B-mannanase
COMMITTEE: Prof. Dr. Irfan TURHAN
Prof. Dr. Mustafa KARHAN

Asst. Prof. Dr. Mert KARAOGLAN



ONSOZ

Fermentasyon ile katma degeri yiiksek birgok tiriin farkli mikroorganizmalar ve
karbon kaynaklar1 kullanilarak iiretilebilmektedir. Kati kiiltiir fermentasyon yontemi gida
ve tarim endiistrilerinin atiklarinin kullanilmasi yoniiyle ¢evre dostu bir yontemdir.
Iniilinaz ve f-mannanaz enzimleri endiistride oldukca genis kullanim alanlarina sahiptir.
Bu alanlardan biri de oligosakkarit iiretimidir. Oligosakkaritler, kolondaki yararl
mikroflorayr olumlu yonde etkilemeleri, enfeksiyon riskini azaltmalar1 ve bagisiklik
sistemini gii¢clendirmede etkili olmalar1 vb. insan sagligini olumlu yonde etkileyen birgok
Ozellige sahip olmalar1 nedeniyle gida endiistrisinde sik¢a kullanilmaktadir.
Fruktooligosakkarit ve mannooligosakkaritler iniilinaz ve [-mannanaz enzimleri
kullanilarak enzimatik hidrolizasyon yontemiyle iretilmektedir. Diinya’da en c¢ok
tiikketilen tiriinlerden biri olan kahvenin igecek hazirlamasi sonrasinda ortaya ¢ikan atiklari
yeterince degerlendirilememektedir. Bu nedenle bu tez calismasinda, kahvenin ve/veya
atiklarinin -~ uygun  kimyasal pozisyonu nedeniyle iniilinaz, p-mannanaz,
fruktooligosakkarit ve mannooligosakkarit liretimlerinde potansiyel bir kaynak olarak
kullanilmas1 amaglanmastir.

Oncelikle bana bu calismay1 arastirma firsat1 veren, kiymetli zamanimi ve degerli
bilgilerini benimle paylasan ve her firsatta yardim ve destegini esirgemeyen danigsman
hocam saygideger Prof. Dr. Irfan TURHAN’a (Akdeniz Universitesi, Miihendislik
Fakiiltesi) tesekkiirii bir borg bilirim.

Her kosulda yanimda olan, desteklerini her zaman hissettigim arkadaslarim Hilal
Nur GURLER TUFAN, Selime Benemir ERKAN UNSAL ve Miige CANATAR a ¢ok
tesekkiir ederim. Ayrica ayn1 laboratuvari paylastigim Ali OZCAN’a, ekip arkadaslarima
ve zorlandigimda yardimlarii esirgemeyen saygideger hocam Dr. Ogr. Uyesi Ercan
YATMAZ’a (Akdeniz Universitesi, Goyniik Meslek Yiiksek Okulu) tesekkiir ederim.

Son olarak hayatimin her aninda arkamda duran, aldigim kararlari her zaman
destekleyen, sevgilerini hep hissettigim en biiyiik motivasyon kaynagim aileme, annem
Aysun BASMAK’a, babam Murat BASMAK’a ve ablam Ezgi KAZAN’a cok tesekkiir
ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

cP : Centi-Poise

dk : Dakika

rpm : Devir/Dakika

U/mg : Enzim Birimi (Unit/miligram)
U/gds : Enzim Birimi (Unit/gram kuru substrat)
U/g : Enzim Birimi (Unit/gram)

g : Gram

L . Litre

mg : Miligram

mL > Mililitre

ulL : Mikrolitre

M : Molar

nm : Nanometre

°C : Santrigrad Derece

% > Yiizde

Not: Bu tez kapsaminda ondalik sayilarin ayriminda ¢,” kullanilmistir.

Kisaltmalar

ANOVA : Varyans Analizi

ATCC : Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (American Type Culture Collection)
CCFD : Merkezi Kompozit Yiizey Merkezli Dizayn

DNSA . 3,5-dinitrosalisilik Asit

FOS - Fruktooligosakkarit



Gl : Gastrointestinal

GOS : Galaktooligosakkarit

HCI - Hidroklorik Asit

HPLC : Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography)

I/S : Iniilinaz/Invertaz(Siikraz)

K2HPO4 - Dipotasyum Monohidrojen Fosfat

KKF : Kat1 Kiiltiir Fermentasyon

KOH : Potasyum Hidroksit

LBG : Locust Bean Gum

MEA - Malt Ekstrakt Agar

MgSQO4.7H20 : Magnezyum Siilfat Heptahidrat

MOS : Mannooligosakkarit

NaCl : Sodyum Klortir

P : Olasilik

PBD : Plackett-Burman Dizayn

PDA : Patato Dextrose Agar

PST : Potasyum Sodyum Tartarat (KNaCsH4Os)

RSM : Cevap Yiizey Metodu (Response surface methodology)
SKF : S1vi Kiiltiir Fermentasyon

t : Siire

X0S - Ksilooligosakkarit
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GIRIS S. BASMAK

1. GIRIS

Fermentasyon, sivi kiiltiir/derin kiiltiir fermentasyonu (SKF) ve kati kiiltiir
fermentasyonu olarak 2 sekilde incelenmektedir. Sivi kiiltiir fermentasyon yontemi,
mikroorganizmanin gelisimi ve iirlin iretimi i¢in gerekli biitiin bilesenleri s1vi kosullarda
sagladigr fermentasyon teknigi olarak tanimlanabilmektedir (Singhania vd. 2010).
Endiistride biiylik 0Olcekli enzim iretiminde proses parametrelerinin daha iyi
izlenebilirligi ve kullanim kolaylig1 nedeniyle sivi kiiltiir fermentasyon yontemi daha
yaygin olarak kullanilmaktadir (Singhania vd. 2010). Ote yandan kati kiiltiir
fermentasyonu sahip oldugu bazi dezavantajlar nedeniyle (yasanilan 6lgek biiyiitme
sorunlarindan dolay1 KKF yontemiyle ¢alisan reaktorler i¢in daha az tasarim bulunmakta)
daha az kullanim alan1 bulmaktadir (Couto ve Sanroman 2006). KKF ve SKF prosesleri
incelendiginde, KKF’nin ekonomik ve pratik bazi avantajlara sahip oldugu bilinmektedir.
Bu avantajlar arasinda, ekonomik olmasi, az enerji gereksinimi, fermentasyon sonrasi
saflastirma islemlerinin gorece kolayligi, az su kullanimi, basit bir proses olmasi, bazi
mikroorganizmalarin dogal yasam alanlarina yakin bir ortam olusturmasi nedeniyle daha
diisiik enerji gereksinimine sahip olmasi, az atik su liretmesi ve kat1 atiklarin kullanilmasi
nedeniyle ¢evre dostu bir yontem olmasi vb. gosterilmektedir (Pandey 2003; Krishna,
2005; Couto ve Sanroman 2006).

Kat1 kiiltir fermentasyon yontemi (KKF), serbest su yoklugunda
mikroorganizmalarin kati substratlarda gelisim gosterdigi fermentasyon teknigidir ve
mikroorganizmalarin dogadaki nemli katilar {izerindeki gelisiminden sorumlu oldugu
kabul edilmektedir (Pandey 2003; Krishna 2005). KKF yontemiyle iiretimi etkileyen
substrat secimi, mikroorganizma se¢imi, pH, sicaklik, inokiilasyon tipi, besin vb. ¢esitli
faktorler bulunmaktadir ve bu faktorler kullanilan substrata, mikroorganizmaya ve
prosese gore degisiklik gosterebilmektedir (Krishna 2005).

Iniilinaz enzimi (2,1-p-D-fruktan fruktanohidrolaz, EC 3.2.1.7) iniilinin
hidrolizini katalizleyen enzimlerdir ve iniilinde bulunan -2,1 glikozidik baglar1 hidrolize
ederek fruktoz, iniilo-oligosakkaritler ve glukoz aciga cikartmaktadirlar (Housseiny
2014; Das vd. 2019). Iniilin hindiba kokii, kuskonmaz kokii, sarimsak, sogan, muz, pirasa
vb. meyve ve sebzelerde bulunan depo karbonhidratidir (Onilude vd. 2011; Das vd.
2019). Iniilinaz enzimi, fruktooligosakkarit (FOS) iiretiminde, diisiik kalorili diyetlerde,
gidalarda diyet lifi olarak kullanilmaktadir (Mazutti vd. 2010).

Endo-1,4-B-mannanaz  (B-mannanaz), mannan, Vve heteromannanlarda
(galaktomannan, glukomannan ve galaktoglukomannanlarda) bulunan B-1,4 mannozidik
baglarin rastgele parcalanmasini saglayarak kisa (-1,4 manno-oligomerleri ve
mannooligosakkaritleri olustururlar (Singh vd 2018). Mannan ve heteromannanlar sert ve
yumusak agaclarda, baklagil bitkilerinin tohumlarinda ve fasulyelerde dogada sik olarak
bulunmaktadir (Dhawan ve Kaur 2007).
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Gliniimiizde prebiyotikler oldukca Onemli bir yere sahiptir. Bagirsaktaki
mikroorganizmalar tarafindan segici olarak fermente edilirler ve bdylece prebiyotikler,
bagirsak mikrobiyotasin1 zenginlestirerek konaga anti obezite, anti neoplastik ve
immiinomodiilator etkiler kazandirarak konaga sayisiz saglik yarari saglamaktadir (Jana
vd. 2021). Gidalarin prebiyotik olarak sayilabilmeleri i¢in gastrointestinal sistemin st
kisminda hidrolize edilmemeleri ya da absorbe olmamalar1 ve gelisimi uyarilan birgok
bakteri i¢in segici bir substrat olmalar1 gerekmektedir (Dominguez vd. 2014).
Oligosakkaritler sahip olduklari ¢esitli prebiyotik 6zellikleri nedeniyle Diinya’da oldukca
onemli bir yere sahiptir (Jana vd. 2021).

Oligosakkaritler, kolondaki yararli mikroflorayr olumlu yonde etkilemelersi,
enfeksiyon riskini azaltmalar1 ve bagisiklik sistemini giiglendirmede etkili olmalar1 vb.
baz1 ozellikleri nedeniyle sagligi olumlu yonde etkiledikleri i¢in gida endiistrisinde de
sikca kullanilmaktadir. Endiistriyel olarak dogal kaynaklardan ekstraksiyon ve kimyasal
iretim ile iretilebilmelerine ragmen en ¢ok enzimatik yoOntemlerle iiretim
gergeklestirilmektedir (Swennen vd. 2006; Mussatto ve Mancilha 2007).

FOS sogan, bugday, ¢avdar, arpacik sogani, domates, muz, sarimsak, yer elmasi
vb. bazi sebzelerde dogal olarak bulunmaktadir ya da sakkaroz veya iniilinden mikrobiyal
enzimler ile Uretilebilmektedir (Bali vd. 2015). Gida endiistrisinde yag ve seker ikamesi
olarak kullanilmaktadirlar (Morris ve Morris 2012).

MOS ticari substratlar ve tarimsal atiklar gibi zengin mannan igerigine sahip olan
materyallerden en yaygin olarak enzimatik hidroliz yontemiyle tliretilmektedir (Singh vd.
2018). Mannanlarin B-mannanaz tarafindan hidrolize edilmesi ile {retilmektedirler
(Singh vd. 2018). Gastrointestinal sistemde yararli mikroorganizma gelisimini
desteklemeleri nedeniyle prebiyotikler olarak fonksiyonel gida uygulamalarinda
kullanilmaktadir (Singh vd. 2018).

Bu tez c¢alismas1 kapsaminda KKF yontemi kullanilarak enzim iiretimi
gerceklestirilmistir. Plackett-Burman Dizayn (PBD) kullanilarak, pH, sicaklik, kati:sivi
oran1 ve miks miktari olarak belirlenen 4 farkli parametre ile elde edilen deneme deseniyle
iniilinaz ve P-mannanaz enzimlerinin {retimi gergeklestirilmistir.  Belirlenen
parametrelerin minimum ve maksiumum noktalarinda (pH 4 - 8, sicaklik 30°C-50°C,
kati:sivi oranit 1:2-1:4 ve miks (kahve posasi ve 6giitiilmiis kahve ile miks) O (yalnizca
kahve posasi)-1:1 (kahve posasi:dgiitiilmiis kahve) miks iiretimler yapilmistir. iniilinaz
icin Aspergillus niger A42 (ATCC 204447) kullanilarak %7 inokiilasyon oraninda
fermentasyon, B-mannanaz Aspergillus sojae AsT3 (ATCC 11906) kullanilarak %5
inokiilasyon oraninda fermentasyon PBD’den elde edilen denemelere gore
gerceklestirilmigtir. Uretimi  yapilan enzimler, demlenen kahve ekstraktlarma
uygulanarak enzimatik hidrolizasyon gerceklestirilmistir. FOS ve MOS {iretimi
gerceklestirilmis olup miktar ve profil analizleri gergeklestirilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1.Kat1 Kiiltiir Fermentasyon Yontemi (KKF)

Kat1 kiiltiir fermentasyon yontemi serbest suyun yoklugunda mikroorganizmalarin
kat1 substratlarda gelisim gdsterdigi fermentasyon yontemi olarak adlandirilmaktadir
(Krishna 2005). Substratin mikroorganizmanin gelismesi ve metabolik faaliyetlerini
desteklemesi i¢in yeterli neme sahip olmasi gerekmektedir (Pandey 2003). Kat1 kiiltiir
fermentasyon yonteminin mikroorganizmalarin dogada nemli katilar tizerindeki
gelisiminden ve fermentasyon tekniginin baglangicindan sorumlu oldugu kabul
edilmektedir (Pandey 2003).

KKF ve sivi kiiltiir fermentasyon (SKF) prosesleri incelendiginde, KKF’nin
ekonomik ve pratik bazi avantajlara sahip oldugu bilinmektedir. Bu avantajlar arasinda,
daha ekonomik olmasi, daha az enerji harcamasi, fermentasyon sonrasi islemlerin daha
kolay olmasi (iirliniin ekstrakte edilmesi gereken durumlarda daha az solvent (¢6ziicii)
kullanilmasi ve daha az maliyet gerektirmesi), daha az su kullanim1 ve daha basit bir
proses olmasit ve bazi mikroorganizmalarin dogal yasam alanlarina yakin bir ortam
olusturmasi vb. bulunmaktadir (Krishna, 2005; Couto ve Sanroman 2006).

Bu fermentasyon yontemi tarimsal ve endiistriyel atiklarin kullanilmasinda oldukga
onemli bir yere sahiptir. Bunun nedeni de bu proseslerin daha diisiik enerji gereksinimine
sahip olmasi, daha az atik su iiretmesi ve kati atiklarin kullanilmasi nedeniyle ¢evre dostu
bir yontem olmasidir (Pandey 2003).

Biitiin bu avantajlarina ragmen sahip oldugu bazi dezavantajlar nedeniyle KKF
yontemiyle calisan reaktorler icin ¢ok az tasarim bulunmaktadir (Couto ve Sanroman

2006).

KKF’nin sahip oldugu cesitli dezavantajlar arasinda pH, sicaklik, nem vb.
fermentasyon parametrelerinin kontroliindeki zorluklar, dl¢ek bilylitme proseslerinde
yasanilan zorluklar ve diisiik nem seviyelerinde gelisebilen sinirli mikroorganizmalarin
bulunmasi vb. 6rnek olarak verilebilmektedir (Krishna, 2005; Couto ve Sanroman 2006).

Kat1 kiiltiir fermentasyonunu etkileyen cesitli faktdrler bulunmaktadir. Bu faktorler
kullanilan  substratlara, mikroorganizmalara ve proseslere gore degisiklik
gosterebilmektedir (Krishna 2005). Bunlar arasinda: inokiilasyon tipi, nem ve su
aktivitesi, substrat se¢imi, segilen substratin partikiil biiyiikligl, pH, sicaklik ve
besin/beslenme faktorleri olarak siralanabilmektedir (Krishna 2005).

Kat1 kiiltiir fermentasyon yontemi i¢in mikroorganizma sec¢imi yapilirken elde
edilmek istenen son {iriinii iretme verimliligi 6n plana ¢ikmaktadir. Bu fermentasyon
yontemi ile liretimde en yaygin olarak kullanilan mikroorganizmalar funguslar ve
bakterilerdir (Krishna 2005). Filamentli mantarlar (filamentous fungi) disiik su
aktivitelerine olan toleranslari, enzim tiretme verimliliklerinin iyi olmalari, aroma ve
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saglig1 gelistirici irlinler tiretebilmeleri vb. yonlerden kati kiiltiir fermentasyon yontemi
icin en uygun mikroorganizmalardir (Krishna 2005).

2.2 KKF’de Kullanilan Substratlar

Yapilan c¢aligmalar, ucuz atik materyallerin substrat olarak kullanimmin KKF
proseslerinin sagladig1 biiylik bir avantaj oldugunu gostermektedir (Couto ve Sanroman
2006). Bu nedenle, karbonhidrat ve diger besinler agisindan zengin olan gida ve tarimsal
atiklarin substrat olarak kullanimi yoniiyle KKF iyi bir yontem olarak gdziikmektedir
(Couto ve Sanroman 2006). KKF ile iiretimde uygun substrat se¢cimi, maliyet ve kolay
bulunabilirlik basta olmak tlizere partikiil biiylikliigli, nem igerigi, su aktivitesi vb. bazi
faktorlere baglidir (Couto ve Sanroman 2006). KKF’de kullanilan bazi substratlar Sekil
2.1.’de verilmistir.

Kahve ve
Cay Atiklan

Seker
Kamusi
Kiispesi

Sekil 2.1. KKF'de kullanilan bazi substratlar (Krishna 2005)
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2.3.Kahve

Kahvenin Diinya’da en ¢ok tiiketilen igeceklerden biri oldugu bilinmektedir.
Kafein varligindan dolay1 fizyolojik olarak uyarici bir 6zellige sahiptir (Arya ve Rao
2007). Kahve c¢ekirdeginin en onemli bilesenlerinden olan karbonhidratlar, kahve
cekirdeginde aroma baglayici olarak gorev yapmaktadirlar (Arya ve Rao 2007). Yesil
kahve ¢ekirdeklerinin polisakkarit fraksiyonunun biiyiik bir boliimiinii olusturan mannan,
arabinogalaktan ve selilloz, c¢ekirdeklerin kuru agirhigmin yaklagik yarisin
olusturmaktadir (Sachslehner vd. 2000). Bu fraksiyonunun ana polisakkariti mannan,
¢ekirdegin kuru agirligmin yaklasik %20-%30’unu olusturan, suda ¢dziinmeyen,
kristalimsi bir bilesiktir (Sachslehner vd. 2000). Yiiksek molekiiler agirlikli mannanlarin
ve Ozellikle galaktomannalarin c¢ozeltileri, yiiksek viskoziteye neden olmalar ile
bilinmektedir (Sachslehner vd. 2000). Bu polimerler, gida ve gida dis1 uygulamalarda
onemli koyulastirict polisakkaritlerdir ve buna goére mevcut mannan, hazir kahve
tiretimlerinde sprey veya dondurarak kurutma iglemlerinden 6nce konsantre edildiginde
kahve ekstraktinin yiiksek viskoziteye sahip olmasina neden olmaktadir (Sachslehner vd.
2000). Endiistriyel kahve ekstraksiyon teknikleri, %25°ten daha az ¢Oziniir
konsantrasyonlar saglamaktadir (Sachslehner vd. 2000). Dondurarak kurutma bu
konsantrasyonlarda  gerceklestirilebilir, ancak dondurarak kurutma ile suyun
uzaklastirilmasinin maliyeti diger yontemlere gore daha yiiksektir ve ek olarak bu
konsantrasyonlarda kurutma, daha diisiik konsantrasyonlarda daha belirgin oldugundan
Oonemli aroma kayiplarina yol agabilmektedir (Sachslehner vd. 2000). Bu nedenle
mannanin mannanazlarla parcalanarak viskozitenin azaltilmasi, ekstraktlarin konsantre
edilebilme etkinligini iyilestirerek hazir kahve {iretimini kolaylastirmakta ve kurutucu
icin enerji maliyetini azaltmaktadir (Sachslehner vd. 2000). Kahve ve/veya kahve atiklari
uygun kimyasal kompozisyonu nedeniyle fermentasyonla katma degeri yiiksek tiriinlerin
iiretiminde 1y1 bir besiyeri olabilme potansiyeline sahiptir. Ayrica fermentasyon sirasinda
veya Uretilen enzimin kullanilmasiyla prebiyotik 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasi miimkiin
olabilecektir.
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2.4. Kat1 Kiiltiir Fermentasyon Yontemi ile Uretilen Endiistriyel Uriinler

Bu yontem ile {retilen bircok endiistriyel katma degeri yiiksek (iirlin
bulunmaktadir. Bunlardan bazilar1 Sekil 2.2.”de verilmistir

Tkincil
Metabolitler

Biyo- Organik

polimerler Asitler

Aroma

Pigmentler Uriinleri

Sekil 2. 2. KKF ile iiretilen endiistriyel bazi iiriinler (Thomas vd. 2013)

Bu tez kapsaminda KKF yontemi kullanilarak iniilinaz ve [-mannanaz
enzimlerinin tretimi gerceklestirilecektir.

2.4.1. Enzimler

KKF yontemiyle iiretilen ¢esitli iiriinler arasinda endiistriyel enzimler de yer
almaktadir. Yeni mikrobiyal kaynaklardan daha diisiik maliyetle yiiksek enzim tiretimi
elde edebilmek i¢in KKF’de farkli enzim iiretim ¢alismalar1 bulunmaktadir (Thomas vd.
2013). Endiistriyel enzim iiretimi, gida enzimleri, hayvan yemi enzimleri ve deterjan,
kagit vb. endiistrilerde kullanilan teknik enzimler olarak siralanabilmektedir (Krishna
2005). Iniilinaz, invertaz, p-mannanaz, ksilinaz, selliilaz, lipaz vb. gesitli enzimler KKF
yontemi kullanilarak tiretilmektedir.
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2.5.iniilinaz Enzimi

Iniilin terminal ucunda bir glikoz iinitesine bagli dogrusal p-2,1-D-fruktofuranozdan
olusan bir fruktan polimeridir (sekil 2.3.) (Das vd. 2019). Liliaceae, Amaryllidaceae,
Graminaeae ve Asteraceae’nin bircok iiyesinde yer alan bir depo karbonhidratidir
(Onilude vd. 2011). Hindiba kokii, kuskonmaz kokii, sarimsak, karahindiba kokii vb.
bitkiler ve muz, sogan, pirasa vb. meyve ve sebzeler bol miktarda iniilin icermektedir
(Das vd. 2019).

HO
o
OH
OH
O OH
0
OH OH
n
o) O. HO OH
HO o
HO
OH
OH
o
OH
OH

Sekil 2. 3. Iniilin yapis1 (Das vd. 2019)

Iniilinaz enzimi: (2,1-B-D-fruktan fruktanohidrolaz, EC 3.2.1.7) iniilinin alt birimlerine
ayrilmasini Katalizleyen enzimlerdir (Housseiny 2014). iniilinde bulunan B-2,1 glikozidik

baglarin1  hidrolize ederek fruktoz, iniilo-oligosakkaritler ve glukoz agiZa
cikartmaktadirlar (Das vd. 2019).

Iniilinaz enzimleri fruktooligosakkarit iiretimi, diisiik kalorili diyetlerde iiriin
formiilasyonlarinda, Bifidus uyarilmasinda ve gida preperatlarinda diyet lifi kaynagi
olarak kullanim igin fonksiyonel ve besleyici gorevlerde yer almaktadir (Mazutti vd.
2010).

Iniilin, ekzo-iniilinazlar (B-Dfruktan fruktohidrolaz, EC 3.2.1.80) ve endo-iniilinazlar
(2-1-B-D-fruktan fruktanohidrolaz, EC 3.2.1.7) olmak {izere 2 farkli tip iniilinaz
enzimiyle hidrolize edilebilmektedir (Housseiny 2014).

e Endo-iniilinaz enzimleri fruktooligosakkarit iretiminde,

o EKkzo-iniilinaz enzimleri ise fruktoz surubu iiretiminde kullanilmaktadir
(Housseiny 2014).
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2.5.1. KKF Yontemi ile Iniilinaz Enzimi Ureten Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar potansiyel karbon kaynaklarindan enzimleri yiiksek
verimlerde iiretebildiklerinden dolayi iniilinaz tiretimi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
(Das vd. 2019). Iniilinaz iiretimi i¢in KKF yonteminde kullanilan baslica
mikroorganizmalar fungi ve mantarlardir. Fungiler, hiflerini substrat partikiilleri
arasindaki bosluklara niifuz ederek partikiil yiizeylerinde gelisebilir ve bdylelikle kati
substratlarda gelisim gosterebilirler, bu nedenle de KKF i¢in en uygun
mikroorganizmalar olarak kabul edilirler (Das vd. 2019). En ¢ok tercih edilen ve
kullanilan mikroorganizmalar arasinda Kluyveromyces ve Aspergillus suslari
bulunmaktadir. Ayrica KKF yontemi kullanilarak bakteriyel iniilinaz tlretimi de
gerceklestirilmektedir (Das vd. 2019). Bunun ilk 6rnegi ise Selvakumar ve Pandey (1999)
tarafindan Staphylococcus sp ile KKF yontemi kullanilarak iniilinaz enzimi tiretimi 6rnek
olarak verilebilmektedir. KKF yontemi kullanilarak iniilinaz enzimi fiireten bazi
mikroorganizmalar, substratlar ve maksimum iniilinaz aktiviteleri Cizelge 2.1. ve Cizelge
2.2.’de verilmistir.
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Cizelge 2. 1. KKF yontemiyle iniilinaz enzimi tiretimi i¢in kullanilan fungi ve maya mikroorganizmalari, substratlar ve maksimum enzim

aktiviteleri (Das vd. 2019)

Mikroorganizma Substrat iniil'\i/ln ?;SAT(?iTitesi Kaynak
Aspergillus niger Eee; ;Sllrj?;zl (Jerusalem artichoke) 11.13 Ulgds AI-Dabba?ZF'IO\:[e5 )Mahmood
. . Muz kabugu 200 U/gds
Aspergillus niger Pirinc kavuzu 137.2 Ulgds Narayanan vd. (2013)
Aycicegi yumrular1 ve marul 0.232 Ulgds

Aspergillus niger AUMC 9375

Aspergillus parasiticus
Aspergillus terreus

Aspergillus versicolor

kokii

Marul kokii

Seker kamis1 kiispesi
Enginar yapraklari
Sarimsak atiklari
Enginar yapraklari
Hindiba kokleri
Portakal kabuklari

Housseiny (2014)
0.0879 U/gds

1.773+0.0627 U/gds
0.177+0.016 U/gds
0.022+0.031 U/gds
4.433+0.121 U/gds
0.177+0.125 U/gds
1.917+0.016 U/gds

Abd El Aty vd. (2014)
Abd El Aty vd. (2014)

Abd El Aty vd. (2014)

Cryptococcus aureus G7a Bugday kepegi ve piring kavuzu 420.9 U/gds Sheng vd. (2009)
Geotrichum candidum Pirasa tozu 412.1 Ul/gds Canli ve Kurbanoglu (2012)
Kluyveromyces S120 Bugday kepegi 409.8 U/gds Xiong vd. (2007)
. S . Selvakumar ve Pandey

Kluyveromyces marxianus ATCC-52466 Bugday kepegi (iri taneli/kalin) 106.72 U/gds (1999)

Misir unu 21.23 Ulgds
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 Seker kamsi kl.JSpeSI N sekerv. 463 U/gds Mazuitti vd. (20102)

kamis1 pekmezi + soya kepegi
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 Seker kamis1 kiispesi 390 U/gds Mazutti vd. (2006)
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Cizelge 2.1. devami;

Mikroorganizma

Substrat

Maksimum
Iniilinaz Aktivitesi

Kaynak

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7572
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7573
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7574

Penicillium brevicompactum

Penicillum rugulosum (MTCC-3487)
Pichia guilliermondii

Saccharomyces sp.

Soya kepegi ve seker kamist
Soya kepegi ve seker kamist
Soya kepegi ve seker kamist
Enginar yapraklari

Sarimsak atiklari

Kopra atig1

Bugday kepegi ve pirin¢ kavuzu

Bugday kepegi
Portakal kabugu

436.70 U/gds
250 U/gds
586 U/gds

1.241+0.877 U/gds
0.665+0.156 U/gds
239 U/gds
291 U/gds
78.29+0.13 U/gds
22.47+0.01 U/gds

Mazutti vd. (2010b)
Mazutti vd. (2007)
Astolfi vd. (2011)

Abd El Aty vd. (2014)

Dilipkumar vd. (2014)
Guo vd. (2009)

Onilude vd. (2012)

Cizelge 2. 2. KKF yontemiyle iniilinaz enzimi iiretimi i¢in kullanilan bakteri ve aktinomisetler, substratlar ve maksimum enzim aktiviteleri

(Das vd. 2019)

. . Maksimum
Mikroorganizma Substrat iniilinaz AKtivitesi Kaynak
Bugday kepegi (ince) 96.77 Ulgds Selvakumar ve Pandey
Staphylococcus sp.
b P Misir unu 16.11 U/gds (1999)
Streptomyces sp. Kopra atig1 131 U/gds Dilipkumar vd. (2013)
Sarimsak (bulb) tozu 76 Ulgds Dilipkumar vd. (2011b)
Streptomyces sp. MTCC-3119 -
bromy P Pressmud 89 U/gds Dilipkumar vd. (2011a)
Xanthomonas campestris pv phaseoli Sar}msak kavbugu 117 1U/gds Ayyachamy vd. (2007)
Sogan kabugu 101 1U/gds
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2.6.Mannanaz Enzimi

Mannan ve heteromannanlar bitki hiicre duvarlarinin hemiseliiloz fraksiyonunun
bir pargasidir. Bitki hiicre duvar1 polisakkaritleri seliiloz, hemiseliiloz ve lignin olmak
tizere 3 ana sinifi icermektedir. Hemiseliilozlar mannan, ksilan, galaktan ve arabinani
igcermektedir (Dhawan ve Kaur 2007).

Mannan ve heteromannanlar sert ve yumusak agaglarda (hardwoods and softwoods),
baklagil bitkilerinin tohumlarinda ve fasulyelerde hemiseliiloz fraksiyonunun bir parcasi
olarak dogada sik olarak bulunmaktadir (Dhawan ve Kaur 2007).

Mannan, D-mannoz birimlerinden olusmaktadir. Mannanlar yapilarindaki
karbonhidratlara veya asit ikamelerine bagli olarak ayrica glukomannan, galaktomannan
ve galakto-glukomannan (Sekil 2.4.) olarak karakterize edilen -1,4-mannozidik baglarla
baglanan lineer mannoz kalintilarindan olugmaktadir (Singh vd. 2018).

ol [ OH OH HO on
/0 -0 -0 0
HO 1o

Man
Mannan
HO OH
O
HO Gal
a(l-ﬁ)
OH OH OH OH
HO O |10

Man

Galactomannan

0[1 N0 on
[9) /0 -0
|0 %o

(11(,

OH Glucomannan

HO

0
Gal

:1{[—6]

OH HO_ on
D) ,0 -0 -0
Q0

()I]
Man

Galactoglucomannan

Sekil 2. 4. Mannan ve heteromannanlarin yapilart. A)Mannan yapisi; B)Galaktomannan
yapist; C)Glukomannan yapist; D)Galakto-glukomannan yapisi (Dhawan ve Kaur 2007)
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Mannanin ana bileseni, 6 karbonlu D-mannozdur ancak bitki mannanlarinin
heterojenligi ve karmagsik kimyasal dogasi nedeniyle, belirli mikroorganizmalar
tarafindan kolayca enerji kaynagi olarak kullanilabilen basit sekerlere tamamen
pargalanmasi i¢in endo-1,4-B-mannanaz (EC 3.2.1.78, mannan endo-1,4-B-mannosidaz
ve ekzo B-mannosidaz (EC 3.2.1.25) enzimleri kullanilmaktadir (Dhawan ve Kaur 2007).
Asetil mannan esteraz ve a-galaktosidaz gibi ek enzimler, mannan yapisi iizerinde g¢esitli
noktalara baglanabilen yan zincir dallanmalarimi uzaklastirabilmek icin gerekli
olabilmektedir (Moreira ve Filho 2008).

Endo-1,4-B-mannanaz: (aym1 zamanda B-mannanaz olarak adlandirilir), mannan,
galaktomannan, glukomannan ve galaktoglukomannanlarda bulunan B-1,4 mannozidik
baglarin rastgele parcalanmasini saglayarak kisa [B-1,4 manno-oligomerleri ve
mannooligosakkaritleri olustururlar (Singh vd 2018).

B-mannanaz enzimlerinin endiistride kullanim alanlar1 incelendiginde, gida ve yem
kalitesini iyilestirmek, kagit ve kagit hamuru endiistrilerinde yumusak aga¢ hamurlarinin
enzimatik agartilmasina yardimeci olmak, hazir (instant) kahve endiistrisinde kahve
mannaninin yiiksek viskozitesinin olusturdugu sorunlar1 ortadan kaldirmak i¢in enzimle
hidroliz edilmesi ve boylelikle viskozite diisiiriilmesi ve prebiyotik mannooligosakkarit
tiretimi gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (Dhawan ve Kaur 2007).

2.6.1. KKF ve SKF ile Mannanaz Enzimi Ureten Mikroorganizmalar

Mannanaz enzimlerinin {iretimi, inkiibasyon siiresi, sicaklik, pH, karbon ve azot
kaynaklar1, inorganik tuzlar, ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu gibi beslenme ve
fizikokimyasal  faktorlerden etkilenmektedir (Chauhan vd. 2012). Cesitli
mikroorganizmalar maksimum B-mannanaz Uretimi i¢in farkli inkiibasyon siirelerine
sahiptir (Chauhan vd. 2012). Optimum sicaklik degeri ise ¢ogu durumda mezofilik
araklikta oldugu rapor edilmistir ve kullanilan mikroorganizmanin gelisme sicakligina
denk gelmektedir (Chauhan vd. 2012). Genel olarak bakteriler nétr ile alkali pH tercih
ederken fungi asidik pH araliklar tercih etmektedir (Chauhan vd. 2012).

Mannanaz enzimleri ¢ogunlukla sivi1 kiiltiir fermentasyon yontemi ile tiretilmistir
ancak kat1 kiiltiir fermentasyon yontemi ile mannanaz enzimi liretimi ile ilgili caligmalar
da bulunmaktadir (Chauhan vd. 2012). Dogal suslarla f-mannanaz {iretimi i¢in kati kiiltiir
fermentasyonunun kullanimi, hedef enzimi diisiik saflikta ve enzim kokteyli olarak
tiretmesine ragmen sivi kiiltlir fermentasyon yontemine gore daha yiiksek verimle
sonuclanabilmektedir (Zyl vd. 2010). Mannanaz enzimi iireten bazi mikroorganizmalar,
substratlar ve fermentasyon yontemleri Cizelge 2.3.’te verilmistir.
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Cizelge 2. 3. Mannanaz enzimi iireten bazi mikroorganizmalar, substratlar ve fermentasyon yontemleri (Chauhan vd. 2012)
Mikroorganizma Substrat / Fermentasyon Kaynak

Bacillus sp. MG-33

Acinetobacter sp. ST 1-1

Bacillus amyloliquefaciens 10A 1

Bacillus circulans M-21
Bacillus sp. N16-5
Bacillus sp. MSJ-5

Cellulosimicrobium sp. HY-13

Paenibacillus sp. MSL -9
Aspergillus niger LW-1

Aspergillus niger FTCC 5003

Aspergillus niger gr

Aspergillus flavus gr

Aspergillus niger ATCC 20114

Aspergillus niger

Scopulariopsis candida LMK 004

Streptomyces sp. PG-08-03

Rekombinant Aspergillus sojae AsT3 ATCC 11906

Bugday kepegi / KKF

Hindistan cevizi atig1 (kopra meal), ke¢iboynuzu

gami1 / SKF
Galaktomannan / SKF
Guar gam / SKF

Konjak mannan / SKF
Konjak tozu / SKF
Kec¢iboynuzu gami / SKF
Guar gam / SKF

Patates kabugu / KKF
Palm ¢ekirdegi atig1 (palm kernel cake ) / KKF
Kec¢iboynuzu gami / SKF
Keciboynuzu gami / SKF
Pepton / SKF

Guar gam / SKF
Keciboynuzu gami / SKF
Guar gam / SKF

Glukoz / SKF

Meenakshi vd. (2010)

Titapoka vd. (2008)

Mabrouk ve Ahwany (2008)

Mou vd. (2011)
Lin vd. (2007)
Zhang vd. (2009)
Kim vd. (2011)
Manjula vd. (2010)
Shu-Fei vd. (2008)
Abdeshanian vd. (2009)
Kote vd. (2009)
Kote vd. (2009)
Mohamad vd. (2011)
Norita vd. (2010)
Mudau ve Setati (2008)
Bhoria vd. (2009)
Yatmaz vd. (2020)
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2.7.Prebiyotikler

Prebiyotik substratlar, bagirsaktaki mikroorganizmalar tarafindan segici olarak
fermente edilerek konakgiya sayisiz saglik yarari saglamaktadir (Jana vd. 2021). Boylece
prebiyotikler, saglig1 tesvik eden bagirsak mikrobiyotasini zenginlestirerek konaga anti
obezite, anti neoplastik ve immiinomodiilator etkiler kazandirmaktadir (Jana vd. 2021).
Prebiyotiklerin dnemli 6zellikleri arasinda mide suyunda asit stabilitesi, gastrointestinal
(GI) enzimlere direng, iist GI yolunda emilim olmamasi ve probiyotik bagirsak
mikroflorasinin segici olarak zenginlestirilmesi yer almaktadir (Jana vd. 2021).

Gidalarin prebiyotik olarak ifade edilebilmeleri i¢in birka¢ 6nemli 6zellige sahip
olmalar1 gerekmektedir (Dominguez vd. 2014).

e Kolona 6nemli miktarlarda ulagabilmesi i¢in gastrointestinal sistemin {ist
kisminda hidrolize edilmemeli veya absorbe edilmemelidir.

e Gelismesi uyarilan bir veya birden fazla bakteri i¢in secici bir substrat
olmalidir (Dominguez vd. 2014).

Fruktooligosakkaritler (FOS), mannooligosakkaritler (MQS),
ksilooligosakkaritler (XOS), galaktooligosakkaritler (GOS) gibi c¢esitli fonksiyonel
sindirilemeyen oligosakkaritler sahip olduklari prebiyotik 6zellikler nedeniyle Diinya
capinda oldukga 6nemli bir yere sahiptir (Jana vd. 2021).

2.7.1.0ligosakkaritler

Gilinlimiizde, sagligi olumlu yonde etkileyen ve hastalik riskinin azaltilmasini
tesvik eden gidalarin kullanimi oldukg¢a popiiler hale gelmektedir. Bu nedenle
sindirilemeyen oligosakkaritler de olduk¢a 6nem kazanmaktadir.

Oligosakkaritler, 2 ile 10 arasinda monosakkarit igeren bilesikler olarak
adlandirilmaktadir (Mussatto ve Mancilha 2007). Baz1 kaynaklara gore ise 3 ila 19
monosakkaritten olusan bilesikler de oligosakkarit olarak kabul edilmektedir (Mussatto
ve Mancilha 2007). Ek olarak oligosakkaritler fizyolojik 6zellikleri bakimindan sindirilen
ve sindirilemeyen oligosakkaritler olarak siniflandirilmaktadir (Mussatto ve Mancilha
2007). Sindirilemeyen oligosakkarit kavrami, bazi oligosakkaritlerin monosakkarit
birimlerinin anomerik karbon atomunun (C1 veya C2), glikozidik baglarini insan sindirim
enzimlerinin hidrolitik aktivitesine sindirilemez hale getiren bir konfigiirasyona sahip
oldugundan kaynaklandigi bilinmektedir (Mussatto ve Mancilha 2007). Sindirilemeyen
oligosakkaritler ise genel olarak glikoz, fruktoz, ksiloz ve galaktoz birimlerini
icermektedir (Sekil 2.5.) (Mussatto ve Mancilha 2007).
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OH
Fructose Xylose

Sekil 2.5. Sindirilemeyen oligosakkaritleri olugturan yap1 taslar1 (Mussatto ve Mancilha
2007)

Oligosakkaritler, diisiik kaloriye sahip olmalari, kolondaki yararli mikrofloranin
gelisimini olumlu yonde etkilemeleri, enfeksiyon riskini diistirmeleri ve bagisiklik
sisteminde iyilesme gostermeye neden olmalar1 vb. tiiketici sagligini olumlu yonde
etkileyen ozelliklere sahip olmalari nedeniyle gida kathh maddeleri olarak
kullanilmaktadir (Mussatto ve Mancilha 2007).

Gida endiistrisinde oligosakkaritlerin gida aromasinda modifikasyonlar
saglayarak ve fizikokimyasal Ozelliklerini gelistirerek bir¢ok gidanin kalitesini
iyilestirme potansiyeline sahip oldugu bilinmektedir (Mussatto ve Mancilha 2007).
Oligosakkaritler, siikrozun 0,3 ila 0,6 kat1 daha tatli olmalar1 nedeniyle gida endiistrisinde
stikroz ikamesi olarak, diisiik kaloriye sahip olmalar1 nedeniyle gida formiilasyonlarinda
kabartici ajan olarak ve nem tutma Kkapasitelerinin yiiksek olmalari nedeniyle su
aktivitesini artirmadan nem tutucu olarak kullanilabilmektedirler (Patel ve Goyal 2011).

Oligosakkaritlerin endiistriyel olarak tiretimleri, dogal kaynaklardan ekstraksiyon,
enzim ile iiretim ve kimyasal tiretim olmak {izere 3 grupta incelenebilmektedir (Swennen
vd. 2006). Bazi oligosakkartiler (rafinoz, laktuloz vb.) hari¢, endiistriyel olarak
oligosakkarit iiretimi enzimatik proseslerle gerceklestirilmektedir (Mussatto ve Mancilha
2007). Ksilen ve nisasta gibi polisakkaritlerin enzimatik hidrolizasyonlar1 sonucu veya
siikroz ve laktoz gibi basit sekerlerin transglikozilasyon reaksiyonlart sonucu
tiretilmektedirler (Mussatto ve Mancilha 2007). Bu prosesler sonucu polimerizasyon
derecelerinde ya da glikozidik baglarin pozisyonunda farklilik gdsterebilen
oligosakkaritler tiretilmektedir (Mussatto ve Mancilha 2007). Oligosakkarit olusumundan
sonra reaksiyona girmemis substratlar ya da monosakkaritler de mevcut olabilecegi i¢in
daha saf iirlin olusturmak amaciyla ¢esitli membran ve kromatografik prosesler
kullanilarak uzaklastirilmaktadir (Mussatto ve Mancilha 2007).
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2.7.1.1. Fruktooligosakkaritler (FOS)

Fruktooligosakkaritler (FOS) (Sekil 2.6.), fruktoz oligomerlerinin ortak adidir ve
genel olarak iniilin tip oligosakkaritler anlamia gelmektedir (Dominguez vd. 2014).
Bunlar esas olarak 1-kestoz, nistoz ve 1-B-fruktofuranozil nistozdan olusmaktadir
(Dominguez vd. 2014). Sogan, bugday, ¢avdar, arpacik sogani, domates, muz, sarimsak,
yer elmasi vb. bazi sebzelerde dogal olarak bulunmaktadirlar veya sakkaroz veya
iniilinden mikrobiyal enzimler (B-D-fruktofuranozidaz veya fruktosiltransferaz) ile
iretilebilirler (Bali vd. 2015). Gida endiistrisinde FOS’larin kullanimlarindaki artis, FOS
iretimi i¢in yeni metotlarin kesfedilmesine neden olmustur (Bali vd. 2015).

FOS’un endiistriyel olarak iiretimi, mantarlar, bakteriler, mayalar gibi mikrobiyal
kaynaklardan izole edilen transfruktozilasyon aktivitesine sahip enzimlerin etkisini
icermektedir (Bali vd. 2015). Ticari olarak gida sinifi FOS, hiicre i¢i enzimler kullanilarak
sakkaroz ve iniilinden tretilmektedir (Bali vd. 2015).

Mikrobiyal enzimler kullanilarak enzim iireten tiim hiicreler, izole enzimler veya
immobilizasyon teknolojisi (tim hiicre veya enzim immobilizasyonu) gibi farkli
yontemlerle enzimlerin uygulanmasi ile iiretilmektedir (Bali vd. 2015). Iniilin hidrolizi
veya sakkarozun transfruktozilasyonu ile tiretilirler (Dominguez vd. 2014).

FOS’lar gida endiistrisinde yag ve seker ikamesi olarak kullanilabilmektedirler
(Morris ve Morris 2012). Kabul edilebilirlik ve tokluk agisindan umut verici sonuglar
veren mortadella ve sosis gibi diisiik yagh et iirlinlerinde iniilin ve FOS’un tanitilmasi
i¢in ¢esitli calismalar bulunmaktadir (Morris ve Morris 2012).

OH OH
0 O
OH OH
HO OH O HO OH O
0 (0] o]
OH HO HO
HO
0 0 0 o. O
HO HO HO
2
Ho_ OH Ho_ OH o Ho_ OH o
o_ 90 o} 0
HO HO HO
OH OH OH OH OH OH
n=2 n=3 n=4
fructofuranosyl
1-kestose nystose nystose

Sekil 2. 6. FOS'larin yapisi. Sirasiyla, 1-kestoz, nistoz ve fruktofuranozil nistoz (Bali vd.
2015)
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2.7.1.2.Mannooligosakkaritler (MOS)

Mannooligosakkaritler (MOS) (Sekil 2.7.) temel olarak a-MOS ve B-MOS olmak
tizere 2 tip oligosakkaritler olarak siniflandirilmaktadir (Singh vd. 2018). Lineer mannoz
sekeri zincirlerinden olusmaktadirlar ve prebiyotik O6zelliklere sahiptirler (Singh vd.
2018). Insan ve hayvanlarmn sindirim sisteminde patojen kolonizasyonu énlemek igin
katki maddesi olarak kullanilmaktadirlar (Singh vd. 2018). B-MOS, mannanlarin endo-
1,4-mannanaz (EC 3.2.1.78) tarafindan rastgele hidrolizi ile {iretilmektedir ve
polimerizasyon derecelerine ve ikame edicinin varligina/konumuna gore degiskenlik
gostermektedir (Singh vd. 2018).

Mannooligosakkaritler, mannan igerigi zengin olan lignoseliilozik materyallerden
(ticari substratlar ve tarimsal atiklardan) tiretilmektedir (Singh vd. 2018). Kopra kiispesi,
hurma ¢ekirdegi kiispesi, kullanilmig kahve tozu, patates kabugu vb. farkli tarimsal atiklar
farkl1 oligosakkaritlerin {iretimi i¢in kullanilmaktadir (Singh vd. 2018).

Mannooligosakkaritler kimyasal, enzimatik ve fiziksel olmak {izere 3 farkli
metotla {retilmektedir (Singh vd. 2018). Farkli mannanlardan MOS iiretimi ig¢in
deterjanla muamele, hidrotermal muamele ve asit veya alkali hidroliz gibi farkli
yontemler ile fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilmigtir (Jana vd. 2021).

Enzimatik hidroliz, en yaygmn olarak kullanilan yontemdir. Mannanin
depolimerizasyonu igin endo-Bf-mannanaz enzimi kullanilmaktadir (Singh vd. 2018).
Mannan, glukomannan, galaktomannan ve galaktoglukomannanda bulunan f-1,4
mannozidik  baglarin  rastgele olarak  kirilmasina neden  olarak  cesitli
mannooligosakkaritleri tiretmektedir (Singh vd. 2018).

Mannooligosakkaritler, gastrointestinal sistemde yararli mikrofloranin gelisimini
desteklemesi icin prebiyotikler olarak kullanilmaktadir ve bu nedenle fonksiyonel gida
uygulamalarinda kullanilabilmektedir (Singh vd. 2018). Ayrica konak¢iya antitiimor ve
antialerjik ozellikler kazandirdiklar bilinmektedir (Singh vd. 2018).
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Sekil 2.7. MOS'larin yapisi. Sirasiyla mannobiyoz, mannotriyoz, mannotetroz,

mannopentoz ve mannoheksoz (Megazyme)

Bu tez calismasinda, kahvenin ve/veya atiklarinin uygun kimyasal kompozisyonu
nedeniyle FOS ve MOS iiretimi i¢in potansiyel bir kaynak olarak kullanilmasi
amaglanmistir. Bu amagla; pH, kati:s1vi miktar1, miks miktari ve sicaklik olmak iizere 4
farkli parametre ile Plackett- Burman deneme deseni olusturulmustur. Bu deneme deseni
kullanilarak iniilinaz ve f-mannanaz enzimlerinin Aspergillus niger A42 (ATCC 204447)
ve rekombinant Aspergillus sojae AsT3 (ATCC 11906) mikroorganizmalari kullanilarak
mikrobiyal iiretimi gerceklestirilmistir. Uretilen enzimlerin demlenen filtre kahvelere
enzimasyonu sonucunda kahvede prebiyotik oligosakkaritlerin (FOS ve MOS) olusum

miktar: ve oligosakkarit profilleri belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Yapilan ¢calismada kullanilan materyaller ve bu materyallerin temin edildigi yerler
Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan materyaller ve bu materyallerin temin edildikleri yerler

Substrat Materyalleri Temin Edildigi Yer
Kahve Posasi Lokal kafeler

Altintelve Kahveleri (KUBAS Kiitahya Bak. Tiiketim
Filtre Kahve Maddeleri Ticaret ve San. A.S.)
Besiyeri Materyalleri Temin Edildigi Yer
Maya Ekstrakti Merck KGaA, Darmstadt, Germany, Lot.1.03753.0500
MgS04.7H20 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, Lot.BCBD6849V
K2HPO4 Merck KGaA, Darmstadt, Germany, Lot.1.05101.1000

Mikroorganizma

Inokiilasyon Materyalleri  Temin Edildigi Yer

Malt Ekstrakt Agar (MEA)  Merck KGaA, Darmstadt, Germany, Lot.1.05398.0500
Patato Dextrose Agar (PDA) Merck KGaA, Darmstadt, Germany, Lot.1.10130.0500
Tween-80 Merck KGaA, Darmstadt, Germany, Lot.8.22187.0500
NaCl Merck KGaA, Darmstadt, Germany, Lot.1.06404.1000

3.2. Mikroorganizma ve Inokiilasyon

Bu calismada, inililinaz enzimi {retimi i¢in Amerikan Tip Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan satin alinan Aspergillus niger A42 (ATCC 204447) ve p-mannanaz
enzimi {iretimi i¢in Prof. Dr. Ziimriit Begiim Ogel’in laboratuvarindan temin edilen
rekombinant Aspergillus sojae AsT3 (ATCC 11906) (Duruksu vd. 2009)
mikroorganizmalart kullanilmastir.

Aspergillus niger A42 (ATCC 204447) (Sekil 3.1.) mikroorganizmasinin gelisimi
icin Malt Ekstrakt Agar (MEA) (48 g/L) kullanilarak ekimi gergeklestirilmis ve 4 giin
boyunca 30°C’lik etiivde (Memmert, UF 110 Plus, Schwabach, Germany) gelisime
birakilmigtir. Inkiibasyonu sonlanan petriler gerektiginde kullamlmak iizere +4°C’de
depolanmuistir. Verimliligin ve canliligin korunabilmesi i¢in bu ekim islemi on bes giinde
bir yenilenmistir.

Yapilan fermentasyonlarda inokiilasyon, hazirlanan 9%0.0001°lik Tween-80
kullanilarak gerceklestirilmistir. Tween-80 ¢ozeltisi hazirlanip sterilize edildikten sonra
gelistirilen petrilerden birinin igerisine pipetle 2 kere 10 mL olarak ilave edilmistir ve
elde edilen ¢ozelti inokiilasyonda kullanilmistir.
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Sekil 3.1. Aspergillus niger A42 (ATCC 204447) ekimi yapilmis petriler. a) Petrinin
tistten goriiniisti; b) Petrinin alttan goriiniist

Rekombinant  Aspergillus sojae  AsT3 (ATCC 11906) (Sekil 3.2.)
mikroorganizmasinin gelisimi i¢in Patato Dextrose Agar (PDA) (39 g/L) kullanilarak
ekim gergeklestirilmis ve 4 giin boyunca 30°C’lik etiivde (Memmert, UF 110 Plus,
Schwabach, Germany) gelisime birakilmistir. Inkiibasyonu sonlanan petriler gerektiginde
kullanilmak tizere +4°C’de depolanmistir. Verimliligin ve canliliin korunabilmesi i¢in
bu ekim iglemi on bes giinde bir yenilenmistir.

Yapilan fermentasyonlarda inokiilasyon, hazirlanan %0.05’1ik Tween80 ve %0.8’lik
NaCl c¢ozeltileri kullanilarak gergeklestirilmistir. Tween-80 ve NaCl cozeltileri ayri
olarak hazirlanip sterilize edildikten sonra steril kabin igerisinde birlestirilmistir ve
gelistirilen petrilerden birinin igerisine pipetle 2 kere 10 mL olarak ilave edilmistir ve
elde edilen ¢ozelti inokiilasyonda kullanilmstir.
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Sekil 3.2. Aspergillus sojae AsT3 (ATCC 11906) ekimi yapilmis petriler, a) Petrinin
istten goriiniisii; b) Petrinin alttan gorlintisii

3.3 Kat1 Kiiltiir Fermentasyonu

Iniilinaz ve B-mannanaz enzimleri iiretimi kati kiiltiir fermentasyon yoluyla
gerceklestirilmistir. Bu fermentasyonlar i¢in 4 farkli parametre belirlenmis olup bu
parametreler kullanilarak Plackett-Burman deneme deseni olusturulmustur.

Belirlenen Parametreler:

1. pH
a. Minimum=4
b. Maksimum=8
2. Kati: Sivi Oram
a. Minimum=1:2
b. Maksimum=1:4
3. Miks Miktari
a. Minimum=0 (miks yok yalnizca kahve posasi)
b. Maksimum=1:1 (kahve posasi ve 6giitiilmiis kahve miks)
4. Sicakhik
a. Minimum=30°C
b. Maksimum=50°C

Olusturulan Deneme Deseni:

Iniilinaz ve p-mannanaz enzimlerinin iiretimi igin belirlenen 4 parametre
ile olusturulan Plackett-Burman deneme deseni Cizelge 3.2.’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. Iniilinaz ve p-mannanaz enzimleri iiretimi icin belirlenen parametreler ile
olusturulmus Plackett-Burman deneme deseni

StdOrder RunOrder CenterPt Blocks pH Kati-sivi Miks mikt. Sicaklik (°C)
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Fermentasyonlarda kullanilan besiyeri igerigi iniilinaz enzimi i¢in maya ekstrakti
(%]1) ve B-mannanaz enzimi tiretimi igin ise maya ekstrakti (4 g/L), MgS0O4.7H20 (0,5
g/L) ve KoHPO4 (1 g/L) olarak kullanilmigtir (Y1lmazer vd. 2021).

Gergeklestirilen her fermentasyon iki paralelli olarak gergeklestirilmistir ve bu
fermentasyonlar icin 5 g kat1 substrat ve hazirlanan sivi besiyeri ilavesi olusturulan

deneme desenine gore katiisivi oranlarinda yapilmistir. Baslangic pH degerleri
ayarlanarak erlenler 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonrasi alinan
erlenler, iniilinaz enzimi tretimi i¢in %7 ve mannanaz enzimi iretimi i¢in %5
inokiilasyon oranlarinda inokiile edilmistir. Inokiilasyon islemi sonrasi erlenler, 30°C,
40°C ve 50°C olarak belirlenen sicakliklarda 7 giin fermentasyona birakilmigtir
(Y1lmazer vd. 2021). Fermentasyon sonrasi ekstraksiyon edilmek iizere alinan erlenler
Sekil 3.3.’te gosterilmistir.

Sekil 3.3. Fermentasyon sonrasi etiivlerden alinan bazi erlenlerin goriintiileri
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3.4. Ekstraksiyon

Fermentasyonlari sonlandirilan erlenlerin enzim ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Iniilinaz enzimi ekstraksiyonu igin erlenlere hazirlanan Na-asetat
tamponundan (0,1 M, pH=4,8) 20 mL ilave edilerek 250 rpm’de 30°C’de 1 saat
calkalamal1 inkiibatérde ekstraksiyona birakilmistir. 1 saat sonunda alinan erlenler kaba
filtre kagidi kullanilarak siiziilmiistiir ve 1500 x g’de 4°C’de 20 dk santrifiij (VWR, Mega
Star 3.0R) edilmistir (Chen vd. 2011).

Mannanaz enzimi ekstraksiyonu i¢in erlenlere 20 mL saf su ilave edilerek 250
rpm’de 30°C’de 1 saat galkalamali inkiibatorde ekstraksiyona birakilmistir. 1 saat
sonunda alinan erlenler kaba filtre kagidi kullanilarak siiziilmustiir ve 1800 x g’de 4°C’de
20 dk santrifiij (VWR, Mega Star 3.0R) edilmistir (Y1lmazer vd. 2021).

Fermentasyondan sonra alinan erlenlerin ekstraksiyonuna ait goriintiiler Sekil
3.4.’te verilmistir.

Sekil 3.4. Ekstraksiyon asamalarinin goriintiileri. @) Calkalamali inkiibator; b) Kaba filtre
kagidi kullanilarak drneklerin siiziilmesi; ¢) Santrifiij cihazi

3.5. Orneklerin Analiz Edilmesi

Ekstraksiyon iglemleri sonunda elde edilen 6rnekler daha sonra kullanilmak ve
analiz edilmek {izere +4°C’de, uzun siireli muhafaza icin de -20°C’de depolanmistir. Bu
orneklerin enzim analizleri, seker analizi, protein analizi ve FOS, MOS analizleri
gergeklestirilmistir.

3.5.1. Enzim analizleri

Elde edilen orneklerde intilinaz enzim aktivite analizi, invertaz enzim aktivite
analizi ve f-mannanaz enzim aktivite analizleri ger¢eklestirilmistir.
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3.5.1.1. iniilinaz ve Invertaz enzim aktivite analizi

Iniilinaz ve invertaz enzim aktivitesi analizleri DNSA metodu kullanilarak
gerceklestirilmistir (Miller 1959). 0,1 M Na-asetat tampon ¢ozeltisi (pH=4,8) ile %2’lik
iniilin ve %2’lik siikroz c¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan Na-asetat ¢ozeltisi
kullanilarak seyreltilen 6rneklerden 0,1 mL ve hazirlanan iniilin ve siikroz ¢ozeltilerinden
de 0,9 mL alinarak tiiplere aktarilmis ve karistirilmistir. 60°C’ye ayarlanmis su
banyosunda 10 dakika bekletilmistir. Su banyosundan alinan tiiplere 1,5 mL DNSA
¢ozeltisi eklenmistir ve karistirilmistir. Orneklerden gelen indirgen sekerin absorbans
degerlerinin Slgiilebilmesi i¢in 0,1 mL seyreltilmis 6rnek, 0,9 mL iniilin/siikroz ¢ozeltisi
ve 1,5 mL DNSA c¢ozeltisi tliplere aktarilarak kontrol ornekleri hazirlanmigtir. Kor
ornekleri 0,1 mL saf su, 0,9 mL inilin/siikkroz ¢ozeltisi ve 1,5 mL DNSA ¢o6zeltisi
kullanilarak hazirlanmistir. Birinci inkiibasyondan alinan 6rnekler, kontrol drnekleri ve
kor ornekleri enzim aktivitesini durdurmak amaciyla 100°C’de 10 dakika boyunca su
banyosunda ikinci inkiibasyona birakilmistir. 10 dakika sonunda alinan ornekler
soguduktan sonra spektrofotometrede (ThermoScientific, Evolution 201, UV Visible
Spectrophotometer, Sangay, Cin) 540 nm dalga boyunda kore kars1 okutularak elde edilen
absorbans degerleri kaydedilmistir. Iniilinaz enzim aktivitesi ve invertaz enzim aktivitesi
hesaplanmasi igin Esitlik 1 kullanilmigtir. Enzim analizinin hesaplamalarinda kullanilan
standart fruktoz kurvesi EK-1’de verilmistir.

Cf*RV*SF

iniillinaz Aktivitesi: Esitlik (1)
Ct : Fruktoz konsantrasyonu (umol/mL)
RV  : Test tiipiiniin toplam hacmi / enzim soliisyonunun hacmi

SF : Seyreltme faktorii

t : Reaksiyonda kalma siiresi (dk)

3.5.1.2. p-Mannanaz enzim aktivite analizi

B-mannanaz enzim aktivite analizinin gergeklestirilmesi i¢in %0,05’lik
kegiboynuzu gami (locust bean gum, LBG) ¢ozeltisi hazirlanmigtir. 50 mM’lik sodyum
nitrat ¢ozeltisinde (pH=6) hazirlanan LBG ¢o6zeltisinden 1,8 mL alinarak test tiiplerine
ilave edilmistir. Orneklere seyreltme yapilmistir ve seyreltilen drneklerden 0,2 mL test
tiiplerine alinarak kanistirnllmistir. 50°C’de 5 dakika su banyosunda inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondan alman 6rneklere 3 mL DNSA c¢ozeltisi ilave edilmistir.
Kontrol ornekleri hazirlanmistir. 1,8 mL LBG ¢ozeltisi, 0,2 mL saf su ve 3 mL DNSA
kullanilarak kor hazirlanmistir. Ornekler, kontrol 6rnekleri ve kor 6rnekleri 90°C’deki su
banyosuna 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Sogutulan Ornekler 540 nm’de
spektrofotometrede (ThermoScientific, Evolution 201, UV Visible Spectrophotometer,
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Sangay, Cin) oOlgiilerek degerleri kaydedilmistir (Puchart vd. 2004). Hesaplamalarda
kullanilan mannoz standart kurvesi EK-2’de verilmistir.

3.5.2. Toplam seker analizi

Elde edilen orneklerin toplam seker analizi 3,5-dinitrosalisilik asit (DNSA)
metodu kullanilarak gergeklestirilmistir (Miller 1959). 0,05 mL 6rnek, 1,95 mL saf su ve
0,04 mL HCI (12 M) tiiplere eklenmistir ve karistirilmistir. 90°C’lik su banyosunda 10
dakika inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi alinan tiiplere 0,1 mL KOH (5N)
eklenmistir ve karistirllmigtir. Tiiplerin her birinden 0,64 mL alinmig ve atilmistir. Kalan
karigimlara 1,5 mL DNSA c¢ozeltisi eklenerek karigtirilmistir. 1,5 mL saf su ve 1,5 mL
DNSA ¢ozeltisi eklenerek kor hazirlanmistir. 90°C’lik su banyosunda 15 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 alian tiiplere 0,5 mL PST (KNaC4H4Os)
coOzeltisi eklenmistir ve oda sicakligina sogutulmustur. Spektrofotometrede
(ThermoScientific, Evolution 201, UV Visible Spectrophotometer, Sangay, Cin) 575
nm’de okutulan absorbans degerleri kaydedilmistir. Orneklerin seker miktarlar1 EK-3’te
verilen standart sakaroz ¢ozeltisi ile hazirlanan kurve kullanilarak hesaplanmustir.

3.5.3. Protein analizi

Omneklerin protein analizi icin ThermoScientific Coomassie (Bradford) Protein
Analiz Kiti kullanilmistir. Test tiiplerine 30 pL 6rnek ve 1,5 mL Coomassie (Bradford)
Protein Assay Reagent konularak karistirilmistir. 10 dakika oda sicakliginda 151k almayan
bir yerde inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucunda spektrofotometrede 595
nm’de dl¢limleri yapilarak degerleri kaydedilmistir (Bradford 1976).

Protein standart kurvesinin olusturulmasi i¢in albiimin ampulleri (2 mg/mL)
kullanilarak hazirlanan standartlarin spektrofotometrede 595 nm’de olciilen degerler
kullanilarak hem iniilinaz tiretimi i¢in hem de B-mannanaz {iretimi i¢in standart kurve
olusturulmustur. Olusturulan standart kurve grafikleri EK-4 ve EK-5’te verilmistir. Kurve
grafiginden elde edilen denklem kullanilarak toplam protein degerleri (mg/mL) olarak
hesaplanmuistir.

3.6. Enzimatik Oligosakkarit Uretimi

Uretilen enzimler kullanilarak gergeklestirilen oligosakkarit iiretimi i¢in, french
press kullanilarak demlenen kahve ekstraktlarina (9%20) tiretilen enzimler uygulanmistir.
Demlenen kahve ekstraktlarina 7,5 mL enzim ilavesi yapilmis ve 40°C’lik etiivde 90
dakika inkiibasyona birakilmistir (Erkan vd 2021). inkiibasyon sonras1 (Sekil 3.5.) FOS,
MOS ve viskozite analizleri i¢in d6rnekler hazirlanmistir.
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Sekil 3.5. inkiibasyon sonrasi alinan bazi beherlerin goriintiisii

3.6.1. Fruktooligosakkarit (FOS) ve Mannooligosakkarit (MOS) Orneklerinin
Analiz Edilmesi

Uretilen enzimler kahve ekstraktlarma uygulanmistir ve olusan FOS, MOS
miktarlar ve profilleri HPLC cihazi ile analiz edilmistir.

3.6.1.1. Fruktooligosakkarit (FOS) analizi

Ornekler UF saf su kullanilarak 20 kat seyreltilmistir. Seyreltilen Ornekler
filtreden (Chromafil PET-45/25) gegirilerek viyallere alinmistir. Hazirlanan 6rnekler
RefractoMax 520 kirilma indisi dedektorii, kolon firin1 ve bilgisayar ile donatilmig bir
HPLC (ThermoScientific UltiMate 3000, Dreieich, Almanya) cihazi kullanilarak FOS
profili ve miktar1 analizi yapilmistir. Analiz kosullari olarak 1 mL/dk akis hizinda 10 pL
enjeksiyon hacmi, Shodex KS-801 kolonu ile 50°C kolon sicaklig1 ve ultra saf su mobil
faz kullamlmistir. 1,1,1-kestopentoz standardi Megazyme (Bray, Irlanda) tarafindan
temin edilmistir. Analiz sonunda hesaplanan degerler ppm cinsinden ifade edilmistir.
FOS hesaplamalarinda kullanilan 1,1,1-kestopentoz standardi EK-6’da verilmistir.

3.6.1.2. Mannooligosakkarit (MOS) analizi

Ornekler, UF saf su kullamlarak 20 kat seyreltilmistir. Seyreltilen Srnekler
filtreden (Chromafil PET-45/25) gecirilerek viyallere alinmistir. Hazirlanan 6rnekler,
RefractoMax 520 kirilma indisi dedektorii, kolon firmi ve bilgisayar ile donatilmis bir
HPLC (ThermoScientific UltiMate 3000, Dreieich, Almanya) cihazi kullanilarak MOS
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profili ve miktar1 analizi yapilmistir. Analiz kosullar1 olarak 1 mL/dk akis hizinda 20 pL
enjeksiyon hacmi, CarboPac PA100 kolonu ile 25°C kolon sicakligi ve 100mM NaOH
mobil faz kullanilmistir (Erkan vd. 2021). Mannobiyoz, mannotriyoz, mannotetroz,
mannopentoz ve mannoheksoz standartlari Megazyme (Bray, Irlanda) tarafindan temin
edilmistir. Analiz sonunda hesaplanan degerler ppm cinsinden ifade edilmistir. MOS
hesaplamalarinda kullanilan standart kurveler EK-7’de verilmistir.

3.6.2. Viskozite analizi

Orneklerin viskozite analizleri Brookfield DV-11+Pro Viskozimetresi (Brookfield
Engineering Laboratories Inc., Middleboro, MA, USA) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Analiz kosullari, oda sicakliginda, SC4-21 Spindle kullanilarak 200 rpm olarak
belirlenmistir (Erkan vd. 2021). Sonuglar centi-Poise olarak ifade edilmistir.

3.7. istatistiksel Analiz

Iniilinaz ve p-mannanaz enzim analizleri i¢in olusturulan deneme deseni Minitab
Istatistiksel Yazilimi (Version 13.3; Minitab Inc., State College, PA) kullanmilarak
gerceklestirilmistir. Fermentasyon denemelerinin analiz sonuglarini degerlendirmek
amaciyla SAS istatistiksel programi (Versiyon 9; SAS Institute Inc., Cary, ABD)
kullanilmistir. %95 Onem seviyesinde Duncan Coklu Karsilastirma Testi
gerceklestirilmistir. Tiim degerler en az 2 ayri tekrarin ortalamasi seklinde verilmis olup
tablolarda ortalama =+ standart hata seklinde belirtilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1.Iniilinaz Enzimi Uretimi

Plackett-Burman deneme deseni ile olusturulmus 10 farkli fermentasyon
denemesi iniilinaz {iretimi igin gergeklestirilmis olup, sonuglar Cizelge 4.1. ve Sekil
4.1.’de verilmistir. 4 farkli parametre belirlenmis olup, bu parametrelerin enzim {iretimi
tizerine etkileri incelenmistir. Kinetik parametre olarak enzim aktivite degerleri (U/mg)
cinsinden hesaplanarak verilmistir.

Sonuglar incelendiginde en yiiksek iniilinaz enzim aktivitesi 564,0655+2,636
U/mg ile 7 numarali denemeden, en diisiik iniilinaz enzim aktivitesi ise 0,394+0,098
U/mg ile 4 numarali denemeden elde edilmistir (Cizelge 4.1). Sekil 4.1. ‘de 1,2, 3ve 4
numarali besiyerlerinde iniilinaz enzim {retiminin olduke¢a diisikk oldugu/olmadigi
goriilmektedir.

Bunlara ilaveten en yiiksek invertaz aktivitesi 685,450+45,882 U/mg ile 6
numarali denemeden, en diisiik invertaz aktivitesi ise 0,984+1,712 U/mg ile 4 numarali
denemeden elde edilmistir. Yalmizca 2 numarali denemede invertaz aktivitesine
rastlanmamistir (Cizelge 4.1.). Benzer sekilde 1, 2, 3 ve 4 numarali besiyerlerinde
invertaz aktivitesinin diisiik oldugu goriilmektedir (Sekil 4.1.).

Ekzo-iniilinazlar iniilin hidrolitik aktivite ile birlikte invertaz aktivitesi de
gostermektedir bunun yaninda endo-iniilinazlar ise invertaz aktivitesi gostermemektedir
(Das vd. 2019). Genel olarak bu ayrimin yapilabilmesi igin, /S
(Iniilinaz/Invertaz(Siikraz)) orani kullanilmaktadir (Das vd. 2019). I/S oran1 10?’den
biiyiik ise iiretilen enzimin iniilinaz aktivitesinde oldugu, 10*ten kiiciik ise invertaz
aktivitesinde oldugu seklinde yorumlanmaktadir (Das vd. 2019). Deneme deseni
kullanilarak {iretilen iniilinaz enziminin biitiin denemeler i¢in I/S oranlar1 Cizelge 4.1.°de
verilmistir. Biitiin 6rneklerin iniilinaz aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir.

Iniilinaz ve Invertaz Aktiviteleri (U/mg)
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Enzim Aktivitesi (U/mg)
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iniilinaz Aktivitesi (U/mg) invertaz Aktivitesi (U/mg)

Sekil 4. 1. Iniilinaz ve Invertaz Aktiviteleri (U/mg)
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Cizelge 4.1. Iniilinaz iiretimine ait bulgular
. iniilinaz AKktivitesi invertaz Aktivitesi Protein Miktari
. o
Deneme  pH Kati:Sivi  Miks Sicakhik(°C) (U/mag) (U/mg) (mg/mL) 1/S

1 4 4 0 50 1,755%+2 433 2,175%+1,096 0,638 0,807
2 4 4 1 50 2,054¢+0,353 0°¢ 0,759 -
3 8 2 1 50 1,860°+0,534 1,268°+0,855 1,153 1,467
4 8 2 0 50 0,394°+0,098 0,984°+1,712 1,238 0,400
5 4 2 0 30 224,679°+4,142 374,249°43,902 0,112 0,600
6 4 2 1 30 520,986%+16,906 685,4502+45,882 0,153 0,760
7 8 4 1 30 564,065%+2,636 531,048°+41,805 0,299 1,062
8 8 4 0 30 137,8329+13,837 235,568%+16,438 0,535 0,585
9 6 3 0,5 40 271,190°+22,755 235,646%+8,179 0,745 1,151
10 6 3 0,5 40 199,224°+0,570 209,499%+10,325 0,838 0,951

Aynu siitiinda yer alan farkli harfler degerler arasindaki istatistiksel 6nemi gostermektedir (P<0,05).
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4.1.1. Secilen Parametrelerin Iniilinaz ve invertaz Enzimi Uretimine Etkileri

Secilen 4 farkli parametrenin (sicaklik, pH, kati:sivi orami ve miks miktari)
iniilinaz ve invertaz iiretimi tizerine olan etkilerinin incelenebilmesi ve yorumlanabilmesi
icin Sekil 4.2.°de iniilinaz iiretimi i¢in ve Sekil 4.3.’te invertaz iiretimi icin Pareto
grafikleri verilmistir.

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is lase(U/im, Alpha = 10)

sicakhk

Mi——

pH

K:S-

Sekil 4. 2. Iniilinaz {iretimi i¢in segilen parametrelerin Pareto grafigi

Pareto Chart of the Standardized Effects

(response is Sase(U/m, Alpha = ,10)

sicaklik

Ml

pH

Sekil 4. 3. Invertaz {iretimi i¢in segilen parametrelerin Pareto grafigi
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Pareto grafigi, parametrelerin 6nemini belirtmektedir. Bir referans g¢izgisine
sahiptir (kirmiz1 ¢izgi) ve bu referans ¢izgisini agsan degerlerin istatistiksel olarak
anlamli/6nemli oldugu seklinde yorumlanmaktadir. Sekil 4.2. ve Sekil 4.3’te gorildiigii
gibi referans ¢izgisini asan tek parametre sicakliktir ve bu nedenle, istatistiksel olarak
onemli bulunmustur. Ayrica, Cizelge 4.2. ve Cizelge 4.4. incelendiginde, pH, kati:sivi
orant ve miks miktarinin enzim {iretimi iizerine istatistiksel olarak anlamli bir etkisi
olmadig1 goriilmektedir. P degeri 0,05’ten kiiciik olan tek parametre degerinin iniilinaz
icin P=0,019 ve invertaz i¢in P=0,004 ile sicaklik degeri oldugu goriilmektedir. Cizelge
4.3.’te inililinaz ve Cizelge 4.5.°te invertaz iretimi i¢in gergeklestirilen varyans
analizlerinin sonuglar1 verilmistir. Bu analiz sonucuna gore modelin uyum eksikligi
degeri sirasiyla P=0,240 ve P=0,109 oldugu i¢in (P>0,05) model uyumludur seklinde
yorumlanmustir.

Cizelge 4.2. Iniilinaz iiretimi icin parametrelerin tahmini etkileri ve katsay1lar

Terim Etki Katsay: (Coefficient) SE Katsay: (SE Coefficient) T P

Sabit 181,7 47,35 3,84 0,019
pH -11,3 -5,7 47,35 -0,12 0,911
Kati:Sivi  -10,6 -5,3 47,35 -0,11 0,917
Miks 181,1 90,5 47,35 1,91 0,128
Sicakhk -360,4 -180,2 47,35 -3,81 0,019

Cizelge 4.3. Plackett- Burman deneme deseni ile gergeklestirilen iniilinaz tiretiminin
varyans analizi

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Ana Etki 4 325797 325797 81449 4,54 0,086
Artik Hata 4 71750 71750 17937
Uyum Eksikligi 3 69160 69160 23053 8,90 0,24
Saf Hata 1 2590 2590 2590
Toplam 9
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Cizelge 4.4. Invertaz iiretimi icin parametrelerin tahmini etkileri ve katsayilari

Terim Etki Katsay1 (Coefficient) SE Katsay:1 (SE Coefficient) T P

Sabit 228,9 38,21 5,99 0,004
pH -73,3 -36,6 38,21 -0,96 0,392
Kati:Sivi -73,3 -36,7 38,21 -0,96 0,392
Miks 151,2 75,6 38,21 1,98 0,119
Sicakhk -455,5 -221,7 38,21 -5,96 0,004

Cizelge 4.5. Plackett- Burman deneme deseni ile gercgeklestirilen invertaz iiretiminin
varyans analizi

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Ana Etki 4 482173 482173 120543 10,32 0,022
Artik Hata 4 46715 46715 11679
Uyum Eksikligi 1 46373 46373 15458 4,52 0,109
Saf Hata 3 342 342 352
Toplam 9 528951

Boylelikle kati kiiltiir fermentasyonu ile iniilinaz ve invertaz iretimi iizerine
sicakligin istatistiksel olarak onemli oldugu belirlenmistir.

Housseiny (2014) tarafindan yapilan bir ¢aligmada aycicegi yumrular: ve marul
kokleri olmak iizere iki farkli substrat kullanilarak iniilinaz iiretimi KKF yontemiyle
gerceklestirilmistir. Her iki atigin karisim olarak kullanilmasinin daha yiiksek endo-
iniilinaz tretimi ile sonuglandig1 belirtilmistir. Ek olarak bu karbon kaynaklar1 olarak
kullanilan substratlar iizerinde 10 farkli fungal tiir endo-iniilinaz aktivitelerinin en 1yi
tiretimi i¢in taranmustir. Bunlardan Aspergillus niger AUMC 9375’in 6:1 (w/w) oraninda
aycicegi yumrulart:marul kokii karigimi kullanilarak gelistirildiginde en verimli olan
oldugu goriilmiistiir ve %50 nem, 30°C, 5 pH ve 7 giinliik inkiibasyonda en yliksek
spesifik iniilinaz aktivitesi 232.5 U/g protein olarak bulunmustur. Iniilinaz iyon-degisim
kromatografisi ve jel-filtrasyon metotlari kullanilarak 51,11 kat saflastirilmistir. Aygigegi
yumrusu ve marul kokii karisiminin iniilinaz iiretiminde ekonomik ve etkili bir potansiyel
substrat oldugu belirtilmistir. Iniilinaz, %71,28 verimle basarili bir sekilde immobilize
edilmistir. 60°C’de 2 saat inkiibasyon sonrasinda serbest enzim aktivitesi belirgin sekilde
%]10’a diiserken, immobilize enzim formunun sadece %87’ye diismiistiir. Yeniden
kullanilabilirlik testi sonucunda immobilize iniilinazin 10 dongii dayanikliligini ve
4°C’de 32 giin saklanabilecegini gdstermistir. Bu sonuglar, immobilize formdaki
iniilinazin yiiksek saflikta fruktoz suruplarinin biiyiik 6l¢ekli iiretimi ig¢in potansiyel bir
aday oldugunu gostermektedir.
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Trivedi vd. (2012) tarafindan yapilan bir calismada, KKF yontemi, bugday kepegi
ve misir demleme sivisi (corn steep liquor, CSL) substratlari ve yeni izole edilmis
Aspergillus tubingensis CR16 kullanilarak ekstraseliiler, termostabil iniilinaz enzimi
tiretimi gerceklestirilmistir. Fermentasyon siiresi, % nem igerigi, besiyeri pH’s1 gibi
proses parametrelerinin optimizasyonu i¢in Box-Behnken Dizayni (BBD) iceren Cevap
Yiizey Metodu (Response Surface Methodology, RSM) kullanilmistir. Maksimum
iniilinaz aktivitesi 257+11,4 (U/g) olarak 5 g bugday kepegi, 10° spor/mL, %71,2
baslangic nemi, 6,1 pH ve 103 saat fermentasyon siiresinde elde edilmistir. Bu
fermentasyonun invertaz aktivitesi 1358,6+0,8 U/g olarak hesaplanmistir. Ham (crude)
iniilinaz maksimum aktiviteyi 60°C’de ve 5 pH’da gosterdigi bildirilmistir. Enzim
60°C’de 4,5 saat boyunca aktivitesinin yaklasik %90’ korudugu icin termostabil bir
enzim oldugu belirtilmistir. Iniilin hidrolizi sonucu son iiriin olarak fruktoz elde edilmistir
ve bu nedenle iiretilen enzimin ekzo-iniilinaz oldugu kanitlanmastir.

4.2.FOS Uretimi

Plackett-Burman deneme deseni kullanilarak iiretilen iniilinaz enzimleri, FOS
liretimi amaciyla filtre kahve orneklerine uygulanmustir. Inkiibasyon sonrasi alinan
orneklerde FOS profili ve FOS miktarlart hesaplanmistir. Cizelge 4.6. ve Sekil 4.4.’te
belirlenen FOS ve miktarlar1 gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Enzimasyon sonrasinda yapilan HPLC analizi sonucu FOS profili ve FOS
miktarlar1 (ppm)

Deneme 1,1,1-kestopentoz (ppm)
1 28,494
2 -
3 -
4 -
5 38,341
6 37,879
7 -
8 -
9 -
10 21,262
Kontrol -
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FOS Miktarlar1 (ppm)
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Sekil 4. 4. HPLC analizi sonucunda hesaplanan FOS miktarlar1 (ppm)

Yapilan enzimasyon sonucunda ortamda 1,1,1-kestopentoz FOS olarak
bulunmustur. 2, 3, 4, 7, 8 ve 9 numarali enzim Orneklerinde 1,1,1-kestopentoza
rastlanmamistir. 1, 5, 6 ve 10 numarali 6rneklerde FOS miktarinin enzim ilavesi
yapilmayan kontrol kahve Ornegine gore artis gosterdigi goriilmiistiir. Kontrol kahve
orneginde 1,1,1-kestopentoza rastlanmamustir.

En yiiksek 1,1,1-kestopentoz 38,341 ppm ile 5 numarali denemeden elde
edilmistir. En disiik 1,1,1-kestopentoz ise 21,262 ppm ile 10 numarali denemeden elde
edilmistir.
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4.3. p-Mannanaz Enzimi Uretimi

Plackett-Burman deneme deseni ile olusturulmus 4 farkli parametrede 10 farkli
fermentasyon denemesi mannanaz iiretimi i¢in gerceklestirilmis olup, sonuglar Cizelge
4.7. ve Sekil 4.5.’te verilmistir. Kinetik parametre olarak enzim aktivite degerleri (U/mg)
cinsinden hesaplanarak verilmistir.

Cizelge 4.7. B-Mannanaz iiretimine ait bulgular

Mannanaz Protein Seker
Deneme pH Kati:Sivi Miks Sicaklik (°C) Aktivitesi Miktar1  Miktan

(U/mg) (mg/mL) (g/L)
1 4 4 0 50 0,000° 0,933 13,304
2 4 4 1 50 0,000¢ 1,134 13,161
3 8 2 1 50 0,000° 1,284 16,355
4 8 2 0 50 0,000¢ 1,297 18,547
5 4 2 0 30 46,031°+7,183 1,257 11,829
6 4 2 1 30 71,1742+13,670 1,454 14,407
7 8 4 1 30 32,084°+0,984 1,164 13,390
8 8 4 0 30 45,610°+0,330 1,678 12,516
9 6 3 0,5 40 7,797°+5,514 0,697 9,093
10 6 3 0,5 40 8,163°+4,493 0,831 12,373

Aynu siitiinda yer alan farkli harfler degerler arasindaki istatistiksel dnemi
gostermektedir (P<0,05).

Sonuglar incelendiginde en yiiksek B-mannanaz enzim aktivitesi 71.174+13,670
U/mg ile 6 numarali denemeden, en diisiik B-mannanaz enzim aktivitesi ise 7,797+5,514
U/mg ile 9 numarali denemeden elde edilmistir. 1, 2, 3 ve 4 numarali denemelerde ise
enzim aktivitesine rastlanmadig1 goriilmiistiir. Sekil 4.5.’te sonuglar grafik olarak ifade
edilmistir.
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B-Mannanaz Aktivitesi (U/mg)
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Sekil 4. 5. Plackett-Burman Deneme Deseni kullanilarak yapilan fermentasyonlardan
elde edilen B-mannanaz aktivitesi sonuclar1 (U/mg)

4.3.1.Secilen Parametrelerin f-Mannanaz Enzimi Uretimine Etkileri

Sicaklik, pH, kati:sivi oran1 ve miks miktar1 olarak segilen 4 parametrenin -
mannanaz iretimi iizerine olan etkilerinin incelenebilmesi i¢in Pareto grafigi Sekil
4.6.’da verilmistir.

Pareto Chart of the Standardized Effects

(response is Results, Alpha = 05)

sicakhk

pH

mix

Sekil 4. 6. B-Mannanaz iiretimi i¢in se¢ilen parametrelerin Pareto grafigi

Sekil 4.6.’da verilen Pareto grafigi incelendiginde referans c¢izgisini gegen tek
parametrenin sicaklik oldugu goriilmektedir. Bu nedenle, istatistiksel olarak anlamli olan
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tek parametredir. Ek olarak, Cizelge 4.8. incelendiginde, pH, kati:sivi orani ve miks
miktarinin enzim {retimi {izerine istatistiksel olarak anlamli bir etkisi olmadigi
goriilmektedir. P degeri 0,05’ten kiiclik olan tek degerin sicaklik (P=0,002) oldugu
goriilmektedir. Cizelge 4.9.°da P-mannanaz iiretimi i¢in gerceklestirilen varyans
analizinin sonuglar1 verilmistir. Bu analiz sonucuna gére modelin uyum eksikligi P=0,017
(P<0,05) oldugu i¢in model uyumsuzdur seklinde yorumlanmustir.

Cizelge 4.8. f-Mannanaz iiretimi i¢in parametrelerin tahmini etkileri ve katsayilari

Terim Etki  Katsay1 (Coefficient) (SIS E:f)f:g‘is;}(;ln f) T P

Sabit - 24,36 3,494 6,97 0,002
pH -9,88 -4,94 3,494 -1,41 0,23
Kati:Sii  -9,88 -4,94 3,494 -1,41 0,23
Miks 2,9 1,45 3,494 0,42 0,699
Sicakhk  -48,72 -24,36 3,494 -6,97 0,002

Cizelge 4.9. Plackett- Burman deneme deseni ile gergeklestirilen f-mannanaz tiretiminin
varyans analizi

Source DF Seq SS AdjSS  Adj MS F P
Ana Etki 4 5155,35 5155,35  1288,84 13,19 0,014
Artik Hata 4 390,76 390,76 97,69
Uyum Eksikligi 3 390,69 390,69 130,23 2E+03 0,017
Saf Hata 1 0,07 0,07 0,07
Toplam 9 2975,52

Boylelikle kati kiiltlir fermentasyonu ile f-mannanaz iiretimi lizerine sicakligin
etkisinin istatistiksel olarak onemli oldugu belirlenmistir.

Bangoria vd. (2021) tarafindan yapilan bir calismada, yag ekstraksiyon endiistrisi
atiklar1 olan palm cekirdegi atig1 (palm kernel cake) ve soya fasiilyesi kiispesi (soyabean
meal) kati substrat olarak kullanilarak yeni izole edilen Penicillium aculeatum APS1’den
ekstraseliiler f-mannanaz iiretimi gerceklestirilmistir. Palm ¢ekirdegi atig1 %20 soya
fastilyesi kiispesi ilave edildiginde f-mannanaz iiretiminin veriminin 2807 U/g oldugu
belirtilmistir. f-mannanaz optimizasyonu i¢in cevap ylizey metodu (Response surface
methodology, RSM) kullanilmistir. Nem seviyesi ve inkiibasyon siiresi olmak tizere 2
bagimsiz degiskenin tiretim {izerine 6nemli dl¢iide etkisi oldugu bulunmustur. Optimum
kosullar olan %52.25 nem seviyesi ve 130 saat inkiibasyon siiresi sonucunda f-mannanaz
tretimi 1,6 kat arttifi ve maksimum B-mannanaz aktivitesinin 4696 U/g oldugu
bildirilmistir. Ham (crude) f-mannanaz liretimi i¢in optimum pH ve sicaklik sirasiyla 6,0
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ve 65°C olarak belirtilmistir. Ham ve kismen saflagtirilmig f-mannanazin, ke¢iboynuzu
gami, guam gam ve konjak glukomannan (konjac glukomannan) gibi mannan igerigi
zengin olan substratlarin hidrolizi yoluyla MOS salinmasinda etkili oldugu bulunmustur.
Kalitatif ve kantitatif MOS analizi TLC ve iyon kromatografisi ile ger¢eklestirilmistir.
Penicillium aculeatum APS1’den iiretilen f-mannanazin yem ve gida endiistrilerinde
uygulamalari i¢in uygun 6zelliklere sahip oldugu belirtilmistir.

Abdeshahian vd. (2009), KKF yonteminde, substrat olarak palm ¢ekirdegi
atigindan (palm kernel cake) P-mannanaz iiretimi, laboratuvar kolon biyoreaktorii
kullanilarak gerceklestirmistir. Inkiibasyon sicakligi, substratin baslangi¢c nem igerigi ve
hava akis hizi olmak iizere lic bagimsiz degiskenin B-mannanaz iiretimi tizerindeki
etkileri Merkezi Kompozit Yiizey Merkezli (Central Composite Facecentered Design,
CCF design) Dizayn temelinde Cevap Yiizey Metodu (Response Surface Methodology,
RSM) ile degerlendirilmistir. Aspergillus niger FTCC 5003’iin KKF yontemi kullanilarak
7 giin boyunca havalandirmali bir kolon biyoreaktoriinde palm ¢ekirdegi atig1 iizerinde
gelistirildigi on sekiz deneme gerceklestirilmistir. En yiliksek [B-mannanaz iiretimi
2117,89 U/g olarak elde edilmis olup, 32,5°C’de, %60 baslangi¢c nem miktarinda ve 0,5
I/dk akis hizinda elde edilmistir. Istatistiksel analiz sonucunda, inkiibasyon sicaklig1 ve
baslangi¢ nem icerigi gibi parametrelerin f-mannanaz iiretimi iizerinde énemli etkileri
oldugu goriilmiistiir (P<0,01). Benzer bir analiz sonucunda baslangic nem igeriginin
dogrusal etkisinin ve baglangi¢c nem seviyesi ile havalandirma hizi arasindaki etkilesim
etkisinin p-mannanaz tretimini onemli Olglide etkiledigini gostermistir (P<0,01).
Istatistiksel model, en yiiksek p-mannanaz aktivitesine ulasmak icin optimum kosullarin
32°C inkiibasyon sicakligi, %59 baslangic nem igerigi ve 0,5 I/dk havalandirma hizi
oldugu belirtilmistir. Bu optimum kosullar altinda gerceklestirilen fermentasyonda
2231,26 U/g’lik bir f-mannanaz aktivitesi elde edildigi belirtilmistir.

4.4.MOS Uretimi

Plackett-Burman deneme deseni kullanilarak iiretilen f-mannanaz enzimleri,
french press kullanilarak demlenen filtre kahve rneklerine uygulanmistir. Inkiibasyon
sonrasi1 alinan 6rnekler MOS profili ve MOS miktarlar1 belirlenmis ve Cizelge 4.10. ve
Sekil 4.7.”de gosterilmistir.
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Cizelge 4.10. Enzimasyon sonrasinda yapilan HPLC analizi sonucu MOS profili ve MOS
miktarlart (ppm)

Ornekler Mannobiyoz  Mannotriyoz  Mannotetroz  Toplam MOS
1. Deneme - 48,034 318,108 366,142
2. Deneme - - - -
3. Deneme - - - -
4. Deneme 63,574 47,878 341,198 452,650
5. Deneme 93,985 91,101 382,200 567,286
6. Deneme 104,594 101,112 380,731 586,437
7. Deneme 75,944 61,017 244,149 381,111
8. Deneme 109,662 99,965 391,016 600,644
9. Deneme - 81,560 376,253 457,812
10. Deneme - 56,585 350,504 407,089
Kontrol Kahve - 44,593 308,592 353,185
MOS Profili ve MOS Miktarlar1 (ppm)
700
600
g 500
g 400
§ 300
% 200 |
100
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1. Deneme 4. Deneme 5. Deneme 6. Deneme 7. Deneme 8. Deneme 9. Deneme 10. Deneme Kontrol
Kahve

Deneme No

B Mannobiyoz ®Mannotriyoz B Mannotetroz B Toplam MOS

Sekil 4. 7. HPLC analizi sonucunda hesaplanan MOS profili ve MOS miktarlar1 (ppm)

Yapilan enzimasyon sonucunda mannobiyoz, mannotriyoz, mannotetroz,
mannopentoz, mannohekoz ve toplam MOS degerlerine bakilmistir. Orneklerde
mannopentoz ve mannoheksoza rastlanmamustir. 2 ve 3 numarali enzim 6rnekleri hari¢
biitiin 6rneklerdeki MOS miktarinin enzim ilavesi yapilmayan kontrol kahve 6rneklerine
gore artis gosterdigi goriilmistiir. Kontrol kahve oOrneginden elde edilen degerler
incelendiginde, 44,593 ppm mannotriyoz, 308,592 ppm mannotetroz ve 353,185 ppm
toplam MOS hesaplanmustir.
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Enzimasyon sonucunda en yliksek mannobiyoz 109,662 ppm ile 8 numarali enzim
orneginden, en yiiksek mannotriyoz 101,112 ppm ile 6 numarali enzim 6rneginden, en
yiiksek mannotetroz 391,016 ppm ile 8 numarali enzim 6rneginden ve en yiiksek toplam
MOS miktart ise 600,644 ppm ile 8 numarali enzim 6rneginden elde edilmistir.

Deneme desenindeki 2 ve 3 numarali 6rneklerden elde edilen f-mannanaz enzimi
ilavesi ile yapilan MOS analizinde, mannobiyoz, mannotriyoz, mannotetroz,
mannopentoz ve mannoheksoza rastlanmamistir. Enzim aktivitesi olmadigi i¢in kahve
mannaninin parcalanmadigir ve MOS tiretimi gerceklesmedigi seklinde yorumlanmustir.

Deneme desenindeki 1 ve 4 numarali 6rneklerden elde edilen B-mannanaz enzimi
ilavesi ile yapilan MOS analizinde sirasiyla 48,034 ppm mannotriyoz, 318,108 ppm
mannotetroz ile toplam 366,142 ppm ve 63,574 ppm mannobiyoz. 47,878 ppm
mannotriyoz, 341,198 ppm mannotetroz ile toplam 452,650 ppm MOS hesaplanmistir. 1
ve 4 numarali denemelerin enzim aktivitelerinin olmamasindan dolay1 hesaplanan MOS
miktarinin enzimasyon sonucu olan bir iiretim olmadigi, sicaklik kaynakli olabilecegi
distiniilmektedir.

Erkan vd. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Box-Behnken Yanit Yiizey
Metodu (Box-Behnken Response Surface Methodology (RSM)) kullanilarak enzim
miktart (5-10 mL), enzimasyon sicaklig1 (40°C-60°C) ve enzimasyon siiresi (30-90 dk)
parametreleri  kullanilarak  optimizasyon ¢alismasi  yapilmistir. Biyoreaktorde
kegiboynuzu 6zii kullanilarak B-mannanaz enzimi iiretimi gergeklestirilmistir. Uretilen
enzim %20 (v/v) kahve ekstraktlarina uygulanarak optimizasyon caligmas1 yapilmigtir.
Calismanin sonucunda ise en yiiksek toplam MOS miktar1 7,5 mL enzim ilavesi, 40°C’de
90 dk olarak belirlenmis olup 3970,97 ppm olarak hesaplandigr goriilmektedir.
Mannotriyoz ve mannoheksoz sirasiyla 1081,68 ppm ve 1475,03 ppm olarak hesaplanmig
olup hakim MOS profili olarak belirtilmistir.

Rungruangsaphakun ve Keawsompong (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
Bacillus circulans ile B-mannanaz enzimi iretilerek kopra kiispesinden (copra meal)
MOS iiretimi i¢in hidroliz kosullar1 optimize edilmistir. Maksimum MOS {iretiminin,
16,52 U/mL enzim konsantrasyonunda, %15 substrat yiiklemesinde, 12 saat uygulama
siiresinde gergeklestigi ve 14,41 mg/mL (20 mL) olarak hesaplandig1 bildirilmistir.
Biiytik olgekli calisildiginda (200 mL ve 2 L), maksimum MOS miktarlarinin sirasiyla
15,76 mg/mL ve 16,89 mg/mL oldugu bildirilmistir. Ayrica yagi alinmis kopra unu
(copra meal) hidrolizatindan elde edilen MOS’lar bazi yararli mikroorganizmalarin
(laktobasil ve bifidobakteri) gelisimini destekledigi, bazi patojen mikroorganizmalarin
(Salmonella serovar, Esherichia coli, Staphylococcus aureus ve Shigella dysenteriae)
gelisimini de elimine ettii bildirilmistir. Sonu¢ olarak, kopra unu (copra meal)
hidrolizatinin endiistriyel o6lgekte MOS iiretimi i¢in potansiyel bir kaynak olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir.
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4.4.1. Viskozite Analizi Sonuclar:

Yapilan viskozite analizi sonucunda, kontrol olarak kullanilan enzimasyon
yapilmayan kahve Orneginin viskozitesinin 1,25 cP oldugu ve Cizelge 4.11.°de
gosterildigi tizere B-mannanaz ilavesi yapilan 6rneklerin viskozitelerinde diisiise neden
oldugu gozlemlenmistir.

Cizelge 4.11. f-mannanaz ile enzimasyon yapilan kahve ekstraktlarinin son durumdaki
viskozite dl¢iimleri (cP)

Ornek Viskozite (cP) Hiz % Tork  Shear Stres Shear Rate
1. Deneme 1,22 200 0,5 2,33 186
2. Deneme 1,25 200 0,5 2,33 186
3. Deneme 1,2 200 0,5 2,33 186
4. Deneme 1,06 200 0,5 2,33 186
5. Deneme 1,12 200 0,5 2,33 186
6. Deneme 1,18 200 0,5 2,33 186
7. Deneme 1,06 200 0,5 2,33 186
8. Deneme 1,18 200 0,5 2,33 186
9. Deneme 1,25 200 0,5 2,33 186
10. Deneme 1,25 200 0,5 2,33 186
Kontrol 1,25 200 0,5 2,33 186

Chauhan vd. (2014) kahve ekstraktinin ana polisakkarit bileseni olan mannanin
sebep oldugu yiiksek viskoziteyi ve bu yiiksek viskozite nedeniyle hazir kahve yapiminda
yer alan teknolojik isleme siirecindeki olumsuz etkileri giderebilmek amaciyla kahve
cekirdegi ve ticari kahve ekstraktlarindan izole edilen mannani, Bacillus nealsonii PN-
11°den fiiretilen alkali termostabil mannanaz enzimi kullanilarak hidroliz edilmistir.
Mannanin alkali kosullarda daha ¢6ziinlir olmasindan dolayr alkali termostabil bir
mannanazin hidroliz i¢in uygun oldugu belirtilmistir. Enzimatik hidroliz optimizasyonu
icin Cevap Yiizey Metodu (Response Surface Methodology, RSM) kullanilmistir.
Optimum kosullar olan 11,50 Umannanaz/g kahve ekstrakti enzim dozu, 44,50°C sicaklik
ve 35,80 dk siirede viskozitenin 2 kat (50 mPas’dan 26,00+1,56 mPas’a) diistigii
gbzlemlenmistir. Hidrolizin ilk baglarinda agirlikli olarak mannotetroz ve mannopentoz
olustugu, hidrolizin sonraki asamalarinda ise olusan ana reaksiyon iiriinlerinin
mannobiyoz ve mannotriyoz oldugu belirtilmistir. Bu sonuglara gore, iiretilen enzim
kahve c¢ekirdeklerinden elde edilen mannanmi pargalayabilmistir ve dolayisiyla
viskozitenin azalmasina neden olmustur. Bu nedenle biiyiik 6l¢ekli endiistriyel iiretimde
uygulanmasi, dondurarak kurutma sirasinda kullanilan enerji tiiketiminin azaltilmasina
yardimci olacagi ve kahve tiretiminde yer alan teknolojik prosesleri de daha ekonomik
hale getirilebilecegi belirtilmistir.

41



SONUCLAR S. BASMAK

5. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda, kahve icerdigi yiiksek mannan nedeniyle iniilinaz ve B-
mannanaz enzimlerini iiretmek ve ayni zamanda bu enzimleri kahve ekstraktlarina
uygulayarak FOS ve MOS iiretmek i¢in potansiyel bir kaynak olarak kullanilmasi
amaglanmistir. Enzimlerin iiretimi i¢in 4 farkli parametre (pH, sicaklik, kati:sivi orani ve
miks miktar1) belirlenmis olup Plackett-Burman Dizayn1 (PBD) kullanilarak deneme
deseni olusturulmustur. Bu deneme deseni kullanilarak iniilinaz ve [B-mannanaz
enzimlerinin Aspergillus niger A42 (ATCC 204447) ve rekombinant Aspergillus sojae
AsT3 (ATCC 11906) mikroorganizmalari kullanilarak mikrobiyal iiretimi KKF yontemi
kullanilarak gerceklestirilmistir.

Iniilinaz iiretimi sonucunda en yiiksek iniilinaz aktivitesi 564,0655+2,636 U/mg
ile 7 numarali denemeden, en diisiik iniilinaz enzim aktivitesinin ise 0,394+0,098 U/mg
ile 4 numarali denemeden elde edilmistir. Denemelerin tiimiiniin I/S oranlar
incelendiginde iniilinaz aktivitesi gdsterdigi goriilmiistiir. Istatistiksel analiz sonucunda
elde edilen Pareto grafiginde ve ANOVA analizinde, fermentasyon ile iniilinaz ve
invertaz iiretimi iizerine sicaklikligin istatistiksel olarak dnemli oldugu belirlenmistir.

B-mannanaz {iiretimi sonucunda en yiikksek B-mannanaz enzim aktivitesi
71.174+13,670 U/mg ile 6 numarali denemeden, en diisiik f-mannanaz enzim aktivitesi
ise 7,797+£5,514 U/mg ile 9 numarali denemeden elde edilmistir. 1, 2, 3 ve 4 numarali
denemelerde ise enzim aktivitesine rastlanmadigi goriilmiistiir. Istatistiksel analiz
sonucunda elde edilen Pareto grafigi ve ANOVA analizinde, fermentasyon ile (-
mannanaz liretimi lizerine sicakligin istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlenmistir.

Bu caligmada ayrica iniilinaz ve B-mannanaz enzimleri kullanilarak oligosakkarit
tretimi gerceklestirilmistir. French press kullanilarak demlenen kahve ekstraktlarina
(%20) iiretilen enzimler uygulanarak enzimatik hidroliz gerceklestirilmistir. Orneklerde
FOS, MOS miktar ve profil analizleri ve viskozite analizi gergeklestirilmistir.

Yapilan enzimasyon sonrasinda yapilan FOS analizi sonucunda yalnizca 1, 5, 6
ve 10 numarali orneklerde 1,1,1,-kestopentoza rastlanmistir. En yiiksek 1,1,1,-
kestopentoz 38,341 ppm ile 5 numarali denemeden elde edilmistir. 1, 5, 6 ve 10 numarali
orneklerde FOS miktarinin enzim ilavesi yapilmayan kontrol kahve 6rnegine gore artis
gosterdigi gortilmiistiir.

Enzimasyon sonrasinda yapilan MOS analizi sonucunda, enzim ilavesi
yapilmayan kontrol kahve 6rneginden elde edilen degerler incelendiginde, 44,593 ppm
mannotriyoz, 308,592 ppm mannotetroz ve 353,185 ppm toplam MOS hesaplanmustir.
Enzimasyon sonucunda en yiiksek mannobiyoz 109,662 ppm ile 8 numarali enzim
orneginden, en yliksek mannotriyoz 101,112 ppm ile 6 numarali enzim 6rneginden, en
yiiksek mannotetroz 391,016 ppm ile 8 numarali enzim 6rneginden ve en yiiksek toplam
MOS miktar1 ise 600,644 ppm ile 8 numarali enzim 6rneginden elde edilmistir. Sonuglar
incelendiginde 2 ve 3 numarali enzim 6rnekleri harig biitiin 6rneklerdeki MOS miktarinin
enzim ilavesi yapilmayan kontrol kahve Orneklerine gore artis gosterdigi gorilmiistiir.
Uretilen enzimler kahve ekstraktlarindaki MOS miktarmi artirmistir. Orneklere yapilan
viskozite analizinde, enzim ilavesi yapilmayan kahve O6rneginin viskozitesinin enzim
ilavesi gerceklestirildikten sonra diistiigli goriilmiistiir.
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Sonug olarak, kahve ve/veya atiklarimin kati kiiltiir fermentasyonunda katma
degeri yiiksek tiriinlerin tiretiminde potansiyel bir substrat 6zelligi tasidigi belirlenmistir.
Ayrica {retilen iniilinaz ve p-mannanaz enzimlerinin kahve ekstraktlarindaki
oligosakkarit miktarini artirdigi goriilmiistiir. Bu nedenle kahvenin ve/veya {irtinlerinin
prebiyotik aktivitesinin artirilabilecegi ve oligosakkarit profilinin enzimatik hidroliz
yoluyla zenginlestirebilecegi belirlenmistir.
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7. EKLER

EK-1 . Iniilinaz/Invertaz enzim analizinde kullanilan standart fruktoz kurvesi.
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EK-2. B-mannanaz enzim analizinde kullanilan standart mannoz kurvesi.
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EK-3. Seker analizinde kullanilan standart sakaroz ¢ozeltisi.
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EK-4. Iniilinaz enzimi i¢in standart protein kurvesi.
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EK-5. B-mannanaz i¢in kullanilan standart protein kurvesi.
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EK-6. 1,1,1-kestopentoz standart kurvesi.
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EK-7. MOS standart kurveleri; a)mannobiyoz standart kurvesi; b)mannotriyoz
standart Kkurvesi; c)mannotetroz standart kurvesi; d)mannopentoz standart
kurvesi; e)mannoheksoz standart kurvesi.
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