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OZET

BiYOREAKTORDE MIiKROPARTIKUL KULLANARAK Aspergillus
niger’ DEN KSILANAZ ENZiMi URETIMi

KOSARLAR, Ercan

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Gaye ONGEN OZGEN

Ocak 2020, 100 sayfa

Bu tezde biyoreaktorlerde mikropartikiil kullanilarak Aspergillus niger’den

ksilanaz enzimi liretimi tizerine ¢alisilmistir.

Calismaya baslanirken A. niger ile ksilanaz enzimi {iretiminde, tretim
ortamma Al,O3 ve Talc mikropartikiilleri eklenerek fungal morfolojinin
etkilenmesi ve bunun sonucu olarak ksilanaz enzim iiretim veriminin arttirilmasi
amacglanmistir. Biyoreaktor oOlgcegi Oncesinde erlen Olgeginde denemelerle,
mikropartikiil konsantrasyonu, besi ortami bilesenlerine farkli 6n islem

uygulamalar1 gibi parametreler belirlenmistir.

Biyoreaktor tretimlerinde, belirli kosullar sabit tutularak, mikropartikiil
iceren ve icermeyen deneme setleri kurulmus, belirli araliklarla 6rnek alinmustir.
Alman Ornekler tizerinden ksilanaz enzim aktivitesi tayini ve stereo mikroskop
altinda A. niger pellet morfolojisi goriintiilemeleri yapilarak ¢aligma

tamamlanmuistir.

Anahtar sozciikler: Ksilanaz, aliiminyum oksit, magnezyum silikat,

mikropartikiil, Aspergillus niger.






ABSTRACT

XYLANASE ENZYME PRODUCTION BY Aspergillus niger WITH
MICROPARTICLES IN BIOREACTORS

KOSARLAR, Ercan

MSc in Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Gaye ONGEN OZGEN

January 2020, 100 pages

In this thesis, the production of xylanase enzyme from Aspergillus niger has
been studied by using microparticle in bioreactors.

The aim of the study was to effect the fungal morphology by adding Al>Os
and Talc microparticles to the production medium of A. niger and to increase the
xylanase enzyme production efficiency. The parameters such as microparticle
concentration and different pretreatment applications to the nutrient components

were determined with the laboratoy scale experiments before the bioreactor scale.

In bioreactor production, certain conditions have been kept constant.
Experimental sets with and without microparticles were established and samples
were taken at constant period. Xylanase enzyme activity was determined and
morphology images of A. niger pellets were taken under stereo microscope. After

the interpretation of the results, the study was completed.

Keywords: Xylanase, aluminum oxide, magnesium silicate, microparticle,

Aspergillus niger.
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ONSOZ

Endiistriyel oneme sahip, Ozellikle ekmekgilik ve kagit endiistrisinde
kullanim alan1 bulan ksilanaz enzimi, birgok enzim gibi yurt digsindan ithal
edilmektedir. Bu nedenle ksilanaz enzimi i¢in verimli bir {iretim sisteminin

gelistirilmesi 6nem arz etmektedir.

Literatiir verileri 1518inda funguslarin 6nemli enzim {reticileri oldugu ve
iretim ortamimdaki fungal morfolojinin {iretim verimine etkisi oldugu
bilinmektedir. Bu bilgilere dayanarak, tez ¢alismasi1 kapsaminda, daha iyi ksilanaz
aktivitesine, fungal morfoloji {izerinden ulasilmaya c¢ahsilmistir. Fungal
morfolojiyi etkilemek i¢cin AlO3 ve Talc mikropartikiilleri kullanilmigtir.
Literatiirdeki pek ¢ok ¢aligmanin aksine, mikropartikiillerin etkilerinin kolay olarak
incelenebildigi sentetik besin ortamlar1 yerine, maliyet de g6z Oniinde

bulundurularak kompleks bir besin ortami kullanilmistir.

Tez calismasi boyunca erlen ve biyoreaktor iiretimleriyle, biyolojik
sistemlerin karmasikligi ve tahmin edilemezligi icerisinde bir yon bulmaya

calismanin zorluklariyla miicadele edilmistir.

[ZMIR, 2020 Ercan KOSARLAR
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1. GIRiS

Dogadaki bitkisel biyokiitlenin ana bileseni olan lignoseliiloz; seliiloz,
hemiseliiloz ve lignin olmak iizere ii¢ tip polimerden olusur. Bu polimerler bitki
hiicre duvar1 yapisinda kovalent ¢apraz baglar ve kovalent olmayan etkilesimler ile
ic ice geemis sekilde bulunurlar (Pérez et al.,, 2002). Lignoseliilozik biyokiitle
icerisinde bulunan hemiseliiloz, dogada selillozdan sonra en yaygm olan
polisakkarit olarak nitelendirilmektedir (Saha, 2003). Hemiseliiloz yapis1 D-ksiloz,
D-mannoz, D-galaktoz, D-glukoz, L-arabinoz ve gesitli seker asitlerinin heterojen
karigimindan olusur (Puls, 1997; Saha, 2003).

En yaygm hemiseliiloz olan ksilan, karasal bitkilerin kuru kiitlesinin
%30’undan fazlasin1 meydana getirmektedir (Yi et al., 2010). Ksilan B-1,4-
baglantili ksilopiranoz iskeleti iizerinde asetil, 4-O-metil-D-glukuronozil, o-
arabinofurasil gruplari igeren bir heteropolisakkarittir (Subramaniyan and Prema,
2002). Tahillar, odunsu bitkiler, otsu bitkiler gibi farkli kaynaklardan elde edilen

ksilanlar kompozisyonlar1 bakimmdan farkliliklar gosterir (Saha, 2003).

Kompleks yapisi nedeniyle ksilanin tamamen hidrolizinin ger¢eklesmesi i¢in
birka¢ farkli enzimin islev gostermesi gerekir (Subramaniyan and Prema, 2002).
Endo-1,4-B-ksilanazlar (E.C.3.2.1.8) ksilan iskeletine degisen noktalardan etki
ederek  oligosakkaritlere  parcalar, 1,4-B-D-ksilosidazlar (E.C.3.2.1.37)
oligosakkaritler lizerinde ¢alisarak ksiloz birimlerine pargalar (Pérez et al., 2002;
Subramaniyan and Prema, 2002). Ksilanlarda, iskelet iizerinde yer alan yan
birimler; a-L-arabinofuranosidaz, a-D-glukuronidaz, galaktosidaz ve asetil ksilan

esteraz enzimlerinin aktivitesiyle uzaklastirilir (Subramaniyan and Prema, 2002).

Korunmus aminoasit dizilerinin homolojilerine gore ksilanazlar “aile 10”
(diger adiyla F) ve “aile 117 (diger adiyla G) olmak tizere ikiye ayrilir (Pérez et al.,
2002).

Ksilanaz enzimleri; bakteriler, funguslar, mayalar, algler, protozoalar,
salyangozlar, kabuklular, bocekler gibi gesitli canlilarda ve bitki tohumlarinda
tiretilebilmektedir. Endiistriyel agidan bakildiginda, ksilanaz enzimlerini hiicre dig1
ortama salgilamalar1 ve diger canlilardan daha yiiksek seviyede ksilanaz iiretim

kapasiteleri nedeniyle, filamentli funguslar 6nemli ksilanaz iireticileri olarak one



cikmaktadir. Aspergillus, Disporotrichum, Penicillium, Neurospora, Fusarium,
Neocallimastix, Trichoderma, Coniothyrium ksilanaz irettigi bilinen fungal

organizmalardir (Bajpai, 2009).

Ksilanazlar ilk olarak 1980°li yillarda hayvan yemlerinde kullanilmaya
baslanmig, ardindan gida, tekstil ve kagit endiistrilerinde de kullanim alani
bulmustur. Hayvan yemlerinde farkli enzimlerle beraber kullanilan ksilanazlar,
yemin sindiriminin kolaylastirilmasina, enerjinin daha verimli kullanilmasina
yardimci olur. Ekmekgilik sektoriinde ksilanaz kullanimi; hamurdaki su dagilimini
diizenleyerek hamurun daha yumusak olmasini ve kolay yogurulabilmesini, ekmek
hacminin arttirilmasini1 saglar. Ksilanazlar, tekstil endiistrisinde bitki liflerinin
islenmesinde ve kagit endiistrisinde selilloz posasmnin  agartiimasinda

kullanilabilmektedir (Polizeli et al., 2005).

Filamentli funguslarin derin kiiltiirde iiretimlerinde yiiksek viskozite, yogun
kiimelenmeler nedeniyle oksijen ve besin transferi kisitlar1 yasanmakta ve tiretim
verimliligi azalmaktadir (Kaup et al., 2008). Uretim siirecinde, makroskopik
boyutlarda olusan pelletlerin sadece dis ylizeyindeki ince bir tabakadaki hiicrelerin
aktif protein tiretimini gerceklestirdikleri, i¢ tabakadaki hiicrelerin biiyiik olasilikla
difiizyon kisitlar1 nedeniyle protein iiretimine katkida bulunmadiklar1 goriilmiistiir

(Driouch, et al., 2010).

Bu tez kapsaminda, AlOs ve Talc mikropartikiilleri ile, Aspergillus niger
mikroorganizmasinin derin kiiltiir igerisindeki fungal morfolojisi etkilenerek

ksilanaz enzimi tiretimi iizerine ¢alisilmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Lignoseliiloz

Lignoseliiloz, dogada en fazla bulunan, yenilenebilir ve biyolojik bir
kaynaktir. Diinyadaki fotosentetik aktivite sonucu, yilda yaklasik olarak 200 milyar
ton lignoseliiloz biyokiitlesi tiretildigi diisiiniilmektedir. Bitki hiicre duvarinin ana
bileseni olan lignoseliilloz; selilloz, hemiseliiloz ve lignin biyopolimerlerinin
karmagik yapidaki birlikteliginden olusur (Sekil 2-1) (Zhang et al., 2007).

Hilicre Duvari I'fakrnflbrll

Hemiseliiloz

Bikti Hiicresi

Lignin  —> SRR
Seluloz Lifleri
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Sekil 2-1: Lignoseliilozun karmagik yapisimn sematik gosterimi (Zhang, 2008).

Karasal bitki biyokiitlesindeki lignoseliilozik yapinin yaklasik %30 - %451
seliiloz, %20 - %30’u hemiselilloz ve %5 - %20’si ligninden meydana gelir
(Samayam and Schall, 2010). Yenilenebilir bir enerji kaynagi olarak lignoseliilozik
biyokiitle, gelecek yillarda fosil yakitlarin yerini alma konusunda 6nemli bir

potansiyele sahiptir (Marquardt et al., 2010).



2.2 Hemiseliloz

Hemiseliilozlar, bitkilerde seliilozdan sonra en fazla bulunan
polisakkaritlerdir. Heteropolimer olan hemiseliilozlar, bir¢ok farkli monomerik
iinitenin bir araya gelmesiyle olusur (Sekil 2-2) ve genellikle ana zincir lizerine yan

gruplarin baglanmasiyla dallanirlar (Negahdar et al., 2016).

Hemicelluloses

| |
Pentosans Hexosans
Pentoses Hexoses
I 1 | I I
CHO CHO CHO CHO
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}'I{}TI'{ H——0H H—0OH HO——H
CH,0OH CH-OH H=——0H H=——0H
L-Arabinose D-Xylose CH,OH CH>OH
D-Mannose D-Galactose

Sekil 2-2: Hemiseliilozlarda en fazla bulunan monomerik sekerler (Farhat et al., 2017).

Kisa yan zincirlerle dallanan hemiseliilozlar, lignin ve seliiloz lifleri arasinda
baglantilar kurarak yapiya daha fazla sertlik kazandirr. Ksilan; mese, ceviz gibi
sert agaglarda ve tarimsal bitkilerde baskin olan hemiseliiloz ¢esididir. Cam ve ladin
gibi yumusak agaclarda ise baskin hemiseliiloz ¢esidi olarak glukomannan bulunur

(Hendriks and Zeeman 2009; Alexiadis et al. 2007).

Hemiseliilozlar polisakkarit yapisindaki farkliliklar agisindan ksilanlar
(ksiloglikanlar), mannanlar (mannoglikanlar), ksiloglukanlar ve karisik bagh B-

glukanlar olarak dort genel gruba ayrilabilirler (Ebringerova, 2006).



2.3 Ksilan

Onemli bir hemiseliiloz bileseni olan ksilanlar agirlikli olarak agik ve kapali
tohumlularm ikincil hiicre duvarinda konumlanirlar. Yapisi ve bilesimi seliiloza
oranla olduk¢a karmasik olan ksilanlar bulunduklar1 bitki tiirlerinde (Christov and
Prior, 1993) ve ayni bitki tiiriiniin farkli dokularinda degisiklikler gosterebilir
(Ebringerova and Heinze, 2000). Ksilanlar bitkisel hiicre duvarlarinda; sert
agaglarda %15-30, yumusak agacglarda %7-10 ve tek yillik bitkilerde %30 oraninda
bulunabilirler. Kompleks ve olduk¢a dallanmis bir yapida olan ksilanlarin

polimerizasyon derecesi 70 ile 200 arasinda degisir (Collins et al., 2002).

2.3.1 Ksilan yapis1

Bitkisel materyalden elde edilen ksilanlar cogunlukla homopolimerik 1,4-f-
D-ksilopiranoz iskeletine sahip heteropolimerlerdir. Ksilanlar, ksiloz birimlerinin
yani sira arabinoz, glukuronik asit veya glukuronik asidin 4-O-metil eteri, asetik
asit, ferulik asit ve p-kumarik asit birimleri de igerir. Ksilan iskeleti tizerine yan
zincir olarak O-asetil, a-L-arabinofuranosil, a-(1,2)-baglh glukuronik asit veya 4-
O-metil glukuronik asit birimleri baglanir (Sekil 2-3) (Saha, 2003).

Tek ¢enekli bitkilerde, ksilan iskeletinin a-(1,2), a-(1,3) veya hem a-(1,2)
hem de a-(1,3) pozisyonlarinda L-arabinofuranosil birimleri baglanarak yan
zincirleri olustururlar. Arabinofuranasil birimleri de 5-O pozisyonlarinda p-
kumarik asit veya ferulik asit birimleriyle esterlesmis olabilirler. Cift ¢ceneklilerin
ksilan iskeletinde ise ana monosakkarit olarak a-(1,2) bagh D-glukopiranosil iironik
asit ve D-glukopiranosil tironik asidin 4-O pozisyonunda metillenmis hali bulunur.
Ayrica ¢ift ¢eneklilerde, ksilanin ksilopiranoz iskeleti tizerinde bol miktarda asetil
gruplar1 bulunurken tek ¢eneklilerde asetil gruplart daha azdir (Koutaniemi et al.,
2012). Bu asetilasyon derecesi, ¢ift ¢eneklilerde ksiloz birimlerinin %50’sine kadar

ulasabilir (Busse-Wicher et al., 2014).
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Sekil 2-3: Ksilan yapist ve ksilan iskeleti iizerine baglanan ¢esitli yan birimler (Dodd and Cann,
2009)

2.3.1 Ksilan cesitleri

2.3.1.1 Arabinoksilan

Arabinoksilanlar; bugday, cavdar, arpa, yulaf ve piring gibi tahillarin bitkisel
hiicre duvarlarinda bulunmaktadir (lzydorczyk and Biliaderis, 1995).
Arabinoksilanlarda, 1,4-B-D-ksilopiranoz iskeleti tlizerindeki ksiloz birimlerinin
ikinci, tiglincii veya iki ve Uglincli karbon pozisyonlarinda arabinoz birimleri
baglanir (Sekil 2-4). Ayrica, ferulik asit ve hidroksisinamik asitler arabinoz
birimleriyle esterlesebilir (Hartmann et al., 2005).
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Sekil 2-4: Arabinoksilan yapust (Farhat et al., 2017)

Arabinoksilanlar suda ¢oziinen ve suda ¢odziinemeyen olarak iki grupta

kategorize edilirler (Saeed et al., 2011). Ksilopiranoz iskeletinde yan zincir olarak



bulunan arabinoz birimlerine ferulik asit birimleri esterlesebilir. Bu ferulik asit
birimlerinin kendi aralarinda veya proteinlerle capraz baglantilar yapmasi
arabinoksilanlarmn suda c¢oziinlirliigiinii etkiler. Ayrica arabinoz birimlerinin
ksilopiranoz iskeletindeki ksiloz birimlerine oran1 da suda ¢oziiniirliige etki eden

diger bir faktordiir (Finnie et al., 2006).

2.3.1.2 Diger ksilanlar

Glukuronoksilanlar sert agaglarda kuru kiitlenin %15-30’unu olusturur.
Ksilopiranoz iskeleti B-(1,4) bagh ksiloz birimlerinden meydana gelmektedir.
Iskelet iizerinde her 10 ksiloz biriminde bir a-(1,2) bagli iironik asit bulunmaktadur.
Uronik asit birimleri dordiincii karbon pozisyonlarinda metil gruplariyla
esterlesmistir (4-O-metilglukuronik asit). Ayrica iskelet tizerindeki ksiloz birimleri
ikinci ve f{igiinci karbon pozisyonlarinda asetil gruplar1 barindirabilir.
Glukuronoksilanlarda asetillenme orani %8-17 arasinda degismektedir (Girio et al.,
2010).

Homoksilanlar, ksiloz birimlerinin birbirine B-(1,3) veya B-(1,4) baglandig1
homopolimerlerdir. Polimer zincirinde B-(1,3) ve PB-(1,4) baglar birlikte de
bulunabilmektedir. Homoksilanlarda ksiloz iskeleti iizerinde yan birimler
bulunmamaktadir. Homoksilanlara deniz yosunlarinda ve buriti meyvelerinde

rastlanmistir (Zhou et al., 2017).

Bazi durumlarda glukuronoksilanlar ek olarak arabinoz birimleri,
arabinoksilanlar ise 4-O-metilglukuronik asit birimleri igerebilirler. Bu ksilan
tipleri  arabino-glukuronoksilanlar ~ ve  glukurono-arabinoksilanlar  olarak
adlandirilmaktadir (Zhou et al., 2017).

2.3.2 Ksilanin enzimatik hidrolizi

Ksilanlarda farkli yan gruplarin bulunmasi, ksilan degredasyonu i¢in birkag
enzimin birlikte calismasini gerektirir. Bu enzimler arasinda en 6nemli rolii ksilanin
ana iskeletinde, ksiloz birimleri arasindaki B-(1,4) baglarmni kiran ve ksilani kisa
oligosakkaritlere pargalayan endo-1,4-fB-ksilanaz (EC 3.2.1.8) enzimidir
(Valenzuela et al., 2014).



Ksilanin enzimatik hidrolizinde etki eden diger enzimler; -D-ksilosidazlar
(EC 3.2.1.37), a-L-arabinofuranosidazlar (EC 3.2.1.55), a-glukuronidazlar (EC
3.2.1.139), asetil ksilan esterazlar (EC 3.1.1.72), ferulik ve kumarik asit
esterazlardr (EC 3.1.1.73) (Antranikian, 1997; Dodd and Cann, 2009).
Endoksilanazlarin aktivitesi sonucu agiga ¢ikan ksilooligosakkaritler B-D-
ksilosidazlar tarafindan ksiloz birimlerine parcalanir. Asetil ksilan esterazlar, o-
glukuronidazlar, o-L-arabinofuranosidazlar, ferulik ve kumarik asit esterazlar ise
ksilan iskeletinden yan zincirlerin uzaklastirilmasimi katalizlerler (Christov and
Prior, 1993).

2.4 Ksilanazlar
2.4.1 Ksilanaz aileleri

Karbonhidrat-aktif enzim veritabanina gore farkli kaynaklardan (bakteri,
fungus, maya, bitki, bocek) elde edilen ksilanazlar, glikozit hidrolazlar (GH) enzim
aileleri igerisinde siniflandirilirlar. Ksilanazlarin biiyiik kismi aminoasit dizileri ve
hidrofobik kiime analizlerine gére GH10 ve GH11 aileleri igerisinde gruplanirlar.
Az sayida ksilanaz enzimi ise GH5, GH7, GH8, GH26, GH30 ve GH43 aileleri
icerisinde yer alir (Moreira and Filho, 2016; Valenzuela et al., 2014).

GHI10 ailesinde yer alan ksilanazlarin substratlarina kars1 spesifikligi GH11
ailesindeki ksilanazlara oranla diisiiktiir ve yan birimlere sahip ksilan iskeletini
ksilooligosakkaritlere parcalayabilir. GH11 ailesindeki ksilanazlar ise gergek
ksilanazlar olarak bilinirler ve yan birimleri olmayan veya uzaklastirilmig ksilan
iskeleti tizerine etki ederler. GH10 ksilanazlar1 yiiksek molekiiler agirlik ve diisiik
izoelektirik noktaya, GH11 ksilanazlar1 ise diisiik molekiiler agirlik ve yiiksek
izoelektirik noktaya sahiptir (Collins et al., 2005; Moreira and Filho, 2016).

GH 11 ksilanazlar1 genellikle aktivite gosterdikleri optimum pH degerlerine
gore asidik ve alkali ksilanazlar olarak ikiye ayrilirlar. Yiiksek oranda yapisal ve
dizisel benzerliklerine ragmen 2’den 11°e kadar farkli pH’larda ¢alisabilen
ksilanazlar bulunmaktadir. GHI1 ksilanazlarmin aktivitesi sonucu olusan ana
trtinler ksilobiyoz ve ksilotriyozlardir. GH11 ksilanazlarinm bu iirlinlere kargi

Olgiilebilir bir aktiviteleri yoktur (Pollet et al., 2010).



2.4.2 Ksilanaz iireticisi mikroorganizmalar

Karasal veya sucul ortamlarda yasayan bakterilerde, funguslarda (saprofitler,
mikorizalar ve fitopatojenler), mayalarda, protozoalarda, bdceklerde, alglerde,
salyangozlarda ve bitkilerin ¢imlenen tohumlarinda ksilanaz tiretimine rastlanmistir
(Dekker and Richards, 1976). Ancak ksilanazlarin en 6nemli iireticileri bakteriler
ve funguslardir. Ksilanaz iireticisi olan bakteri ve funguslarin bir kismi Tablo

2-1’de gosterilmistir (Burlacu et al., 2016).

Tablo 2-1: Ksilanaz iireticisi bakteri ve funguslardan bazilari (Burlacu et al., 2016)

Bakteriler

Funguslar

Bacillus pumilus

Aspergillus niger

Bacillus subtilis

Aspergillus foetidus

Bacillus amyloliquefaciens

Aspergillus brasiliensis

Bacillus cereus

Aspergillus flavus

Bacillus circulans

Aspergillus nidulans

Bacillus megatorium

Aspergillus terreus

Bacillus licheniformis

Penicilium sp.

Bacillus stearothermophilus

Trichoderma reesei

Streptomyces sp.

Trichoderma longibrachiatum

Streptomyces roseiscleroticus

Trichoderma harzianum

Streptomyces cuspidosporus

Trichoderma viride

Streptomyces actuosus

Trichoderma atroviride

Pseudonomas sp.

Fusarium oxysporum

Clostridium absonum

Thermomyces lanuginosus

Thermoactinomyces thalophilus

Alternaria sp.

Talaromyces emersonii

Schizophyllum commune

Piromyces sp.
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Bakteriyel ksilanazlar notral veya alkali pH araliklarinda optimum aktivite
gosterirler. Termal stabilitesi yiiksek ksilanazlar da bakteriler tarafindan

tiretilebilmektedir (Chakdar et al., 2016).

Funguslar endiistriyel anlamda One ¢ikan ksilanaz {ireticilerindendir.
Ksilanlar1 parg¢alayan enzimleri hiicre disina salgilayan funguslarda, iiretim sonrasi
alt akim iglemlerinde, maliyeti ve is yiikiini arttiran hiicre parcalama islemine
ithtiya¢ duyulmaz. Ayrica fungal kiiltiirlerden {iretilen ksilanaz miktarlar1 bakteri ve
mayalardan yiiksektir (Haltrich et al., 1996). Baz1 fungus ve bakterilerden iiretilen

ksilanazlar ve karakteristik 6zellikleri Tablo 2-2’de gosterilmistir.

Tablo 2-2: Cesitli fungus ve bakteri tiirlerinden elde edilen ksilanazlar ve karakteristik ozellikleri
(Polizeli et al., 2005)

Molekiiler | Optimum Optimum
Mikrorganizma agirhk sicakhk P H Kaynak
(kDa) ©°C) P

Aspergillus 18.26,52 50,50.70 | 4.0.4.0.5.0 (Fujimoto et al.,

aculeatus 1995)

Aspergll'lus 39.23.26 45-55 4055 (Kormelink et al.,

awamori 1993)

Aspergillus (Chandra Raj and

fischeri 31 60 6.0 Chandra, 1996)

fASp.erg'"“s 19,8.5 55 55 | (Silvaetal., 1999)

umigatus

Aspergillus 352629 | 60,5550 | 5.5,4.5,2.0 | (Ito et al., 1992)

kawachii

Aspergillus (Fernandez-

’ dpula?ns 22,34 62,56 556.0 | Espinar et al.,
1994)

Aspergillus i (Taneja et al.,

nidulans KK-99 55 8.0 2002)

Aspergillus 35 60 50 | (Moto etal, 1999)

oryzae

Aspergillus (I. Kimura et al.,

sojae 33,36 60,50 5.0,5.5 1995)
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(Khanna et al.,

Aspergillus sp. 26 50 5.0 1995)
Aspergillus (Ghosh and Nanda,
sydowii 33 50 40 11904
i 50 70 g(g(r)lgglem etal,
Aspergillus
terreus i 45 45 (Ghareib and Nour
' el Dein, 1992)

Aspergillus (Carmona et al.,
versicolor 19 > 6.0 1998)
Acrophialophora 22 55 70 | (Salles et al., 2000)
nainiana
purealiggidium 25 54 44 | (Lietal, 1993)
pullulans

. (Bataillon et al.,
Bacillus sp. 99 75 6.0 2000)
Chaetomium (Baraznenok et al.,
cellulolyticum - Al >0 g 7! 1999)
Cryptococcus sp. 22 40 2.0 (lefuji et al., 1996)
Fusarium (Christakopoulos et
oxysporum F3 208,235 60,55 6.0 al., 1996)
H. grisea var. 23 70 55 | (Monti et al., 1991)
thermoidea
Myceliophthora (Chadha et al.,
sp. 53 7 6.0 2004)
Penicillium 31 i i (Jorgensen et al.,
brasilianum 2003)
Penicillium 22 48 38 | (Ryanetal., 2003)
capsulatum

- (T. Kimura et al.,
Penicillium sp. 25 50 2.0 2000)
Streptomyces sp. | 24.5,37.5,38 |  55-60 6.0-g0 | (Ceorisetal,

2000)
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Thermoascus (Kalogeris et al.,
aurantiacus i 70-75 4.0-5.0 1998)
IThe”'?omyces 24.7 70 6.0-6.5 | (Singh et al., 2000)
anuginosus

Endiistriyel olarak one ¢ikan A. niger, A. oryzae, A. awamori, A. terreus
tirleri, bitki veya hayvan patojeni olarak etki gosterebilen A. fumigatus, A.
parasiticus, A. flavus gibi tiirler dahil yaklasik 250 Aspergillus tiirii tanimlanmuistir.
Organik asitler, enzimler, proteinler gibi iriinlerin birgok c¢esidinin {ireticileri
olmalar1 ve siradisi metabolik ¢esitlilikleri nedeniyle Aspergillus tiirleri
biyoteknolojik agidan 6nem tagimaktadir (Meyer et al., 2011). Aspergillus tiirlerinin
bir diger avantaji, abiyotik ortam parametreleri agisindan Segici olmamalar1
nedeniyle, genis sicaklik (6-55 °C), genis pH araliklarinda (1.5-12.0) ve diisiik nem
oranlarinda bile yasayabilmeleridir (Krijgsheld et al., 2013).

“Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi” (U.S. Food and Drug Administration, FDA)
tarafindan “GRAS” (Generally recognised as safe - saglik agisindan giivenilir)
kabul edilen A. niger (Jia et al., 2015; Lubertozzi and Keasling, 2009), farkli
fizikokimyasal Ozelliklere sahip bir¢ok ksilanaz iiretebilmektedir (Deng et al.,
2006).

Rekombinant DNA teknolojisinin gelismesi, endiistriyel uygulamalar i¢in
yeterli karakteristik 6zelliklere sahip enzimlerin segilerek homolog veya heterolog
mikroorganizmalara klonlanmasini ve iiretilmelerini saglamistir. Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisia, Pichia pastoris, Aspergillus oryzae, Aspergillus niger,
Aspergillus nidulans, Aspergillus awamori, Trichoderma reesei gibi ¢esitli bakteri,
maya ve funguslar ile rekombinant ksilanaz ¢aligmalar1 yapilmistir (Ahmed et al.,
2009).

Ticari iriin olarak piyasada yer alan ksilanaz enzimleri Tablo 2-3’de

gosterilmistir.



Tablo 2-3: Ticari ksilanazlar, uygulama alanlar: ve ozellikleri (Polizeli et al., 2005)
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L . . . Optimum | Optimum
Ticari isim Firma Mikroorganizma oH sicakhik Uygulama
AlizymPT |  Alliech | Aspergillusniger | 5.3 65 |y
Farmasotik
Amano . . analizler,
Amano 90 Pharmaceutical Aspergillus niger 4.5 50 gida
endiistrisi
Bio-Feed Novo Nordisk I—_iumlcola Veri yok | Veriyok Hayvan
Plus insolens yemi
Seliiloz ve
Bleachzyme Biocon Veri yok 6.5-7.0 40-50 kagit
endiistrisi
Termomonospora Selilloz ve
Cartazyme Clariant f P 5.0 45-55 kagit
usca .
endiistrisi
; Kagit
EcopulpX- Primalco Trlchode_rma 5.0-6.0 50-55 hamuru
200 reesei o
agartma
Ecosane Biotec Trlchode_rma Veriyok | Veri yok Hay\_/an
reesei yemi
Seliiloz ve
Ecozyme Thomas Swan Veri yok 7.0 50 kagit
endiistrisi
Grindazym Danisco . . . . Kus ve
GP e GV Ingredients Aspergillus niger | Veriyok | Veriyok domuz yemi
Irgazyme Nalco- Trichoderma . . Kagit
Genencor, - - Veriyok | Veriyok | endiistrisi ve
40 : - longibrachiatum .
Ciba, -Geigy hayvan yemi
Multifect Trichoderma Gida
XL Genencor longibrachiatum 5.0-55 55-60 | diistrisi
Seliiloz ve
Pulpzyme Novozymes Bacillus sp. 9.5 50 kagit
endiistrisi
. Nisasta ve
Solvay Solvay Trlchode_rma 53.55 55 ekmekeilik
pentonase Enzymes reesei .
endiistrisi
Sternzym Trichoderma - . .
HC 46 Stern-Enzym reesei Veri yok | Veriyok | Ekmekgilik
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Sebze
ekstrakti

5.0 55 eldesi,
ekmekeilik,
hayvan yemi

Sumizyme - Trichoderma
X Shin Nihon koningii

Karbonhidrat
Xylanase Seikagaku Trichoderma sp. | Veriyok | Veriyok | yap
¢alismalari

Gida

Xylanase Granotec do Veri yok Veri yok | Veriyok endiistrisi

Kagit
Trlchode_rma 45 40 hzilmuru
reesel agartma,

hayvan yemi

Xylanase logen

2.4.3 Ksilanazlarin kullanim alanlari

2.4.3.1 Unlu mamuller

Hemiseliilozik  polisakkaritlerin ~ ksilanazlar ile enzimatik hidrolizi
ekmekgilikte hamurun reolojik 6zelliklerinin iyilestirilmesi, yogurulmasinin
kolaylagsmasi, su dagilimmin diizenlenmesi ve ekmek hacminin artmasi gibi

avantajlar saglamaktadr (Harris and Ramalingam, 2010).

Bugday ve ¢avdar unundaki arabinoksilanlar hamurun su tutma kapasitesini
ve viskozitesini etkileyerek fizikokimyasal 6zelliklerini belirler (Schooneveld-
Bergmans et al., 1999). Bugday unundaki arabinoksilana endoksilanaz aktivitesi
birkag etkiye birden neden olur. Endoksilanaz aktivitesi sonucu suda ¢éziinemeyen
arabinoksilanlardaki ¢apraz baglar azalir ve hiicre duvarmdaki su tutma kapasitesi
artar. Ayn1 zamanda suda c¢dOziinebilen arabinoksilan miktar1 artarak hamur
viskozitesinde artis meydana gelir. Suda ¢6ziinebilir arabinoksilanlarin da enzim

aktivitesi sonucu pargalanmasi hamur viskozitesini tekrar distiriir (Courtin and
Delcour, 2002).

Ksilanazlar ekmekgilikte a-amilazlar, glikoz oksidazlar ve proteazlarla
beraber kullanilabilirler. Hamurun kalitesini ve islenebilirligini arttiran ksilanazlar

ayrica hamur igerisinde saglik agisindan faydali ksilooligosakkaritlerin olugsmasini

saglar (Mandal, 2015).
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2.4.3.2 Kagit endiistrisi

Kagit hamuru {iretim prosesinde hemiseliilozlar proses asamalarinda olumsuz
etkiler yaratmakta ve kagit kalitesini diisiirmektedir. Bu nedenle hemiseliilozlarin
ortamdan uzaklastirilmas: gerekmektedir. Hemiseliilozlarin uzaklagtirildigi
agartma prosesi i¢in genellikle klor gazi, klorlu bilesikler ve diger toksik bilesikler
kullanilmaktadir. Zararli kimyasallar yerine ksilanaz enzimleri kullanilarak
biyoagartma islemi gerceklestirilebilir (Maalej-Achouri et al., 2012; S. Yang et al.,
2019; Zhao et al., 2017)

2.4.3.3 Hayvan yvemleri

Ksilanazlar hayvan yemlerinde; seliilazlar, pektinazlar, proteazlar, amilazlar
ve fitazlar gibi diger enzimlerle beraber kullanilirlar. Bu sayede yemlerin hayvanlar
tarafindan sindirilebilirligi kolaylastirilir ve hayvanlarin yemlerden aldigi enerjide

artig saglanir (Chakdar et al., 2016).

2.4.3.4 Bivovyakit iiretimi

Etanol, yakit olarak kullanilabilmesi nedeniyle diinya genelinde ilgi
cekmektedir. Biyolojik olarak etanol iiretimi fosil yakitlarin kullanimimni
azaltabilecegi icin cevre dostu bir yaklasim olarak goriilmektedir. Ote yandan
biyoetanol tretiminde musir, melas, seker kamisi gibi karbon kaynaklarmin
kullannmi sosyal ve ekonomik agidan olumsuz karsilanmaktadir. Bu nedenle
lignoseliilozik biyokiitlenin biyoetanol iiretiminde kullanilmasi alternatif olarak
sunulmaktadir (Kumar et al., 2009). Lignoseliilozik biyokiitlenin biyoetanol
tiretiminde kullanilabilmesi i¢in seliiloz, hemiseliiloz ve lignin yapilarinin, iiretici
mikroorganizmalarmm kullanabilecegi birimlere pargalanmasi gerekmektedir.

Ksilanazlar hemiseliilozlar1 pargalayarak biyoyakit iiretiminde gorev alabilirler

(Bhalla et al., 2015).

2.4.3.5 Farmasotik endiistri

Ksilooligosakkaritler prebiyotik 6zellik gdstermektedir ve saglik agisindan
faydaldirlar. Insanlar tarafindan sindirilemeyen ksilooligosakkaritler bagirsak

florasindaki probiyotik mikroorganizmalar tarafindan kullanilirlar. Ksilanazlar ile
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hemiseliilozik kaynaklar parcalanarak ksilooligosakkaritler elde edilebilmektedir
(Nieto-Dominguez et al. 2017; Vazquez et al. 2000).

2.4.4 Kiiltiir ortaminda fungal morfoloji ve mikropartikiiller

Filamentli funguslardan endiistride ticari dneme sahip bir¢ok {iriiniin
tretiminde faydalanilmaktadir. Filamentli funguslar tarafindan; organik asitler,
antibiyotikler, enzimler ve proteinler verimli bir sekilde derin kiiltiir

fermantasyonuyla iiretilebilmektedir (Papagianni et al., 1999).

Filamentli funguslar morfolojik olarak karmasik mikroorganizmalardir.
Filamentli funguslarda tiretken bir sporun c¢imlenmesiyle hif denilen tiibiiler
filament olusur. Hifler gelisirken birgok kez dallanarak misel denilen hifsel filament

yapilarmni olusturur (Papagianni, 2004).

Derin kiiltiir fermantasyonlarinda birgok parametrenin etkisiyle, kompakt
pelletlerden dagmik filamentlere kadar farkli morfolojik yapilar olusturabilirler.
Kiiltiir ortaminda bulunan kat1 partikiil miktari, karbon kaynagi, azot ve fosfat
miktari, iz elementler, ¢Ozlinmiis oksijen miktari, kiiltiir ortam1 pH’1, as1 tipi,
karistirma hizi, kiiltiir ortami reolojisi, biyoreaktor geometrisi, iiretim modu
(kesikli, yari-kesikli, siirekli, yar1 siirekli) derin kiiltiir fermantasyonlarinda fungal
morfolojiyi etkileyebilen faktorlerdir (Papagianni, 2014).

Fungal morfoloji  fermantasyon ortamindaki reolojik  6zellikleri
etkilemektedir. Dagmik filamentli morfoloji fermantasyon ortaminin viskozitesini
arttirir ve psodoplastik akis karakteristigine neden olur. Pellet morfolojisi
sergilenen durumlarda ise viskozite diisiiktiir ve newtonian akis tipi goriiliir
(Papagianni et al., 1999). Pellet morfolojisinin sagladigi daha diisiik viskozite
avantajli olabilmektedir. Viskozitenin azalmasi {iretim ortaminin karistirma
verimini arttirir.  Ayrica daha diisiik viskozite, TUretim ortamindaki besin
elementlerinin ve oksijenin kiitle transferini olumlu yonde etkiler. Pellet morfolojisi
bir dezavantaji da beraberinde getirebilir. Mikroorganizma pelletlerinin ig
kisimlarinda oksijen ve besin kisitlamalar1 nedeniyle otoliz meydana gelebilir.
Bunun sonucunda iiretim ortamindaki fungal biyokiitlenin énemli bir kismimdan

faydalanilamaz (van Suijdam et al., 1980).
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Uretim ortamina mikropartikiillerin eklenmesi, misel pelletlerinin boyutunu
kiigiiltmekte, uygun konsantrasyonlarda ise pellet olusumu yerine filamentli fungus
morfolojisinin etkilenerek dagilmis hifsel gelisimin meydana geldigi gosterilmistir
(Driouch, et al., 2010; Kaup et al., 2008). Farkli mikroorganizmalarla yapilan, farkli
enzimlerin tiretildigi caligmalarda tiretim ortamina mikropartikiil ilavesinin, fungal
morfolojiyi etkilemesi sonucu enzim aktivitelerinin birkag kat arttirilabilecegi
gosterilmistir (Tablo 2-4) (Driouch, et al., 2010; Driouch, et al., 2010; Kowalska et
al., 2017; Zhu et al., 2018).

Tablo 2-4: Cesitli mikroorganizmalarla yapilan enzim iiretimlerinde mikropartikiillerin enzim
aktivitesine etkileri (Antecka, et al., 2016; Walisko et al., 2012)

. . Kullamlan . Aktivite
Mikroorganizma mikropartikiil Enzim Artisi Kaynak
Caldariomyces . (Kaup et al.,
fumago Talc Kloroperoksidaz 10 kat 2008)
Caldariomyces . (Kaup et al.,
fumago AlO; Kloroperoksidaz 6 kat 2008)
Aspergillus niger Talc Fruktofuranosidaz 2 kat (Driouch, et

al., 2010)
. ’ . (Driouch, et
Aspergillus niger Talc Glukoamilaz 4 kat al., 2010)
(Antecka,
Basidiomycetes Al,O3 Lakkaz 3,5 kat Blatkiewicz,
et al., 2016)
. . i (Yatmaz et
Aspergillus sojae AlO; B-mannanaz 2,5 kat al., 2016)
. . i (Yatmaz et
Aspergillus sojae Talc B-mannanaz 1,8 kat al., 2016)




3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gerec
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Mikroorganizma

Yapilan tiim tiretim denemelerinde, iiretici mikroorganizma kaynagi olarak,
TUBITAK MAM Kiif Koleksiyonundan temin edilen 200803 (12) kodlu

Aspergillus niger susu kullanilmistir.

3.1.2 Substratlar

Uretim denemelerinde besin ortanu igerisinde karbon ve azot kaynagi olarak

kullanilan malt ¢imi TUBORG A.S.’den, bugday kepegi ise Soke Un A.S.’den

temin edilmistir.

3.1.3 Kullanmilan araclar

Arac ve Gerecler

Otoklav

Isiticili ¢alkalayicili inkiibator

Statik inkiibator
Otomatik mikropipet
Steril kabin
Spektrofotometre
Isik mikroskobu
Santrifiij

Hassas terazi

Kaba Terazi

Su banyosu

pH metre

Isiticili manyetik karistirict

Arac ve Gereclerin Markasi

HMC HIRAY AMA, Japonya

Sartorius Certomat HK-Certomat R, Almanya
Sanyo, Japonya

BRAND-Transferpette S, Almanya

ESCO Class Il BSC;AC2-4E8 Model, Singapur
Amersham Biosciences, Ingiltere

Olympus CX31RTSF, Japonya

Sartorius 1-14, Almanya

Precisa, Isvicre

Kern, Almanya

Memmert, Almanya

Mettler Toledo, Isvicre

Heidolph, Almanya



Vorteks
Buzdolab1

2L Biyoreaktor
Biyoreaktor kulesi
Sogutucu birim

Su sirkulatori

El elegi (0,75mm por ¢apli)

Neubaer lami

Stereo mikroskop
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Scilogex, ABD

Profilo, Tirkiye

Sartorius, Almanya

Sartorius Biostat B+, Almanya
Sartorius, Almanya
PolyScience, ABD

Priifsieb, Almanya
Marienfeld, Almanya

Leica Cls 150 XE — Leica MZ16, Almanya

3.14 Kullanmlan kimyasallar

Kullanilan Kimyasal
Al203
3Mg0.4Si02.H20 (Talc)
CaCO3

Patates Dekstroz Agar
Tween 80
CesHsNaz07.2H.0
KH2PO4

MgS0,4.7H20
CaCl2.2H20

NH4NO3

(NH4)2HPO4

Bugday Arabinoksilani
Etanol

C2HsNaO>

Toluen

Kimyasalin Markasi
Sigma Aldrich, Almanya
Sigma Aldrich, Fransa
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Carlo Erba, Fransa
Merck, Almanya
Carlo Erba, Fransa
Merck, Almanya
Megazyme, Irlanda
Merck, Almanya
Merk, Almanya

Merck, Almanya
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Na.CO3 Merck, Almanya
KNaCsH106.4H20 Merck, Almanya
NaxSO4 Merck, Almanya
CuS04.5H20 Riedel-de Haen, Almanya
H2S04 Merck, Almanya
(NH4)6M07024.4H,0 Merck, Almanya
Na:HAsSO4.7H20 Sigma Aldrich, Hindistan
CH3COOH Merck, Almanya
D-Ksiloz Merck, Almanya
3.2 Yontem

3.2.1 Mikroorganizma stogu hazirlanmasi

Patates dekstroz agar (PDA) (Merck), iireticinin belirttigi deger olan 39 g/L
olacak sekilde distile su ile hazirlanip kaynayincaya kadar isiticili manyetik
karistiricida (Heidolph) karistirilmistir. Coziinen PDA, 10mL’lik cam tiiplere 6’sar
mL olarak paylastirildiktan sonra otoklavda (HMC Hirayama) 121°C’de 15 dakika
boyunca tutularak steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan PDA igeren tiipler egik bir

vaziyette katilasmaya birakilmustir.

Uretim denemelerinde kullanilacak iiretici kaynak mikroorganizma
Aspergillus niger sporlari, hazirlanan egik PDA iceren cam tiiplere steril kabin
(ESCO) igerisinde tek kullanimlik 6zeler yardimiyla ekilmistir. Tiipler statik
inkiibator (Sanyo) igerisinde 30°C sicaklikta 7 giin boyunca inkiibasyona
birakildiktan sonra +4°C sicakliktaki buzdolabinda (Profilo) saklanmistir.

3.2.2  As1 hazirlanmasi

PDA, fiireticinin belirttigi deger olan 39 g/L olacak sekilde 250mL’lik
erlenlerde 150 mL hacimde hazirlanarak kaynaymcaya kadar isitilmigtir. Ardindan
otoklavda 121°C’de 15 dakika boyunca tutularak steril edilen erlenler egik bir

vaziyette katilagsmaya birakilmistir.
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Mikroorganizma stogu tiipler +4°C sicakliktan alinmistir. Egik PDA igeren
erlenlere, mikroorganizma stogu tiiplerden steril kabin igerisinde, tek kullanimlik
Ozeler yardimiyla Aspergillus niger sporlar1 ekilmistir. Erlenler statik inkiibator

icerisinde 30°C sicaklikta 7 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Tween 80°den (Merck) 100 uL alinip 100 mL distile su igerisine eklenerek
(%0,1 hacim/hacim) otoklavda 121°C’de 15 dakika boyunca tutularak steril
edilmistir. Inkiibasyonunun 7. giiniinii dolduran erlenlere steril kabin icerisinde
tween 80 c¢ozeltisi eklenmis; erlenlerin agar yilizeyi tek kullanimlik 6ze yardimiyla
hafifce kazinarak PDA yiizeyinde gelisen sporlar kaldirilmistir. Elde edilen spor

¢Ozeltisi as1 olarak kullanilmistir.

3.2.3 Spor sayisimin belirlenmesi

Spor ¢oOzeltisinden alman Ornek, distile su ile 100 kat seyreltilmistir.
Seyreltilen 6rnek neubauer lamina (Marienfeld) aktarilmis ve 151k mikroskobunda
(Olympus) spor sayimi1 yapilmustir. Spor ¢ézeltisinin as1 olarak kullanilabilmesi i¢in

spor sayismin 0,5x108 ile 1,5x108 spor/mL arasinda olmasina dikkat edilmistir.

3.2.4  Vogel tuzlar

Uretim ortaminda mikroorganizma gelisimini desteklemek amaciyla vogel
tuzlar1 kullanilmistir. Besin ortaminda azot kaynagi olarak malt ¢imi oldugundan,
azot iceren NHsNOs tuzu aksi belirtilmedigi silirece besin ortamlarina ilave
edilmemistir. Vogel tuzlari Tablo 3-1’de gosterilen konsantrasyonlarda besin

ortamia eklenmistir.

Tablo 3-1: Uretim ortaminda kullanilan vogel tuzlari ve konsantrasyonlart

Kimyasal Konsantrasyon (g/L)
CeHsNaz07.2H20 (Merck) 2,5
KH2PO4 (Merck) 5,0
MgSQ4.7H20 (Carlo Erba) 0,2
CaCl,.2H20 (Merck) 0,1
NH4NOs (Carlo Erba) 2,0
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3.2.5 Erlen denemeleri

Erlen denemeleri, biyoreaktér denemeleri Oncesinde On bilgi saglama
amaciyla yapilmistir. Erlen denemelerinde, mikropartikiillerin iiretim ortaminda,
ksilanaz aktivitesine en olumlu etkiyi gosterecegi iiretim paramatreleri

arastirilmasgtir.

Tiim erlen denemelerinde sabit tutulan iiretim kosullar1 bulunmaktadir. Bu

kosullar asagida listelenmistir:
e 250 mL’lik erlenlerde iiretim ortami hacmi 50mL olarak ayarlanmustir.

e [siticili galkalayicili inkiibatorde (Sartorius Certomat HK-Certomat R) 200

dev/dak karistirma hizi kullanilmagtir.

e Inkiibasyon siiresince erlenler 1siticili galkalayicili inkiibatérde 30°C

sicaklikta birakilmistir.

® Asilama %2 (hacim/hacim) olacak sekilde yapilmistir. Asidaki spor

sayismnin 0,5x108 ile 1,5x108 spor/mL arasinda olmasina dikkat edilmistir.

3.2.5.1 On deneme

On deneme olarak tasarlanan ilk erlen denemesinde karbon ve azot kaynagi
olarak %5 (kiitle/hacim) malt ¢imi kullanilmistir. Besin ortamma vogel tuzlari
eklenmistir. Mikropartikiil olarak Al,Os (Sigma), Talc (Sigma) ve CaCOs (Merck)
“3.2.7.1 Analiz ¢ozeltilerinin hazirlanmas1” basliginda anlatilan 0,1 molar ve pH
5.5 sodyum asetat tampon icerisinde silispanse edilmistir. Her bir mikropartikiilden
0,5’er g tartilarak 5’er mL sodyum asetat tampon igerisine eklenmistir. Besin ortami
ve mikropartikiiller ayr1 olarak otoklavda 121°C’de 15 dakika boyunca tutularak
steril edilmistir. Sterilizasyonun sonrasi, mikropartikiiller steril kabin icerisinde
besin ortamimna eklenmistir. Ardindan asilama yapilarak erlenler inkiibasyona
brrakilmustir. iki paralelli calisilmustr ve karsilastirma icin mikropartikiil
eklenmeyen erlenler de hazirlanmustir. Erlenlerden 24 saat araliklarla 1’er mL 6rnek

alinarak 144. saat sonunda inkiibasyon sonlandirilmistir.

Hazirlanan erlenlerin kodlamalari ve mikropartikiil icerigi Tablo 3-2’de

gosterilmistir.
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Tablo 3-2: On deneme erlenlerinin kodlanmasi

Kodlama | Mikropartikiil I¢erigi
K mikropartikiil yok

A 10g/L Al,O3

T 10g/L Talc

C 10g/L CaCO3

3.2.5.2 Mikropartikiillerin besin ortami icerisinde sterilizasyon
denemesi

Besin ortaminda %5 (kiitle/hacim) malt ¢imi ve vogel tuzlar1 kullanilmistir.
AlO3 ve Talc mikropartikiilleri kullanilmustir. Her iki mikropartikiil i¢in besin
ortamiyla birlikte steril edilecegi ve besin ortamindan ayri steril edilip asilama
oncesi aktarilacag1 erlenler hazirlanmistir. Sterilizasyon sonrasi eklenecek
mikropartikiiller “3.2.5.1 On deneme” bashiginda anlatildig1 gibi hazirlanmustir. Tki
paralelli ¢alisilmis ve kontrol erlenleri eklenmistir. Hazirlanan erlenler ve
mikropartikiiller otoklavda 121°C’de 15 dakika boyunca tutularak steril edilmistir.
Sterilizasyonun ardindan eklenecek mikropartikiiller steril kabin igerisinde besin
ortamma aktarilmistir. Ardindan asilama yapilarak erlenler inkiibasyona
brrakilmistir. Erlenlerden 24 saat araliklarla 1’er mL Ornek alinarak 120. saat

sonunda inkiibasyon sonlandirilmastir.

Hazirlanan erlenlerin kodlamalar1, mikropartikiil icerigi ve mikropartikiillerin

besin ortamina eklenme asamasi Tablo 3-3’te gosterilmistir.
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Tablo 3-3: Mikropartikiillerin farkly sterilizasyon denemesine ait erlen kodlamalar

Kodlama | Mikropartikiil icerigi | Ekleme zamani

K yok -

AO 10g/L Al,O3 Sterilizasyondan dnce
AS 10g/L Al2O3 Sterilizasyondan sonra
TO 10g/L Talc Sterilizasyondan 6nce
TS 10g/L Talc Sterilizasyondan sonra

3.2.5.3 Al,O3 mikropartikiilleri konsantrasyon denemesi

Besin ortaminda %5 (kiitle/hacim) malt ¢imi ve vogel tuzlar1 kullanilmistir.
Al,O3 mikropartikiillerinin besin ortaminda 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 g¢/L
konsantrasyonlarda bulundugu erlenler hazirlanmistir. Ug paralelli calisilarak
karsilagtrma amaciyla Al,Os mikropartikiilleri bulunmayan kontrol erlenleri de
eklenmistir. Hazirlanan erlenler otoklavda 121°C’de 15 dakika boyunca tutularak
steril edilmistir. Ardindan steril kabin igerisinde erlenlere asilama yapilarak
inkiibasyon baglatilmistir. Erlenlerden 72. ve 96. saatlerde 1’er mL 6rnek alinarak

inkiibasyon sonlandirilmistir.

3.2.5.4 Isil islem ile malt cimi ve bugday kepeginden ksilan
ekstraksiyonu denemesi

Malt ¢imi ve bugday kepegine 6n islem olarak eleme uygulanmistir. Por ¢ap1
0,75 mm olan el elegi (Priifsieb) kullanilarak malt ¢imi ve bugday kepegi
elenmigtir. Elegin altinda kalan 0,75 mm ¢apindan kiiciik kisimlar, elegin iistiinde
kalan 0,75 mm ¢apimdan biiyiik kisimlar ve eleme uygulanmamig substrat (malt
¢imi ve bugday kepegi) drneklerinden 30’ar gram tartilarak 300 mL distile su
icerisinde siispanse edilmistir. Ornekler; 121°C’de 15 dakika, 125°C’de 60 dakika
ve 125°C’de 120 dakika olarak farkl sicaklik ve siirelerde otoklavda tutulmustur.
Isil islemin ardindan kaba filtrasyon uygulanmustir. Elde edilen sivi kisim karbon
kaynagi olarak kullanilmistir. Azot kaynagi olarak inorganik bilesik (NH4)2HPO4
(Merck) kullanilmistir. Vogel tuzlari besin ortamma NH4NO3 (Carlo Erba) da dahil

edilerek eklenmistir. Iki paralelli olarak hazirlanan erlenler otoklavda 121°C°de 15
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dakika boyunca tutularak steril edilmistir. Erlenlere steril kabin i¢erisinde asilama
yapildiktan sonra inkiibasyon baslatilmistir. Erlenlerden 72. ve 96. saatlerde 1’er

mL 6rnek alinmis ve inkiibasyon sonlandirilmistir.

Denenen ekstraksiyon parametrelerine gore hazirlanan erlenlerin kodlamalar1

Tablo 3-4’te gosterilmistir.

Tablo 3-4: Isil islem ile ksilan ektraksiyonu denemesine ait erlen kodlamalar

Kodlama Ekstraksiyon | Ekstraksiyon Substrat On islem
sicakhgi siiresi

121-15-MC-E | 121°C 15 dakika Malt ¢imi <0,75mm
121-15-BK-E | 121°C 15 dakika Bugday kepegi | < 0,75mm
125-1-MC-E | 125°C 60 dakika Malt ¢imi <0,75mm
125-1-BK-E | 125°C 60 dakika Bugday kepegi | < 0,75mm
125-2-MC 125°C 120 dakika Malt ¢imi yok
125-2-BK 125°C 120 dakika | Bugday kepegi | yok
125-2-MC-E 125°C 120 dakika Malt ¢cimi <0,75mm
125-2-BK-E | 125°C 120 dakika | Bugday kepegi | < 0,75mm
125-2-MC-EU | 125°C 120 dakika Malt ¢imi >0,75mm
125-2-BK-EU | 125°C 120 dakika Bugday kepegi | > 0,75mm

3.2.5.5 Malt cimi ve bugday kepegine 6n islem denemesi

Uretim ortaminda karbon ve azot kaynagi olarak kullanilan malt ¢imi ve
bugday kepegine 6n islem olarak eleme uygulanmstir. Por ¢ap1 0,75 mm olan el
elegi kullanilarak, malt ¢imi ve bugday kepegi elenmistir. Elek altinda kalan 0,75
mm’den kiiciik kisim ve elek iizerinde kalan 0,75 mm’den biiyiik olan kisim ayr1
erlenlerde substrat olarak kullanilmistir. On islem uygulanmus substratlarla ayrica
10 g/L konsantrasyonda Al>Os mikropartikiilleri eklenen erlenler hazirlanmustir.
Karsilagtrma amaciyla 6n islem uygulanmayan malt ¢imi ve bugday kepegi ile
mikropartikiil eklenmeyen erlenler de hazirlanmistir. iki paralelli ¢aligilarak

hazirlanan erlenler otoklavda 121°C’de 15 dakika boyunca tutularak steril
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edilmigtir. Steril kabin igerisinde asilama yapilan erlenler inkiibasyona
birakilmistir. Erlenlerden 72. ve 96. saatlerde 1’er mL 6rnek alinarak inkiibasyon

sonlandirilmistir.

Hazirlanan erlenlerin substrat tipi, 6n islem durumu ve mikropartikiil

icerigine gore kodlanmasi Tablo 3-5’te gosterilmistir.

Tablo 3-5: Malt ¢imi ve bugday kepegine on islem denemesine ait erlen kodlamalart

Kodlama Mikropartikiil Substrat On islem
icerigi

MC yok Malt ¢imi yok

BK yok Bugday kepegi yok

MC-E yok Malt ¢imi <0,75mm
BK-E yok Bugday kepegi <0,75mm
MC-E-A 10g/L Al.03 Malt ¢imi <0,75mm
BK-E-A 10g/L Al03 Bugday kepegi <0,75mm
MC-EU yok Malt ¢imi > 0,75mm
BK-EU yok Bugday kepegi >0,75mm
MC-EU-A 10g/L Al203 Malt ¢imi > 0,75mm
BK-EU-A 10g/L Al203 Bugday kepegi > 0,75mm

3.2.5.6 Al,O3 konsantrasyonu ve malt ¢cimi 6n islem denemesi

5 ve 10 g/L olmak iizere 2 farkl konsantrasyonda Al>O3z mikropartikiilleri ve
vogel tuzlar1 besin ortamlarmma eklenmistir. Karbon ve azot kaynagi olarak malt
cimi ise %5 (kiitle/hacim) oraninda On islem uygulanmadan ve o6n islem
uygulanarak iki farkli sekilde kullanilmistir. On islem olarak malt ¢cimine eleme
islemi uygulanmistir. Por ¢ap10,75 mm olan el elegi kullanilarak malt ¢imi elenmis
ve elegin {lstiinde kalan kisim substrat olarak kullanimistir. Karsilagtirma
yapilabilmesi i¢cin mikropartikiil eklenmeyen erlenler de hazirlanmis ve iki paralelli
caligilmistir. Tiim erlenler otoklavda 121°C’de 15 dakika boyunca tutularak steril

edilmigtir. Steril kabin icerisinde erlenlere agilama yapildiktan sonra erlenler 120
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saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Erlenlerden, 48. saatten itibaren 24 saat

araliklarla 6rnek alinarak 120. saatte tiretim sonlandirilmastir.

Hazirlanan erlenlerin 6n islem durumu ve mikropartikiil igerigine gore

kodlanmasi Tablo 3-6’da gosterilmistir.

Tablo 3-6: Al,O3 konsantrasyonu ve malt ¢imi on islem denemesine ait erlen kodlamalar

Kodlama Mikropartikiil icerigi On islem
K yok yok
K-EU yok > 0,75mm
5-A 5g/L Al203 yok
5-A-EU 5g/L Al,Os > 0,75mm
10-A 10g/L Al203 yok
10-A-EU 10g/L Al;O3 > 0,75mm

3.2.5.7 Talc konsantrasyonu ve malt cimi 6n islem denemesi

1, 5 ve 10 g/L olmak tizere 3 farkli konsantrasyonda Talc mikropartikiilleri ve
vogel tuzlar1 besin ortamlarina eklenmistir. Karbon ve azot kaynagi olarak malt
cimi ise %35 (kiitle/hacim) oraninda eleme uygulanmadan ve eleme uygulanarak iki
farkli sekilde kullanilmistir. Por ¢ap1 0,75 mm olan el elegi kullanilarak malt ¢imi
elenmis ve elegin iistiinde kalan kisim substrat olarak kullanilmistir. Karsilagtirma
amaciyla mikropartikiil icermeyen erlenler de hazirlanarak iki paralelli caligilmistir.
Tiim erlenler otoklavda 121°C’de 15 dakika boyunca tutularak steril edilmistir.
Steril kabin icerisinde erlenlere asilama yapildiktan sonra erlenler 120 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Erlenlerden, 48. saatten itibaren 24 saat araliklarla 6rnek

alinarak 120. saatte iiretim sonlandirilmistir.

Hazirlanan erlenlerin 6n islem durumu ve mikropartikiil icerigine gore

kodlanmasi Tablo 3-7’de gosterilmistir.
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Tablo 3-7: Talc konsantrasyonu ve malt ¢imi 6n islem denemesine ait erlen kodlamalar

Kodlama Mikropartikiil icerigi On islem
K yok yok
K-EU yok > 0,75mm
5-T 5¢/L Talc yok
5-T-EU 5g/L Talc > 0,75mm
10-T 10g/L Talc yok
10-T-EU 10g/L Talc >0,75mm

3.2.6 Biyoreaktor denemeleri

Biyoreaktorlerde yapilan diretim denemelerinde 2L Sartorius mekanik
karigtirmali tank reaktor ve Sartorius biostat b+ reaktor kule sistemi kullanilmustir.
Biyoreaktor iyice temizlendikten sonra Ssubstrat, vogel tuzlari, 2mL kopiik kirici
(sigma), calisma hacmi 1,4 litre (toplam biyoreaktor hacminin %70’i) olacak
sekilde distile su ile tamamlanarak biyoreaktor igerisine alinmistir. Problar (pH ve
02), geri sogutucu, baglant1 hortumlar1 ve havalandirma filtresi biyoreaktor
iizerindeki yerlerine baglanmistir. Biyoreaktdor otoklava girecek sekilde

hazirlandiktan sonra, otoklavda 121°C’de 30 dakika boyunca steril edilmistir.

Sterilizasyonun ardindan biyoreaktor, reaktor kulesine baglanarak 30°C’ye
sogutulmustur. Uretimin baglatilmasma hazir hale gelen biyoreaktdr “3.2.2 Asi
hazirlanmas1” bashginda anlatildigi sekilde elde edilen spor c¢ozeltisi ile %2
(hacim/hacim) oraninda (28mL) aseptik kosullar altinda asilanmistir. Asidaki spor
sayisina “3.2.3 Spor sayismin belirlenmesi” bashginda belirtildigi gibi dikkat
edilmistir. Asilamanin ardindan biyoreaktor 9 giin (216 saat) boyunca ceketinden
su sirkiilatorii (PolyScience) ile su sirkiilasyonu gergeklestirilerek 30°C sicaklikta
tutulmustur. Karistirma hizi olarak sabit 300 devir/dakika kullanilmistir. Hava
regiilatorii ve reaktor kulesindeki kiitle akis kontrolorii yardimiyla havalandirma
hizi 1vvm (1,4 litre/dakika) olarak sabitlenmistir. Asilamanin 48. saatinden itibaren,

24 saat araliklarla, aseptik kosullar altinda 20’ser mL 6rnek alinmastir.
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Tiim biyoreaktor denemelerinde ayni1 olan iiretim parametreleri Tablo 3-8’de

verilmistir.

Tablo 3-8: Biyoreaktor denemelerinde sabit tutulan parametreler

Biyoreaktor hacmi 2 litre

Calisma hacmi 1,4 litre

Sicaklik 30°C

Karigtirma hizi 300 devir/dakika
Havalandirma hizi 1 vvm

Biyoreaktor denemelerinde iiretim ortamma eklenen iki farkl
mikropartikiiliin (AlO3 ve Talc) enzim aktivitesine etkisi incelenmistir. Ayrica
substrat olarak kullanilan malt ¢imi, 6n islem olarak elenerek ve elenmeden, iki
farkli sekilde tiretim ortamina eklenmistir. Bu sayede, iiretim ortamindaki malt ¢imi
partikiillerinin yogunlugunun, Al2Os ve Talc mikropartikiillerinin etkisinde
herhangi bir degisiklik yaratip yaratmadigi incelenmistir. Uretimlerde AlLOs ve
Talc mikropartikiilleri 5g/L ve 10 g/L konsantrasyonlarda denenmistir. Yapilan
biyoreaktor iiretimlerinin substrat durumuna ve mikropartikiil igerigine gore

kodlanmasi Tablo 3-9’da gosterilmistir.

Tablo 3-9: Biyoreaktor denemelerine ait kodlamalar

%05 elenmis (0,75Smm’den

o . ..
biiyiik kisim) malt ¢imi %5 elenmemis malt ¢cimi

Mikropartikiil yok R1 R4
Al203 (10g/L) R2 R5
Talc (10g/L) R3 R6
Al20s (59/L) - R7

Talc (5g/L) - R8
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3.2.7 Ksilanaz aktivitesi tayini

3.2.7.1 Analiz cozeltilerinin hazirlanmasi

a. A ¢ozeltisi

25g sodyum karbonat (Na.COz - Merck), 259 sodyum potasyum tartarat
(KNaCsH406.4H,0 - Merck) ve 200g sodyum siilfat (Na:SOs - Merck) 800mL
distile su icerisinde ¢oziildiikten sonra son ¢ozelti hacmi distile su ile 2000mL’ye

tamamlanmastir.
b. B ¢ozeltisi

200mL distile su icerisine 4 damla derisik siilfiirik asit (H2SO4 - Merck)
damlatildiktan sonra 30g bakir siilfat pentahidrat (CuSO4.5H20 - Riedel-de Haen)

eklenerek ¢oziilmiistiir.
c. C cozeltisi

50g amonyum molibdat ((NH4)éM07024.4H20 - Merck) 900mL distile su
icerisinde ¢Ozlilmiistiir. Ardindan ¢ozeltiye 42mL derisik siilfiirik asit eklenmistir.
Ayr1 bir beherde, S50mL distile su igerisinde 6g sodyum arsenat heptahidrat
(NazHAsO4.7H20 - Sigma) ¢oziilmiistiir. Iki ¢dzelti birbirine karistirildiktan sonra

son ¢Ozelti hacmi distile su ile 1000mL’ye tamamlanmustir.
d. D cozeltisi
B ¢ozeltisi, A ¢ozeltisi ile 25 kat seyreltilerek elde edilmistir.
e. E cozeltisi
C ¢ozeltisi, distile su ile 5 kat seyreltilerek elde edilmistir.
f. Sodyum asetat tamponu

82g sodyum asetat (C2HsNaO; - Merck) 800mL distile suda ¢oziilmiistiir.
Daha sonra ¢ozeltinin pH’1 4,7 olana kadar asetik asit (CH;COOH - Merck) ilave
edilmistir. Son ¢ozelti hacmi 1000mL’ye distile su ile tamamlanarak 1 molar, pH
4,7 sodyum asetat tamponu elde edilmistir. Bu tampondan distile su ile 40 kat
seyreltilerek, 25 milimolar (mM), pH 4,7 sodyum asetat tamponu ayri olarak

hazirlanmistir.
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0,1 molar, pH 5,5 sodyum asetat tamponu hazirlamak i¢in 8,2g sodyum asetat
tartilarak 800mL distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. Daha sonra pH 5,5 olana kadar

asetik asit ilave edilmistir. Son hacim distile su ile 1000mL’ye tamamlanmistir.
g. Arabinoksilan

1g orta viskoz bugday arabinoksilaninin (Megazyme) iizerine 6mL %95°1ik
(hacim/hacim) etanol (Merck) ve 80mL distile su ilave edilmistir. Ardindan
kaynayana dek isitilarak karistirilmistir. Kaynamaya basladiktan sonra 15 dakika
daha sitilip karistirilmaya devam edilmistir. Kaynatma islemin ardindan 10mL
sodyum asetat tamponu (1 M, pH 4,7) ilave edilip son hacmi balon joje igerisinde
distile su ile 100mL’ye tamamlanmistir. Son olarak kontaminasyonu onlemek ve
oda sicakliginda kararliligini saglamak amaciyla 3 damla toluen (Merck) ilave
edilmistir.
h. Ksiloz stok ¢ozeltisi

0,05g ksiloz (Merck) tartilip, 100mL, 25mM, pH 4,7 sodyum asetat tamponu

icinde ¢Oziilmiistiir.

3.2.7.2 Orneklerin aktivite analizine hazirlanmasi

Erlenlerden ve biyoreaktorlerden alman Ornekler 9000g’de 10 dakika
boyunca santrifiij (Sartorius 1-14) edilmistir. Yeterince ¢6kmeyen, temiz bir
stipernatant elde edilemeyen Ornekler bir tur daha 9000g’de 10 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Santriflij sonrasi 6rnekler sodyum asetat tampon ile (25mM, pH
4,7) kalibrasyon egrisi araligina diisecek oranda seyreltilmistir. Aktivite analizi
sonucunda kalibrasyon egrisi araligina diismeyen Orneklerin seyreltme oranlari

yeniden ayarlanmustir.

3.2.7.3 Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi ve aktivite analizi

“3.2.7.1 Analiz ¢Ozeltilerinin hazirlanmast” bashiginda belirtildigi sekilde

hazirlanan ksiloz stogundan Tablo 3-10’da gosterilen seyreltmeler yapilmistir.
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Tablo 3-10: Enzim aktivitesi kalibrasyon egrisinin ¢itkarilmast i¢in hazirlanan konsantrasyonlar

Ksiloz stok 25 mM, pH 4.7 Ksiloz
- cozeltisinden sodyum asetat
Ornek . konsantrasyonu
alinan miktar tampondan alinan (umol/mL)
(nL) miktar (uL) a
1 0 1000 0
2 200 800 0,67
3 400 600 1,33
4 600 400 1,99
5 800 200 2,66
6 1000 0 3,33

Kalibrasyon egrisinin olusturulmasi i¢in “3.2.7.1 Analiz ¢ozeltilerinin
hazirlanmas1” bashiginda belirtildigi sekilde hazirlanan %1°lik orta viskoz bugday
arabinoksilani ¢6zeltisinden 500°er pL cam tiiplere alimmistir. Tiipler 40°C’deki su
banyosuna (Memmert) yerlestirilmistir. Tablo 3-10°da gosterilen ksiloz
seyreltmelerinden 200’er uL ilave edilen tiipler 40°C’de 5 dakika boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Her tiip i¢in 5 dakikalik inkiibasyon siiresi sona erdikten
sonra, ilgili tiiplere 500uL D ¢ozeltisi eklenmis ve tiipler su banyosundan
¢ikarilmistir. Daha sonra tiipler igerisinde su kaynayan bir beherde 20 dakika
boyunca birakilmistir. Kaynama siiresinin sonunda tiipler beherden alinarak 5
dakika sogumaya birakilmistir. Ardindan tiiplere 3’er mL E ¢ozeltisi eklenmis ve
tiipler vortekslenmistir (Scilogex). E ¢ozeltisi eklenen tiipler oda sicakhiginda 15
dakika bekletilmistir. Son olarak tiiplerdeki Orneklerin spektrofotometrede
(Amersham Biosciences) 520 nm dalga boyunda absorbans 6l¢timleri yapilmig ve
elde edilen veriler Tablo 3-11’de verilmistir. Spektrofotometrede ksiloz igermeyen

referans degerini (kor), Tablo 3-10°da yer alan 1 numarali 6rnek saglamustir.
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Tablo 3-11: Kalibrasyon egrisi i¢in dl¢iilen absorbans degerleri

Ksiloz miktar1 (umol) ODs20 Absorbans
0 0
0,13 0,220
0,27 0,416
0,4 0,591
0,53 0,789
0,67 0,946

Tablo 3-11’de ksiloz konsantrasyonlarina karsi elde edilen absorbans
degerleri, Grafik 3-1’de ise kalibrasyon egrisi gosterilmistir. Her analiz ¢6zeltisi

yenilendiginde kalibrasyon egrisi yeni ¢ozeltilerle yeniden hazirlanmistir.

. o . - y = 1,4591x
Kalibrasyon egrisi R2 =0,9957

1,2

Absorbans

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Ksiloz miktar1 (umol)

Grafik 3-1: Ksilanaz aktivitesi igin kalibrasyon grafigi
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Uretimlerden alinan drnekler, su banyosundaki tiiplere, ksiloz seyreltmeleri
yerine eklenerek aktivite analizleri gergeklestirilmistir. Grafik 3-1’de yer alan
kalibrasyon egrisinin egimi asagidaki formiile yerlestirilerek 6rneklerdeki ksilanaz

aktiviteleri Unite/mL cinsinden hesaplanmistir.

Ksilanaz Aktivitesi (Unite) _ (—%]gfﬁ ) X seyreltme faktorii
sranaz AXEVIEESI \"mL ) ~ enzim hacmi(mL) x inkiibasyon siiresi(dakika)

Bu formiilde yer alan parametrelerin agiklamalar1 asagida verilmistir:

® ODsyo: Tiiplerdeki orneklerin referans degerine karsi spektrofotometrede

520nm’de dl¢iilen absorbans degeri

e Egim : Kalibrasyon egrisinde, degisen ksiloz konsantrasyonlarmna karsi

Olgiilen absorbans degerlerini gosteren grafigin egimi

e inkiibasyon siiresi : Enzim ve substratin reaksiyonu igin izin verilen siire
(dakika)

e Seyreltme faktorii : Enzimin substrata ilave edilmeden 6nceki seyreltilme

orani

e Enzim Hacmi : Enzimin substrata ilave edilmeden 6nceki hacmi (mL)

3.2.8 Biyoreaktor orneklerinin mikroskopta goriintiilenmesi

Biyoreaktor {iretimlerinden alinan Orneklerdeki fungal morfolojilerin
incelenmesi Leica MZ16 Stereo mikroskop sisteminde yapilmis, Leica Application
Suite versiyon 4.9.0 bilgisayar yazilim ile goriintiiler kaydedilmistir.
Biyoreaktorlerden 120., 144., 168., 192. ve 216. saatlerde alman O&rneklerin

goriintiilemeleri yapilmistir.

Goriintilleme hazirhigr olarak R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7 ve R8 kodlu
biyoreaktdr liretimlerinden alinan 6rnekler, distile su ile tek kullanimlik petrilerde
10 kat seyreltilmistir. Ardindan petriler stereo mikroskoba yerlestirilerek
goriintiilemeleri yapilmistir. Mikropartikiiller ise tek kullanimlik petrilerde distile

su ile 0,5 g/L konsantrasyonda siispanse edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Erlen Denemeleri

4.1.1 On deneme

Mikropartikiil olarak Al>Os, Talc ve CaCOs kullanilan ve 9 giin boyunca
calkalamali inkiibatorde devam eden iiretimler sonucu elde edilen aktivite degerleri;
2 paralel erlenden elde edilen aktivite degerlerinin ortalamasi ve kontrol grubuna
gore aktivite degisim yiizdeleri olarak Tablo 4-1’de gosterilmektedir. Elde edilen
aktivite degerleri, her bir grup i¢in ayr1 ayr1 grafige aktarilmig (Grafik 4-1:Grafik
4-4) ve Grafik 4-5’te karsilastirilmasi gosterilmistir.

Tablo 4-1: On deneme erlenlerinden elde edilen aktivite degerleri

Ksilanaz Aktivitesi

Al,O3 Iceren Talc iceren CaCO; Iceren
Zaman | Kontrol Erlenler Erlenler Erlenler
(saat) Grubu

U/mL % U/mL % U/mL %

24 0,72 1,21 68,06 0,83 15,28 2,01 | 179,17
48 35,90 33,99 | -5,32 | 37,02 3,12 3,57 | -90,06
72 34,38 33,82 | -163 | 41,82 | 21,64 439 | -87,23

120 42,21 50,57 | 19,81 | 41,61 | -1,42 450 | -89,34

144 39,99 45,81 | 14,55 | 4458 | 11,48 2,23 | -94,42
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Grafik 4-1: On deneme kontrol erlen aktiviteleri

Aliiminyum Oksit
Al203

50,57

al
o

B
o

N
o

Ksilanaz Aktivitesi (U/mL)
= 8

o

0 24 48 72 96 120 144 168
Saat

Grafik 4-2: On deneme Al,O3 mikropartikiilii iceren erlen aktiviteleri
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Grafik 4-3: On deneme Talc mikropartikiilii iceren erlen aktiviteleri
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Grafik 4-4: On deneme CaCQOs mikropartikiilii iceren erlen aktiviteleri
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Grafik 4-5: On deneme erlenlerinin aktivitelerinin karsilastiriimas: grafigi

Yapilan aktivite analizleri sonucunda Tablo 4-1’de goriildiigii tizere,
mikropartikiil olarak kullanilan CaCOs ksilanaz aktivitesini olumsuz yonde
etkilemistir. CaCOz eklenen erlenlerde, kontrol erlenlerine gore ksilanaz aktivitesi,
inkiibasyonun 120.saati temel alindiginda yaklasik %89 oraninda azalmistir.
Literatiirdeki bir ¢alismada ise CaCO3z kullanilarak tiretim ortamimdaki Aspergillus
niger morfolojisinin etkilenerek glikoz oksidaz enziminin aktivitesinin %50
oraninda arttirildig1r goériilmiistiir (Zhu et al., 2018). Bu c¢alismada enzim
aktivitesindeki artis, CaCOz’m besin ortaminda gerekli olan bir bilesen olmasi ve
iretim swasmnda olusan glukonik asidi nétrlemesi  gibi  nedenlerle
aciklanabilmektedir. Ancak tez c¢alismasindaki ksilanaz aktivitesini olumsuz

etkilemesi nedeniyle CaCOs ile ¢alismaya son verilmistir.

Al>O3 mikropartikiilleri ksilanaz aktivitesini genel anlamda olumlu yonde
etkilemistir. inkiibasyonun 120.saati temel alindiginda Al,Os mikropartikiilleri
ksilanaz aktivitesini kontrol grubuna goére yaklasik %20 oraninda arttirmigtir. Talc
mikropartikiilleri ise inkiibasyonun 120.saati temel alindiginda kontrol grubu ile
benzer aktivite gostermistir. Ancak diger saatlerde Talc mikropartikiilleri igeren
erlenlerden elde edilen ksilanaz aktivitesi kontrol erlenlerine gore yiiksektir.
Ornegin inkiibasyonun 72.saati incelendiginde Talc mikropartikiilleri ksilanaz

aktivitesini kontrol grubuna gore yaklasik %22 oraninda arttirmustir.
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4.1.2 Mikropartikiillerin besin ortamm icerisinde sterilizasyon
denemesi

Al;O3 ve Talc mikropartikiillerinin ayr1 olarak veya iiretim ortami igerisinde
otoklav sterilizasyonuna maruz birakilmasinin ksilanaz enzimi liretimine etkisinin
incelendigi erlen denemesinde elde edilen enzim aktivitesi sonuglart U/mL
cinsinden, kontrol grubuna gore aktivite degisimi de % cinsinden Tablo 4-2’de
verilmistir. Sonuglarin  karsilagtirmali grafigi Grafik 4-6’da gosterilmistir.
Gosterilen degerler iki paralel erlenden elde edilen aktivitelerin ortalamasi olarak

sunulmustur.

Tablo 4-2: Mikropartikiillerin farkl: sterilizasyon denemesi aktiviteleri

Ksilanaz Aktivitesi

Saat
Ornek

24 48 72 96 120

UmL| % |UmL| % |UmL| % |UmL| % |U/mL| %

K 3,07 - 3393 - (3158 - (3153 - |2981| -

AO 3,33 | 8,47 | 32,95| -2,89 | 38,88 |23,12| 44,03 | 39,64 | 38,92 | 30,56

AS 2,07 |-32,57| 29,39 |-13,38| 38,91 | 23,21| 40,89 | 29,69| 41,17 | 38,11

TO 2,03 |-33,88| 32,54 | -4,10 | 35,35|11,94| 38,31 |21,50| 38,24 | 28,28

TS 1,46 |-52,44| 31,94 | -5,87 | 37,20 {17,80| 41,59 | 31,91 39,39 | 32,14
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Grafik 4-6: Mikropartikiillerin farkl sterilizasyon denemesine ait aktivite grafigi

Literatiirde bircok kaynakta (Antecka, Blatkiewicz, et al., 2016; Bala and
Singh, 2016; Driouch et al., 2012; Driouch, Roth, et al., 2010; Driouch, Sommer,
et al., 2010; Germec et al., 2017; Kaup et al., 2008; Kowalska et al., 2017; J. Yang
et al., 2016; Yatmaz et al., 2016) mikropartikiiller besin ortamindan ayr1 olarak,
genellikle bir tampon ¢6zelti icerisinde steril edildikten sonra, steril kosullar altinda
iiretim ortamina eklenmistir. Bu denemede yapilan aktivite analizi sonuglarina gore,
Tablo 4-2’de goriildigi tizere Al,O3 ve Talc mikropartikiillerinin tiretim ortami
icerisinde veya ayr1 olarak steril edilmesinin ksilanaz aktivitesinde énemli bir fark
olusturmadig belirlenmistir. Bu nedenle sonraki tiim denemelerde Al,O3 ve Talc

mikropartikiilleri tiretim ortamu igerisinde steril edilmistir.

Bu denemede Al>O3 ve Talc mikropartikiillerinin ksilanaz aktivitesine olumlu
etkisi goriilmektedir. En yiiksek ksilanaz aktivitelerine iiretimin 96. saatinde
ulagilmigtir. Besin ortamiyla birlikte steril edilen AloO3 mikropartikiilleri igeren
erlenlerde 44,03 U/mL ile kontrol erlenlerine gore %39,64 daha yiiksek ksilanaz
aktivitesi elde edilmistir. Besin ortamiyla birlikte steril edilen Talc
mikropartikiilleri igeren erlenlerde ise 38,31 U/mL ile kontrol erlenlerine gore

%21,50 daha yiiksek ksilanaz aktivitesine ulagilmistir.
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4.1.3 Al2O3 mikropartikiilleri konsantrasyon denemesi

Bu denemede, malt ¢imi igeren besin ortaminda farkli Al,O3 mikropartikiil
konsantrasyonlarinin ksilanaz enzimi iretimine etkisi incelenmistir. Erlen
tretiminde alman Orneklerden Olgiilen ksilanaz aktivitesi degerleri 3 paralelin
ortalamasi alinarak ve kontrol grubuna oranla aktivite degisimleri % {izerinden
hesaplanarak Tablo 4-3’te verilmistir. Cizilen karsilastirma grafigi Grafik 4-7’de

gosterilmistir.

Tablo 4-3: Al,O3 mikropartikiilleri konsantrasyon denemesinden elde edilen enzim aktiviteleri

Ornek 72.saatte_ki_ ksi_lanaz 96.saatte_ki_ ksi_lanaz
aktivitesi aktivitesi
U/mL % U/mL %
K 18,68 - 32,08 -

1A 23,71 26,93 33,87 5,58
3A 22,74 21,73 28,81 -10,19
5A 24,46 30,94 29,17 -9,07
10A 25,70 37,58 27,46 -14,40
15A 19,36 3,64 30,21 -5,83
20A 25,36 35,76 34,11 6,33
30A 20,67 10,65 30,18 -5,92
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Grafik 4-7: Al,Oz mikropartikiilleri konsantrasyon denemesi aktivite grafigi

Yapilan analizler sonucunda, inkiibasyonun 72. saati temel alindiginda
kontrole gore en iyi sonug 10 g/ Al,O3 mikropartikiil konsantrasyonunda, %37,58
artis saglanarak elde edilmistir. Tiim mikropartikiil konsantrasyonlarinda kontrole
gore daha yiiksek ksilanaz aktivitesi elde edilirken, en az aktivite artis1 15 g/L. Al>O3

mikropartikiil konsantrasyonunda %3,64 olarak gerceklesmistir.

Inkiibasyonun 96. saati temel alindiginda ise en diisiik ksilanaz aktivitesine
10 g/L Al20O3 mikropartikiilii konsantrasyonunda 27,46 U/mL, en yiiksek ksilanaz
aktivitesine ise 20 g/L Al,O3 mikropartikiilii konsantrasyonunda 34,11 U/mL olarak
ulagilmigtir. 3, 5 ve 10 g/L Al,O3 mikropartikiilii konsantrasyonlarinda daha diisiik
ksilanaz ~ aktivitesi elde  edilmesine ragmen  diger  mikropartikiil

konsantrasyonlarinda ksilanaz aktivitesi agisindan 6nemli bir fark goriilememistir.

4.1.4 TIsil islem ile malt ¢ciminden ksilan ekstraksiyon denemesi

Malt ¢imi ve bugday kepegine 1s1l islem uygulanarak ksilan ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstrakt besin ortaminda kullanilmistir. Yapilan
erlen liretiminden alinan 6rneklerin, ksilanaz aktivitesi analizleri sonucu elde edilen

degerler Tablo 4-4’te, gizilen karsilastirma grafigi Grafik 4-8’de verilmistir.
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Tablo 4-4: Isil islem ile malt ¢iminden ksilan ekstraksiyonu denemesinden elde edilen aktivite

degerleri
Ornek 72.saatteki ksilanaz 96.saatteki ksilanaz
aktivitesi (U/mL) aktivitesi (U/mL)
121-15-MC-E 2,27 3,43
125-1-MC-E 3,40 4,62
125-2-MC 4,76 5,65
125-2-MC-E 5,99 6,63
125-2-MC-EU 1,61 1,79
121-15-BK-E 8,32 8,47
125-1-BK-E 9,59 9,63
125-2-BK 12,31 11,26
125-2-BK-E 9,48 10,98
125-2-BK-EU 4,63 7,33
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Grafik 4-8: Isul islem ile malt ¢iminden ksilan ekstraksiyonu denemesi aktiviteleri
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Ksilan ekstraksiyonunun basarisi, elde edilen ekstraktlar ile yapilan
tretimlerde ulasilan ksilanaz aktivitesi degerleri ile baglant1 kurularak
degerlendirilmistir. Ksilanaz aktivitelerinin, malt ¢ciminin ekstraksiyon yapilmadan
substrat olarak kullanildig1 6nceki denemelere gore diisiik kaldig1 goriilmiistiir. Bu
nedenle malt c¢iminden ve bugday kepeginden istenilen seviyede ksilan
ekstraksiyonu gergeklestirilemedigi tahmin edilmektedir. Daha yiiksek miktarda
ksilan ekstraksiyonu gergeklestirebilmek ve daha yiiksek ksilanaz aktivitesine
ulagabilmek i¢in ekstraksiyon kosullarmin iyilestirilmesi gerekmektedir.
Literatiirdeki calismalarda (Merali et al. 2013; Thomsen et al. 2008; Vazquez et al.
2005), 165°C’nin fizerindeki sicakliklarda daha verimli ksilan ekstraksiyonu

gerceklestirilebildigi goriilmektedir.

Yetersiz ekstraksiyon ger¢eklesmesine ragmen, saptanan ksilanaz aktivitesi
degerleri ile baglant1 kuruldugunda, ayni kosullar altinda malt ¢imine oranla bugday
kepeginden daha fazla ksilan ekstrakte edilebildigi ¢ikarimi yapilabilir. Grafik
4-8’de goriildiigi lizere, ayni kosullarda yapilan ekstraksiyon denemeleri sonucu
yapilan iiretimlerde, bugday kepegi ekstraktlarinda malt ¢imi ekstraktlarmin

yaklagik 2 kati ksilanaz aktivitesi elde edilmistir.

Isil islem siiresinin artmasi ekstraksiyonu olumlu etkilemis ve ksilanaz
aktivitesinde bir miktar artis saglamistir. Substratlara uygulanan 6n isleme gore de
ekstraksiyonun veriminin etkilendigi goriilmektedir. Eleme isleminin ardindan
partikiil boyutlar1 0,75 milimetrenin iizerinde olan malt ¢imi ve bugday kepeginden
elde edilen ekstraktlar, iiretim ortaminda en diisiik performanslar1 géstermistir. Bu
sonugtan substrat partikiillerinin boyutlarinin biiyiimesinin ksilan ekstraksiyonunu
olumsuz yonde etkiledigi ¢ikarilmaktadir. Partikiil boyutlar1 0,75 milimetrenin
altinda olan malt ¢imi, eleme islemi uygulanmayan malt ¢imine gore daha iyi
ekstraksiyon sonucu vermistir. Bugday kepeginde ise tam tersi olarak elenmemis
bugday kepeginden, partikiill boyutu 0,75 milimetrenin altinda olan bugday
kepegine gore daha fazla ksilan ekstrakte edilebilmis ve yapilan iiretimde daha

yiiksek ksilanaz aktivitesine ulasilmistir.

Ekstraksiyon verimi ve yapilan {liretimler sonucu ksilanaz aktivite degerleri,
yetersiz bulundugundan ekstraktlar kullanilarak mikropartikiillii iretim denemeleri

gerceklestirilmemistir.
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4.1.5 Malt ¢cimi ve bugday kepegine 6n islem denemesi

Uretim ortaminda karbon ve azot kaynagi olarak kullanilan malt ¢imi ve
bugday kepegine “3.2.5.5 Malt ¢imi ve bugday kepegine on islem denemesi”
bashginda anlatildig1 gibi 6n islem uygulanmistir. Orneklerin analizlerinden elde
edilen ksilanaz aktivitesi sonuglar1 2 paralelin ortalamasi olarak Tablo 4-5’te,

cizilen grafik Grafik 4-9’da verilmistir.

Tablo 4-5: Malt ¢imi ve bugday kepegi on islem denemesinden elde edilen enzim aktiviteleri

Ornek 72.se}a'_[tek_i ksilanaz 96.sa}a§tek_i ksilanaz
aktivitesi (U/mL) aktivitesi (U/mL)
MC 54,07 34,61
BK 43,47 23,65
MC-E 58,55 52,85
BK-E 37,61 27,56
MC-E-A 59,09 34,18
BK-E-A 32,05 30,73
MC-EU 44,67 22,95
BK-EU 23,66 31,35
MC-EU-A 41,44 31,75
BK-EU-A 23,67 20,33
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Grafik 4-9: Malt ¢imi ve bugday kepegi on islem denemesine ait aktivite grafigi

Bu denemede, substratlara uygulanan ©6n islemin durumuna goére
mikropartikiillerin etkisi incelenmistir. Malt ¢imi ile yapilan iiretimlerde genel
olarak bugday kepegi ile yapilan iiretimlere gére daha yiiksek ksilanaz aktivitesine
ulagildig1 goriilmektedir. Tek istisna olarak, malt ¢imi ve bugday kepeginin 0,75
mm partikiil ¢apindan biiyiik fraksiyonu (MC-EU,BK-EU) ile yapilan iiretimlerin
96.saatinde, bugday kepeginden 31,35 U/mL ksilanaz aktivitesi elde edilirken malt
¢iminden 22,95 U/mL ksilanaz aktivitesi elde edilmistir. Denemenin biitiiniine
bakildiginda, malt ¢imine oranla daha diisiik ksilanaz aktiviteleri elde edildiginden

bugday kepegi ile caligsmalara son verilmistir.

Elenmis malt ¢iminin partikiil ¢ap1 0,75 milimetreden kiigiik fraksiyonu (MC-
E) ile yapilan iiretimlerde, elenmemis malt ¢imi (MC) ile yapilan tiretimlere gore
daha yiiksek ksilanaz aktivitesine ulagilmistir. MC-E kodlu erlenler ve 10 g/L Al>O3
mikropartikiillerinin ~ eklenmig versiyonu olan MC-E-A  kodlu erlenler
karsilastirildiginda, tiretimin 72.saatinde ksilanaz aktivitesi agisindan 6nemli bir
fark yoktur. Uretimin 96.saatinde, 72.saate gore ksilanaz aktivitelerinde diisiis

yasanmistir. MC-E-A kodlu erlenlerde bu diisiis daha keskin olmustur.

Elenmis malt ¢iminin partikiil ¢ap1 0,75 milimetreden biiyiik fraksiyonu (MC-
EU) ile yapilan iiretimlerde ise ksilanaz aktivitesi MC ve MC-E kodlu erlenlere

gore daha diislik kalmistir. Bunun nedeni olarak malt ¢iminin biiyiik partikiillerinin
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ksilan acisndan daha yetersiz olmasi disiiniilmektedir. Malt ¢iminin biiytlik
partikiillerinde seliillozik yapilarin daha fazla olmasmin bu duruma sebep
olabilecegi tahmin edilmektedir. MC-EU kodlu erlenler ve 10 g/L AlOs
mikropartikiillerinin ~ eklenmis  versiyonu olan MC-E-A kodlu erlenler
karsilastirildiginda iiretimin 72.saatinden ksilanaz aktivitesi agisindan 6nemli bir
fark goriilmemistir. Uretimin 96.saatinden ksilanaz aktivitelerinde diisiis

yasanmistir. MC-EU kodlu erlenlerde bu diisiis daha keskin olmustur.

4.1.6  Al>O3 konsantrasyonu ve malt ¢imi 6n islem denemesi

Bu denemede, 6n islem uygulanan ve uygulanmayan malt ¢imi iceren besin
ortamlarinda, iki farkli Al2O3 mikropartikiil konsantrasyonunun ksilanaz enzimi
iiretimine etkisi incelenmistir. Iki paralel erlenden alinan &rneklerin ksilanaz
aktivite degerlerinin ortalamas1 U/mL olarak ve kontrol grubuna oranla aktivite
artiglar1 % tizerinden hesaplanarak Tablo 4-6’da verilmistir. Cizilen grafikler Grafik
4-10 ve Grafik 4-11°de gosterilmistir.

Tablo 4-6: Al,O3 konsantrasyon ve malt ¢imi on islem denemesinden elde edilen enzim aktiviteleri

Ksilanaz Aktivitesi

Ornek 48.Saat 72.Saat 96.Saat 120.Saat

U/mL % U/mL % U/mL % U/mL %

K 21,60 - 34,66 - 33,65 - 37,57 -
K-EU 8,68 - 16,13 - 17,71 - 20,17 -
5-A 23,93 | 10,79 | 38,08 | 9,87 | 36,85 | 9,51 | 43,39 | 15,49

5-A-EU 6,60 | -23,96 | 16,89 | 4,71 | 18,60 | 5,03 | 19,84 | -1,64

10-A 21,71 | 0,51 | 29,56 | -14,71| 30,95 | -8,02 | 32,84 | -12,59

10-A-EU 6,07 | -30,07 | 17,96 | 11,35 | 20,94 | 18,24 | 19,76 | -2,03
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Grafik 4-10: Al,O3 konsantrasyon ve malt ¢imi on iglem denemesi ksilanaz aktivitesi grafigi-
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Grafik 4-11: Al,O3 konsantrasyon ve malt ¢imi 6n islem denemesi ksilanaz aktivitesi grafigi-

Elenmemis malt ¢imi ile yapilan iiretimlerin 48., 72. ve 96. saatlerinde 5 g/L
Al203 mikropartikiilleri bulunan erlenlerde kontrole oranla yaklasik %10 daha fazla
ksilanaz ~aktivitesine ulasilmistir. Uretimin 120. saatinde 5 g/L  AlOs;
mikropartikiilii igeren erlenlerde 43,39 U/mL’ye ulasan ksilanaz aktivitesi kontrole
oranla %15,49 daha yiiksek bulunmustur. 10 g/L AlOs mikropartikiilii iceren
erlenlerde ise kontrole oranla yaklasik %8 ile %15 arasindan degisen oranda daha

diisiik ksilanaz aktivitesi elde edilmistir.
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Elenmis malt ¢imi ile yapilan tiretimlerin 72. ve 96. saatlerinde, mikropartikiil
iceren erlenlerde kontrol grubuna gore %5 ila %20 arasinda degisen oranda daha
yiiksek ksilanaz aktivitesi elde edilmistir. En yiiksek ksilanaz aktivitesi 96. saatte
10 g/L Al,O3 mikropartikiil konsantrasyonunda 20,94 U/mL olarak 6l¢iilmiistiir. Bu
deger kontrol erlenlerinde elde edilen ksilanaz aktivitesinden %18,24 daha

yiiksektir.

4.1.7 Talc konsantrasyonu ve malt ¢imi 6n islem denemesi

Bu denemede, On islem uygulanan ve uygulanmayan malt ¢imi igeren besin
ortamlarinda, iki farkli Talc mikropartikiil konsantrasyonunun ksilanaz enzimi
iiretimine etkisi incelenmistir. ki paralel erlenden alman orneklerin ksilanaz
aktivite degerleri ortalamast U/mL olarak ve kontrol grubuna oranla aktivite
artiglar1 % tizerinden hesaplanarak Tablo 4-7’de verilmistir. Cizilen grafikler Grafik
4-12 ve Grafik 4-13’te gosterilmistir.

Tablo 4-7: Talc konsantrasyon ve malt ¢cimi on iglem denemesinden elde edilen enzim aktiviteleri

Ksilanaz Aktivitesi

Ornek 48.Saat 72.Saat 96.Saat 120.Saat

UmL| % | UmL| % |UmL| % |UmL| %

K 19,30 - 29,14 - 33,55 - 29,55 -
K-EU 4,20 - 11,97 - 25,08 - 17,54 -
S5-T 21,16 | 9,64 | 34,96 | 19,97 | 38,62 | 15,11 | 35,50 | 20,14

5-T-EU 6,44 | 53,33 | 15,31 | 27,90 | 22,96 | -8,45 | 23,24 | 32,50

10-T 22,25 | 15,28 | 35,28 | 21,07 | 35,50 | 5,81 | 36,06 | 22,03

10-T-EU 5,33 | 26,90 | 14,54 | 21,47 | 16,36 | -34,77| 20,12 | 14,71
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Grafik 4-12: Talc konsantrasyon ve malt ¢imi on iglem denemesi ksilanaz aktivitesi grafigi-|
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Grafik 4-13: Talc konsantrasyon ve malt ¢imi on islem denemesi ksilanaz aktivitesi grafigi-

Elenmemis malt ¢imi ile yapilan iiretimlerde Talc mikropartikiilleri iceren
tiim erlenlerde ksilanaz aktivitesi kontrol erlenlerine gore daha yiiksek 6l¢lilmiistiir.
En yiiksek ksilanaz aktivitesi 96. saatte 38,62 U/mL olarak 5g/L Talc
mikropartikiilleri iceren erlenlerde elde edilmistir. Bu aktivite degeri kontrol
erlenlerindeki aktivite degerine oranla %15,11 daha yiiksektir. Uretimin 120.
saatinde ise 10 g/L Talc mikropartikiilii konsantrasyonunda 36,06 U/mL ksilanaz
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aktivitesi elde edilmistir. Bu deger ayni saatte kontrol erlenlerinden elde edilen

ksilanaz aktivitesine oranla %22,03 daha yiiksektir.

Elenmis malt ¢imi ile yapilan tiretimlerde en yiiksek ksilanaz aktivitesine 96.
saatte 25,08 U/mL ile kontrol erlenlerinde ulasilmistir. Diger saatlerde Talc
mikropartikiilleri igeren erlenlerde kontrol erlenlerine oranla daha yiiksek ksilanaz
aktivitesine ulasilmstir. Uretimin 120. saatinde 5 g/L Talc mikropartikiilii igeren
erlenlerde 23,24 U/mL ile aym saatteki kontrol erlenlerine oranla %32,5 daha

yiiksek ksilanaz aktivitesine ulasilmistir.

Erlen denemelerinde Al>Os ve Talc mikropartikiilleri kullanilarak ksilanaz
aktivitesinde beklenen seviyede artis saglanamamustir. Ksilanaz aktivitelerindeki
fark kontrol erlenlerine oranla ~5 U/mL seviyesindedir. Baz1 durumlarda kontrol
erlenleri ve mikropartikiil igeren erlenlerde ¢ok yakin ksilanaz aktiviteleri, bazi
durumlarda ise mikropartikiil iceren erlenlerde daha diistik ksilanaz aktiviteleri elde
edilmistir. Uretim ortamlarma eklenen mikropartikiillerin beklenilen olumlu etkiyi
gosterememesinin nedenleri olarak; malt ¢imi partikiillerinin Al,Os ve Talc
mikropartikiillerinin etkisini azalttig1 ve erlenlerin c¢alkalayicidaki karigma

diizeninin uygun olmadigi diisiiniilmektedir.

4.2 Biyoreaktor Denemeleri

Biyoreaktor denemelerinin iiretim kosullar1 “3.2.6 Biyoreaktér denemeleri”
bashiginda agiklanmistir. Biyoreaktér denemelerinin bulgularinda: Mikropartikiil
icermeyen biyoreaktor denemeleri R1 ve R4 olarak, AloO3 mikropartikiilii iceren
biyoreaktér denemeleri R2, RS ve R7 olarak, Talc mikropartikiilii i¢eren
biyoreaktor denemeleri R3, R6 ve R8 olarak agiklanmustir (Bkz Tablo 3-9).

4.2.1 Mikropartikiil icermeyen biyoreaktor denemeleri

R1 ve R4 iiretimlerinden 48.saatten baslanarak 216.saat sonuna kadar 24 saat
arayla 20 mL 6rnek alinmustir. Alman 6rneklerden elde edilen ksilanaz aktivite
degerleri Tablo 4-8’de verilmistir. R1 ve R4 iiretimlerinin Aktivite-Zaman, pH-
Zaman ve Coziinmiis oksijen(%DO)-Zaman grafikleri ¢izilmis (Grafik 4-14 ve
Grafik 4-15) ve iki iiretimin karsilastirmali enzim aktivite grafigi Grafik 4-16’da

verilmistir.
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Tablo 4-8: R1 ve R4 denemelerinden elde edilen aktivite degerleri

Ksilanaz Aktivitesi (U/mL)
Saat
R1 R4
48 4,98 1,44
72 10,32 8,71
96 18,18 13,58
120 18,56 23,88
144 19,87 32,14
168 19,26 31,83
192 23,81 34,60
216 21,11 29,19
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Grafik 4-14: R1 pH, %DO, ksilanaz aktivite verileri grafigi
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R4 BIYOREAKTOR VERILERI
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Grafik 4-15: R4 pH, %DO, ksilanaz aktivite verileri grafigi
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Grafik 4-16: R1 ve R4 karsilagtirmalr enzim aktivite grafigi

AlO3 veya Talc mikropartikiilii ilave edilmeyen R1 kodlu biyoreaktor
tiretiminde partikiil boyutu 0,75 milimetreden biiyiikk malt ¢imi, R4 kodlu
biyoreaktdr {iiretiminde ise elenmemis malt ¢imi kullanilmigtr. R1 kodlu
biyoreaktor tretiminde ksilanaz aktivitesi en yiiksek degeri olan 23,81 U/mL’ye

192.saatte ulagsmistir. R4 kodlu biyoreaktor iiretiminde ise en yliksek ksilanaz
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aktivitesi 216.saatte 37,33 U/mL olarak bulunmustur. R4 kodlu biyoreaktor
iiretiminde, R1 kodlu biyoreaktor tiretiminden %57 daha fazla ksilanaz aktivitesi
elde edilmistir. Erlen {iretimlerinde oldugu gibi, biiyiikk malt ¢imi partikiillerinde
seliilozik yapilarin daha fazla oldugu ve bu nedenle ksilan agisindan daha zengin

olan R4 kodlu iiretimin daha yiiksek ksilanaz aktivitesine ulastig1 diisiiniilmektedir.

4.2.2  Al>O3 mikropartikiilleri iceren biyoreaktor denemeleri

R2, R5 ve R7 iiretimlerinden 48.saatten baslanarak 216.saat sonuna kadar 24
saat arayla 20 mL 6rnek alinmistir. Alinan 6rneklerden elde edilen ksilanaz aktivite
degerleri Tablo 4-9’da verilmistir. R2, R5 ve R7 tiretimlerinin Aktivite-Zaman, pH-
Zaman ve Coziinmiis oksijen(%DO)-Zaman grafikleri ¢izilmis (Grafik 4-17, Grafik
4-18 ve Grafik 4-19) ve 3 iretimin karsilastirmali enzim aktivite grafigi Grafik

4-20°de verilmistir.

Tablo 4-9: R2,R5 ve R7 denemelerinden elde edilen aktivite degerleri

Ksilanaz Aktivitesi (U/mL)
Saat
R2 R5 R7
48 4,08 3,05 2,22
72 16,90 13,93 10,98
96 18,05 13,50 25,05
120 24,89 19,00 30,68
144 23,92 40,63 35,93
168 36,50 38,40 38,37
192 31,71 43,60 40,80
216 22,98 41,05 38,62
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R2 BIYOREAKTOR VERILERI
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Grafik 4-17: R2 pH, %DO, ksilanaz aktivite verileri grafigi
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Grafik 4-18: R5 pH, %DO, ksilanaz aktivite verileri grafigi
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R7 BIYOREAKTOR VERILERI
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Grafik 4-19: R7 pH, %DO, ksilanaz aktivite verileri grafigi
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Grafik 4-20: R2, R5 ve R7 karsilastirmali enzim aktivite grafigi

Elenmis malt ¢imi kullanilan R2 kodlu biyoreaktor tiretiminde ksilanaz
aktivitesi en yliksek degeri olan 36,50 U/mL’ye 168.saatte ulagsmistir. Elenmemis
malt ¢imi kullanilan R5 kodlu biyoreaktor iretiminde en yiiksek ksilanaz aktivitesi
192.saatte 43,60 U/mL, R7 kodlu biyoreaktor iiretiminde en yiiksek ksilanaz
aktivitesi ise 40,80 U/mL olarak bulunmustur. 10 g/L Al.O3 mikropartikiil

konsantrasyonu igeren RS kodlu iiretimde ksilanaz aktivitesinin, 5 g/L AlOs
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mikropartikiil konsantrasyonu igeren R7 kodlu iiretimden yaklasik %7 daha yiiksek

oldugu goriilmiistiir.

Erlen ve mikropartikiilsiiz biyoreaktdr liretimlerinde oldugu gibi, 0,75
mm’den biiyiikk malt ¢imi partikiilleri ile yapilan iretimler ksilanaz aktivitesi
acisindan geride kalmistir. Mikropartikiilsiiz biyoreaktor denemelerinde elenmis
(0,7Smm’den biiyiik) ve elenmemis malt ¢imiyle yapilan iiretimler (R1 ve R4)
arasinda ksilanaz aktivitesi agisindan %56 oraninda bir fark bulunmaktadir. Ancak
10 g/L Al,O3 mikropartikiillerinin ilave edildigi, elenmis ve elenmemis malt
¢cimiyle yapilan biyoreaktor iiretimlerinde (R2 ve R5) ksilanaz aktivitesi farki
%19’a gerilemistir. Bu sonuca gore, AloO3 mikropartikiillerinin elenmis malt ¢imi

iceren ortamda daha olumlu etki ettigi diisiiniilmektedir.

4.2.3 Talc mikropartikiilleri iceren biyoreaktor denemeleri

R3, R6 ve R8 iiretimlerinden 48.saatten baslanarak 216.saat sonuna kadar 24
saat arayla 20 mL 6rnek alimmustir. Alinan 6rneklerden elde edilen enzim aktivite
degerleri Tablo 4-10’da verilmistir. R3, R6 ve R8 iiretimlerinin Aktivite-Zaman,
pH-Zaman ve Coziinmiis oksijen(%DO)-Zaman grafikleri ¢izilmis (Grafik 4-21,
Grafik 4-22 ve Grafik 4-23) ve 3 iiretimin karsilastrrmali grafigi Grafik 4-24’de

verilmistir.

Tablo 4-10: R3,R6 ve R8 denemelerinden elde edilen aktivite degerleri

Ksilanaz Aktivitesi (U/mL)
Saat
R3 R6 R8

48 3,23 3,70 4,29
72 18,69 12,49 12,43
96 25,01 23,14 22,53
120 23,68 26,56 34,39
144 25,96 29,77 40,36
168 31,54 36,43 37,26
192 30,93 41,89 32,87
216 28,78 37,01 34,39
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R3 BIYOREAKTOR VERILERI
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Grafik 4-21: R3 pH, %DO, ksilanaz aktivite verileri grafigi
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Grafik 4-22: R6 pH, %DO, ksilanaz aktivite verileri grafigi
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R8 BIYOREAKTOR VERILERI
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Grafik 4-23: R8 pH, %DO, ksilanaz aktivite verileri grafigi
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Grafik 4-24: R3,R6 ve R8 karsilastirmali enzim aktivite grafigi

Elenmis malt ¢imi kullanilan R3 kodlu biyoreaktor iiretiminde ksilanaz
aktivitesi en yliksek degeri olan 31,54 U/mL’ye 168.saatte ulagsmistir. Elenmemis
malt ¢imi kullanilan R6 kodlu biyoreaktor iiretiminde en yiiksek ksilanaz aktivitesi

192.saatte 41,89 U/mL, R8 kodlu biyoreaktdr iiretiminde ise en yiiksek ksilanaz
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aktivitesi 144. saatte 40,36 U/mL olarak bulunmustur. 10 g/L Talc mikropartikiil
konsantrasyonu igeren R6 kodlu iiretimde ksilanaz aktivitesinin, 5 g/L Talc
mikropartikiil konstrasyonu igeren R8 kodlu iiretimden yaklasik %4 daha yliksek

oldugu goriilmiistiir.

Onceki erlen ve biyoreaktdr iiretimlerinde oldugu gibi, 0,75 mm’den biiyiik
malt ¢imi partikiilleri ile yapilan iretimler ksilanaz aktivitesi agismdan geride
kalmigtir. 10 g/L Talc mikropartikiillerinin ilave edildigi elenmemis malt ¢imiyle
yapilan biyoreaktor iiretiminde, elenmis malt ¢imiyle (0,75mm’den biiyiik) yapilan
biyoreaktor tiretiminden %33 daha fazla ksilanaz aktivitesi elde edilmistir. Bu fark
mikropartikiilsiiz biyoreaktor denemelerinde %56 oranindadir. Bu sonuca gore,
elenmis ve elenmemis malt ¢imiyle yapilan liretimler arasindaki ksilanaz aktivitesi

farkinin azalmasmin, Talc mikropartikiillerinin etkisiyle oldugu diistiniilmektedir.

Biyoreaktor iiretimlerinin kendi i¢inde farkli sekillerde karsilastirilmasina
yonelik ¢esitli grafikler ¢izilmistir. Biyoreaktor tiretimleri aktivite karsilastirmasi
Tablo 4-11’de verilmistir. R2 ve R3 denemelerinde R1; R5, R6, R7 ve R8
denemelerinde ise R4 kontrol grubu olarak kabul edildiginde enzim aktivitelerinde
kontrol grubuna oranla meydana gelen aktivite artislar1 % olarak hesaplanmis ve
Tablo 4-12’de verilmistir. Biyoreaktor denemelerine ait c¢esitli karsilastirma
grafikleri Grafik 4-25 ve Grafik 4-26’da verilmistir.
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Tablo 4-11: Biyoreaktor tiretimlerinden elde edilen enzim aktivitesi karsilagtirmalart

Ksilanaz Aktivitesi (U/mL)

Saat
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
48 4,98 4,08 3,23 1,44 3,05 3,70 2,22 4,29
72 10,32 | 16,90 | 18,69 | 8,71 | 13,93 | 12,49 | 10,98 | 12,43
96 18,18 | 18,05 | 25,01 | 13,58 | 13,50 | 23,14 | 25,05 | 22,53
120 | 18,56 | 24,89 | 23,68 | 23,88 | 19,00 | 26,56 | 30,68 | 34,39
144 19,87 | 23,92 | 25,96 | 32,14 | 40,63 | 29,77 | 35,93 | 40,36
168 | 19,26 | 36,50 | 31,54 | 31,83 | 38,40 | 36,43 | 38,37 | 37,26
192 23,81 | 31,71 | 30,93 | 34,60 | 43,60 | 41,89 | 40,80 | 32,87
216 21,11 | 22,98 | 28,78 | 29,19 | 41,05 | 37,01 | 38,62 | 34,39

Tablo 4-12: Ksilanaz enzim aktivitesi %eartis verileri
Ksilanaz Aktivitesi % Artisi

Saat
R2 R3 R5 R6 R7 R8
48 -18,07 -35,14 111,81 156,94 54,17 197,92
72 63,76 81,10 59,93 43,40 26,06 42,71
96 -0,72 37,57 -0,59 70,40 84,46 65,91
120 34,11 27,59 -20,44 11,22 28,48 44,01
144 20,38 30,65 26,42 -1,37 11,79 25,58
168 89,51 63,76 20,64 14,45 20,55 17,06
192 33,18 29,90 26,01 21,07 17,92 -5,00
216 8,86 36,33 40,63 26,79 32,31 17,81
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Grafik 4-25: R1, R2 ve R3 enzim aktivitesi karsilagtirma grafigi

Elenmis malt ¢imi (0,75mm’den biiyiik) ile yapilan tiretimlerde 10 g/L Al,O3
ve Talc mikropartikiilleri igceren biyoreaktdrlerden, mikropartikiil igermeyen
biyoreaktore gore daha yiliksek ksilanaz aktivitesi elde edilmistir. Al,O3
mikropartikiilleri iceren iiretimdeki en yiiksek ksilanaz aktivitesi, mikropartikiil
icermeyen tretimdeki en yiiksek ksilanaz aktivitesi ile karsilastirildiginda (R1 igin
192. saat 23,81 U/mL, R2 i¢in 168. saat 36,5 U/mL) %53 oraninda daha yiiksektir.
Talc mikropartikiilleri igeren iiretimde ise mikropartikiil igermeyen iiretimle
karsilastirildiginda (R1 i¢in 192. Saat 23,81 U/mL, R3 i¢in 168. 31,54 U/mL)
ksilanaz aktivitesi %32 daha yiiksektir.

Bu sonuglar incelendiginde elenmis malt ¢imi ile yapilan biyoreaktor
iiretimlerinde ortama mikropartikiil ilavesinin ksilanaz aktivitesini olumlu yonde
etkiledigi goriilmektedir. 10 g/L konsantrasyonda, Al.O3 mikropartikiilleri Talc
mikropartikiillerine oranla ksilanaz aktivitesi ilizerinde daha olumlu etki
gostermistir. Ayrica mikropartikiil ilave edilen biyoreaktdr liretimlerinde ksilanaz
aktivitesi 168. saat yakinlarinda en yiiksek ksilanaz aktivitesi degerine ulasirken
kontrol iiretiminde en yiiksek ksilanaz aktivitesine 192. saat yakinlarinda
ulagilmaktadir. Daha yiiksek ksilanaz aktivitesine daha erken saatlerde ulasilmasi

iyi bir avantaj olarak nitelendirilebilir.
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ELENMEMIS MALT CiMi ILE YAPILAN
BiYOREAKTOR URETIMLERI
KARSILASTIRMASI
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Grafik 4-26: R4, R5, R6, R7 ve R8 enzim aktivitesi karsilastirma grafigi

Elenmemis malt ¢imi ile yapilan iretimlerde 5 ve 10 g/L Al.O3 ve Talc
mikropartikiilleri igeren biyoreaktorlerden, mikropartikiil igermeyen biyoreaktore
gore daha yiiksek ksilanaz aktivitesi elde edilmistir. 10 g/L Al,O3 mikropartikiilleri
iceren tiretimdeki en yiiksek ksilanaz aktivitesi, mikropartikiil icermeyen
iretimdeki en yiiksek ksilanaz aktivitesi ile karsilastirildiginda (R4 i¢in 192. saat
34,60 U/mL, RS i¢in 192. saat 43,60 U/mL) %26 oraninda daha yiiksektir. 5 g/L
Al,O3 mikropartikiilleri igeren {iretimdeki en yiiksek ksilanaz aktivitesi,
mikropartikiil icermeyen iiretimdeki en yiiksek ksilanaz aktivitesi ile
karsilastirildiginda (R4 i¢in 192. saat 34,60 U/mL, R7 i¢in 192. saat 40,80 U/mL)
%18 oraninda daha yiiksektir.

10 g/L Talc mikropartikiilleri iceren tiretimdeki en yiiksek ksilanaz aktivitesi,
mikropartikiil igermeyen {retimdeki en yliksek ksilanaz aktivitesi ile
karsilastirildiginda (R4 i¢in 192. saat 34,60 U/mL, R6 i¢in 192. saat 41,89 U/mL)
%21 oraninda daha yiiksektir. 5 g/L Talc mikropartikiilleri i¢eren iiretimdeki en
yiiksek ksilanaz aktivitesi, mikropartikiil igermeyen iiretimdeki en yiiksek ksilanaz
aktivitesi ile karsilastirildiginda (R4 i¢in 192. saat 34,60 U/mL, R8 icin 144. saat
40,36 U/mL) %17 oraninda daha yiiksektir.
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Elenmis (0,75mm’den biiyiik) ve elenmemis malt ¢imi ile yapilan biyoreaktor
tretimlerinin ~ ksilanaz  aktiviteleri  incelendiginde, = AlOs ve  Talc
mikropartikiillerinin enzim aktivitesine etkisinin, elenmis malt ¢imi igeren ortamda
daha fazla oldugu net bir sekilde goriilmektedir. Elenmis malt ¢imi ile yapilan
biyoreaktdr ftretimlerinde iretim ortamma 10 g/L konsantrasyonda Al2Os
mikropartikiillerinin eklenmesi ksilanaz aktivitesini %53 arttirmistir. Elenmemis
malt ¢imi ile yapilan biyoreaktor iiretimlerinde ise 10 g/L konsantrasyonda Al2O3
mikropartikiillerinin eklenmesi ksilanaz aktivitesini %26 oraninda arttirabilmistir.
Elenmis malt ¢imi ile yapilan {iretimlerde malt ¢ciminden gelen partikiil miktarinin,
elenmemis malt ¢imi ile yapilan iretimlerde malt ¢iminden gelen partikiil
miktarindan daha az oldugu soylenebilir. Daha ¢ok malt ¢imi partikiiliiniin
olmasinin, elenmemis malt ¢imi igeren iiretimlerde mikropartikiillerin etkilerini

azalttig1 ve aradaki bu farkin olugsmasina neden oldugu diisiiniilmektedir.

Elenmis malt ¢iminin (0,75mm’den biiyiik) kullanildig1 mikropartikiil iceren
iretimlerde, en yiiksek ksilanaz  aktivitelerine ulastiklar1  noktalar
karsilastirildiginda (R2 i¢in 168. saat 36,50 U/mL, R3 i¢in 168. saat 31,54 U/mL)
Al,O3 mikropartikiillerinin  kullanildig1 tiretimde Talc mikropartikiillerinin

kullanildig: tiretime kiyasla %16 daha yiiksek ksilanaz aktivitesi elde edilmistir.

Elenmemis malt c¢iminin (0,75mm’den biyiik) kullanildigi 10 g/L
mikropartikiil iceren iiretimlerde, en yiiksek ksilanaz aktivitelerine ulastiklar
noktalar karsilastirildiginda (RS i¢in 192. saat 43,60 U/mL, R6 i¢in 192. saat 41,89
U/mL) Al>O3z mikropartikiillerinin kullanildig1 tiretimde Talc mikropartikiillerinin
kullanildig: tiretime kiyasla %4 daha ytiksek ksilanaz aktivitesi elde edilmistir. 5
g/l mikropartikiil igeren Tlretimlerde ise, en yiiksek ksilanaz aktivitelerine
ulastiklar1 noktalar karsilastirildiginda (R7 i¢in 192. saat 40,80 U/mL, RS i¢in 144.
saat 40,36 U/mL) AlOs mikropartikiillerinin kullanildigi iretimde Talc
mikropartikiillerinin kullanildig1 iretime kiyasla %1 daha yiliksek ksilanaz

aktivitesi elde edilmistir.

Al203 mikropartikiillerinin 5 ve 10 g/L konsantrasyonlarinda kullanildig1
biyoreaktdr tiretimlerinin en yiiksek ksilanaz aktiviteleri karsilagtirildiginda (R5
43,60 U/mL, R7 40,80 U/mL) birbirlerine ¢ok yakin oldugu goriilmektedir. 10 g/L
Al203 mikropartikiil konsantrasyonundaki en yiiksek ksilanaz aktivitesi 5 g/L Al2O3
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mikropartikiil konsantrasyonundaki en yiliksek ksilanaz aktivitesinden %7 daha

yiiksektir.

Talc mikropartikiillerinin 5 ve 10 g/L konsantrasyonlarinda kullanildigi
biyoreaktor iretimlerinde en yiiksek ksilanaz aktivite degerleri (R6 41,89 U/mL,
R8 40,36 U/mL) arasinda onemli bir fark goriilmemektedir. 10 g/L Talc
mikropartikiil konsantrasyonundaki en yiiksek ksilanaz aktivitesi 5 g/l Talc
mikropartikiil konsantrasyonundaki en yiiksek ksilanaz aktivitesinden %4 daha

yiiksektir.

Biyoreaktor denemelerinde Al>O3 ve Talc mikropartikiilleri kullanilarak erlen
denemelerine gore daha fazla ksilanaz aktivitesi artisi saglanmistir. Biyoreaktor
denemelerinde, mikropartikiillerin etkisinin erlen {iretimlerine gore daha iyi
olmasmin sebebi olarak, daha etkin karistirma ve havalandirma diizeni olmasi

diistiniilmektedir.

4.3 Biyoreaktor Ornekleri ve Mikropartikiillerin Mikroskopta
Goriuntiillenmesi

“3.2.8 Biyoreaktor oOrneklerinin mikroskopta goriintiillenmesi” basliginda
anlatildig1  sekilde  biyoreaktor Orneklerinin @ ve c¢alismada  kullanilan
mikropartikiillerin (Al2Oz ve Talc) stereo mikroskop altinda goriintiileri

kaydedilmistir.
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4.3.1 Mikropartikiillerin stereo mikroskop goriintiileri

Kaydedilen Al,O3 goriintiileri Sekil 4-1, Talc goriintiileri sekil Sekil 4-2°de

verilmistir.

Sekil 4-1: Al,Os mikroskop goriintiileri (solda 10X, sagda 100X biiyiitme)

Sekil 4-2: Talc mikroskop goriintiileri (solda 10X, sagda 100X biiyiitme)

Gorlintiilerden anlasilacag1 gibi, Al2O3 mikropartikiilleri 120 pm’ye kadar
ulagabilen heterojen partikiil ¢aplariyla, Talc mikropartikiillerine oranla daha

biiyiiktiir ve statik ortamda kiimelenme olusturmamaiglardir.

Talc mikropartikiilleri statik ortamda kiimelenmeler olusturmuslardir ve
Al>03 mikropartilkiillerine oranla boyutlari oldukc¢a kiigiiktiir. Stereo mikroskopta
kullanilan biiyiitme oranlariyla Talc mikropartikiillerinin boyutlar1 hakkinda bir

veriye ulasilamamaistir.
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4.3.2 Biyoreaktor orneklerinin stereo mikroskop goriintiileri

R1 iiretimine ait goriintiiler Sekil 4-3:Sekil 4-7, R2 iiretimine ait goriintiiler
Sekil 4-8:Sekil 4-12, R3 iiretimine ait gorintiler Sekil 4-13:Sekil 4-17, R4
iretimine ait goriintiiler Sekil 4-18:Sekil 4-22, RS iiretimine ait goriintiiler Sekil
4-23:Sekil 4-27, R6 iiretimine ait goriintiiler Sekil 4-28:Sekil 4-32, R7 tiretimine ait
gorintiiler Sekil 4-33: Sekil 4-37 ve R8 iiretimine ait goriintiiler Sekil 4-38:Sekil

4-42 araliginda verilmigtir.

Sekil 4-3: R1 120.saat mikroskop goriintiileri (solda 50X 1335um, sagda 100X biiyiitme 1233um)

Sekil 4-4: R1 144.saat mikroskop goriintiileri (100X biiyiitme, solda 650 um, sagda 714 um)
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Sekil 4-7: R1 216.saat mikroskop goriintiileri (100X biiyiitme, solda 1432 um, sagda 619 pm)
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Sekil 4-8: R2 120.saat mikroskop goriintiileri (100X biiyiitme, solda 406 um, sagda 450 um)

Sekil 4-9: R2 144.saat mikroskop goriintiileri (100X biiyiitme, solda 415 um, sagda 378 um)

Sekil 4-10: R2 168.saat mikroskop goriintiileri (100X biiyiitme, solda 345 um, sagda 401 um)
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Sekil 4-12: R2 216.saat mikroskop goriintiileri (100X biiyiitme, solda 411 um, sagda 376 pm)

Sekil 4-13: R3 120.saat mikroskop goriintiileri (100X biiyiitme, solda 348 um, sagda 418 um)
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Sekil 4-14: R3 144.saat mikroskop goriintiileri (100X biiyiitme, solda 292 um, sagda 288 ym)

Sekil 4-15: R3 168.saat mikroskop goriintiileri (100X biiyiitme, solda 330 um, sagda 283 um)

Sekil 4-16: R3 192.saat mikroskop goriintiileri (100X biiyiitme, solda 355 um, sagda 424 um)
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Sekil 4-17: R3 216.saat mikroskop goriintiileri (100X biiyiitme, solda 342 um, sagda 389 yum)

Elenmis malt ¢imi (0,75Smm’den biiyiikk) ile yapilan biyoreaktor
denemelerinde, tiretim ortamindaki mikroorganizmalarin goriintiileri Sekil 4-3 ve
Sekil 4-17 arasinda goriilmektedir. Mikroorganizma morfolojileri, literatiirde yer
alan rekombinant Aspergillus niger ile mikropartikiillerin kullanildigi, glukoamilaz
ve fruktofuranosidaz enzimlerinin tiretildigi ¢aligmalardaki (Driouch et al., 2012;
Driouch, Roth, et al., 2010; Driouch, Sommer, et al., 2010) morfolojiler ile

benzerlik gostermektedir.

Kontrol biyoreaktér tiretiminde (Sekil 4-3:Sekil 4-7), 10 g/L AlOs
mikropartikiilleri igeren biyoreaktor iiretiminde (Sekil 4-8:Sekil 4-12) ve 10 g/L
Talc mikropartikiilleri igeren biyoreaktor itiretiminde (Sekil 4-13:Sekil 4-17)
mikroorganizmalar, kompakt ve siki pellet morfolojisine benzer géziikmektedir.
Kontrol biyoreaktor iiretiminde ortamdaki malt ¢imi partikiilleri, mikropartikiillii
biyoreaktor iretimlerinde ise hem ortamdaki malt ¢imi partikiilleri hem de
mikropartikiillerin etkisiyle sikiligmi bir miktar kaybetmis mikroorganizma

pelletleri de bulunmaktadir.

Kontrol biyoreaktor iiretiminde gelisen fungal hiflerin birbirlerine tutunarak
biiyiik pelletler olusturdugu goriilmektedir. Baz1 pelletlerin ¢aplart 1000 pm’nin
iizerine ¢ikarken genellikle 600-700 pm araliginda c¢aplara sahip pelletler
olugsmustur. 10 g/L Al,O3s mikropartikiilleri eklenen {iretimlerde, mikroorganizma
pelletlerinin ¢aplarmin 350-450 um araliginda oldugu goriilmiistiir. Ayni sekilde 10
g/L Talc mikropartikiilleri eklenen iiretimlerde, mikroorganizma pelletlerinin
caplar1 275-425 pm araligindadir. Genel olarak elenmis malt ¢imi (0,75mm’den

biiyiik) kullanilan biyoreaktdr tiretimlerinde, liretim ortamina mikropartikiil ilavesi,
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literatiirdeki ¢aligmalara (Driouch, Roth, et al., 2010; Driouch, Sommer, et al.,

2010) benzer sekilde, pellet caplarinda kiigiilme saglamistir.

Sekil 4-18: R4 120.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 2754 um, sagda 2681 pm)

Sekil 4-20: R4 168.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 3696 um, sagda 2827 um)



74

Sekil 4-21: R4 192.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 3037 um, sagda 3465 pm)

Sekil 4-23: R5 120.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 1609 um, sagda 2340 pum)
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Sekil 4-24: R5 144.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 2428 um, sagda 2712 um)

Sekil 4-26: R5 192.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 1732 um, sagda 2361 um)
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Sekil 4-27: R5 216.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 1919 um, sagda 2525 um)

Sekil 4-28: R6 120.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 2413 um, sagda 2477 ym)

Sekil 4-29: R6 144.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 1772 um, sagda 2858 pm)
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Sekil 4-30: R6 168.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 2488 um, sagda 2499 um)

Sekil 4-31: R6 192.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 2445 um, sagda 2465 um)

Sekil 4-32: R6 216.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 1901 um, sagda 2704 um)
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Sekil 4-34: R7 144.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 2371 um, sagda 3071 pm)

Sekil 4-35: R7 168.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 2155 um, sagda 2457 um)
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Sekil 4-36: R7 192.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 2485 um, sagda 3087 um)

Sekil 4-37: R7 216.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 2875 um, sagda 3007 um)

Sekil 4-38: R8 120.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 2451 um, sagda 2567 um)
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Sekil 4-39: R8 144.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 2113 um, sagda 2409 pm)

Sekil 4-41: R8 192.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 2191 um, sagda 2451 pm)
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Sekil 4-42: R8 216.saat mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme, solda 2634 um, sagda 2623 um)

Elenmemis malt ¢imi ile yapilan biyoreaktor denemelerinde, iiretim
ortamindaki mikroorganizmalarin goriintiileri Sekil 4-18 ve Sekil 4-42 arasinda
goriilmektedir. Mikroorganizma morfolojileri, literatiirde yer alan rekombinant
Aspergillus  niger ile mikropartikiillerin  kullanildigi, glukoamilaz ve
fruktofuranosidaz enzimlerinin tretildigi ¢alismalardaki (Driouch, et al., 2010;

Driouch, et al., 2010) morfolojiler ile benzerlik gostermektedir.

Kontrol biyoreaktor tretiminde (Sekil 4-18:Sekil 4-22), 10 g/L AlOs
mikropartikiilleri iceren biyoreaktor tiretiminde (Sekil 4-23:Sekil 4-27), 10 g/L Talc
mikropartikiilleri i¢ceren biyoreaktor tiretiminde (Sekil 4-28:Sekil 4-32), 5 g/L
Al>;03 mikropartikiilleri igeren biyoreaktor tiretiminde (Sekil 4-33:Sekil 4-37) ve 5
g/L Talc mikropartikiilleri igeren biyoreaktor iiretiminde (Sekil 4-38:Sekil 4-42)
mikroorganizmalarm, pellet morfolojisi ile dagilmis misel morfolojisi arasinda
oldugu goriilmektedir. Ayrica malt ¢imi partikiillerinin fungal hiflere yapisarak

biiyiik ags1 mikroorganizma-malt ¢imi yapilarini olusturdugu goriilmiistiir.

Kontrol biyoreaktdr iiretiminde agst mikroorganizma yapilar1 ve malt ¢imi
partikiilleri yapisarak caplar1 2500-4000 pm aralifinda degisen yapilar
olusturmustur. 10 g/L Al2O3 mikropartikiilleri ilave edilen biyoreaktor iiretiminde
ags1 mikroorganizma yapilarinin ¢aplar1 1500-2800 pm araliginda 6lgiilmiistiir. 10
g/L Talc mikropartikiilleri ilave edilen biyoreaktor tiretiminde ags1 mikroorganizma
yapilarnin ¢aplart  1700-3000 pum araliginda Ol¢lilmiistir. 5 g/L  AlOs
mikropartikiilleri ilave edilen biyoreaktor {retiminde agst mikroorganizma
yapilarmm ¢aplart  2000-3200 pm araliginda Olgiilmistir. 5 g/L  Talc

mikropartikiilleri ilave edilen biyoreaktor {iretiminde agst mikroorganizma
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yapilarinin ¢aplar1 2000-3000 um araliginda 6lgiilmistiir. Genel olarak elenmemis
malt ¢imi kullanilan ve mikropartikiil eklenen biyoreaktdr iiretimlerinde agsi
mikroorganizma yapilarmin ¢aplari literatiirdeki caligmalara (Driouch, et al., 2010;
Driouch, et al., 2010) benzer sekilde kii¢lilmiistiir. Ayn1 zamanda literatiirdeki
caligmalara (Driouch, et al., 2010; Driouch, et al., 2010) benzer sekilde Al2O3 ve
Talc mikropartikiillerinin konsantrasyonu arttirildiginda (5 g/L’den 10 g/L’ye) daha

kiigiik caplarda ags1 mikroorganizma yapilarina rastlanmistir.

Biitiin biyoreaktdr iiretimlerinde pellet ve ags1 mikroorganizma yapilari
bircok farkli boyutta olugsmustur. Biyoreaktor iiretimlerinde, literatiirdeki
kaynaklarm (Antecka, et al., 2016; Bala and Singh, 2016; Driouch et al., 2012;
Driouch, et al., 2010; Driouch, et al., 2010; Germec et al., 2017; Kaup et al., 2008;
Kowalska et al., 2017; J. Yang et al., 2016; Yatmaz et al., 2016) aksine
mikroorganizma yapilarinin boyutlar1 heterojen bir dagilim gostermektedir.
Literatiirdeki bu calismalarda mikroorganizmalarin genellikle rekombinant olmas1
ve besin ortamu bilesenlerinin tamamen suda ¢Oziinebilir sentetik ortamlar olmasi
nedeniyle bu farkin olustugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle eldeki verilerle

literatiirdeki kaynaklar arasinda tam bir karsilagtirma yapilamamaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez ¢aligmasi kapsaminda iiretim ortamina mikropartikiiller ilave edilerek
fungal morfolojinin etkilenmesi ve bu durumun iretilen ksilanaz aktivitesinde

meydana getirdigi degisiklikler incelenmistir.

ik olarak CaCO3’in mikropartikiil olarak kullanilmas1 durumunda ksilanaz
aktivitesinin olumsuz yonde etkilendigi goriismistiir. Bu nedenle CaCOs ile

calismalara devam edilmemistir.

Mikropartikiil olarak kullanilan Al,Os ve Tale, besin ortami igerisinde
otoklav sterilizasyonuna birakildiginda, tretim siiresince ksilanaz enzimi
aktivitesinde olumsuz etki yaratmadigi goriilmiistiir. Bu sonugla beraber, sonraki

iiretimlerde mikropartikiiller besin ortaminda igerisinde steril edilmistir.

On islem olarak eleme uygulanan malt ¢iminin partikiil boyutu 0,75mm’den
bliylik kismiyla yapilan tretimlerde elde edilen ksilanaz aktivitesi degerleri,
elenmemis malt ¢imiyle yapilan iretimlerde elde edilen ksilanaz aktivitesi

degerlerinden diisiik kalmastir.

Biyoreaktor denemelerinde AlOz ve Talc mikropartikiilleri, erlen
denemelerine gore daha olumlu sonug¢ vermistir. Erlen denemerinde, mikropartikiil
iceren tretimlerde ksilanaz aktivitesi, kontrol iiretimlerine gore zaman zaman
disik kalmistir. Biyoreaktdor denemelerinde ise mikropartikiillii {iretimlerde

ksilanaz aktivitesi, kontrol iiretimlerine gore net bir sekilde yiiksektir.

Al>O3 ve Talc mikropartikiilleri malt ¢imi gibi kompleks ve suda ¢oziinmeyen
tretim ortamina eklendiklerinde, Aspergillus niger’in derin kiiltiirdeki
morfolojisini etkileyerek ksilanaz aktivitesini arttirdigr goriilmiistiir. AlO3
mikropartikiilleri 5 ve 10 g/L konsantrasyonlarda, Talc mikropartikiillerine oranla

ksilanaz aktivitesine daha olumlu etki etmistir.

AlO3 mikropartikiillerinin tiretim ortammna 10 g/L konsantrasyonda
eklendiginde Olgiilen ksilanaz aktivitesi, 5 g/L konsantrasyonda eklendiginde
Olgillen ksilanaz aktivitesine gore daha yiiksektir. Ayni sekilde Talc
mikropartikiillerinin de 10 g/L konsantrasyondaki performansinin 5 g/L

konsantrasyondaki performansina oranla daha iyi oldugu goriilmiistiir.
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Kompleks bir substrat olan malt ¢iminin besin ortamindaki partikiillerinin,
ortama ilave edilen Al;O3 ve Talc mikropartikiillerinin etkisini degistirdigi
gdzlemlenmistir. On islem olarak eleme uygulanan malt ¢iminin partikiil boyutu
0,75mm’den  biiyik kisnmyla  yapilan dretimlerde, ortama eklenen

mikropartikiillerin ksilanaz aktivitesini daha yiiksek oranda arttirdig1 goriilmiistiir.

Yapilan  goriintileme  analizleri  sonucunda  AlOs ve  Talc
mikropartikiillerinin 5 ve 10 g/L konsantrasyonlarda liretim ortamina ilavesi
mikroorganizma pelletlerinin boyutlarini kiigiiltmiistiir. Uretim ortaminda 10 g/L
konsantrasyonda eklenilen mikropartikiiller, 5 g/L. konsantrasyona oranla daha

etkili olup mikroorganizma pelletlerinin boyutlarini daha fazla kii¢tiltmiistiir.

Tablo 5-1: Elenmis malt ¢imi ile yapilan biyoreaktor tiretimlerinde verimlilik degerleri

Biyoreaktor Uretimleri R1 R2 R3
Verimlilik (U/mL.h) 0,124 0,217 0,188

Tablo 5-2: Elenmemis malt ¢imi ile yapilan biyoreaktor tiretimlerinde verimlilik degerleri

Biyoreaktor Uretimleri R4 R5 R6 R7 R8

Verimlilik (U/mL.h) 0,180 0,227 0,218 0,212 0,280

Yapilan biyoreaktor liretimlerinde elde edilen en yiiksek ksilanaz aktiviteleri
inkiibasyon siirelerine boliinerek verimliklik degerleri hesaplanmistir. Hesaplanan
verimlilik degerleri Tablo 5-1 ve Tablo 5-2°de verilmistir. Mikropartikiiller ilave
edilen tiim biyoreaktor iiretimleride verimlilik degerleri, kontrol tiretimlerine (R1

ve R4) oranla daha yiiksektir.

Bu calismanin devamu olarak birkag farkli yol onerilebilir. Al.Os ve Talc
mikropartikiillerinin daha farkli konsantrasyonlarmin denemesi yapilabilir. Malt
¢imi partikiillerinin de mikropartikiillerin etkisini degistirdigi goriildiigiinden farkl
malt ¢imi konsantrasyonlarmim denemesi yapilabilir. Malt ¢imi partikiillerinin
etkisinden kurtulmak i¢in uygun bir ksilan ekstraksiyonu yapilarak, mikropartikiillii
tiretimler elde edilen ekstrakt ile denenebilir. Son olarak fungal morfolojiye etki
eden parametrelerden olan farkli havalandirma ve karistirma diizenleri de

mikropartikiiller ile denenebilir.
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tecriibelerini benimle paylasan, yol gosteren, yonlendirmeleriyle bir¢ok problemi
¢oziime kavusturan, giiler yiiziinii ve pozitif enerjisini hi¢ eksik etmeyen degerli

danismanim Prof. Dr. Gaye ONGEN OZGEN e tesekkiir ederim.

Bu tezin ¢ikis noktasini olusturan 1150052 kodlu TUBITAK Projesine,
proje ekibine ve tez siiresince yardimlarini hi¢ esirgemeyen Biyoproses

Laboratuvan calisanlaria tesekkiir ederim.

Calismam siiresince her zaman yanimda olan, beni motive eden, bana olan
destegini hi¢cbir zaman birakmayan yoldasim Yiiksek Biyomiih. Sibel AKAR’a

ve bugiinlere gelebilmemde en biiylik pay sahibi aileme tesekkiir ederim.




100

OZGECMIS

14/07/1993 yilinda Tiirkiye’nin Izmir ilinde dogdu. 2007-2011 yillar:
arasinda Buca Anadolu Lisesi’nde sayisal opsiyonunda egitim aldi. ilk yilmi
ingilizce hazirlik olarak okudugu Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Biyomiihendislik Boliimii’nde 2011 — 2016 yillar1 arasinda lisans egitimini aldi.
Lisans egitiminin 2. yilinda EU Miih. Fak. Biyomiihendislik B&liim hocas1 Prof.
Dr. Rengin ELTEM’in yiriitiiciisi oldugu “Endiistriyel Mikrobiyoloji”
laboratuvarinda goniillii stajmi tamamladi. Staj sliresince Bacillus suslarinin 30L
biyoreaktorlerde iiretimi ve liretim sonrasi alt-akim islemlerinin gerceklestirilmesi
calismalarinda yer aldi. Lisans egitiminin zorunlu stajmi EU Niikleer Bilimler
Enstitiisii’'nde tamamladi. Lisans egitiminin bitirme tezinde “Lakkaz Enzimi
Uretiminde Statik Manyetik Alan Uygulamalar1” isimli pratik tezi ortak calisma ile
tamamladi. Tezde, kat1 kiiltiir fermantasyonu ile iiretilen fungal kiiltiirlerin, iiretim
boyunca farkli konformasyonlarda manyetik alana maruz birakilmalarmin, lakkaz
enzimi aktivitesine olan etkisini arastirdi. 03/2016 - 07/2016 tarihleri arasinda
TUBITAK 1150052 numarali “Unlu Mamul Sektdriine Yonelik Endiistriyel
Enzime Ait Ekonomik Uretim Sistemlerinin Gelistirilmesi/lyilestirilmesi (UN-
EN)” baslikli projede lisans bursiyeri olarak yer ald1 ve mikroorganizma kiiltiir

koleksiyonundan mikroorganizma stogu hazirlanmasi iizerine ¢alisti.

2017 yilinda Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’'ne bagli olan
Biyomiihendislik Ana Bilim Dali’nda yiiksek lisans egitimi almaya basladi.
12/2017 — 12/2018 tarihleri arasinda TUBITAK 1150052 numarali “Unlu Mamul
Sektoriine Yonelik Endiistriyel Enzime Ait Ekonomik Uretim Sistemlerinin
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