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OZET

ENDUSTRIYEL ATIKLARIN AZOT KAYNAGI OLARAK MANNANAZ
URETIMINDE KULLANIMININ ARASTIRILMASI

Ercan KARAHALIL

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Dog¢. Dr. Irfan TURHAN
Temmuz, 74 sayfa

Mikrobiyal mannanazlar bitki dokularindaki karmasik polisakkaritlerin
mannooligosakkaritler ve mannozlar gibi basit molekiillere hidrolizini sagladigindan
dolay1 biyoteknolojik olarak 6nem tasimaktadir. Gida ve yem teknolojisinde meyve
suyu berraklastirmasi ve maserasyonu gibi pek c¢ok uygulamalari vardir. Diisiik
maliyetli kaynaklarin kullanimiyla katma degeri yiiksek olan {iriinlerin tiretimi giderek
onem kazanmaktadir. Bir fermentasyon prosesi i¢in karbon ve azot kaynaklarinin en
Oonemli besin maddeleri oldugu iyi bilinmektedir. Fermentasyon besiyerlerinde
genellikle amonyum nitrat, amonyum nitrit, et ekstrakti, maya ekstrakti ve pepton gibi
pahali kaynaklar kullanilmaktadir.

Bu calismada, karbon kaynagi olarak kegiboynuzu ve glukoz kullanilarak
rekombinant Aspergillus sojae’den mannanaz enzimi {iretiminde ekonomik olarak
uygun bazi azot kaynaklarinin potansiyelinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla ii¢
tanesi hayvansal (et-kemik unu, balik unu ve tliy unu) dort tanesi bitkisel kokenli
(kirmiz1 mercimek, pamuk tohumu, misir zeini ve soya proteini) olmak tizere yedi farkli
materyal denenmistir. Fermentasyon ortamina bu materyaller {i¢ farkli oranlarda (%0.5,
%0.75, %1.0) ilave edilmisir. Gergeklestirilen fermentasyon galismalar1 neticesinde s6z
konusu materyaller ile ulagilan maksimum enzim aktiviteleri; Kirmizi Mercimek o 5):
247,11 U/ml, Pamuk Tohumusz1.0): 315.75 U/ml, Misir Zeiniee1.0): 228.17 U/ml, Soya
Proteinio.7s): 525,93 U/ml, Et-Kemik Unueo7s): 597.31 U/ml, Tity Unuer): 355.77
U/ml, Balik Unuz): 310.73 U/ml seklinde olmustur. Elde edilen veriler ke¢iboynuzu
ekstrakti kullanilarak yapilan denemelerden firetilen mannanaz enzim aktivite
degerlerinin glukoz substratinda yapilan denemelere gore daha yiiksek oldugunu
gostermistir. Calisgmadan elde edilen sonuglar, bu tip azot ve karbon kaynaklarinin
birlikte kullanildiginda pahali kaynaklara ekonomik bir alternatif olabilecegini
gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: f-mannanaz, alternatif kaynaklar, azot, karbon,
rekombinant Aspergillus sojae
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ABSTRACT

AN INVESTIGATION OF INDUSTRIAL WASTES UTILIZATION AS A
NITROGEN SOURCE ON MANNANASE PRODUCTION

Ercan KARAHALIL

M.Sc. Thesis in Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Irfan TURHAN
July, 74 pages

Microbial mannanases have become biotechnologically important since they
target the hydrolysis of complex polysaccharides of plant tissues into simple molecules
like manno-oligosaccharides and mannoses. They have found many applications in the
food and feed technology, such as fruit juice clarification, fruit maceration. Production
of value-added products by using low-cost sources have increasingly come into
prominence. It is well known that major nutrients are carbon and nitrogen for a
fermentation process. Medium are generally supplied from expensive sources such as
ammonium nitrate, ammonium nitrite, yeast extract, and peptone.

The aim of this study was to determine potential of some nitrogen sources which
are economically appropriate on mannanase production by recombinant Aspergillus
sojae using carob and glucose as carbon source. For this purpose, three of nitrogen
sources of animal origin (meat-bone meal, fish meal and feather meal) and four
vegetable sources (red lentil powder, cottonseed meal, maize zein, soybean protein),
seven different materials were assayed. Various quantities of these materials (0.5%,
0.75%, 1.0%) were added to fermentation media. Enzyme activity results obtained from
fermentations are given following: Red Lentil Powder(s): 247.11 U/ml, Cottonseed
Meala%): 315.75 U/ml, Maize Zeinuw): 228.17 U/ml, Soyabean Protein(,7su%): 525.93
U/ml, Meat-Bone Mealp7s%): 597.31 U/ml, Feather Mealuw): 355.77 U/ml, Fish
Meal(10): 303.83 U/ml. Results showed that fermentations carried out with carob pod
extract has higher manananase enzyme activity values than glucose substrate. Also,
obtained data indicated that this kind of nitrogen and carbon sources can be an
economical alternative to expensive sources when they are used with together.

KEYWORDS: f-mannanase, alternative sources, carbon, nitrogen, recombinant
Aspergillus sojae
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ONSOZ

Gilinimiizde biiylik bir ivme kazanan biyoteknolojik gelismeler ile birlikte
enzimler, organik asitler, etanol, antibiyotik gibi bir¢cok katma degeri yiiksek iiriiniin
farkli teknikler ile iiretimi hiz kazanmistir. Biyoteknolojik arastirmalarda her zaman
laboratuvar Olgeginde yapilan arastirma sonuclarinin  endiistriye aktariminin
hedeflendigi bilinmektedir. Ancak laboratuvar 6lgekli yapilan arastirmalarda kullanilan
saf materyallerin yiiksek maliyetler olusturmasi arastirmacilari alternatif kaynaklar
arastirmaya yoneltmistir. Ozellikle de biyoteknolojik ¢alismalar i¢in uygun igerige
sahip, bagka bir degerlendirme alani olmayan ya da dar bir degerlendirme alanina sahip
olan materyaller iizerine yapilan calismalar son yillarda yogunluk kazanmistir. Bazi
endiistrilerin yan tiriinii ya da atig1 olan materyaller bu sekilde hem gevresel problemlere
yol agmadan dogadan uzaklastirilmis hem de katma degeri yiiksek bir {iriiniin
tiretiminde kullanilarak {ilke ekonomisine biiyiik bir katki saglamis olmaktadir.

Enzimlerin bitkilerden ve hayvanlardan elde edilmesinin hem yiiksek
maliyetlerle hem de diisiik bir verimle miimkiin olabilmesi iiretim maliyetleri nispeten
az olan mikrobiyal enzim iiretimini 6ne ¢ikarmistir. Ayrica mikrobiyal enzimlerin daha
genis bir pH ve sicaklik araliginda calisarak etkinlik gostermesi mikrobiyal iiretim
tercihinin bir baska sebebi olmaktadir.

Mannanazlar; son yillarda ilag, kagit, besleme (feed), pulp, gida gibi genis bir
endiistriyel ~ uygulama  alanina  yayilmistir.  Ayrica  bazi  rekombinant
mikroorganizmalardan iiretilen mannanazlarin diinyaca {inlii birka¢ firma tarafindan
basarili bir sekilde {liretilmesi degerini daha da artirmastir.

Mezbaha atiklarmin belirli islemlerden gecirilmesiyle elde edilen rendering
tiriinleri besicilikte hayvan yemlerinin proteince zenginlestirilmesinde ve tarimsal
tiretimde yararlanilan giibrelerin formiilasyonlarinda uzun yillar kullanilmigtir. Ancak
1989 yilinda bazi hayvan hastaliklarina neden oldugu tespit edilen bu {iriinlerin 1996
yilindan itibaren FDA tarafindan biiyiikkbas hayvanlarin yem rasyonlarinda kullanimi
yasaklanmistir. Boylece yiiksek azot igerigine sahip bu liriinlerin giibre {iretimi diginda
herhangi bir kullanim alan1 olmamasi ve ¢evresel risk tagimalarindan dolayr yeni
degerlendirme alanlarina ihtiyag duyulmaktadir. Bilindigi gibi azotun mikrobiyal
gelisim i¢in besiyerinde bulunmasi zorunlu igeriklerden biri olmasit bu materyallerin
katma degeri yiiksek {rlinlerin iretimi i¢in  biyoteknolojik  ¢aligmalarda
kullanilabilirliginin arastirilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Akdeniz bolgesinde yaygin bir yetisme alanina sahip olan keciboynuzu
(Ceratonia siliqua L.) meyvesinin biyoteknolojik ¢alismalar agisindan uygun bir icerige
sahip olmasi ve saf karbon kaynaklarindan ¢ok daha ucuza temin edilebilmesi bu alanda
degerlendirilebilecek bir potansiyeli oldugunu gdstermektedir. Bu konuda son yillarda
yapilan arastirmalar da bu potansiyelin varligini kanitlar niteliktedir.

Bu calisma ile giderek kullanim alani daralan hayvansal atiklarin ve diisiik
maliyetli bitkisel materyallerin mikrobiyal mannanaz iiretiminde azot kaynagi olarak
kullanim olanaklariin belirlenmesi amacglanmistir. Ayrica ¢alismada glukoz disinda
karbon kaynag1i olarak keciboynuzu ekstraktt da kullanilarak alternatif azot



kaynaklarinin daha ucuz bir karbon kaynagi olan kegiboynuzu ekstrakti ile birlikte
kullanim potansiyeli incelenmistir. Bu tez c¢alismasinin endiistriye aktarilabilir
sonuglarin elde edilmesi ile daha sonraki yillarda yapilacak mannanaz enziminin
fermentasyon ortamindan ayrilmasi ve saflastirilmas: kapsamindaki arastirmalara da 11k
tutacak nitelikte bir calisma oldugu diisiiniilmektedir.

Bana bu konuyu arastirma firsat1 veren ve ¢alismanin zor agsamalarinda 6niimii
acarak hicbir zaman destegini esirgemeyen danmisman hocam Dog. Dr. Irfan
TURHAN’a, ¢alismanin bazi boliimlerindeki olumlu yonlendirmeleri nedeniyle Prof.
Dr. Mehmet INAN ve Yrd. Dog. Dr. Ersin AKINCI’ya, yine ¢alisma siiresince ciddi
yardimlarmni gordiigiim Yrd. Dog. Dr. Nedim TETIK ve Dog¢. Dr. Mustafa Kemal
USLU’ya, tavsiyelerinden istifade ettigim Ars. Gor. Hatice Reyhan OZIYICI ve Ercan
YATMAZ’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Ayrica ¢alismalarim = sirasinda  yardimlarini - esirgemeyen degerli ¢alisma
arkadaglarim Ars. Gor. Mustafa GERMEC, Ahmet Oktay KUCUKOZET, Ars. Gor.
Atike Nur DURAK ve Aysen Giiher Giindes’e tesekkiir ederim.

Aragtirmay! maddi olarak destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi'ne, 2210-C Oncelikli Alanlar Yiiksek Lisans Burs
Programi ile destekleyen TUBITAK’a, materyallerin temininde yardimci olan
Keskinoglu Tavukeuluk Isl. San Tic. A.S., Antbirlik Pamuk ve Narenciye Tarim Satis
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1. GIRIS

Diinya’da  degerlendirilme  olanaklar1  kisith  olan veya  tamamu
degerlendirilemeyen birgok tarimsal {irin, gida fabrikasi atiklari, basit sekerleri ve
polisakkaritleri iceren diger atiklar fermentasyon proseslerinde kullanilabilme
potansiyeline sahiptir. Saf kimyasallarin yan1 sira bu {iriin ve atiklarin kullanilmasiyla
birgok enzim, organik asit, vitamin, amino asit, alkol, antibiyotik ve antikor gibi
ekonomik degeri yiiksek triinler fermentasyon yoluyla iiretilmektedir. Fermentasyon
caligmalarinda saf kimyasallarin kullannominin maliyetli olusu ve ayrica tarimsal
tirtinlerin organik atiklarinin degerlendirilmesi gibi ekonomik ve ¢evreci yaklasimlar,
alternatif olarak dogal iirtinleri hammadde olarak kullanmaya olan ilgiyi artirmistir. Bu
alanda pamuk tohumu, seker pancari, melas, seker kamisi, keciboynuzu ekstraktr ve
musir gibi birgok bitkisel materyal yaygin olarak kullanilmaktadir.

Enzimler, hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden protein yapisinda
molekiillerdir. Hiicrelerde ¢ok Onemli metabolik gorevleri olan enzimler g¢esitli
amaglarla kullanilmak {izere giinliik ve ekonomik hayata girmistir. Endiistrinin pek ¢ok
alaninda  kullanilan  enzimler genellikle fermentasyon teknigi kullanilarak
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bunun nedeni mikrobiyal kaynakli enzimlerin
bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere nispeten katalitik aktivitelerinin ¢ok yiliksek
olmasi, istenmeyen yan iriin olusturmamalari, fazla miktarda elde edilebilmeleri, daha
stabil ve ucuz olmalaridir.

Son yillarda enzim gibi ekonomik degeri yiiksek iriinlerin tretimi igin
gerceklestirilen fermentasyon calismalarinda temel hedef, iiretim sartlarinin en diisiik
maliyetle yiiksek saflikta enzim iiretimini saglayacak sekilde optimize etmektir. Bu
nedenle saf kimyasallarin maliyeti artirdigi fermentasyon calismalarinda yenilenebilir
dogal kaynaklarin kullanim potansiyelinin belirlenmesi de giiniimiizde O6nem
kazanmustir.

Mannanazlar hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda olusan dogal bir
bilesiktir. Bununla birlikte mikroorganizmalar hizli gelisimleri, besiyeri ortaminin ¢ok
biiyiilk olmamas1 ve genetik miidahalelerin kolay yapilabilmesi agisindan en yliksek
potansiyele sahip enzim kaynagi olarak tercih edilmektedir. Biyoteknolojik olarak
iretilen mannanaz enzimi ilag, kimya, tekstil ve gida endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmaya baslanmis olup, enzimin saf kimyasallar veya dogal kaynaklarla iiretimi
lizerine yabanci kaynakli arastirict ve firmalar g¢esitli ¢alismalar gerceklestirmekte ve
gelistirdikleri yeni teknolojileri de patent altina almaktadirlar. Benzer sekilde tilkemizde
de enzim ireten birgok mikroorganizmanin farkli ortamlardan izolasyonu,
karakterizasyonu ve tiretimi ile ilgili ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir. Ayrica dogal
olarak bu enzimleri iireten mikroorganizmalarin ilgili genleri tespit edilerek daha
yiiksek miktarda enzim liretme kapasitesine sahip rekombinant mikroorganizmalarin
tiretimine yonelik ¢aligmalara da hiz verildigi bilinmektedir.

Bu ¢alismada tamamina yakini giibre ve kismen yemlerin zenginlestirilmesinde
kullanilan rendering iirlinleri (islenmis mezbaha atiklari) ile yiiksek azot icerigine sahip
bazi bitkisel materyallerin mannanaz iiretiminde azot kaynagi olarak kullanim
olanaklar1 arastirilmistir. Ayrica degerlendirilme olanaklar1 son 20 yilda biraz daha



azalan mezbaha atiklarinin herhangi bir ¢evresel soruna yol a¢gmadan dogadan
uzaklagtirilmas: ve ekonomik dongiiye yeniden katilimi saglanmak calismanin temel
hedeflerinden birini olusturmaktadir.

Daha oOnce yapilan ¢alismalar ile biyoteknolojik acgidan uygun igerige sahip
oldugu belirlenmis olan Kegiboynuzu (Ceratonia siliqua L.) iilkemizde Akdeniz
ikliminin hakim oldugu bolgelerde yetisen, diisiik maliyetli bir meyvedir.

Bu projede karbon kaynagi olarak kegiboynuzu ekstrakti ve glukozun farkli
alternatif azot kaynaklari ile rekombinant Aspergillus sojae (ATCC 11906) kullanilarak
derin kiiltir fermentasyonunda mannanaz tretimleri gerceklestirilmistir. Bu enzim
birgok bakteri ve kiif tarafindan iretilmektedir. Aspergillus fumigatus (IMI 385708)
endo-B-1,4-mannanaz iireten dogal bir patojen fungal mikroorganizmadir. Ancak bu
mikroorganizmanin patojen olmasi nedeniyle, irettiZi mannanaz enzimi gida
endiistrisinde kullanilamamaktadir. Uretilen enzimin gida endiistrisinde kullanilabilmesi
icin kullanilan mikroorganizmanin GRAS (Generally Recognized As Safe) listesinde
yer almasi gerekmektedir. Bu nedenle Aspergillus fumigatus (IMI 385708)
mikroorganizmasinin endo-f-1,4-mannanaz geninin proteini kodlayan bdolgesi izole
edilerek toksin tiretmedigi i¢in GRAS listesinde yer alan Aspergillus sojae 'ye transfer
edilmis ve yiiksek seviyede endo-p-1,4-mannanaz tireten rekombinant Aspergillus sojae
(ATCC 11906) gelistirilmistir. Ayrica bu yeni sus endo-p-1,4-mannanaz iireten dogal ve
rekombinant mikroorganizmalar arasinda en yiiksek endo-f-1,4-mannanaz aktivitesine
sahip fungal kaynakli bir sustur.

Alternatif azot ve karbon kaynaklari ile biyoteknolojik iirlinlerin {iretiminde
maliyetlerin disiiriilmesine yonelik ¢alismalarin yapildig: bilinmektedir. Ancak yapilan
literatiir taramalar1 neticesinde islenmis hayvansal kati atiklar (et-kemik unu, tiiy unu,
tirnak tozu, tavuk unu, et unu v.b) ve ucuz bitkisel materyaller ile mannanaz tiretimine
yonelik daha dnce herhangi bir ¢alismanin yapilmamis oldugu goriilmiistiir. Yapilan bu
calisma ile s6z konusu iriinlerin daha yiiksek bir ekonomik deger kazanacagi ve bu
konuda daha sonraki yillarda yapilacak kapsamli c¢aligmalara 151k tutacagi
diistintilmektedir.



2. KURAMSAL BIiLGIiLER VE LITERATUR TARAMALARI

Uretim sartlarim en diisiik maliyetle en yiiksek saflikta enzim iiretimini
saglayacak sekilde optimize etmek son yillarda yapilan fermentasyon c¢alismalariin
temel amacini olusturmaktadir. Fermentasyon yoluyla iiretilen enzimlerin endiistrideki
kullanim alanlar1 giderek genislerken iiretimin daha diisiik maliyetlerle yapilabilirligi de
arastirilmaya devam etmektedir. Laboratuvar ortamindaki ¢aligmalarda kullanilan
kimyasallarin maliyet agisindan endiistriyel iiretim i¢in uygun olmamasi alternatif
kaynaklarin arastirilmasint giindeme getirmis ve yenilenebilir dogal kaynaklarin
kullanim potansiyelinin belirlenmesi de son yillarda buna paralel olarak ©nem
kazanmistir.

2.1.  Besiyeri Ortaminin Bilesimi ve Mikrobiyal Gelisim icin Onemi

Besiyeri tasarimi endiistriyel dretimlerde ve laboratuvar c¢aligsmalarinda
mikrobiyal gelisim igin en kritik islemlerden birisidir (Stanbury 2003). Kullanilan
mikroorganizmanin en kisa siirede gelisimini saglayarak hedef iirlinii en kisa siirede
elde etmek icin besiyeri ortaminda bulunmasi gereken bilesenler i¢in optimizasyon
caligsmalar1 yapilmaktadir.

Mikrobiyal gelisim i¢in en fazla ihtiya¢ duyulan iki bilesenin karbon ve azot
oldugu bilinmektedir. Bunun yaninda vitaminlerin ve bazi elementlerin (K, P, Ca v.b)
de fermentasyon ortaminda bulunmasi gelisim i¢in zorunlu olmamakla birlikte
genellikle olumlu etkilemektedir. Dolayisiyla mikrobiyal gelisim i¢in ortama ilave
edilen unsurlari iki grupta kategorize edebilmek miimkiindiir:

a) Major Besinler (¢ok miktarda gereksinim duyulan bilesenler): Karbon, Azot
b) Minor Besinler (az miktarda gereksinim duyulan bilesenler): Vitaminler, K, P,
Ca, Mg, Fe vb.

2.1.2. Karbon kaynaklari

Karbon, bakterilerde bulunan mikro ve makro-molekiillerin yapisina girdiginden
ihtiya¢ duyulan 6nemli bir elementtir. Ototrof mikroorganizmalar karbon kaynagi igin,
inorganik bilesiklerden ve heterotroflar ise organik bilesiklerden yararlanirlar. Inorganik
ve organik karbonlu bilesiklerin ayrigmasindan kendileri igin gerekli olan enerjiyi
saglarlar. Bazi mikroorganizmalar (paratroflar) enzim yetersizligi veya kendilerindeki
mutasyonlarin bir sonucu olarak ortamdaki karbonlu bilesiklerden yararlanamadiklar
i¢in bunu ancak 6zel kaynaklardan saglamaktadirlar (Arda 2000).

2.1.2.1 Saf karbon kaynaklari

Saf karbon kaynaklar1 laboratuvar olgeginde yapilan ¢alismalar i¢in uygun
olmalarina ragmen endiistriyel ¢aptaki tiretimler icin yliksek maliyetleri nedeniyle sorun
olusturmaktadirlar. Bugiline kadar yapilmis ¢alismalarda kullanilan saf karbon
kaynaklarina hidrolize nisasta, laktoz (Erkmen vd 2010), D-glukoz, galaktoz (Mabrouk
ve Ahwany 2008), fruktoz (Ageel 2010), guar gam (Manjula vd 2010, Mou vd 2011),



kegiboynuzu gami (Kote vd 2009), konjak mannan (Lin vd 2007), pepton (Mohamad vd
2011) ve tripton (Yang vd 2009a) drnek verilebilmektedir.

2.1.2.2. Alternatif karbon kaynaklari

Saf karbon kaynaklarinin biiyiik Ol¢ekli calismalarda {iretim maliyetlerini
artirmasi ¢esitli endiistri kollarinin atiklar1 ya da yan {irtinleri basta olmak {izere bir¢ok
diisiitk maliyetli materyalin biyoteknolojik ¢alismalar i¢in uygunlugunun arastirilmasini
glindeme getirmistir. Bu amagla gliniimiizde melas, kahve atig1, seker pancari, seker
kamisi, bugday kepegi, yenidiinya c¢ekirdegi, keciboynuzu posast gibi pek c¢ok ucuz
materyalden yararlanilmaktadir.

a) Keciboynuzu meyvesinin iiretimi, bilesimi ve biyoteknolojik elverisliligi

Kegiboynuzu (Ceratonia siliqua L.) Fabaceae familyasinin Ceasalpinaceae alt
familyasina dahil ¢ok yillik bir bitkidir ve Akdeniz ikliminin hakim oldugu bolgelerde
yetismektedir (Segmen 1974; Se¢gmen 1975). Ulkemiz kegiboynuzunun anavatan
bolgesi igerisinde yer almasi nedeniyle gen kaynaklari agisindan biiyiik bir avantaja
sahiptir. Bu durum, {ilkemiz kosullarinda yapilan seleksiyon calismalari ile de ortaya
konmus ve iilkemizin 6zellikle yabani tipler agisindan ¢ok zengin oldugu bildirilmistir
(Battle ve Tous 1997). Diinyada kegiboynuzu yetistiriciligi yapilan toplam {iretim alani
103,147 ha civarinda olmakla beraber, Avrupa’daki Akdeniz kiy1 seridinde bulunan
iilkelerin toplam iiretim alan1 100,000 ha dolayindadir. Tiirkiye’de ise 2,800 ha {iretim
alan1 bulunmaktadir (Anonim 2009). Diinya’da toplam keciboynuzu iiretiminin 186,466
ton/yil oldugu tahmin edilmektedir. Bu iiretimin %42’si Ispanya, %16’s1 Italya, %8’i
Fas, %6’s1 Portekiz, %6.5°1 Yunanistan, %5.5 Kibris (6zellikle de Kuzey Kibris Tiirk
Cumbhuriyeti) ve %4.8’1 Tirkiye’de gerceklesmektedir. Tirkiye, Kibris ile birlikte
yaklasik 20,000 ton ke¢iboynuzu iiretmektedir (Anonim 2009).

Kegiboynuzu meyvesi tiiketim olgunluguna ulastiginda %91-92 toplam kuru
madde ve %62-67 ¢6ziiniir kuru madde (CKM) igcermekte olup, CKM’nin 6nemli bir
boliimiinii sakkaroz (%34-42), fruktoz (%10-12) ve glukoz (%7-10) olusturmaktadir
(Karkacier ve Artik 1995). Bu 6zelliginden dolay1 dogal haliyle preslenmesi miimkiin
olmayan keciboynuzu meyvesi sicak su ile ekstrakte edilerek lilkemizde uzun yillardan
beri pekmez iiretimine islenmektedir. Ancak zengin karbonhidrat, protein, pektin ve
mineral madde kaynagi olan kegiboynuzu meyvesinin posast hayvan yemi rasyonlarina
katilmas1 disinda degerlendirilmemekte; {irliniin yogun bir aromaya sahip olmasi
nedeniyle de yem rasyonlarina sinirli miktarlarda katilmakta ve onemli bir kisim
atilmaktadir. Bu nedenle uygun igerige sahip bu meyvenin ekstraktinin biyoteknolojik
yontemlerle ozellikle de fermentasyonla degerlendirilebilecek niteliklere sahip oldugu
bilinmektedir.

Fermentasyon ortaminda substrat olarak kullanilan keg¢iboynuzu ekstrakti ile
etanol, laktik asit ve enzim dretimleri iizerine c¢aligmalar yapilarak meyvenin bu
konudaki potansiyeli de ortaya konulmustur (Turhan vd 2010). Ayrica kegiboynuzu
meyvesinden igki ispirtosu {retimi iizerine Yyiriitilmiis ancak g¢alismalar ileriye
gotiirilememis; endiistriye adapte edilebilecek nitelikte sonuglara ulasilamamistir
(Yazicioglu vd 1983).



b) Diger alternatif karbon kaynaklari

Biyoteknolojik calismalarda keg¢iboynuzu ekstrakti disinda pek cok alternatif
karbon kaynagi kullanilmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda melas (Ozturk 2008),
arpa (Erkmen 2010), misir (Erkmen 2010), bugday kepegi, seker kamisi kiispesi, hurma
surubu, piring kabugu (Yasina 2010), palm c¢ekirdek i¢i kalibi (Aziz vd 2008;
Abdeshanian vd 2009; Rashid vd. 2010) ve musir likortiniin (Zheng vd 2012)
kullanildig: bildirilmistir.

2.1.3. Azot kaynaklari

Azot, mikroorganizmalardaki ¢esitli molekiillerin yapisina girmesinin yani sira
enzimler, gelisim faktorleri, niikleik asitlerdeki piirin ve pirimidin bazlarinda da
bulunmaktadir. Bu nedenle mikrobiyal gelisim agisindan 6nemi biiyilik olan bu elementi
bakteriler ¢esitli kaynaklardan (amonyum tuzlari, organik asitler, amino asitler, vb.)
temin ederler. Mikroorganizmalarin azota olan gereksinmeleri genellikle degisiklik
gostermektedir. Bazi mikroorganizmalar (Azotobakterler, Rhizobium tiirleri, vb.),
havadaki gaz halinde bulunan azotu fikse ederek bundan organik molekiiller
yapabilmektedirler. Nitrat ve nitritler de azot kaynagi olarak kullanilan maddeler
arasindadir. Besiyerlerinde inorganik azotun kullanilmasi pH iizerine etkili olabilir.
Ortamdaki nitratlar ayriginca genellikle asitlik diiser ve pH yiikselir (Arda 2011).

2.1.3.1. Saf azot kaynaklari

Saf karbon kaynaklar1 gibi saf azot kaynaklar1 da arastirma amaci tagiyan kiigiik
Olcekli tiretimler i¢in uygun olmakla birlikte endiistriyel iiretim i¢in maliyet yiikiinii
artirmaktadir. Bu yiiksek safliktaki materyallere pepton, maya ekstrakti, et ekstrakti,
amonyum nitrat, amonyum nitrit, amonyum siilfat, sodyum nitrat, potasyum nitrat, {ire,
kazein hirolizat1 5rnek olarak verilebilir (Oztiirk 2008; Ageel 2010).

2.1.3.2. Alternatif azot kaynaklari

Fermentasyon ¢aligmalarinda kullanilan dogal azot kaynaklariin kilogram fiyati
4 - 5 TL olurken bunlardan iiretilen mannanaz enziminin gram fiyati yaklagik 1000
dolar olarak karsimiza ¢ikmasi alternatif kaynak arastirmalarinin ne kadar biiyiik bir
oneme sahip oldugunu net bir sekilde gostermektedir. Mikrobiyal enzim iiretiminde
alternatif azot kaynaklar1 kullanilabilmektedir.

a) Hayvansal alternatif azot kaynaklar:

Mezbaha, et kombinasi gibi et iiretim tesislerinde kesim sonrasi insan tiiketimine
uygun irliniin disinda 6nemli bir miktarda kat1 atik kalmaktadir. Yapilan aragtirmalar,
ortalama randimanda bir biiylikbas hayvandan tiim hijyenik ve biyolojik kurallar
uygulandiginda canli agirliginin % 55'i oraninda insan tiiketimine uygun materyal elde
edilebilecegini, bunun yaninda net agirliginin % 34\ kirmizi et, % 16's1 kemik, % 16's1
deri ve deri yaglari, % 16's1 sakatat, % 4'i yagh dokular, % 3'i kan ve geri kalan kisim
ise boynuz, tirnak, kafatasi, ayak ve sindirimdeki maddelerden olustugunu ortaya
koymaktadir (Ertugrul 2000). Ayrica gesitli incelemelerde 100 biiyiikk bas hayvandan



ortalama 3 ton atik ¢iktigi bildirilmistir (Aslantas 2004). Bundan dolayr kirmizi et
sektoriindeki  girisimciler de yatirnmlarimin = verimliligi agisindan bu atiklar
degerlendirecek ek tesisler agmak zorunda kalmistir (Ertugrul 2000). islenmedikleri
takdirde ¢evre kirliligi sebebi olan bu hayvansal atiklar (deri, kil, boynuz, tirnak, kan,
kikirdak, kemik vb.) belirli islemlerden gecirilerek kozmetik triinleri, sabun, mum,
endiistriyel yag asitleri ve gliserin iiretiminde kullanilan forma déniistiiriilebilmektedir.
Ancak bu degerli iirlinlerin iretiminin kat1 hayvansal atiklarin ¢evreden tamamen
uzaklastirilmasinda  yetersiz  kalmasit  uzmanlar1  farkli  alanlarda  nasil
degerlendirilebilecegine yonelik arastirmalara sevk etmistir.

Basta A.B.D olmak flizere bir¢ok ileri sanayi iilkesi hayvansal kati atiklarin
tamaminin islenmesiyle ¢evresel ve ekonomik fayda saglayan rendering (par¢alama,
eritme) tesisleri kurmustur. Bu atiklar sterilizasyon, yag ayirma, kurutma, 6giitme gibi
islemlere tabi tutup toz haline getirilmektedir (NRA 2000). Toz formuna getirilen bu
tirtinler, giibrelerin katkilanmasi ve besicilikte faydalanilan bazi yemlerin proteince
zenginlestirilmesinde kullanilmaktadir. Yiiksek oranda azot igerigine sahip ve oldukga
diisitk maliyetli olan rendering lriinleri (kemik unu, kabuk-tirnak unu, kan unu, et-
kemik unu, tiiy unu vb.) iilkemizde de yogun olarak bu iki alanda kullanilmaktadir.

Halk arasinda deli dana hastaligi olarak da bilinen Bovine spongiform
encephalopathy (BSE)’nin 1980°li yillarin sonlarina dogru ortaya ¢ikmasi ve 1996
yilinda biliyik kayiplara yol a¢masi nedeniyle rendering drlinlerinin ruminant
beslenmesinde kullanimi FDA tarafindan yasaklanmistir (Hamilton 2000). Ayrica
hayvansal atiklarda hem dogal olarak bulunan hem de rendering islemleri sirasinda
yiiksek miktarlarda olusabilen dioksinin tespit edilmesi bu {irinlerin kullanim
alanlarinin daha da daralmasina neden olmustur (Aydin 2000). Cevresel ve ekonomik
kaygilar arastirmacilar1 bu {rlinlerin degerlendirilebilecegi alternatif alanlarin
arastirilmasina sevk etmistir.

Son yillarda biyoteknolojik ¢aligmalarda alternatif azot kaynagi olarak kullanilan
rendering triinleriyle gerceklestirilen caligmalardan verimli sonuglar elde edilmistir.
Katma degeri yiiksek iiriinler olan etanol ve laktik asit {iretiminde kullanilarak
endistriyel {iretim igin maliyetlerin diismesine katki saglamistir (Turhan 2009).
Oniimiizdeki yillarda diisiik maliyetli birer azot kaynagi olarak daha farkli galismalarda
da kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

b) Bitkisel alternatif azot kaynaklar:

Biyoteknolojik proseslerde alternatif azot kaynagi olarak hayvansal atiklarin
yant sira farkli ucuz bitkisel kokenli materyallerden de yararlanilmaktadir. Bunlardan en
sik kullanilanlarin soya fasiilyesi, misir, maserasyon sivisi, gluten, pamuk tohumu,
kirmizi mercimek, bugday kepegi oldugu bildirilmistir (Erkmen 2010; Reddy 2005;
Reddy vd 2006; Reddy vd 2007a; Reddy vd 2007b).



2.2. Sivi Faz (Derin Kiiltiir) Fermentasyon Yontemi, Avantaj ve Dezavantajlari

Fermentasyon yoluyla metabolit liretiminde bir¢ok yontem vardir. Fermentasyon
islemleri genel olarak derin kiiltiir ve kat1 kiiltiir olmak {izere ikiye ayrilabilir. Bu iki
islem arasindaki temel farklilik substrattaki serbest su miktanidir. Katt kiiltiir
fermentasyonu serbest su bulunmayan nemlendirilmis kat1 substratlar tizerinde
mikroorganizma gelisimini ve metabolik faaliyeti ifade eder. Bu fermentasyonda
mikroorganizma, gelisimi i¢in gerekli suyu substratin i¢indeki nemden karsilar
(Mitchell vd 2000). Derin kiiltiirde ise gergeklestirilen fermentasyon islemlerinde
substrat miktart 50 g/I'nin tlizerine ¢ikmamaktadir ve ayni zamanda substrattaki nem
orani %12’nin altina diismemektedir (Robinson vd 2001).

Sivi kiiltiir fermentasyonlar1 mikroorganizmanin steril sivi besiyerine inokiile
edildigi bir tekniktir. Endiistriyel enzimlerin iiretilebildigi bu fermentasyon yontemi,
icinde yiiksek konsantrasyonda oksijen ve zengin bir sivi besiyeri bulunan kapali
tanklarda daha 6nceden se¢ilmis organizmanin (bakteri, kif veya maya) dikkatlice
gelisiminin saglanmasinit kapsamaktadir (Nundurkar vd 2012). Genellikle paslanmaz
celikten yapilmis silindirik tanklarin kullanildig: derin kiiltiir tekniginde yeterli diizeyde
karistirma ve havalandirmanin yapilmasi biilyiik éneme sahiptir. Inokiilasyon ile ortama
verilen milyonlarca hiicre ve sporun her biri fermentdrdeki besiyerinde iireme odaklari
olusturarak hizla tireyip besin elementlerini biyokiitleye doniistiirtirler (Scragg 1988).
Fermentasyon siiresince besinleri pargalayan organizma, ortama arzu edilen hedef tiriinii
(enzim, etanol, organik asit vb.) salgilamaktadir. Salgilanan bu iriin fermentasyon
sonrasinda gesitli islemler ile ortamdaki safsizliklardan arindirilarak elde edilmektedir.

Derin kiiltiir yonteminde tiim hiicreler ortamin fiziksel ve kimyasal
kosullarindan ayni oranda etkilenir ve substrat ile dogrudan temas halindedir.
Fermentasyon siiresi bakimindan yiizey kiiltiir yonteminden daha kisa siireli olan derin
kiiltiir yonteminin kullanildig1 diizenek kompleks ve pahalidir (Muhtar 2000). Siv1 faz
fermentasyonlarinin  bir diger dezavantaji da maliyet agisindan kati faz
fermentasyonlarina oranla daha yiiksek maliyet gerektirmesidir (Ozsélen 2010).

2.3. Mikrobiyal Gelisim Faktorleri

Fermentasyon c¢aligmalarinin basariya ulasmast i¢in mikroorganizmanin
metabolit liretme ve hiicre gelisimi i¢in ihtiya¢ duydugu tiim bilesikler fermentasyon
ortaminda uygun formda ve miktarda bulunmalidir (Brock 1984). Ancak organizma igin
gerekli olan bu igerikler inhibe edici etki gosteren herhangi bir unsur icermemelidir.

Gelisim faktorler: mikroorganizma tarafindan sentezlenmeyen ve bundan dolay1
disaridan ilave edilmesi gereken materyallerdir. Enzimlerde kofaktor olarak yer alan bu
materyaller vitaminler ve niikleik asitlerin yapisinda bulunabilmektedirler. Endiistriyel
besiyeri tasariminda saf formlarmin kullanilmasi olduk¢a pahali oldugundan major
bilesikleri dogal olarak yapisinda bulunduran materyaller kullanildigindan gelisim
faktorleri fermentasyon oOncesinde besiyerleri ortamina diisik miktarlarda ilave
edilmektedir (Okafor 2007) (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1. Fermentasyon calismalarinda besiyerine ilave edilen gelisim faktorleri ve

kaynaklari
GelisimFaktorii Gelisim Faktoriiniin Kaynag
Vitamin B Piring parlatma islemi, bugday 6zii, mayalar
Vitamin B: Tahuillar, Misir step likorii
Vitamin Bg Maisir step likorii, mayalar
Nikotinamid Karaciger, penisilin likorii
Pantotenik Asit Maisir likorii
Vitamin Bi, Karaciger, silaj, et

2.4.  Enzimlerin Endiistriyel Onemi ve Mannanazlar

Enzimler, dogal olarak canlilar tarafindan sentezlenen ve tamami ya da bir kismi
protein yapisinda olan biyo-molekiillerdir (Uhlig 1998). Canli hiicredeki biitiin
biyokimyasal tepkimeler enzimlerin kontrolii ve diizeni altinda gerceklesmektedir.
Enzimler yasam ve canhiligin devami icin temel unsurlardir. Insanlar tarafindan
tilketilen bitkisel ve hayvansal kaynakli gida maddelerinin; yapi, renk, tat ve koku
ozellikleri, besleme degerleri lizerinde olumlu ya da olumsuz etkileri s6z konusudur.
Fermente gidalarin iiretimi, etkin mikroorganizmalarin icerdikleri enzimlerin aktiviteleri
sonucunda gergeklesmektedir. Gilinimiizde gida endiistrisinde kullanilan ticari enzim
preparatlar1 bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Ayn1 zamanda
gida analizlerinde de yararlanilan enzimler endistriyel atik ve artiklarinin
degerlendirilmesinde de kullanilarak ¢evre kirlenmesinin  Oniine  geg¢ilmeye
calisilmaktadir (Bilisli 2009).

Gegmisten giinlimiize kadar enzimlerin ¢ok farkli kaynaklardan elde edildigi
goriilmektedir. Bunlar bitkisel, hayvansal ya da endistriyel anlamda ihtiyact
karsilayabilen mikrobiyal kaynakli enzimlerdir (Gupta vd 2003). Ancak endiistriyel
alanda kullanilan enzimler agirlikli olarak mikroorganizmalardan izole edilmektedir.
Bunun nedeni, mikroorganizma kaynakli enzimlerin katalitik aktivitelerinin yiiksek
olmasi, istenmeyen yan {irlin olugturmamalari, daha stabil ve daha ucuz olmalar, biiytik
boyutlarda ve yiiksek saflikta elde edilebilme gibi avantajlara sahip olmasidir. Ornegin
mikrobiyal enzimler ekstrem sicaklik ve pH degerlerinde ¢ok yiiksek diizeyde aktivite
gosterirler (Wiseman 1987; Horikoshi 1999).

Bitkisel ve hayvansal enzimlerin endiistriyel ihtiyaci karsilayamamasi, bu
alandaki ilginin artan bir sekilde mikrobiyal enzimlere yo6nelmesini saglamistir.
Mikroorganizmalar, biyokimyasal ¢esitlilikleri ve genetik manipiilasyonlara uygunlugu
gibi sebeplerden dolay1r miikemmel bir enzim kaynagi olarak degerlendirilmektedir (Rao
vd 1998). Endiistride kullanilan enzimlerin yaklasik %90°1 mikroorganizmalarin
fermentasyonu ile tiretilmektedir (Godfrey ve West 1996).

Bircok gida fermentasyonu icin dogu iilkelerinde enzim kaynag: olarak ipliksi
mantarlar kullaniimaktadir. Bati iilkelerinde ise modern anlamdaki mikrobiyal enzim
teknolojisinin 1896’da ‘takadiastase’in ticareti ile basladigi bilinmektedir. Bu dogu
toplumlarindan bati diinyasina 6nemli bir teknolojik transfer olmustur (Aygan 2008).



2.4.1. Mannanazin endiistriyel uygulamalari

Fermentasyon yoluyla elde edilen mikrobiyal mannanaz gida, yem ve deterjan
endistrisinde son zamanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarin
genetik olarak degistirilebilmesindeki gelismelerle yeni ve istenilen iiriinleri iiretebilme
yetenegine sahip mannanaz {retiminin imkanlarinda gelisme saglanmistir. Toplu
iiretimi daha kolay oldugundan, ekstraseliiler mannanaz 6nemli bir ticari degere sahiptir.
Mannanaz genellikle gidalarin viskozitesinin azaltilmasi, meyve suyu iretiminde
berraklagtirma ve maserasyon iglemlerinde, yem sanayi, kagit ve pulp endiistrilerinde
aga¢ hamurunun enzimatik agartilmasinda, instant kahve {iretilmesinde, deterjan ve
tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Mikroorganizmalarin genetik olarak degistirilebilmesindeki gelismeler yeni ve
istenilen {rlinleri {retebilme yetene§ine sahip mannanaz {iretiminin imkanini
saglamistir. Rekombinant mannanazlarin gelisimi ve PandG, ChemGen ve Genencor
firmalar1 tarafindan bu {irlinlerin ticarilestirilmesi biyoteknoloji ve modern
mikrobiyolojideki basarili uygulamalara ¢ok giizel bir 6rnektir. Ayrica diinya genelinde
birkag ticari firma basarili bir sekilde mannanaz ile ilgili olarak piyasada yerini almistir.
Toplu iiretimi daha kolay oldugundan, ekstraseliiler mannanaz énemli bir ticari degere
sahiptir.

a) Kagit ve seliiloz endiistrisi

Mannanaz, en fazla yumusak dokulu agaclarin pulpunun enzimatik
agartilmasinda galaktomannanin parcalanmast i¢in kullanilir. Agac liflerinden elde
edilen ligninin ekstraksiyonu ve ¢oziinen pulpun agartilmasi kagit endiistrindeki en
onemli basamaktir. Alkali kosullarda pulpa uygulanan 6n islemin lignine kovalent bagh
hemiseliilozlar1 hidrolize ettigi ve bdylece ligninin sonradan giderilmesinin kolaylastig1
bilinmektedir (Dhawan ve Kaur 2007). Ayrica, kagit hamuru iretimi asamasinda
yiiksek sicakliklar tercih edilir. Termofilik mannanazlar i¢ stabilitelerinden dolay1
mezofilik mannanazlara gore bdyle yiiksek sicakliklarda oldukga fazla avantaj saglarlar.
Bunun yaninda mannanazin, kagit hamurunun parlakligint arttirmak igin klorsuz
agartma prosesinde hidrojen peroksite olan ihtiyacin azaltilmasinda da kullanildig:
bildirilmektedir (Dhawan ve Kaur 2007).

b) Instant kahve iiretiminde kullanim

Mannan kahve ekstraktinin ana bileseni olup ekstraktin yiiksek vizkozitesinden
de sorumludur. Bu ise teknolojik olarak hizli ¢oziinebilir kahve {iretimini olumsuz
etkileyen faktorlerden bir tanesidir. Farkli mannanaz preparatlari kahve mannanlarinin
hidrolizi i¢in kullanilir. Boylece kahve ekstraktinin vizkozitesi 6nemli oranda diiser.
Mannanaz, instant kahve {retiminde dondurarak kurutma boyunca jel formu
olusumunun engellenmesi i¢in ve sivi kahve ekstraktinda bulunan galaktomannanlari
hidroliz amaciyla da kullanilabilir (Sachslehner vd 2000, Nicolas vd 1998).



C) Deterjan endiistrisinde kullanim

Karbohidrazlarm deterjanlarda kullanimi oldukg¢a iyi bilinmektedir. Ozellikle
amilaz ve seliilazlar en yaygin kullanimi olan enzimlerdir. Son yillarda alkali stabil
mannanazlar leke ¢ikaric1 giliclendiriciler olarak deterjanlarda kullanilmaktadir.
Mannanazlarin, gamlar gibi (galaktomannanlar, glukomannanlar ve guar gam) mannan
iceren materyalleri hidrolize ettikleri bilinmektedir. Mannan igeren lekeler genellikle
uzaklastirilmasi zor lekelerdir. Clinkii mannanlarin seliiloz liflerine tutunma egilimleri
vardir ve bundan dolay1 pamuklu {iriinlere baglanirlar. Ayrica mananin zamklama etkisi
de vardir. Bunun anlami yikama boyunca serbest kalan kati partikiiller gériinmeyen
mannan kalintilarina yapisabilirler. Bagka bir ifadeyle sadece mannan lekeleri tekrar
gorinmez, ayni zamanda yikama boyunca temiz kumaslara transfer edilebilir.
Mannanazlar hidroliz yoluyla mannanin f-1,4- baglarm kirarlar, bu yikim ile gam
polimerlerini daha kiigiik karbonhidrat birimlerine doniistiiriiller. Bu kiigiik, suda
coziinebilir karbonhidrat birimleri kumastan uzaklasir ve yikama ile atilir. Mannanazlar
yikama boyunca serbest kalan kirlerin ¢okmesini de saglarlar (Dhawan ve Kaur 2007).

d) Kiimes hayvanlarimin yemlerinin besinsel degerinin arttirilmasinda
kullanim

Kiimes hayvanlarindaki yemin doniisiimiindeki verimlilik ve elde edilen
agirhiktaki azalma farkli yemlerin bagirsaktaki viskozitesi ile alakalidir. Hayvan yemi
olarak kullanilan unlar yiiksek lif bilesimi, diislik lezzet, esansiyel amino asitlerin azlig1
ve mannan, galaktomannan, ksilan ve arabinoksilan gibi besleyiciligi azaltan, yiiksek
viskoziteli  bilesenleri icermelerinden dolayr bunlarin viicutta kullanimi oldukca
smirlidir. (Dhawan ve Kaur 2007). Bu diyetlerde f-mannanaz kullanimiyla intestinal
viskozitenin diigmesi sonucu civcivlerde hem agirlik azalmasi hem de yemin doniisiim
verimliligi iyilesmistir. Son yillarda soya fasulyesi unu iceren diyetlerde f-mannanin, f-
mannanaz tarafindan enzimatik yitkiminin, etlik piligler (Jackson vd 2004, Daskiran vd
2004, Lee vd 2003), hindiler (Odetallah vd 2002) ve domuzlardaki (Pettey vd 2002)
yararl etkileri ortaya konmustur.

e) Petrol sondajinda kullanim

Mannanaz gaz ya da petrol sondaj operasyonlarinda akisi arttirmak amaciyla da
kullanilmaktadir. Uriin akisin1 kolaylastirmak igin polimer soliisyonun inceltilmesi
gerekir. Mannanazlar, guar gami yiiksek sicakliklarda hidrolize edebilirler (Politz vd
2000). Bundan dolayr bu enzimlerin petrol iretiminde kullaniminin hayata
gegcirilmesinin yararli olabilecegi diistiniilmektedir (McCutchen vd 1996).

f) Hindistancevizi etinden yag ekstraktsiyonunda kullanim

Mannanazlar hindistancevizi etli kisminda enzimatik yag ektraksiyonunda
kullanilir. Hindistancevizi etinin hiicre duvari yapisinin ana bilesenlerini mannan ve
galaktomannan olusturmaktadir (Dhawan ve Kaur 2007). Bu prosesle yiiksek yag
verimi elde edilir. Geleneksel metotla yapilan ekstraksiyon ile olusan polisiklik
aromatik hidrokarbonlar (PAH) proteinler gibi yan {irlinlerin kalitesini diisiiriirken,
iriinii  aflatoksin kontaminasyonuna ve oksidatif acilasmaya karst hassaslastirir.
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Enzimatik yag ekstraksiyonu bu tlir problemleri elimine etmenin yaninda iiriiniin
duyusal kalitesini de arttirir. Ayrica, hindistancevizi yaginin kalitesinin iyilesmesi zaten
yar1 rafine hindistancevizi yagi ile karsilastirilabilir oldugundan yagin rafine edilmesi
ihtiyacini azaltir (Dhawan ve Kaur 2007).

s)) Tekstil ve Seliilozik elyaf isleme endiistrisinde kullanimi

Mannanaz, tekstil ve seliillozik proses endiistrisinde, elyafin hazirlanmasinda
veya deterjanlarla kombine edilerek temizlenmesinde kullanilir (Palackal vd 2006).

h) Kivam arttirici ajanlarin indirgenmesinde kullanimi

Guar gum ve kecgiboynuzu gami gibi galaktomannanlar, kivam arttirici ajan
olarak gidadan tekstile ¢ok genis kullanim alanina sahiplerdir. Mannanaz proses
ekipmanlarinda kalan gida maddelerinin viskozitesinin diisiiriilmesi ve buna bagh
olarak iglem sonrasi temizlikte kullanilabilir (Dhawan ve Kaur 2007).

) Gida katki maddesi olarak kullanim

Mannanazin memelilerin ince bagirsagindaki sindirim enzimlerine karsi
dayanikli olan, fakat kalin bagirsakta Bifidobacteria ve Lactobacillus tiirlerine ait
probiyotik bakteriler tarafindan fermente edilebilen mannanlari indirgeyerek insan
sagligima katkida bulundugunu ve mannooligosakkaritleri de igeren probiotik
oligosakkaritlerin, insanlarin intestinal mikroflorasindaki bakterilerin gelisimini ve
cogalmasini destekledigi bilinmektedir (Dhawan ve Kaur 2007). Bundan dolay1 son
yillarda ¢esitli endiistrilerdeki potansiyel uygulamalari nedeniyle mannanaz iizerindeki
bilimsel ve ticari dikkat artmistir. Son yillarda birkag ticari iirlin basarili bir sekilde
piyasaya siiriildii (Dhawan ve Kaur 2007). Bu amagla melas, misir surubu, peynir alti
suyu proteini, seker kamisi, seker pancari, elma posasi ve ¢esitli gidalarin islenmesi
sonucunda olusan atiklar ve glukoz, sakaroz ve laktoz gibi saf sekerler de
mikroorganizmalar tarafindan karbon kaynagi olarak kullanilmaktadir (Datta ve Henry
2006, John vd 2007). Bunun disinda spesifik karbonhidrat kaynaklarinin kullanimi
onlarin ucuzlugu ve safligina baghdir (Nolasco-Hipolito vd 2002). Bunun yaninda saf
sekerlerin kullanim1 oldukca pahali olurken seker iceren atiklarin kullanimi daha
avantajli olmaktadir. Bu atiklar iceriklerine gore asit veya enzimatik hidrolize tabi
tutulmaktadir. Yaklagik olarak ayni etkiye sahip olmalarina ragmen asit hidrolizi
ekonomik agidan uygun olmasi nedeniyle en ¢ok tercih edilendir (Woiciechowski vd
2002). Ayrica bazi durumlarda protein ve protein benzeri diger kompleks besinlerde
organizmalar i¢in gereklidir. Ke¢iboynuzu posasi da zengin seker icerigi, azotlu bilesik
ve mineral madde varligi ile iyi bir substrat niteliginde olup, zenginlestirmek i¢in diger
substratlara gore daha az isteklere sahiptir.

2.4.2. Mannanazlarin iiretimi ve daha 6nce yapilmis mannanaz calismalari
-mannanazlar ( EC 3.2.1.78 ), dogada yaygin olarak bulunan, yumusak ve sert

dokulu agaglarin, ke¢iboynuzu tohumlarinin, fasulyedeki hemiseliiloz fraksiyonunun bir
parcast olan mannan ve heteromannanlarin (galaktomannan, glukomannan ve
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galaktoglukomannan) yapisinda bulunan ve B-1,4-D-mannosidik baglar1 hidrolize
ugratan ekstraseliiler enzimlerdir.
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Mannan yapist, f-1,4 baghh mannoz (Man) kalintilarindan olusur.
Galaktomannan yapisi, bazt mannoz kalintilarina bagli a-1,6 bagli galaktoz (Gal)
kalintilariyla, B-1,4 bagli mannoz (Man) kalintilarindan olusur. Glukomannan yapisi, -
1,4 bagli mannoz (Man) ve glukoz (Glc) kalintilarindan olusur ve
Galaktogulukomannan yapisi, B-1,4 bagl mannoz (Man) ve glukoz (Glc) kalintilart ve
bazi mannoz (Man) kalintilarina bagl a-1,6 bagl galaktoz (Gal) dan olugsmaktadir.

Mannanazlar hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda olusan dogal bir
bilesiktir. Bununla birlikte mikroorganizmalar hizli gelisimleri, besiyeri ortaminin ¢ok
biiyilk olmamasi ve genetik miidahelelerin kolay yapilabilmesi acisindan en yliksek
potansiyele sahip enzim kaynagi olarak tercih edilmektedir. Mannanaz iireten birgok
bakteri tiiri olmasma ragmen, sadece birkag¢i ticari olarak kullanilan dogal ya da
rekombinant suslar vardir. Bunlarin en Onemlileri; Bacillus sp., Streptomyces,
Caldibacillus cellulovorans, Caldicellulosiruptor Rt8B, Caldocellum saccharolyticum
(Dhawan and Kaur 2007). Aspergillus, 180 adet tiir iceren ipliksi mantarlar grubuna
dahil edilmektedir. Bu gruba dahil mikroorganizmalarin ¢ogu bitki polisakkaritlerinin
degradasyonunda dogada faydali rol oynamaktadir. Ayrica endiistriyel dlgekte enzim
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tiretimi i¢in de Onemli mikroorganizmalardir. Bunlar arasinda Aspergillus oryzae ve
Aspergillus niger Amerika Birlesik Devletleri’ndeki Gida ve ilag idaresi (Food and
Drug Administration-FDA) tarafindan “genel olarak giivenilir kabul edilen” (Generally
Recognized as Safe-GRAS) listesinde yer almaktadir. Bunun yaninda A.fumigatus,
insan Oliimiine neden olan baslica enfeksiyon sebebi ve temel bir alerjendir. A.oryzae,
A.sojae ve A.tamarii gida fermentasyonu endiistrisinde kullanilmakta ve aflatoksin
iretmedigi i¢in giivenilir olarak kabul edilmektedir (Ward vd 2006). A. oryzae ve
A.sojae soya sosu, miso ve sake adi verilen geleneksel fermente igeceklerin tiretiminde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Wicklow vd 2002).

Bitkilerin hiicre duvarindaki polisakkaritlerin degradasyonunda Aspergillus
tirleri tarafindan iretilen enzimlerin biiyilk miktar1 gida ve yem endiistrisinde
kullanilmaktadir. Cesitli protein iiretimlerinde kullanilabildiginden dolay1 son
zamanlarda bazi Aspergillus tiirlerine olan ilgi artmistir (de Vries and Visser 2001).
Aspergillus tiirlerinin bazilar1 mannanaz tretiminde kullanilmaktadir. Aspergillus
tamarii galaktomannan igeren bir besiyerinde 29 °C’de fermentasyona birakildiginda f3-
mannanaz irettigi tespit edilmistir. Fermentasyon sonunda ham ekstraktta enzim
aktivitesi Nelson ve Somogy metodu kullanilarak 0.02 U/ml olarak belirlenirken
mannanazin spesifik aktivitesi 2.9 U/mg protein olmustur (Civas vd 1984).

Enzimin saflagtirllmas1 ve genin asir1 ifade edilmesi amaciyla Christgau vd
(1994) tarafindan yapilan bir ¢alismada Aspergillus aculeatus’a ait f-mannanaz geni
cogaltilmis ve Aspergillus oryzae iizerine yerlestirilmistir. Elde edilen rekombinant
enzimin molekiiler agirhig1 45 kDa, izoelektrik noktas:t pH 4.5’da, optimum pH’s1 5.0 ve
optimum sicakligt 60-70 °C olmustur. Benzer bir ¢alismada [-mannanaza sahip
molekiiler agirhigt 40 kDa olan ipliksi mantar Aspergillus niger 28 °C’de
erlenmayerlerde fermentasyona birakilmistir. Bu amagla karbon kaynagi olarak % 5-2
(w:v) kegiboynuzu gami, % 0.5 Solka Floc selilloz ve %1 glukoz kullanmilmis ve
fermentasyon sonucunda mannanaz aktivitesi 90 nkat/ml olarak belirlenmistir
(Ademark vd 1998).

Bugday kepegi ve kahve atiklarindan kati kiiltiir fermentasyonu ile Aspergillus
awamori kullanarak B-mannanaz ve B-mannozidaz iiretimi lizerine gergeklestirilen bir
calismada, enzim lretimi i¢in optimum kompozisyonun % 40 kahve atig1 ve % 60
bugday kepegi oldugu belirlenmis ve kati kiiltiiriin 1 gramindan 50 U B-mannanaz
tiretilmistir (Kurakake vd 2001). Yine Feng vd. (2003) yapmis olduklar1 bir ¢aligmada
Bacillus licheniformis NK-27 kullanilarak ¢alkalamali flask fermentasyonu ¢aligmasini
gerceklestirmislerdir ve en yiiksek [-mannanaz aktivitesini 198.2 U/ml olarak
belirlemislerdir.

Lin ve Chen (2004), Aspergillus niger NCH-189’in ¢alkalamali flask kiiltiirii ile
maksimum mannanaz aktivite degerini 28 U/ml olarak bulmuslardir. Aspergillus
terreus’dan fitaz ve mannanaz genlerinin Pichia pastoris fiizerine aktarildigi bir
calismada, mannanazin enzim aktivitesi 39.7 U/ml olarak bulunmustur. Ayrica bu
enzimin pH 5.5-10.5 degerlerinde aktif oldugu goriiliirken, en yiiksek pH 7.5’a kadar
calistigr belirlenmistir. Bunun yaninda optimum c¢alisma sicakliginin 55 °C oldugu
bildirilmistir (Huang vd 2007).
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Chen vd. (2007) yaptiklar1 ¢alismada Pichia pastoris’e Aspergillus sulphures’un
ifade ettigi f-mannanaz geni aktarilmis ve kegiboynuzu gami igin ifade edilen spesifik
aktivite 366 U/mg olarak bulunmustur. Oztiirk vd. (2010) yapmis oldugu bir ¢alismada,
Aspergillus sojae AsT1 kullanilarak melasin % 0.43 NH4NOs3, % 0.05 MgS04.7H20, ve
% 0.1 KoHPOg ile zenginlestirilmesi ile B-mannanaz iiretimini gergeklestirmislerdir.
Elde edilen sonuca gore en yiiksek mannanaz aktivitesi 482 U/ml olarak bulunmustur.

Zhao vd. (2011) Aspergillus niger CBS 513.88 geni ile ifade edilen Pichia
pastoris tarafindan B-mannanaz {retimi igin 250 ml’lik flasklarda fermentasyon
gerceklestirmislerdir ve slipernatanta herhangi bir saflastirma islemi uygulamadan elde
edilen en yiiksek mannanaz aktivitesini 430.9 U/mg olarak elde etmislerdir. Wu vd.
(2011) yapmis olduklari bir ¢alismada da, Aspergillus niger E-30 mutant susu
kullanilmis ve en yiiksek P-mannanaz aktivitesi degeri, 1067.5 U/mg olarak
keciboynuzu gamina karsi saflagtirilmis enzim soliisyonu ile elde edilmistir.

Zheng vd. (2012) CSD besiyeri ortam1 (musir sarp likori toz glukozu) kullanarak
yapmis olduklar1 flask fermentasyonu denemelerinde bir c¢alismada en yiiksek
mannanaz aktivitesini 513.3 U/ml olarak bildirmislerdir. Yin vd. (2012) mannanaz
tireten yeni bir bakteri olan Paenibacillus cookii’yi kullanmiglar ve saflastirilmis ve
saflastirilmamis enzimler i¢in en yiiksek spesifik aktiviteyi sirasiyla 635.4 U/mg ve 7.0
U/mg olarak elde etmislerdir.

Biyoteknolojik calismalarda alternatif azot kaynaklarmin kullanimi ile ilgili
yapilan literatiir taramasi neticesinde tiily unu ile keratinaz {iretimi (Brandelli 2011),
kirmiz1 mercimek unu ile laktik asit tiretimi (Altaf 2005) ve et-kemik unu, tiiy unu,
tirnak tozu ile laktik asit ve etanol iiretimi (Turhan 2009) calismalar1 yapilmis olmakla
birlikte yeterli bilimsel arastirmanin yapilmadigi anlagilmaktadir. Daha 6nce rendering
driinleri ve diisitk maliyetli bitkisel azot kaynaklarinin mannanaz iiretiminde alternatif
azot kaynagi olarak kullanimina iligkin herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Bundan
dolay1 yapilan bu caligmada derin kiiltiir fermentasyonunda kullanilabilmesi amaciyla
bilinen hayvansal kati endistriyel atiklar ver bazi bitkisel materyaller alternatif azot
kaynagi olarak tercih edilmistir.

Bu c¢alismada s6z konusu materyallerin farkli miktarlar1 besiyerine ilave
edilerek mannanaz iiretimine etkisi arastirilmistir. Ayrica diisiik maliyetli bir karbon
kaynagi olan kegiboynuzu ekstrakti ile glukoz denemelerde ayr1 ayr1 kullanilarak enzim
aktivite degerlerine olan etkisi belirlenerek ¢alisma sonunda karsilagtirma yapilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Proje kapsaminda mikrobiyal gelisim i¢in karbon kaynagi olarak saf glukoz ( >
% 99.5) ve cekirdegi cikarilmis kecgiboynuzu meyvesinden elde edilmis ekstrakt
kullanilmistir. Mikrobiyal gelisimin diger ana faktorii olan azot kaynagi i¢in ise 4 tane
bitkisel ve 3 tane hayvansal olmak iizere 7 farkli alternatif azot kaynagindan
faydalanilmistir. Bunlardan hayvansal olan kaynaklar; et-kemik unu (EKU), balik unu
(BU) ve tiiy unu (TU) iken bitkisel kokenli olanlar ise kirmizi mercimek (KM), pamuk
tohumu (PT), soya proteini (SP) ve misir zeindir (MZ).

Calisma kapsaminda kullanilan rendering iiriinleri Keskinoglu Tavukculuk Isl.
San Tic. A.S. ve Antalya Et Entegre Tesisleri A.S’den, pamuk tohumu Antbirlik Pamuk
ve Narenciye Tarim Satis Kooperatifleri Birligi’'nden, soya proteini ADM Archer
Daniels Midland Company (Decatur, IL, ABD)’den, misir zeini Freeman Industries
(Tuckanoe, NY, ABD)’den, kegiboynuzu Yenigiin A.S’den, kirmizi mercimek ise yerel
bir marketten temin edilmistir. Materyaller kullanim anina kadar 4°C’da muhafaza
edilmistir.

3.2. Fermentasyonlarda Kullanilan Calkalamal Inkiibator

Flasklarda gergeklestirilen fermentasyon ile mannanaz {retimi igin Sekil
3.1’deki calkalamali inkiibatér (Sartorious Stedim, Certomat, Goettingen, Almanya)
kullanilmigtir. Tim denemeler 30°C sicaklikta, 250 ml’lik erlenlere 100 ml besiyeri
ilave edilerek 200 rpm ¢alkalama hizinda yapilmistir (Ozturk 2010).

Sekil 3.1. Sartorius Calkalamali Inkiibator
3.3. Kullanilan Mikroorganizma

Bu galisma kapsaminda mannanaz tiiretimi i¢in rekombinant Aspergillus sojae
Astl kullanilmistir. S6z konusu mikroorganizma Ortadogu Teknik Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimii  6gretim iiyesi Prof. Dr. Ziimriit Begiim OGEL’in
laboratuvarindan temin edilmistir. Rekombinant Aspergillus sojae igin stok kiiltiirler,
Potato Dextrose Agar (PDA) igeren petri kaplarinda 30°C’de 4-5 giin gelistirilmis ve
4°C’de en fazla 1 ay depolanmustir. Gelistirilen stok kiiltiirler her ay periyodik olarak
yenilenmistir. PDA’da hazirlanan stok kiiltiirlerin iizerine steril tuz-tween c¢ozeltisi
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dokiilerek spor siispansiyonu hazirlanmis ve rekombinant Aspergillus sojae 15 ml steril
falcon tiiplerinde karistirilmistir. Elde edilen karsimdaki spor sayisi “Thoma lami”
kullanilarak mikroskopta belirlenmistir.

3.4. Fermentasyon

Fermentasyonun baslatilabilmesi i¢in ilk 6nce mikrobiyal gelisim ag¢isindan
gerekli olan besin maddelerini igeren besiyerinin hazirlanmasi1 gerekmektedir. Bundan
dolay1 fermentasyon denemelerinde karbon kaynaklar1 (kegiboynuzu ekstrakti ya da saf
glukoz), azot kaynaklar1 (et-kemik unu, tiily unu, balik unu, kirmizi mercimek, pamuk
tohumu, soya proteini, misir zeini) ve diger zenginlestirme unsurlari ilave edildikten
sonra karigtirilarak ortam homojen hale getirilmistir. Ardindan 250ml’lik erlen
mayerlere paylastirilan besiyeri 121°C’da 15 dakika sterilizasyona tabi tutulmustur.
Steril fermentasyon ortamina tiim denemelerde daha once gergeklestirilen bir proje
kapsaminda (Turhan 2012) elde edilen optimum sartlar referans alinarak baslangi¢ seker
icerigi 8 °Bx ya da 80g/L olarak ayarlandiktan sonra %7 oraninda hiicre inokiilasyonu
yapilmistir. Hazirlanan besiyeri inokiilasyon sonrasinda pH kontrolii olmaksizin 30°C
sicaklik ve 200 rpm c¢alkalama hizinda inkiibasyona birakilmistir. Fermentasyon
ortamina ilave edilen zenginlestirme unsurlari ve miktarlarni Cizelge 3.1.°de
belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Fermentasyon i¢in kullanilan besiyeri igerigi

Icerik Miktar (%)
Glukoz / Kegiboynuzu Ekstrakti 80 g/L (8°Bx)
Magnezyum siilfat hepta hidrat (MgS0O4.7H20) 0.05
Dipotasyum hidrojen fosfat (K:HPOa) 0.1
Azot Kaynagi (KM, PT, SP, MZ, EKU, TU, BU)* 0.5,0.75, 1.0

* KM: Kirmizi Mercimek, PT: Pamuk Tohumu, SP: Soya Proteini, MZ: Misir Zein, EKU: Et-Kemik
Unu, TU: Tily Unu, BU: Balik Unu

3.5. Deneme Deseni

Yapilan caligma kapsaminda piyasada rendering Triinleri olarak da ucuz
hayvansal (et-kemik unu, balik unu, tiiy unu) ve bitkisel (kirmizi mercimek, misir zeini,
soya proteini ve pamuk tohumu) azot kaynaklari besiyeri ortamina ayri ayri
denemelerde ilave edilmistir. Fermentasyon ile enzim {iretimi i¢in hazirlanacak
besiyerlerinde karbon kaynagi olarak calismanin ilk yarisinda 8 Briks’lik kegiboynuzu
ekstrakti, diger yarisinda ise 80 g/L’lik glukoz c¢ozeltisi kullanmilmigtir. Tim
fermentasyon denemeleri, sicakligm 30 "C’de ve karistirma hizimin 200 rpm’de sabit
tutuldugu ¢alkalamali inkiibatorde 250 mL’lik erlenmayerlerde gerceklestirilmistir.

Her biri 10 giin siiren fermentasyonlarda her giin iki 6rnek alinarak kalint1 seker,
enzim aktivitesi, biyokiitle ve pH olmak iizere dort farkli parametre {lizerinden ilgili
analizler ve Ol¢limler yapilarak sonuglar kaydedilmistir. Calkalamali inkiibatorde
yapilan ¢alismalarda her bir azot kaynagi igin %0.5, %0.75 ve %1.0 olmak tiizere ii¢
farkli miktar denenmistir. Azot kaynaklarinin enzim aktivitesine olan etkisini daha net
gorebilmek igin herhangi bir azot kaynagi kullanilmaksizin bir kontrol caligmasi
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yapilmigtir. Ayrica alman her Ornegin arzu edilmeyen bir degisiklige (enzim
aktivitesinde artma ya da azalma gibi) ugramamasi i¢in analiz zamanina kadar +4 °C’da
muhafaza edilmistir. En yiiksek mannanaz aktivitesinin elde edildigi karbon kaynagi,
azot kaynagi ve miktar1 kombinasyonu i¢in biyoreaktér denemesi yapilmistir. Bu
amacla toplam 45 adet fermentasyon paralelleri ile birlikte gerceklestirilmistir. Cizelge
3.2'de farkli azot kaynaklari kullanilarak yapilacak fermentasyon calismalarina ait
deneme deseni verilmistir.

Cizelge 3.2. Farkl1 azot ve karbon kaynaklari ile mannanaz tiretimi i¢in deneme deseni

KECIBOYNUZU (8°Bx) SAF GLUKOZ (80 g/L)
%IN* %O0,75N %O05N %1 N %0,75N %0,5N
Bitkisel
Azot
Kaynaklari

Kirmizi mercimek
Soya Proteini
Maisir Zeini
Pamuk Tohumu

Hayvansal
Azot
Kaynaklan

Balik Unu
Et-Kemik Unu
Tiy Unu

*0.5N, 0.75N ve 1IN ile her bir farkli calisma icin hazirlanan besiyerindeki azot kaynag1 yiizdesini (g/L)
gostermektedir.

Cizelge 3.2°de de goriildiigii gibi proje kapsaminda yapilan ¢alismalar1 5 baslik
altinda 6zetlemek miimkiindiir;

1. Iki farkli karbon kaynaginda, ii¢ farkli konsantrasyonda dort farkli bitkisel azot
kaynagi ile yapilan fermentasyonlar (24 deneme)

2. 1Iki farkli karbon kaynaginda, ii¢ farkli konsantrasyonda ii¢ farkli hayvansal azot
kaynagi ile yapilan fermentasyonlar (18 deneme)

3. Iki farkli karbon kaynaginda herhangi bir azot kaynag: igermeyen besiyeri
ortaminda gergeklestirilen kontrol amagh fermentasyonlar (2 deneme)

4. En iyi olarak belirlenen karbon ve azot kaynaklarinda fermentor ¢aligmast (1
deneme)

5. Alternatif karbon ve azot kaynaklari ile gergeklestirilen fermentasyonlarin
ekonomik analizi
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3.6. Yontem
3.6.1. Mannanaz aktivitesinin belirlenmesi

Fermentasyon ortamindan alinan 6rneklerde mannanaz aktivitesi belirlenmistir.
Bu amagla endo-beta-1,4 mannanaz, DNS (dinitro salisilik asit) metodu ile tespit
edilmistir. Oncelikle Na-sitrat tamponunda (pH 6) kegiboynuzu gami soliisyonu (%0.05
w/v) hazirlanmistir ve belirtilen soliisyonun 1.8 ml’si ile 0.2 ml 20 kat seyreltilmis
fermentasyon Orneklerinin berrak kismi bir test tiipiinde karistirilmistir. Sicakligi 50°C
olan su banyosunda 5 dk siiren inkiibasyonun ardindan 3 ml DNS ¢dzeltisi eklenmistir.
Tipler daha sonra 90°C’lik su banyosunda 15 dk kaynatilmig, en son olarak da
sogutulmak iizere buz banyosuna aktarilmistir.

Elde edilen 6rnekler 540 nm’de spketrofotometrik olarak o6l¢iilmiis (Bailey vd
1992) ve degerler mannoz standart kurvesinden faydalanilarak aktivite tespitinde
kullanilmistir. Mannanaz aktivitesinin tanimlanmasina uygun olarak elde edilen aktivite
degerleri U/ml olarak belirlenmistir. Enzim aktivitesinin bir birimi (1U=16.7 nkat), bir
dakikada 1 umol D-mannoz’a esit gelen indirgen sekerleri serbest hale geciren enzim
miktar1 olarak tanimlanmistir (Puchart vd 2004).

Mannoz standart kurvesi, farkli konsantrasyonlarda D-mannozun (0-10
pmol/ml) hazirlanmasi ve DNS metodu uygulandiktan sonra 540 nm’de
absorbanslarinin dlgiilmesi ile ¢izilmistir. Standart kurve cizildikten sonra asagidaki
denklem olusturulmustur.

ODs40 = a X Cmannoz + b
OD540: 3,4522 X Cmannoz — 0,0607 (1)

Denklemde,

a: Standart kurvenin egimi

b: Standart kurvenin kesim noktasi

Cmannoz= mannoz konsantrasyonu (pumol/ml)

Orneklerin indirgen seker igerigi Esitlik 1’e gore hesaplanmistir. Mannanaz
aktivitesinin belirlenmesinde her bir 6rnek i¢in mannoz konsatrasyonuna esit olan
indirgen seker miktar1 kullanilmistir. Bu amagla;

Mannanaz Aktivitesi (U/ml) = Cmannoz X Rv X Df /t (2)

Denklemde,

DF: Diliisyon faktorti

Rv: Test tiiptindeki toplam hacim/enzim soliisyonunun hacmi
t: Reaksiyonda kalma zamani (dk)

2 No’lu esitlik kullanilarak enzim aktivitesi hesaplanmistir.
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3.6.2. Kalint1 seker analizi

Flasklardan alinan orneklerdeki seker analizi 3,5 dinitrosalisilik asit kullanilarak
DNS metodu ile yapilmistir (Miller 1959). Bu amagla 0.1 ml 6rnek {izerine 3.9 ml saf su
eklenmistir. Aym test tiiplerine 0.08 ml 12M HCI asit eklenerek karistirildiktan sonra
90°C’lik su banyosunda 10 dakika bekletilerek hidroliz edilmistir. Hidroliz sonrasi
tizerine 0.2 ml 5N KOH eklenerek karistirtlmis ve 3 ml’lik kismi1 yeni bir tiipe alinarak
tizerine 3 ml DNSA ¢ozeltisi eklenmistir. Sollisyon karistirildiktan sonra 90 °C’lik su
banyosunda 15 dakika bekletilmis ve son olarak 1 ml % 40 potasyum sodyum tartarat
eklenmistir. Ornekler sogutulduktan sonra 575 nm’de spektrofotometrik okuma
yapilarak standart sakaroz c¢ozeltisi ile hazirlanmis kurve iizerinden seker miktari
hesaplanmustir.

3.6.3.Toplam hiicre kiitle (biyokiitle) miktari

Calkalamali inkiibator ve reaktorden belirtilen zaman araliklarinda alman
orneklerde canli gelisimini takip etmek i¢in canli hiicre miktar1 analiz edilmistir. Bu
amagla ornek filtre kagitlarindan (Whatman No:1) siiziiliip, 60°C’de 24 saat kurutularak
agirh@n sabit tartima getirilmistir. Fermentasyon siiresince alinan tiim orneklerde bu
islem gerceklestirilmistir.

3.6.4. Kinetik parametrelerin belirlenmesi

(Calkalamal1 inkiibatérden alinan 6rneklerde seker, biyokiitle miktari, mannanaz
aktivitesi analizleri yapildiktan sonra elde edilen veriler dogrultusunda;

Seker tiiketimi (g/L)

Mannanaz aktivitesi (U/ml)

Maksimum tiiketim oran1 (g/L/saat)

Maksimum iiretim orani (g/L/saat)

Maksimum gelisim orani (g/L/giin)

Spesifik gelisim oran1 (1/saat)

Canl hiicrelerin iki katina ¢ikma siiresi (Doubling time) (saat)

AN NN

Fermentasyon sonrasi seker tiiketim miktar1 (S):  S= Sg — S1 olup g/ml olarak
hesaplanmistir. Maksimum tiretim ve tiiketim oranlar1 da;
Uretim oran1 (U/ml/sa) = Mannanaz aktivitesi kurvesinin en dik kisminim egimi,
Tiiketim oran1 (g/L/sa) = Seker kurvesinin en dik kisminin egimi kullanilarak
hesaplanmistir (Shuler ve Kargi 2008).

3.6.7. Istatistiksel degerlendirmeler

Biyokiitle miktari, enzim ve seker analiz sonuglara ait degerlerin standart
hatalar1 SAS istatistiksel analiz yazilim programi (SAS 9.00, North Carolina, USA)
kullanilarak hesaplanmistir. Duncan Coklu Karsilastirma Testi uygulanarak aymi
stitundaki faktor ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklarin olup
olmadig1 %95 giivenlik seviyesinde hesaplanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Proje kapsaminda kullanilan bitkisel ve hayvansal kokenli materyallerin iki
farkli substratta {i¢ farkli miktar1 ile mannanaz tiretimleri gergeklestirilmistir.

4.1. Kirmuiz1 Mercimek

4.1.1. Ke¢iboynuzu substratinda farkh kirmizi mercimek miktarlarinin
kullanilmasi

Kegiboynuzu ekstrakti ile hazirlanan besiyerine %0,50 oraninda KM ilave
edilerek gerceklestirilen denemede maksimum enzim aktivitesi degeri fermentasyonun
4. giiniinde 228,23+0,36 U/ml olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1). Maksimum aktiviteye
ulagilan 4. giinden itibaren enzim aktivite degerlerinin giderek azaldigir goriilmiistiir.
Ulagilan maksimum biyokiitle miktart 18,29+1,05 ¢/L olarak tespit edilirken
fermentasyon sonunda ortamda kalan seker miktart ise 4,72+0,71 g@/L olarak
hesaplanmustir.

Besiyerindeki KM oraninin % 0,75 oldugu denemede maksimum enzim
aktivitesi 217,91£25,45 U/ml olarak tespit edilmistir. En yiiksek biyokiitle
konsantrasyonuna (21,60+0,60 g/L) 4.giinde ulagilmistir. Fermentasyon sonunda
ortamda kalan seker miktar1 ise 4,96+0,47 g/L olarak belirlenmistir.

%1’lik denemede maksimum enzim aktivite degeri 247,11+6,63 U/ml olarak
tespit edilmistir. Maksimum biyokiitle konsantrasyonuna (23,10+0,72 g/L) ise
fermentasyonun 10. giinlinde ulasilmistir. Calisma sonunda kalintt seker miktar
3,95+0,61 g/L olarak belirlenmistir. Her {ic denemede de maksimum aktiviteye
ulagildig1 giinden itibaren enzim aktivite degerlerinin giderek azaldigi goriilmektedir.
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4.1.2. Glukoz substratinda farkh kirmizi mercimek miktarlarinin kullanilmasi

Substrat olarak glukoz kullanilan ve %0,50 oraninda KM ilave edilen
besiyerinde yapilan fermentasyon ¢alismasinda en yiiksek enzim aktivitesi 78,55+15,08
U/ml olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Fermentasyon sonundaki kalinti seker
miktarinin 49,41+0,87 g¢/L oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte fermentasyonun
4.giinline kadar enzim aktivitesi tespit edilememistir. Maksimum aktiviteye ulasildig
6.glinden itibaren ise aktivite degerleri giderek azalmistir.

KM’nin %0,75 oraninda eklendigi denemeye ait maksimum aktiviteye
(104,02+28,11 U/ml) ve maksimum biyokiitle konsantrasyonuna (14,11+2,17 g/L)
5.glinde ulasilmistir. Kalint1 seker miktar1 27,82+0,21 g/L olarak hesaplanmustir.

%1 KM kullanildiginda maksimum enzim aktivesi fermentasyonun 5.giliniinde
86,44+31,24 U/ml olarak belirlenmistir. Maksimum biyokiitle konsantrasyonu ve
¢alisma sonunda ortamda kalan seker miktari sirasiyla 11,07+0,56 g/L ve 2,04+1,56 g/L
olarak tespit edilmistir.
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4.1.3. Rekombinant Aspergillus sojae’nin kirmizi mercimek iceren denemelere ait
kinetik parametreler

KM ile kegiboynuzu ekstraktinda yapilan caligmalarda en yiiksek enzim
aktivitesine (247,11 U/ml) %1 oraninda KM ilave edilen fermentasyonda ulasilirken en
yiiksek seker tliketimi (78,24 g/L) KM nin %0,75 oraninda ilave edildigi besiyerinde
gerceklesmistir (Cizelge 4.3). En yiiksek maksimum iiretim orani ise 73,11 U/mL/giin
olarak %0,50’1ik denemede hesaplanmasir.

Karbon kaynagi olarak glukozun kullanildigi fermentasyonlarda en yiiksek
enzim aktivite degeri (104,12 U/ml) ve en yiiksek gelisim oran1t (2,30 g/L/giin)
%0,75’lik fermentasyonda belirlenmistir. Glukozda yapilan %0,50, %0,75 ve %]1’lik
fermentasyonlara ait maksimum {retim oranlart sirastyla 20,40 U/ml/giin, 20,16
U/ml/giin ve 16,28 U/ml/giin olarak hesaplanmistir. Glukoz denemelerinden en yiiksek
maksimum iiretim oran1 10,45 g/L/giin olarak %1’lik denemede tespit edilmistir.

Fermentasyonda substrat olarak keciboynuzu ekstraktinin kullanilmasi ile elde
edilen kinetik parametre degerleri ile glukoz kullanilan denemelerden elde edilenler
arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli bulunmustur (P<0,05). En diisiikk seker
tiiketiminin her iki substratta da %0,50’lik denemelerde gerceklestigi belirlenmistir. Her
iki substratta da azot kaynagi olarak 3 farkli miktarda KM ilave edilerek gergeklestirilen
fermentasyonlarda en yiiksek enzim aktivitesine (247,11 U/ml) keciboynuzu
ekstraktindan hazirlanan ve %1 oraninda KM kullanilan ¢alismada ulagilmistir (Sekil
4.1)
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Cizelge 4.3. Rekombinant Aspergillus sojae’nin KM igeren denemelerine ait Kinetik
parametreler

KM Miktarlari KM Miktarlari
(Kegiboynuzu Ekstraktinda) (Glukoz Substratinda)
90,50 90,75 %1 20,50 %0,75 %1
Seker Tiketimi (/L) 66,94 78,24 75,82 25,25 53,96 77,18
Mannanaz Aktivitesi g 5q 217,91 247,11 78,55 104,12 86,44
(U/ml)
Mak. Tiiketim Orant,
Cdsidomax (eLisim 330 4,48 11,26 253 5,83 10,45
Mak. Uretim Orani,
(r/domax (Umleim 731 65,97 64,48 20,40 26,99 29,65
Mak. Geligsim Orant,
(@xdtman (o/Late) 276 175 431 1,12 230 0,36
Spesifik Geligim Orant—— 5 0,21 0,47 0,10 0,07 0,06
(giin™)
Ikiye Katlanma Sirest (5 3,28 1,46 6,93 9,86 11,95
(ta) (giin)

Tim veriler géz oniline alindiginda keciboynuzu ekstraktinda gergeklestirilen
denemelerin maksimum aktiviteler agisindan glukoz substratinda yapilan ¢alismalardan
daha yiiksek degerlere sahip oldugu gézlemlenebilmektedir (Sekil 4.1).

(U/ml)

Mannanaz Aktivitesi
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Sekil 4.1. Farkli miktarlarda kirmizi mercimek igeren kegiboynuzu ekstrakti
ve glukoz substratindaki denemelere ait maksimum aktiviteler
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4.2. Pamuk Tohumu
4.2.1. Keciboynuzu substratinda farkli pamuk tohumu miktarlariin kullanilmasi

Karbon kaynagi olarak kegiboynuzu ekstraktinin kullanildigt ve %0,5 oraninda
PT ilave edilen fermentasyon ¢alismasinda maksimum enzim aktivitesi 202,40+3,69
U/ml olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4). Aym ¢alismanin farkli giinlerdeki biyokiitle
miktalar arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli oldugu gorilmistir (P<0,05).
%0,5’lik ¢aligmaya ait besiyerinden farkli giinlerde alinan orneklerde yapilan enzim
analizi sonuglarinda degisken degerler tespit edilmistir. Aktivite degerlerinin
maksimuma ulasilmasinin ardindan disiislerin oldugu goriilmektedir. Fermentasyon
baslangicinda ortam pH’sinin 5,24 olmasma ragmen fermentasyon siiresince
besiyerinde meydana gelen degisimler ile ortam asitliginin artarak fermentasyon
sonunda pH degerinin 4,66’ya diistiigli tespit edilmis ve enzim aktivite degerlerindeki
azalmaya ortam asitligindeki degisimin neden oldugu belirlenmistir.

%0,75 oraninda PT kullanilarak gerceklestirilen fermentasyonda maksimum
enzim aktivitesine (279,82+14,05 U/ml) 4.giinde ulasilmistir. Bu ¢alismaya ait farkli
giinlerde tespit edilen kalinti seker miktarlar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak
onemli oldugu belirlenmistir (P<0,05). Fermentasyon sonunda ortamda kalint1 seker
miktart 6,94+1,97 g/L olarak tespit edilmistir. Maksimum biyokiitle miktarina
(15,11+0,80 g/ml) ise fermentasyonun 8.gilintiinde ulagilmistir.

%1 KM ilavesi yapilan denemede en yiiksek enzim aktivite degeri ve en yiiksek
biyokiitle konsantrasyonu sirasiyla 315,75+28,29 U/ml ve 22,214+0,11 g/L olarak tespit
edilmistir. Fermentasyon sonunda ortamdaki kalinti seker miktar1 da 5,38+0,12 g/L
olarak belirlenmistir.
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4.2.2. Glukoz substratinda farklhh pamuk tohumu miktarlarinin kullanilmasi

Karbon kaynag:1 olarak glukoz kullanilan besiyerine %0,50 PT ilave edilerek
gerceklestirilen denemede sadece iki giin aktivite belirlenmis ve en yiiksek enzim
aktivitesi 37,38+1,08 U/ml olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.5). Bu denemeye ait
maksimum biyokiitle konsantrasyonuna (12,31+0,25 g/L) ise 10. giinde ulasilmistir.
Fermentasyonun son giiniine ait besiyeri orneginde 29,25+1,47 g/L kalint1 seker tespit
edilmistir.

%0,75’lik denemeye ait verilere bakildiginda ulasilabilen en yiiksek aktivite
degerinin  27,86+1,13 U/ml oldugu goriilmektedir. Maksimum  biyokiitle
konsantrasyonuna (13,45+0,34 g/L) ise ¢alismanin son giiniinde ulasilmistir. Calisma
sonunda kalint1 seker miktar1 4,21+0,98 g/L olarak tespit edilmistir.

%1°lik fermentasyon calismasina ait maksimum aktivite degeri 58,26+2,13 U/ml
olarak fermentasyonun 8.glinlinde tespit edilmistir. Maksimum biyokiitle
konsantrasynonuna (15,00+0,05 g/L) ise fermentasyonun son giiniinde ulasilmistir. Bu
denemeye ait besiyerinde sekerin neredeyse tamaminin tiiketildigi belirlenmistir.
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4.2.3. Rekombinant Aspergillus sojae’nin pamuk tohumu iceren denemelerine ait
kinetik parametreler

Kegiboynuzu ekstraktina %0,5 %0,75 ve %1 PT ilave edilerek yapilan
caligmalardaki maksimum aktivite degerleri sirastyla 202,4 U/ml, 279,8 U/ml ve 315,75
U/ml olarak belirlenmistir. (Cizelge 4.6). Kegiboynuzunda yapilan denemeler arasindaki
en yiiksek seker tiikketimi ve maksimum gelisim orani sirasiyla 62,10 g/L, 1,48 g/L/giin
olarak %1 oraninda PT ilave edilen besiyerinde tespit edilmistir. En yiiksek maksimum
tiketim orami (7,96 g/L/giin) ise %0,75 oraninda PT ile yapilan fermentasyon
caligmasinda hesaplanmustir.

Glukoz substratinda yapilan denemelerde belirlenen en yiiksek enzim
aktivitesine (58,26 U/ml) %1 PT ilave edilen calismada ulasilmistir. En yiiksek
maksimum gelisim oran1 (0,81 g/L/giin) da %0,75’lik fermentasyonda tespit edilmistir.

Cizelge 4.6. Rekombinant Aspergillus sojae’nin pamuk tohumu i¢eren denemelerine ait
Kinetik parametreler

Pamuk Tohumu Miktarlar1 Pamuk Tohumu Miktarlar1
(Kegiboynuzu Ekstraktinda) (Glukoz Substratinda)
90,50 90,75 %1.0 90,50 90,75 %1.0
Seker Tiketimi (g/L) 56,95 58,49 62,10 53,95 81,04 80,80
Mannanaz Aktivitesi 5, 4 279,82 315,75 37,38 27,86 58,26
(U/ml)
Mak. Tiketim Orani,
(-ds/dfymax (g/L/giin) 7,83 7,96 6,86 6,89 10,98 12,53
Mak. Uretim Orani,
(dp/dt)max 95,01 74,31 64,53 9,08 5,82 2,54
(U/ml/giin)
Mak. Geligim Orani,
(dx/dt)ymax (¢/L/giin) 1,28 1,47 1,48 0,61 0,81 0,66
Spesifik Geligim 0,05 0,03 0,03 0,06 0,07 0,05
Orani (giin™)
lkiye Katlanma Sitresi ;5 56 20,62 20,76 11,44 9,88 12,96
(Ta) (glin)

Her iki karbon kaynaginda yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler g6z niine
alindiginda maksimum enzim aktivitesi (315,75 U/ml) ve maksimum gelisim oran
(1,48 g/L/glin) degerlerine kegiboynuzu substratinda %1 pamuk tohumu kullanilan
denemede ulasildig1 goriilmektedir. En diisiikk enzim aktivitesi ise 27,86 U/ml olarak
%0,75 oraninda pamuk tohumu ile glukoz substratinda yapilan fermentasyonda
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hesaplanmistir (Sekil 4.2). Her iki substratta da seker tiiketimi en diisiik denemelerin
%0,5 oraninda PT kullanilan fermentasyonlar oldugu goriilmektedir. Keciboynuzu
substratinda gergeklestirilen denemelere ait Kinetik parametreler ile glukozda yapilan
denemelere ait kinetik parametreler arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu
tespit edilmistir (P<0,05).
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OKeciboynuzu B Glukoz

Sekil 4.2. Farkli miktarlarda pamuk tohumu igeren ke¢iboynuzu ekstrakti ve
glukoz substratindaki mannanaz tiretim denemeleri

4.3. Misir Zeini
4.3.1. Keciboynuzu substratinda farklh misir zeini miktarlarimin kullanilmasi

Keg¢iboynuzu ekstrakti ile besiyeri ortamina %0,5 oraninda misir zeini ilave
edilen fermentasyonda maksimum enzim aktivitesi degeri 203,37+10,07 U/ml olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.7). Maksimum aktiviteye ulasilan ¢alismanin 3.giiniinden
sonra aktivite degerlerinde diislislerin oldugu goriilmektedir. Fermentasyon sonunda
kalint1 seker miktar1 8,2742,01 g/L olarak belirlenmistir. En yiiksek biyokiitle degeri
(10,46+0,37 g/L) ise fermentasyonun 5.giiniinde tespit edilmistir.

Kegiboynuzu ekstraktinda %0,75 musir zeini igeren fermentasyonun maksimum
enzim aktivitesine (200,33+41,20 U/ml) ¢aligmanin 8.giiniinde, en yiiksek biyokiitle
konsantrasyonuna (8,11+0,09 g/L) ise 10.giiniinde ulasilmigtir. %0,75’lik denemenin
farkli giinlerine ait kalinti seker miktarlar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak énemli
oldugu belirlenmistir (P<0,05).

Fermentasyon ortamina %] oraninda zein ilave edilerek gergeklestirilen
denemede maksimum enzim aktivitesi 228,17+6,59 U/ml ve maksimum biyokiitle
miktar1 15,78+0,06 g/L olarak hesaplanmistir. Fermentasyon sonrasi kalinti seker
miktari ise 8,04+0,47 g/L olarak tespit edilmistir.
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4.3.2. Glukoz substratinda farkhh misir zeini miktarlarimin kullanilmasi

Besiyerine glukoz ve farkli oranlarda musir zeini ilave edilerek yapilan
denemelerden %0,50’lik fermentasyonda maksimum enzim aktivitesi 47,28+3,05 U/ml
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8). Calismanin sonunda besiyerindeki kalinti seker
miktar1 42,25+1,73 ¢/L olarak tespit edilmistir. Diger glukoz denemelerine nispeten
seker tliketimi oldukga diisiik olmustur.

%0,75 musir zeini bulunan besiyerinde maksimum enzim aktivitesine
(80,14+1,40 U/ml) ¢alismanin 7. giiniinde ulasilmistir. Fermentasyon sonrasi ortamda
26,30+2,80 g/L kalint1 seker oldugu belirlenmistir.

Glukoz substratina %1 misir zeini ilave edilerek gerceklestirilen fermentasyonun
maksimum enzim aktivitesi degeri 67,02+6,77 U/ml olarak hesaplanmistir. Calisma
sonunda ortamdaki kalinti seker miktar1 8,74+0,00 g/L olarak tespit edilmistir. Misir
zeini ile glukoz substratinda yapilan denemelerde fermentasyon siiresince enzim
aktivitesi degerleri degiskenlikler gostermistir.

Glukoz substratinda gerceklestirilen musir zeini denemelerinde zein

taneciklerinin giinliik 6rnek aliminda mikroorganizmalardan uzaklastirilamadigi igin
biyokiitle konsantrasyonun hesaplamasi yapilamamastir.
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4.3.3. Rekombinant Aspergillus sojae’nin misir zeini iceren denemelerine ait
kinetik parametreler

Misir zeini ile kegiboynuzu ve glukoz substratinda yapilan denemelere ait
kinetik parametreler incelendiginde keciboynuzu ekstraktinda yapilan denemelerde
ulagilan aktivitelerin en yiiksegi 228,17 U/ml olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.9). %0,5,
%0,75 ve %]l oranlarinda zein ilave edilen besiyerlerindeki fermentasyonlarda
maksimum iiretim oranlari sirasiyla 48,07 U/ml/giin, 24,60 U/ml/giin ve 35,64
U/ml/giin olarak belirlenmistir. Ke¢iboynuzu ile yapilan %0,5’lik fermentasyonda en
yiiksek maksimum gelisim orani 2,20 g/L/giin olarak tespit edilmistir.

Glukozda gerceklestirilen denemelerde ise en yiiksek aktivite degeri 116,69
U/ml olarak %1 oraninda misir zeini bulunan fermentasyonda belirlenmistir. Ayni
zamanda bu denemede glukoz ile yapilan denemelerdeki en yiiksek tiiketim orani 22,53
g/L/giin olarak tespit edilmistir. Besiyerinde bulunan zein yiizdesine gére siralandiginda
maksimum iiretim oranlari sirasiyla 10,57 U/ml/giin, 3,25 U/ml/glin ve 7,92 U/ml/glin
olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.9. Rekombinant Aspergillus sojae’nin zein igeren denemelerine ait kinetik
parametreler

Zein Miktarlar1 Zein Miktarlar1
(Kegiboynuzu Ekstraktinda) (Glukoz Substratinda)

%0,50 %0,75 %1.0 %0,50 %0,75 %1.0
Seker Tuketimi (g/L) 60,02 59,15 61,98 40,73 54,99 73,38
Mannanaz Aktivitest 553 57 900,33 228,17 47,28 80,14 116,69
(U/ml)
Mak. Tiketim Orani,
(-ds/dtymax (¢/L/giin) 6,71 11,43 11,81 14,47 8,56 22,53
Mak. Uretim Oran,
(dp/dtymax (U/ml/giin) 48,07 24,60 35,64 13,84 20,86 18,89
Mak. Geligim Orani, ) ) )
(dx/dt)max (g/L/giin) 2,20 1,75 1,35
Spfas_llﬁk Geligim Orani 0,19 011 0,15 ) ) )
(glin™)
Ikiye I"(atlanma Stiresi 3,61 6,53 4.48 ) ) )
(o) (gtin)

Misir zeini ile Kegiboynuzu substratinda yapilan denemeler enzim aktivite
degerleri acisindan glukozda gergeklestirilenler ile karsilastirildiginda aradaki farkin

35



istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0,05) (Sekil 4.3). Zein ile yapilan
tim degerler incelendiginde en yiiksek enzim aktivitesine (228,17 U/ml)
keciboynuzunda yapilan %1 lik fermentasyonda ulasildigr goriilmektedir. Her iki
substratta da en yiiksek tiiketim oranlart %1°lik denemelerde hesaplanmistir.

- 240 -
= 180 - !

_i: 120 o o

£ e e

- 60 0 e L

3 X ] E -

=

= 0% 0,50% 0,75% 1%
=

= Besiverindeki Masir Zeini Oram (%)

B Keciboynuzn BGlukoz

Sekil 4.3. Farkli miktarlarda misir zeini igeren kegiboynuzu ekstrakti ve
glukoz substratindaki maksimum aktivite degerleri

4.4. Soya Proteini

4.4.1. Keciboynuzu substratinda farkh soya proteini miktarlarimin kullanilmasi

Bir bagka bitkisel azot kaynagi olan SP ile hazirlanan besiyerlerinde
gerceklestirilen fermentasyona ait 6rneklerin analiz sonuglar1 incelendiginde en yiiksek
enzim aktivitesi 445,02+33,23 U/ml olarak kegiboynuzu ekstraktinin % 0,5 oraninda SP
ile zenginlestirildigi denemede belirlenmistir (Cizelge 4.10). Maksimum biyokiitle
miktar1 17,77+0,35 g/L olarak ¢aligmanin 8. giinlinde tespit edilmistir. Kalint1 seker
miktar1 ise fermentasyon sonunda 1,83+0,08 g/L olarak hesaplanmaistir.

%0,75°1ik fermentasyon denemesinde maksimum enzim aktivitesi 525,93+29,96
U/ml olarak tespit edilmistir. Fermentasyon sonrast Kalint1 seker miktar 1,64+1,08 g/L
olarak hesaplanmigtir. En yiiksek biyokiitle konsantrasyonuna (18,88+1,08 g/L) ise
fermentasyonun son giinii ulagilmistir.

%1 oraninda SP ilave edilen fermentasyon denemesinde en yiiksek enzim
aktivitesi 434,25+8,48 U/ml olarak hesaplanmistir. Calismanin son giinii biyokiitle
konsantrasyonu en yiiksek degerine (22,58+0,45 g/L) ulasmistir. Fermentasyon siiresi
sonunda ortamdaki kalint1 seker miktar1 1,5640,23 g/L olarak belirlenmistir.

SP ile kegiboynuzu ekstraktinda yapilan ii¢ denemenin analiz sonuclari

incelendiginde en yiiksek enzim aktivite degerine (525,93+29,96 U/ml) % 0,75 oraninda
misir zeini ile yapilan fermentasyonda ulasildigi gorilmektedir. Farkli giinlerde
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besiyerinden alinan orneklere ait kalinti seker miktarlar1 arasindaki farkin her ii¢
denemede de istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir (P<0,05).
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4.4.2. Glukoz substratinda farkl soya proteini miktarlarinin kullanilmasi

Karbon kaynagi olarak glukozun kullanildigt SP denemelerinden besiyerine
%0,5 oraninda SP ilave edilen fermentasyonda maksimum enzim aktivitesi Ve
maksimum biyokiitle konsantrasyonu sirasiyla 56,11+2,61 U/ml ve 11,16£1,06 g/L
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.11). Fermentasyon tamamlandiginda ortamdaki sekerin
tamaminin kullanildig tespit edilmistir.

%0,75’lik denemede en yiiksek enzim aktivitesi 59,23+9,17 U/ml olarak
hesaplanmistir. En  yiiksek Dbiyokiitle konsantrasyonuna ise (11,08+1,47 g¢/L)
fermentasyonun son giinii ulagilmigtir.

%]1 oraninda SP ilave edilen denemede maksimum enzim aktivitesine
(245,76+19,34 U/ml) 7.giinde ulasilmistir. Maksimum biyokiitle konsantrasyonu
11,13+£0,31 g/L olarak belirlenmistir.

Glukoz substratinda SP kullanilarak gerceklestirilen her ii¢ denemede de

ortamdaki sekerin tamamina yakiininin kullanildigi ve giinler arasi kalinti seker
farkinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu hesaplanmistir (P<0,05).
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4.4.3. Rekombinant Aspergillus sojae’nin soya proteini iceren denemelerine ait
kinetik parametreler

SP ile kegiboynuzu ekstraktinda yapilan denemelerde en yiiksek enzim aktivite
degeri 525,93 U/ml olarak %0,75 oraninda SP ilave edilen fermentasyonda tespit
edilmistir (Cizelge 4.12). %0,50, %0,75 ve %]1 oranlarinda SP ile gergeklestirilen
denemlerde maksimum tiiketim oranlar1 sirastyla 9,90 g/L/giin 19,10 g/L/giin 14,52
g/L/glin olarak belirlenmistir. Maksimum gelisim orani ise %0,75 oraninda SP ile
zenginlestirilen denemede 3,82 g/L/giin olarak hesaplanmuistir.

Glukoz substratinda SP ile yapilan fermentasyonlarda en yiiksek enzim
aktivitesine (245,76 U/ml) %]1°lik fermentasyonda ulasilmigtir. Maksimum dretim
oranlar1 %0,5, %0,75 ve %1’lik denemelerde sirasiyla 3,43 U/ml/giin 17,81 U/ml/giin
ve 19,56 U/ml/giin olarak hesaplanmistir. Glukoz ile yapilan denemelerden en yiiksek
maksimum gelsim oranina (1,14 g/L/giin) %1’lik fermentasyonda ulagilmistir.

Keg¢iboynuzu ekstrakti ve %0,75 oraninda SP ilave edilen ¢alismada belirlenen
maksimum tiiketim orani (19,10 g/L/giin), maksimum gelisim oran1 (3,82 g/L/giin) ve
spesifik gelisim oram (0,52 giin) SP ile yapilan diger tiim denemelerden elde edilen
degerler arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0,05)

Cizelge 4.12. Rekombinant Aspergillus sojae’nin soya proteini igeren denemelerine ait
Kinetik parametreler

Soya Proteini Miktarlar Soya Proteini Miktarlari
(Kegiboynuzu Ekstraktinda) (Glukoz Substratinda)

%0,50 %0,75 %1.0 %0,50 %0,75 %1.0
Seker Tiketimi (/L) 56,27 80,63 82,33 89,68 85,96 84,57
Mannanaz Aktivitesi 40 81 52593 445,02 56,11 59,23 245,76
(U/ml)
Mak. Tiketim Orani,
Cdsdomax (eLigim 960 19,10 14,52 14,19 10,43 11,71
Mak. Uretim Orani,
(r/domax (Umlein) 7425 97,54 82,85 14,19 17,81 19,56
Mak. Geligim Orani,
(xdtman (o/Liatin) 1,64 3,82 1,72 0,69 0,67 1,14
Spesifik Gelisim Orant 4 5 0,52 0,18 0,09 0,08 0,08
(giin™)
Ikiye Katlanma Siresi 5 1,32 3,91 7,38 9,07 8,78
(ta) (glin)

41



Soya Proteini ile yapilan tiim denemelere ait aktivite degerleri incelendiginde en
yiikksek mannanaz aktivite degerine (525,93 U/ml) besiyerinde kec¢iboynuzu ekstrakti ile

%0,75 oraninda soya proteini bulunan fermentasyonda ulasildigi goriilmektedir (Sekil
4.4).

500 ]
400 B - ]
300 - - -
200 _
100 = e

o [ mEm E e

0% 0,50% 0,75% 1%
Besiverindeki Sova Proteini Oram (%)

Mannanaz Aktivitesi (U/ml)

O Keciboynuzn B Glnkoz

Sekil 4.4. Farkli miktarlarda zein igeren kegiboynuzu ekstrakti ve glukoz
substratindaki maksimum aktivite degerleri

4.5.Bitkisel Azot Kaynaklarmin Genel Degerlendirilmesi

Bitkisel materyaller ile her iki subtratta da en yiiksek enzim aktivite degerlerine
soya proteinin kullanildigi fermentasyonlarda ulagilmistir. Ke¢iboynuzu substratinda en
yiiksek aktivite degeri (525,93U/ml) soya proteinin %1 oraninda, glukoz substratindaki
en yiiksek aktivite degerine (245,76U/ml) ise besiyerinin soya proteini ile %0,75
oraninda zenginlestirildigi denemelerde tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Farkli miktarlarda bitkisel kaynaklarin bulundugu keg¢iboynuzu ekstrakti
ve glukoz substratindaki maksimum enzim aktiviteleri
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Keciboynuzu substratina {i¢ farkli oranda bitkisel azot kaynag: ilavede dilerek
hazirlanan besiyerlerinde gergeklestirlilen fermentasyonlarda ulagilan maksimum enzim
aktivite degerleri en yiiksekten en diisige dogru; SPwo75): 525,93U/ml, SP9y):
445,02U/ml, SPo,5): 402,81 U/ml, PT(1):315,75 U/ml, PT(%o,75): 279,82U/ml, KM 9s1):
247,11U/ml, KMwos): 228,23 U/ml, MZ1): 228,17 U/ml, KMwo,75): 217,91U/ml,
MZwo,5: 203,37U/ml, PT@os): 202,4 U/ml ve MZwpo75: 200,33 U/ml seklindedir.
Glukoz substratinda yapilan denemeler i¢in ayni siralama yiiksekten diisiige dogru;
SPwy: 245,76 U/ml, MZw1): 116,69 U/ml, KM%o,75): 104,02 U/ml, KM%1): 86,44
U/ml, MZ%0,75): 80,14 U/ml, KMos5): 78,55 U/ml, SP(%0,75): 59,23 U/ml, PT 1): 58,26
U/ml, SPwos): 56,11 U/ml, MZwo5): 47,28 UIml, PTwos): 37,38 U/ml ve PTwo,7s):
27,86 U/ml seklindedir.

Kec¢iboynuzu ekstraktinin kullanildigi denemelere ait enzim aktivite degerleri ile
glukoz kullanilarak ulasilan aktiviteler karsilastirildiginda aralarindaki  farkin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0,05).

4.6. Et-Kemik Unu
4.6.1. Keciboynuzu substratinda farkh et-kemik unu miktarlarimin kullanilmasi

EKU’nun {i¢ farklt miktar1 ile kegiboynuzu substratinda gergeklestirilen
denemelerden besiyerine %0,50 oraninda EKU ilave edilen ¢alismanin maksimum
enzim aktivitesi 530,77+15,8 U/ml olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.13). Maksimum
biyokiitle miktar1 fermentasyonun 10.giinlinde 12,08+0,22 g/L olarak belirlenmistir.
Calisma sonundaki kalint1 seker miktari ise 5,55+1,84 g/L olarak tespit edilmistir.

%0,75 oraninda EKU bulunan besiyerindeki fermentasyonda maksimum aktivite
degerine (597,31+10,18 U/ml) ve maksimum biyokiitle konsantrasyonuna (12,30+0,12
U/ml) 10.giinde ulasildigi goriilmektedir. Fermentasyon siiresi sonundaki kalint1 seker
miktar1 da 4,31+0,21g/L olarak belirlenmistir.

%1 oraninda EKU ilavesi ve kegiboynuzu ekstrakti kullanilarak hazirlanmig
besiyerinde gerceklestirilen fermentasyonda maksimum enzim aktivite degerine
(315,79+1,67 U/ml) 8. Giinde ulasilmistir. En yiiksek biyokiitle degeri ise 17,11+2,30
g/L olarak tespit edilmistir. Fermentasyon sonunda besiyerinde kalan seker miktari
10,06+0,18 g/L olarak hesaplanmaistir.

Her {li¢ denemede de kalinti seker miktarlar1 bazinda giinler arasindaki farkin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0,05).
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4.6.2. Glukoz substratinda farkh et-kemik unu miktarlarinin kullanilmasi

%0,50 oraninda EKU ilave edilerek glukoz substratinda gergeklestirilen
fermentasyonda maksimum enzim aktivite degerine (52,81+3,46 U/ml) ve maksimum
biyokiitle konsantrasyonuna (7,66+0,05 g/L) fermentasyonun 10. giiniinde ulasildigi
goriilmektedir (Cizelge 4.14). Baslangi¢ scker miktar1 88,89+1,20 g/L olan ¢alisma
tamamlandiginda kalinti seker miktarinin 63,62+1,42 g/L olarak tespit edildiginden
dolay1 seker tiiketiminin oldukca diisiik oldugu goriilmektedir.

Besiyerine %0,75 EKU ilavesi yapilan denemenin maksimum aktivite degeri
84,14+5,39 U/ml olarak 8. giinde tespit edilmistir. Fermentasyon sonunda kalint1 seker
miktar1 55,33+1,23 g/L olarak ol¢iilmiistiir.

%1 EKU ile yapilan fermentasyonda ise maksimum aktivite degeri 303,67+2,78

U/ml olarak tespit edilmistir. Ulagilan maksimum biyokiitle konsantrasyonu 18,24+1,31
g/L olarak hesaplanmustir.
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4.6.3. Rekombinant Aspergillus sojae’nin et-kemik unu iceren denemelerine ait
kinetik parametreler

EKU ile keciboynuzu substratinda gergeklestirilen fermentasyonlardan en
yiksek enzim aktivitesi (597,31 U/ml) %0,75 oraninda EKU ile zenginlestirilen
besiyerindeki denemede tespit edilmistir (Cizelge 4.15). Kegiboynuzu substratinda
yapilan %0,50, %0,75 ve %]1’lik fermentasyonlara ait maksimum gelisim oranlari
sirastyla 2,12 g/L/giin, 2,64 g/L/giin ve 2,35 g/L/giin olarak belirlenmistir.

Glukoz substratina %0,50, %0,75 ve %] oranlarinda EKU ilavesi ile yapilan
calismalarda ulasilan maksimum enzim aktivite degerleri sirasiyla 52,81 U/ml, 84,14
U/ml ve 303,67 U/ml olarak belirlenmistir. Maksimum tiiketim oranlar1 ise yine
sirasiyla 3,33 g/L/giin, 3,61 g/L/giin ve 16,21 g/L/giin olarak hesaplanmuistir.

EKU ile yapilan tim denemeler goz Oniine alindiginda en yiiksek aktiviteye
(597,31 U/ml) kegiboynuzu ekstraktina %0,75 EKU ilave edilen besiyerinde ulasilmistir
(Sekil 4.6).

Cizelge 4.15. Rekombinant Aspergillus sojae’nin et-kemik unu igeren denemelerine ait
Kinetik parametreler

Et-Kemik Unu Miktarlar1 Et-Kemik Unu Miktarlari
(Kegiboynuzu Ekstraktinda) (Glukoz Substratinda)

%0,50 %0,75 %1.0 %0,50 %0,75 %1.0
Seker Tiiketimi (g/L) 68,88 72,43 62,25 18,09 28,77 77,32
Mannanaz AKtivitesi 43695 57,31 315,79 52,81 84,14 303,67
(U/ml)
Mak. Tiketim Orani,
(-ds/dtymax (¢/L/giin) 7,89 10,38 9,77 3,33 3,61 16,21
Mak. Uretim Orani,
(dp/dHymax (U/ml/giin) 38,42 76,24 40,99 16,35 18,56 56,60
Mak. Geligim Orani,
(dx/dtymax (g/L/giin) 2,12 2,64 2,35 1,02 0,93 3,21
Spesifik Geligim Oram 0,20 0,05 0,08 0,1 3,98
(glin™)
Ikiye Katlanma Siresi 5 5 3,39 13,67 8,26 7,00 0,17
(ta) (glin)
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Sekil 4.6. Farkli miktarlarda et-kemik unu igeren kegiboynuzu ekstrakti ve
glukoz substratindaki denemelere ait maksimum aktiviteler

4.7. Tiy Unu
4.7.1. Keciboynuzu substratinda farkh tity unu miktarlarimin kullanilmasi

Hayvansal materyallerden bir digeri olan TU ile kegiboynuzu substratinda
gerceklestirilen fermentasyonlardan %0,50’lik denemede maksimum enzim aktivitesi
231,02+1,80 U/ml olarak belirlenmistir (Cizelge 4.16). Maksimum biyokiitle
konsantrasyonu ve c¢alisma sonunda ortamda kalan seker miktar1 ise sirasiyla
14,29+3,07¢/L, 5,54+2,09 g/L olarak hesaplanmuistir.

%0,75 TU ilave edilen kegiboynuzu ekstraktinda yapilan fermentasyonda
maksimum enzim aktivite degeri 200,70+0,39 U/ml olarak tespit edilmistir. En yiiksek
biyokiitle konsantrasyonu da 15,46+0,54 g/L olarak belirlenmistir.

%]1’lik fermentasyonda maksimum enzim aktivitesi degeri 355,77+5,37 U/ml
olarak belirlenmistir. En yiiksek biyokiitle konsantrasyonu 16,39+3,39 g/L olarak

hesaplanirken fermentasyon sonunda ortamda kalan seker miktar1 ise 4,57+1,88 g/L
olarak tespit edilmistir.
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4.7.2. Glukoz substratinda farkl tiiy unu miktarlarinin kullanilmasi

TU ile glukoz substratinda yapilan denemelerden %0,5 oraninda TU ilave
edilerek hazirlanan besiyerinde gergeklestirilen denemede ulasilan maksimum enzim
aktivitesi 55,89+18,48 U/ml olarak belirlenmistir (Cizelge 4.17). Maksimum biyokiitle
konsantrasyonu 9,10+1,05 g/L olarak hesaplanmistir. Calisma sonunda ortamda kalan
seker miktar1 ise 58,4140,26 g/L olarak tespit edilmistir.

%0,75’1ik fermentasyonda maksimum enzim aktivitesine (48,55+17,15 U/ml)
caligmanin 5. giinlinde ulagilmistir. Fermentsyon boyunca ulagilabilen en yiiksek
biyokiitle konsantrasyonu 11,91+0,89 g/L olarak belirlenmistir. Fermentasyon sonunda
ortamda kalan seker miktar1 62,58+0,49 g/L olarak tespit edilmistir.

%]1°1lik fermentasyonda maksimum enzim aktivitesine (98,33+4,79 U/ml) ve
maksimum biyokiitle konsantrasyonuna (18,12+0,41 g/L) fermentasyonun 10. giiniinde
ulagilmistir. Calisma sonunda ortamda kalan seker miktar1 ise 55,58+3,50 g/L olarak
tespit edilmisgtir.
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4.7.3. Rekombinant Aspergillus sojae’nin tity unu iceren denemelerine ait kinetik
parametreler

Kegiboynuzu ekstraktinda TU ile yapilan denemelerde en yiiksek enzim
aktivitesi (355,77 U/ml) %1’lik fermentasyonda tespit edilmistir (Cizelge 4.18).
Kegiboynuzu ekstrakti ve %0,5, %0,75, %]1’lik oraninda TU ile zenginlestirilerek
yapilan fermentasyonlarin maksimum {retim oranlari sirastyla 70,39 U/ml/giin, 63,96
U/ml/giin ve 54,67 U/ml/giin olarak hesaplanmistir. %0,5 oraninda TU kullanilarak
gerceklestirilen fermentasyon denemesi maksimum gelisim orani en yiiksek
(3,45U/ml/giin) ¢alisma olarak belirlenmistir.

Glukoz ile gercekestirilen denemelerde en yiikksek enzim aktivitesine
(98,33U/ml) %1 oraninda TU ilave edilerek yapilan fermentasyon c¢alismasinda
ulagilmistir. Glukoz ve %0,5, %0,75, %]1°’lik oraninda TU ilave edilerek yapilan
fermentasyonlarin maksimum tiiretim oranlart sirastyla 15,38 U/ml/giin, 17,73 U/ml/giin
ve 15,66 U/ml/giin olarak hesaplanmistir.

Her iki substratta da yapilan calismalarin seker tiikketimi, maksimum {iretim ve
maksimum tiiketim oranlar1 arasindaki farklarin istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit
edilmistir (P<0,05).

Cizelge 4.18. Rekombinant Aspergillus sojae’nin tiily unu iceren denemelerine ait kinetik
parametreler

Tity Unu Miktarlari Tty Unu Miktarlari
(Kegiboynuzu Ekstraktinda) (Glukoz Substratinda)
%0,5 %0,75 %1 %0,5 %0,75 %1
Seker Tiketimi (/L) 65,77 62,23 63,23 28,56 16,19 24,77
Mannanaz Aktivitesi 53 0y 31950 355,77 55,89 48,55 98,33
(U/ml)
Mak. Tiketim Orani,
Cdsdtmas (e/Ligim 1376 11,93 6,13 4,52 2,87 3,94
Mak. Uretim Orani,
(dp/domax (Umbein) 7039 63,96 54,67 15,38 17,73 15,66
Mak. Geligim Orani,
(xdtman (o/Liafin) 3,45 1,30 2,73 0,82 1,93 2,89
Spesifik Gelisim Orant 5 4 g 0,10 0,12 0,08 0,13 0,09
(giin™)
Ikiye Katlanma Siresi 5 g5 7,13 5,77 8,32 5,31 7,67
(Ta) (glin)
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TU ile yapilan calismalarda en yiiksek enzim aktivitesi keciboynuzu ekstrakti ile
%1 oraninda tily unu ilave edilen fermentasyonda belirlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Farkli miktarlarda tiiy unu igeren kec¢iboynuzu ekstrakti ve
glukoz substratindaki denemelere ait maksimum aktiviteler

4.8. Balik Unu
4.8.1. Keciboynuzu substratinda farkh balik unu miktarlarinin kullanilmasi

BU ile ke¢iboynuzu substratinda yapilan denemelerden %0,5 oraninda BU ilave
edilerek gerceklestirilen fermentasyonda maksimum enzim aktivitesi 277,4+5,61 U/ml
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.19). Maksimum biyokiitle konsantrasyonu 12,24+0,10
g/L olarak hesaplanmistir. Calisma sonunda ortamda kalan seker miktar ise 4,66+0,05
g/L olarak tespit edilmistir.

%0,75’lik fermentasyonda maksimum enzim aktivitesine (267,82+13,19 U/ml)
calismanin 9. giinlinde ulagilmistir. Fermentsyon boyunca ulagilabilen en yiiksek
biyokiitle konsantrasyonu 13,45+0,12 g/L olarak belirlenmistir. Fermentasyon sonunda
ortamda kalan seker miktari ise 4,68+1,51 g/L olarak hesaplanmistir.

%1’lik fermentasyonda maksimum enzim aktivitesine (310,74+7,91 U/ml)
fermentasyonun 7. giiniinde ulasilmistir. Maksimum biyokiitle konsantrasyonu ise
15,76+0,26 g/L. olarak belirlenmistir. Calisma sonunda ortamda kalan seker miktari
4,91+0,09 g/L olarak tespit edilmistir.

Her ii¢ calismada da genel olarak giinler arasindaki kalint1 seker miktar1 farkinin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir (P<0.05). U¢ denemede de enzim
aktivite degerlerinin degisken degerler aldig1 goriilmektedir.
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4.8.2. Glukoz substratinda farkhh balik unu miktarlarinin kullanilmasi

BU ile glukoz substratinda yapilan fermentasyon denemelerinden %0,5 oraninda
BU ilave edilerek gerceklestirilen denemede maksimum enzim aktivitesi 97,18+12,52
U/ml olarak belirlenmistir (Cizelge 4.20). Maksimum biyokiitle konsantrasyonu
(15,12+0,28 g/L) olarak hesaplanmistir. Fermentasyon sonunda ortamda kalan seker
miktari ise 0,24+0,30 g/L olarak tespit edilmistir.

%0,75’lik fermentasyonda maksimum enzim aktivitesine (100,86+5,45U/ml)
caligmanin 3. giinlinde ulagilmistir. Fermentsyon boyunca ulagilabilen en yiiksek
biyokiitle konsantrasyonu 15,60+£0,16 g/L olarak belirlenmigtir. Caligma sonunda
ortamda kalan seker miktar1 4,88+0,35 g/L olarak tespit edilmistir.

%]1°1lik fermentasyonda maksimum enzim aktivitesi ve maksimum biyokiitle
konsantrasyonu sirasiyla 182,98+33,27 U/ml ve 18,69+0,0 6g/L olarak hesaplanmustir.
Fermentasyon sonunda ortamda kalan seker miktar1 ise 7,00+1,52 g/L olarak tespit
edilmistir.
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4.8.3. Rekombinant Aspergillus sojae’nin balik unu iceren denemelerine ait Kinetik
parametreler

Balik unu (BU) ile ke¢iboynuzu ekstraktinda yapilan denemelerde en yiiksek
enzim aktivitesi (310,74 U/ml) %1’lik fermentasyonda belirlenmistir (Cizelge 4.18).
Keg¢iboynuzu ekstraktinin %0,5, %0,75, %]1°lik oraninda BU ile zenginlestirilerek
hazirlanan besiyerlerindeki fermentasyonlarin maksimum {iretim oranlar1 sirasiyla 0,02
U/ml/giin, 14,05 U/ml/glin ve 45,14 U/ml/giin olarak hesaplanmistir. %0,75 oraninda
BU kullanilarak gergeklestirilen fermentasyon denemesi maksimum gelisim orani en
yiiksek calisma (19,04 U/ml/giin) olarak tespit edilmistir.

Glukoz ile gercekestirilen denemelerde en yiiksek enzim aktivitesine (182,98
U/ml) %1 oraninda BU ilave edilerek yapilan fermentasyon c¢aligmasinda ulagilmastir.
Glukoz ve %0,5, %0,75, %1 oranlarinda BU ilave edilerek yapilan fermentasyonlarin
maksimum {iretim oranlan sirasiyla 0,02 U/ml/giin, 0,03 U/ml/giin ve 0,02 U/ml/giin
olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.21. Rekombinant Aspergillus sojae’nin balik unu igeren denemelerine ait
Kinetik parametreler

Balik Unu Miktarlar1 Balik Unu Miktarlar1
(Kegiboynuzu Ekstraktinda) (Glukoz Substratinda)
%0.50 %0.75 %1.0 %0.50 %0.75 %1.0
Seker Tiiketimi (g/L) 69,70 69,44 67,03 99,51 97,97 74,51
Mannanaz AKtivitesi g, 41 567,83 310,74 109,41 100,86 182,98
(U/ml)
Mak. Tiiketim Orani,
(~ds/dtymax (¢/L/giin) 9,16 12,02 17,12 14 17,93 13,06
Mak. Uretim Oran,
(dp/dtymax (U/ml/giin) 48,09 43,65 45,14 43,30 32,35 59,87
Mak. Geligim Orani,
(dx/dfymax (g/L/giin) 2,19 19,04 8.12 2,89 1,14 1,90
Spesifik Geligim Orant 5 44 0,03 0.09 0,18 0,09 0,11
(gin™)
Ikiye Katlanma Siiresi g o 2,33 7,72 3,95 7,60 6,08
(To) (gtin)
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BU ile yapilan 6 denemede en yiiksek aktiviteye (310,74 U/ml) kegiboynuzu

substratinda %1 BU ilave edilerek gerceklestirilen fermentasyonda ulasilmistir (Sekil
4.8).
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Sekil 4.8. Farkli miktarlarda balik unu igeren kegiboynuzu ekstrakti ve
glukoz substratindaki mannanaz iiretim denemeleri

4.9. Hayvansal Azot Kaynaklarinin Genel Degerlendirilmesi

Kullanilan hayvansal kokenli materyallern farkli miktarlar1 ile yapilan
denemelere ait maksimum enzim aktivite degerleri incelendiginde her iki substratta da

en yiksek aktivite degerlerine EKU ile yapilan fermentasyonlarda ulasildig:
goriilmektedir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. Farkli miktarlarda hayvansal azot kaynagi iceren kegiboynuzu ekstrakti ve
glukoz substratindaki denemelere ait maksimum aktiviteler
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Kegiboynuzu ekstraktina ii¢ farkli oranda hayvansal azot kaynag ilave edilerek
hazirlanan besiyerlerinde gergeklestirlilen fermentasyonlarda ulasilan maksimum enzim
aktivite degerleri en yiiksekten en diisige dogru; EKUwo,75): 597,31 U/ml, EKU 0 5):
530,77 U/ml, TU@1): 355,77 U/ml, TUwo75): 319,5 U/ml, EKU@e1): 315,79 U/ml,
BU@1): 310,74 U/ml, BUwos): 277,4 U/ml, BUwo,75): 267,82 U/ml, TUwos): 231,02
U/ml seklindedir. Glukoz substratinda yapilan denemeler i¢in ayni siralama; EKU (%0,75):
84,14/ml, EKUwo,5: 52,81 U/ml, TU@z): 98,33 U/ml, TU%0o,75): 48,55 U/ml, EKU9%:):
303,67 U/ml, BUge): 182,98 U/ml, BUwos): 97,18 U/ml, BU%075:100,86 U/ml,
TU0,5): 55,89 U/ml seklindedir.

Her iki substratta %1 oraninda EKU ile yapilan denemeler disindaki iki karbon
kaynagiyla yapilan fermentasyonlara ait tiim aktivite degerleri arasindaki farkin
istatistiksel olarak O6nemli oldugu belirlenmistir (P<0,05). Hem glukoz hem de
keciboynuzu substratinda farkli miktarlarda balik unu ilave edilerek gergeklestirilen
fermentasyonlarda en yiiksek aktivite degerlerine %]1’lik denemelerde ulasildig:
goriilmektedir.

4.10. Bitkisel ve Hayvansal Azot Kaynaklarimin Karsilagtirilmasi

Calismada kullanilan bitkisel ve hayvansal azot kaynaklarinin kullanildig:
fermentasyonlarda en yiiksek enzim aktivite degerlerine kegiboynuzu substratinda
ulagilmigtir (Cizelge 4.22). Bu degerler bitkisel kaynaklardan SP’nin %0,75 oraninda
eklendigi denemede 525,93 U/ml olarak, hayvansal kaynaklardan EKU’nun besiyeri
ortamina %0,75 oraninda ilave edildigi fermentasyonda ise 597,31 U/ml olarak tespit
edilmistir.

Tim hayvansal ve bitkisel azot kaynaklari ile yapilan fermentasyon
denemelerine ait maksimum iiretim hizlar1 incelendiginde keg¢iboynuzu ekstrakti ve
glukozda yapilan denemelere ait maksiumum {iretim oranlar1 arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05).

Cizelge 4.22. Kullanilan azot kaynaklarma ait maksimum enzim aktivite degerleri

(U/ml)
Keciboynuzu Glukoz
%0,5 %0,75 %1 %0,5 %0,75 %1
KM 228,23 217,91 247,11 7855 104,02 86,44
PT 202,4 279,82 315,75 37,38 27,86 58,26
MZ 203,37 200,33 228,17 47,28 80,14 116,69
Sp 445,02 525,93 434,25 56,11 59,23 245,76
EKU 530,77 597,31 315,79 52.81 84,14 303,67
TU 231,02 319,5 355,77 55,89 48,55 98,33
BU 2717,4 267,82 310,74 97,18 100,86 182,98
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Calisma kapsaminda ulasilan en yiiksek enzim aktivite degerlerinin tespit
edildigi SP ve EKU ilave edilerek keciboynuzu substratinda gergeklestirilen
denemelerde maksimum {iretim oranlart SPwos): 74,25 U/ml/giin, SPwo75): 97,54
U/ml/giin, SP1): 82,85 U/ml/giin, EKUwos): 38,42 U/ml/giin, EKUwo,75): 76,24
U/ml/giin, EKU@e1): 40,99 U/ml/glin olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.23). Aym
kaynaklarin glukoz substratindaki maksimum iiretim oranlart ise SPwo5): 14,19
U/ml/giin, SPw0,75): 17,81 U/ml/giin SP(%1): 19,56 U/ml/giin, EKU(%0,5): 16,35 U/ml/giin,
EKUo,75): 18,56 U/ml/giin, EKU(%1): 56,6 U/ml/giin olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.23. Kullanilan farkli azot kaynaklarina ait maksimum iiretim oranlari

(U/ml/giin)
Ke¢iboynuzu Glukoz

%0,5 %0,75 %1 %0,5 %0,75 %1
KM 73,11 65,97 64,48 20,4 26,99 29,65
PT 95,01 74,31 64,53 9,08 5,82 2,54
MZ 48,07 24,60 35,64 13,84 20,86 18,89
Sp 74,25 97,54 82,85 14,19 17,81 19,56
EKU 38,42 76,24 40,99 16,35 18,56 56,6
TU 70,39 63,96 54,67 15,38 17,73 15,66
BU 48,09 43,65 45,14 43,30 32,35 59,87

Turhan vd. (2012) tarafindan ti¢ farkli azot kaynaginin ti¢ farkli oraniyla (%0,5,
%0,75 ve %]1.0) zenginlestirildigi ke¢iboynuzu substratinda mannanaz iiretimi
gergeklestirilmistir. Azot kaynagi olarak amonyum nitrat (AN), et ekstrakti (EE) ve
maya ekstraktinin (ME) kullanildig1 projede ulasilan maksimum enzim aktiviteleri
ANwo,5): 695,6 U/ml, EEw05): 472 U/ml, ME@05): 423,6 U/ml olarak belirlenmistir. Bu
caligmada ulasilan en yiiksek aktiviteler ise EKU(w0,75): 597,31 U/ml, EKU%o,5: 530,77
U/ml ve SPpo,75): 525,93 U/ml olarak belirlenmistir. Bu degerler ile s6zkonusu projede
ulagilan aktivite degerleri karsilastirildiginda tez kapsaminda kullanilan materyallerin
pahal1 kaynaklara alternatif olabilecegi goriilmektedir.

4.11. En 1lyi Olarak Belirlenen Karbon ve Azot Kaynaklarinda Fermentor
Calismasi

Proje kapsaminda yapilan 42 denemeye ait veriler incelendiginde en yiiksek
enzim aktivitesine (597,31 U/ml) karbon kaynagi olarak keg¢iboynuzu ekstraktinin
kullanildig1 ve %0,75 oraninda EKU ile azotga zenginlestirilen besiyerinde yapilan
fermentasyonda ulasildig1 goriilmiistiir. EKU‘nun ayni orani kullanilarak bir fermentor
denemesi gerceklestirilmis ancak olgek biiyiitmeden kaynaklanan sorunlardan dolay:
enzim aktivitesi 12 U/ml olarak tespit edilmistir.
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4.12. Azot¢ca Zenginlestirilmemis Fermentasyon Denemeleri

Mannanaz iiretiminde alternatif azot kaynagi olabilecegi diisliniilen
materyallerin enzim aktivitesine etkisini daha net gorebilmek i¢in herhangi bir azot
kaynagi ilave edilmeksizin hem glukoz hem de keg¢iboynuzu substratinda diger tiim
kosullarin ayn1 oldugu birer fermentasyon gergeklestirilmistir. Yapilan fermentasyonlar
neticesinde kegiboynuzu ekstraktinda maksimum enzim aktivitesi 63,68+0,12 U/ml
olarak hesaplanmig, glukoz substratinda ise enzim aktivitesi tespit edilememistir.
Ke¢iboynuzu ile yapilan denemede seker tiiketimi 43 g/L, glukoz denemesinde ise 4 g/L
gerceklesmistir.

4.13. Alternatif Karbon ve Azot Kaynaklarimin Ekonomik Analizi

Mannanaz iretimindeki kullanim potansiyeli belirlenmeye c¢alisilan bazi
materyallerin endiitriyel ¢calismalarda kullanilabilirligini daha net tespit edebilmek igin
temel bir ekonomik analiz yapilmistir. Ekonomik analiz i¢cin 100ml’lik bir besiyeri
referans kabul edilerek ekonomik uygunluk belirlenmistir (Cizelge 4.24).

Kegiboynuzu substratina %1 oraninda bitkisel veya hayvansal azot kaynagi ilave
edilerek hazirlanan 100 ml’lik bir besiyeri maliyeti hesaplanmistir. Toplam maliyetler
her bir kaynak i¢cin KM: 0,674 TL, PT: 0,640 TL, MZ: 1,150 TL, SP: 0,794 TL, EKU:
0,650 TL, TU:0,675 TL, BU:0,725 TL seklinde hesaplanmistir. Ayni sekilde glukoz
substratina %1 oraninda bitkisel veya hayvansal azot kaynagi ilave edilerek hazirlanan
100 ml’lik bir besiyerinin maliyeti hesaplanmistir. Toplam maliyetler her bir kaynak
icin KM: 0,949 TL, PT: 0,915 TL, MZ: 1,425 TL, SP: 1,069 TL, EKU:0,925 TL, TU:
0,95 TL, BU: 1,0 TL seklinde hesaplanmustir.
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Cizelge 4.24. Mannanaz liretiminde yiiksek maliyetli kaynaklar ile alternatif kaynaklarin
ekonomik analizi

(KB)

Kullanilan KB i¢in G icin Maksimum
Fiyat Kullamilan | materyalin toplam toplam -
. R . - Aktivite
(TL/Kg) | miktar (g) maliyeti maliyet maliyet (U/ml)
(TL) (TL) (TL)
Kirmizi 1,95 25 0,049 0,674 0,949 247,11
Mercimek
Pamuk Tohumu 0,6 25 0,015 0,640 0,915 315,75
g
’?&' Misir Zeini 21 25 0,525 1,150 1,425 228,17
g,
<
.
2 | Soya Proteini 6,75 25 0,169 0,794 1,069 525,93
s
=
g Et-Kemik Unu 1 25 0,025 0,650 0,925 597,31
<
Tiy Unu 2 25 0,050 0,675 0,950 355,77
Balik Unu 4 25 0,100 0,725 1,000 310,74
£ |Maya Ekstrakn 340 25 8,500 9125 | 9,400 695,6
= |[(YE)
<
=
=
v Et Ekstrakti (EE) 250 25 6,250 6,875 7,150 472
e
N
:E Amonyum nitrat
& (AN) 112 25 2,800 3,425 3,700 423,6
g MgS0.4.7H,0 100 1,25 0,125
250
a
K2HPO4 150 25 0,375
c 5 | Glukoz (G) 50 8 0,400
S X
2=
S5 =
X 5 Keciboyn
M | Jregrooynuzd 5 25 0,125
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5. SONUC

Bu calisma ile 7 farkli azot kaynaginin 3 farkli miktarda ve ayri ayn
denemelerde fermentasyon ortamina ilave edilerek mannanaz {iretimi {lizerine etkisi
incelenmistir. Kalint1 seker miktari, enzim aktivitesi ve biyokiitle miktarlarinin ortalama
degerleri arasindaki farklarin istatistiksel olarak Onemi %95 giliven diizeyinde
hesaplanmistir. Herhangi bir azot kaynagi olmaksizin gergeklestirilen kontrol
calismalar1 ile de alternatif azot kaynagi olabilecegi diisiiniilen materyallerin enzim
aktivite degerlerine etkisi daha net goriilmiistir.

Bitkisel materyallerden kirmizi mercimek ile ulasilan maksimum aktivite degeri
keciboynuzu ve glukoz substratinda sirasiyla 247,11 U/ml ve 104,02 U/ml olarak tespit
edilmistir. Pamuk tohumu ile yapilan ¢aligmalar ke¢iboynuzu ekstraktinda 315,75 U/ml,
glukoz substratinda ise 58,26 U/ml olarak belirlenmistir. Misir zeini kullanilarak
yapilan fermentasyon calismalarinda 228,17 U/ml, glukozda ise 116,69 U/ml’ye
ulagilmistir. Soya proteini ile yapilan denemelerde maksimum aktivite degerleri
kegiboynuzu ekstraktt ile zenginlestirilmis besiyerinde 525,93 U/ml, glukoz
substratinda ise 245,7 U/ml olarak belirlenmistir. Bitkisel materyallerden en yiiksek
enzim aktiviteleri hem keg¢iboynuzu hem de glukoz substratina soya proteini eklenen
fermentasyonlarda sirastyla 525,93 U/ml ve 245,76 U/ml olarak tespit edilmistir.

Et-kemik unu ile yapilan denemelerde maksimum enzim aktivitesi kegiboynuzu
substratinda 597,31 U/ml, glukozda ise 303,67 U/ml olarak belirlenmistir. Tily ununun
kullanildigi fermentasyonlarda kegiboynuzu ve glukozda ulagilan maksimum aktiviteler
sirastyla 355,77 U/ml ve 98,33 U/ml olarak tespit edilmistir. Balik unu ile
zenginlestirilerek hazirlanan besiyerlerinde en yiiksek enzim aktivite degerleri
kegiboynuzu substratinda 310,74 U/ml, glukozda ise 182,98 U/ml olarak hesaplanmistir.
Hayvansal materyaller ile gergeklestirilen denemelerde en yiiksek enzim aktivite degeri
597,31 U/ml olarak et-kemik unu ile kegiboynuzu ekstrakti igeren besiyerindeki
fermentasyon ¢alismasinda ulagilmistir.

Calisma kapsaminda bitkisel ve hayvansal azot kaynaklariyla yapilan tim
denemelerde ulasilan aktivite degerlerinin en yiiksegi %0,75 oraninda et-kemik unu ile
keciboynuzu substratinda yapilan denemede tespit edilmistir.

Yapilan ekonomik analiz ile alternatif bir karbon kaynagi olan keg¢iboynuzu ile
kullanilan azot kaynaklarinin mannanaz {retiminde maliyetleri yaklasitk % 80
diisiirebilecegi goriilmiistiir.

Bu calisma kapsaminda elde edilen verilerin endiistriye aktarilabilir 6zellikte
oldugu, giiniimiizde mikrobiyal enzim iiretiminde diisiik maliyetli bir karbon kaynagi
olarak kullanilan ke¢iboynuzu meyvesi ile birlikte mikrobiyal gelisimin diger ana faktor
olan azotun da alternatif materyallerden saglanmasi noktasinda gelecekte yapilabilecek
daha kapsamli caligmalara 151k tutacak nitelikte oldugu diistiniilmektedir.
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7.EKLER

Ek 1. Azot Kaynag Olarak Degerlendirilen Bitkisel, Hayvansal Materyaller Ve
Azot Oranlan

M. Zeini(~%14) Kirmizi Mercimek(~%4) Pamuk Tohumu(~%6) Soya Proteini(~%14)

Balik Unu ("%10,4) Et-Kemik Unu ("%8) Tiiy Unu ("%13,5)
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Ek 2. Misir Zeinin Flask Calismalarindaki Goriintiisii
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Ek 3. Kalinti Seker Miktarnn Hesaplandig1 Standart Mannoz Kurvesi

Mannoz Konsantrasyonu (mikromol/ml)

12

10 -

y =3,9424x - 0,3632
R?=0,9949

1.5

Absorbans (540 nm)
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