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OZET

REKOMBINANT Aspergillus sojae AsT3 KULLANILARAK
KATI FAZ FERMENTASYONU iLE MANNANAZ URETIiMi

Cansu YILMAZER KOC
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. irfan TURHAN
Subat 2021; 46 sayfa

Kat1 faz fermentasyonu (KFF), enzimler, organik asitler ve biyoyakitlar gibi
katma degeri yiliksek endiistriyel {irlinlerin {iretiminde sivi kiiltiir fermentasyon
yontemine gore daha ucuz ve gevre dostu olmasindan dolay: alternatif olarak tercih
edilmektedir. KFF, nemli katilar {izerinde mikroorganizma gelisimi igin uygun bir
ortam olusturdugundan dolay1 kati1 atiklarin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Bu
caligmada ucuz ve bol bulunan farkli lignoseliilozik biyokiitlelerden (arpa kavuzu,
bugday kepegi, cavdar kepegi, yulaf kavuzu) fermentasyonla Aspergillus sojae AsT3
kullanilarak mannanaz iiretimi gergeklestirilmistir. Bu amacla bes farkli substrat (arpa
kavuzu, bugday kepegi, cavdar kepegi, yulaf kavuzu ve karigim) lizerinde ve ii¢ farkl
inokiilasyon oraninda (%3, 5 ve 7) kat1 faz fermentasyonlar1 yapilmistir. Ayrica kati faz
fermentasyonu ile iiretilen B-mannanaz enziminin kullanim alanlarindan biri olan
mannooligosakkaritlerin (MOS) {iretimi de incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore en
1y1 karbon kaynag: se¢ilmis ve bagimsiz degiskenlerin etkisini incelemek i¢in Plackett-
Burman Dizayn (PBD) ile belirlenen 10 farkli fermentasyon denemesi
gergeklestirilmistir. Bununla birlikte MOS iiretimini artirmak i¢in PBD ile belirlenen
fermentasyonlar gerceklestirilirken en iyi karbon kaynagina mannan icerdigi bilinen
kahve atiklar1 ilave edilmistir. Fermentasyon denemeleri sonucunda her bir karbon
kaynag i¢in farkli inokiilasyon oranlarinda en yiiksek -mannanaz aktivitesi sirasiyla;
yulaf kavuzunda 413.50 U/mg (%5), arpa kavuzunda 582.59 U/mg (%7), cavdar
kepeginde 983.53 U/mg (%7), bugday kepeginde 55.59 U/mg (%5) ve karisim
fermentasyonlarinda ise 262.75 U/mg (%7) olarak bulunmustur. Bu sonuglara gére en
yuksek B-mannanaz aktivitesine (983.53 U/mg) %7 inokiilasyon orani kullanilan ¢avdar
kepeginde ulasilmigtir. B-Mannanaz ve MOS {iretiminde PBD ile belirlenen sartlarda
bagimsiz degiskenlerin etkisi incelemis ve sonu¢ olarak 30°C’de 7 giin boyunca %7
inokiilasyon oran1 ve baslangic pH 7.0 olan fermentasyon sartlarinin en iyi oldugu tespit
edilmistir. Fermentasyon ortamina eklenen kahve atig1 enzim iiretimini inhibe etmis
ancak MOS iiretimini artirmistir.



PBD ile belirlenen kosullarda gerceklestirilen fermentasyonlarinda en yiiksek
degerlerdeki MOS bilesenleri ve toplam MOS degerleri, mannobioz i¢in 80.59 ppm (6.
deneme), mannotrioz i¢in 69.94 ppm (1. deneme), mannotetroz igin 210.37 ppm (3.
deneme), mannopentoz i¢in 391.87 ppm (1. deneme), mannoheksoz i¢in 533.40 ppm (9.
deneme) ve toplam MOS degeri i¢in 1086.45 ppm (9. deneme) olarak bulunmustur.
Ayrica PBD ile gergeklestirilen fermentasyonlar sonucunda, inkiibasyon sicakliginin -
mannanaz lretiminde etkili oldugu tespit edilmistir.

Bu ¢alismada, kat1 faz fermentasyon yontemi ile rekombinant Aspergillus sojae
AsT3 (ATCC 11906) kullanilarak mannanaz iiretimi ve ayni zamanda MOS {iretimi
amaclanmistir. Sonuglar incelendiginde, atiklarin degerlendirilmesi, diisiik enerji
gereksinimi ve mikroorganizma gelisimi i¢in uygun bir ortam olmasi sebebiyle KFF’nin
B-mannanaz ve MOS {iretimi i¢in uygun oldugu belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Kati faz fermentasyon, lignoseliilloz, rekombinant
Aspergillus sojae, mannooligosakkarit
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ABSTRACT

MANNANASE PRODUCTION BY SOLID STATE FERMENTATION
USING RECOMBINANT Aspergillus sojae AsT3

Cansu YILMAZER KOC
MSc Thesis in Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Irfan TURHAN
February 2021; 46 pages

Solid state fermentation (SSF) has been well known as an alternative to the
liquid culture fermentation method in the production of value-added industrial products
such as enzymes and biofuels, as it is cheaper and environmentally friendly. SSF is used
in the evaluation of solid wastes because it creates a suitable environment for
microorganism growth on moist solids. In this study, mannanase production was carried
out using Aspergillus sojae AsT3 by fermentation from different lignocellulosic
biomass (barley husk, wheat bran, rye bran, oat husk) due to its cheap and abundant
availability. For this purpose were carried out on five different substrates (barley husk,
wheat bran, rye bran, oat husk and mixture) and at three different inoculation rates (3, 5
and 7%) solid state fermentations. In addition, the production of mannooligosaccharides
(MOS) which is one of the uses of the B-mannanase enzyme produced by solid state
fermentation, was also investigated. The best carbon source was selected and 10
different fermentation trials determined by Plackett-Burman Design (PBD) were
conducted to examine the effect of independent variables. In order to increase MOS
production, while fermentation determined by PBD was carried out, coffee wastes
known to contain mannan were added to the best carbon source. It was according that
these results, the highest f-mannanase activity (983.53 U/mg) was achieved in rye bran
using a 7% inoculation rate. The effect of independent variables in non-mannanase and
MOS production under conditions determined by PBD was examined and as a result it
was determined that the fermentation conditions with 7% inoculation rate and initial pH
7.0 at 30°C for 7 days the best were found. Coffee waste added to the fermentation
medium inhibited the enzyme production, but increased MOS production.

The highest values of MOS components and total MOS values in fermentations
performed under conditions determined with PBD were 80.59 ppm for mannobiose (6™
trial), 69.94 ppm for mannotriose (1% trial), 210.37 ppm for mannotetrose (3" trial),
391.87 ppm for mannopentose (1% trial), 533.40 ppm for mannohexose (9" trial) and
1086.45 ppm for total MOS (9" trial). In addition, as a result of the fermentations
performed with PBD, it was determined that the incubation temperature was effective in
the production of B-mannanase.



In this study, the production of mannanase and MOS production by using
recombinant Aspergillus sojae AsT3 (ATCC 11906) by solid culture fermentation
method was aimed. When the results are examined, it has been determined that SSF is
suitable for B-mannanase and MOS production due to the evaluation of wastes, low
energy requirement and because it is a suitable environment for microorganism
development.

KEYWORDS: Solid-state fermentation, lignocellulose, mannanase, recombinant
Aspergillus sojae, mannooligosaccharide

COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Irfan TURHAN
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ONSOZ

Diinya niifusunun her gecen giin artmasiyla birlikte her tirlii gida maddesine
olan ihtiya¢ artmaktadir. Gida endiistrisinin gelismesiyle birlikte gida atiklarinda artis
meydana gelmektedir. Biyoteknolojik uygulamalarda substrat olarak saf kimyasallar
kullanilabildigi gibi tarimsal atiklar (yulaf kavuzu, arpa kavuzu, ¢avdar kepegi, bugday
kepegi, keciboynuzu atig1, melas, ¢ay atig1) da kullanilmaktadir. Gelisen biyoteknolojik
uygulamalar ile saf kimyasallarla iiretimin pahali olmasindan dolay1 katma degeri
yuksek tarimsal-gida atiklar1 degerlendirilerek atik sorunu ortadan kaldirilmakta, {iretim
maliyetleri disiiriilmekte ve cevre kirliliginin oniline geg¢ilmektedir. Katma degeri
yuksek {riinlerin {iretiminde kullanilan bu kaynaklara “yenilenebilir kaynaklar”
denmektedir. Bu amagla biyoteknolojik yollarla {iretilen iiriinlerden biri de B-mannanaz
enzimidir. f-Mannanaz enzimi mannooligosakkarit (MOS) iiretimi, hayvan yemlerinin
tyilestirilmesi, kahve iiretimi, kagit endiistrisi uygulamalari, temizlik iiriinlerinin tiretimi
gibi birgok farkli alanda kullanilmaktadir. Boylesine fazla kullanim alani olan bir
enzimin biyoteknolojik yontemlerle iiretiliyor olmast yilin her zamaninda temin
edilebilirligini saglamaktadir. Gida ve diger endiistrilerde kullanilan enzimlerin daha
fazlasinin iilkemizde iiretilmeye baslanmasi ile hem yeni is imkanlar ortaya ¢ikacak
hem de katma degeri yiiksek {irlinler sayesinde iilke ekonomisi giiclenecek ve disa
bagimliligimiz biraz daha azalacaktir.

Bu amagcla katma degeri yiiksek tirlinlerin biyoteknolojik yontemlerle iiretilmesi
alanindaki bir konuda bana calisma firsati veren, her zaman arkamizda olan, tim
zorluklarda destegini esirgemeyen, her sekilde fikirleri ile yol gosterici olan danigman
hocam Dog. Dr. Irfan TURHAN’a (Akdeniz Universitesi Miihendislik Fakiiltesi)
tesekkiirii bir borg bilirim.

Her zaman yanimda olan, sikildigimda, bunaldigimda desteklerini bir an olsun
esirgemeyen, her kosulda wvarliklarim1 hissettiren canim arkadaslarim Hilal Nur
GURLER, Selime Benemir ERKAN ve Duygu Gizem BILGIN’e ¢ok tesekkiir ederim.
Calismalarim boyunca laboratuvar ortammi paylastigim Ali OZCAN’a, tiim ekip
arkadaglarima ve zorlandigim her an birikimleri ile yardimlarimi bir an olsun
esirgemeyen Dr. Ogr. Uyesi Ercan YATMAZ ve Dr. Mustafa GERMEC’e tesekkiir
ederim. Ayrica mikroorganizma temininde katkilarindan dolayr Prof. Dr. Ziimriit
BEGUM OGEL’e tesekkiir ederim.

Bana kars1 olan inanci ve giiveni ile destegini bir an olsun esirgemeyen, her
animda yanimda olan, fikirleriyle hayatima yon veren canim esim Ars. Gor. Andag
KOC’a sonsuz tesekkiir ederim.

Son olarak bana kars1 sonsuz sevgi ve 6zveri gosteren, her zaman yanimda olan,
inanan, giivenen, her tiirlii destegi esirgemeyen, bu giinlere gelmemde yardimci olan,
hayatima daima 151k tutan canim annem Nesrin YILMAZER, canim babam Cemal
YILMAZER, canim ablam Ceren NACAR ve canim kardesim Cem YILMAZER’e
sonsuz tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Enzimler canli hiicreler tarafindan sentezlenen ve kimyasal reaksiyonlari
spesifik olarak katalizleme yetenegine sahip protein yapidaki maddelerdir. Gida, ilag¢ ve
kimya endiistrisinde, dericilik, boya ve temizlik maddeleri iiretimi, biyoteknoloji, tip,
tarim ve veterinerlik alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Damodaran 2017).
Enzimler, bitki, hayvan ve mikroorganizmalar tarafindan iiretilebilir. Mikrobiyal
enzimler ise hem hiicre i¢inde sentezlenebilmekte hem de hiicre disina salgilanmaktadir
(Brock 1984, Damodaran 2017). Tim endistriyel tretimlerde oldugu gibi enzim
tiretiminde de amag {iretim yOntemlerini standartlastirarak yil boyu uygulanabilirligi
artirmaktir. Bu amaca ulasmanin yolu ise hedeflenen enzim iiretimi i¢in uygun teknigin
kullanilarak standart {iretim yapmaktan ve saflagtirma maliyetlerini disiirmekten
gecmektedir.

B-Mannanazlara ait alt bilgiler incelendiginde gen ekspresyonlarinin genetik
diizenlemesinin seliilaz ve ksilanazlar kadar iyi bilinmedigi ancak fungal yapilardaki
olusumlarinin seliilazlar ve ksilanazlara benzedigi varsayilmaktadir (van Zyl vd. 2010).
B-Mannanazlar, amino asit dizilimlerine goére glikoz hidrolaz GHS ve GH26
familyalarinda bulunmaktadir. Mannanlarin B-1,4 baglarinin rastgele hidrolizinden ve
yeni uglarin olusmasindan sorumlu endo-enzimlerdir. Mannanazlar genellikle dogal
ortamlardan izole edilmis olan mikroorganizmalar tarafindan tiretilmektedir (Dhawan ve
Kaur 2007). Gelisim siirelerinin kisaligi, besiyeri ortamlarimin kiigiik olusu ve genetik
midahalelerin kolay yapilis1 nedeniyle mikroorganizmalar en yiiksek potansiyele sahip
enzim kayna@i olarak tercih edilmektedir. Toplu tretimi daha kolay oldugundan,
ekstraseliiler mannanaz Onemli bir ticari degere sahiptir. Mannanaz lreten bir¢ok
bakteri tiirii olmasina ragmen, ticari olarak kullanilan birka¢ dogal ya da rekombinant
sus vardir. Bunlarin en oOnemlileri; Bacillus sp., Streptomyces, Caldibacillus
cellulovorans, Caldicellulosiruptor sp. Rt8B, Caldocellum saccharolyticum’dur
(Dawood ve Ma 2020).

Mannanazlar endiistriyel proseslerde; gidalarin vizkozitesinin azaltilmasi, meyve
sularmin berraklagtirilmasi, prebiyotik iriin {iretimi, pulplarin maserasyonu, enerji
endistrisinde lignoseliilozik bilesiklerin hidrolizinde, yem sanayi, kagit ve pulp
endiistrilerinde aga¢ hamurunun enzimatik olarak agartilmasinda, ¢oziinebilir kahve
tiretiminde, deterjan ve tekstil endiistrisinde kullanilmaktadir. Bu enzim grubu en fazla
yumusak dokulu agaclarin pulpunun enzimatik agartilmasinda galaktomannanin
parcalanmasi i¢in kullanilir. Agac liflerinden elde edilen ligninin ekstraksiyonu ve
¢oziinen pulpun agartilmasi kagit endiistrindeki en 6nemli basamaktir. Alkali kosullarda
pulpa uygulanan 6n islemin lignine kovalent bagli hemiseliilozlar1 hidrolize ettigi ve
boylece ligninin sonradan giderilmesinin kolaylastigi bilinmektedir (Dawood ve Ma
2020).



GIRIS C. YILMAZER KOC

Bir tiir prebiyotik olan mannooligosakkaritler (MOS), probiyotiklerin
bliytimesini destekleme ve yag emilimini azaltma gibi fonksiyonel aktiviteleri nedeniyle
hem endiistride hem de akademide biiyiik ilgi gérmektedir (Li vd. 2020). Suda ¢oziinen
MOS’lar1 kaynak olarak igceren lriinlerin basinda keciboynuzu gami, guar gam, tara
gam ve konjak gam gelmektedir. Bagirsak sagligina faydali oldugu bilinen MOS’larin
diisiik kalorili olmasi, kolondaki faydali mikrofloraya yardimci olmasi, enfeksiyon
riskini azaltmas1 gibi birgok faydali 6zelliklerinin oldugu bilinmektedir. f-Mannanazlar,
insan saghigina faydali olan ve bu nedenle gida katki maddesi olarak kullanilan
MOS’larin {iretiminde mannanlar1 hidrolize etmek ic¢in kullanmaktadir (Erkan vd.
2020).

Fermentasyon, metabolizmada organik bilesenlerin elektron alip verdigi, aerobik
veya anaerobik kosullarda, biyoreaktdr olarak adlandirilan kapali kaplar igerisinde
biiylik miktarda hiicrenin gelistigi ve metabolik iirlinlerin olugturuldugu enerji iireten bir
prosestir. Derin kiiltiir ve kat1 faz olmak tizere iki sekilde gerceklestirilebilmektedir.
Kat1 faz fermentasyonu, biyoteknolojik proseslerde katma degerli iiriinler biyo-yakitlar,
enzimler, organik asitler, prebiyotik tiriinler, polisakkaritler, ilaglar vs. gibi mikrobiyal
trlinlerin liretimi i¢in potansiyel bir teknoloji olarak ortaya c¢ikmustir. Kati faz
fermentasyonu (KFF), tarimsal endiistri artiklarinin islenmesinde sayisiz firsat
sunmaktadir. Bunun nedeni, kati faz fermentasyonu siireglerinin daha diisik enerji
gereksinimine sahip olmasi, daha az atik su liretmesi ve kati atik bertarafi sorununu
cozmesiyle ¢evre dostu olmasinin yani sira kiiflerin dogal gelisim ortamlarinin toprak,
agac dipleri, nemli ortamlar vb. olmasi kati faz fermentasyonu i¢in avantaj
saglamaktadir. Kat1 faz fermentasyonunda mikroorganizmalar serbest su yoklugunda
nemli bir materyal iizerinde gelismektedir. Lignoseliilozik biyokiitle (LCB), bu gibi
irlinlerin {iretimi i¢in diinyada en bol bulunan, ucuz ve ¢ok kullanilan hammaddedir.
Lignoseliilozun yaklasik %75'1, potansiyel olarak mayalanabilir sekere dontistiiriilebilen
polisakkaritlerden olusur (Marriott vd. 2016).

Bu c¢alismada, mannanaz enziminin rekombinant Aspergillus sojae susu ile
gergeklestirilen kat1 faz fermentasyonu ile tiretiminde farkli lignoseliilozik maddelerin
kullanilabilirligi arastirilmistir. - Mannanaz iiretim maliyetlerini azaltmak i¢in diisiik
maliyetli lignoseliilozik malzemeler (arpa, yulaf kavuzu ve cavdar, bugday kepegi) ve
kahve atig1 karbon kaynagi olarak kullanilmigtir. Analizler sonucunda en iyi karbon
kaynag1 belirlendikten sonra Placket-Burman dizayn ile onerilen KFF kosullarinda -
mannanaz iiretimi ve MOS iretimleri gergeklestirilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. p-Mannanaz Enzimi ve Kullamim Alanlari

B-Mannanaz (EC 3.2.1.78), dogada yaygin olarak bulunan mannan ve
heteromannanlarin  (galaktomannan, glukomannan, galaktoglukomannan) [-1,4-D
mannozidik baglarini hidrolize eden hiicre dis1 enzimlerdir (Oztiirk vd. 2010). Ayrica
mannan ve heteromannanlar da sert ve yumusak dokulu agaclarin, kegiboynuzu
tohumlarinin ve fasulyenin hemiseliiloz fraksiyonunun bir pargasidir (Dawood ve Ma
2020). Lignoseliilozik biyokiitlenin %20-35’ini olusturan hemiseliilozlar, dogada en
yaygin bulunan ikinci tiir heteropolisakkaritlerdir (Saha, 2003). Pentoz ve heksozlarin
kopolimeri olarak bilinen hemiseliilozlarin dalli yapilari, hidrolizi daha hassas hale
getiren amorf bir yapmin olusumuna yol agmaktadir. Hemiseliilozlarin 6nemli bir
bileseni olan mannan, dogrusal mannan, glukomannan, galaktomannan ve
galaktoglukomannan olmak iizere dort alt sinifa ayrilmaktadir (Petkowicz vd. 2001). Bu
dort polisakkaritin her biri f-1,4 baglantili omurganin sadece D-mannoz (mannanlar)
veya mannoz ve D-glikoz (glukomannanlar) kalintilarinin bir kombinasyonunu
igermektedir (Liepman vd., 2007; Moreira ve Filho, 2008).
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Sekil 2.1. Mannan ve heteromannanlarin genel yapisi; A) Mannan yapisi; B)
Galaktomannan yapis;; C) Glukomannan yapis;; D) Galaktoglukomannan yapisi
(Srivastava ve Kapoor 2017)
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Mannanazlar dogada her yerde bulunabilmekle beraber c¢ogunlukla dogal
ortamlardan izole edilen mikroorganizmalar tarafindan iiretilmektedir (Yatmaz vd.
2016). Mikroorganizmalar, daha kii¢iik ortamda ¢ogalma, daha kisa siirede biiylime ve
genetik manipiilasyonlarin kolay olmasi sebebiyle en gii¢lii enzim tiretim kaynaklari
haline gelmektedir. B-Mannanaz {iretimini etkileyen unsurlar besiyeri igerigi ve
fermentasyon sartlaridir. Mannanazlar pH, inkiibasyon siiresi, sicaklik, azot ve karbon
kaynaklari, inorganik tuzlar, karistirma hizi ve ¢éziinmiis oksijen konsantrasyonu gibi
fizikokimyasal ve beslenme faktdrlerinden biiyiik Olgiide etkilenmektedir. 180 tiirii
bulunan Aspergillus spp. endiistriyel 6l¢ekte bu enzimin 6nemli iireticilerdir. Bunlardan
Aspergillus oryzae ve Aspergillus niger tiirleri Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag
Dairesi (FDA) tarafindan “genellikle giivenli olarak bilinen” (GRAS) listesinde yer
almaktadir (Ward vd. 2006). Ote yandan A. fumigatus, A. sulphureus ve A. terreus
tirleri f-mannanaz tiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Aspergillus spp. tiirleri
arasinda bulunan A. fumigatus’taki f-mannanaz geni patojenik dogasi nedeniyle GRAS
olarak kabul goren Aspergillus sojae’de klonlanarak eksprese edilmistir (Puchart,
Vranska ve Svoboda, 2004; Chen vd. 2007; Huang, Wang, Zhang ve Ma, 2007
Duruksu vd. 2009; Oztiirk vd. 2010; Ecem Oner vd. 2018; Karahalil vd. 2019).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar incelendiginde farkli mikroorganizlarla f-
mannanaz tretiminde farkli fermentasyon kosullarinin kullanildigr dikkat ¢ekmektedir
(Chauhan vd. 2012). Bakterilerde inkiibasyon siiresi; Acinetobacter tiirlerinde 24 saat
iken Bacillus tiirlerinde bu siire 96 saattir. Mantarlarda ise Streptomyces tiirlerinde 3
giin yeterli iken Aspergillus tiirlerinde bu siire 11 giine kadar ulagsmaktadir. f-Mannanaz
uretiminde optimum sicaklik genellikle ilgili mikroorganizmanin biiytime sicaklig1
olarak tercih edilmektedir. Genel olarak, en iyi {retimin ger¢eklesmesi ve
mikroorganizma gelisiminin olmasit i¢in ortamin pH degeri bakterilerde bazik,
mantarlarda ise asidik olarak ayarlanmaktadir (Aziz vd. 2008; Moriera ve Filho 2008;
Chauhan vd. 2012).

Cizelge 2.1. B-Mannanaz tiretiminde kullanilan mikroorganizmalar ve iiretim kosullar
(Dhawan ve Kaur 2007)

Mikroorganizma Karbon kaynagy/ fermentasyon Kaynaklar
sartlar1 (°C, pH)
Aspergillus awamori -/80°C, pH 3.0 Setati vd. 2001
Aspergillus niger -/50°C, pH 3.0 Regaldo vd. 2000
Aspergillus oryzae CW/40°C, pH 6.0 Regaldo vd. 2000
Agaricus bisporus LBG/-, - Tang vd. 2001
Aspergillus tamarii LBG/-, pH 4.5 Civas vd. 1984
Aspergillus aculeatus -/60-70°C, pH 5.0 Christgau vd. 1994
Aspergillus fumigatus LBG/60°C, pH 4.5 Puchart vd. 2004
Aspergillus sulphureus LBG/50°C, pH 2.4 Chen vd. 2007
Aspergillus terrus -/55°C, pH 7.5 Huang vd. 2007
Bacillus agaradhaerens -/60°C, pH 8.0-10.0 Bettiol ve Showell 2002
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Cizelge 2.1'in devamu

Bacillus AM001

Bacillus circulans K-1
Bacillus sp. JAMB-750
Bacillus sp. M50

Bacillus sp. N 16-5

Bacillus sp.1633

Bacillus stearothermophilus
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis B36
Bacillus subtilis SA —22
Bacillus subtilis 168
Bacillus subtilis BM 9602
Bacteroides ovatus
Caldibacillus cellulovorans
Caldocellum saccharolyticum
Cellulomonas fimi

Clostridium
butyricum/beijerinckii

Clostridium cellulolyticum
Clostridium tertium
Clostridium thermocellum
Dictyoglomus thermophilum
Flavobacterium sp
Paenibacillus curdlanolyticus
Paenibacillus polymyxa
Piromyces sp.
Rhodothermus marinus
Sclerotium rolfsii
Streptomyces galbus
Streptomyces lividans
Thermotoga maritima
Trichoderma harzianum T4

Trichoderma reesei

-/60-65°C, pH 8.5-9.0
-/65°C, pH 6.9

-/-, pH 10.0

KGM/50°C, pH 6.0
-/70°C, pH 9.5

-/50°C, -

LBG/70°C, pH 6.5
-/55°C, pH 5.0
LBG/50°C, pH 6.4
LBG,KGM/70°C, pH 6.5
Galman/37°C, pH 7.0
KGM,LBG/50°C, pH 6.0
GG/-

-/85°C, pH 6.0

-/80°C, pH 6.0
LBG/42°C, pH 5.5
KGM,CW/-, pH 7.0-8.0

GG/30°C, pH 7.0
-/65°C, pH 6.5
LBG/80°C, pH 5.0
KGM,LBG/35°C, pH 7.0
GG/-, pH 4.0

-/50°C, pH 5.0
LBG,GG/85°C, pH 5.4
-[74-72°C, pH 2.9-3.3

Galman of Ps/35°C, pH 7.0

Galman/58°C, pH 6.8
-/90°C, pH 7.0
BK/65°C, pH 2.6
-/70°C, pH 3.5

Akino vd. 1989

Yosida vd. 1998

Hatada vd.2005

Chen vd. 2000

Yanhe vd. 2004

Kauppinen vd. 2003
Talbot ve Sygusch 1990
Mendoza vd. 1994

Li vd. 2006

Sun vd. 2003

Helow ve Khattab 1996
Cui vd.1999

Gherardini ve Salyers 1987
Sunna vd.2000

Morris vd. 1995

Stoll vd. 1999

Nakajima ve Matsuura 1997

Perret vd. 2004
Kataoka vd. 1998
Halstead vd. 1999
Gibbs vd. 1999

Zakaria vd. 1998

Pason ve Ratanakhanokchai 2006
Han vd. 2006

Fanutti vd. 1995

Politz vd. 2000

Gubitz vd. 1996
Kansoh ve Nagieb 2004
Arcand vd. 1993

Parker vd. 2001

Franco vd. 2004
Stalbrand vd. 1993

CW: Kurutulmus Hindistan cevizi atig1; LBG: Kegiboynuzu gami; KGM:Konjak glukomannan;
Galman:Galaktomannan; GG:Guar gam; CM:Kahve mannani; Galman of Palm seeds:Palmiye
tohumlarindaki galaktomannan; BK:Bugday kepegi; -:Rapor edilmemis.
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Mantarlar arasinda Aspergillus, Agaricus, Trichoderma, Sclerotium cinsleri en
mannolitik gruplardir (Sachslehner vd. 2000; Tang vd. 2001; Franco vd. 2004; Huang
vd. 2007; Chen vd. 2007). Mikrobiyal mannanazlar, hem indiikleyici hem de yapisal
enzimler olmasi, nedeniyle genellikle mikroorganizmanin yetistirildigi ortama hiicre
disinda salgilanmasi ve yi1gin halinde iiretimin daha kolay olmas1 sebebiyle ticari dneme
sahiptir (Dhawan ve Kaur 2007).

Literatiirde p-mannanaz {retiminde genellikle derin kiiltir fermentasyon
yonteminin kullanildig1 goriilmektedir (Kote vd. 2009; Chauhan vd. 2012). Bu yonteme
alternatif olarak da mannanaz iretiminde kati faz fermentasyon yontemi
kullanilmaktadir. Abdeshanian vd. (2009) ve Rashid vd. (2010) tarafindan yapilan
calismalara bakildiginda, KFF yontemi mannanaz iretiminde kullanilmis ve tiiretim
oraninin cevap ylizey metodu kullanilarak parametrelerin optimizasyonu ile birkag¢ kat
artirilldigr goriilmistiir (Lin vd. 2007; Mohamad vd. 2011).

Genellikle, optimum pH degerleri bakteriyel mannanazlarin iiretiminde notr
pH’da, fungal mannanazlarin iiretiminde ise asidik pH araligindadir (Mabrouk ve
Ahwan 2008; Kote vd. 2009; Blibech vd. 2010). Bununla birlikte alkalofilik bir bakteri
olan Bacillus sp. N16-5’in mannanaz iretimi i¢in optimum pH degeri 9.5 olarak
belirlenmistir. Alkali mannanazlarin kagit hamuru ve kagit endiistrisinde kullanimi
avantaj saglamaktadir. Mikrobiyal mannanazlarin 37-70°C araliginda degisen
sicakliklarda calisabildigi belirlenmistir. Genellikle, bakteriyel mannanazlar fungal
mannanazlara gore daha termostabil oldugundan hamur agartma endiistrisindeki
uygulamalar i¢in 6nem arz etmektedir (Ma vd. 2004; He vd. 2008; Eneyskaya vd.
2009).

Filamentli mantar fermentasyonu, ticari olarak biyoteknolojik proseslerde katma
degerli iirtinler, biyo-yakitlar, enzimler, organik asitler, polisakkaritler, ilaglar vs. gibi
yararli irlinlerin {retiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarin
genetik manipiilasyonlarindaki gelismeler, arzu edilen 6zelliklerdeki mannanazlarin
uretilmesiyle sonuglanmaktadir. Gelistirilen rekombinant mannanazlarin P&G,
ChemGen ve Genencor firmalar1 tarafindan ticarestirilmesi ve modern mikrobiyoloji ve
biyoteknolojiye basarili bir sekilde uyarlanmasi buna iyi bir drnektir (Oztiirk 2008).
Uretilen rekombinant mannanaz bir¢ok endiistri dalinda yaygin bir sekilde tek veya
diger enzimlerle karisim halinde kullanilmaktadir.

2.1.1. Kagit ve kagit hamuru endiistrisi uygulamalari

Yumusak dokulu agaclarin galaktomannan yapilart %15-20 arasinda
hemiseliilloz icermektedir ve mannanazlarin en yaygin kullanimlarindan biri olan
yumusak dokulu aga¢ hamurlarinin enzimatik olarak agartilmasi islemidir (Suurnakki
vd. 1996). Ligninin agag liflerinden ekstrakte edilmesi aga¢ hamurlarinin enzimatik
olarak agartilmasinda onemli bir adimdir. Alkali sartlarda hamura o©n islem
uygulanmasi, lignine kovalent bagli hemiseliilozlar1 hidrolize eder ve bdylece ligninin
uzaklastirilmasini kolaylastirir. Ancak bu islem cevre kirliligine sebebiyet verdigi igin
dezavantajlidir (Hongpattarakere 2002). Ancak hamur agartma asamasinda yiiksek
sicaklikta alkali ekstraksiyonu i¢in enzimatik 6n islem uygulamak (Clarke vd. 2000)
cevre kirliligini onemli Olciide azaltmakta ve bu sebeple kagit ve kagit hamuru
endiistrisinde biiyiikk 6neme sahip olmaktadir. Bunun uygulanabilir olmasi enzimatik
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agartma islemleri sirasinda hamur kalitesinin bozulmamasint gerektirmektedir.
Yumusak dokulu agaglar1 hamur haline getirmek icin yiiksek sicaklik uygulamasina
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sebeple termofilik mannanazlarin yiiksek sicakliklarda daha
yuksek yapisal stabiliteye sahip olmasi ve katalitik verimliliklerinin daha fazla olmasi
mezofilik mannanazlara gore Onemli avantajlar sunmaktadir (Yanhe vd. 2004).
Mannanaz, kagit hamurunun parlakligin1 artirmak ve klorsuz agartma ile hidrojen
peroksit ihtiyacin1 azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in yararlhidir (Tenkanen vd. 1997).

2.1.2. Kahve endiistrisi uygulamalari

Kahve ekstraktinin ana bileseni olan mannan viskozitenin yiiksek olmasindan
sorumludur ve bu da hazir kahvenin islenmesinde olumsuz etkiler yaratmaktadir. Kahve
mannanlarmin hidrolizi i¢in farkli mannanaz preparatlar1 kullanilarak bu olumsuz etki
onemli derecede azaltilmaktadir (Erkan vd. 2020). Ayrica mannanaz, hazir kahvenin
dondurularak kurutulmast sirasinda jel olusumunu Onlemek amaciyla kahve
ekstraktinda bulunan galaktomannanlarin hidrolizinde de kullanilmaktadir. Kahve,
icerigindeki mannandan dolayr mannooligosakkarit (MOS) {iretimi i¢in bir potansiyel
olusturmaktadir. Ayn1 zamanda azalan seker icerigi, ¢esitli MOS agiga ¢ikmasi ile
stirekli olarak artmaya baslamistir. Kalori degeri diisiik olan oligosakkaritler, kolondaki
bakterilere faydali olmakta ve ishal riskini azaltmaktadir (Erkan vd. 2020). Kismen
saflastirilmis, immobilize edilmis veya ¢Ozlinlir ham mannanaz preparatlari, kahve
mannaninin degredasyonunda basarili sekilde kullanilmaktadir (Nicolas vd. 1998;
Nunes vd. 1998; Sachslehner vd. 2000; Nunes vd. 2006).

2.1.3. Deterjan endiistrisinde f-mannanaz kullanimi

Son yillarda, deterjan endiistrisinde kararli alkali mannanazlar, camasirlar
tizerinde leke ¢ikartici olarak kullanilmaktadir. Mannanlar genel olarak dondurmalara,
soslara, sa¢ kremlerine, sampuanlara ve dis macunlarina kivam artiric1 ajanlar olarak
eklenmektedir (Wong ve Saddler 1993). Mannanlar seliiloz liflerine tutundugundan
dolayr mannan igeren lekelerin ¢ikarilmasi da bir hayli zor olmaktadir. Mannanlar
yikama sirasinda temiz kumaslara da aktarilmakta ve bu da kumaslarin grilesmesine
sebep olmaktadir. Mannanazlar, mannoz birimleri arasindaki [-1,4-baglantilarini
hidroliz ederek gam polimerini daha kiigciik karbonhidrat pargalarina bélmektedir. Bu
kiigiik karbonhidrat pargalar1 suda daha ¢ok ¢oziinerek kumaslardan uzaklastiriimakta
ve yikama ile atilmaktadir. Boylelikle mannanazlar, yikama sirasinda agiga c¢ikan
kirlerin yeniden birikmesini de onlemektedir. Bu bilesimler ayn1 zamanda saglik ve
giizellik bakim friinleri, sanitasyon triinleri, kontakt lens temizleyicileri, bulagsik
deterjan1 ve sert yiizey temizleyicileri olarak da formiile edilebilmektedir (Bettiol vd.
2002).

2.1.4. Tlac endiistrisindeki uygulamalar

Hastaliklarin iyilestirilmesinde kullanilan ilaglarin hizli ¢6ziinmesi ve yapisal
ozelliklerinin olusturulmasinda mannozlarin kullanimi her gecen giin artmaktadir (Fu
vd. 2006). Hurma ¢ekirdegi keki ve misir unu gibi mannan bakimindan zengin diistik
maliyetli substratlarin B-mannanaz vasitasiyla pargalanmasi sonucu mannoz agiga
cikmaktadir. Her gegen gilin kullanimi artmakta olan mannoz, mannan igeren
substratlarin B-mannanaz ile pargalanmasiyla elde edilmektedir. Bu amacla sadece f3-
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mannanaz enzimi hidroliz i¢in yeterli olurken seliilaz ve a-galaktozidaz ile kombine
edilmesinin mannoz verimini artirmak i¢in olumlu bir etkisinin olmadigi bildirilmistir
(van Zyl vd. 2010; Chauhan vd. 2012). Guar gamin, protein alimin1 azaltmadan plazma
kolestroliinii ve viicut yagii azaltmak ve digski atilim hacmini artirmak gibi bazi

fizyolojik fonksiyonlar {izerinde olumlu etkilerinin oldugu da tespit edilmistir (Takeno
vd. 1990).

2.1.5. Hayvan yemlerinin iyilestirilmesinde f-mannanaz kullanim

B-mannan, misir unu, guar unu, soya fasulyesi unu, hurma g¢ekirdegi unu ve
susam unu gibi yem bilesenlerinde yaygin olarak bulunan bir polisakkarittir. Biitiin bu
bilesenler, mannan, galaktomannan, ksilan ve arabinoksilan gibi gesitli anti-beslenme
faktorleri ile birlikte lezzet eksikligi, yiiksek lif igerigi, esansiyel aminoasit eksikligi ve
yiiksek viskozite gibi bazi1 ortak 6zelliklere sahiptir; bu ylizden, bagirsakta kullanimlari
siirl olmaktadir. Hayvan yemlerinde kullanilmak {izere, genis pH araligina sahip olan,
pepsin ve tripsin gibi protezlara direngli mannanazlar tercih edilmektedir (Mussini vd.
2011). Piyasadaki ¢ogu mannanaz endo-f-mannanaz formundadir ve bu tiir bir enzim
yemlere dahil edilerek mannooligosakkaritler, mannotrioz, mannobiyoz ve az miktarda
mannoz iiretilmektedir. Sadece mannozlar bagirsakta emilebildigi i¢cin mannobiyoz ve
mannooligosakkaritlerin iiretimi bir noktaya kadar ise yaramamaktadir. Bundan dolayzi,
karbonhidratlarda bulunan bu bilesenler emilemediginden konak¢iya enerji
saglanamamaktadir. Kiimes hayvanlar1 yemlerinde yapilan arastirmalar sonucunda
mannanaz enziminin kullanimiin olduk¢a yaygin oldugu ve basar1 sagladig
bildirilmistir (Kusakabe ve Takashi 1988; Sundu vd. 2006; Chauhan vd. 2012).

2.1.6. Mannooligosakkarit (MOS) iiretimi

Mannooligosakkaritler (MOS) suda ¢o6ziinen diyet lifleridir ve insanlar
tarafindan sindirilemezler. Bu grubun {iyeleri bagirsak mikrofloras: tarafindan besin
olarak kullanilir ve bdylelikle insan saghigi icin yararli maddeler olustururlar.
Kec¢iboynuzu gami, guar gam, tara gam ve konjak unu suda ¢oziiniir MOS’lar
icermektedir. Mannanlar B-mannanaz enzimi tarafindan kismen pargalandiginda
mikroorganizmalar tarafindan substrat olarak kullanilabilen MOS’lar iiretilmektedir
(Erkan vd. 2020).

MOS’larn iiretimi f-mannanaz enziminin kullanim alanlarindan biridir. Klinik
calismalar sonucunda, farkli bitki kaynaklarindan elde edilen MOS’larin insan saglig
i¢in yararl etkileri oldugu belirlenmistir. Bu nedenle MOS iiretiminde kompleks enzim
cozeltileri yerine f-mannanaz kullaniminin yeterli oldugu belirlenmistir (van Zyl vd.
2010).
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2.1.7. Meyve-sebze maserasyonu ve meyve suyu endiistrisinde p-mannanaz
kullanim

Sebze ve meyve sulari, diisiik enerji igerigi ile 6nemli bir vitamin kaynagidir.
Sebze ve meyvelerin en 6nemli bilesenlerinin basinda karotenoidler gelmektedir.
Biyoaktif karotenoidler provitamin A kaynagidir ve antioksidatif, antikanser, cilt
koruma gibi bir¢cok fonksiyon gostermektedir (Gurler vd. 2020). Meyve suyu
tiretiminde temel islem, verimi, biyoaktif bilesikleri ve meyve suyu stabilitesini
artirmak i¢in enzimin sivilastirilmasidir. Gida endiistrisinde, meyve-sebze maserasyonu
ve meyve sularmin durultulmas: i¢in glikozil hidrolazlarla birlikte mannan bozucu
enzimler de kullanilmaktadir (Moreira ve Filho 2008). Mannan bozucu bir enzim olan
-mannanaz enzimi, meyve-sebze maserasyonu ve meyve suyu durultmasi gibi islemler
sirasinda hem kaliteyi (verimi) ve B-karoten degerini artirmak hem de bulaniklig
azaltmak amaciyla kullanilmaktadir.

2.1.8. Mannanazlarin diger uygulamalari

B-Mannanazlar yukarida belirtilen uygulamalarin yani sira bir¢ok farkli alanda
da kullanilmaktadr:

Petrol ve gaz endiistrilerinde sondaj islemleri sirasinda petrol ve gaz akisini
artirmak amaci ile galaktomannanin enzimatik hidrolizinden yararlanilmaktadir. Petrol
kuyularindaki yiiksek sicaklik (>80°C) termostabil mannanazlarin bu amag¢ ig¢in
kullanimin artirmistir (Comfort vd. 2004).

Hindistancevizi etinin hiicre duvariin ana bilesenini mannan ve galaktomannan
olusturdugundan, hindistancevizi etinin enzimatik yag ekstraksiyonunda mannanazlar
kullanilmaktadir. Aflatoksin bulagsmasi ve iiriinlerin oksidatif acilasma sorunlarini

ortadan kaldirmak i¢in enzimatik islemlere gereksinim duyulmaktadir (Chen ve Diosady
2003).

Biyoetanol tiretimi i¢in lignoseliilozik biyokiitlenin oOncelikli olarak seliilaz,
ksilanaz ve mannanaz gibi diger enzimleri de igeren bir enzim karisimi ile fermente
edilebilir sekerlere hidrolize edilmesi gerekmektedir (Varnai vd. 2011; Chauhan vd.
2012).

Guar gam ve kegiboynuzu gami gibi galaktomannanlar tekstil baskisinda baski
boyasint kalinlagtiric1 ajan olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Baski boyasinin
viskozitesini azaltmak ve tekstil baskisindan sonra fazla baski boyasinin yikanmasini
kolaylastirmak i¢in mannanazlardan yararlanilmaktadir (Adenmark vd. 1998).
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2.2. Lignoseliilozik Materyaller ve Kahve Posasinin Fermentasyonda Kullanimi
2.2.1. Lignoseliilozik materyaller

Diinya capinda, tarim ve tarimsal endiistriyel atiklari, gida isleme atiklari,
ormancilik atiklari, odun atiklar1 vb. gibi bol bulunan yenilenebilir ve ucuz enerji
kaynaklarma lignoseliilozik biyokiitle (LCB) denmektedir (Germeg¢ vd. 2017).
Baslicalari; talas, kavak agaci, seker kamisi, kagit atigi, bira liretiminde kullanilan
atiklar, piring, arpa, bugday, misir, ¢cavdar, yulaf, sorgum vb. tahillardan elde edilen
kabuklar, kavuzlar, yapraklar, kepekler ve saplardir. Bu tiir atiklar her y1l fazla miktarda
birikerek c¢evre kirliligine yol agmaktadir. Bu sebeple, seker icermeleri ve diger
kimyasal bilesimlerine bagli olarak etanol, gida katki maddeleri, organik asitler,
enzimler ve bir dizi katma degeri yiiksek iirlinlerin tiretiminde kullanilabilirler.
Kullanim alanlarinin artmasiyla birlikte lignoseliilozik maddelerden kaynaklanan
cevresel sorunlar ve potansiyel olarak kullanilan degerli kaynaklarin kaybi
azalmaktadir. Lignoseliillozun ana bilesenleri, bitkisel biyokiitlenin hiicre kompleksini
olusturan polimerler olan seliilloz, hemiseliiloz ve lignindir. Temel olarak bu ii¢ ana
bilesen ile gevrili bir iskelet olusturmaktadir (Sekil 2.2) (Mussatto ve Teixeira 2011).
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Sekil 2.2. Seliilloz, hemiselilloz ve lignin fraksiyonlarini gdsteren lignoseliiloz
yapisinin temsili (Mussatto ve Teixeira 2010)

Karbonhidrat polimerleri ve lignin miktarlar1 bitki tiirlerine gore farklilik
gostermektedir. Bir bitkide bulunan bilesenler arasindaki oranlar bitkinin yasina,
bliylime asamasmma ve diger kosullara bagli olarak degisebilir. Yapisal bilesenler
arasinda en fazla bulunan homopolisakkarit seliilozdur. Organik bilesik olan seliiloz
bitki hiicre duvarinda genellikle %35-50 oraninda bulunur. Bunu heteropolisakkarit olan
hemiseliiloz %20-35 ve lignin %10-25 oranlarinda izlemektedir. Lignin ayn1 zamanda
lignoseliilozik biyokiitledeki hiicre duvarlarinin direncini ve biitlinliiglinii artirmaktadir
(Pienkos ve Zhang 2009; Singh vd. 2014; Ravindran ve Jaiswal 2016; Loow vd. 2016a;
Germeg vd. 2017). Cesitli lignoseliilozik atiklarin ana bilesenlerinin ortalama degerleri
Cizelge 2.2°de verilmistir (Saha 2003; Mussatto ve Teixeira 2010;).
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Cizelge 2.2. Lignoseliilozik atiklarin ana bilesenleri (Nigam vd. 2009)

Lignoseliiloz atig Seliiloz (%ow/w) Hemiseliiloz (%ow/w) Lignin (Yow/w)
Arpa saman 33.8 21.9 13.8
Masir kogani 33.7 31.9 6.1
Masir sapi 35.0 16.8 7.0
Pamuk saplar 58.5 14.4 21.5
Yulaf samam 39.4 27.1 17.5
Pirin¢ samani 36.2 19.0 9.9
Cavdar samani 37.6 30.5 19.0
Soya sap1 34.5 24.8 19.8
Seker kamusi kiispesi  40.0 27.0 10.0
Aycicegi saplari 42.1 29.7 134
Bugday samani 32.9 24.0 8.9

Bu tez c¢alismasinda; lignoseliilozik materyal olarak arpa kavuzu (AK), bugday
kepegi (BK), cavdar kepegi (CK) ve yulaf kavuzu (YK) tercih edilmistir. En c¢ok
tiretilen tarim {irtinlerinin basinda arpa (Hordeum vulgare), yulaf (Avena sativa), bugday
(Triticum sp.) ve cavdar (Secale cereale) gelmektedir (Serna-Saldivar 2016). 2018
yilindaki FAO (Food and Agriculture Organization) verilerine gore diinya ¢apinda arpa,
bugday, cavdar ve yulaf {liretim miktarlarn sirasiyla 141.4, 734.0, 11.3 ve 23.1 milyon
tondur. Ayni yil Tirkiye’de gergeklesen iiretim miktarlar1 sirasiyla 7.0, 20.0, 0.32 ve
0.26 milyon tondur (FAOSTAT 2020)

Arpa (Hordeum vulgare), taneleri malt ve yem olarak kullanilan 6nemli bir
tahildir. Diinya ¢apinda, iiretimde musir, bugday ve piringten sonra 4. Sirada yer almakta
olan arpa, Tiirkiye’de bugdaydan sonra en ¢ok tiretilen ikinci tahildir. Arpa iiretiminin
en yaygin oldugu baslica iilkeler Rusya, Ukrayna, Fransa, Almanya, Kanada ve
Ispanya’dir. Arpa eski donemlerde milyonlarca insan tarafindan &nemli bir besin
kaynagi olarak tiiketilmistir (Anonim 2020a).

2018 yil1 FAO verilerine gore arpa diinyada yaklasik 48 milyon, iilkemizde ise
2.6 milyon hektarlik ekim alanina sahiptir (FAOSTAT, 2020). Bugiin diinyada ekimi
yapilan arpa daha ¢ok hayvan yemi (%65), bira (%33) iiretimi ve insan beslenmesinde
(%2) kullanilmaktadir. Ulkemizde ise tiiketimin %90°1 hayvan yemi olarak, kalan kismi
ise maltlik olarak bira iiretiminde kullanilmakta ve bu oran giin gectik¢ce artmaktadir
(Koten vd. 2013).

Arpa taneleri kavuzlu ve kavuzsuz olarak cesitlilik gostermektedir. Ham protein
miktar1 %9-14 ve karbonhidrat miktart %60-70 araliginda degismektedir. Tanede
ortalama %10-13 oraninda kavuz bulunmaktadir. Arpa tanesini bugday tanesinden
ayiran en Onemli etmen i¢ kavuz olarak bilinen tabakaya tutulu olmasidir. Bu sebeple
arpa tanesi kavuzlu tane olarak bilinmektedir. Yapilan c¢alismalar sonucunda ise
Kanada’da kavuzsuz arpa yeniden kesfedilmis ve giinlimiizde kavuzsuz arpanin gida ve
endiistride kullanim1 yayginlagmaya baslamistir (Karaduman 1999).
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Bugday (Triticum sp.), ithman tilkelerde yetistirilen insan beslenmesi ve hayvan
yemi olarak kullanilan biitiin diinyada 1slah1 yapilmis tek yillik otsu bir bitkidir. Cesitli
aragtirmalar sonucunda bugdaym gen merkezi olarak Anadolu, Bat1 Iran ve Kafkasya
kabul edilmektedir. Bununla birlikte Iskandinavya, Rusya, Arjantin, tropik ve alt-tropik
bolgelerdeki yiiksek kesimler de dahil olmak iizere rakipsiz yetistirme araligina sahiptir
(Shewry 2009; Anonim 2020b).

2018 yil1 FAO verilerine gore bugday diinyada 214.3 milyon, iilkemizde ise 7.3
milyon hektarlik ekim alanina sahiptir (FAOSTAT 2020). Diinya ¢apinda ekim alani ve
tiretimi bakimindan ilk sirada yer alan bugday; temel besin olarak un ve yem iiretiminde
kullanilmaktadir (Demirel 2017). Ayrica bugdayin kepekli yapisi icerdigi esansiyel
aminoasitler, mineraller ve vitaminler ile insan beslenmesinde fayda saglamaktadir.

Cavdar (Secale cereale), bugdaygiller familyasinda bulunan, tahil ve yem
mabhsiilii olarak yetistirilen, soguga en dayanikli tahil bitkisidir. Un, ¢avdar ekmegi,
cavdar birasi, viski, votka ve hayvan yemi iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Gida olarak tiiketilemeyen %15-20’1ik kismi tarimsal atik olarak olugmaktadir. Rusya
ve Iskandinavya iilkeleri gibi kislar1 ¢ok sert gegen iklimlerde dahi
yetistirilebilmektedir. En verimsiz topraklarda bile diger tahillardan daha ¢ok iiriin
vermektedir. Cavdarin kimyasal yapisin1 karbonhidrat, protein, potasyum ve B vitamini
olusturmaktadir (Bledzki vd. 2010; Anonim 2020c).

2018 yil1 FAO verilerine bakildiginda ¢avdar diinyada 4.1 milyon, lilkemizde ise
0.1 milyon hektar ekim alanimna sahiptir (FAOSTAT 2020). Ulkemizde en ¢ok cavdar
yetistirilen illerin basinda Kayseri gelmektedir. Bunu Nigde, Sivas, Yozgat, Nevsehir ve
Konya takip etmektedir.

Yulaf (Avena sativa), igeriginde bol nisasta bulunduran, serin iklim kosullarina
elverisli tek yillik otsu bir tahil bitkisidir. En yaygin kullanim alan1 hayvan yemi olsa da
insan beslenmesi, ila¢g ve kozmetik endiistrisinde de kullanilmaktadir. Yulaf, yiiksek yag
igerigine sahiptir. Bugday, arpa ve ¢avdarda %1.5-2 oraninda yag i¢erigi bulunurken bu
oran yulafta %4.5-8 arasinda degismektedir. Bunun yani sira bol miktarda nisasta,
protein, vitamin ve mineral igermektedir. Yulaf tanesinin %?20-30 kadarin1 kavuz
olusturmaktadir (Sar1 2012; Anonim 2020d).

2018 yi1l1 FAO verilerine gore yulaf diinyada yaklasik 9.9 milyon, {ilkemizde ise
0.1 milyon hektar ekim alanina sahiptir. Yulaf, diinyada ABD ve Rusya gibi tilkelerde
daha cok iiretilmektedir. Ulkemizde ise en ¢ok Marmara, Ege ve I¢ Anadolu
bolgelerinde yetistirilmektedir (FAOSTAT 2020; Anonim 2020d).

Katma degeri yliksek {iriinlerin iiretilmesinde saf kimyasallar kullanildig1 gibi
icerigi uygun tarimsal iirlinler veya atiklarda kullanilmaktadir. Ancak saf kimyasallarla
tiretimin pahali olmasi ve ayrica tarimsal iriinlerin ve atiklarin degerlendirilmesi gibi
cevreci ve ekonomik yaklagimlar, alternatif olarak dogal yetisen iirlinlerin hammadde
olarak kullanilmasina olanak saglamistir. Bu kaynaklardan katma degeri yiiksek bir
irlin olan mannanaz enziminin {retilmesi, giniimiizde bu enzimin saf karbon
kaynaklarindan (glukoz, fruktoz, mannoz, laktoz, sukroz vb.) iiretilmesine alternatif
olarak goriilmekte ve ekonomik ag¢idan biiyiik 6l¢iide kazang saglamaktadir.
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2.2.2. Kahve posasi

Diinyanin en popiiler iceceklerinden biri olan kahve 80’¢ yakin iilke tarafindan
yetistirilmekte ve petrolden sonra en c¢ok ticaret agina sahip bir 6zelligi tasimaktadir.
Isleme sirasinda gesitli kahve kalintilar1 olusmakta ve kahve meyvesinin yaklasik
%50’sine yakini kalint1 olarak ac¢iga ¢ikmaktadir (Tsai Liu ve Hsieh 2012; Campos-
Vega vd. 2015). Demleme isleminden sonra kalan posa kahve atig1 olarak
adlandirilmaktadir. Tiim yil iiretim sirasinda fazla miktarda kalinti olusmasi atik
yonetimi planlamasini gerektirmistir. Dlinyanin en biiyiik sirketlerinden olan Nestle’nin
blinyesinde 20°den fazla Nescafe fabrikasi bulunmaktadir. Tim bu atiklarin
degerlendirilebilmesi i¢in yil boyunca olusan kahve telveleri giinlimiize kadar
yenilenebilir enerji kaynagi olarak kullanilmasi amaglanmaktadir. Bu nedenle, tiim
¢oOziiniir kahve endiistrisinde olusan kalintilar degisik amaclarda (biyoenerji {iretimi,
mantar yetistirme, bahgecilik vb.) kullanilmak i¢in uzman kuruluslar tarafindan
toplatilmaktadir.

Kahve atiklari katma degerli {irlin iiretimine yardimci organik bilesikler olan yag
asitleri, lignin, seliiloz, hemiseliiloz ve diger polisakkaritleri igermektedir. Bu amacla
kahve atiklar1 biyodizel iiretimi i¢in seker kaynagi, aktif karbon iiretimi i¢in sorbent
olarak kullanilmaktadir (Preethu vd. 2007; Fiol vd. 2008; Mussatto vd. 2011; Caetano
vd. 2012; Kante vd. 2012; Campos-Vega vd. 2015; Erkan vd. 2020).

Genel olarak mannozdan olusan mannooligosakkaritler (MOS), yiiksek basing
ve sicaklikta kahve atigindan mannanin hidrolizi sonucunda da elde edilmektedir
(Asano vd. 2001). Mannooligosakkaritlerin ana bilesenleri mannobioz, mannotrioz ve
mannotetrozdur. Japonya’da yapilan bir c¢alismada, MOS’un bagirsaklarda
bifidobakterilerin olusumunu artirici etkisinin oldugu ve insan denemelerinde diski
yapisini tyilestirdigi saptanmistir. Kahve mannanindan elde edilen MOS, Japonya’da
(Aginomoto Co. Inc.) aktif probiyotik bilesen olarak gelistirilmis ve FOSHU (Food for
Specified Health Uses) tarafindan fonksiyonel gida maddesi olarak onaylanmistir
(Fukami 2010; Campos-Vega vd. 2015; Erkan vd. 2020).

2.3. Kati Faz Fermentasyonu

Kat1 faz fermentasyonu (KFF), serbest su yoklugunda mikroorganizmalarin
gelisimi igin gerekli neme sahip olan fermentasyon ortamidir (Pandey 2003). KFF ile
tiretilen fermente triinlerin basinda Uzak Dogu’da iiretilen tempeh ve tofu gibi triinler,
peynir, mantar, organik giibre ve silaj gelmektedir. Bunlara ek olarak, biyoteknolojik
proseslerde katma degerli iirlinlerden biyo-yakitlar, enzimler, organik asitler,
polisakkaritler, ilaglar gibi mikrobiyal iriinlerin Uretimi i¢in sivi  kdltiir
fermentasyonuna alternatif olarak kullanilmaktadir (Turhan 2015). Kati faz
fermentasyonu, tarimsal endiistri artiklarimin iglenmesinde sayisiz firsat sunmaktadir.
Bunun nedeni, kati faz fermentasyonu siireglerinin daha diisiik enerji gereksinimine
sahip olmasi, daha az atik su iiretmesi, kat1 atik sorununu ortadan kaldirmasiyla ¢evre
dostu olmas1 ve mikroorganizmanin dogasina uygun gelisim ortamini en iyi sekilde
temsil etmesidir. Bu yiizden kiiflerin dogal gelisim ortamlar1 toprak, agag¢ dipleri, nemli
ortamlar vb. gibi yerler oldugu i¢in kat1 faz fermentasyonunda avantaj saglamaktadirlar.
Mikroorganizmalarin dogal yasam ortamlarina uyumlu oldugu i¢in KFF’de iiriin
verimliliginin daha yiiksek oldugu diisiiniilmektedir (Pandey vd. 2003).
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KFF’de uygun substrat se¢imi 6nemli unsurlardan biridir. Substrat, hem fiziksel
olarak fermentasyona destek saglamakta hem de besin kaynagi olarak islev gormektedir.
Substratlar genel olarak, tarimsal {iriinlerden, tarimsal endistriyel atiklardan ve gida
atiklarindan olusmaktadir. Bu sebeple, KFF’de substrat segerken oncelikle diistik
maliyetli, tarimsal iriinlerin ve atiklarin degerlendirilmesine onem verilmektedir.
Uretimi amaglanan {iriin i¢in en uygun substrat secimi gerceklestirilmektedir. Substrat
seciminin yani sira uygun mikroorganizma se¢imi de lriin iretiminde Onemli bir
unsurdur. KFF’de modelleme ve diger temel unsurlar1 incelemek igin genellikle inert
malzemeler kullanilmaktadir. Parametrelerin  belirlenmesi ve optimizasyonunun
yapilmast da 6nemli unsurlardan arasindadir. Bunlar substrat se¢imi, pH, inkiibasyon
sicakligl, inkiibasyon siiresi, inokiilasyon orani, ilave karbon kaynagi vb. gibi
etmenlerden olusmaktadir (Pandey vd. 2001; Hoogschagen vd. 2001).

KFF, daha yiiksek verimlilik saglama, diisiik maliyetli fermentasyon ortamu,
basit teknoloji, diisiikk enerji ihtiyaci, az miktarda atik su cikist ve kopiik sorunu
olmamas1 gibi avantajlarin yani sira, yavas mikrobiyal iireme, 1s1 agifa c¢ikmasiyla
olusan problemler, bakteriyal kontaminasyon riski, Olcek biiylitme sorunlar1 ve

substratin nem diizeyini kontrol etmekteki zorluklar sebebiyle ¢esitli dezavantajlara da
sahiptir (Turhan 2015).

Kat1 faz fermentasyonu genellikle kesikli sistemde gerceklestirilmektedir. Bazi
proseslerde biyoreaktdr gereksinimi olmazken, silaj iiretimi gibi proseslerde karistirma
ve havalandirma diizenegine ihtiyag duyuldugundan reaktorlere gereksinim
duyulmaktadir. Yaygin olarak kullanilan biyoreaktorler; doner tamburlu fermentorler,
tepsili fermentorler, yatak sistemleri, kolon biyoreaktorler ve akigkan yatakli
reaktorlerdir (Turhan 2015).

Bu tez calismasi kapsaminda, kiiflerin dogal yasam alanlarina uygun bir ortam
olusturan fermentasyon yontemlerinden biri olan kati faz fermentasyon yontemi ile
diisiik maliyetli atiklar ve tarimsal tiriinler kullanilarak rekombinant Aspergillus sojae
AsT3 ile B-mannanaz iiretimi amacglanmistir. Oncelikle erlenmayerlerde farkli
konsantrasyonlarda fermentasyonlar gergeklestirilerek [B-mannanaz iretimi i¢in en
uygun substrat belirlenmesi hedeflenmistir. Ardindan iiretilen -mannanaz enziminin
kullanim alanlarindan biri olan mannooligosakkaritlerin (MOS) varligini arastirmak igin
ortama mannan kaynagi olan kahve atig1 ilave edilerek Plackett-Burman dizayn (PBD)
ile fermentasyonlarin gerceklestirilmesi ve optimum ¢alisma parametrelerinin
belirlenmesi amacglanmustir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Proje kapsaminda farkli karbon kaynaklar1 (arpa kavuzu, bugday kepegi, ¢avdar
kepegi, yulaf kavuzu ve kahve atig1) ile mannanaz enziminin {iretimi gergeklestirilmis
ve en iyi karbon kaynagi bir sonraki fermentasyon asamalarinda kullanilmak amaci ile
belirlenmistir. Bu amagla ¢alisma kapsaminda kullanilan karbon kaynaklarindan arpa
kavuzu, cavdar kepegi ve yulaf kavuzu Konya’da yer alan Saglik Tarim Uriinleri ve
Gida San. Ltd. Sti tarafindan, bugday kepegi Corum’un Osmancik il¢esindeki yerel bir
ireticiden, kahve posasi ise Antalya’da bulunan bir kahve isletmecisi olan Starbucks
tarafindan temin edilmistir. Ayrica alinan kahve posalar1 65°C’de 1 giin boyunca etiivde
(Memmert, UF 110 Plus, Schwabach, Germany) kurumaya birakilmistir.

Sekil 3.1. Fermentasyonda kullanilan karbon kaynaklari; a) Kahve atigi; b) Bugday
kepegi; ¢) Cavdar kepegi; d) Arpa kavuzu; e) Yulaf kavuzu

Bunlarin yani sira besiyeri igeriginde azot kaynagi olarak maya ekstrakti (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany, Lot.1.03753.0500), inorganik tuzlar olarak MgS0O..7H.0
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, Lot.BCBD6849V) ve K;HPO; (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany, Lot.1.05101.1000)  kullanmilmistir. ~ Mikroorganizmanin
inokiilasyonu i¢in farkli oranlarda hazirlanan Tween-80 (Merck, Schuchardt, Germany,
Lot.8.22187.0500) ve NaCl (Merck KGaA, Darmstadt, Germany, Lot.1.06404.1000)
¢ozeltileri inokiilasyon soliisyonunu olarak kullanilmstir.

3.2.  Mikroorganizma ve Inokiilasyon

Bu calismada B-mannanaz iiretiminde Prof. Dr. Ziimriit Begiim OGEL’in
laboratuvarindan temin edilen rekombinant Aspergillus sojae AsT3 (ATCC 11906)
kullanilmigtir. Stok kiiltlir hazirlamak i¢in rekombinant Aspergillus sojae AsT3’iin
Potato Dextrose Agar (PDA) iceren petrilere ekimi yapilmis ve petriler 30°C’de 4-5 giin
gelisime birakildiktan sonra +4°C’de maksimum 1 ay olacak sekilde depolanmuistir.
Mikroorganizmanin canliliginin devami igin stok kiiltiir her ay diizenli olarak
yenilenmistir.
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Tim fermentasyon denemelerinde karbon kaynaklarina ek olarak besiyeri
igeriginde maya eckstrakti (4 g/L), MgS04.7H.O (0.5 g¢g/L) ve KoHPOs (1 g/L)
kullanilmistir (Oztiirk vd. 2010).

Mikroorganizmanin fermentasyon ortamina inokiilasyonu i¢in %0.05’lik Tween-
80 ve %0.8’lik NaCl c¢ozeltileri hazirlanmis ve ayr1 ayn steril edildikten sonra oda
sicakligina getirilerek karistirilmistir. Gelismis petrilerden biri alinip, Tween-80 ve
NaCl karisgimindan 8-10 mL pipet ile ¢ekilerek petrinin {izerinde gezdirildikten sonra
karigimin igerisine aktarilarak inokiilasyon sivist hazirlanmistir.

a) b) b) |

Sekil 3.2. Aspergillus sojae AsT3 (ATCC 11906) susunun petride gelismis halinin
goriiniimii (a) Petrideki gelismis goriiniim; b) Petrinin alttan goriiniimii)

3.3. Kati Faz Fermentasyonu

Fermentasyonda karbon kaynagi olarak arpa kavuzu, bugday kepegi, ¢avdar
kepegi, yulaf kavuzu ve kahve posasi kullanilmistir. Her bir karbon kaynagindan
erlenlere 5’er g tartilmig ve 1:3 (w/v) kati:sivi oraninda olacak sekilde sivi besiyeri
eklenmis ve baslangic pH degeri 5.0 olarak ayarlanmistir. Bu calismada ii¢ farklh
inokiilasyon orani kullanilmig ve tiim fermentasyon denemeleri iki paralelli olacak
sekilde gerceklestirilmistir. Erlenler otoklavda 121°C’de 15 dk boyunca steril edilmis ve
sterilizasyondan sonra belirlenen oranlarda (%3, %5, %7 v/w) inokiilasyon
gerceklestirilmistir. Inokiilasyonu tamamlanan erlenmayerler 30°C’de 7 giin boyunca
fermentasyona birakilmistir (Sekil 3.3) (Ustok vd. 2007). Ayrica ¢alisma kapsaminda
kullanilan substratlardan (arpa kavuzu, bugday kepegi, ¢avdar kepegi ve yulaf kavuzu)
karigimlar hazirlanmig ve {i¢ farkli inokiilasyon oranlarinda karisim fermentasyonlari
gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.3. Lignoseliilozik maddeler ile gergeklestirilen fermentasyon goriintiisii; A)
Arpa ve yulaf kavuzu ile gergeklestirilmis fermentasyon gorintiisii; B) Bugday ve
cavdar kepegi ile gerceklestirilmis fermentasyon goriintiisii

3.4. Enzim Ekstraksiyonu

Fermentasyon asamasi tamamlandiktan sonra her bir erlenin igerisine 1:1 (v/v)
oraninda olacak sekilde 20 mL saf su ilave edilmis ve galkalamali inkiibatorde (New
Brunswick Scientific Edison, Excella E24R, New Jersey, USA) 30°C’de 250 dev/dk
calkalama hizinda 1 saat boyunca ekstrakte edilmistir. Ekstrakte edildikten sonra
stiziilen ornekler 4°C ve 1800 x G santrifiij kuvvetinde 20 dakika boyunca
santrifiijlenmistir (VWR, Mega Star 3.0R).

Sekil 3.4. Enzim ekstraksiyonunda kullanilan ¢alkalamali inkiibator
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3.5. Kahve Atig1 ilaveli Sartlar i¢in Plackett-Burman Dizayn

Calismanin ilk asamasinda B-mannanaz enzim iiretimi i¢in en uygun substrat
belirlendikten sonra optimum kosullar1 belirlemek amaci ile Plackett-Burman Dizayn
(PBD) kullanilmistir. Bu amagla enzim ve mannooligosakkarit (MOS) tiretimlerinin her
ikisi i¢in inokiilasyon orani (%3-7, v/w), inkiibasyon sicakligi (30-50°C), inkiibasyon
stiresi (5-7 giin) ve baslangi¢c pH’1 (3-7 pH) gibi 4 farkli parametre kullanilmistir. Tespit
edilen en uygun substrata ilave olarak fermentasyon sirasinda MOS {iretimini
desteklemek veya artirmak igin 1:1 (w/w) oraninda kahve posasi eklenmistir.
Fermentasyon ortamina boliim 3.2°de belirtildigi gibi besiyeri bilesenleri ilave edilmis
ve 121.1°C’de 15 dk steril edildikten sonra PBD tarafindan belirlenen kosullarda
fermentasyon gerceklestirilmistir. Tiim bu fermentasyonlar iki paralelli olacak sekilde
gerceklestirilmistir. PBD ile belirlenen kosullarda gergeklestirilen tiim bu
fermentasyonlar sonunda [-mannanaz ve MOS {iretimi i¢in en uygun sartlar
belirlenmistir. Fermentasyon sonunda gerceklestirilen enzim ekstraksiyonundan sonra
elde edilen O6rnekler analiz edilene kadar 4°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. Plackett-Burman Dizayn deneme deseni

Deneme Inokiilasyon Inkiibasyon Inkiibasyon pH
oram (%) siiresi (giin) sicakhigr (°C)
1 5 6 40 5
2 7 7 50 3
3 3 5 50 7
4 3 7 50 3
) 7 5) 50 7
6 3 5 30 3
7 3 7 30 7
8 5 6 40 5
9 7 7 30 7
10 7 5 30 3

3.6. Fermentasyon Sonunda Elde Edilen Orneklere Uygulanan Analizler
3.6.1. B-Mannanaz aktivite analizi

Fermentasyon bitiminde ekstrakte edilen ve ardindan santrifiijlenen 6rneklerden
aliman sivilar analiz edilerek B-mannanaz aktivite degerleri belirlenmistir. Bu amacla
DNSA (3,5-dinitrosalisilik asit) metodu kullamilmistir (Miller 1959). Oncelikle
9%0.05’1lik keciboynuzu gami soliisyonu Na-sitrat tamponunda (pH 6.0) hazirlanmistir.
Hazirlanan soliisyonun 1.8 mL’si bir test tiipline alinmis ve lizerine 20 kat seyreltilmis
enzim soliisyonundan 0.2 mL ilave edilerek karistirllmigstir. Tiipler 1yice karistirildiktan
sonra su banyosunda 50°C’de 5 dk inkiibasyona birakilmistir. Su banyosundan ¢ikarilan
tiiplerin tizerine 3 mL DNSA ¢06zeltisi eklenmis ve daha sonra 90°C’deki su banyosunda
15 dk boyunca tekrardan inkiibasyona birakilmigtir. Su banyosundan c¢ikarilip
sogutulmaya birakilan oOrneklerin 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede
(ThermoScientific Evolution, Sangay, Cin) absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. Bir birim
enzim aktivitesi (1 U = 1 umol/dk), 1 dakikada 1 umol D-mannoza esdeger indirgeyici
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sekerleri serbest birakan enzim miktar1 olarak tanmimlanmaktadir (Oztiirk vd. 2010).
Hesaplanan degerler mannoz standart kurvesinde yerine konularak f-mannanaz enzim
aktivitesinin belirlenmesinde kullanilmigtir (Puchart vd. 2004). Enzim analizinde
kullanilan mannoz standart kurvesi EK-1’de verilmistir.

Mannoz standart kurvesinden faydalanilarak olusturulan denklem asagida verilmistir.
Crannoz = a X Abssao — b Denklem (1)
Cmannoz = Mannoz konsantrasyonu (umol/mL)

Abssso = 540 nm’de okunan absorbans degeri

a = standart kurvenin egimi

b = sabit say1

Ornekler analiz edilirken beraberinde kontrol o6rnegi ve kor hazirlanmustir.
Burada; kontrol 6rnekleri igin tiiplere 1.8 mL kegiboynuzu gami (LBG) ile 20 kat
seyreltilmig enzim soliisyonundan 0.2 mL eklenerek karistirilmis ve iizerlerine 3 mL
DNSA c¢ozeltisi direkt ilave edilerek renk degisimi saglanmistir. Kontrol érneklerinin
hazirlanmasmin amaci ortamda bulunan indirgen sekerlerin absorbans degerlerinin
Olciilmesini saglamaktir. Kor ise test tiiplerine 1.8 mL ke¢iboynuzu gami, 0.2 mL saf su
ve 3 mL DNSA c¢ozeltisi eklenerek hazirlanmistir. Hazirlanan kor ve kontrol 6rnekleri
50°C’deki inkiibasyona dahil edilmemis ancak Ornek tiipleri ile birlikte 90°C’deki su
banyosuna konularak 15 dk boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ornek tiiplerinden elde
edilen absorbans degerlerinden (Absenzim) kontrol orneklerinden elde edilen absorbans
degerlerinin (Abskontrol) ¢ikarilmasi ile enzim tarafindan agiga ¢ikarilan indirgen
sekerlerin absorbans degerleri (Abssso) hesaplanmistir.

B-mannanaz aktivitesi (U/mL) = (Cmannoz XRV % DF) / t Denklem (2)
Rv = Test tiipiindeki toplam soliisyon hacmi / enzim soliisyonunun hacmi

DF = Diliisyon faktorii

t = Reaksiyon siiresi (dk)

3.6.2. Toplam protein analizi

Spesifik B-mannanaz aktivitesini belirlemek i¢in 6rneklere toplam protein analizi
uygulanmistir. Toplam protein analizini gerceklestirmek icin ThermoScientific
Coomassie (Bradford) Protein Assay kit kullanilmistir. Analiz kiti, Coomassie
(Bradford) Protein Assay Reagent (950 mL) ve albumin standart ampullerinden (2
mg/mL, 10 ampiil) olugsmaktadir

Fermentasyon sonunda elde edilen Ornekler analiz edilmek {izere +4°C’de
muhafaza edilmistir. Toplam protein analizinde, tiiplere 1.5 mL Coomassie (Bradford)
Protein Assay Reagent ile 30 puL albiimin standardi veya &rnek eklenerek karistirilmig
ve daha stabil ve tekrarlanabilir sonuglar elde etmek icin oda sicaklifinda 10 dk

19



MATERYAL VE METOT C. YILMAZER KOC

boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ardindan standart ve oOrnekler 595 nm dalga
boyunda spektrofotometrede kore karsi okutulmustur. Kor ile diizeltilmis standart
absorbanslar kullanilarak standart kurve olusturulmus ve Orneklerin absorbans degeri
kurvede yerine konularak toplam protein miktarlar1 hesaplanmistir (Bradford 1976).
Hesaplanan toplam protein miktarlari mg/mL cinsinden ifade edilmistir.

Spesifik mannanaz aktivitesi asagidaki sekilde hesaplanmustir.

B-Mannanaz aktivitesi (U/mL)

Spesifik Mannanaz Aktivitesi (U/mg) = Denklem (3)
Protein miktar1 (mg/mL)

3.6.3. Mannooligosakkarit (MOS) analizi

Fermentasyon sonunda orneklerdeki MOS miktarlarin1 belirlemek amaci ile
RefractoMax 520 kirilma indisi dedektorii, otomatik Ornekleyici, kolon firin1 ve
bilgisayar kontrolii ile donatilmis bir HPLC (Thermo Scientific UltiMate 3000,
Dreieich, Almanya) kullanilmistir. Analiz, 1 mL/dk akis hizinda 20 puL enjeksiyon
hacmi ve 25°C’de bir CarboPac PA100 kolonu ile 10mM NaOH mobil faz kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ornekler, mobil faz ile 20 kat seyreltilmistir ve filtrelenerek
(Chromafil PET-45/25) viyallere aktarilmistir. Analiz sonunda elde edilen degerler ppm
cinsinden ifade edilmistir. Bu c¢alismada kullanilan standart kimyasallar olan
mannobiyoz, mannotrioz, mannotetroz, mannopentoz ve mannoheksoz, Megazyme
International (Bray, Irlanda) tarafindan temin edilmisti. MOS analiz kosullari,
ThermoFisher Scientific tarafindan temin edilen CarboPac PA100 kolonunda belirtilen
sartlarda gerceklestirilmistir (Erkan 2020; Yilmazer 2020).

3.6.4. Istatistiksel analiz

Enzim ve MOS fretiminde optimum kosullarin belirlenmesinde kullanilan
fermentasyonlara ait deneme deseni Minitab Istatistiksel Yazilimi (Version 13.3;
Minitab Inc., State College, PA) kullanilarak olusturulmustur. Program tarafindan elde
edilen modelin deneysel verileri ne dlgiide karsiladigi ANOVA ile belirlenmistir. Bu
yontemle her faktoriin cevap tlizerindeki istatistiksel onemi %95 giliven seviyesinde
tespit edilmistir. Ayrica fermentasyon denemelerinin analiz sonuglarmi degerlendirmek
icin SAS istatistiksel programi (Version 9; SAS Institute, Cary, NC, ABD)
kullanilmigtir.  Duncan Coklu Kargilagtirma Testi %95 Onem seviyesinde
gergeklestirilmistir (P=0.05). Tiim parametrelerdeki degerler, en az iki tekerriiriin
ortalamasi alinarak verilmis olup tablolarda ortalama + standart hata seklinde ifade
edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. B-Mannanaz Uretimi Icin Karbon Kaynaklarinin Belirlenmesi

Yenilenebilir kaynaklar ve bunlarin karisimlar1 kullanilarak KFF prosesi ile -
mannanaz iiretimi gerceklestirilmis, ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Elde edilen
ekstraktlarin enzim aktivite degerleri analiz edilmis ve protein icerigi belirlenmistir.
Sonuglar Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Spesifik f-mannanaz aktivitelerine gore substrat kaynaklarinin se¢imi ve
inokiilasyon oranlarinin aktivite iizerine etkisi

Substrat Inokiilasyon Spesifik p-mannanaz Ekstraktaki protein
orani (%) aktivitesi (U/mg) miktari (mg/mL)
Yulaf 3 241.97°+55.97 1.107
kavuzu 5 413.509+44.32 1.115
7 342.91%427.43 1.083
Arpa 3 325.40°+31.92 1.048
kavuzu 5 360.719+31.04 1.000
7 582.59°+32.60 1.016
Cavdar 3 811.54°+47.21 0.963
kepegi 5 634.28°+£12.25 1.065
7 983.53%+33.52 0.970
Bugday 3 52.16"+17.73 0.876
kepegi 5 55.59™£14.05 0.897
7 47.71%£10.04 0.893
Karisim 3 225.63°+2.97 0.969
5 228.34°+12.49 1.001
7 262.75°+60.78 0.956

*Ayni siitundaki farkli harfler ortalama degerler arasinda istatistiksel 6nemi gosterir (P<0.05). Koyu renk
ile gosterilmis degerler en yiiksek aktivite degerlerini gostermektedir.

Sonuglar incelendiginde en yiiksek enzim aktivitesi degerleri yulaf kavuzunda
%35 inokiilasyon oraninda 413.50 U/mg, arpa kavuzunda %7 inokiilasyon oraninda
582.59 U/mg, cavdar kepeginde %7 inokiilasyon oraninda 983.53 U/mg, bugday
kepeginde %5 inokiilasyon oraninda 55.59 U/mg ve substrat karigimlart ile
gerceklestirilen fermentasyonda %7 inokiilasyon oraninda 262.75 U/mg olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda en iyi iiretimi gosteren karbon kaynaginin
cavdar kepegi oldugu belirlenmistir. Ayrici karisimlarla (arpa kavuzu, bugday kepegi,
cavdar kepegi, yulaf kavuzu ve kahve posasi) gerceklestirilen fermentasyonlarin KFF
siirecinde yulaf kavuzu, arpa kavuzu ve ¢avdar kepegine gore daha az -mannanaz
enzim aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.1) (Sekil 4.1). Ancak karisim
fermentasyonlar1 KFF siirecinde bugday kepegi ile gerceklestirilen fermentasyonlara
gore daha basarili olmustur.
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Sekil 4.1. B-mannanaz iiretimi i¢in karbon kaynaklarinin degerlendirilmesi (K; Karigim)

Diger taraftan inokiilasyon oranlarinin enzim fermentasyonlar1 tizerindeki etkisi
de incelenmistir. Hazirlanan fungal spor ¢oOzeltisinin sirastyla %3, %5 ve %7
oranlarinda yulaf kavuzu, arpa kavuzu ve cavdar kepegi iceren besiyerlerine inokiile
edilmesiyle enzim fretiminin Onemli Olgiide arttigi saptanmistir (P<0.05). Fakat,
bugday kepegi ve karisim fermentasyonlarinda inokiilasyon oranlarinin enzim
fermentasyonu tiizerinde Onemli bir etkisinin olmadigi gozlemlenmistir (P>0.05)
(Cizelge 4.1). Sonug olarak, maksimum spesifik f-mannanaz aktivitesi (983.53 U/mg)
cavdar kepeginde %7 inokiilasyon sonucunda elde edildiginden KFF prosesi altinda
MOS {iretimi ve B-mannanaz liretimi bu sartlar kullanilmistir.
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4.2.  B-Mannanaz Uretiminin PBD ile Optimizasyonu

Bagimsiz degiskenlerin ¢avdar kepeginde B-mannanaz ve MOS {iretimi
tizerindeki etkisi PBD ile incelenmistir (Cizelge 4.2). Ayrica KFF sirasinda MOS
iiretimini artirmak i¢in ¢avdar kepegine kahve atig1 ilave edilmistir.

Cizelge 4.2. Plackett-Burman Dizayn ve spesifik f-mannanaz aktivitesi sonuglari

Inokiilasyon  inkiibasyon Inkiibasyon Spesifik Pr.Otem
. < p-mannanaz miktari
Deneme oram siiresi sicakhigi pH S
(%) (giin) ©C) aktivitesi (mg/mL)
(U/mg)
1 5 6 40 5 - 1.028
2 7 7 50 3 - 1.097
3 3 5 50 7 - 1.016
4 3 7 50 3 - 0.941
5 7 5 50 7 - 0.788
6 3 5 30 3 173.80°+1.25 0.773
7 3 7 30 7 167.70°+3.05 1.219
8 5 6 40 5 - 0.805
9 7 7 30 7 255.822£36.55  1.227
10 7 5 30 3 184.02°+22.80  0.912

*Aymi siitundaki fakli harfler ortalama degerler arasindaki istatistiksel 6nemi gosterir (P<0.05).

Sonuglar incelendiginde, en yiiksek (255.82 U/mg) ve en diisiik (167.70 U/mg)
B-mannanaz aktivitelerinin (Sekil 4.2) sirasiyla 9 ve 7 numarali deneme desenlerinden
elde edildigi gosterilmistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.2. PBD ile belirlenen kosullar sonucunda elde edilen B-mannanaz aktivite
degerleri (P<0.05)
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Pareto grafigi parametrelerin ortam iizerindeki etkilerinin dnemini gdstermek
icin kullanilmaktadir. Grafik {izerindeki referans ¢izgisini gecen gubuklarin istatistiksel
olarak o6nem tasidigi nitelendirilmektedir. Bununla birlikte, kahve atiklarinin
fermentasyon ortamma eklenmesinin B-mannanaz iretimini baskiladigi Pareto
grafiginde gosterilmektedir (Sekil 4.3). Ayrica Sekil 4.3’de inkiibasyon sicakliginin
referans ¢izgisini gectigi goriilmektedir. Bu durumda inkiibasyon sicakligi mevcut olan
model kosullarinda 0.05 6nem seviyesinde istatistiksel olarak anlamlidir. Sonug olarak,
inkiibasyon sicakligimnin fermentasyon ortamini etkiledigi ancak diger parametrelerin
etkisiz kaldig1 degerlendirilmistir.

inkiib.S1c —|

inokii.Or —

pH—

Inkiib.Siir —

Sekil 4.3. PBD'de B-mannanaz firetimi lizerine uygulanan parametrelerin etkisini
gosteren Pareto grafigi, a=0.05

Cizelge 4.3’te B-mannanaz icin bagimsiz degiskenlerin tahmini etkileri ve
katsayilar1 verilmis olup incelendiginde P (Olasilik) degerlerinin sadece inkiibasyon
sicakligi i¢in 0.05’ten kiiciik oldugu yani istatistiksel agidan anlamli oldugu
goriilmektedir.

Cizelge 4.3. f-Mannanaz i¢in bagimsiz degiskenlerin tahmini etkileri ve katsayilar

Terim Etki Katsay1 SH katsayi T P

Sabit 97.67 9.23 10.58 0.00
Inokiilasyon orani 24.58 12.29 9.23 1.33 0.25
Inkiibasyon siiresi 16.43 8.21 9.23 0.89 0.42
Inkiibasyon sicakhign ~ -195.34 -97.67 9.23 -10.58 0.00
pH 16.43 8.21 9.23 0.89 0.42
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Cizelge 4.4’te f-mannanaz enzimi liretim sonuglarinin regresyon katsayilart ve
varyans analizi verilmistir. Varyans analizi sonuglar incelendiginde model istatistiksel
olarak onemlidir (P<0.05).

Cizelge 4.4. PBD ile belirlenen model denklemindeki B-mannanaz iiretim oraninin
varyans analizi

Terim SD Diiz. KT Diiz. KO F P
Ana etki 4 78600 19649.9 28.84 0.003
Artik hata 4 2726 681.4

Uyum eksikligi 3 2726 908.5

Saf hata 1 0 0

Toplam hata 9

Plackett-Burman Dizayn ile bagimsiz degiskenlerin fermentasyon ortamina
etkisinin incelenmesi i¢in 10 farkli fermentasyon gerceklestirilmistir. Bu
fermentasyonlarda 1 ve 8 numarali denemeler Plackett-Burman tarafindan verilen orta
noktalardir. 110 fermentasyon sonunda 6, 7, 9 ve 10 numarali denemelere ait olan
fermentasyonlardan enzim aktivitesi alinmistir. Diger fermentasyon denemelerinde
enzim aktivitesi elde edilememistir. En yiiksek aktivite degeri ise 9 numarali
fermentasyon denemesinde 255.82 U/mg olarak bulunmustur.

4.3. Bagmsiz Degiskenlerin f-mannanaz Uretimi Uzerine Etkisi

Farkli sicaklik degerlerinin (30, 40 ve 50°C) B-mannanaz iiretimi iizerine etkisi
incelenmis ve elde edilen sonuglara gore sicaklik degisiminin B-mannanaz {retimi
tizerinde etkili oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2) (Sekil 4.2). Soyle ki, 40 ve 50°C
sicakliklarinda gerceklestirilen fermentasyonlarda enzim iiretimi tespit edilememistir.
Bu nedenle Cizelge 4.2°deki PBD sonuglar incelendiginde fermentasyonlar iizerinde
sadece sicakligin etkili oldugu diger bagimsiz degiskenlerin etki etmedigi goriilmiistiir.

Regalado vd. (2000), KFF’de Aspergillus oryzae ve Aspergillus niger kullanarak
hindistan cevizi ezmesinden ve kahve atiklarindan B-mannanaz iiretimini incelemistir.
Calismalarinda iki mikroorganizma, iki substrat ve iki fermentasyon siiresi arasindaki
etkilesimi belirlemek icin 23 faktorlii bir dizayn kullanilmistir. 764 U/mg’lik en yiiksek
enzim aktivitesinin A. niger tarafindan 2.5 giin boyunca hindistan cevizi ezmesinden
elde edildigi bildirilmistir.

Yin vd. (2013), elma kiispesinden en 1yi sekilde yararlanmak i¢in pamuk tohumu
tozu ile birlikte Aspergillus niger SN-09 kullanilarak KFF’de B-mannanaz iiretmistir. 3-
Mannanaz iiretimini en iist diizeye ¢ikarmak icin PBD ve CCD (Central Composite
Design) kullanilmistir. %45.7°lik bir artis ile 561.3 U/mg’lik en yiiksek enzim aktivitesi,
baslangi¢c nem igerigi %59.2 (w/w) olan, baz1 iyonik bilesikler ve mineral tuzlari igeren,
elma kiispesi ve pamuk tohumu tozu (3:2, w/w) karigimi ile 30°C’de 48 saat boyunca
KFF’de ger¢eklestirildigi zaman elde edilmistir.

25



BULGULAR VE TARTISMA C. YILMAZER KOC

Heck ve arkadaglar1 (2005), en iyi biiylime siiresini, sicakligint ve havalandirma
kosullarim1 belirlemek i¢in 23 faktorlii CCD kullanmistir. Amazon ortamindan izole
edilen Bacillus circulans B153 susu, ksilanaz ve f-mannanaz iiretiminde kullanilmigtir.
-Mannanaz sonuglar1 incelendiginde, {iretimin yiiksek havalandirma hizi ve diisiik
sicaklikta arttig1 goriilmiistiir. CCD’ye gore deneysel olarak elde edilen enzim aktivite
sonuglarmin kullanilan 6nceki kosullara goére 3.7 kat arttigi belirlenmistir. Analiz
sonuclarina gore en yliksek B-mannanaz aktivitesi 0.540 U/mg olarak bulunmustur.
Enzim {iretiminin optimize edilmesinin, endiistriyel olarak énemli mikroorganizmalarin
kat1 faz yetistiriciliginde konsantre enzim o6ziitleri elde etmek i¢in faydali oldugunu
gostermektedir.

Abdeshahian vd. (2009), kati faz fermentasyon yontemi ile [B-mannanaz
tiretiminde havalandirmali kolon biyoreaktdrii kullanmistir. Fermentasyonda substrat
olarak hurma c¢ekirdegi keki kullanilmistir. Inkiibasyon sicakligmin, baslangic nem
iceriginin ve hava akis hizinin B-mannanaz {retimi iizerindeki etkisi yanit yiizey
yontemi ile degerlendirilmistir. Aspergillus niger FTCC 5003 susu kullanilarak
havalandirmali kolon reaktoriinde 18 calisma gergeklestirilmistir. En yiiksek f-
mannanaz aktivitesi (2117.89 U/mg), 32.5°C inkiibasyon sicakligi, %60 baslangic nem
icerigi ve 0.5 L/dak havalandirma orani kosullarinda elde edilmistir. Istatistiksel analiz
inkiibasyon sicakliginin ve baslangic nem iceriinin B-mannanaz iiretiminde etkili
oldugunu ortaya cikarmistir. Kisacasi, fermentasyon parametreleri istatistiksel bir
tasarim ile optimize edildiginde liretim verimliligi 6nemli 6l¢iide artmistir.

4.4. Bagimsiz Degiskenlerin Mannooligosakkarit (MOS) Uretimi Uzerine Etkisi

Calisma kapsaminda kahve ilaveli ve kahve ilavesiz fermentasyonlar gerceklestirilmis
ve sonuclar incelendiginde fermentasyon ortamina eklenen kahve atiginin, enzim
iretimini inhibe ettigi fakat MOS {iretimini artirdig1 belirlenmistir. Kahve ilavesiz
enzim fermentasyonlarindan elde edilen MOS profili ve toplam MOS degerlerine
Cizelge 4.5°’de yer verilmistir. PBD tarafindan onerilen kosullarda gergeklestirilen
enzim fermentasyonlarindan elde edilen MOS profili Sekil 4.4’te verilmistir. Ayrica
MOS profili ve toplam MOS degerleri ile ilgili sonuglara ise Cizelge 4.6’te yer verilmis.

Cizelge 4.5. Kahve ilavesiz fermentasyonda elde edilen MOS profili ve toplam MOS
degerleri

Deneme El;)oppr:%m MOS M.bio (ppm)  M.tri (ppm) M.tet (ppm) M.pen (ppm)  M.hex (ppm)
1 510.722:150.70 40.55®+28.67 57.19%1.57  412.99%:123.59 -
2 324.76%°+16.55 38.51%+2723 55.78%4.22  230.47°+6.46 -
3 282.15%+50.18 39.71®+28.08 24.57°+17.37 217.88°+4.72 -
4 232.40%0+£57.62 76.42%+2.67 58.54%+8.61  97.45%°+68.90 -
5 338.21%+4.75  71.48%£0.49 52.81+1.49  213.92°+2.77 -
6 - - - - -
7 - - - - -
8 301.29%+3.67  69.91%+0.56 4251%+0.07 188.87°+4.30 -
9 - - - - -
10 - - - -

*MOS Mannooligosakkarit; M.bio Mannobioz; M.tri Mannotrioz; M.tet Mannotetroz; M.pen Mannopentoz; M.hex
Mannoheksoz. Ayni siitundaki fakli harfler ortalama degerler arasindaki istatistiksel 6nemi gosterir (P<0.05).

26



BULGULAR VE TARTISMA C. YILMAZER KOC

Cizelge 4.5°deki MOS profilleri ve toplam MOS degerleri incelendiginde higbir
denemede mannopentoz, mannoheksoz ve toplam MOS verilerine ulasilamamustir.
Diger MOS profilleri ve toplam MOS degerleri incelendiginde ise en yiiksek verilerin;
mannobioz i¢in 76.42 ppm (4. deneme), mannotrioz i¢in 58.54 ppm (4. deneme),
mannotetroz i¢in 412.99 ppm (1. deneme) ve toplam MOS i¢in 510.72 ppm (1. deneme)
oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.4. PBD'den elde edilen MOS degerleri (M.bio, mannobioz; M.tri, mannotrioz;
M.tet, mannotetroz; M.pen, mannopentoz; M.hex, mannoheksoz)

Cizelge 4.6. Fermentasyonda MOS profili ve toplam MOS degerleri

Deneme EI;)c;)prLa)m MOS M.bio (ppm)  M.tri (ppm) M.tet (ppm) M.pen (ppm) M.hex (ppm)
1 1006.27%+42.80 61.48°+1.11 69.94%+3.87 187.49°+3.98 391.87%+4.10 295.50%4+21.20
2 936.78*+21.63 56.54"+1.20 60.53"+17.16  186.68°*+23.45  337.43°+3.28 295.60%+10.16
3 938.29%+1.24 54.22°+0.41 28.41°42.20 210.37%+9.13 350.23°+2.50 295.08%+6.08
4 923.45"°+6.46 53.27°+0.56 31.95°+0.39 159.08™+10.27  347.27%%+1.62 331.88%+2.74
5 923.65°+8.66 53.47°+0.21 32.14%+£0.92 196.79%+3.88 348.60%+0.97 292.66%+4.23
6 978.49%°+0 3] 80.59%+7.61 39.23%+0.59 148.83%£0.45 339.80%x1.04 370.04%+3.93
7 1041.59%+41.51 58.26"+1.08 24.81°+0.02 154.77°+0.20 339.66°+0.65 464.09%2+£22.09
8 862.83°+46.65 63.48°+4.50 157.33%+0.32 342.03%+1.04  300.00%:24.69
9 1086.45%+5.92 60.25°+2.58 151.10%:0.32 341.70°4+0.33 533.40%+42.33
10 973.75"+8.91 61.05°+1.35 - 151.84°¢1.39 339.76%+1.10 421.11%+4.30

*MOS Mannooligosakkarit; M.bio Mannobioz; M.tri Mannotrioz; M.tet Mannotetroz; M.pen Mannopentoz; M.hex
Mannoheksoz. Ayni siitundaki fakli harfler ortalama degerler arasindaki istatistiksel 6nemi gosterir (P<0.05).

Sekil 4.4 ve Cizelge 4.6’teki MOS profilleri ve toplam MOS verileri
degerlendirildiginde, en yiiksek mannobioz degeri 6. denemede 80.59 ppm, mannotrioz
degeri 1. denemede 69.94 ppm, mannotetroz degeri 3. denemede 210.37 ppm,
mannopentoz degeri 1. denemede 391.87 ppm, mannoheksoz degeri 9. denemede
533.40 ppm ve en yiiksek toplam MOS degeri ise 9. denemede 1086.45 ppm olarak
bulunmustur.
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Ayn1 sekilde MOS profilleri ve toplam MOS degerleri en diisiik verilere gore
degerlendirildiginde, mannobioz degeri 4. denemede 53.27 ppm, mannotrioz degeri 8.,
9. ve 10. denemelerde Ol¢iilememistir, mannotetroz degeri 6. denemede 148.83 ppm,
mannopentoz degeri 2. denemede 337.43 ppm, mannoheksoz degeri 5. Denemede
292.66 ppm ve en diisiik toplam MOS degeri ise 8. denemede 862.83 ppm olarak
hesaplanmistir.  Ayrica  sonuglar MOS  {retimlerinin  tim  denemelerde
gerceklestirildigini gostermektedir. Bu c¢alismada kullanilan bagimsiz degiskenlerin
KFF isleminde kahve atig1 ile takviye edilmis ¢avdar kepegi bazli ortamdan MOS
tiretimini artirdigi bulunmustur. Bu nedenle, fermentasyon sirasinda iiretilen enzimin
MOS iiretimi i¢in kullanildig1 da ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.6).

Parametrelerin fermentasyon ortami iizerindeki etkilerinin énemini gostermek
i¢in pareto grafigi kullanilir. PBD’de toplam MOS iiretiminde uygulanan parametrelerin
etkisini gosteren pareto grafigi Sekil 4.5’de gosterilmektedir. Bu durumda uygulanan
parametrelerin mevcut olan model kosullarinda 0.05 6nem seviyesinde istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 goriilmektedir. Sonug olarak, tiim parametrelerin fermentasyon
ortaminda etkisiz kaldig1 sdylenebilmektedir (Sekil 4.5).

inkiib.S1c —|
pH |
Inkiib.Siir

Inokii.Or—

Sekil 4.5. PBD'de MOS firetimine uygulanan parametrelerin etkisini gosteren Pareto
grafigi, a=0.05 (Inkiib.Sic (Inkiibasyon Sicakligi), Inokii.Or (Inokiilasyon Orani),
Inkiib.Siir (Inkiibasyon Siiresi))

Cizelge 4.7°da MOS igin bagimsiz degiskenlerin tahmini etkileri ve katsayilari
verilmis olup incelendiginde P degerlerinin tiim parametrelerde 0.05’ten biiyilik oldugu
yani istatistiksel olarak dnemli bir etkisinin olmadig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.7. MOS i¢in bagimsiz degiskenlerin tahmini etkileri ve katsayilar

Terim Etki Katsay1 SH katsayi T P

Sabit 961.78 22.42 42.90 0.00
Inokiilasyon orani 6.37 3.18 21.46 0.15 0.89
Inkiibasyon siiresi 51.97 25.99 25.88 1.00 0.37
Inkiibasyon sicakligi ~ -86.19  -43.10 21.46 -2.01 0.12
pH 44.38 22.19 21.46 1.03 0.36
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Cizelge 4.8’de MOS {iretim sonuclarinin regresyon katsayilari ve varyans analizi
verilmistir. Uyum eksikligi degeri P>0.05 bulunmus olup, modellerin deneysel verilerle
oldukca uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.8. PBD ile belirlenen model denklemindeki MOS iiretim oraninin varyans
analizi

Terim SD Diiz. KT Diiz. KO F P
Ana etki 4 22592.4 5648.1 1.53 0.345
Artik hata 4 14740.6 3685.2

Uyum eksikligi 3 3475.3 1158.4 0.10 0.947
Saf hata 1 11265.3 11265.3

Toplam hata 9

Erkan vd. (2020), biyoreaktdrde kegiboynuzu ekstrakti ile gergeklestirilen
fermentasyon sonucunda iretilen rekombinant [-mannanaz enziminin, kahve
ekstraktindan (%20 v/v) MOS {iretmini incelemistir. MOS iiretim kosullar1 enzim
miktart (5-10 mL), uygulama sicakligi (40-60°C) ve uygulama siiresi (30-90 dakika)
gibi bagimsiz degiskenler kullanilarak Box-Behnken Yanit Yiizey Metodu (RSM) ile
optimize edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, optimum kosullar 7.5 mL enzim
miktar1, 40°C uygulama sicakligi, 90 dakika uygulama siiresi olarak belirlenmistir. En
yiiksek toplam MOS konsantrasyonu 3970.97 ppm olarak bulunmustur. Ayrica, tim
kosullarda mannotrioz (M3) ve mannoheksoz (M6) profillerinin baskin MOS’lar oldugu
tespit edilmistir. Sonuglar incelendiginde kahve ekstraktinin MOS iiretimi igin
potansiyel bir kaynak oldugu belirlenmistir.

Liu vd. (2020), Aspergillus kawachii B-mannanazin MOS iiretim potansiyelini
degerlendirmek i¢in %10 substrat konsantrasyonunda keciboynuzu gami (LBQG), guar
gam (GG) ve konjak gamdan (KG) MOS iretmistir. LBG, GG ve KG’nin yiiksek
substrat seviyelerinde (%10) diisiik molekiil agirlikli MOS’lara (<2000 Da) hidrolize
edilebilecegi belirtilmistir. Ote yandan, sinameki gamindan MOS iiretmek igin bir
Rhizopus microsporus PB-mannanaz kullanilmistir. Sinameki gami MOS veriminin
%70.6’s1 ile hidrolize edilmistir. Sonuglara gére, MOS iceren hidrolizat sirasiyla
mannoz, mannobioz, galaktoz, mannotrioz, mannotetroz, 61-a-D-galaktozil-f-D-
mannobioz ve mannopentoz olarak tanimlanan yedi bileseni icermektedir.
Fermentasyon incelendiginde, iiretilen MOS'larin Bifidobacterium ve Lactobacillus
suslarmin bilylimesini 3 kat artirdigi belirlenmistir. Ayrica, suslarin polimerizasyon
derecesi (DP) 4-5 olan MOS’lardan ziyade DP 2-3 olan MOS’lar1 tercih ettigi
belirlenmistir. Sinameki gamindan {iretilen MOS’larin umut verici bir prebiyotik
aktivite gosterdigi ortaya ¢ikmustir (Li vd. 2020).
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Bununla birlikte Jana ve Kango (2020), LBG, GG, KG, hurma ¢ekirdegi keki
(PKC) ve misir unu (CM) dahil olmak {izere tarimsal atik mannanlardan MOS
tiretmistir. Sonuglara gore toplam MOS, mannoz, mannobioz ve mannotrioz seviyeleri
sirastyla LBG’den 1.90, 0.35, 0.67 ve 0.88 mg/mL; GG’den 11.24, 0.97, 6.54 ve 3.73
mg/mL; KG’den 4.63, 1.18, 1.70 ve 1.75 mg/mL; PKC’den 2.05, 0.24, 1.14 ve 0.67
mg/mL; CM’den 7.14, 0.69, 4.77 ve 1.68 mg/mL olarak tespit edilmistir. Ayrica, 4.82
mg/mL mannotetrozun da KG’den elde edildigi ve GG’den daha yiiksek miktarda MOS
elde edildigi bildirilmistir. Caligmalar, mannan bakimindan zengin tarimsal atiklardan
tiretilen MOS’larin prebiyotik potansiyelini ortaya koymustur (Jana ve Kango 2020).
Yapilan literatiir taramas1 sonucunda, bu tez ¢alismasindaki MOS sonuglari literattirdeki
mevcut MOS sonuglari ile desteklenmektedir.
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5. SONUCLAR

Bu tez calismasinda, uygun maliyetli tiretim i¢in KFF prosesinde Aspergillus
sojae AsT3 (ATCC 11906) tarafindan B-mannanaz tiretmek igin substrat olarak arpa
kavuzu, bugday kepegi, cavdar kepegi, yulaf kavuzu ve kahve atig1 gibi yenilenebilir
kaynaklar kullanilmigtir. Enzim {iretimi acisindan en iyi karbon kaynagimi belirlemek
icin  erlenmayerlerde  fermentasyon  denemeleri  gergeklestirilmistir.  KFF
fermentasyonlar1 30°C sicaklikta 7 giin boyunca %3, 5 ve 7 inokiilasyon oranlarinda
baslangic pH degeri 5.0 olarak gerceklestirilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlanan
fermentasyonlar calkalamali inkiibatérde 1 saat boyunca ekstrakte edilmis ardindan
stizlilerek 20 dk boyunca santrifiijlenmistir. Elde edilen fermentasyon sivisindan [3-
mannanaz aktivitesi, protein miktar1 ve MOS analizleri yapilmistir.

Sonuglar incelendiginde, farkli karbon kaynaklar1 kullanilarak gerceklestirilen
erlenmayer denemelerinde karbon kaynaklarinin f-mannanaz enzim aktivite degerleri
tizerine etkisi istatistiksel olarak Onemli bulunmustur (P<0.05). A. sojae’nin spor
cozeltisinin %7’lik inokiilasyon orani ile birlikte karbon kaynagi olarak kullanilan
cavdar kepeginin 983.53 U/mg’lik en yiiksek enzim aktivitesini verdigi belirlenmistir.
Daha sonraki tiim fermentasyonlar en iyi aktiviteyi veren ¢avdar kepegi kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Calisma kapsaminda bagimsiz degiskenlerin etkisini gérmek i¢in PBD yontemi
kullanilmistir. Bu amagla, 4 farkli parametre (inkiibasyon siiresi, inokiilasyon orant,
inkiibasyon sicakligi ve pH) degerlendirilmis ve 10 farkli fermentasyon denemesi
gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen denemeler sonucunda en iyi fermentasyon kosullari
inokiilasyon oranm1 %7, inkiibasyon siiresi 7 giin, inkiibasyon sicaklig1 30°C ve baslangic
pH 7.0 olarak belirlenmistir. PBD sonucglarma gére KFF siiresince inkiibasyon
sicakliginin B-mannanaz tiretimini etkiledigi gézlenmistir.

Kahve atiginin enzim ve MOS iiretimi iizerindeki etkisini gérmek icin kahve
ilavesiz ve kahve ilaveli PBD tarafindan onerilen fermentasyonlar gergeklestirilmistir.
Yapilan fermentasyonlar sonucunda, kahve ilavesi olmadan gergeklestirilen
fermentasyonlarda MOS analizleri yapilmis ve en yiksek toplam MOS
konsantrasyonunun 1 numarali deneme deseninden (510.72 ppm) elde edildigi tespit
edilmistir. Kahve ilavesi ile PBD tarafindan onerilen fermentasyonlarda ise en yiiksek
enzim aktivitesinin (255.82 U/mg) ve toplam MOS konsantrasyonunun (1086.45 ppm)
%7 inokiilasyon orani, 30°C sicaklik, 7 giinliik inkiibasyon siiresi ve baslangi¢ pH’sinin
7 oldugu 9 numarali deneme deseninden elde edildigi tespit edilmistir. Ayrica MOS
profilleri incelendiginde en yiiksek iiretimin kahve ilavesiz fermentasyonlarda
mannobioz i¢in 76.42 ppm (4. deneme), mannotrioz i¢in 58.54 ppm (4. deneme),
mannotetroz i¢in 412.99 ppm, mannopentoz ve mannoheksoz i¢in iiretimin olmadigy;
kahve ilaveli PBD tarafindan onerilen fermentasyonlarda ise mannobioz i¢in 80.59 ppm
(6. deneme), mannotrioz i¢in 69.94 ppm (1. deneme), mannotetroz i¢in 210.37 ppm (3.
deneme), mannopentoz i¢in 391.87 ppm (1. deneme) ve mannoheksoz i¢in 533.40 ppm
(9. deneme) oldugu belirlenmistir.
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Kahve ilaveli ve kahve ilavesiz KFF prosesleri incelendiginde, kahve ilavesiz
fermentasyonlarda enzim tiretiminin oldugu fakat MOS {iretiminin gozlenmedigi, kahve
ilaveli fermentasyonlarda ise enzim iiretiminin olmadigi ancak MOS {iretiminin arttig1
belirlenmistir. Bu sebeple ortama eklenen kahve atiklarinin enzim iiretimini inhibe ettigi
fakat ayn1 zamanda yiiksek sicakliklarda iiretilen enzimin MOS iiretimini tesvik ettigi
tespit edilmistir. Sonug olarak ¢avdar kepeginin, KFF siirecinde Aspergillus sojae AsT3
tarafindan B-mannanaz iiretimi igin diisiik maliyetli yenilenebilir bir kaynak olarak
kullanilabilecegi ve cavdar kepegine ilave olarak mannan bakimindan zengin kahve
posasinin da MOS iiretimi i¢in potansiyel bir kaynak olarak kullanilabilecegi
belirlenmistir.
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7. EKLER

EK-1. Enzim analizinde kullanilan standart mannoz kurvesi
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EK-2. Protein standart kurvesi
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EK-3. a: Standart mannobioz kurvesi, b: Standart mannotrioz kurvesi, c: Standart
mannotetroz kurvesi, d: Standart mannopentoz kurvesi, e: Standart mannoheksoz

kurvesi
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