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OZET

KECIBOYNUZU EKSTRAKTININ iINULINAZ ENZiMi URETIMINDE
KARBON KAYNAGI OLARAK KULLANIMI

Merve ILGIN

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damsman: Doc. Dr. irfan TURHAN
Aralik 2017, 84 sayfa

Iniilin, yapisinda glukoz ve fruktoz igeren bitki kaynakli polisakkaritten biridir.
Enzimler canli hiicreler tarafindan olusturulan ve kimyasal reaksiyonlari spesifik olarak
katalizleme yetenegine sahip protein yapidaki maddelerdir. Iniilinazlar ise iniiline spesifik
olan ve onu hidrolize eden enzimlerdir. Baz1 mikroorganizmalarda bulunan iniilinazlar,
iniilin iizerindeki etki sekline gore endo-iniilinaz ve ekzo-iniilinaz olarak ayrilmaktadir.
Aspergillus niger tarafindan {iiretilen iniilinazlar, iniilini ekzo tipi hidrolize etmektedir.
Iniilinazlar gida endiistrisi ve diger alanlarda kullanimi ile énemli bir paya sahiptir.
Kegiboynuzu meyvesi ililkemizde genellikle Akdeniz kiy1 seridinde dogal alanlarda
yetismektedir. Pek cok endiistri alaninda yaygin olarak kullanilmakta olan seker icerigi
yiiksek bu meyve biyoteknolojik agidan substrat olarak kullanima da oldukg¢a uygundur.
Bu projede, iniilinaz enzimi iiretiminde alternatif bir karbon kaynagi olarak ke¢iboynuzu
meyvesi ekstraktinin kullanim potansiyeli arastirilmistir.

Bu c¢alismada daha oOnce iniilinaz enzimi iretiminde hi¢ kullanilmamis olan
keciboynuzu meyvesi ekstrakti karbon kaynagi olarak kullanilmistir. Keg¢iboynuzu
ekstraktinin igerisine ayr1 ayr1 ve farkli oranlarda eklenen 7 farkli besiyeri bileseni ile 12
farkli besiyerinin Plackett-Burman ile formiilasyonu yapilmis, fermentasyonlar
gerceklestirilmis ve maksimum iniilinaz aktivitesi i¢in optimum besiyeri bilesiminin
5°Bx kegiboynuzu ektrakti ve buna %1 maya ekstrakti ilavesi oldugu saptanmustir.
Sonrasinda Cevap Yiizey Metodu (CYM) ile optimum fermentasyon galisma kosullari
250 rpm c¢alkalama hizi, %2.3 inokiilasyon miktar1 ve 135 mL medya hacmi olarak
belirlenmistir. CYM ile Onerilen fermentasyonlar sonucu maksimum aktivite 1646.05
U/mL olmustur. Design Expert ile optimize edilen fermentasyon kosullarinda
gerceklestirilen dogrulama denemeleri sonucunda maksimum enzim aktivitesi olan
1560.17 U/mL degerine ulasilmistir. Fermentasyonla elde edilen enzim preperati
ultrafiltrasyon ile 10, 30, 50 kDa ayirma sinirindaki filtrelerden gegirilerek kismi
saflagtirma islemi gergeklestirilmistir. UF islemi sonucunda 50 kDa retentat kisminda
6133.72 U/mL iniilinaz saptanirken, 30 kDa’da 6278.69 U/mL, 10 kDa’da ise 6343.26
U/mL iniilinaz aktivitesi elde edilmistir. Boylece UF islemi ile yaklagik 4.5 kat enzim
aktivitesi artist saglanmistir. Sonuglar keciboynuzu ekstraktinin iniilinaz enzimi
iiretiminde 1yi bir karbon kaynagi olarak kullanilabilecegini gostermistir. Ayrica bu tez
calismasi ile hammaddeden {iriine kadar bitiinliilk iceren bir enzim iretim modeli
olusturulmustur.
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ABSTRACT

USE OF CAROB EXTRACT AS CARBON RESOURCES IN THE
PRODUCTION OF INULINASE ENZYME

Merve ILGIN

MSc Thesis in Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Irfan TURHAN
Aralik 2017, 84 pages

Inulin is one of the plant-derived polysaccharides containing glucose and fructose
in its structure. Enzymes are protein-based substances that are formed by living cells and
have the ability to specifically catalyze chemical reactions. Inulinases are inulin-specific
enzymes that hydrolyze iniilin. The inulinases found in some microorganisms are
classified as endo-inulinase and exo-inulinase according to the breakdown of inulin.
Inulinases are produced by Aspergillus niger, are exocrine type of inulin hydrolases.
Inulinases have a significant share in the food industry and its use in other areas. Carob
fruit grows in Turkey in natural areas of the Mediterranean coastline. The sugar content,
of the fruit which is widely used in many industrial fields, is highly suitable for usage as
a substrate in biotechnology. In this project, the potential use of carob fruit extract as an
alternative carbon source in inulinase enzyme production has been investigated.

In this study, carob bean extract, which was any used in the production of inulinase
enzyme, was used as a carbon source. 12 different media were formulated with Plackett-
Burman and fermentations were carried out with 7 different variables added separately at
different ratios to the carob extract. Optimum nutrient composition determined for
maximum inulinase activity was 5° Bx carob extract with 1% yeast extract. Subsequently,
optimum fermentation operating conditions with CYM (Response Surface Method) were
determined as 250 rpm agitation speed, 2.3% inoculation amount and 135 mL media
volume. The maximum activity of the fermentations recommended with CYM was
1646.05 U / mL. As a result of validation experiments performed under the optimized
fermentation conditions with Design Expert program, 1560.17 U / mL was the maximum
enzyme activity reached. Partial purification with enzyme preparatory ultrafiltration
obtained by fermentation was carried out through filters with a separation limit of 10, 30,
50 kDa. As a result of the UF treatment, 6133.72 U / mL inulinase was detected in the 50
kDa retentate, 6278.69 U / mL in 30 kDa and 6343.26 U / mL inulinase activity in 10
kDa. Thus, the enzyme activity was increased about 4.5 times by the UF process. The
results have shown that the carob extract can be used as a good carbon source for the
production of inulinase enzyme. In addition, was to be reached in this study an enzyme
production model integrity from raw material to product.
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ONSOZ

Insan niifusunun her gegen giin artt181 diinyamizda her tiirlii tarimsal iiriin ve atigin
etkin bir sekilde kullaniminda biyoteknoloji alaninda gergeklestirilmis gelismeler nemli
bir yer tutmaktadir. Bu alanda gelismis tilkeler ile birlikte yeni teknolojik ¢alismalar
giindeme gelmektedir. Bu ¢aligmalarin ortaya koydugu sonug, gida atiklarinin ve sekerce
zengin ancak degerlendirilme olanaklar1 kisitli olan tarim firiinlerinin katma degeri
yiiksek iiriinlerin tiretiminde kullanilabilirliginin saglanmis olmasidir. Bu durum hem
gida atiklarinin imha problemini ¢6zmekte hem de tarimda 6nemi diisiik olan iirtinlerin
yeni alanlarda degerlendirilmesini saglayarak tilke ekonomilerine katki saglamaktadir.

Bu kapsamda biyoteknolojik yollarla iiretilen iiriinlerden birisi de Iniilinaz
enzimidir. Iniilinaz, ila¢ ve gida sanayiinde, iniilooligosakkarit, glukonik asit, diisiik
kalorili tatlandiricilardan fruktooligosakkarit tiretimi gibi 6nemli endiistriyel islemlerde
kullanim1 yaygin olan bir enzimdir. Boylesine fazla kullanim alani olan bir enzimin
biyoteknolojik yontemlerle iiretiliyor olmasi iirliniin yilin her zamani teminini miimkiin
kilmaktadir.

Bu caligma kapsaminda degerlendirme olanaklari kisithh olan ke¢iboynuzu
meyvesi  ekstraktindan  yiiksek seker igerigi nedeniyle, Aspergillus niger
mikroorganizmasi kullanilarak intilinaz enzimi iiretme hedeflenmistir. Enzimin optimum
besiyeri ortaminda optimum ¢alisma kosullar1 altinda iiretimi gergeklestirilmis, ardindan
enzim kismi olarak saflastirilmistir. Tiim fermentasyonlar ve ultrafiltrasyon denemeleri
sonucunda elde edilen verilerle kinetik parametreler ve saflagtirma katsayilar
belirlenerek iniilinaz igin en uygun liretim sartlar1 ortaya konulmustur.

Fermentasyonla enzimin tiretiminden, kismi saflagtirilmasina kadarki basamaklari
blinyesinde barindiran bu tez calismasinin O6zellikle iilkemizde ve diinyada farkl
enzimlerin Uretimine de 1s1k tutacagi diisiiniilmektedir. Boylelikle gida ve diger
endiistrilerde kullanilan enzimlerin daha fazlasinin lilkemizde iiretilmeye baglanmas: ile
hem akademik ve bilimsel anlamda calisan bir¢ok insana faydali olacak, hem yeni is
imkanlar1 ortaya ¢ikacak hem de katma degeri yliksek iiriinler sayesinde tilke ekonomisi

giiclenecek ve disa bagimliligimiz biraz daha azalacaktir.

Bana bu konuyu ¢alisma firsat1 veren, yiiksek lisans egitimim boyunca bana olan
giivenini ve inancini bir an bile kaybetmeyip, bilgi ve deneyimleri ile bana yol gdsteren
cok kiymetli danisman hocam Dog. Dr. Irfan TURHAN’a (Akdeniz Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi) tesekkiir ederim.

Hem bilgi ve tecriibeleri hem de manevi destekleri ile her konuda yanimda olan,
birlikte ¢aligmaktan mutluluk duydugum Yrd. Dog. Dr. Ercan YATMAZ’a (Akdeniz
Universitesi Goyniik Meslek Yiiksekokulu) tesekkiir ederim.

Calismalarim boyunca ayni laboratuvar ortamini paylastigim kiymetli caligma
arkadaslarim Fadime DEMIREL, Kiibra TARHAN, Ercan KARAHALIL, Nour Bean
BADER, Hilal Nur GURLER, Selime Benemir ERKAN VE Ali OZCAN’a ve bu zorlu
siiregte destekleriyle yanimda olan basta Handan BASUNAL GULMEZ’e, Ferhan
BALCI TORUN, Uzman Dr. thsan Burak CAM, Emrah EROGLU’na ve yine her tiirlii



desteklerini veren ayni oday1 paylastigimiz lisansiistii 6grenci arkadaslarima, hocalarima
ve ¢alismaya materyal destegi saglayan Yenigiin A.S. yetkililerine tesekkiir ederim.

Projeye verdikleri destekten dolayr Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri (BAP) Koordinasyon Birimi’ne tesekkiir ederim.

Son olarak, egitim hayatim boyunca oldugu gibi, yiiksek lisans caligmalarim
stiresince de kosulsuzca yanimda duran aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Biyoteknolojinin ve fermentasyonun temel kavramlari; fermentasyon ig¢in
hammaddeler, mikroorganizmalarin siiflandirilmas: ve mikrobiyal biiylime seklinde
siralanabilir.  Fermentasyon  yoluyla, gida ve gida bilesenleri iiretimi
gerceklestirilebilmektedir. Bu amagla aerobik ve anaerobik sistemler kullanilmaktadir.
Biyoteknolojik ¢alismalar sonucunda fermentasyon yoluyla; enzimler, ekmek mayasi,
tursu ve zeytin, endiistriyel enzimler, tatlandiricilar, vitaminler, alkollii igecekler, yiliksek
fruktoz musir surubu (HFCS), organik asit ve aminoasit liretimi gibi katma degeri yiiksek
tirtinler tretilebilmektedir (Ertugay ve Certel 1995).

Hayvan tliketimi ve insan beslenmesi i¢in iiretilen tarimsal {iriinlerin endiistriyel
olarak islenmesi, yiiksek miktarlarda tarima dayali endiistri kalintilarina neden
olmaktadir. Bu kalintilarin ¢ogu basta hayvan diyetlerinin formiilasyonunda kullanilmak
tizere degerlendirilmektedir. Ayrica bu kalintilar, kalite kontrol agisindan daha fazla ilgi

gormekte ve tarimsal endiistri alt Girlinleri olarak da disiiniilmektedir (Graminha vd.
2008).

Enzim gibi katma degeri yiiksek {irlinlerin iiretiminde kullanilan yan iirlinler ve
tarimsal kalintilarin yani sira yeni karbon kaynaklarinin arastirilmasi, yenilenebilir
iriinlerin basariyla gelistirilmesi i¢in gerekli ve siirdiiriilebilir bir strateji haline gelmistir.
Bu karbon kaynaklarinin ekonomik ve enerjik siirdiiriilebilirlik, tedarik giivenilirligi ve
cevre dostu olmasi gibi avantajlarindan dolay fosil kaynaklardan elde edilen iiriinlerle
rekabet halinde oldugu goriilebilir (Lima-Costa vd. 2012).

Son zamanlarda yapilan arastirmalara gore, tarimsal-endiistriyel atiklar etanol,
proteinler ve birgok mikrobiyal enzimin tiretimi i¢in karbon, hidrojen ve oksijen kaynagi
olarak kullanilmistir. Mikrobiyal enzimlerin uygulamalari; yiyecek ve icecek imalati,
biyokiitle dontisiimii ve atik isleme alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Son
yillarda biyoyakit talebinin artmasiyla, bitki biyokiitlesinin fermente edilebilir sekerlere
biyolojik olarak doniistiiriilmesinde; seliilazlar, ksilanazlar, pektinazlar ve iniilinazlar gibi
genis bir mikrobiyal enzim araligindan yararlanmaktadir (Huitron vd. 2007).

Seker icerikli malzemeler (seker kamisi, seker pancari, tath sorgum, kegiboynuzu
vb.), hidrolize edilebilir polisakaritler (nisasta gibi) ve lignoseliilozik maddeler de dahil
olmak tizere katma degeri yiiksek triinlerin iretiminde birgok hammadde tiirii karbon
kaynag1 olarak kullanilabilir. Yiiksek karbonhidrat icerikli tarimsal iiriinlerden birisi de
keciboynuzu (Ceratonia siliqua L.) meyvesidir. Ke¢iboynuzu, kurakliga direncin yiiksek
oldugu topraklarda yetisen, Akdeniz boélgesine ve Giineybati Asya'ya 0zgii, yaprak
dokmeyen bir ¢ali veya agagtir. Cok az bakim gerektirir ve ¢ekirdek ve meyve eti genis
bir liriin yelpazesi tiretmek icin kullanilir. Ke¢iboynuzu meyvesi tiiketim olgunluguna
ulastiginda %90-91 kuru madde ve %62-67 toplam suda ¢Oziiniir kuru madde
igermektedir. Coziiniir kuru maddenin 6nemli bir kismin1 sakkaroz (%34-42), fruktoz
(%10-12) ve glukoz (%7-10) olusturmaktadir (Karkacier ve Artik 1995). Ham seliiloz ve
toplam mineral madde miktari sirasiyla %4.6-6.2 ve %2.23-2.42 arasinda degismekte ve
mineral maddeler arasinda en yiiksek miktar1 potasyum olusturmaktadir. Yiiksek seker
ihtiva ediyor olmasi da hem ucuz hem de kolay elde edilebilen bu meyvenin katma degeri
yiiksek olan etanol (Sanchez vd. 2010; Turhan vd. 2010), laktik asit (Bulut vd. 2004),
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mannitol (Carvalheiro vd. 2011), yogurt (Celik 2010), sitrik asit (Lingappa vd. 2007) ve
biyokontrol ajan1 (fungusit: Pantoea agglomerans PBC-1) (Manso vd. 2010) iiretiminde
basarili sekilde kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica, ke¢iboynuzu meyvesi
¢oziinmez posa ve polifenol agisindan zengindir ve bu nedenle insan sagligina olumlu
etkileri oldugu diisiiniilmektedir (Firinciahmetoglu 2013). Sadece bir orman agaci olarak
kabul edilen ve diger ekonomik faydalari ihmal edilen ke¢iboynuzu, son yillarda g¢esitli
uygulamalar ile dikkat cekmeye baslamistir (Turhan vd. 2010). Meyve etinden elde edilen
tirtinlerin piyasa degerinin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu nedenle meyvenin etli
kisminin kullanim alanlarinin genisletilmesi bu meyvenin piyasa degerini artirmakla
birlikte tireticinin de bu bitkiye daha fazla deger vermesini saglayacaktir (Turhan ve
Karhan 2004).

Mikrobiyal iniilinazlar, son zamanlarda oldukga dikkat ¢eken endiistriyel enzimlerden
birisidir. Iniilinazlar mantar, maya ve bakteri de dahil olmak iizere bir g¢ok
mikroorganizma tarafindan iretilebilir. Bununla birlikte, Aspergillus sp. (ipliksi
mantarlar) ve Kluyveromyces sp. (diploid maya) tiirleri ticari uygulamalar igin tercih
edilen mikroorganizma tipleridir (Pandey vd. 1999).

Bu c¢alismada keciboynuzu ekstraktinin iniilinaz enzimi iiretiminde substrat olarak
kullanim potansiyeli arastirilmistir. Bu amagla; kegiboynuzu ekstraktinin A.niger
mikroorganizmasi tarafindan daha iyi kullanilmasini saglamak i¢in baslangic seker icerigi
ve besiyeri bilesimi Plackett-Burman dizayni kullanilarak optimize edilmistir. Besiyeri
bilesimi optimize edildikten sonra A.niger’den iniilinaz tiretiminin fermentasyon sartlari
CYM ile optimize edilmistir. Bu amacla ¢alkalama, inokiilasyon orani ve besiyeri hacmi
(oksijen transferi agisindan Onemli) etken parametreler olarak kullanilmistir. CYM
sonuglarina gore elde edilen optimum kosullarda dogrulama denemeleri
gerceklestirilmistir. Dogrulama denemeleri sonucunda elde edilen enzimi igeren besiyeri
3 farkli (10, 30, 50 kDa) ayirma sinirina sahip (cut-off value) ultrafiltrasyon (UF) ile kismi
olarak saflastirllmistir. Tiim fermentasyon ve UF denemeleri sonucunda elde edilen
verilerle kinetik parametreler ve saflastirma katsayilar1 belirlenerek iniilinaz igin en
uygun liretim sartlar1 ortaya konulmustur.
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2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. Keciboynuzu (Ceratonia siliqua L.), Meyvesi, Bilesimi ve Kullanim Alanlari

Kec¢iboynuzu agaglari (Ceratonia siliqua L.), Akdeniz iilkelerinin fakir ve kiregli
topraklarinda ¢ogunlukla yumusak ve kuru yerlerde yetisen ¢ok yillik baklagil agaglaridir
(Lima-Costa vd. 2012). Uzun 6miirlii boyu 10 metreye kadar uzayabilen maki tiirii bir
agactir. Yapraklari, karsilikli dizilmis halde olup boylar1 10-20 cm uzunlugunda ve damla
ucludur. Cigekleri 6-12 cm uzunlugunda, agik yesilimsi kirmizi, kii¢iik ve ¢ok sayidadir.
Agacin meyveleri ise 15- 20 cm kadar olabilmekte ve ilk zamanlar yesil ancak
olgunlastiginda kahverengilesmektedir (Firinciahmetoglu 2013). Son yillara ait verilere
gore, diinya genelindeki keg¢iboynuzu iiretimi yillik yaklasik 400.000 ton/y1l olup, bunun
50.000 tonu Portekiz'in giineyindeki Algarve'de iiretilmektedir (Lima-Costa vd. 2012) ve
bu bolge diinya ticari ke¢iboynuzu arzinin yaklasik yarisini karsilamaktadir (Santos vd.
2005). Diinya kegiboynuzu iiretimi yillik yaklasik 315.000 ton olup, ana ke¢iboynuzu
meyvesi ireticileri ve ihracatcilar1 Ispanya (% 42), Italya (% 16), Portekiz (% 10), Fas
(% 8), Yunanistan (% 6.5), Kibris (% 5.5) ve Tiirkiye (% 4.8)’dir (Santos vd. 2005). Bazi
tilkelerde yetisen ke¢iboynuzu meyvesinin tiretim alani ve miktari ile verim degerleri
sirastyla Cizelge 2.1°de verilmistir (FAO 2017).

Cizelge 2.1. Ke¢iboynuzu meyvesinin iilkeler bazinda iiretim alani, iiretim miktar1 ve
verim degerleri.

Yil

Ulke 2010 2011 2012 2013 2014

4 Kibris 1.286 1.791 1.709 1.147 1.629
E Yunanistan 3.942 3.716 3.509 3.318 3.143
é srail 1.450 1.550 1.500 1.500 1.500
ot italya 10.823 9.183 5.672 5.768 5.769
8 Fas 9.700 9.750 10.302 10.533 10.481
< Portekiz 9.534 9.800 9.480 9.467 9.439
g Ispanya 46.243 43.883 43.647 43.695 36.731
5 Tunus 409 414 413 418 416
Tiirkiye 2.570 2.910 630 512 631

Kibris 10.560 12.725 9.123 6.178 11.034

Yunanistan 14.156 13.952 13.747 13.542 13.337

= Israil 193 202 204 211 206
g italya 25.337 44.749 30.841 9.445 31.486
= Fas 20.000 20.500 21.519 22.024 21.941
B Portekiz 21.597 23.000 21.966 21.841 21.736
D Ispanya 56.286 38.380 45.414 38.882 35.731
Tunus 860 860 855 870 869

Tiirkiye 14.172 13.972 14.218 14.261 13.985

Kibris 82.115 71.050 53.382 53.862 67.735

= Yunanistan 35.911 37.544 39.176 40.809 42.442
k4 Israil 1.331 1.349 1.357 1.365 1.372
c< italya 23.410 48.730 54.374 16.375 54.578
5 g Fas 20.619 21.026 20.889 20.910 20.934
> 2 Portekiz 22.653 23.469 23.171 23.072 23.029
X ispanya 12.172 8.746 10.405 8.899 9.728
=2 Tunus 21.018 20.773 20.702 20.839 20.923
Tiirkiye 55.144 48.014 225.683 278.535 221.632
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Cizelge 2.1°e gore iilkemiz, kegiboynuzu iiretiminde ve iiretim alaninda besinci
sirada bulunmaktadir. Ispanya, keciboynuzu iiretiminde en fazla iiretim alanma sahip
olmanin yani sira Uretim miktar1 agisindan da en yliksek rakamlara sahip iilke
konumundadir. Buna bagli olarak diinya g¢apinda en fazla iiretim, 2014 yilinda
gergeklestirilmistir.

Kegiboynuzu agaci, kurakliga dayaniklidir, az bakim gerektirir. Keg¢iboynuzu
“meyve eti” ve “gekirdek” olmak tizere iki kisitmdan olugsmaktadir. Meyve eti kismi su ile
ekstrakte edilerek konsantre iiretiminde ve tohum kismi ise "locust bean gum" veya
"keciboynuzu ¢ekirdegi zamki" {retiminde kullanilmaktadir. Bu zamk maddedesi
galaktomannan igecek ve yiyecek, tekstil ve kozmetik endiistrisinde kullanilmaktadir
(Roukas 1999). Ayrica, yiiksek enerjili stok yemi ve gida endiistrisi igin bir kakao ikame
maddesi ve surup olarak kullanilabilir. Kegiboynuzu, yiiksek tanen iceriginden dolay1
anti-diyare triiniidiir. Yiiksek karbonhidrat (% 30'dan fazla), protein (% 3), diisiik yag (%
0.6) (Santos vd. 2005) seviyelerinin yani sira, %10-15 nem, %1-2 pektin, %7 seliiloz, %5
hemiseliiloz, %20 fenolik bilesikler ve %1-3 kiil oranina sahiptir (Roukas 1999).
Bunlarin yani sira meyvede en fazla bulunan amino asitler sirasiyla aspartik asit (18.25
g/100 g kuru agirlik-KA), alanin (10.55 g/100 g KA), glutamik asit (9.65 g/100 g KA),
16sin (9.30 g/100 g KA) ve valinden (9.05 g/100 g KA); fenolik asitler ise sirasiyla
benzoik asit tlirevleri (3276.8 pg/g KA) ve sinamik asit tiirevlerinden (4.5 ng/g KA)
olugmaktadir. Keg¢iboynuzun baslica mineral igerigini potasyum (970 mg/100 g KA),
kalsiyum (300 mg/100 g KA), fosfor (71 mg/100 g KA) ve magnezyum (60 mg/100 g
KA) olustururken iz elementler ise demir (1.88 mg/100 g KA), mangan (1.29 mg/100 g
KA), bakir (0.85 mg/100 g KA) ve ¢inkodan (0.75 mg/100 g KA) olusmaktadir (Yatmaz
2012). Keciboynuzu meyve agirligimin % 10'unu ¢ekirdek temsil ederken, % 90'in1 pulp
temsil eder (Lima-Costa vd. 2012). Keg¢iboynuzu meyvesi, ¢Oziinmez posa ve
polifenollerce zengin bir besindir ve bu 6zelligi ile insan sagligina pek ¢ok yararl etkisi
vardir. Polifenoller esmerlesme enziminin substratidir ve i¢ceceklerin aroma ve tadindan
sorumludur. Ulkemizde son yillarda, iiretilen kavrulmus kegiboynuzu parcalari, yaygin
olarak ozellikle firincilik iiriinlerinde, pasta ve sekerleme iiriinlerinde ve diisiik enerjili
cerezlik iirlinlerde ¢ikolata yerine veya meyve Ogiitiilerek un haline getirilmekte kakao
alternatifi bir iiriin olarak kullanilmaktadir (Firinciahmetoglu 2013). Ayrica dondurma,
corba, peynir, meyveli turta ve konserve et yapiminda da yer almaktadir (Yatmaz 2012).
Seker igeriginin yiiksek olmasi da kegiboynuzu meyvesini enzim gibi katma degeri
yiiksek bir iiriin elde etmede alternatif bir karbon kaynag1 yapmaktadir.

Gelecekte hayvansal yem ihtiyaci kacinilmaz olarak artacaktir. Cezayir, yilda
3800 ton ile toplam 4.1x10° ABD dolan tutarinda keciboynuzu ithalati yapiyor.
Dolasiyla, yenilenebilir hammaddeler kullanarak yerel protein kaynaklarmin
gelistirilmesine acil bir thtiya¢ bulunmaktadir. Cezayir ke¢iboynuzu agaci i¢in biiyiik bir
tarima sahiptir. Ke¢iboynuzu meyvesi biiylik miktarlarda seker icerir ve mantar gelisimi
icin iyl bir substrattir ve bu da protein vb. iiriinlerin iiretimi i¢in onlar1 cazip hale
getirmektedir. Hayvansal yem olarak ham kegiboynuzu tohumlarimin kullanimi, yiiksek
tanen (meyveye has buruk tat) iceriginin biliylime iizerinde olumsuz bir etkiye sahip
olmasindan dolay1 sinirlidir. Bununla birlikte, tanenler Aspergillus niger dahil olmak
lizere baz1 mantarlarla pargalanabilir (Smail vd. 1995).
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Ekonomik ac¢idan rekabet edilebilirligi artirmak icin, dongiisel diizeyde
kegiboynuzu meyvelerinin protein, enzim vb. kiymetli iirlinlere biyolojik olarak
dontistiiriilmesi gerekmektedir.

2.2. Fermentasyon Mikrobiyolojisi

Fermente gidalarin iiretimi, en eski gida isleme teknolojilerinden birisidir.
Medeniyetin baslangicindan bu yana, siit, et ve sebzelerin fermentasyonu igin gesitli
yontemler tanimlanmistir. Mikrobiyolojinin bir bilim olarak 1850'lerden itibaren yaygin
olarak giinliik hayatta kullanimi1, fermentasyonun biyolojik temelinin ilk kez
anlasilmasiyla ortaya ¢ikmistir. Boylelikle, bakteri, maya ve kiiflerin fermente gidalar
tretimindeki temel rolii anlasilmis ve sonu¢ olarak daha kontrollii ve etkili
fermentasyonlar elde edilmistir. Gida substratlarinin fermentasyonunun asil amaci bir
koruma etkisi elde etmektir. Gidalarin fermentasyon yoluyla muhafaza edilmesi,
genellikle asit, alkol ve karbon dioksit olan nihai {iriinler iiretmek icin karbonhidratlarin
ve ilgili tiirevlerin yiikseltgenilmesi prensibine baglidir. Bu nihai iriinler, gidalarda
bozulmaya neden olan mikroorganizmalarinin biiyiimesini kontrol eder ve oksidasyon
sadece kismen oldugundan dolayi, gida tiiketicisi agisindan besleyici fayda saglayacak
yeterli enerji potansiyelini korur (Caplice ve Fitzgerald 1999).

En genel kimyasal tanimini1 kullanacak olursak, ‘fermentasyon’ terimi, anaerobik
bir islemi tanimlamak i¢in kullanilir. Ancak, terimin genel anlam1 hem aerobik hem de
anaerobik karbonhidrat pargalanma siireclerini kapsamaktadir (Caplice ve Fitzgerald
1999).

Fermentasyon teknigi yiizyillardir kullanilmakta olan bir teknik olup kullanim
amaglar su sekilde siralanabilmektedir; (Ertugay ve Certel 1995; Smith 2004)

+ Yeni lriin iiretiminde mikroorganizmalarin kullanilmasi,

% Tek hiicre proteini olarak mikroorganizmalar tarafindan iretilen enzim,
vitamin ve antibiyotiklerin iiretilmesi,

+ Enerji eldesi,

+ Bazi kimyasal maddelerin fermentasyon sirasinda biyosentezi ve
transformasyonu,

*

Atiklarin mikroorganizmalar araciligiyla aritilmasi ve degerlendirilmesi.

Mikroorganizmalar1 kullanarak metabolit liretme veya hiicre gelisimi i¢in
kullanilacak olan fermentasyon ortami uygun yapida ve miktardaki tiim bilesikleri
icermelidir. Laboratuvarda mikroorganizmalar kullanilarak yapilan {retimlerde
genellikle saf kimyasallar kullanilirken, ekonomik nedenlerden dolay1 endiistriyel
fermentasyonlarda ise farkli kompozisyonlardaki gida atik maddeleri kullanilmaktadir
(Brock vd. 1991). Bu amagla saf kimyasallarin yani sira kegiboynuzu ekstrakti (Turhan
vd. 2010), seker kamis1 melas1 (Ghorbani vd. 2011), bugday samani, piring kavuzu, ¢ay
atig1, misir kogani, arpa samani, piring samani ve findik kabugu gibi ¢esitli tarimsal
atiklarin hidrolizatt (Menon ve Rao 2012) gibi kompleks karbon kaynaklari ile beraber
endiistriyel liretim esnasinda agiga ¢ikan peynir alt1 suyu ve zeytin kara suyu gibi yan
triinler de kullanilabilmektedir. Saf kimyasallarin yerine yan tirlinlerin kullanilmasi ile
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iiretilen iirliniin maliyetini azaltilmakta ve g¢evreye atik olarak birakilan {iriinlerin
degerlendirilmesi saglanmaktadir.

2.3. Mikroorganizmalarin Gelismeleri icin Gerekli Maddeler

Mikroorganizmalarin gelisebilmesi i¢in gerekli olan maddelerin tiimii besin olarak
adlandirilmaktadir ve gelisebilmeleri i¢in tiim besin 6gelerinin ortamda bulunmasi
gerekmektedir. Mikroorganizmalarla gergeklestirilen laboratuar ¢alismalarinda kiiltiir
ortaminda kullanilan kimyasallar oldukg¢a saf iken, endiistriyel ortamlarda ekonomik
olmast nedeniyle daha kompleks bilesikleri iceren maliyeti diisiik substratlar
kullanilmaktadir. Bu yiizden de bu tip ortamlarda mikroorganizma gelisiminin ve
fermentasyon ortaminin kontrol altinda tutulabilmesi igin kiiltiir ortamina kritik mineral
ve elementlerden katki yapilmali, 6n denemeler yapilarak biyolojik uyumluluk
saglanmali ve ortamda iirlinlin olusabilmesi i¢in her tiirlii islem gozden gegirilmelidir
(Tunail 2009).

Besiyeri formiilasyonu major ve mindr elementleri icermekte; major elemetler genel
olarak karbon ve azot kaynaklar1 olurken minor elemetleri mineraller olusturmaktadir.
Gilinlimiiz fermentasyon ¢aligmalarinda karbon kaynagi olarak saf glukoz ve sakkaroz
Ozellikle maliyetlerinin yiiksek olmasindan dolay1 ¢ok nadiren tercih edilmektedir. Buna
karsilik ise; seker pancari ve seker kamist yan iriinii olan melas, kdgit hamuru
endistrisinden elde edilen atik siilfit likori, lignoseliilozik materyaller, peynir alt1 suyu,
azot kaynagi olarak da misir nisastasi ekstraksiyonunun yan {iriinii olan misir maserasyon
stvisi, maya ekstrakti ve pepton kullanilabilmektedir. Karbon ve azot kaynaklarinin yani
sira besiyeri formiilasyonuna su, mineraller, vitaminler ve gelisim fakorleri, uyaricilar ve
inhibitorler eklenmektedirler. Fermentasyon da son firiiniin maliyetinin disiiriilme
calismalarinda en 6nemli basamak besiyeri i¢eriginde ucuz kaynaklardan faydalanmaktir.
Hem maliyeti diisiik olup hem de ortamdan uzaklastirilmasi, atilmasi, yok edilmesi
hedeflenen materyaller katma degeri yiiksek {riinlere doniistiiriilebilmektedir. Bu tez
caligmasinda da iniilinaz enzimi tiretiminde karbon kaynagi olarak maliyeti son derece
diisiik olan ve iilkemizde de bol miktarda bulunan keciboynuzu meyvesi kullanilmistir
(Waites vd. 2015).

2.4. Enzim Uretimi

Enzimler canli hiicreler tarafindan olusturulan ve kimyasal reaksiyonlar1 spesifik
olarak katalizleme yetenegine sahip olan protein yapidaki maddelerdir. Bu maddeler,
Ouda, ilag ve kimya endiistrisinde, dericilik, boya ve temizlik maddeleri iiretimi gibi
konularda, biyoloji ve biyoteknoloji bilim dallarinda, tip, tarim ve veterinerlik alanlarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir (Saldamli 1998). Ayrica enzimlerin kimyasal katalizorlere
kiyasla sicaklik, pH ve basing¢ gibi 6zellikler bakimindan nispeten 1limli sayilabilecek
ortam kosullarinda islev gorebilmelerini saglayan bazi avantajlarinin  bulundugu
bilinmektedir. Cogu enzim {ireticisi litre basina gram cinsinden enzim titrelerine sahip
stvi kiiltiir fermentasyon (Submurged fermentation, SmF) teknikleri kullanarak enzimler
iretilmektedir. Bununla birlikte, literatiirde giderek artan sayidaki arastirma makalesinde
pazarlama ve gelistirme alanlarinda gosterildigi gibi, esas olarak kiif kokenli olmak tizere
cok cesitli enzimler tiretmek i¢in kat1 hal fermentasyon (Solid state fermentation, SSF)
tekniklerinin kullanilmasina da 6nemli bir ilgi vardir. SSF prosesleri i¢in, ayni sus ve
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fermentasyon sivisini karsilagtirirken enzim titrelerinin SmF'den yiiksek oldugu siklikla
atif yapilir (Viniegra-Gonzalez vd. 2003). BBC Arastirma Merkezi tarafindan yapilan
calismada endiistriyel enzimlerin diinyadaki market hacmi 2010 yilinda 3.3 milyar dolar,
2015 yilinda 4.4 milyar olmustur. Bu rakamin 2018 yilinda ise 5.8 milyar dolara ¢ikacagi
tahmin edilmektedir. Bu marketten en biiyiik pay1 %40 ile Amerika Birlesik Devletleri
alirken Bati Avrupa, Japonya, Kanada ve Cin de 6nemli miktarlarda iiretime sahiptir.
Endiistriyel olarak diinya marketindeki enzimler; teknik, gida ve i¢eceklerde kullanim ve
diger kullanim alanlar1 (hayvan yemi vb.) olarak siniflandirilmaktadir. Bu market
hacminin %31'ini gida, %6'sin1 yem ve geriye kalan %63'linli ise deterjan, deri ve
biyoenerji endiistrisi gibi teknik amaglarla kullanilan enzimler kapsamaktadir. Uretilen
bu enzimler arasinda en biiyiik pay ise yigin enzim (bulk enzyme) adi verilen iiretime
aittir. Tlim enzimler arasinda da iniilinazlar gida endiistrisi ve diger alanlarda kullanimi
ile 6nemli bir paya sahiptir.

Mikrobiyal enzimler genel olarak ii¢ dnemli alana siniflandirilabilir:

1. Yararh bilesiklerin sentezlenmesinde kullanilabilenler,
2. Onemli biyo-doniisiim reaksiyonlarini gereklestirenler,
3. Polimerleri monomerler haline hidrolize edebilenler (Dinarvand vd. 2017).

Gida islemede kullanilan mikrobiyal enzimler sadece arzu edilen bir enzim aktivitesi
olarak degil ayn1 zamanda enzimin diger metabolitlerini (koruyucular ve dengeleyiciler)
de igeren enzim preparatlari olarak satilmaktadir. Eklenen malzemeler gida endiistrisinde
kullanilabilir nitelikte olmali ve uygulanabilir diizenleyici standartlara uygun olmalidir.
Uretim susunun giivenligi, enzim giivenligini, 6zellikle de iiretim susunun toksijenik
potansiyelini degerlendirmede birincil husus olmaktadir. Ozellikle gida enzimi
tiretiminde giivenli kullanim Oykiisii olan patojen olmayan, toksik-olmayan dogal
mikrobiyal suslar kullanilmakta yada geleneksel klasik ya da rDNA susu kullanilarak
genetik modifikasyon yoluyla gelismis suslari tiiretilebilir (Pariza ve Johnson 2001).

Gilniimiizde  endistriyel  alanda  kullanilan  enzimler  genel  olarak
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Enzim kaynagi olarak mikroorganizmalarin
tercih edilmesinin nedenleri; yan {iriin olusturmalarinin az olmasi, aktivitelerinin yiiksek
olmasi, daha ekonomik Ve stabil olmalari, yiiksek oranlarda ve saflikta iiretilebilmeleridir
(Coskun 2010).

2.5. Iniilin (B-(2-1) fruktozil-fruktoz)

Besleyici etkilerinin yani sira viicuda alindiginda saglik {izerine olumlu etki gosteren
besinlere ‘’fonksiyonel besin’’ denir. Iniilin, bitkisel kaynaklardan saglanir ve dogada
cicekli bitkilerin %15°i 6nemli miktarda iniilin kaynagidir. Insan diyetinde kullanilan
iniilin iceren bitkilerin Lilliaceae (sogan, Asparagus, sarimsak) ve Compositae (yer
elmasi, hindiba, yakon) ailelerine dahil oldugu agiklanmustir. Iniilin ilk olarak 1804
yilinda Alman bilim adami Rose tarafindan /nula helenium (andizotu)’dan izole edilmis,
ancak iniilin adim ilk olarak Thompson 1808’de kullanmistir (Atlthan 2011). Inulin,
yiyecek, icecek ve ila¢ endiistrisinde kullanilan fruktoz ve fruktooligosakkaritlerin
tiretimi i¢in ucuz ve bol miktarda bulunan bir materyaldir (Mohamed vd. 2015).
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Iniilin basta diyet {iriinleri olmak iizere bircok besinde, yag ikamesi olarak
kullanilabilir. Genelde 0.25 g iniilin, 1 gram yag yerine geger. Yag yerine iniilin
kullanilan besinlerin bir porsiyonunda yaklasik 2-6g iniilin vardir. Oligofruktozlar, diyet
dondurma, diyet ¢ikolata ve diisiik kalorili keklerin yapiminda kullanilabilir. Seker gibi
tat vermekte ve diisiik kalori igerigi ile de gida sanayisinde kullanilabilirligi her gecen
giin artmaktadir. Bugiin Japonya’da 500, Avrupa’da ise 200°’den fazla besinin
bilesiminde, iniilin veya oligofruktoz bulunmaktadir (Yabanci 2010). Oligofruktoz ya da
oligofruktan olarak da adlandirilan fruktooligosakkaritler (FOS), glikozidik baglar ile
baglanmis 2-10 monosakkarit iceren bir fruktoz oligosakkaridi olarak bilinmektedir.
Iniilin ve oligofruktoz arasindaki en énemli fark ise zincir uzunlugudur. Iniilinin zincir
uzunlugu daha fazla oldugu icin c¢Oziiniirligli oligofruktoza goére daha zordur.
Oligofruktozlar glukoz surubu (seker) ile benzer tada sahiptir. Glukoz ve fruktozdan
olusan bir disakkarit olan sukroza gore ¢Oziinebilirligi daha yiiksek olup tatliligi
sakkarozun %30-50 si kadardir (Sar1 2014). Fruktoz sakkaroza alternatif dogal bir
tatlandiric1 sekerdir. Sakkaroz diyabet, sigmanlik ve damar tikaniklig1 gibi bir¢ok saglik
problemine yol agarken, fruktoz ise, insanlarda inorganik demirden daha ¢abuk emilen,
demir-fruktoz selat kompleksi olusturarak, demirin absorbsiyonunu artirdig
belirtilmistir. Giiniimiizde endiistriyel fruktoz, misir nisastasindan elde edilmektedir
(Atlthan 2011).

Fruktoz, inulinin asit hidroliziyle elde edilebilir. Fakat, inulinin asit hidrolizi
fruktoz tliretimi i¢in uygun bir yontem degildir. Ciinkii bu yontem, tatlilagsma kapasitesine
sahip olmayan, ayrica istenmeyen renklere neden olan difruktoz anhidritlerin olusumuna
sebep olabilmektedir. Dolayisiyla, fruktoz veya FOS’u iniilinden elde etmek i¢in daha
verimli bir sonu¢ elde edilmesini saglayan mikrobiyal inulinazlarin kullanilmasi
yayginlasmistir (Mohamed vd. 2015). Fruktoz, GRAS (The Generally Recognized as
Safe, Genel Olarak Giivenli Kabul Edilir) statiisiinde olan bir tatlandirici olup ve agizda
ac1 bir tat birakmaz. Oligofruktozlar genellikle 2-8 fruktoz tinitesin olusurken, fruktoz
kaynagi olan iniilin ise 2-60 fruktoz tinitesinden olusmakta ve son zinciri her zaman
glukoz ile sonlanmaktadir (Sar1 2014).

Iniilin ve hidrolizatlari; sitrik asit, biyoetonol, ultra yiiksek fruktoz surubu, 2,3-
butandiol, laktik asit, mannitol, sorbitol gibi katma degeri yiiksek birgok {irliniin
tiretiminde kullanilan 6nemli mikrobiyal biyoteknoloji materyalidir. Ticari iniilin
genellikle seker yerine tatlandirict maddesi olarak kullanilir ve son zamanlarda iniilin
kaynakli ilaglar kolon kanseri tedavisinde kullanilmak igin gelistirilmektedir (Karatop
2012).

Iniilin, B-2,1 glikozit bagl glukoz iiniteleri igeren fruktoz zincirlerinden olusan
dogal bir polisakkarittir (Sekil 2.1) (Vijayaraghavan vd. 2009) ve yer elmasi, hindiba,
yildiz ¢igegi (Atlihan 2011), pirasa, sogan, sarimsak, muz, bugday, ¢avdar, karahindiba,
kudiis enginar gibi bitkilerin kok veya yumrularinda bulunan bir depo karbonhidratidir
(Vijayaraghavan vd. 2009). Son zamanlarda, iniilin kaynaklarinin fruktoz surubu, etanol
ve diger kimyasallarin iiretiminde yenilenebilir hammadde kaynagi olarak dikkat ¢ektigi
belirtilmistir (Atlthan 2011).



GIRIS Merve ILGIN
HO
o
" HD "
| N—
1 on OH
E;HI
OH | [ — o
HO 4 0 0 OH
HON, oo, o
on o, "o,
" OH
Glukoz Frulctoz

Sekil 2.1. Iniilin yapus.

Iniilin, 10 farkli familyaya ait 1200 yerli ot iceren diinya genelinde 36.000'den
fazla bitkide dogal olarak iiretilmektedir (Sharma vd. 2006). Iniilin, sakkaroz olarak veya
iniilin surubu olarak hindiba koklerinden iiretilmektedir (Altunbas 2013). Bu, % 95
oraninda fruktoz tiretilebilen tek adimli bir yontemdir (Singh vd. 2006). Papatyagil ve
bugdaygil familyasindan birgok bitkide bulunmaktadir. Iniilin yogun olarak, yildizgicegi,
yer elmasi ve hindibanin toprak altinda kalan koklerinde goriilmektedir (Altunbag 2013).
Bu iiretim icin diger alternatif iiriinler 6zellikle Giiney Avrupa iilkelerindeki kudiis
enginaridir. Kudiis enginarimin biliyiime evresi boyunca fruktoz polimerleri,
ciceklenmenin ge¢ donemine kadar saplarda biriktirilir ve sonra yumrulara aktarilir ve
depolanir. Kudiis enginarimin yam sira, bugdayda da iniilin icerigi lizerine kapsamli
calismalar yapilmistir (D'egidio vd. 1998). Iniilin igceren bazi bitkiler Cizelge 2.2°de
verilmistir (Altunbas 2013).

Cizelge 2.2. Iniilin igeren Baz1 Bitkiler.

Kaynak Bitkisel kisim Iniilin icerigi (% kuru maddede)
Sogan Balb 2-6
Yer elmasi Yumru kok 14-19
Yildiz¢gicegi Yumru kok 9-12.5
Hindiba Kok 15-20
Pirasa Balb 3-10
Sarimsak Balb 9-16
Enginar Yapraklarin ana kismi 3-10
Muz Meyve 0.3-0.7
Cavdar Tahil 0.5-1
Arpa Tahil 0.5-1.5
Karahindiba Yapraklar 12-15
Dulavrat otu Kok 3.5-4
Kamas Balb 12-22
Murneng Kok 8-13
Yakon Kok 3-19
Tekesakali ¢icegi Kok 4-11
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Endiistriyel 6l¢ekte iniilin liretimi i¢in ana kaynaklar; hindiba, yer elmasi ve yildiz
cicegi bitkileridir. Iniilinin diinya pazarinda iiretimi 350.000 ton oldugu sdylenmekte ve
bunun biiyilk cogunlugunu da Belgika, Fransa, Hollanda ve Sili’nin olusturdugu
bildirilmektedir. Fermentasyonlarda karbon kaynagi olarak saf iniilin kullanilmasinin
enzim aktivitesini, saf olmayan iniilin kullanildiginda ki enzim aktivitesine gore 1.6 kat
arttirdig1 bilinmektedir (Sar1 2014).

Kaynagi ne olursa olsun dogal iniilin, her zaman glukoz, fruktoz, sakkaroz ve bazi
kiiglik oligosakkaritleri icermektedir. Bu maddeye dogal iniilin denilmesinin sebebi;
iniilinin, bitkinin taze koklerinden ekstrakte edildigini ifade etmektedir ve bu sirada da
bitkinin kendi iniilinaz aktivitesi ve asit hidrolizi géz ardi edilmektedir. Yapisal veya
polimerik acidan iniilin; dairesel bir merdivenin basamaklar1 gibi polioksietilen bir
iskelete tutunmus fruktoz molekiillerinden olusur (Atlthan 2011). Iniilin gibi bitkisel
fruktanlar birgok Avrupa iilkesinde dogal katki maddesi olarak kabul edilirken,
Amerika’da da zararsiz olarak nitelendirilmektedir (Karatop 2012).

2.5.1. Iniilinin fizikokimyasal 6zellikleri

Iniilin, bir u¢ sakkaroz molekiiliine bagh B- (2,1) fruktoz kalintilarinin dogrusal
zincirlerinden olusan bitkilerde yaygin bir polifruktandir. Bu depolama polimeri,
Asteraceae ve Compositae familyalarinin ¢esitli bitkilerindeki yer alti organlarinda
birikmektedir (Gill vd. 2003). Iniilin, nisastaya benzer bir polisakkarittir; Yeni hindiba
icindeki konsantrasyonu 100 g hammadde basina yaklasik 13-23 g'dir (Wilson vd. 2004).
Giiniimiizde iniilin, yiiksek kaliteli ve tatli iirlinlerin tiretimini saglayan gida endistrisinin
onemli bir maddesi haline gelmistir. Jellesme 6zelligi sayesinde, siit iiriinlerinde, et
tirtinlerinde, soslarda ve ¢orbalarda % 100'e kadar yag yerini alabilir, boylece yliksek
kaliteli diyet gidalarinin iiretimine olanak saglar. Iniilin tabletler de diyet lifi veya seker
yerine kullanilabilir (Loginova vd. 2010). Iniilin ve oligofruktozun, besleyici
ozelliklerinin yanisira 6nemli teknolojik avantajlar sunan fonksiyonel gida bilesenleri de
vardir. Pek ¢ok sebze ve meyvede bulunurlar ve hindiba kdklerinden endiistriyel olarak
elde edilebilirler (Franck 2002). Hindiba iniilin {iretiminde yaygimn kullanilan bir gida
katki maddesidir. Hindiba koklerinden intilin tiretim kosullar1 70-80°C sicaklikta yaklasik
1.5 saat siiren ekstraksiyon islemi ile iiretilir (Zhu vd. 2015). Zengin fruktoz suruplari
elde etmek icin nispeten ucuz ve bol miktarda substrat olarak kullanilan iniilin; 6nemli
bir endiistriyel ilgi alanina sahiptir (Nagem vd. 2004). Fruktoz surubu diyabetik
hastalarda yararli etkilere sahiptir; cocuklarda demir emilimini arttirr, yliksek tatlandirici
kapasiteye sahiptir, bu nedenle obez kisilerin diyetlerinde kullanilabilir, postmenopozal
kadinlarda kalsiyum emilimini uyarir, kalin ve ince bagirsakta Bifenobakterilerin
biiylimesini uyarir, kolon kanserini dnler ve yag benzeri doku nedeniyle diyet lifi olarak
kullanilir (Gill vd. 2003). Yiiksek fruktoz icerikli bu suruplar 80-100°C’de iniilinin asit
hidroliziyle elde edilir. Bununla birlikte, bu kosullar altinda fruktoz kolayca ayrisir ve
difruktoz anhidritleri gibi renkli iiriinlerde meydana gelir (Nagem vd. 2004). Iniilin (Sekil
2.2), sakkaritlerin sindirimini yavaglatir, kan sekeri seviyesini dengede tutar. Beyaz, tatsiz
bir madde olup soguk suda az ¢oziintlirken, sicak tuzlu su igerisinde iyi ¢oziinebilmektedir.
Asitlerle hizla hidrolize olan iniilin prebiyotik 6zelligi nedeniyle gida sanayinde gok
yaygin bir kullanima sahiptir (Firmciahmetoglu 2013). Inulin ve diger polifruktozitler
agirlikli olarak yiiksek fruktozlu suruplar, gidalar ve etanol iiretimi yani sira gida dist
sanayi i¢in de kullanilir (Meijer vd. 1993).
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Sekil 2.2. Iniilinin Fiziksel Olarak Goriiniimii

Iniilinin molekiil agirlig1 zincir uzunlugundaki degisiklikler nedeniyle + 3500-5500
arasinda degisir (Pandey vd. 1999) ve polimerlesme derecesi <200 olup bu deger bitkinin
tiirtine, iklim durumuna ve olgunluk diizeyine gore degisiklik gostermektedir (Altunbas
2013). Geleneksel olarak fruktoz, nisastanin ¢oklu enzimatik hidroliziyle ya da sakkaroz
ve nisastadan asit hidroliziyle elde edilen glikozun izomerlestirilmesi ile elde edilir.
Cesitli yan etkileri ve daha az verim nedeniyle bu yontemler tercih edilmez. inulinaz
kullanarak hidroliz, yiiksek fruktoz surubu iiretimi i¢in cazip bir alternatiftir (Singh vd.
2006).

Iniilinaz ve invertaz enzimleri, hem iniilinin hem de sakkarozun hidrolizini katalize
edebilme yetenegine sahiptir. Ancak iniilinaz, invertaza gore daha yiiksek bir 6zgiillik
degerine sahiptir. Bu enzimler ge¢cmis yillarda bitkilerden izole edilerek kullanilmaktaydi
ve bu ylizden de yiiksek verim elde edilememekteydi. Yapilan calismalar mikrobiyal
enzimlerin daha yiiksek miktarda iniilin hidrolize edebildigini gostermistir. Mikrobiyal
iniilinaz ve invertaz enzim kullanimi1 genis bir endistriyel uygulama potansiyeline
sahiptir (Dinarvand vd. 2017). Son yillarda bakteriler (Clostridium sp., Xanthomonas sp.,
Bifidobacterium sp., Geobacillus sp., Bacillus sp., Thermotoga sp., Pseudomonas sp.),
maya (Kluyveromyces sp.) ve filamentli mantarlar (Penicillium sp., Fusarium sp.,
Aspergillus sp.), iniilinaz tiretimi igin genis bir yelpazede kullanilmistir (Dinarvand vd.
2012a).

2.6. invertaz

Invertaz (B-D-fructofuranosit fruktohidrolaz, E.C. 3.2.1.26) gida endiistrisinde
kullanilan 6nemli ticari enzimlerden biridir ve biyokatalizorler olarak tanimlanan ilk
proteinlerden bir tanesidir (Shaheen vd. 2008). Sakkarozun glukoz ve fruktoza
ayristirilmasint katalize eder (Rubio ve Maldonado 1995). Sakkaroz hidrolizi ya 75-
80°C'de hidroklorik asit ile ya da 35-45°C'de invertaz enzimi ile gergeklestirilir. Enerji
ekonomisi, g¢evresel giivenlik ve yan iriinlerin az olusumu gibi bilinen avantajlar
acisindan enzimatik prosesler tercih edilmektedir (Ahmed 2008). invertaz ile elde edilen
hidrolize seker karigimai, asit hidrolizi ile elde edilen renkli {iriinlerin aksine renksiz olma
avantajina sahiptir (Shaheen vd. 2008). Genellikle enzimatik invert seker tamamen
saglikli bir tatlandiricidir. Invertaz, sivi veya yumusak sekerleme iiretiminde, seker
pekmezinin etanole fermentasyonunda, buzagi yemi hazirlanmasinda ve ayrica bal arilari
icin tersine seker tiretiminde kullanilmaktadir (Ahmed 2008). Ayrica giiniimiizde, farkli
kaynaklardan gelen invertaz; ar1 besleme, gerezler, organik asitlerin iiretimi, ¢ikolata
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tiretimi ve alkol tiretimi (Saccharomyces cerevisie) gibi pek ¢ok farkli endiistriyel
uygulamaya sahip fruktoz surubunun sentezi i¢in de kullanilmaktadir (Shaheen vd. 2008).
Invert seker iiretiminde genellikle serbest ya da hareketsiz hiicreler kullanilmaktadir.
Hareketsizlestirilmis hiicreler, biyotransformasyon, biyosensorler, etanol iiretimi,
fenoliin par¢alanmasi gibi g¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir (Ahmed 2008).
Mayalardan ve Neurospora sp. tiirlerinden iiretimi genis araliklarla incelenmistir.
Invertaz enzimi glikoproteindir ve mannoz karbonhidrat parcasinin ana bilesenidir (Rubio
ve Maldonado 1995). Invertaz, sakkarozu hidrolize edebilirken fruktozu iniilinden
parcalayamaz (Kaur vd. 1992).

2.7. iniilinaz

Bitkilerde nisastadan sonra en yaygin olarak bulunan polisakkaritlerden biri
fruktanlardir. Inulin B-(2-1)-D-fruktozil-fruktoz yapisi iceren, sakkaroz birimiyle
sonlanmis bir fruktandir. (Altunbas 2013). Iniilinin asit hidrolizi veya nisastanin
enzimatik hidrolizi ve modifikasyonu ile fruktoz elde edilebilir. Ancak iniilinin suda iyi
¢oziinmemesi nedeni ile yliksek sicaklik derecelerinde (80-100°C) asitle hidrolizi
yapildiginda difruktoz anhidrid gibi istenmeyen iiriinler ve renk meydana gelmekte ayrica
verim de diisiik olmaktadir. Iniilinaz (2-1-p-D-fruktan fruktanohidrolaz, EC 3.2.1.7)
fruktoz zincirinin indirgeyici olmayan ucundan fruktozu serbest birakan bir enzim
tiiriidiir. Iniilinaz ile iniilinin enzimsel hidrolizinden sonra % 90-95 fruktoz ve % 5-10
glukoz elde edilir. Dolayisiyla inulinaz, nisastanin enzimatik hidrolizi ile fruktoz
tiretiminde bulunan a-amilaz, amiloglukosidaz ve glikoz izomerazin kullanimini igeren
{ic asamal1 {iretim prosediiriiniin yerini alabilir (Kaur vd. 1992). Iniilinazlar, inulin gibi
fruktanlarin (2,1) baglarin1 parcalayan enzimlerdir. Iniilinaz, etki tarzlarina bagl olarak
endo- ve ekzo-inulinazlar olarak siniflandirilir. Genellikle uyarilabilir ve ekzo-aktive
edici enzimlerdir (Gill vd. 2003). iki mekanizma kullanarak hareket ederler (Abdulameer
vd. 2015):

1. Ekzo-inulinazlar (EC 3.2.1.80; pB-2-1-D-fruktan fruktohidrolaz) sakkarozu
hidrolize edebilirler ve iniilin hidrolizini polimer yapidaki u¢ fruktozil
tinitelerindeki (D-fruktoz) glikozidik baglar1 kirarak parcalarlar (Vijayaraghavan
vd. 2009),

2. Endo-inulinazlar (EC 3.2.1.7; B-2-1-D-fruktan fruktanohidrolaz) iniilin igindeki
i¢c baglantilar1 hidrolize ederek reaksiyon iriinleri olan inulo-oligosakkaritlerin
ortaya ¢ikmasini saglar (Abdulameer vd. 2015).

Iniilin, mikrobiyal endo ve ekzo-iniilinaz tarafindan etkilenir. Ekzo-iniilinazin

fonksiyonu makromolekiilden fruktoz salgilamak iken, endo-iniilinaz iniilo-
oligosakkaritleri tiretmektedir (Jiang vd. 2017).
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Sekil 2.3. EKzo ve endo-iniilinazin fonksiyonu.

Ekzo-iniilinaz fruktoz surubu iretmek i¢in kullanilirken, endo-iniilinaz ise
fruktooligosakkaritleri elde etmek igin kullanilmaktadir (Singh ve Chauhan 2017). Endo-
iniilinazlar birgcok mikroorganizmadan izole edilebildigi halde iniilooligosakkaritlerin
endiistriyel {iretiminde genellikle ekzo-iniilinazlar kullanilmaktadir. Iniilinazlar ve ekzo-
iniilinazlar (EI) ile enzimatik hidroliz, istenmeyen yan {iriinlerden arindirilmis fruktoz
iiretmek icin alternatif bir yaklasim sunar. Iniilinazlarin basarili biyoteknolojik
uygulamalar1 bu enzimlere olan 6nem artmistir (Nagem vd. 2004). Yiiksek fruktozlu
surup tretimi ve fruktooligosakkaritler, inulinazlarin iki dnemli uygulamasidir (Singh ve
Chauhan 2017). Elde edilen bu fruktoz surubu, c¢ocuklarda demir absorpsiyonu artirma,
menapozdaki kadinlarda kalsiyum emilimini iyilestirme, yiiksek alkollii kisilerin
kanindan etanoliin alinmasini1 arttirma  (alkolik madde) ve bagirsak florasinda
Bifidobacteria gibi yararli mikroorganizmalarin popiilasyonunun arttirilmast igin
prebiyotik olarak kullanilmasini destekler (Dinarvand vd. 2012b). iniilinazin diger 6nemli
uygulamalari, etanol, iniilo-oligosakkaritler, glukonik asit, sorbitol, pullulan, aseton-
biitanol (Singh vd. 2006) tek hiicreli yag, laktik asit, sitrik asit, tekila vb. tiretiminde
kullanilmasidir (Singh ve Chauhan 2017). Iniilinaz {iretimi, ortam bilesimi ve
fermentasyon i¢in kullanilan organizmanin tipinden etkilenir. Bir enzimin ticari olarak
iiretilmesi i¢in, yiiksek verimli mikroorganizma, ucuz hammadde ve Olgeklendirme
fizibilitesi gibi faktorler diisiiniiliir (Singh vd. 2006). Iniilinaz iiretimi i¢in glukoz, fruktoz,
laktoz vb. saf substratlar kullanilmis ancak iniilin (ham veya saf) en iyi enerji kaynagi
olarak distiniilmistiir (Singh ve Chauhan 2017).

Iniilinazin birgok mikrobiyal preparati, iniilinaz aktivitesiyle birlikte dikkate deger
bir invertaz-tip aktivitesine sahiptir. bu preperatlarin Kkatalitik aktivitesi, enzim
aktivitesinin iniilin ve sakkaroz oranini temsil eden I/S orani cinsinden tanimlanmaktadir.
I/S orani iniilin ve sakkaroz igin her bir enzimin afinitesinde farkliliklar yansitabilen
yararli bir kriterdir. Bu oran, invertaz-tip (sakkaroz (S)) ile iniilinaz (iniilin (1)) aktivitesi
arasindaki iligskiyi géstermektedir (Cizelge 2.3) (Jain vd. 2012). Cesitli karbon kaynaklari
ile yetistirilen A. niger’in fermentasyon sonucu I/S oranlarinda biiyiik bir fark
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gorilmistiir. Literatiirde bu oranin 0.02-7.9 araliginda oldugu bildirilmistir. I/S orani
enzimlerin karakterizasyonu i¢in kullanilan, son derece yiiksek spesifik bir aktiviteye
sahip orandir (Jain vd. 2012).

Cizelge 2.3. Iniilinaz ve invertaz-tip aktivitesi arasinda ki iliski.

Karbon Kaynag Iniilinaz (U/mL) Invertaz-tip (U/mL) 1/S

Fruktoz 8.67+1.069 353.91 £0.927 0.024
Glukoz 4.80+0.313 227.63 +0.819 0.021
Siikroz 9.67+0.344 432.17+1.023 0.022
Iniilin 17.86 £0.769 880.09 = 1.291 0.020
Yildiz ¢igegi 25.30+1.384 94595 +1.198 0.027

Iniilinaz ve invertaz-tip aktiviteleri, Nelson’un metodu kullanilarak iniilin ve
sakkaroz serbest indirgeyici sekerlerin 6l¢iilmesi ile analiz edilir (Sar1 2014).

I/S oram = iniilinaz aktivitesi/invertaz-tip aktivitesi’dir. I/S orani, enzimin
intilinaz m1 yoksa invertaz m1 oldugunu anlamamiza yardimei olur. Eger bu deger, 10
2’den biiyiikse enzim iniilinaz dogasindadir. Eger bu oran 10*’ten kiiciik ise enzim
invertaz dogasindadir (Ettalibi ve Baratti 1987). Dolayisiyla, I/S oranini belirleme ile
enzimin iniilinaz m1 yoksa invertaz mi oldugunu anlamaktayiz. Eger S/I oran1 50’den
diisiik ise enzimin iniilinaz dogasinda, eger bu oran 50’den biiyiik ise enzim invertaz
dogasindadir (Kalil vd. 2001; Vandamme ve Derycke 1983).

Inulinaz ve invertaz hem iniilin hem de sakkarozun hidrolizini katalize eder fakat
iniilinaz enzimi, iniilin i¢in, invertazdan daha yiiksek bir 6zgiilliige sahiptir. Bu enzimler
baslangigta bitkilerden izole edilmistir ancak zor bir islem olmasindan dolayr yiiksek
verim saglanamamistir. Ayrica enzim bazli teknolojilerde maliyetli metotlarin
uygulanmasi sebebiyle enzim iiretimi ekonomik olmamaktadir. Bitki enzimlerinin
aksine, mikrobiyal enzimler ise iniilini hidrolize etmede yiiksek aktivite gosterirler.
Mikrobiyal iniilinaz ve invertaz, endiistriyel ve eczacilik uygulamalarinda genis bir
potansiyele sahiptir (Dinarvand vd. 2017).

Iniilinazlar cesitli kiif tiirlerinden iiretilir (Abdulameer vd. 2015). Kiiflerin tercih
edilme sebepleri; diisiik maliyetli substrat iizerinde gelistiriliyor olmasi ve fungal
enzimlerin yiiksek sicaklik ve diisiik pH degerlerinde daha kararli olusudur (Singh ve
Chauhan 2017). Penisillium, Kluyveromyces ve Aspergillus tarafindan iretilen
iniilinazlar, bu sinifta en yogun olarak incelenen fungal enzimlerdir (Nagem vd. 2004).
Aspergillus cinsi en Onemli ipliksi mantar cinslerinden biridir. Aspergillus tirleri
fermentasyon endiistrisinde kullanilir, ancak ¢esitli bitki ve gida ikincil cilirlimelerinden
sorumludurlar. Aspergillus niger, bitki lignoseliillozunun par¢alanmasina ilave edilen ¢ok
cesitli hidrolitik ve oksidatif enzimlere sahip olan bir kiif tirtidir. Biyoteknoloji
endiistrisinde A. niger'den elde edilen bu enzimler ¢ok dnemlidir. Endiistriyel amaglar
igin enzim lreten bir yontem olan fermentasyon ile A. niger'den iniilinaz iretimi
yapilabilir. Fermentasyon, enzimleri iiretmek i¢in bakteri ve maya gibi
mikroorganizmalarin kullanilmasint igerir. Enzimleri tretmek i¢in kullanilan iki
fermentasyon yontemi vardir. Bunlar sivi kiiltiir fermentasyon (SmF) ve kati kiiltiir
fermentasyondur (SSF). Biyoteknoloji ¢alismalarinda SSF’den lipaz, iniilinaz, proteaz
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gibi bir¢ok enzimin tiretimi 6nem kazanmustir. A. niger’den SSF ile iiretilen iniilinazin
temel avantajlarindan bazilari; diisiik maliyetli atik kullanimi, diisiik enerji gereksinimi,
diistik atik su iiretimi, tiriin stabilitesi ve diisiik tiretim maaliyetleridir (Abdulameer vd.
2015). Ekzo-iniilinazin temsili 3 boyutlu yapist ve aktif bolgeleri Sekil 2.4’te
gosterilmistir (Nagem vd. 2004).

(a)

Sekil 2.4. (a) Ekzo-iniilinaz ikincil yap1 elemanlari serit gosterimi (Nitrojenaz kompleksi
a (gri, yesil) ve B (pembe, sar1) zincirler, nitrojenaz demir proteini (mor, mavi, kirmizi,
altin) (b) Aktivite alanindaki fruktoz molekiilii ile ekzo-iniilinaz yiizeyinin temsili.

2.7.1. iniilinaz iireten mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar, yiikksek enzim veriminin yani sira son {iriine kolay
ulagilabilirligi ile ticari liretim i¢in en iyi kaynaklardir (Chi vd. 2009). Mikrobiyal
iniilinazlar, son yillarda oldukc¢a dikkat c¢eken endiistriyel enzimler sinifinda yer
almaktadirlar. Inulinazlar mantar, maya ve bakteri de dahil olmak iizere bir dizi
mikroorganizma tarafindan tiretilebilmektedirler. Aspergillus sp. (filamentous fungus) ve
Kluyveromyces sp. (diploid maya) tiirleri ticari uygulamalar igin tercih edilen dnemli
secenekler arasindadir. Fermentasyon teknigi olarak ise SmF yaygin olarak
kullanilmaktayken, SSF teknolojisi de gelistirilmeye calisilmaktadir (Pandey vd. 1999).

Giinlimiize kadar yapilmis olan ¢aligmalarda yiiksek seviyede iniilinaz iiretebilen
mikroorganizmalarin Aspergillus spp, Penicillium spp, Bacillus spp, Clostridium spp,
Pseudomonas spp, Arthrobacter spp, Staphylococcus spp, Xanthomonas spp,
Kluyveromyces spp, Cryptococcus spp, Pichia spp, Sporotrichum spp ve Candida spp
suslart oldugu goriilmektedir. Ayrica maya suslarinin mantar ve bakteri suslarina gore
daha fazla inulinaz {iretebilecegi de yapilan c¢alismalarca ortaya konmustur. Mayalar
arasinda, Pichia sp., Kluyveromyces fragilis, Cryptococcus aureus ve Kluyveromyces
marxianus'un iki susunun, ticari olarak enzim iiretme potansiyeline sahip oldugu kabul
edilmistir (Chi vd. 2009). Iniilin igeren bazi mikroorganizmalara ait fermentasyon
teknikleri ve bu mikroorganizmalarin gosterdikleri iniilinaz aktiviteleri Cizelge 2.4’de
verilmistir (Chi vd. 2009).
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Cizelge 2.4. Iniilinaz Ureten Mikroorganizmalar ve Iniilinaz Aktiviteleri.

Iniilinaz Uretici Fermentasyon Iniilinaz Referans
Mikroorganizma Teknigi Aktivitesi
Ekzo- | Aspergillus niger SmF 54 U/mL (Ongen-Baysal vd.
A42 1994)
Ekzo- | Aspergillus niger SmF 176 U/mL (Kumar vd.
AUP19 2005a)
Ekzo- | A.niger NK-126 SmF 55 U/mL (Kango 2008)
Ekzo- | A. niger 13/36 SmF 80 U/mL (Skowronek ve
Fiedurek 2004b)
Ekzo- C. aureus G7a SSF 420.9+1.3 U/g | (Sheng vd. 2008)
kuru zemin
Ekzo- | P. guilliermondii SmF 61.5+0.4 U/mL | (Gong vd. 2007)
Ekzo- | Mutant M-30 of SmF 127.740.6 U/mL | (Yue vd. 2008)
P. Guilliermondii
Ekzo- | Mutant M-30 of SSF 455.9+1.2 U/g (Guo vd. 2009)
P. Guilliermondii kuru substrat
Ekzo- | K. marxianus (Al SmF <32 U/mL (Cruz-Guerrero
ve A2) vd. 2006)
Ekzo- K. marxianus SmF 121 U/mL (Silva-
ATCC 16045 Santisteban ve
Maugeri Filho
2005)
Ekzo- Kluyveromyces SmF 59.5 U/mL (Wei vd. 1998)
sp. Y-85
Ekzo- | K. marxianus YS- SmF 55.4 U/mL (Singh vd. 2007)
1
Ekzo- | K. marxianus var. Continuous 107 U/mL (Kushi vd. 2000)
Bulgaricus cultivation (siirekli
ekim)
Ekzo- K. marxianus SSF 391.9 U/g kuru (Bender vd.
NRRL Y-7571 fermente kiispe 2006)
Ekzo- K. marxianus SmF 8.87 U/g saat (Mazutti vd.
NRRL Y-7571 basina kuru sustrat 2006)
Ekzo- Kluyveromyces SSF 409.8 U/g (Xiong vd. 2007)
S120 baslangictaki kuru
substrat
Endo- Penicillium sp. SmF 9.9 U/mL (Nakamura vd.
TN-88 1997)
Ekzo- C. aureus G7a SmF 85.0+1.1 U/mL | (Sheng vd. 2007)
Ekzo- | Streptomyces sp. SmF 0.552 U/mL (Gill vd. 2006)
GNDU 1
Ekzo- Staphylococcus SSF 107.6 U/g kuru (Selvakumar ve
sp fermente substrat Pandey 1999)
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Iniilinaz enzimi ile ilgili litaratiirde birgok ¢alisma yapilmistir. %1 yer elmasi
bulunan medya igeriginde %0.23 NH4NOs3, %0.37 (NH4)2HPO4, %0.1 KH2PO4, %0.05
MgSOs ve %0.15 maya ekstrakti kullanilip baslangig besiyeri pH degeri 5’e
ayarlanmigtir. 50 ml medya/250 ml flask 28°C sicaklik ve 200 rpm calkalama hizinda
Aspergillus niger A42 ile 5 giin boyunca fermentasyona birakilmis ve 120. saatte enzim
aktivite degeri 50 U/mL, 192. saatte ise 54 U/mL olarak bulunmustur (Ongen-Baysal vd.
1994).

Food Research Deparment-UAC’den temin edilen toprak ve bitkilerden izole
edilmis 21 farkli mantar susu ve Chemical Engineering Department-CUCEI’den temin
edilen 6 farkli termofilik ve thermotolerant kiif, iniilinaz enziminde kullanilmistir. 10 g/L
iniilin, 7.65 g/L NaNOsz g/L, 3.04 KH2PO4g/L, 1.52 MgSO.4 g/L ve 1.52 g/L KCI bulunan
medya iceriginden kiiltliir ortam1 30 ml/250 ml flask, 37°C’de ve 200 rpm ¢alkalama
hizinda 96 saat fermentasyona birakilmig ve iniilinaz aktiviteleri minimum 1.52 U/mL
(Penicillium citrinum ESS), maksimum 4.90 U/mL olarak bulunmustur (A. fumigatus)
(Flores-Gallegos vd. 2015).

Ekstraseliiler iniilinaz iretimi i¢in tek karbon kaynagi olarak iniilin i¢eren sentetik
ortamda farkl1 toprak numunelerinden 50 sus izole edilmistir. Bunlardan 5 izolat (AUP4,
AUP9, AUP18, AUP19 ve AUP20) yiiksek iniilinaz aktivitesi gdstermis ve maksimum
enzim aktivitesi veren Aspergillus niger AUP19 susu ayritili taksanomik ve
optimizasyon ¢alismalari i¢in segilmistir. Iniilinaz iiretimi igin gesitli fiziksel ve kimyasal
parametreler (farkli inkiibasyon siireleri, kullanilan farkli mantar suslari, farkli karbon
kaynaklar1 kullanim1 (maltoz, galaktoz), ¢esitli inorganik azot kullanimi ((NH4)H2POg,
(NH4)2HPOs), farkli organik azot kaynaklar1 (sodyum nitrat, misir maserasyon sivisi ve
pepton)) optimize edilmistir. Sonu¢ olarak; inkiibasyon siiresi 72 saat, iniilin
konsantrasyonu %5 (w/v), sicaklik 28°C, baslangi¢ besiyeri pH degeri 6.5, inokiilasyon
orani %10 (v/ v) ve c¢alkalama hiz1 220 rpm olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda
iniilinazin maksimum tiretkenligi 176 U/mL olarak tespit edilmistir (Kumar vd. 2005a).

Aspergillus niger ATCC 20611 kullanilarak en yiiksek ekstraseliiler inulinaz
aktivitesi (3199 U/mL) %25 (w/v) sakkaroz, %0.5 (w/v) et ekstrakti, %1.5 (w/v) NaNO3
ve 2.5 mM (v/v) Zn?* varliginda elde edilmistir. Elde edilen medya icin fermentasyon
kosullar1 6.5 baslangic pH, 35°C sicaklikta, % 10 (v/v) spor silispansiyonu ve 100
devir/dakika karistirma hizi olarak belirlenmistir (Dinarvand vd. 2012a).

Aspergillus tarafindan, iniilinaz tiretimini optimize etmek igin Simpleks yontemi
kullanilmistir. 50 g/L sakkaroz, 20 g/L yeast extract, 20 g/L NaNOs, 5 g/L K2HPOg4, 1 g/L
MgSOa4:7H20 igeren medya 100 ml medya/500 ml flask oraninda hazirlanmig ve %2
Aspergillus niger 13/36 inokiilasyon yapilmistir. Fermentasyon 30°C’de 220 rpm’de 4
giin stirdiiriilmiis ve ekstraseliiler enzim aktivitesi yaklasik 80 U/mL elde edilmistir. Elde
edilen sonuglar ‘Her Defada Tek Etken’ metodu sonuglar ile karsilagtirilmistir. Buna
gore Simpleks yontemi 1.6 kat daha {istiin ¢ikmistir. Bu yontemin en biiylik avantaji,

optimum faktér diizeylerinin sadece 12 tekrarlayict adimda belirlenmis olmasidir
(Skowronek ve Fiedurek 2004b).
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Bir baska ¢alismada ise; iniilinaz enzimi i¢in kiiltiir ortami; %1 w/v kurutulmus
enginar tozu, 0.023% NH4NO0s, 0.037% (NH4):HPO4, 0.1% KH2PO4, 0.05% MgS0s4,
0.15% yeast ekstrakt icermektedir. 150 mL medya/500 mL flask oraninda konulan
besiyerinin baslangic pH degeri 5 olarak ayarlanmis ve fermentasyon 28°C sicaklikta ve
200 rpm c¢alkalama hizinda 120 saat siireyle gergeklestirilmis. A. niger A42 ve
Kluyveromyces marxianus NCYC 587 suslarmin  karigik  kiiltiirti  kullanilarak
gerceklestirilen fermentasyon sonucunda 43.7 U/mL iniilinaz elde edilmis (Ongen vd.
1996).

A. niger ATCC 20611 susu ile % 10 (w/v) sakkaroz, %2.5 (w/v) maya ekstrakti,
%2 (w/v) NaNOs, 1.5 mM (v/v) Zn*2, 1% (v/v) Triton X-100 igeren besiyeri ortammin
baslangic pH degeri 6’ya ayarlanmig, 50 ml medya/250 ml’lik erlenmayerlere
aktarilmistir. %6 (v/v) mikroorganizma inokiilasyonu yapildiktan sonra 30°C sicaklik,
150 rpm calkalama hizinda 96 saat fermentasyona birakilmistir. Calismada deney
tasarimi i¢in Cevap Yiizey Metodu kullanilmis ve metot Design Expert (Versiyon 6.06,
Stat-Ease Inc. Minneapolis, ABD) istatistik programi ile belirlenmistir. Sonug¢ olarak;
maksimum hiicre i¢i ve hiicre dis1 inulinaz 2801 U/mL ve 3949 U/mL, hiicre i¢i ve hiicre
dis1 invertaz-tip aktivitesi 2193 U/mL ve 4954 U/mL ve biyokiitle 77.7 mg/mg olarak
bulunmustur (Dinarvand vd. 2017).

Aycigegi rizosferinden izole edilen Aspergillus niveus 4128 URM iniilinaz enzimi
tiretiminde yeni bir kaynak olarak gosterilmistir. 10, 15 ve 20g/L konsantrasyonlarda
iniilin substrati igeren kiiltiir ortaminda (2.3 g/L NHsNOs3, 3.7 g/L (NH4)2HPO4, 1 g/L
KH2PO4, 0.5 g/L MgSOs4, 1.5 g/l maya ekstrakti) iretimi gerceklestirilmistir.
Fermentasyon sartlar1 pH 5, 50 ml/250 ml medya hacmi/erlen hacmi, 280 rpm ¢alkalama
hizi, 28 °C sicaklik ve 96 saat olarak uygulanmistir. Maksimum enzim aktivitesi 20 g/L
iniilin iceren ortamda elde edilmistir. Enzim, amonyum siilfat ¢okeltmesi, ardindan iyon
yiklemesi (DE-32) ve jel filtrasyon (Sephadex) kromatografisi kullanilarak kismen
saflagtirilmistir. Elde edilen sonuglar, ham 6ziitten elde edilen iniilinazin optimum pH
degerinin 4.0 ve 4.8 araliginda ve sicakliginin 45°C oldugunu gdstermistir. Enzim 53.63%
verim ile 34.65 kat saflastirilmistir. Sonu¢ olarak da, A. niveus 4128 URM
mikroorganizmasinin gida endiistrisinde iniilinaz {retiminde kullanilabilir oldugu
saptanmistir (Souza-Motta vd. 2005).

Streptomyces sp. GNDU 1, pH 7.5, sicaklik 46°C ve %1 iniilin varliginda 24 saat
fermentasyon sonucunda yiiksek seviyelerde hiicre dis1 iniilinaz (0.552 IU/mL)
tiretmistir. Enzim aktivitesi i¢in optimum sicaklik ve pH sirasiyla 60°C ve 5.5 olarak tespit
edilmistir. Maya ekstraktinin iniilinaz {iretimi i¢in en uygun azot kaynagi oldugu
bulunmusken, amonyum iyonunun enzimatik iiretim i¢in énemsiz oldugu saptanmistir.
Bu caligsma ile de iniilinaz tliretiminde Streptomyces sp. GNDU 1’in potansiyel bir aday
oldugu sonucuna vartlmistir (Gill vd. 2003).

Deniz yiizeyinden izole edilen deniz mayasi susunun ortamda fazla iniilinaz
salgiladig: fark edilince gerekli arastirmalar neticesinde bu maya Pichia guilliermondii
susu olarak tanimlanmistir. Fermentasyon kosullariin; pH: 8, 28 °C sicaklik, 170 rpm
calkalama hiz1 oldugu ve besiyeri formiilasyonunda %4 (w/v) iniilin, %0,5 (w/v) maya
oOziitli ile birlikte 48 saat siiren fermentasyon sonucunda 60 U/mL’den fazla iniilinaza
ulagilmistir (Gong vd. 2007).
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Karbon kaynag1 olarak sakkaroz kullanilan ve Kluyveromyces marxianus ATCC
16045 susu tarafindan gerceklestirilen ¢alismada; havalandirma (0.5-2 vvm), ¢alkalama
(50-550 rpm) ve tiirbin garklarin (disk tiirbin, egimli bigak) farkli kombinasyonlarda
karistirlldigr reaktorde bu parametrelerin  enzim {iretimine etkisi arastirilmistir.
Havalandirma orani enzim {iiretiminde daha az 6nemli goriiliirken, karigtirma hizinda ki
artis hiicre 6liimlerine sebep oldugundan dolay1 enzim aktivitesini diiglirmiistiir. Pervane
tipinin de aktiviteye etkisinin 6nemi bu ¢alismada vurgulanmistir. 450 rpm ¢alkalamada
disk pervanesi ve 1.0 vvm havalandirma sonucu 121 UI/mL iniilinaz elde edilirken ayni
calisma kosullarinda pervane tipi egimli bigak olarak degistirildiginde 176 Ul/mL aktivite
elde edilmistir (Silva-Santisteban ve Filho 2005).

Deniz mayasi Pichia guilliermondii’den iniilinaz iiretici hiicreleri ayirmak igin
UV 15181 ve LICI kullamlmis ve mutant M-30 susu elde edilmistir. Fermentasyon
kosullarinin optimizasyonu i¢cin RSM metodu kullanilmis ve sivi fermentasyon ortaminda
M-30 susu ile iniilinaz enzimi iiretimi gerceklestirilmistir. Maksimum iniilinaz {iretimi
i¢in; 20 g/L iniilin, 5.0 g/L maya 6ziitii ve 20 g/L NaCl bulunan besiyeri ortami, pH 6.5
ve 28°C sicaklik kosullarinda fermentasyona birakilmistir. Mutant M-30 susunin
optimize edilmis kosullarda siv1 kiiltiiriinde maksimum iniilinaz aktivitesi 127.7 U/mL
olarak kaydedilmistir (Yu vd. 2009).

2.8. Aspergillus niger

A. niger, biyoteknoloji alaninda kullanilan en 6nemli mikroorganizmalardan
biridir ve son yillarda arastirma ve endiistriyel kullanimi konusu olmustur. Zaten ¢ok uzun
yillardir hiicre dis1 enzimler sitrik asit tiretmek (1919) i¢in kullanilmaktadir. Bununla
birlikte, 1960'lardan beri, A. niger, meyve isleme, firinlama ve nisasta ve gida
endiistrisinde 1iyi bilinen ¢esitli enzimlerin kaynagi haline geldi. Son yillarda yapilan
yogun arastirmalar bir dizi yeni siire¢ ve tiriinle sonuglandi. Sitrik asit ve birgok A. niger
enzimi U.S. FDA (Birlesik Devletler Gida ve lilag Idaresi) tarafindan GRAS (The
Generally Recognized as Safe, Genel Olarak Giivenli Kabul Edilir) olarak kabul edilir.
Glukonik ve fumarik asitler A. niger ile iretilmistir ancak ekonomik 6neme sahip
degildirler. Ayrica, A.niger, biyotransformasyonlar ve atik isleme i¢in kullanilmaktadir
(Vijayaraghavan vd. 2009). Ayrica, bu mikroorganizma son yirmi yildir
biyotransformasyon ve atik isleme alaninda ki calismalarda da 6nem arz etmektedir.
FAO/WHO (Food and Agriculture Organization, Gida ve Tarim Orgiitii/ World Healthy
Organization, Diinya Saglik Orgiitii) defelarca gdzden gegirmis ve A. niger’in kendisi ve
ondan {iretilen enzim preparatlarinin giinliik kullanima uygun oldugu kabul edilmistir
(Schuster vd. 2002b). Eski isimlerle onceden tarihlendirilmis olan A. niger ismi,
ekonomik ve bilgi edinme nedenlerinden 6tiirli korunmustur ve taksonomik gortis birligi
vardir. A. niger’e, diger ipliksi mantarlar gibi, spor tozu olusumunu 6nlemek i¢in dikkatle
muamele edilmelidir. Bununla birlikte, diger filamentli mantarlarla karsilastirildiginda,
alerji veya mikopatoloji ile ilgili 6zel bir sorun ortaya ¢ikmamaktadir. Bu kisitlamalarla,
A. niger'in giivenli bir liretim organizmasi oldugu sonucuna varilmistir. Bir¢ok siyah
Aspergillis tiirii diinyanin dort bir yanindan izole edilmistir. A. niger, organik madde
tizerinde aerobik olarak biiyliyen filamentli bir mantardir. Dogada, toprakta ve ¢opte,
kompostta ve ¢iliriiyen bitki materyalinde bulunur. A. niger, 6-47°C genis sicaklik
araliginda, 35-37°C'de nispeten yiiksek bir sicaklik optimumu ile biiyliyebilir. Biiylime
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igin su aktivite limiti 0.88’dir bu da diger Aspergillus tiirlerine kiyasla nispeten yiiksektir.
A. niger, son derece genis bir pH araliginda biiyiiyebilir (Vijayaraghavan vd. 2009). A.
niger’in toksik etkisinin olmadigi ve gida endiistrisinde kullanilabilecegi yapilan
aragtirmalar sonunda ortaya ¢ikmistir (Atlthan 2011).

2.7.2. A. niger’in endiistriyel kullanimi

A. niger, 1919°da sitrik asit fermentasyonu ile ilk kez tiretildikten sonra, endiistriyel
olarak kullanilan bir organizma haline gelmistir. Sitrik asit, ¢esitli sektorlerde yaygin
olarak kullanilmaktadir ve satis hacmiyle, glukonik asit gibi diger metabolitleri
asmaktadir (Roukas 1999). Gida ve igecek endiistrilerinde sitrik asit, baslica asitlestirici
maddedir. Alkolsiiz i¢cecekler, meyve sulari, tatlilar, regel, jole, sekerleme ve sarap gibi
gidalarda kullanilir. Tlag endiistrisinde, kanda depolanan demir sitrata kars1 koruyucu bir
demir ve sitrik asit kaynagi olarak kullanilir. Kozmetik ve hijyen endiistrisinde, tampon
olarak, pH ayar1 i¢in ve anti-oksidan olarak kullanilir. Ayrica, deterjan igeriklerinde, cilt
tabaklamasinda, elektroliz gibi endiistriyel uygulamalarda ve notr veya diisik pH
araliginda tutma ajani aktivitesinin gerekli oldugu diger uygulamalar i¢in de kullanilir.
Sitrik asit neredeyse sadece A. niger ve A. wentii fermentasyonu ile iiretilir, ¢iinkii bu
organizmalar ekonomik olarak uygundur ve istenmeyen yan iiriinlerin olusumu en diisiik
seviyededir. FDA A. niger'i sitrik asit kaynagi olarak belirlemistir (Schuster vd. 2002a).

Seliilaz ve hemiseliilaz gibi birkag ilave enzim, karistirilmis tank proseslerinde siyah
Aspergillus suslar1 kullanilarak {iretilmistir. Birgok {irlinii tiretmek igin en zengin
karbonhidratlardan biri olan nisasta; glukoz, maltoz ve diisitk molekiil agirlikli dekstrin
iceren sekerlere hidrolize edilmelidir. Bir heteropolisakkarit olan pektin, ticari olarak
onemli meyve ve sebzelerin baslica bilesenidir. A. niger yardimiyla indirgeyici pektinden
tiretilen pektin esterazlari, endo- ve ekzo-poligalakturonidazlart ve pektin liyazlari iceren
cesitli enzimler; sarap ve meyve suyu iretiminde, preslenmeden 6nce meyve suyu
viskozitesini diisiirmek ve berraklagsmay1 artirmak igin kullanilirlar (Grassin ve
Fauquembergue 2009). Hamur Kkaristirilirken A. niger’den elde edilen hemiseliilazin
ortama ilavesi hem hamurun hacmini arttirir hem de hamura daha iyi kirint1 yapist verir.
ABD’de ki FDA, gida kullanimi i¢in ¢ok sayida enzimi kabul etmistir. 1960'l1 yillarin
baslarinda, FDA, A. niger'den alinan a-amilaz, seliilaz, amiloglukozidaz, katalaz, glukoz
oksidaz ve pektinazin "genel olarak kabul edilebilecegini" kabul eden bildirileri
yayinladi. Patojenik ve toksikojen olmayan suslar, mevcut iyi iiretim uygulamalarinin
tretiminde kullanilmas1 kosuluyla "giivenli" (GRAS) olarak tanimlanmaktadir. Godfrey
ve Reichelt (1982), bu enzimlere ek olarak A. niger'den -galaktosidaz ve proteaz igin
GRAS statiistinii talep etmislerdir (Godfrey ve Reichelt 1982). A. niger'den alinan
karbohidraz ve seliilaz, ayn1 zamanda, FDA tarafindan istiridye ve karides islenmesinde
yardimet olarak ikincil dogrudan gida katki maddesi olarak da onaylanmistir (Schuster
vd. 2002a). Sonug olarak, A. niger grubu, fermentasyon endiistrisinde giivenli kullanimi
uzun bir gegmise sahip Aspergillus tiirlerinden olusur. Bu tiirlerin hi¢gbir zaman insanda
herhangi bir hastaligin baslica nedeni oldugu tespit edilmemistir. Boylece, A. niger'in iyi
iiretim uygulamalari kurallarina uyulmasi kaydiyla endiistriyel kullanim i¢in giivenli bir
tiretim organizmasi oldugu sonucuna varilmistir (Vijayaraghavan vd. 2009).

20



GIRIS Merve ILGIN

2.8. Deneysel Tasarimda Kullanilan Metotlar

Deneysel tasarim, istenen sonuglar1 elde etmek icin belirli faktorlerin secildigi bir
ardisik analizler bigimidir. Bagimli faktore cesitli bagimsiz faktorlerin etkilerinin
belirlenmesinde de kullanilabilir. Biyomiihendislik ¢alismalari, bilimsel agidan ¢ok farkli
alanlar igerir ve her ¢alisma alani birgok farkli faktor tarafindan etkilenir ve yonetilir.
Onemli faktorleri kisaca analiz etmek ve optimizasyon i¢in deneysel bir tasarim se¢mek,
s6z konusu herhangi bir biyo-islemin tasarimi i¢in ¢ok etkili bir aragtir. Bu amagcla
deneysel tasarimda bazi1 dizayn metotlar1 kullanilmaktadir (Keskin Giindogdu vd. 2016).

2.8.1. Full faktoriyel dizayn

Istatistikte, her faktoriin birbiriyle farkli seviyelerde etkilesime girdigi iki veya
daha fazla faktérden olusan bir tasarimdir. Ful faktoriyel dizayn, faktorlerin yanit
degiskenleri iizerindeki etkisini ve bunun yani sira aralarindaki etkilesimi inceler. Bu
dizayn metoduyla ayni anda farkli seviyelerde bir¢cok faktoriin etkisini incelemek
pratiktir. Ortaya c¢ikan tasarim, farkli faktorlerin etkilesimlerini tanimlayabilen ¢esitli
seviyelerde farkli degiskenlerin bir birlesimidir. Tam faktoriyel tasarimda ana amag, her
terimin etkisini ve bu terimler arasindaki etkilesimi bir model kullanarak belirlemektir
(Keskin Giindogdu vd. 2016).

2.8.2. Plackett-Burman dizayn

PB tasarimlari, Plackett ve Burman tarafindan gelistirilen iki seviyeli fraksiyonel
faktoriyel tasarimlardir; bu tasarim tiirli 6nemli avantajlar1 nedeniyle, biyomiihendislik
sistemlerinde 6nemli faktorleri belirlemek igin yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bir
PB tasariminin ¢aligma sayisi, 4'lin katina ayarlanir (6rnegin, 12, 16, 20 veya 24).
Plackett-Burman istatistiksel tasarimi, biyolojik materyallerin kararli yapilari olmadigi ve
cevre tarafindan kolayca etkilenebildigi i¢in 6zellikle biyoproselerin etkin parametrelerini
belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilir (Keskin Giindogdu vd. 2016).

Plackett-Burman deneysel tasarimi, sistem hakkinda genellikle kesin bilgi mevcut
olmadig1 durumlarda deney asamasinin basinda en 6nemli faktorleri tanimlamak igin
kullanilir. 1946 yilinda istatistik¢iler Robin L. Plackett ve J. Burman tarafindan
gelistirilen aktif faktorlerin miimkiin oldugunca az deneme ile belirlenmesinde etkin bir
tarama yontemidir. Plackett-Burman tasarimu;

Tarama yapmada,

Yiiksek mertebeden etkilesimleri ihmal etmek miimkiin oldugunda,
Iki asamali ¢ok faktorlii deneylerde,

4’ten fazla faktor oldugunda,

Biiyiik ana etkileri ekonomik olarak saptamak i¢in kullanilir.

Dezavantajlar1 ise; bir faktoriin etkisinin baska bir faktore bagli olup olmadigini
dogrulamazlar ve yapabileceginiz en kiiciik tasarimi calistirirsaniz, bu etkilerin tam
olarak ne oldugunu 6grenmek igin yeterli verinin toplandigini takip etmez (Anonim
2017).
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2.8.3. Taguchi dizayn

Temel amaci, kullanict dostu bir deneysel tasarim elde etmek olan ve Japonya’da
Taguchi tarafindan, "Taguchi Yontemleri" olarak adlandirilan gesitli bilimsel alanlarda
deneysel tasarimda kullanilan bir dizayn metodudur. Bu yontem, bir tepki {izerinde birgok
faktoriin etkisi iki veya daha fazla diizeyde incelenirken deney sayisini azaltmay1
hedeflemektedir. Taguchi yontemi, faktdr tasarimi gibi tiim kombinasyonlar test etmek
yerine kombinasyon ¢iftlerini kullanir ve degiskenlerin sayisi 3 ile 50 arasinda oldugunda
etkin bir sekilde kullanilabilir. Taguchi yontemlerinde, iki, ii¢ ve ¢ok seviyeli faktor
analizinden yararlanir (Keskin Giindogdu vd. 2016).

2.8.4. Cevap yiizey metodu (CYM)

Fermentasyon kosullarinin optimizasyonu, fermentasyon sirasinda optimum
mikrobiyal biliylime ve yliksek enzim verimini elde etmek i¢in son derece onemlidir.
Geleneksel optimizasyon yontemleri, bagimsiz degiskenlerden birinin degistirilerek
digerlerinin belirli seviyelerde sabitlenmesini kapsar. Bu tekli tarama teknigi basittir,
ancak faktorler arasinda muhtemel etkilesimleri goz ardi ettigi icin genellikle
optimizasyon ¢alismalarinda basarisiz olur. Baslangicta, CYM deneysel yanitlar
modellemek tizere gelistirilmistir. Ancak daha sonra sayisal deneylerin modellemesi
yapilmistir. CYM, ¢ok degiskenli sistemler i¢in en uygun ¢alisma kosullarini belirlemede
etkili bir deneysel stratejidir. Yapilacak caligmalarin tasarimi, modellenmesi, deneysel
faktorler arasindaki iliskileri degerlendirmek ve optimum kosullar1 belirlemek igin
biyolojik iglemlerin optimizasyonunda basarili bir sekilde kullanilan ve istatistiksel
tekniklerden olusan bir koleksiyondur.

CYM’nin faydalar;

+ Cok sayida parametrenin ve bunlarin etkilesimlerinin degerlendirilmesi
icin gerekli deneysel denemelerin sayisini azaltmaktir.

+ CYM metodu, her faktoriin bireysel etkisini olgmek ve olasi
etkilesimlerini aragtirmak i¢in ayn1 anda birden fazla faktorii incelemeyi
miimkiin kilar.

+ Diger yontemlere kiyasla ¢ok daha az zahmetli ve zaman alici olabilir.

% Ortaya ¢ikan verilerin analiz edilmesinde karmagik hesaplamalara gerek
kalmamaktadir.

+ Faktorler arasinda baglanti aramak miimkiindiir ve en uygun kosullar
bulunup, yanitlar tahmin edilebilir (Dinarvand vd. 2017; Lee vd. 2006).

CYM, iirlinlin optimizasyonunda nasil kullanildigin1 ve bunun bazi uygulamalarinm
kapsar. Bu yontem bilimi, duyusal degerlendirme alani iginde yararli bir istatistik sistem
haline gelmistir. CYM’de cevap ylizeyleri grafiksel olarak temsil edilir. Cok degiskenli
denklemleri belirlemek ve ¢6zmek i¢in uygun deneysel tasarimlardan elde edilen
niceliksel verileri kullanir. (Giovanni 1983).
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2.8.4.1. Central composite dizayn (CCD)

Bir CCD, deneysel bolgenin ¢evresinde dis noktalar ve bir merkez nokta kullanan
bes seviyeli fraksiyonel faktoriyel tasarim olarak tanimlanmaktadir. Bu merkez nokta,
kuadratik polinomlara uymak i¢in donebilirlik veya ortogonallik gibi birkag 6zellige
sahip olmalidir. CCD, karsilastirilabilir sonuglar verirken daha az deney yapmasini
gerektirdigi icin tam faktoriyel, i boyutlu tasarima goére onemli bir alternatiftir. Bu
nedenle CCD, ikinci dereceden modeller i¢in en ¢ok kabul goren deneysel tasarimdir. Bu
metot ile CCD ve faktérler arasinda karsilik gelen etkilesimleri daha az deney kullanarak
daha kolay ortaya ¢ikarmak miimkiindiir. Buna ek olarak, istatistiksel yaklasimlarin
kullanilmas1 bireysel faktorlerin 6nemini ve her bir faktoriin cevaba olan etkisini ortaya
koyabilmektedir (Keskin Gilindogdu vd. 2016).

2.8.4.2. Box-Behnken dizaym (BBD)

Box ve Behnken tarafindan 1980 yilinda ortaya konan Box-Behnken deneme deseni
ise ikinci dereceden cevap yiizeylerinde model olusturmak i¢in etkili bir yontemdir.
Modelde yer alacak faktorlerin en az ii¢ diizeyli olmasi gerekir ve metot dengeli
tamamlanmamig blok denemelerinin iizerine kurulur. Box-Behnken deneme diizeninde
faktorlerden birinin degeri merkez degerde sabitlenirken diger faktorlerin tiim
diizeylerinin kombinasyonlar1 uygulanir. Ornegin 3 faktorli deneme deseni
olusturulacaksa oncelikle A faktoriiniin diizeyi sabitlenmis, B ve C faktorlerinin tiim
diizeylerinin kombinasyonlara ve daha sonra ayni islemler sirasiyla B ve C faktorlerinin
diizeyleri merkezde sabitlenerek uygulanmaktadir. Diizen matrisinin en son siitunlarinda
ise merkez nokta degerleri yer almaktadir (Kul 2004).

Bu metodun en biiyiik avantajlarindan birisi de ornek ve tekerriir sayisini
azaltmasidir. BBD, daha az zaman alici ve CCD'ye goére ekonomik bir alternatif
sunmaktadir ¢iinkili faktor seviyeleri daha azdir ve asir1 yliksek veya diisiik seviyeleri
icermez. Faktoriyel tasarimda 4 faktorli 3 parametreli bir deneme deseni
olusturuldugunda 81 deneme (tekerriirii ile birlikte 162 deneme) gerceklestirilmesi
gerekirken Box-Behnken cevap yiizey metodunda 4 faktorlii 3 parametreli bir deneme
deseni i¢in merkez noktasi 3 defa tekrarlandiginda 27 deneme (tekerriirii ile birlikte 54
deneme) yapilmasi tavsiye edilmektedir. Box-Behnken deneme deseninin kullanilmasi
ile daha az deneme ile ¢alisma gerceklestirilebildiginden hem zaman agisindan hem de
maliyet agisindan kar elde edilmektedir.

Box-Behnken deneme deseninde sonuclarin degerlendirilmesinde regresyon analizi
ve varyans analizinden yararlanilmaktadir. Ayrica sonuglarin sabit bagimli degiskenlere
kars1 grafik edilmesi sonucunda kontur plot (contour plot) grafigi elde edilir ve bu
grafikler sonuglarin degerlendirilmesini kolaylastirr (Myers vd. 2016). Sonuglarin
degerlendirilmesinde kullanilan dogruluk parametrelerinden birisi model sistemin gergek
cevaba uygun olup olmadigidir. Bu duruma uyum eksikliginden (lack of fit) kaynaklanan
hatani 6nemsiz olmadigina bakilarak karar verilmektedir. Bunun yani sira R? degeri ve
ayarlanmis R? degerleri karsilastirilmakta, degerlerin birbirine ve 1’e yakin olmasi
calismanin da modele uygunlugunun derecesini gostermektedir.
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Bu ¢alisma kapsaminda besiyerinin ilk defa iniilinaz enzim iiretiminde kullanilacak
olmast nedeniyle Plackett-Burman yontemi ile besiyeri bilesiminin belirlenmesi
gerceklestirilmistir. Sonrasinda ise CYM ile fermentasyon sartlar1 optimize edilmistir.

2.9. Ultrafiltrasyon (UF)

Fermentasyon yoluyla iiretilen iirlinlerin ayrilmasi ve saflastirilmasi ile ilgili bir¢ok
yontem kombine olarak uygulanmaktadir. Bu amagla, iiretilen iiriiniin ekstraseliilar veya
intraseliilar olmasima bagli olarak hiicre parcalama, flokiilasyon ve santrifiij gibi
yontemler ilk agamalarda kullanilmaktadir. Biyoteknolojik yollarla iiretilen enzimler,
fermentasyon ortamindan adsorpsiyon kromatografisi veya afinite kromatografisi gibi
yontemlerle ayrilmakta ve saflagtirilmaktadir. Ancak bu metotlar olduk¢a pahali ekipman
ve sarf malzeme gerektirmektedir. Ayrica bu yontemler ¢ok fazla toksik kimyasal madde
uygulanmasin1 gerektiren ara kademeler de igermektedir. Dolayisiyla bugiine kadar
bilinen enzim saflastirma yontemleri ile {irlin saflastirmak, maliyeti asir1 derecede
artirdigr icin miimkiin gorinmemektedir. Enzimlerin fermentasyon ortamindan
ayristirilmasinda ultrafiltrasyon yontemi de kullanilabilmektedir. Ultrafiltrasyon 1-200
kDa molekiil agirligindaki partikiillerin gecisine izin veren, gdzenek boyutu 10-2-10-1
pum arasinda olan ve 1-10 bar uygulama basincina sahip bir membran ayirma yontemidir
(Baker 2004; Rosenberg 1995). Meyve suyu berraklastiriimasinda da kullanilan
ultrafiltrasyon membranlari, kullanilan ayirma sinirina goére mikroorganizmalar,
proteinler ve enzimleri de tutabilmektedir. Fermentasyon ortamindan alinan enzim igeren
stvilarin ultrafiltrasyonla kismi saflastirilmasi yapilabilmektedir. Bu sekilde iiretilen
enzimler yiiksek saflikta olmayip “y18in enzim” olarak adlandirilmaktadir.

Iniilinaz enziminin saflastirilmasinda yiiksek maliyetli bir yontem olan afinite
kromatografisi ve iyon degistirme tekniklerinin kullanilmasi iilkemiz diginda yapilmis
caligmalar sonucunda patent altina alinmistir. Bu teknikler son derece pahali yontemleri
kapsadig1r icin, diinya piyasasinda iniilinaz enzim preparatlar1 ¢ok yiliksek fiyatla
satilmaktadir. Ornegin; {iretildigi karbon kaynagi itibariyle fermentasyonda kullanilan saf
sekerler veya dogal kaynaklarin kilogram fiyati 4-5 TL olurken bunlardan iiretilen
iniilinaz enziminin 250 miligram’1 600 Euro olarak fiyatlandirilmaktadir.

Bu galismada kegiboynuzu ekstraktinin iniilinaz enzimi tiretiminde substrat olarak
kullanim potansiyeli incelenmistir. Bu amagla; kec¢iboynuzu ekstraktinin A.niger
mikroorganizmasi tarafindan daha iyi kullanilmasini saglamak i¢in baslangic seker igerigi
ve besiyeri bilesimi Plackett-Burman dizayni ile belirlenmistir. Besiyeri bilesimi optimize
edildikten sonra A.niger’den iniilinaz iretiminin fermentasyon sartlar1 Cevap Yiizey
Metodu (CYM) ile optimize edilmistir. Elde edilen enzimi igeren besiyeri 3 farkli (10,
30, 50 kDa) ayirma sinirma sahip UF ile kismi olarak saflagtirilmistir. Tim fermentasyon
ve UF denemeleri sonucunda elde edilen verilerle kinetik parametreler ve saflastirma
katsayilar1 belirlenerek iniilinaz i¢in en uygun {iretim sartlari ortaya koyulmustur.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Keciboynuzu meyvesi

Proje kapsaminda kullanilacak kirilmis ve ¢ekirdegi ¢ikarilmis kegiboynuzu meyvesi
(Sekil 3.1), Antalya’da kegiboynuzu meyvesini ve islenmis triinlerini ihrag eden
Yenigiin Gida Sanayi ve Ticaret A.S.’den saglanmistir. Bu amacla tedarik edilen
keciboynuzu meyvesi analiz anina kadar +4°C’lik soguk depolarda saklanmustir.

Sekil 3.1. Pargalanmig ke¢iboynuzu meyvesi.

3.1.2. Fermentasyon icin gerekli ekstraktin eldesi

Keciboynuzu meyvesinden iniilinaz enzimi iiretiminde, fermentasyonlarda
kullanilacak ekstraktin {iretimi i¢in 5-7 mm kalinligindaki kec¢iboynuzu pargalart 1:4
meyve:su oraninda 80°C’de 2 saat siire ekstraksiyona birakilmistir (Turhan vd. 2010).
Elde edilen ekstrakt kaba filtrasyon yoluyla kati partikiillerinden arindirilmstir.
Ekstraktin toplam seker konsantrasyonu deiyonize su ile seyreltilerek 50 g/L’ye
ayarlanmigtir. Tiim fermentasyon denemelerindeki ekstraktlar taze olarak hazirlanmig
ve bekletilmeden sterilize edilerek kullanilmistir.

3.1.3. Fermentasyonda kullanilan mikroorganizma

Bu ¢alismada iniilinaz enziminin {iretiminde Aspergillus niger A42 (ATCC
204447) kifi  kullamlmistir.  Bu  mikroorganizma Amerikan Tip Kiiltiir
Koleksiyonun’dan (ATCC) satin alinmistir.

Kiiltiirler, malt ekstrakt agar (48g/L) lizerinde 4 giin boyunca 30°C’de gelisime
birakilmistir. Inkiibasyondan sonra kiiltiirler +4°C’de depolanmis ve canliligin
korunabilmesi i¢in iki haftada bir (15 giin) yenilenmistir. Uzun siireli muhafaza i¢in
stok kiiltiirler, %20°lik gliserol igerisinde -80°C’de muhataza edilmistir.
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Fermentasyondan hemen oOnce gelisimi tamamlanmis olan petrilerden
inokiilasyona hazir soliisyon hazirlanmistir. Bunun i¢in %0.001°lik 100 mL Tween-80
¢oOzeltisi hazirlanmis ve otoklavlanmistir. Sonrasinda steril sartlar altinda 10 mL (x2)
Tween-80 ¢ozeltisi petri tizerine dokiiliip gezdirildikten sonra sise igine geri alinmistir.
Tiim fermentasyonlara inokiilasyonlar bu sekilde hazirlanan soliisyondan yapilmistir
(Ongen-Baysal ve Sukan 1996).

Not: Her fermentasyon Oncesinde mikroorganizmaya yenileme islemi
gergeklestirilmistir.

Sekil 3.2. Aspergillus niger A42 kiifiiniin petride gelistirilmis olan goriintiisii.
3.2. Metot
3.2.1. Iniilinaz enzimi iiretimi icin uygulanan deneme deseni

e A.niger’den iniilinaz enzimin {iretimine yonelik baslangi¢ seker iceriginin ve
besiyeri kompozisyonunun PBD ile optimizasyonu.

e Aniger’den iniilinazinin tretim kosullarmin (karigtirma hizi (100-175-250
rpm), inokiilasyon orani (%1-%2-%3 v/v) ve besiyeri hacmi (50-100-150
mL/250 mL), oksijen transferi agisindan 6nemli) CYM ile optimize edilmesi.

e CYM sonuglarina gore belirlenen optimum kosullarda dogrulama
denemelerinin gergeklestirilmesi.

e Dogrulama denemeleri sonucunda iniilinaz enzimini igeren fermentasyon
ortaminin 3 farkli (10, 30, 50 kDA) ayirma sinirina sahip UF membrani ile
kismi olarak saflagtirilmasi.

e Tim fermentasyonlar ve ultrafiltrasyon denemeleri sonucunda elde edilen
verilerle kinetik parametrelerin ve saflagtirma katsayilarinin belirlenmesi.
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3.2.2. Baslangi¢ seker icerigi ve besiyeri bilesiminin optimizasyonu

Bu calismada oOncelikle baslangic seker iceriginin belirlenmesinin ardindan
PBD ile optimum besiyeri formiilasyonu belirlenmistir. PBD’de kullanilan degisken
parametrelerin seviyeleri igin litaratiir galismalarindan alinan minumum ve maksimum
deger araliklar1 Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. PBD’de kullanilan diisiik ve yiiksek seviyedeki degiskenlerin kodlar1 ve
konsantrasyonlari.

g;os)iyeri Bilesimi Kod se]:/iii;;il((_) Yiikse(li)seviye Referans
(NH2)2HPO, A 0.1 06 (Onge%@)’s""' vd.
MgS04.7H20 B 0.01 0.1 (Ongerib%?)/sal vd.
KHzPO4 C 0.01 0.2 (Ongerig%sm vd.
NH:NOs D 0.1 05 (Ongen Saysal v
Maya ekstrakti E 0.1 1 (Ongeli-gl?éi))/sal vd.
Pepton F 0.1 1 (Ding‘(;‘{gg‘; vd.
ZnS04 7H,0 G 0.014 0.072 (Ding‘é‘l’gg‘)’ vd.
g]gil;)oynuzu eks. H 1 5 ]

PBD ile fermentasyon besiyerinin optimizasyonunda kullanilan fermentasyon
kosullar (sicaklik, ¢alkalama hizi, pH, besiyeri hacmi ve inokiilasyon orani) Cizelge
3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. PBD ile fermentasyon ortaminin optimizasyonunda kullanilan
fermentasyon kosullari.

Sicaklik 30°C (Ongen-Baysal vd. 1994)
Calkalama hiz1 200 rpm (Ongen-Baysal vd. 1994)
pH 5 (Ongen-Baysal vd. 1994)
Medya hacmi 100 mL (Ongen-Baysal vd. 1994)
Inokiilasyon oran1 | %2 (Ongen-Baysal vd. 1994)

Fermentasyon ortaminda kullanilan diisiik ve yiliksek seviyedeki bilesiklerin
konsantrasyonuna gére PBD tarafindan olusturulan besiyeri kompozisyonlar Cizelge
3.3’te gosterilmistir

27



8¢

Cizelge 3.3. Placket-Burman tasariminda kullanilan degisken parametreler.

Deneme Numaras1 | A (g/L) B (g/L) C (g/L) D (g/L) E (g/L) F (g/L) G (g/L) H (°Bx)
1 0.1 0.1 0.01 0.1 0.1 1 0.072 5
2 0.6 0.01 0.2 0.1 0.1 0.1 0.072 5
3 0.6 0.1 0.01 0.5 0.1 0.1 0.014 1
4 0.1 0.1 0.2 0.1 1 0.1 0.014 5
5 0.6 0.01 0.2 0.5 0.1 1 0.014 5
6 0.6 0.1 0.01 0.5 1 0.1 0.072 5
7 0.6 0.1 0.2 0.1 1 1 0.014 1
8 0.1 0.1 0.2 0.5 0.1 1 0.072 1
9 0.1 0.01 0.2 0.5 1 0.1 0.072 1
10 0.1 0.01 0.01 0.5 1 1 0.014 5
11 0.6 0.01 0.01 0.1 1 1 0.072 1
12 0.1 0.01 0.01 0.1 0.1 0.1 0.014 1

1O013N A TVAHILVIN

NIOTI 3AIBIN
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3.2.3. Cevap yiizey metodu (CYM)

Keciboynuzu meyvesi ekstraktindan iniilinaz enzimini iiretmek i¢in, liretim
kosullarinin optimizasyonunda CYM istatistiksel metodundan yararlanilmistir. Minitab
Istatistiksel Yazilimi1 (Version 13.3; Minitab Inc., State College, PA, USA) kullanilarak
CYM i¢in segilen parametreler; ¢alkalama (100, 175, 250 rpm), inokiilasyon oran1 (%1,
2, 3) ve havalandirma (50, 100, 150 ml) olarak belirlenmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. CYM metodu ile belirlenen fermentasyon kosullar istatistik denemeleri.

Deneme Calkalama Hiz1 | Inokiilasyon Oram Medya Hacmi
Numarasi (rpm) (%) (ekstrakt/250 mL)
1 250 3 100
2 175 1 50
3 100 2 50
4 175 2 100
5 175 2 100
6 175 3 50
7 100 3 100
8 175 3 150
9 250 2 150
10 250 1 100
11 100 2 150
12 175 1 150
13 250 2 50
14 175 2 100
15 100 1 100

3.2.4. Iniilinaz fermentasyonu

PBD’den elde edilen sonuglara gore °Bx degeri ayarlanmis olan keciboynuzu
ekstrakt1 250 ml’lik erlenlere istatistik programinin 6nerdigi deneme parametrelerine gore
(50-100-150 ml ekstrakt/erlen hacmi) aktarilip besiyerlerinin baslangic pH degerleri 4 N
HCI ve 4 N NaOH ile 5’e ayarlanmistir. Besiyeri optimizasyonunda belirlenen icerige
uygun olarak besiyeri hazirlanmistir. Ardindan 121.1°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.
CYM’nin 6nerdigi kosullara gore inokiilasyon (%1-2-3) yapildiktan sonra yine CYM nin
onerdigi kosullara goére karigtirma hizt  (100-175-250 rpm) ayarlanmis olup
fermentasyonlar baslatilmistir. Fermentasyonlar 15 giin siiresince devam etmis olup her
24 saatte bir aseptik kosullar altinda erlenlerden 1 mL 6rnek alinip analiz ania kadar
+4°C’de saklanmistir.

29



MATERYAL VE METOT Merve ILGIN

Sekil 3.3. Iniilinaz fermentasyonlarina ait baz1 denemelerin ¢alkalamali inkiibator
goriintiileri.

3.2.5. Toplam seker analizi

Alinan tim fermentasyon Orneklerinin seker analizi, 3.5-dinitrosalisilik asit
(DNSA) metoduna gore yapilmistir (Miller 1959). DNSA metodu ile seker analizinde
kullanilan DNSA ¢ozeltisi; 10 g/ NaOH, 10 g/L 3.5-dinitrosalisilik asit ve 0.5 g/L
sodyum siilfitin 6nce saf suda ¢Oziindiiriiliip ardindan 1 L’ye tamamlanmasiyla
hazirlanmistir. Ayrica potasyum sodyum tartarat ¢ozeltisi (KNaCsHsOg 4H20) de litreye
400 g KNaC4H4064H:0 tartilip saf suda ¢oziindiiriildiikten sonra ve tizeri 1 L’ye
tamamlanmustir.

Toplam seker analizinde 2 tekerriirli olarak calisilmis ve 50 pL 6rnek {izerine
1.95 mL saf su eklenip ardindan 40 pL 12 M HCI asit ile karistirildiktan sonra 90°C’lik
su banyosunda 10 dk bekletilerek 6rnegin hidrolize edilmesi saglanmistir. Hidroliz islemi
icin tiiplerin dogru sicaklikta oldugundan emin olunmustur. Bu amagcla iginde saf su
bulunan bir tiip ve termometre kontrol amagli kullanilmis ve termometre sicakligi
90°C’ye geldiginde siire baslatilmistir. Daha sonra hidrolizatlar iizerine 100 uLL 5 N KOH
ilave edilip karistirilmistir. Her bir tlipiin igerisinden 640 pL sivi, pipet yardimiyla geri
cekilip atilmis ve kalan her bir karisima 1.5 mL DNSA ¢d6zeltisi eklenmis, ayn1 anda da
1.5 mL saf su iizerine 1,5 mL DNSA eklenerek korler de hazirlanmistir. 90°C’lik su
banyosunda tekrar 10 dk bekletilen soliisyonlara renk stabilizasyonunu saglamasi i¢in 500
uL %40’lik potasyum sodyum tartarat eklendikten sonra soliisyonlar sogutulmus ve 575
nm dalga boyunda spektrofotometrede (ThermoScientific Evolution, Sangay, Cin)
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okutularak standart glukoz ¢ozeltisi ile hazirlanmis kurveden (EK-1) 6rneklerin seker
miktar1 hesaplanmistir.

3.2.6. Iniilinaz ve invertaz-tip aktivite analizi

Fermentasyon ortamindan alinan orneklerde iniilinaz ve invertaz-tip aktivite
degerleri belirlenmistir. Bu amagla, enzim aktivite degerlerinin belirlenmesinde DNSA
metodu kullanilmistir (Miller 1959). Enzim analizini ger¢eklestirmek i¢in substrat olarak
0.1 M Na-asetat tamponunda (pH 4,8) %2’lik (w/v) iniilin ve Sakkaroz ¢ozeltisi
hazirlanmistir. 900 pL substrat ¢ozeltisi, 0.1 M Na-asetat tamponu (pH 4.8) ile
seyreltilmis (10-2000 kat) enzim soliisyonunun 100 pL’si ile test tiipiinde karistirilmistir.
Su banyosunda 60°C’de 10 dk inkiibasyondan (1. inkiibasyon) sonra 1.5 mL DNS
cozeltisi test tiiplerine eklenmistir. Bununla beraber kontrol ornegi ile kor (blank)
hazirlanmistir. Kontrol Ornegi, sirasiyla test tiipiiniin igerisine once 100 pL enzim
sollisyonu, sonra 1.5 mL DNSA ¢ozeltisi, daha sonra da 900 pL substrat (iniilin veya
sukroz ¢ozeltisi) eklenerek hazirlanmistir. Kor (blank) ise test tiipiiniin i¢erisine 100 puL
deiyonize su, 900 uL substrat ve 1.5 mL DNSA ¢ozeltisi eklenerek hazirlanmistir.
Kontrol 6rnegi ile kor (blank), 1. inkiibasyona dahil edilmemistir. Kontrol 6rneginin
hazirlanmasinin nedeni, enzim tarafindan salinmayan veya Ornekten gelen indirgen
sekerlerin absorbans degerini 6lgmektir (Abskontror). Kontrol 6rnegi ile birlikte kor (blank)
ve enzimatik reaksiyonun gergeklestigi tiipler hemen 100°C’de 10 dk inkiibasyona (2.
inkiibasyon) birakilmistir. 2. inkiibasyonun nedeni, enzimatik reaksiyonu durdurmak ve
enzim tarafindan salinan indirgen sekerlerin konsantrasyonuna bagli olarak renk
degisimini saglamaktir. Elde edilen ornekler, kore karst 540 nm dalga boyunda
spektrofotmetrede Olgiilerek renk degisimine bagli olarak hem kontrol Ornegi igin
(AbSkontrol) hem de enzimatik reaksiyonun gergeklestigi 6rnekler igin (Abssmek) absorbans
degerleri elde edilmistir. Enzimatik reaksiyonun gerceklestigi test tliplerinde hem
ornekten gelen hem de enzimatik reaksiyonun sonucunda olusan indirgen sekerler
bulunmaktadir. Dolayisiyla, kontrol 6rneginin kullanilmasiyla dlgiilen absorbans degeri
(Abskontror) daha sonra enzimatik reaksiyonun gerceklestirildigi test tiiplerinden elde
edilen absorbans degerinden (Abssmek) ¢ikartilmistir [Abssmek — AbScontrol]. Boylece enzim
tarafindan salinan indirgen sekerlerin absorbans degeri hesaplanmistir. Bu deger [ Abssmek
— AbSkontrol], fruktoz —standart kurvesinden yararlanilarak enzim aktivitesinin
belirlenmesinde kullanilmistir.

Enzim analizinde kullanmak i¢in hazirlanan fruktoz standart kurvesi EK-2’de
verilmis olup olusturulan denklem 3.1 bagintisinda ki gibidir.

y = 3.8983 X [AbSsrnerx — AbSkontror] — 0.0156 (3.1)

Burada,
y = fruktoz konsantrasyonu (umol/mL)

[AbSsmek — AbSkontrol] = kontrol 6rnegi ile enzimatik reaksiyonun gergeklestigi ornegin
540 nm dalga boyunda 6l¢iilen absorbans degerleri arasindaki fark.
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Iniilinaz ve invertaz-tip aktivitenin U/mL cinsinden hesaplanmas1 asagida verilen
3.2 bagintisiyla gergeklestirilmistir.

y X Rv X Df (32)

Enzim aktivitesi (U/mL) = .

Burada,

y = fruktoz konsantrasyonu (umol/mL)
__ Test tiplniin toplam hacmi (mlL)

Y " Enzim soliisyonunun hacmi (mL)
Df = diliisyon faktorii veya seyreltme Kkatsayisi

t = reaksiyon siiresi (dk)

Iniilinaz ve invertaz-tip aktivitenin U/mg cinsinden hesaplanmasi asagida verilen
3.3 bagintisiyla gergeklestirilmistir.

Enzim aktivitesi (U/mlL)
Protein miktarit (mg/mlL)

Enzim aktivitesi (U/mg) = (3.3)

Iniilinaz aktivite (U/mL) degerinin invertaz-tip aktivite (U/mL) degerine
boliinmesiyle I/S oranlar1 her fermentasyon i¢in ayr1 hesaplanmuistir.

3.2.7. Protein analizi

Fermentasyon sonunda maksimum iniilinaz aktivitesine sahip drneklerde ve UF
ile kismi saflagtirma sonunda elde edilen 6rneklerde toplam protein analizi yapilmistir.
Bu amagcla Thermo Scientific Coomassie (Bradford) kiti kullanilmistir. Oncelikle 30 pL
ornek test tiipline alinip tlizerine 1.5 mL Protein Assay kit ilavesi yapilmistir sonra
karistirilmis ve oda sicakliginda (25°C) 10 dk bekletilmistir. Siire tamamlandiktan sonra
ornekler 595 nm’de okutulmustur (Bradford 1976). Kor olarak igerisinde protein
bulunmayan deiyonize su kullanilmigtir. Analiz, 2 tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir.

Standart kurvenin ¢izdirilmesi i¢in albiimin standart ampiilleri (2 mg/mL)
kullanilmistir. Bu amacla Cizelge 3.5’de ki oranlar kullanilmistir.

Cizelge 3.5. Protein standart kurvesini olusturmak i¢in albiimin ampiillerinden hazirlanan
standartlar.

Konsantrasyon Seyreltme orani

2 mg/mL 30 pL standart

1.5 mg/mL 22.5 uL standart + 7.5 uL saf su
1 mg/mL 15 uL standart + 15 pL saf su
0.5 mg/mL 7.5 uL standart + 22.5 uL saf su
0 mg/mL 30 pL saf su

595 nm’de okutulan standartlarin kurvesi denklem yardimiyla c¢izdirilmis ve
orneklerin toplam protein miktar1 pg/mL olarak hesaplanmistir. Spesifik aktivite
degerleri (U/mg) protein analizi sonucunda belirlenmistir. Standart kurve, her
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fermentasyon sonrasi protein analizi 6ncesinde yeniden olusturulmus ve her seferinde
yeni protein formiilii kullanilmistir.

3.2.8. UF (Kismi konsantrasyon)

Tiim denemelerin tamamlandiktan ve optimum iiretim sartlarinin belirlendikten
sonra daha yiliksek aktivitede enzim elde etmek amaciyla kismi saflagtirma
(konsantrasyon) islemleri i¢in UF denemeleri gerceklestirilmistir. Bu amagla 10 kDa, 30
kDa ve 50 kDa ayirma sinirina sahip olan ultrafiltre kartuslar1 kullanilmistir. Optimum
sartlarda tiretilmis olan son iirlinden kismi konsantre {iriinlerin elde edilmesi amaciyla
Sekil 3.4’de goriilen laboratuvar tipi Sartocon Slice 200 model (Sartorius Stedim Biotech,
Goettingen, Germany) cihazi kullanilmistir.

Sekil 3.4. Optimum kosullarda {iretilen iniilinaz igeren fermente soliisyonda kismi
saflastirma diizenegi.

Buradaki temel amag¢ UF islemi sonucunda permeat ve retentatta
gerceklestirilecek enzim aktivitesi ve toplam protein analizleri sonucunda safsizliklart
minimize ederek spesifik enzim aktivitesi degerlerinin hesaplanmasidir. Ayn1 zamanda
elde edilen veriler 15181nda kismi saflagtirmaya ait katsayi belirlenerek UF isleminin
iniilinaz enzimi i¢in kismi konsantrasyon islemlerinde kullanilabilirligi de belirlenmistir.
Bu amagla ii¢ farkli ayirma sinirina sahip UF membranlar1 kullanilmistir. 50 kDa'luk ilk
UF isleminden sonra permeat diger filtrelerden ge¢irilmistir. UF membranlarindan enzim
iceren s1v1 preperat gecirilmeden dnce membranlarda stok soliisyonun uzaklastirilmasi ve
UF isleminden 6nce membran yiizeyinin 1slatilmasi i¢in 2000 mL saf su ¢alisma basinct
(2 bar) degerlerinde sistemden gegirilmistir. 1500 mL su gegirildikten sonra UF 6ncesi
UF membranlarindan dakikada gecebilen permeat (saf su) miktar1 UF oncesi akis hacmi
(mL/dk) olarak kayit edilmistir. Bu deger ultrafiltrasyonda kullanilan membranlarin
filtrasyon sonrasi temizleme islemlerinden sonra etkin bir sekilde temizlenip
temizlenemediginin kontrol edilmesinde kullanilmistir. Akis hacmi alindiktan sonra
kalan saf su da UF membranindan gegirilmistir. Bu sekilde membran muhafazasinda
kullanilmis, olan etil alkol tamamen uzaklastirilmis ve UF membalar1 ultrafiltrasyona
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hazir hale getirilmistir. 200 ml baslangi¢ hacminde enzim igeren preperat kullanilmis ve
ultrafiltrasyona 180 ml permeat ve 20 ml retentat kalincaya kadar devam edilmistir.
Boylece hacmen %90 permeat ve %10 retentat oranlarinda bir UF gerceklestirilmistir.
Tiim bu islemler 3 tekerriirlii olarak gergeklestirilmis olup her permeat ve retentat icin
enzim ve toplam protein analizleri ger¢eklestirilerek permeatlar ve retentatlar igin toplam
spesifik aktivite belirlendikten sonra saflastirma katsayilar1 denklem 3.4’¢ gore
hesaplanarak UF igleminin kismi konsantrasyon i¢in kullanilabilirligi degerlendirilmistir.

Iniilinaz ve invertaz-tip aktivite i¢in saflastirma katsayis1 hesabu:

A
Saflastirma katsayisi = B (3.4)

Burada,

A: UF oncesi iniilinaz (U/mg) veya invertaz-tip (U/mg) aktivitesi
B: UF sonrasti iniilinaz (U/mg) veya invertaz-tip (U/mg) aktivitesi

UF prosesi tamamlandiktan sonra Oncelikle sistemden 1000 mL deiyonize su
gecirilmistir, daha sonra da 50°C’ye 1sitilmis 1 N NaOH ¢6zeltisi kapali sistemden 1 saat
boyunca sirkiilasyonu saglanmistir. 1 saatin sonunda bazik ¢ozelti permeat vanasi
acilarak sistemden uzaklastirilmistir. Ardindan bazik ¢ozeltiyi tamamen uzaklastirmak
icin sistemden 1000 mL deiyonize su gecirilmistir. En sonra da sistemden 500 mL
%?20’lik etanol:su karisimi gegirilerek ultrafiltre membranin tamamen temizlenmesi
saglanmigtir. Proses tamamlandiktan sonra temizlenen ultrafiltre membran %20°1ik
etanol:su karisiminda +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.9. Biyokiitle analizi

Her fermentasyon sona erdikten sonra toplam biyokiitle analizi yapilmistir. Bu
amagla 65°C’de kurutulduktan sonra darasi alinmis petrit+filtre kagidi kulanilmistir.
Analiz kapsaminda her erlen filtre kagidindan siiziildiikten sonra petri lizerinde etiivde 24
saat boyunca (65°C) kurutulmustur. Desikatorde sogutulduktan sonra sabit tartima gelene
kadar her 24 saatte bir tartim alinmistir (Oztiirk 2008) (EK-4).

3.2.10. pH

Fermentasyon tamamlandiginda ve biyokiitlesi siiziildiigiinde her bir erlenden
elde edilen fermentasyon sivilarinin pH degeri kaydedilmistir (Metler-Toledo AG,8603
Schwerzenbach, Switzerland). pH 6l¢imiinden 6nce pH metre, pH’1 4.01 ve 7.0 olan
kalibrasyon sivilari ile kalibre edilmistir (Cemeroglu 2010).

3.2.11. Kinetik parametreler
Calkalamal1 inkiibatordeki fermentasyonlardan alinan 6rneklerde seker, protein,

iniilinaz ve invertaz-tip aktivite analizleri yapildiktan sonra elde edilen veriler
dogrultusunda;
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Seker tiiketimi: A4S (g/L)= So-Smin

Enzim tiretimi: P (U/ML)= Pmax

Maksimum tiikketim hiz1 (Qs, g/L/h) = (-ds/dt)max
Maksimum iiretim hizi (Qp, U/mL/giin) = (dp/dt)max
Seker tiiketim orani (%) = ((So-Smin)/So)* 100

ANANE N NN

gibi kinetik parametreler hesaplanmistir (Shuler ve Kargi 2002).

3.2.12. istatistiksel analiz

Baslangig seker igerigi ve besiyeri bilesim optimizasyonunun istatistiksel
analizinde Minitab istatistiksel yazilimi (Minitab 17. Statistical Software, State College,
PA, USA) kullanilmistir. Fermentasyon kosullarin optimizasyonunda ise istatistiksel
analizde Design Expert istatistiksel yazilimi (Version 10.0.0; Minneapolis, MN)
kullanilmistir. Program tarafindan olusturulan modelin deneysel verileri hangi 6l¢ilide
karsiladig1r varyans analizi (ANOVA) istatistiksel dnemi kullanilarak belirlenmistir
(P=0.05). Tiim parametrelerin degerleri, iki tekerriiriin ortalamasi olarak verilmistir ve
tablolarda ki degerler ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1, Keciboynuzu Ekstraktinin Baslangic Seker Icerigi Ve Besiyeri Bilesimi
Optimizasyonu

Fermentasyonlarda kullanilacak olan keg¢iboynuzu ekstraktinin baslangi¢ seker
icerigi (briks degeri) ve besiyeri igeriginin formiilasyonu, PBD metodu ile optimize
edilmistir. PBD metodu ile belirlenen 2x12 = 24 (paralelli) fermentasyon; baslangi¢ i¢in
litaratiirde en ¢ok uygulanan sartlar dikkate alinarak belirlenmistir. Bu sartlar Cizelge
3.2’de verilmis olan, 30°C sicaklik, 200 rpm ¢alkalama hizi, pH 5, 100 mL medya hacmi
ve %2 inokiilasyon oranindan olusmaktadir. Baglangic seker icerigi ve besiyeri bilesimi
opimizasyonu i¢in ger¢eklestirilen fermentasyon denemelerinde ortamdaki seker
Aspergillus niger tarafindan kullanilmistir. Fermentasyon ortamindaki sekerin tamaminin
hemen hemen biitiin denemelerde tiikendigi tespit edilmis ve sonuglar PBD metoduna
gore belirlenen her bir fermentasyon igin ayr1 ayr1 Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. PBD istatistik yontemiyle belirlenen fermentasyonlarin analiz sonuglari.

No (ml;xl;?lﬁ?ﬁ“_ (I£;§§’tzllJz/-rtrllpL I/S Oram | Protein (mg/mL) | Iniilinaz, U/mg |Invertaz-tip, U/mg | Biyokiitle, g/L pH

1 | 315.88+33.73 16.57£1.65 |19.26+3.96 0.14+0.01 2242.31+£363.70 116.93+£5.15 16.00+0.28 |5.90+0.01
2 | 111.91+18.50 15.40+1.65 7.24+0.42 0.04+0.01 2825.50+347.49 392.08+70.89 13.50+1.27 |4.72+0.15
3 | 157.17+47.59 16.52+5.58 10.61+6.47 0.05+0.01 3128.91+172.02 301.37+20.97 4.10+0.14 |5.90+0.01
4 |1125.63+308.04 | 235.65+39.97 | 4.7340.50 0.19+0.08 5969.38+898.69 | 1278.354+326.01 14.40+1.27 |5.69+0.03
5 | 610.33+314.24 | 197.59+131.28 | 3.29+0.59 0.21+0.01 2932.84+1650.82 | 953.44+674.39 14.50+2.40 |5.83+0.08
6 | 990.77+418.13 | 320.44+150.1 | 3.13+0.17 0.25+0.02 3847.81+£1304.80 | 1241.77+482.45 14.40+0.28 |5.52+0.10
7 | 365.88485.21 | 131.32+45.83 | 2.85+0.34 0.13+0.01 2905.98+905.82 | 1047.94+445.04 8.70+2.40 |5.88+0.09
8 | 325.41£195.57 | 125.91+100.89 | 2.89+0.76 0.09+0.02 3538.04+1371.55| 1333.31+£826.30 785+1.77  6.17+0.30
9 | 245.50+£111.77 | 103.50+18.61 | 2.31+0.66 0.06+0.03 4008.78+399.97 | 1834.24+699.91 6.65+1.34 |5.89+0.30
10 | 1267.97£106.74 | 909.76+46.17 | 1.39+0.05 0.23+0.19 7630.25+560.91 | 5549.86+4210.16 | 16.50+2.55 |5.49+0.30
11| 516.74+2.04 276.05+55.34 | 1.91+0.39 0.18+0.02 2880.84+383.43 | 1518.65+109.66 6.55+1,06 |6.07+0.11
12 | 152.84+30.91 76.01+14.89 | 2.01+0.01 0.09+0.02 1746.71+126.47 869.53+68.63 3.50+0.28 |6.58+0.11

VIANSILIV.L A dVINO1Nd
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15 gin boyunca c¢alkalamali inkiibatérlerde takip edilen iki paralelli
fermentasyonlara Cizelge 4.1°de ifade edilen analizler uygulanmistir. PB ile sunulan her
bir besiyeri bilesimi formiilasyonu ve gerceklestirilen fermentasyonlar neticesinde
mikroorganizma seker tiiketimi- enzim tliretimi grafikleri agagida ayr1 ayr1 verilmistir.

Cizelge 4.2. PB 1 numarali besiyeri bilesimi.

°Bx (NH4)2HPOs | MgSO47H20 | KH2POs | NHisNOs | Maya ekstakti Pepton ZnS047H20

5 0.1 0.1 0.01 0.1 0.1 1 0.072
35 350
30 300

-

a2 250 E

> 20 200 :N’

£15 150 g

10 100 =

5 50
0 0
0 3 6 9 12 15
Zaman, giin
Seker, g/ ——Iniilinaz, U/ml

Sekil 4.1. PB 1 numarali besiyeri bilesimi seker tiiketimi-iniilinaz tiretimi grafigi.

1.numarali besiyeri bilesimine ait fermentasyonlardan, en yiiksek 315.88+33.73
U/mL iniilinaz aktivitesine ulasilmigtir. Ayni Orneklere invertaz-tip aktivite analizi
yapilmig ve aktivite degeri 16.57£1.65 U/mL olarak belirlenmistir. Protein miktari
0.14+£0.01 mg/mL olarak bulunmustur. I/S oran1 19.26+3.96 bulunurken, biyokiitle
miktar1 16.00+0.28 g/L olmustur. Fermentasyon sonunda pH degeri 5’den 5.90+0.01°e
yiikselmistir.
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Cizelge 4.3. PB 2 numaral1 besiyeri bilesimi.

Maya

°Bx (NH4)2HPO4 MgSO47H20 KH2PO4 NHsNO3 ekstakia Pepton ZnS047H20
5 0.6 0.01 0.2 0.1 0.1 0.1 0.072
40 120
30 é
= =
= 80 S
= 20 N
2 g
2 w0
10 =
o
0 0
0 3 6 9 12 15
Zaman, giin
——Seker, g/mL.  ——Iniilinaz, U/mL

Sekil 4.2. PB 2 numarali besiyeri bilesimi seker tiikketimi-intilinaz iiretimi grafigi.

2.numarali besiyeri i¢in fermentasyonda iniilinaz aktivitesi 111.91£18.50 U/mL
olarak bulunmustur. Invertaz-tip aktivitesi 15.40+1.65 U/mL olurken I/S oran1 7.24+0.42
olarak belirlenmistir. Protein miktar1 0.04+0.01 mg/mL olurken, biyokiitle miktari

13.50£1.27 g/L olarak belirlenmistir. pH degeri 5’den 4.72+0.15’¢ diismiistiir.

Cizelge 4.4. PB 3 numarali besiyeri bilesimi.

°Bx | (NHa)}2HPOs | MgSOs7H,O | KH:POs | NHiNOs emﬁgﬁl Pepton | ZnSO47H.0
1 0.6 0.1 0.01 05 0.1 0.1 0.014
8 200
-
26 150 E
o0 =)
= 4 100 gﬁ
=< =
& =
50 g
o
0 0
0 3 6 9 12 15
Zaman, giin
——Seker, g/  ——Iniilinaz, U/mL

Sekil 4.3. PB 3 numarali besiyeri bilesimi seker tiiketimi-iniilinaz tiretimi grafigi.
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3.numarali besiyerine ait denemede, iniilinaz aktivitesi 157.17+47.59 U/mL
olurken invertaz-tip aktivitesi 16.52+5.58 U/mL olarak belirlenmistir. Bu
fermentasyonda I/S oran1 10.61+6.47 olarak tespit edilmistir. Protein miktar1 0.05+0.01
mg/mL olarak bulunmustur. Biyokiitle miktari 4.10+0.14 g/L olup fermentasyon sonunda
pH degeri 5’den 5.90+0.01’e artmistir.

Cizelge 4.5. PB 4 numarali besiyeri bilesimi.

°Bx | (NHe):HPO: | MgSO47H:0 | KH:POs | NHiNOs el’:ﬂf‘;’&l Pepton | ZnSOs7H:0
5 0.1 0.1 0.2 0.1 1 0.1 0.014

40 1500

—

30 1000 £
. 5
& 20 S
i~ =
[<P] o
=< 500 ‘=
& 10 =

0 0

0 3 6 9 12 15
Zaman, giin
Seker, g/l ——Iniilinaz, U/mL

Sekil 4.4. PB 4 numarali besiyeri bilesimi seker tiiketimi-iniilinaz tiretimi grafigi.

4 numarali besiyerine ait fermentasyonda iniilinaz aktivitesi 1125.63+308.04
U/mL olarak belirlenmistir. Invertaz-tip aktivitesi 235.65+39.97 U/mL olurken I/S oran
4.7340.50 olarak bulunmustur. Protein miktar1 0.19+0.08 mg/mL olarak bulunmustur.
Biyokiitle miktar1 14.40+1.27 g/L olup son pH degeri 5°den 5.69+0.03’¢ artis

gostermistir.

Cizelge 4.6. PB 5 numarali besiyeri bilesimi.

°Bx | (NHs:HPO: | MgSOs7H,0 | KH:POs | NHiNOs emfg’&l Pepton | ZnSOs7H20
5 0.6 0.01 0.2 05 0.1 1 0.014
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40 800
30 600 E
E S
5 20 400 N
= £
10 200 2

0 0
0 3 6 9 12 15
Zaman, giin
——Seker, g/l  ——Iniilinaz, U/mL

Sekil 4.5. PB 5 numarali besiyeri bilesimi seker tiiketimi-iniilinaz tiretimi grafigi.

5.numarali besiyerine ait fermentasyonda iniilinaz aktivitesi 610.33+314.24 U/mL
olarak bulunmustur. Invertaz-tip aktivitesi 197.59+131.28 U/mL olurken I/S orani
3.29+0.59 olarak gosterilmistir. Protein miktart 0.21+0.01 olurken biyokiitle miktar
14.50+2.40 g/L olmustur. Fermentasyon sonunda pH degeri 5’den 5.83+0.08’e artmistir.

Cizelge 4.7. PB 6 numarali besiyeri bilesimi.

°Bx | (NHs):HPO: | MgSOs7TH,0 | KH:POs | NHiNOs el'lgf‘g'lftl Pepton | ZnSO47H.0
5 0.6 0.1 0.01 05 1 0.1 0.072
40 1500
-
. 900 =
St N
= 600 £
7 =
10 300 F
0 0
0 3 6 9 12 15

Zaman, giin

——Seker, g/l ——Iniilinaz, U/mL

Sekil 4.6. PB 6 numarali besiyeri bilesimi seker tiiketimi-iniilinaz tiretimi grafigi.

6.numarali  besiyerindeki  fermentasyonda iniilinaz  aktivitesi  degeri
990.77+418.13 U/mL olarak bulunmustur. invertaz-tip aktivitesi 320.44+150.51 U/mL
olurken 1I/S orani 3.13+0.17 olarak belirlenmistir. Protein miktar1 0.25+0.02 mg/mL
olarak bulunmustur. Biyokiitle miktar1 14.40+0.28 g/L olup son pH degeri 5’den
5.52+0.10’a artig gostermistir.
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Cizelge 4.8. PB 7 numaral1 besiyeri bilesimi.

°Bx | (NHs:HPO: | MgSOs7H:0 | KH2POs | NHiNOs el’:ﬂi‘;’&l Pepton | ZnSOs7H:0

1 0.6 0.1 0.2 0.1 1 1 0.014

8 500
400
300
200
2 100

0 0
0 3 6 9 12 15
Siire, giin

——Seker, g/ ——Iniilinaz, U/mL

Seker, g/L
DS
Iniilinaz, U/mL

Sekil 4.7. PB 7 numarali besiyeri bilesimi seker tiikketimi-iniilinaz iiretimi grafigi.

7.numarali besiyeri bilesiminde gerceklestirilen fermentasyonda, iniilinaz
aktivitesi 365.88+85.21 U/mL olarak bulunmustur. Orneklerin invertaz-tip aktivitesi
131.32+45.83 U/mL olarak bulunurken 1/S orani 2.85+0.34 olarak belirlenmistir. Protein
miktart 0.13+0.01 mg/mL olarak bulunmustur. Biyokiitle miktar1 8.70+2.40 g/L olup son
pH degeri 5’den 5.88+0.09’a artis gostermistir.

Cizelge 4.9. PB 8 numarali besiyeri bilesimi.

°Bx (NHa)2HPOs | MgSOs7H.0 | KHoPOs | NHaNOs el':gf‘;’lil Pepton | ZnSOs7H20
1 0.1 0.1 0.2 05 0.1 1 0.072
8 500
400 -
a° £
) 300 =
2 4 .
= 200 £
o 2 =
100 .5
0 0
0 3 6 9 12 15
Zaman, giin
——Seker, g/ ——Iniilinaz, U/mL

Sekil 4.8. PB 8 numarali besiyeri bilesimi seker tiiketimi-iniilinaz tiretimi grafigi.
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8.numarali besiyerinde gerceklestirilen fermentasyonda iniilinaz aktivitesi
244.49+81.14 U/mL olarak belirlenmistir. invertaz-tip aktivitesi 125.91+100.8 U/mL
olurken 1/S oran1 2.89+0.76 olarak belirlenmistir. Orneklerde protein miktar1 0.09+0.02
mg/mL olarak bulunmustur. Biyokiitle miktar1 7.85+1.77 g/L olup fermentasyon sonunda
pH degeri 5’den 6.17+0.30’a artig gostermistir.

Cizelge 4.10. PB 9 numaral1 besiyeri bilesimi.

°Bx | (NHe):HPO: | MgSO47H:0 | KH:POs | NHiNOs el’:ﬂf‘;’&l Pepton | ZnSOs7H:0

1 0.1 0.01 0.2 0.5 1 0.1 0.072

8 300

(op}

Seker, g/L
NS
iniilinaz, U/mL

0 3 6 9 12 15
Zaman, giin

Seker, g/l ——Iniilinaz, U/mL

Sekil 4.9. PB 9 numarali besiyeri bilesimi seker tiiketimi-iniilinaz tiretimi grafigi.

9.numarali besiyerinde, iniilinaz aktivitesi 245.50+111.77 U/mL olurken invertaz-
tip aktivitesi 103.50+18.61 U/mL’dir. Orneklerin /S oran1 2.31+0.66 olarak
belilenmistir. Protein miktar1 0.06+0.03 mg/mL olarak bulunmustur. Biyokiitle miktar1
6.65+1.34 g/L olup fermentasyon sonunda pH degeri 5’den 5.894+0.30’a artmistir.

Cizelge 4.11. PB 10 numaral1 besiyeri bilesimi.

°Bx | (NHs):HPO: | MgSOs7H:0 | KH:POs | NHiNO3 el':gf‘;’lfn Pepton | ZnSO.7H,0

5 0.1 0.01 0.01 0.5 1 1 0.014
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40 1500
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2 1000 =
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0 3 6 9 12 15

Zaman, giin

Seker, g/ ——Iniilinaz, U/mL

Sekil 4.10. PB 10 numarali besiyeri bilesimi seker tiiketimi-iniilinaz tiretimi grafigi.

10.numaral1 besiyerinde iniilinaz aktivitesi 1267.97+106.74 U/mL olarak tespit
edilmistir. Invertaz-tip aktivitesi 909.76+46.17 U/mL olurken 1/S oran1 1.39+0.05 olarak
belirlenmistir. Protein miktart 0.23+0.19 mg/mL olarak bulunmustur. Biyokiitle miktar1
16.50+2.55 g/L olup son pH degeri 5’den 5.49+0.30’a yiikselmistir.

Cizelge 4.12. PB 11 numarali besiyeri bilesimi.

°Bx (NHs):2HPOs | MgSO47H0 | KH2POs | NHaNOs el':gf‘;’lil Pepton | ZnSO.7TH,0
1 0.6 0.01 0.01 0.1 1 m 0.072
8 600
500
6 -
- 400 E
b 4 300 ~
5 S
A 200 =
F 2 =
100 2
0 0
0 3 6 9 12 15
Zaman, giin
Seker, g/ ——Iniilinaz, U/mL

Sekil 4.11. PB 11 numarali besiyeri bilesimi seker tiikketimi-iniilinaz tiretimi grafigi.

11.numarali besiyeri bilesiminde iniilinaz aktivitesi 516.74+2.04 U/mL olmustur.
Invertaz-tip aktivitesi 276.05+55.34 U/mL olurken 1/S oran 1.91+0.39 olarak
bulunmustur. Orneklerin protein miktar1 0.18+0.02 mg/mL, biyokiitle miktar1 ise
6.55+1.06 g/L olumstur. Fermentasyon orneklerinin son pH degeri 5’den 6.07+0.11°¢
artmigtir.
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Cizelge 4.13. PB 12 numaral1 besiyeri bilesimi.
°Bx | (NHs:HPOs | MgSOs7H:0 | KH:POs | NH:NOs el':gf‘;’l?tl Pepton | ZnSOs7H.0
1 0.1 0.01 0.01 0.1 0.1 0.1 0.014
8 200
1 -
= 6 . 1 150 E
Sb 4 T T 1 100 =
= T T _ N
g2 P LT 50
0 — E 0 =
0 3 6 9 12 15 -
Zaman, giin
Seker, g/L Iniilinaz, U/mL

Sekil 4.12. PB 12 numarali besiyeri bilesimi seker tiikketimi-iniilinaz tiretimi grafigi.

12 numarali besiyerinde iniilinaz aktivitesi 152.84+30.91 U/mL olurken invertaz-
tip aktivitesi 76.01+14.89 U/mL olarak belirlenmistir. Orneklerin 1/S oran1 2.01+0.01
olmustur. Protein miktar1 0.09+£0.02 mg/mL olarak bulunmustur. Biyokiitle miktari
3.50+0.28 g/L olup son pH degeri 5’den 6.58+0.11 e artmistir.

PBD metoduna gore Aspergillus niger ile gergeklestirilen fermentasyon
denemeleri siiresince elde edilen sonuglardan hesaplanan kinetik parametreler Cizelge
4.14°te verilmistir.

Cizelge 4.14. PBD fermentasyon denemeleri Kinetik parametreleri.

Maksimum Maksimum Seker Enzim Seker

No| tiiketim hiz1 iiretim hizi1 (Qp), | tiiketimi | iiretimi (P), | tiiketim
(Qs), g/L/giin g/L/giin (AS), g/L U/mL orani, %

1 5.45f 143.07° 32.89¢ 295.51" 99.3°
2 6.792 69.34' 34.44¢ 105.62 100.00?
3 0.88% 85.479 7.10' 128.11¥ 100.002
4 6.05P 183.03? 35.06" 1236.73° 98.69¢
5 5.48° 125.44¢ 32.77¢ 610.33¢ 100.00?

6 5.69¢ 172.24° 32.50f 990.77¢ 08.1¢
7 1.04' 82.51" 7.73' 337.69f 100.00?
8 0.95 65.27) 7.61X 312.30¢ 100.00?
9 1.48" 36.08' 9.33¢ 237.18' 100.00?
10 5.96¢ 91.12¢ 35.612 1257.932 99.62°
11 1.78¢ 89.38f 8.40" 503.24¢ 100.00?
12 1.04' 49.19K 7.69 149.47) 100.00?

Aym siitundaki farkli harfleri tasiyan degerler arasinda istatistiksel olarak fark Onemlidir
(P<0.05).
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Cizelge 4.14°te ki veriler 1s181nda, maksimum tiiketim hiz1 6.79 g/L/giin ile 2
numarali fermentasyon da goriilirken maksimum dretim hiz1 183.03 g/L/giin ile 4
numarali fermentasyonda goézlenmistir. 10 numarali fermentasyon maksimum iniilinaz
aktivitesi gosterirken (1257.93 U/mL) sekerin de %99.62’sini tiikketmistir. Maksimum
aktivitenin gorildiigii fermentasyonda da 5°Bx keciboynuzu ekstrakti ve %1 maya
ekstrakti oldugu dikkat ¢ekmektedir. Buradan elde edilen iniilinaz aktivitesi (U/mL)
sonuglart istatistiki degerlendirmeye alinmistir.

4.1.1. PB dizayn ile etkili parametrelerin belirlenmesi

Elde edilen analiz sonuglar1 Minitab Istatistiksel Yazilimi1 kullanilarak
degerlendirilmis, degerlendirme esnasinda da “Full Quadratic” Plackett-Burman metodu
kullanilmistir. Model de kullanilan degiskenler °Bx, (NH4)2HPOs4 MgS0O4.7H20,
KH2PO4, NH4NO3 maya ekstrakti, pepton ve ZnSO4.7H20 olarak belirlenmistir. Cizelge
4.15’te iniilinaz i¢in kullanilan besiyeri bilesimine ait istatistiksel etkiler ve katsayilar
bulunmaktadir.

Cizelge 4.15. Iniilinaz icin tahmini etkiler ve katsayilar.

Terim Etki Katsay1 SH Kkat. T P

Sabit 513.5 48.6 10.57 | 0.000*
°Bx 439.2 219.6 48.6 4.52 0.000*
(NH4)2HPO4 -117.4 -58.7 48.6 -1.21 0.246
MgS0O4.7H20 66.4 33.3 48.6 0.68 0.504
KH2PO4 -106.8 -53.4 48.6 -1.10 0.289
NHsNO3 164.0 82.0 48.6 1.69 0.112
Maya ekstrakti 477.2 238.6 48.6 4.91 0.000*
Pepton 99.1 49.5 48.6 1.02 0.324
ZnS04.7H,0 -191.6 -95.8 48.6 -1.97 0.067

SH kat.: Standart hata katsayilar1; R% 0.787,
P: Olasilik; *P<0.05

A.niger ile gerceklestirilen iniilinaz enzimi fermentasyonlarinda {iretim oranina ait
modelin R? degeri 0.787 olarak belirlenmistir. Bu sonuca gore iiretim orani igin elde
edilen model, fermentasyon sonuglarinin %78.7’sini tam olarak temsil etmektedir
(Cizelge 4.15). P (Probability; Olasilik) degeri istatistiksel anlamliligin varliginin ve
varsa da var olan farkliligin kanitinin diizeyinin belirlenmesi amaci ile kullanilan bir
degerdir (Kul 2014). Bunun yani sira PB tasarimi ve her bir terimin varyans analizi
incelenmis, A.niger ile gergeklestirilen iniilinaz enzimi fermentasyonlarinin iretim
oranlar1 i¢in sonuglarin regresyon katsayilari ve varyans analizi Cizelge 4.16’da
verilmistir.
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Cizelge 4.16. Model denklemdeki tiretim oraninin varyans analizi.

Kaynak SD Diiz. KT Diiz. KO F P
Model 8 3141703 392713 10.38 0.000*
Hata 15 665478 44365

Uyum eksikligi 3 385177 128392 3.31 0.057°
Saf hata 12 465023 38752

Toplam hata 23 3991903

SD: Serbestlik derecesi, Diiz. KT: Diizeltilmis kareler toplamu,
Diiz. KO: Diizeltilmis kareler ortalamasi, *P<0.05, * P>0.05

Cizelge 4.16 incelendiginde enzim iiretimi PB dizayn metoduna gére modelin
istatistiksel degeri onemli oldugu icin (P<0.05) varyans analizi sonucuna gdére model
onemli ve uyumludur. Ayn1 sekilde PB dizaynina gore uyum eksikligi (Lack-of-fit) degeri
de istatistiki olarak Onemsiz c¢ikmustir (P>0.05) (Arockiasamy vd. 2008).Tarama
tasarimlarinin birincil hedefi, hayati 6nem tasiyan birkac faktorii veya cevabi etkileyen
kilit degiskenleri belirlemektir. Etkilerin Normal Grafigi (Sekil 4.13), bu faktorlerin
belirlenmesine yardimci olan 6nemli grafik olarak bilinmektedir.

Standartlastirilons Etkilerin Normal Grahigi
Iniilinaz cevabi; o= 0,05
99

Etlci Tipi
® Onemsiz
95 B Onemli
a0 uf Faktir Bilesen
A “Bx
80 mA B (MH.).HPO,
70 s C Me80y TH.O
60 - D EH:PO,
n)); 50 E NHMO,
o 40 . F Wawa alestralets
30 ® G Pepton
30 s H Zn80,THO
10 o
5
1
-2 -1 ] 1 2 3 4 5 6 T
Standart Efektler

Sekil 4.13. Etkilerin Normal Grafigi (PBD).

Etkilerin normal olasilik grafiginde, ¢izgiye yakin olmayan noktalar, gézlenen
varyasyonun ¢ok fiizerinde Olgiilen degerleri Olger ve genellikle onemli etkileri
sinyallestirir. Onemli etkiler daha biiyiik ve genellikle dnemsiz etkilere kiyasla donatilmis
cizgiden daha ileri seviyededir. Onemli olmayan etkiler daha kiigiik ve sifira ortalanmus
olma egilimindedir. Sekil 4.13’de A ve F degiskenlerinin degeri Normal Score degeri 0
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noktasinin iizerinde oldugu i¢in faktorlerinin ana etkileri 0.05 diizeyinde istatistiksel
olarak onemlidir ve bunlarin enzim iretimi iizerinde pozitif etkisi vardir. Diger
degiskenlerin ise enzim aktivitesi iizerinde 6nemli etkisi yoktur. Bu noktalar, dnemsiz
etkiler agisindan farkli renk ve sekillere sahiptir.

Pareto grafigi (Sekil 4.14), en biiylik etkiden en kiigiik etkiye kadar standart
etkilerin mutlak degerlerini gosterir. Standardize edilmis etkiler, etkinin 0 oldugu bos
hipotezi test eden t-istatistikleridir. Grafik, hangi etkilerin istatistiksel olarak anlaml
oldugunu belirten bir referans ¢izgisini de gostermektedir.

Standartlastinlmis Etkilerin Pareto Grafigi
Iniilinaz cevabi; o= 0,05

213
Faktir Bilesen
F A “Bx
B (MTH.).HPOy
A C Mg80,.TH.0
D KH.PO,
H E NHLNO
F Wlawa elestralets
E [ Pepton
H Zn80, TH,O
B
D
G
C
0 1 2 3 4 5
Standart Efektler

Sekil 4.14. Etkilerin Pareto Grafigi (PBD).

Etkilerin biiytikliigiinii ve 6nemini belirlemek i¢in Pareto grafigi kullanilir. Pareto
grafiginde, referans ¢izgisini asan gubuklar istatistiksel agidan 6nemlidir. Sekil 4.14°te Ki
grafikte, A ve F faktorlerini temsil eden °Bx ve maya ekstrakti gubuklart 2.131 olarak
sistemin belirdigi referans ¢izgisinden gecerler. Bu faktorler, mevcut model kosullartyla
0.05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamlidir.

Bir veya daha fazla faktor i¢in seviye ortalamalari arasindaki farklari incelemek

i¢in ana etkiler kullanilir. Bir faktoriin farkli seviyeleri yaniti farkli bicimde etkilediginde
temel bir etki s6z konusudur (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Iniilinaz i¢in Ana Etkilerin Grafigi.

PB dizayninda cizgi yatay oldugunda (x eksenine paralel) ana etki yoktur.
Faktoriin her seviyesi, yaniti ayni sekilde etkiler ve tepki ortalamasi, tiim faktor
diizeylerinde aynidir. Cizgi yatay olmadiginda ana etki vardir. Faktoriin farkl seviyeleri,
yanit1 farkli bigcimde etkiler. Cizginin egimi ne kadar yiiksekse, ana etkinin biiytikligii o
kadar artar. Sekil 4.15’te de goriildiigii gibi en fazla egime sahip olan faktor °Bx ve maya
ekstrakti olmustur ve her ikisinin de maksimum degerlerinde aktivitenin arttig1 agikca
goriilmistiir. Cizelge 4.15’te de goriildiigii gibi besiyeri bilesimine pozitif etki yapan
bilesenler; °Bx, MgS04.7H20, NH4NO3 maya ekstrakti ve pepton iken negatif etki
yapanlar; (NHs)2HPO4, KH2PO4 ve ZnSO47H20’dur. Model {izerine negatif etki yapanlar
hi¢ degerlendirilmezken pozitif etki yapanlar arasinda da P<0.05 olan bilesenler dikkate
alinmustir.

Sonug olarak; Cizelge 4.1 incelendiginde en yiiksek iniilinaz aktivitesi degeri
1267.97+106.74 U/mL olarak 10 numarali besiyeri bilesimine sahip denemeden elde
edilmistir. Bu denemeleri 1125.63+308.04 U/mL ve 990.77+418.13 U/mL iniilinaz
aktivitesi sonuglartyla 4. ve 6. denemelerde ki fermentasyonlar izlemistir. En yiiksek
aktivite degerlerinin gozlendigi bu 3 deneme de °Bx degerinin 5, maya ekstrakti iceriginin
%1 olmas1 dikkat ¢ekmektedir. Diger 9 deneme sonucuna gore biiyiik oranda aktivite
farki olan bu 3 deneme 6nemli kabul edilmistir. Baslangi¢ seker igerigi ve optimum
besiyeri bilesimi i¢in gergeklestirilen denemelerin sonuclari PBD metoduna kaydedilmis
ve bu 8 etkenin (°Bx, (NH4)2HPOs, MgSO47H20, KH2PO4, NH4sNO3, maya ekstakti,
pepton, ZnSO47H>0) maksimum iniilinaz aktivitesine etkisi incelenmistir. PBD
istatistiksel deneysel tarama yontemi sonuglari, Aspergillus niger kullanilarak tiretilen
iniilinaz enzimi i¢in 6nemli etkenlerin °Bx (ke¢iboynuzu ekstraksiyonu konsantrasyonu)
ve maya ekstrakti oldugunu gostermistir. Bu asamadan sonraki gerceklestirilen tim
fermentasyon denemelerinde; baslangi¢ seker igerigi 5°Bx olarak kullanilmistir. Besiyeri
bilesiminde ise diger 7 etkenin i¢inde yalnizca maya ekstraktinin etkisi istatistiksel olarak
(P<0.05) onemli c¢ikmistir. Maya ekstrakti ise ortama %1 oraninda eklenmistir.
Dolayistyla maksimum iniilinaz aktivitesi hedef alindigindan dolayr optimum besiyeri
iceriginde yalnizca %1 oraninda maya ekstrakti kullanilacakken, baslangi¢ seker igerigi
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de 5°Bx olarak sec¢ilmistir. Ardindan belirlenen kosullarda dogrulama denemesi
gerceklestirilmistir.

4.1.2. Baslangic seker icerigi ve optimum besiyeri bilesimi ile dogrulama
fermentasyonu

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucuna gore; 5 Bx® keciboynuzu ekstrakti
ve %1 maya ekstrakti erlenlerde hazirlanip (2 tekerriirlii olarak) steril edilmis ve Cizelge
3.2’de belirtilen ¢aligma kosullarinda fermentasyona birakilip dogrulamasi yapilmaistir.
Dogrulama denemesi sonuglarina bagli olarak seker tiiketimine bagl iniilinaz aktivitesi
degerlerine iliskin grafik Sekil 4.16°da verilmistir.

50 - 1600
]
40 T V 1200 -
£ AN E
b 30 Ve i -
e { 800 N
% 20 | s
s i =
400 E
10 I
0 = 0
0 3 6 9 12 15
Zaman, giin
—Seker, g/LL iniilinaz, U/mL

Sekil 4.16. A.niger ile gergeklestirilen optimum baslangig seker igerigi ve besiyeri
bilesimi ile fermentasyon denemeleri sonucunda elde edilen seker tiiketimi-enzim
aktivitesi grafigi.

Sekil 4.16’da goriildiigli gibi fermentasyon ortamindan seker yaklasik olarak 4
giin igerisinde biiyiik oranda tiikenmektedir. Fakat enzim aktivitesi dogrusal bir artis
gostererek 13.giinde 1548.84+41.81 U/mL olarak maksimum degerine ulagsmis olup
fermentasyon 15 giinde tamamlanmistir. Dogrulama denemesine ait analiz sonuglari
Cizelge 4.17°de verilmistir.
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Cizelge 4.17. Optimum baslangi¢ seker icerigi ve besiyeri bilesimi dogrulama denemesi
analiz sonuglari.

Iniilinaz, invertaz-tip, /S Protein, Iniilinaz, invertaz-tip,
Giin u/mL u/mL Orani mg/mL U/mg U/mg

0 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.62+0.84 0.00+0.00 0.00+0.00

1 30.46+4.92 25.73£1.65 1.19+0.35 0.02+0.01 1714.61+933.40 1330.62+717.94
2 100.04+4.24 62.42+3.38 1.61+0.18 0.03+0.01 3264.75+658.16 2010.88+350.06
3 173.16+0.22 174.034£32.35 1.01£0.19 0.04+0.00 4252.10+£206.52 4245.91+493.37
4 261.67+19.78 305.63+43.28 0.87+0.21 0.04+0.00 7109.64+243.16 8364.62+1668.56
5 255.70+44.95 453.05+83.90 0.59+0.25 0.05+0.01 5399.60+180.22 10200.43+4759.29
6 328.48+59.79 607.99+25.84 0.54+0.16 0.03+0.01 9890.70+2776.92 17910.36:1880.29
7 247.98+53.55 665.15+10.61 0.37+0.11 0.06+0.00 4035.46+£660.22 10945.83+665.86
8 654.13+138.78 433.29+402.18 2.28+1.67 0.08+0.01 8119.94+2467.14 5607.95+5620.86
9 862.42+147.58 283.75+73.19 3.05+0.05 0.12+0.01 7352.92+912.92 2417.86+463.63
10 996.26+86.98 421.75+70.64 2.42+0.70 0.18+0.08 6147.85+1549.99 2785.71+1707.79
11 1126.97+188.95 666.27+92.48 1.74+0.64 0.15+0.02 7256.38+531.22 4400.79+1194.77
12 989.68+189.17 1076.51+235.68 0.97+0.46 0.25+0.00 4005.71+£741.76 4366.51£993.19
13 1548.84+41.81 1377.17+79.73 1.13£0.11 0.28+0.03 6135.69+316.80 5001.63+754.53
14 1153.60+161.00 1565.65+147.61 0.73+0.08 0.324+0.05 3571.76+124.95 4885.23+267.35
15 1356.24+132.66 1552.86+66.67 0.87+0.08 0.29+0.06 4629.13+161.14 5348.11+773.18

Optimum baslangic seker icerigi ve besiyeri bilesimi dogrulama denemesine ait
kinetik parametreler Cizelge 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.18. Optimum baslangic seker igerigi ve besiyeri bilesimi dogrulama denemesi
Kinetik parametreler.

Kinetik Parametreler Deger
Maksimum tiiketim hiz1 (QS), g/L/giin 9.89
Maksimum iiretim hizi (QP), U/mL/giin 559.16
Seker tiiketimi (AS), g/L 40.26
Enzim {iretimi (P), U/mL 1548.84
Seker tiikketim orani, % 98.52
Biyokiitle, g/L 12.3
pH 6.34

Dogrulama denemesinden Once gergeklestirilen fermentasyonlar sonucu en
yiiksek iniilinaz aktivitesi 1267.97 U/mL (Cizelge 4.1) olarak belirlenmistir. Dogrulama
denemesi ile birlikte A.niger ile iretilen iniilinaz enzim aktivitesi 1548.84 U/mL
cikmustir. Béylece enzim aktivitesinde artig saglanmis ve optimizasyon isleminin basarisi
gosterilmistir. Fermentasyon sonunda ortamda ki toplam biyokiitle 12.3 g/L olurken son
pH degeri 6.34 olarak kayit edilmistir. Ayrica maksimum iniilinaz enzim aktivitesi i¢in
invertaz-tip aktivitesi 1377.17 U/ml olarak belirlenmistir. Bu enzim degerleri igin I/S
orant ise 1.13 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.17. Optimum baslangi¢ seker igerigi ve besiyeri bilesimi dogrulama
fermentasyonlari sonucunda iniilinaz ve invertaz-tip aktivite degisimine karsilik 1/S
oranlarinin degisim grafigi.

Optimum besiyerinde iniilinaz enziminin yanisira invertaz-tip aktiviteleri de
belirlenmistir. Bunlara bagli olarak da I/S oraninin nasil degistigi belirlenmistir (Sekil
4.17). 1/S oranlar, fermentasyon boyunca 0.37-3.05 arasinda degismistir. Ayrica, I/S
oranlart genel itibariyle fermentasyonun 1. giiniinden 10. giiniine kadar dalgalanmalar
gosterip 10. giin de maksimum degeri gosterdigi anlasilmis olup 10. glinden sonra I/S
oranlarinda nispeten bir azalis s6z konusu olmustur. I/S oranlarinin fermentasyonun
baslangicindan 10. giinline kadar yiiksek seyretmesinin nedeninin, enzimin substrat
spesifikligi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Sonug olarak, I/S oranina ait degerler 10

2> den biiyiik oldugu icin {iretilen enzimin iniilinaz dogasinda oldugu anlagilmistir.
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Sekil 4.18. Optimum baslangi¢ seker igerigi ve besiyeri bilesimi dogrulama
fermentasyonlar1 sonucunda seker tiiketimine karsilik iniilinaz ve invertaz-tip aktivite
miktarlarinin degisim grafigi.

Fermentasyon boyunca alinan drneklerde protein miktart analizi yapilmis olup
ham enzim soliisyonlarmin spesifik aktiviteleri invertaz-tip (U/mg) ve iniilinaz (U/mg)
aktivite degerleri Sekil 4.18’de verilen grafikle gosterilmistir. Cizelge 4.17’ye gore
fermentasyon ortamindaki protein miktarinin, fermentasyonun 1. giiniinden
fermentasyonun 6. giiniine kadar azaldigi belirlenmis olup bunun besiyerinde azot
kaynag1 olarak kullanilan maya ekstraktinin igerdigi proteinlerin ve/veya aminoasitlerin
mikroorganizma tarafindan metabolize edildigi diisliniilmiistiir. Bunun yan1 sira enzim
iretiminin devam ettigi dolayisiyla fermentasyon ortaminda protein seviyesinin de
artmakta oldugu diistiniilmiistiir. Ayrica, fermentasyon ortamindaki azot kaynaklarinin
tamamen tiiketilmis oldugu fermentasyonun 6. giiniinden anlagilmaktadir. Ciinkii bu
giinden sonra fermentasyon ortamindaki protein seviyesinin fermentasyonun sonuna
kadar arttig1 tespit edilmistir. Minimum protein miktar1 fermentasyonun 6. giiniinde
0.03+0.01 mg/mL olarak belirlenmis olup maksimum protein miktar: da fermentasyonun
14. giiniide 0.32+0.05 mg/mL olarak tespit edilmistir. Iniilinaz ve invertaz-tip aktivite
degerlerinin U/mL cinsinden aktivite degerlerinin protein miktarina boliinmesiyle U/mg
cinsinden iniilinaz ve invertaz-tip aktivite degerleri hesaplanmis olup fermentasyon
boyunca degisimi Sekil 4.18’de gdsterilmistir. Maksimum iniilinaz (U/mg) ve invertaz-
tip (U/mg) aktiviteleri sirasiyla 6.glin degerleri olan 9890.70+2776.92 U/mg ve
17910.36+1880.29 U/mg olarak belirlenmistir.

Tim gergeklestirilen fermentasyonlar sonucunda °Bx ve maya ekstakti
istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmistir. Bu basamaktan sonra ki her fermentasyon i¢in
baslangi¢ seker icerigi 5, maya ekstrakti orani ise %1 olacak sekilde devam edilmistir.
5°Bx baglangic seker icerigi, %1 maya ekstrakti ile hazirlanan besiyeri formiilasyonu ve
30°C sicaklik, 200 rpm calkalama hizi, baslangi¢ pH degeri 5, %2 inokiilasyon ve 150
mL medya hacmi ile gergeklestirilen fermntasyon sonunda 1548.84 U/mL maksimum
iniilinaz aktivitesine ulagilmistir.
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Litaratiirde iniilinaz tiretimi igin besiyeri bilesimi ile ilgili baz1 optimizasyon
calismalar1 bulunmaktadir. Gergeklestirilen bir ¢alismada Skowronek ve Fiedurek
(2004a) Aspergillus niger 13/36 soyu ile iniilinaz tiretiminde baslangi¢ seker icerigini
belirlemek i¢in karbon kaynagi %0.5-8 araliginda sakkaroz kullanmislardir ve maksimum
iniilinaz aktivitesine %1.5 sakkaroz, %0.2 NaNO3, %0.025 MgS04.7H.0, %0.5 K:HPO4
ve %2 maya ekstrakti varliginda 49.3 U/mL olarak ulasmislardir. Yine ayn1 ¢alismada
besiyeri formiilasyonu ¢alismas1 yapmislar (maya 0ziitii, sakkaroz, NaNO3z, K;HPO4 ve
MgSQO4-7H20 konsantrasyonu) ve %3.94 maya 0ziitii, %6.66 sakkaroz, %0.73 NaNOs,
%0.52 K2HPO4 ve %0.03 MgS04.7H20 ile olusturulan besiyeri bilesiminden 79.8 U/mL
iniilinaz aktivitesi elde etmislerdir.

Benzer bir ¢alismada, Kalil vd. (2001) A. niger’den inulinaz iiretimini etkileyen
proses parametrelerinin etkilerini incelemislerdir. Sakkaroz, maya oOziitli, pepton ve
K2HPO4’lin iniilinaz tiretiminde ki etkileri iizerine ¢alismislardir. K. marxianus ile 30°C
sicaklik ve 150 rpm c¢alkalama hizinda en yliksek iniilinaz aktivitesine (127 U/mL); 14
g/L sakkaroz, 10 g/L maya ekstrakti, 20 g/L pepton ve 1g/L KoHPOs ve pH 3.5
kosullarinda ulagsmislardir. Ayrica bu ¢aligmada bizim calismamiza paralel olarak maya
Oziitlinlin ve ekstra pepton konsantrasyonlarindaki bir artisin, enzimatik aktivitedeki bir
artis ile korelasyonlu oldugu gosterilirken, sakkaroz konsantrasyonunda bir artis iniilinaz
tiretiminde bir diisiise yol agtig1 kanisina varmiglardir. KoHPOg4tin etkisi ¢ok diistik
oldugu igin enzim aktivitesinde ki etkisini nemsiz olarak kabul etmislerdir.

Singh vd. (2007) iniilinaz fermentasyonunda, cesitli karbon kaynaklarmin (% 1,
w/v) tek tek veya iniilin (% 0.1 ve % 0.5 w/v) ile kombinasyonundaki etkisini
arastirmiglardir. Bu amacgla pH 6.5 olan bazik bir ortamda (50 mL) fermentasyon
gerceklestirilmis ve 30°C’de calkalayarak (100 rpm) 60 saat siireyle inkiibe etmislerdir.
Cesitli karbon kaynaklarindan enzim iiretim sirasi, iniilin> sakkaroz> fruktoz> glukoz>
laktoz> maltoz> nisasta seklinde olmustur. Iniilin, K. marxianus YS-1'den iniilinaz
{iretimi i¢in en iyi karbon kaynag1 olarak tespit edilmistir. Iniilinaz iiretimi i¢in optimum
iniilin konsantrasyonunu belirlemek i¢in, ortamda farkli konsantrasyonlart (% 0.5-2.5
w/v) kullanilmig. Maksimum enzim iiretimi, %1.5 (w/v) iniilin konsantrasyonunda 5.1 1U
/ mL olarak bulunmustur. Cesitli azot kaynaklarinin etkisi altindaki iniilinaz tiretim sirasi
et ekstraktr> sigir ekstrakti> pepton> maya ekstrakti> amonyum Kloriir> amonyum
stilfat> musir likérii> amonyum nitrat> sodyum nitrat> iire seklinde olmustur. Maksimum
iniilinaz iretimi (6.5 IU / ml) et ekstrakti (%2) ile elde edilmistir. Metal iyonlarinin
iniilinaz aktivitesine etkisi arastirilmis ve Mg*2, Cu*?, Zn*2, Co*?, K*1, BO3*, M004?
iniilinaz {iretimine etki yapmazken sadece Mn*? (0.1mM) ve Ca*? (0.5 mM) iniilinaz
tiretimini arttirmistir. Cesitli karbon, a9zot ve mineral kaynaklarinin iniilinaz iretiminde
optimizasyonu ¢alisilmis fakat iniilin ile ¢ok diisiik aktivite degerlerine ulasmislardir.

Jing vd. (2003)’nin A. ficuum JNSP5-06 ile yaptig1 ¢alismada karbon kaynagi
olarak iniilin kullanmislardir. %2 iniilin, %2 pepton, %1.2 (NHs)H2POa4, %0.5 NaCl,
%0.05 MgS04.7H20 bulunan medya ortaminda pH 5.5’e ayarlanarak gelistirilmistir ve
11.02 U/mL maksimum aktivite degerine ulagsmiglardir. Bu sartlarda I/S oran1 1.14 olarak
belirlenmistir. Daha sonra iniilinaz tiretimine farkli azot kaynaklarinin etkisi ¢aligilmistir.
Organik azot kaynaklar1 (%2 pepton, maya ekstrakti, misir maserasyon sivisi ve iire) ve
inorganik azot kaynaklar1 (NH4)H2PO4, NH4Cl ve (NH4)2 SO4) arasindan maksimum
iniilinaz degerine; organik kaynaklardan maya ekstrakti (%2) ile ulagilmig (21.54 U/mL)
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ve I/S oran1 1.26 olarak belirlenmistir. Inorganik kaynaklardan ise (NH)H2PO4 (%2)ile
11.02 U/mL aktivite elde etmislerdir. Fermentasyonlart 30°C sicaklikta 6 giin takip
etmislerdir.

Bir diger ¢alismada Gill vd. (2003) Streptomyces sp. GNDU 1 susu ile iniilinaz
tiretimi igin; 3 g/L NaNOs, 1 g/L K2HPOq4, 0.5 g/L MgS0O4.7H20, 0.5 g/L KCI, 0.01 g/L
FeS0O4.7H20, 10 g/L iniilin ve 15 g/L agar medya ortami hazirlanmistir. pH 7 degerinde,
200 rpm ¢alkalama hizinda, 50 mL/250 mL medya hacminde 24 saat takip edilmis olan
fermentasyonlarda farkli azot kaynaklarinin aktiviteye etkisi arastirilmis ve %1 iniilin
varliginda maksimum iniilinaz (0.550 IU/mL) maya ekstrakti ile elde edilmistir. Son
olarak da farkli karbon kaynaklarinin etkisini arastirmiglar ve maksimum iniilinazi (0.552
IU/mL) %] iniilin ile elde etmislerdir. Bu ¢alismada da maya ekstraktinin 6nemi ortaya
cikmustir.

4.2. Kontrol Fermentasyonu (Zenginlestirilmemis Besiyeri)

Besiyeri bilesiminin iniilinaz enzimi iiretimine etkisini tespit edebilmek amaciyla
oncelikle calkalamali inkiibatérde keciboynuzu besiyeri kullanilarak kesikli
fermentasyonlar gergeklestirilmistir. 2 tekerrriirlii olarak gergeklestirilen kontrol
fermentasyonlari; igeriginde maya ekstraktt bulunmayan 5 °Bx ke¢iboynuzu ekstrakti ile
30°C sicaklik, 200 d/d, pH 5, 100 mL medya hacmi ve %2 inokiilasyon kosullarinda 15
giinde gergeklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda en yiiksek enzim aktivitesi
6.glinde 34.94+16.75 U/mL olarak belirlenmistir. Fermentasyon siiresince seker
tiiketimine bagli enzim tretimi grafigi Sekil 4.19°da verilmistir.

50 50
40 [ 40 5
= E
& 30 T 30 =
) T I i N
2 20 T ¥ L I IN 20 £
1 J =
. 2% I =
10 KN, 10—
1
0 “ 0
0 3 6 9 12 15
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Seker miktari, g/L Iniilinaz aktivitesi, U/mL

Sekil 4.19. A.niger ile gergeklestirilen kontrol fermentasyonu denemeleri sonucuna
karsilik gelen seker tiiketimi-enzim aktivitesi grafigi

Calkalamal1 inkiibator kontrol fermentasyonunda seker kullanimina paralel olarak
enzim iretiminin de basartyla gerceklestigi Sekil 4.19°da goriilmektedir. Birinci giinde
7.63+1.14 U/mL olan enzim aktivitesi altinci giininde maksimum seviyeye ulagmis
ardindan dalgalanma gostererek on besinci giin sonunda 6.214+3.62 U/mL degerine
dismistir. Kontrol fermentasyonuna ait kinetik parametreler Cizelge 4.19°da
gosterilmistir
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Cizelge 4.19. Kontrol Fermentasyonu Denemesi Kinetik Parametreler.

Kinetik Parametreler Deger
Maksimum tiiketim hiz1 (QS), g/L/giin 8.36

Maksimum iiretim hiz1 (QP), U/mL/giin 15.93
Seker tiiketimi (S), g/L 37.15
Enzim tiretimi (P), U/mL 34.94
Seker tiiketim orant, % 95.90

Aspergillus niger A42 tarafindan ortamda ki sekerin %95.90°1 kullanilmis ve
15.93 U/mL/giin maksimum iiretim hiziyla 34.94 U/mL iniilinaz enzimi iiretimi
gerceklestirmigtir.  Sonug¢  olarak besiyeri bilesimi  zenginlestirmesi  olmadan
gerceklestirilen ¢alkalamali inkiibator kontrol fermentasyonu denemelerinde Aspergillus
niger sekerin tamamini etkin olarak kullanmig ve ancak yiiksek aktivite degerlerine sahip
iniilinaz enzimi tiretimi gergeklestirilememistir. Azot kaynaginin ortamda bulunmamasi
diisiik enzim aktivitesine neden olmustur.

4.3. CYM ile Optimum Fermentasyon Kosullarmin Belirlenmesi

Iniilinaz enzimi iiretimi i¢in optimum fermentasyon kosullarmni belirlemeye y&nelik
Design Expert istatistiksel yazilimi Box-Behnken Cevap Yiizey modelinde tarafindan
belirlenen 15 fermentasyon paralelli olarak, Cizelge 4.20°de verilen kosullara gore
gerceklestirilmistir. Bu amacla iniilinaz tiretimi tizerine karistirma hizi, inokiilasyon orani
ve medya hacminin etkileri incelenmistir.

Cizelge 4.20. CYM i¢in degisken olan ve sabitlenen fermentasyon kosullari.

Sabitlenen degerler Degisken parametreler (CYM icin)
pH 5 Karistirma (rpm) 100-175-250
Sicaklik (C°) 30 Inokiilasyon oran1 (%) | 1-2-3
Karistirma (rpm) 200 Medya hacmi (mL) 50-100-150
Maya ekstrakti (%) |1

Seker (Bx®) 3)

Cevap yiizey metodunun olusturdugu sartlarda fermentasyon islemleri iki
tekerriirlii olarak (toplam 30 fermentasyon) gergeklestirildikten sonra maksimum iniilinaz
miktar1 (U/mL) bagl olarak optimum fermantasyon sartlar1 belirlenmistir.

Fermentasyon boyunca alinan 6rneklere yapilan analizlerin sonuglart Cizelge
4.21°de verilmistir.
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Cizelge 4.21. CYM fermentasyon sonuglari.

Deneme | Karistirma hizi | inokiilasyon oram | Medya hacmi Iniilinaz, invertaz-tip, IS oram Protein, Iniilinaz, invertaz-tip, Biyokiitle, pH

Numarasi (rpm) (%) (ml/250 mL) U/mL U/mL mg/mL U/mg U/mL g/L
1 250 3 100 1308.00+207.26 | 934.86+341.12 | 1.46+0.31 | 0.18+0.25 | 7331.72+387.82 5124.40+£822.94 | 10.75+1.34 7.11+0.01
2 175 1 50 432.71+28.94 | 228.05£111.64 |2.19+1.20 | 0.33+0.19 | 1816.62+1300.33 | 1166.36+1232.01 | 6.70+0.71 6.72+0.06
3 100 2 50 199.54+137.07 | 124.62+127.66 | 2.18+1.14 | 0.28+0.02 725.85+2.72 384.17+198.79 | 13.30+0.42 6.27+0.87
4 175 2 100 1034.95£96.06 | 770.40+117.85 | 1.31+0.02 | 0.13+0.03 | 8211.28+2185.81 | 6144.37+1991.75 | 15.90+1.27 6.51+0.34
5 175 2 100 1458.89+41.00 | 1073.00£11.37 | 1.36+0.05 | 0.07+0.02 | 24135.93+11702.35 | 17594.81+£7924.35 | 12.801.98 6.80+0.04
6 175 3 50 841.76£197.81 | 569.03+49.10 |1.41+0.14 | 0.18+0.09 | 4635.07+1514.93 | 3111.29+563.31 | 7.80+0.85 6.65+0.14
7 100 3 100 338.78+20.16 174.69+25.84 | 1.95+0.17 | 0.22+0.01 | 1699.13+792.14 891.92+484.98 | 13.40+0.28 6.46+0.69
8 175 3 150 727.59+101.75 | 555.88+77.01 |1.31+0.00 | 0.07+0.00 | 11168.99+3662.15 | 8531.99+2786.88 | 16.70+0.52 6.16+0.25
9 250 2 150 1646.05£0.00 | 1420.20+0.00 | 1.16+0.00 | 0.34+0.11 4829.03+0.01 4166.45+0.00 | 15.40+0.00 6.10+0.00
10 250 1 100 994.79+158.16 | 563.55+127.14 |1.78+0.12 | 0.26+0.01 | 4287.52+2361.50 | 2460.96+1494.51 | 12.80+0.85 7.17+0.26
11 100 2 150 320.51+166.94 | 403.84+146.27 | 0.77+0.13 | 0.10+0.01 | 3186.77+1803.40 | 3998.64+1643.79 | 20.24+3.06 3.76+0.63
12 175 1 150 626.41£130.25 | 466.70+37.73 | 1.33+0.17 | 0.09+0.17 | 7152.86+786.61 5363.10+98.21 | 18.37+0.85 5.88+0.06
13 250 2 50 197.71+4.65 25.22+11.89 | 8.87+4.37 | 0.244+0.02 | 1137.17+813.40 171.55+176.14 | 14.50+2.97 6.11+0.83
14 175 2 100 1290.46+43.93 | 1187.76+44.45 |1.09£0.08 | 0.29+£0.02 | 4482.12+216.46 4137.57+494.47 | 14.13+1.24 6.89+0.08
15 100 1 100 253.09+1.93 0.16+27.91 3.75+3.21 | 0.18+0.00 | 1433.10+165.88 1066.80+25.35 | 13.60+0.00 5.91+0.06
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4.3.1. Kanistirma hizinin iniilinaz iiretimine etkisi

Kesikli fermentasyon yontemiyle keciboynuzu ekstraktindan iniilinaz
iretimlerinin gergeklestigi fermentasyon denemelerinde karistirma hizinin etkisini
belirlemek amaciyla Box-Behnken cevap yiizey metodunda 100 rpm, 175 rpm ve 250
rpm degerleri incelenmistir. Bu karistirma hizlarinda diger parametrelerle birlikte
(inokiilasyon orani ve medya hacmi) CYM’nin 6nerdigi 4 tane 100 rpm, 7 tane 175 rpm
ve 4 tane 250 rpm calkalama hizlarinda 15 farkli fermentasyon gergeklestirilmistir.
Cizelge 4.21°den de anlagilacagi gibi genel olarak karistirma hizi arttikga enzim
aktivitesinde bir artis goriilmiistiir. Bu da karistirma hizinin iniilinaz tretiminde
istatistiksel olarak 6nemli bir parametre oldugunu gostermektedir (P<0.05).

Fermentasyon sonucu hesaplanan maksimum iniilinaz miktarma karistirma
hizinin etkisi degerlendirildiginde 100 rpm, 175 rpm ve 250 rpm karistirma hizlar1 igin
maksimum iniilinaz miktarlar1 sirasiyla 338.78+20.16 U/mL, 1458.89+41.00 U/mL ve
1308.00+£207.26 U/mL olarak tespit edilmistir (Sekil 4.20 ve Sekil 4.21). Karistirma,
fermentasyon ortaminin homojenliginin saglanmasi ve mikroorganizmalarin besinlere
daha rahat ulasabilmesini saglamak amaciyla yapilmaktadir. Bundan dolayi,
karistirmanin fermentasyon sonucu elde edilen iiriin miktarina, verim degerine ve
maksimum tiiretim hizina etki etmesi beklenmektedir. Daha yiiksek karigtirma hizlarinda
diisiik enzim aktivitesi A.niger hiicreleri ve enzim yapisi lizerindeki kayma geriliminin
etkisine baglanabilir (Singh vd. 2007).

4.3.2. Inokiilasyon oraninin iniilinaz iiretimine etkisi

Fermentasyon yontemiyle kegiboynuzu ekstraktindan iniilinaz iiretimlerinin
gerceklestigi fermentasyon denemelerinde inokiilasyon oraninin etkisini belirlemek
amaciyla Box-Behnken cevap ylizey metodunda degerleri %1, %2 ve %3 incelenmistir.
Bu inokiilasyon oranlarinda diger parametrelerle birlikte (karistirma hizi ve medya
hacmi) CYM’nun 6nerdigi 4 tane %1, 7 tane %2 ve 4 tane %3 inokiilasyon oranlarinda
15 farkli fermentasyon gergeklestirilmistir.

Fermentasyon sonunda yapilan analizler neticesinde inokiilasyon oranmnin
iniilinaz aktivitesi iizerine etkisine bakildiginda %1, %2 ve %3 inokiilasyon oranlarinda
elde edilen maksimum iniilinaz aktivite degerleri sirasiyla 994.79+158.16 U/mL,
1458.89+41.00 U/mL ve 1308.00+207.26 U/mL olarak bulunmustur (Sekil 4.20 ve Sekil
4.22). Elde edilen analiz sonuglar1 dogrultusunda iniilinaz iiretimi agisindan inokiilasyon
oraninin istatistiksel olarak 6nemli oldugu (P<0.05) belirlenmistir. Regresyon analizi
incelendiginde B? degerinin istatistiksel olarak dnemli olmasi nedeniyle inokiilasyon
oran1 da énemli kabul edilmistir. inokiilasyon, fermentasyon ortamina mikroorganizma
ilavesi iglemidir ve dolayisiyla uygun miktarda eklendigi takdirde maksimum iiriin eldesi
saglanabilir. A.niger, diisiik inokiilim konsantrasyonunda enzim iiretmek igin gerekli
miktarda substratt kullanmak i¢in yeterli olmayabilir. Bununla birlikte, yliksek
konsantrasyonlarda inokiiliimun viskozitesi, A.niger’de muazzam biiyiimeye bagl olarak
besiyeri dengesizligine yol agarak, fermentasyon ortaminin viskozitesini artirabilir.
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4.3.3. Medya hacminin iniilinaz iiretimine etkisi

Iniilinaz iiretimlerinin gerceklestigi fermentasyon denemelerinde medya hacminin
(mL/250 mL) etkisini belirlemek amaciyla Box-Behnken cevap yiizey metodunda 50 mL,
100 mL ve 150 mL hacimleri incelenmistir. Bu inokiilasyon oranlarinda diger
parametrelerle birlikte (karistirma hiz1 ve medya hacmi) CYM’nun 6nerdigi 4 tane %1, 7
tane %2 ve 4 tane %3 inokiilasyon oranlarinda 15 farkli fermentasyon gergeklestirilmistir.
Fermentasyonlar sonucu yapilan analizler ile birlikte medya hacminin intilinaz aktivitesi
tizerine etkisine bakildiginda 50 mL, 100 mL ve 150 mL medya hacmi ile elde edilen
maksimum iniilinaz aktivite degerleri sirasiyla 841.76+197.81 U/mL, 1458.89+41.00
U/mL ve 1222.80+598.58 U/mL olarak bulunmustur (Sekil 4.21 ve Sekil 4.22). Elde
edilen analiz sonuglar1 dogrultusunda iniilinaz tiretimi agisindan medya hacminin énemli
oldugu (P<0.05) saptanmistir.

Maksimum iniilinaz aktivitesi 1458.89+41.00 U/mL ile deneme numarast 5 olan
fermentasyon kosullarinda elde edilirken, 1 numarali fermentasyonda 1308.00+207.26
U/mL, 14 numarali fermentasyonda 1290.46+43.93 U/mL, 9 numarali fermentasyonda
ise 1646.05+0.00 U/mL iniilinaz elde edilmistir (Cizelge 4.22). Elde edilen sonuglar
Design Expert istatistik yazilimi kullanilarak degerlendirmeye alinmistir ve neticesinde
optimum fermentasyon kosullar1 (¢alkalama, inokiilasyon oranit ve medya hacmi igin)
belirlenmistir.

CYM sonuglarina gore iniilinaz tiretimine ¢alkalama hizi, inokiilasyon miktar1 ve
medya hacminin etkisi analizler sonucunda belirlenmistir. Analiz sonuglarina iliskin
Kinetik parametrelerin sonuglari Cizelge 4.22°de gosterilmistir.

Cizelge 4.22. CYM fermentasyon denemeleri kinetik parametre sonuglari.

Deneme Mak§imum I.\./Iak-simum “Sek(-er - .!Enz.im. §eke.r
Numarasi tiikketim hizi uiretim hizi tiikketimi uretimi tiikketim

(Qs), g/L/giin | (Qp), g/L/giin | (AS),g/L | (P), U/mL | orami, %
1 13.58" 255.56¢ 37.98' 1308.00¢ 98.59¢
2 17.04¢ 209.19 40.54¢ 432.71) 98.46'
3 10.3 99.48' 35.46" 199.54" 08.73P
4 12.11" 354.09¢ 40.85° 1004.37¢ 98.549
5 10.24' 1095.372 40.17° 1458.89° 98.52"
6 17.21° 188.29" 40.77° 807.689 98.61¢
7 13.53¢ 91.83" 36.83 338.78K 98.58f
8 8.32K 163.66/ 40.56¢ 726.91" 98.67¢
9 15.749 542.25° 41.952 1646.952 98.93?
10 8.08' 188.759 35.38° 994.79f 98.36'
11 5.74° 96.00™ 36.01™ 320.51 97.66°
12 7.69™ 169.7" 39.939 626.41' 98.18"
13 20.362 110.05K 36.65% 197.71° 98.42)
14 14.07¢ 276.83¢ 38.220 1290.46¢ 98.33™
15 7.07" 78.14° 36.53f 225.2™ 98.37%

Aym siitundaki farkli harfleri tasiyan degerler

(P<0.05).

arasinda istatistiksel olarak fark oOnemlidir
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Cizelge 4.22’ye gore, maksimum enzim tretim hizi 1095.37 U/mL olarak 5
numarali fermentasyon sonucunda elde edilmistir. En yiiksek seker tiiketimi 41.95 g/L
olan 9 numarali fermentasyonda 1646.95 U/mL maksimum enzim liretimi ger¢eklesmis
ve sekerin %98.93°1 Aspergillus niger tarafindan kullanilmistir.

4.4, CYM ile Optimum Kosullarin Belirlenmesi

Cizelge 4.23’de CYM denemelerinin model tarafindan belirlenen regresyon
esitlikleri gosterilmektedir. Fermente edilebilir seker miktarlar1 icin model denklem ve
regresyon esitlikleri asagidaki gibidir.

Fermente edilebilir seker = +1251.24 + 379.33A + 109.30B + 210.28C + 56.88AB
+ 331.84AC + 68.62BC — 292.52A% — 235.05B2 — 367.76C?

Burada;

A: Calkalama hiz1
B: Inokiilasyon orani
C: Medya hacmi

CYM ile Onerilmis olan tekerriirlii 15 fermentasyonun analiz sonuglari (iniilinaz
(U/mL)) Design Expert istatistik yaziliminin kuadratik modeline gére ANOVA testi ile
degerlendirilmistir. Sonuglarin varyans ve regresyon analiz tablosu Cizelge 4.23’te
verilmistir.

Cizelge 4.23. CYM fermentasyon sonuglarinin varyans ve regresyon analizi tablosu.

Kosullar Karelerin toplami | Katsayilar F degeri P degeri
Model 5.976x10° 1251.24 8.00 0.0001*
Calkalama hiz1 2.302x10° 379.33 40.08 0.0001*
(A)

Inokiilasyon orani 1.911x10° 109.30 3.33 0.0869

(B)

Medya hacmi (C) 7.075x10° 210.28 12.32 0.0029*
AB 25881.54 56.88 0.45 0.5116

AC 8.809x10° 331.84 15.34 0.0012*
AD 702.91 6.63 0.012 0.9133

BC 37668.26 -68.62 0.66 0.4299

BD 23825.47 38.59 0.41 0.5287

CD 1670.56 -10.22 0.029 0.8667

A? 6.319x10° -292.52 11.00 0.0044*
B? 4.080x10° -235.05 7.10 0.0169*
c? 9.988x10° -367.76 17.39 0.0007*
Kalan 9.190x10°

Uyum eksikligi 6.915x10° 1.01 0.5489°
Saf hata 2.275x10°

Toplam 6.895%10°

R? = 0.8667 ve *P<0.05, * P>0.05
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Modelin F degerinin 8.00 olmas1 modelin anlamli ve uyumlu oldugunu ifade eder.
P degerlerinde 0.05’ten kiiciik olan degerlerin model i¢in 6nemli olduklarini gosterir. Bu
durumda A, B, C, AC, A?, B2 C? model i¢in énemli olmaktadir. Uyum eksikligi F
degerinin 1.01 olmas: saf hataya gére uyum eksikliginin anlamli olmadigini ifade eder.
Uyum eksikliginin énemsiz ¢ikmasi istenilen bir durumdur (P=0.5489>0.05).

CYM fermentasyon oOrneklerine yapilan analiz sonuglari; maksimum iniilinaz
aktivitesi olacak sekilde Design Expert istatistiksel yazilimi kullanilarak
degerlendirilmistir. ~ Degerlendirme neticesinde Cizelge 4.24’te gorildiigi gibi
maksimum iniilinaz aktivitesi i¢in optimum fermentasyon kosullart; 250 rpm calkalama
hiz1, %2.3 inokiilasyon orani ve 135 mL medya hacmi belirlenmistir. Gergeklestirilecek
fermentasyonlarin neticesinde de tahmin edilen (programin 6nerdigi) maksimum iniilinaz
aktivitesi degeri 1591.03 U/mL olmustur.

Cizelge 4.24. CYM fermentasyon alt-iist sinirlar1 ve Design Expert tarafindan sunulan
optimum kosullar ve enzim hedefi.

Parametre Alt simir Ust simr Optimum nokta
Calkalama hiz1 (rpm) 100 250 250
Inokiilasyon orani (%) 1 3 2.3
Medya hacmi (mL/250 mL) 50 150 135
Iniilinaz (U/mL) 102.62 1646.05 1591.03

Cevap ylizey metodunu daha rahat gormek icin sabit bagimli degiskenin dogrulari
X1, X2 ekseninde ¢izilir ve bu grafige kontur plot (contour plot) adi verilir. Kontur plot
bir ya da daha fazla olgiilebilen degiskenle girdi degiskenleri arasindaki regresyon
modelinin deneysel olarak tanimlanmasi ve bu modele gore bagimsiz degiskenin
maksimum ve minimum seviyeleri arasinda bagimli degiskenin cevap ylizey
incelenmesine dayanir.
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Merkez noktada medya hacmi (100 mL) i¢in inokiilasyon oraninin ve karistirma
hizinin etkisi incelendiginde (Sekil 4.20) karistirma hizi ve inokiilasyon orani arttikca
inlilinaz miktarinin arttigr belirlenmistir. Cizelge 4.23’te de calkalama hizinin ve

inokiilasyon oranmin istatistiki olarak oOnemli ¢ikmast (P<0.05) bu durumu
desteklemektedir.

184805
10282

Medya hacmi=100 mL

Iniilinaz, U/mL

. "~ "‘v/ 130
= _ 0
Inokiilasyon oram, % 17100 Calkalama iz, rpm

Sekil 4.20. Aspergillus niger ile iiretilen iniilinaz miktarina karsilik inokiilasyon orani
ve ¢alkalama hizinin iligkisini veren cevap yiizey grafigi.

Merkez noktada inokiilasyon orani (%?2) i¢in medya hacmi ve karistirma hizinin
etkisi incelendiginde (Sekil 4.21) karistirma hizt ve medya hacmi arttik¢a iniilinaz
miktarmin arttifi belirlenmistir. Cizelge 4.23’te de calkalama hizinin ve inokiilasyon
oraninin istatistiki olarak énemli ¢ikmasi (P<0.05) bu durumu desteklemektedir.

1848,05
102,82

Inokiilasyon oram=%2

Iniilinaz, U/mL

110

180

30 / 160
T 130

70
Medya hacmi, mL/250 mL &0 100 Calkalama hizi, rpm

Sekil 4.21. Aspergillus niger ile iiretilen iniilinaz miktarina karsilik medya hacmi ve
calkalama hizinin iligkisini veren cevap ylizey grafigi.
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Merkez noktada calkalama hizi (175 rpm) icin medya hacmi ve inokiilasyon
oraninin etkisi incelendiginde (Sekil 4.22) medya hacmi arttik¢a iniilinaz miktarinin
artt1g1, inokiilasyon orani ise %2.5 a kadar arttirip sonra azaltmistir. Cizelge 4.23°te de
calkalama hizinin ve inokiilasyon oraninin istatistiki olarak dnemli ¢ikmasi (P<0.05) bu
durumu desteklemektedir.

184808
102,62

Calkalama hiz=175 rpm

Iniilinaz, UmL

Sekil 4.22. Aspergillus niger ile iiretilen iniilinaz miktarina karsilik medya hacmi ve
inokiilasyon oraninin iligkisini veren cevap yiizey grafigi.

4.5. CYM Optimum Kosullarda Dogrulama Denemesi

Cizelge 4.24’te verilmis olan optimum kosullar altinda dogrulama denemesi
gergeklestirilmistir. Fermentasyon siiresince analiz sonuglar1 Cizelge 4.25°te verilmistir.

Cizelge 4.25. Design Expert istatistiksel yazilim sonucu belirlenen optimum kosullarda
gergeklestirilen fermentasyonlarin analiz sonuglari.

Zaman, iniilinaz, invertaz-ti p, 1/S Protein im’ilinaz, invertaz-tip,
Day U/mL U/mL orani mg/mL U/mg U/mg

0 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+£0.00 | 0.05+0.01 0.00+0.00 0.00+0.00
1 15.18+6.24 8.60+5.69 1.95+0.56 | 0.02+0.01 732.01+£554.31 434.39+409.77
2 106.42+16.54 36.45+3.58 2.91+0.17 | 0.03+0.01 3393.89+1252.81 1155.19+363.83
3 156.42+26.26 81.21+9.41 1.92+0.10 | 0.05+0.02 3517.67+640.47 1843.08+430.33
4 261.77+61.47 117.83+12.54 2.21+£0.29 | 0.04+0.01 5791.01+719.90 2625.61+15.06
5 347.92+16.88 181.27+20.67 1.93+0.13 | 0.07+0.00 4889.51+483.16 2551.67+418.45
6 443.97+76.29 294.56+44.86 1.50+0.03 | 0.07+0.00 6594.46+1063.59 4375.77+620.15
7 58.50+8.92 385.27+30.63 1.52+0.10 | 0.08+0.00 7229.43+174.37 4758.50+420.44
8 642.83+35.83 560.96+11.03 1.15+0.04 | 0.10+0.00 6373.00+219.02 5563.54+9.70
9 821.86+46.52 602.58+79.39 1.37+0.10 | 0.12+0.02 7091.86+607.18 5171.86+52.86
10 1007.95492.69 77.05+£52.03 1.30+0.03 | 0.19+0.02 5205.95+14.39 4002.60+110.39
11 1135.2+129.63 974.21+111.81 1.17£0.00 | 0.21+0.01 5384.87+468.22 4618.65+404.59
12 1261.88+77.73 1186.45+194.33 1.07+0.11 | 0.25+0.00 5087.80+335.50 4784.73+804.24
13 1356.27+88.69 999.94+52.41 1.36+£0.02 | 0.28+0.02 4772.01+28.29 3519.63+24.91
14 1465.03+144.23 1032.85+25.08 1.42+0.11 | 0.30+0.02 4905.06+£122.79 3467.56+170.84
15 1560.17+130.76 1198.36+34.63 1.30+0.07 | 0.35+0.02 4471.60+56.81 3441.35+145.55
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Optimum kosullarda (5°Bx keciboynuzu ekstrakti, %1 maya ekstrakti, 5 pH, 30°C
sicaklik, 250 rpm calkalama, %?2.3 inokiilasyon ve 135 mL/250 mL medya hacmi)
gergeklestirilen fermentasyon denemesinde en yiiksek intilinaz aktivitesi degeri Cizelge
4.24°te de goriildiigii gibi 15.glin sonunda 1560.17+130.76 U/mL olarak belirlenmistir.
Sonuglara ait hesaplanmis kinetik parametreler Cizelge 4.25°te verilmistir.

Cizelge 4.26. Design Expert istatistiksel yazilim sonucu belirlenen optimum kosullarda
gergeklestirilen fermentasyonlarin kinetik parametreleri.

Kinetik Parametreler Deger
Maksimum tiiketim hiz1 (QS), g/L/glin 13.44
Maksimum iiretim hizi (QP), U/mL/giin 186.09
Seker tiiketimi (S), g/L 38.42
Enzim iiretimi (P), U/mL 1560.17
Seker tiikketim orani, % 98.41
Biyokiitle, g/L 18.25
pH 6.45

Cizelge 4.26’ya gore, maksimum enzim iretim hizi1 186.09 U/mL/glin olurken,
iniilinaz tretimi  1560.17 U/mL bulunmustur. Sekerin %98.41’inin tiliketildigi
fermentasyon denemelerinde toplam biyokiitle 18.25 g/L bulunmus pH degeri ise 5’den
6.45’e yiikselmistir. Bu enzim aktivitesi degeri, litaratiirde iniilinaz enzimi iiretimiyle
ilgili birgok calismada elde edilmis olan aktivite degerinden yiiksek bulunmustur ve
litaratiir verileri asagida verilmistir.

Silva-Santisteban ve Maugeri Filho (2005)’nun yapmis olduklari ¢alismada, karbon
kaynag1 olarak sakkaroz kullanilan ve Kluyveromyces marxianus ATCC 16045 ile
iniilinaz iretimi gergeklestirilmistir. 1. Faktoriyel tasarimda, maksimum iniilinaz
aktivitesine (101 UI/mL) 200 rpm calkalama hiz1 ve 1.5 vvm havalandirma ile ulasilmas,
2.faktoriyel tasarimda ise maksimum iniilinaz aktivitesi degerine (101 UI/mL) 250 rpm
calkalama hizi ve 2 vvm havalandirma sonucu elde edilmistir. Her iki tasarimda da
sonucun ayni ¢gtkmasina etken parametrenin ¢alkalama hizi olduguna vurgu yapilmigstir.

Baska bir ¢alismada Singh vd. (2007) K. marxianus YS-1'den iniilinaz iiretimi i¢in
fermentasyon kosullarmin  optimizasyonunda, karbon kaynagi olarak iniilin
kullanmislardir. Iniilinaz iiretimi % 1.5 (W/v) iniilin, %2 et ekstrakt1, 0.1 mM Mn*2 ve 0.5
mM Ca* ile elde edilen besiyeri bilesiminde, pH 6.5 olan ortamda (50 mL)
gerceklestirilmis ve 30 © C’de calkalayarak (100 rpm) 60 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Yapilan fermentasyon denemeleri sonunda maksimum iniilinaz aktivitesine (30.8 IU/mL)
%S5 mikroorganizma inokiilasyonu, 150 rpm ¢alkalama hizi, 72 saat inkiibasyon siiresi ile
ulagmislardir.

Aspergillus niger AUP19 ile iniilinaz iretimi ¢alismasinda Kumar vd. (2005b), 0.5
0/L (NH4)2S0s4, 3 g/L KH2PO4, 1.5 g/L NaNOs, 0.01 g/L MgSQO4.7H20 ve 3 g/L iniilin
besiyeri ortami, pH degeri 7, 28°C sicaklik ve 220 rpm calkalama hizinda fermentasyon
kosullarinin optimizayon calismast gergeklestirilmis. Maksimum iniilinaz aktiviteleri 72
saat sonunda, %5 iniilin varliginda 149 U/mL, galaktoz ile 133 U/mL, inorganik azot
kaynag1 olarak (NH4)H2POgile 87 U/mL, organik azot kaynagi olarak misir surubu ile 81
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U/mL, % 10 inokiilasyon ile 76 U/mL, 28°C ve 6.5 pH ile, 1:20 medya hacminde 76
U/mL. Tiim optimizasyon denemeleri sonucunda ise maksimum 176 U/mL iniilinaz elde
edilmistir.

Mazutti vd. (2006)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada, Kluyveromyces marxianus
NRRL Y-7571 ile 100 mL/500 mL medya ortami i¢in; 20 g/L sakkaroz, 5 g/L maya
ekstrakti, 5 g/L KH2PO4, 1.5 g/L NH4Cl, 1.15 g/L KCI, ve 0.65 g/L MgS04.7H20 igeren
ortam hazirlamiglardir. Hazirlanan medya ortamina daha Onceden hazirlanan sivi
kiiltiirden 10’ar mL inokiilasyon yapilip 30°C’de 150 rpm’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Seker kamisi kiispesinin karbon kaynagi olarak kullanildigi ¢alismada deney tasarimi
tarafindan belirlenen konsantrasyonlarda musir surubu ilavesi yapmislardir. Onceden
hazirlanan 3 mL silispansiyon inokiile edilmis ve 72 saat fermentasyona birakilmistir.
Iniilinaz iiretiminde ek konsantrasyon ve inkiibasyon sicakliginin etkisine ¢alismislardir
ve arastirilan faktorlerin dagilimi; sicaklik 30.4, 32, 36, 40 ve 41.6 °C, misir surubu %
13, 15, 20, 25 ve 27.1 seklinde olusturmuslardir. Maksimum iniilinaz aktivitesi (391.9
U/g) 36°C sicaklik ve %20 misir surubu ilavesinde elde etmiglerdir.

Bir diger ¢alismada Mazutti vd. (2007), misir atik likortiniin (CSL) ve soya fasulyesi
kiispesinin konsantrasyonunu, kiispenin parg¢acik boyutunu ve inokiilasyon miktarini
belirlemek i¢in faktor tasarimi kullanarak seker kamisi kiispesinin kati hal fermantasyonu
ile iniilinaz tiretimi gerceklestirmislerdir. Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 24,
48, 72 ve 96 saat fermentasyona birakilmis maksimum aktivite 96.saatte elde edilmistir.
En yiiksek aktivite i¢in pH 5 ve sicaklik 55°C olarak secilmistir. Misir atik likériiniin %20
(w/w), soya fasiilyesi kiispesinin %5 (w/w), 4 mL inokiilasyon ve 6/32 partikiil boyutu
ile maksimum iniilinaz aktivitesine (250 U/gds (gram kuru substrat)) ulasilabilirligi tespit
etmislerdir.

Aspergillus niger van Teighem ile iniilinaz iretimi fermentasyon kosullarinin
optimizasyonu isimle ¢aligmada ise Poorna ve Kulkarni (1995); optimum inokiilasyon
miktari, sicaklik, pH, farkli karbon kaynaklarinin etkisi aragtinnlmistir. %1, 2, 5 ve 10
inokiilasyon miktarlari; 50 mL/250 mL medya hacmi, 150 rpm ¢alkalama, 30°C sicaklikta
96 saatlik fermentasyona birakilmistir. 72 saatin sonunda %5 inokiilasyon orani
maksimum aktiviteyi gostermistir (60 /mL). Sicakligin etkisini aragtirmak i¢in %5
inokiilasyon ile 30-45°C araligi denenmis ve 72 saatlik fermentasyon sonucu optimum
degerin 30°C oldugu saptanmistir. pH degerleri olarak 3, 4, 5, 5.4, 6 ve 6,8 calisilmis ve
maksimum aktivitenin (yaklasik 80 U/mL) pH 5.4’de verdigi goriilmiistiir. %2 iniilin
varliginda, %S5 spor siispansiyonu ile asilanan farkli ortamlarda 50 mL medya hacmi, 96
saat boyunca bir doner calkalayicida (150 rpm) 30° C’de inkiibe edilmistir. Ortamda
fruktoz, intilin, sakkaroz, misir surubu, maya 0ziitii, amonyum siilfat, sodyum nitrat ve
0.5 mL iz element bulunan deneme en yiiksek inulinaz tretimi (120 U/mL) % 2
mikroorganizma inokiilasyonu ve pH 6 ile miimkiin olmustur. Aktivite de 1.5 katlik bir
artis gorilmiistiir.

Bir diger ¢aligmada Gill vd. (2003) Streptomyces sp. GNDU 1 susu ile iniilinaz
tiretimi i¢in; 3 g/L NaNOs, 1 g/L KoHPO4, 0.5 g/L MgS04.7H-0, 0.5 g/L KCI, 0.01 g/L
FeSO4.7H20, 10 g/L iniilin ve 15 g/L agar medya ortami hazirlanmistir. pH 7 degerinde,
200 rpm calkalama hizinda, 50 mL/250 mL medya hacminde 24 saat takip edilmis olan
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fermentasyonlarda optimum sicaklik degeri 33-53°C araliginda olmustur. Maksimum
iniilinaz aktivitesine (0.250 IU/mL) 46°C’de ulagmislardir.

Fermentasyon kosullarinin yaklasik olarak bu tez ¢aligmasi ile ayn1 degerde olmasina
ragmen aktivitelerin litaratiir caligmalarinda diisiik olmasinin sebebinin kullanilmis olan
karbon kaynagi ke¢iboynuzu ekstrakti ile ilgili olabilecegi diistiniilmektedir.

4.6. UF

Optimum kosullarda iniilinaz tiretimi gergeklestirilerek dogrulama yapildiktan sonra
elde edilen enzim igeren sivi, hiicrelerden ayrilarak kismi saflastirilmak iizere
ultrafiltrasyon islemine tabi tutulmustur.

Bu asamaya kadar yapilmis olan baslangic seker igerigi, besiyeri bilesimi ve
fermentasyon g¢alisma kosularinin optimizasyonlari sonucu ulasilmis olan ve Cizelge
4.27°de de verilmis olan kosullarda UF islemi igin yeterli olacak miktarlarda
fermentasyonlar tekrar ger¢eklestirilmistir.

Cizelge 4.27. UF igin gerceklestirilmis olan fermentasyon kosullart.

Sicakhk | °Bx Maya pH | Calkalama | inokiilasyon Medya
(°O) ekstrakti (rpm) (%) hacmi (ml)
(%)
30 5 1 5 250 2.3 135

Fermentasyonlar sonucunda filtre kagidi yardimiyla siiziilmiis fermente sividan,
daha konsantre enzim soliisyonu elde etmek amaciyla laboratuvar tipi Sartocon Slice 200
model (Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, Germany) UF cihazi ile UF islemleri
gergeklestirilmigstir. Bu amagla 50 kDa, 30 kDa ve 10 kDa'luk ayirma sinirlarina sahip
filtreler secilmistir. Ultrafiltrasyon islemi sonrasi permeat ve retentat toplanmistir. Alinan
orneklerde toplam protein ve iniilinaz ve invertaz-tip enzim aktivitesi analizleri yapilarak
saflagtirma katsayis1 hesaplanmistir.
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Cizelge 4.28. Ultrafiltrasyon dncesi ve sonrast iniilinaz enzimi.

Hacim, | iniilinaz, | Invertaz- 1/S Toplam iniilinaz | Toplam invertaz- Toplqm Iniilinaz, invertaz-tip, g invertaz-tip
mL U/mL tip, U/mL orani aktivitesi, U tip aktivitesi, U RO U/mg U/mg I saflastirma
mg katsayisi katsayisi
UF oncesi | 200.00 | 1489.15¢ 1430.67¢ 1,04° 297829.442 286134.542 42.542 7000.79¢ 6725.88¢ 1.00¢ 1.00¢
50 kDa 371
Permeat | 180.00 | 188.09° 50.67¢ ' 33856.12¢ 9121.41° 8.17¢ 4143.08° 1116.22¢ 0.59¢ 0.17¢
50 kDa 0.89¢
Retentat | 20.00 | 6133.72° 6923.13¢ ' 122674.46¢ 138462.57¢ 15.04¢ 8158.99° 9209.05° 1.17° 1.37°
30 kDa
Permeat | 180.00 0.00f 0.00 ) 0.00 0.00 0.00f 0.00f 0.00f 0.00f 0.00f
30 kDa 0824
Retentat | 20.00 | 6278.69° 7622.39° ' 125573.82b 15244772 15.12b 8304.082 10081.23a 1.192 1.502
10 kDa
Permeat | 180.00 0.00f 0.00f ) 0.00f 0.00f 0.00f 0.00f 0.00f 0.00f 0.00f
10 kDa 0.82¢
Retentat | 20.00 | 6343.26% 7750.302 ' 126865.132 155005.982 17.222 7366.35¢ 9000.33¢ 1.05¢ 1.34¢

Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (P<0.05)
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10 ve 30 kDa membranlarin permeat kismindan alinan 6rneklerde iniilinaz ve
invertaz-tip aktivite ve protein aktivitesi tespit edilememisken 50 kDa membranin
permeat kismindan alman Ornekte 188.09 U/mL enzim aktivitesine ulagilmistir.
Retentatlarda ise protein ve enzim aktivitesi tespit edilmis olup 10, 30, 50 kDa membranin
retentat kismindan alinan 6rneklerde iniilinaz aktivitesi sirasiyla 6343.26 U/mL, 6278.69
U/mL ve 6133.72 U/mL olarak gozlenmistir. Ayn1 drneklerin invertaz-tip aktiviteleri ise
sirastyla 7750.30 U/mL, 7622.39 U/mL ve 6923.13 U/mL’dir. Toplam protein degerleri
ise sirastyla 15.04 mg protein (50 kDa), 15,12 mg protein (30 kDa), 17,22 mg protein (10
kDa) olarak hesaplanmistir. Mantar tiirlerinden elde edilen intilinazin molekiiler agirlig
50 kDa’dan biiyiik oldugundan (Chi vd. 2009) kismi saflastirma iglemi basarili olmustur.
Yapilan analizler de bu sonucu desteklemistir. 50, 30 ve 10 kDa uygulamalar i¢in
saflagtirma katsayis1 degerleri ise sirasiyla iniilinaz i¢in 1.17, 1.19 ve 1.05; invertaz-tip
icin ise 1.37, 1.50 ve 1.34 olarak belirlenmistir. Sonu¢ olarak 10 veya 30 kDa
ultrafiltrasyon proseslerinin iiretilen ham enzim preparatindan istenilen hacimde
konsantre enzim preparati liretiminde yiiksek sonuglar verdigi ve bulk enzim iiretiminde
kullanilabilecegi belirlenmistir.

Ayrica, bu tez c¢alismasi disinda Aspergillus niger A42 mikroorganizmasi
kullanilarak iiretilen iniilinaz enzimi igin SDS-PAGE analizi yapilmis ve molekiil agirlig
45-55 kDa araliginda tespit edilmistir. Yapilmis olan ¢alismada SDS-PAGE bantinda
iniilinaz disinda baska bant goriintiileri de kaydedilmis ve bunlarin farkli proteinlere ait
oldugu disiiniilmustiir. Hesaplamalar sonucu elde edilen I/S oranlarinda ki farkliligin
sebeplerinden birinin bu oldugu kanisina varilmistir (kaynak belirtilmemistir).

Tiim tez ¢aligmas1 boyunca gerceklestirilen analizler neticesinde hesaplanan I/S
oranlar farklilik géstermis hatta bazi fermentasyonlarda bu deger litaratiirde belirtilen
normal seyrinden (0.02-7.9) yiiksek seviyelere (19.26) ¢ikmustir. Iniilin (%95 fruktoz+%S5
glukoz) 2-60 fruktoz biriminden olusan bir polimerdir. Sakkaroz ise (fruktoz+glukoz) bir
disakkarittir. Iniilinin molekiil agirhig daha fazladir ve iniilinaz enzimi daha fazla
fruktozu parcalayip agiga ¢ikardigi icin fermentasyonun ozellikle baginda daha yiiksek
enzim aktiviteleri gostermektedir. Dolayisiyla intilinaz aktivitesi (U/mL) artmais, I/S oran1
da ona bagli olarak artig gostermistir.
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5. SONUC

Bu c¢alismada daha Once iniilinaz enzimi iretiminde hi¢ kullanilmamis olan
keciboynuzu meyvesi ekstrakti karbon kaynagi olarak kullanilmistir. Bu amagla intilinaz
tiretimi icin fermentasyonlarda kullanilacak olan ke¢iboynuzu ekstraktinin yine ilk defa
baslangic seker igerigi (°Bx degeri) ve besiyeri igeriginin formiilasyonuna Placket-
Burman dizayn istatistik yontemiyle karar verilmistir. Kegiboynuzu ekstraktinin igerisine
ayr1 ayr1 ve farkli oranlarda eklenen 7 farkli degisken ile 12 farkli besiyeri formiilasyonu
elde edilmis, fermentasyonlar1 gergeklestirilmis ve maksimum iniilinaz aktivitesi i¢in
optimum besiyeri bilesiminin 5°Bx ke¢iboynuzu ektrakti ve buna %1 maya ilavesi oldugu
saptanmistir. Sonrasinda fermentasyon sartlarinin RSM ile optimizasyonunda farkli
calkalama hizi, inokiilasyon miktar1 ve medya hacmi faktoriyel dizayn metodu ile 15
fermentasyonluk bir model haline getirilmistir. Gergeklestirilen fermentasyonlar
neticesinde maksimum iniilinaz aktivitesi i¢in optimum fermentasyon ¢alisma kosullari
250 rpm c¢alkalama hizi, %2.3 inokiilasyon miktart ve 135 mL medya hacmi olarak
belirlenmis ve kabul edilmis bu optimum sartlarin dogrulanmasi yapilmistir.
Fermentasyonla elde edilen enzim preperat1 ultrafiltrasyon ile kismi saflastirma iglemi 10,
30, 50 kDa ayirma smirindaki filtrelerden gecirilmistir. Baslangic 6rnegi, permeat ve
retentatlara gerekli analizleri yapilmis saflastirma katsayilari tespit edilmistir.

Baslangi¢c seker igerigi ve besiyeri optimizasyonu islemi i¢in PB dizayninin
onerdigi 12 fermentasyon sonucu maksimum iniilinaz aktivitesi 1267.97 U/mL
bulunmus, Minitab programi ile optimize edilen kosullarda gerceklestirilen dogrulama
denemesi ile 1548.84 U/mL’ye ulasilmistir. CYM ile Onerilen fermentasyonlar sonucu
maksimum aktivite 1646.05 U/mL olmus ve son olarak Design Expert programi ile
optimize edilen fermentasyon kosullarinda gerceklestirilen dogrulama denemeleri
sonucunda maksimum enzim aktivitesi olan 1560.17 U/mL degerine ulasilmistir. UF
islemi sonucunda 50 kDa retentat kisminda 6133.72 U/mL iniilinaz saptanirken, 30
kDa’da 6278.69 U/mL, 10 kDa’da ise 6343.26 U/mL iniilinaz aktivitesi elde edilmistir.
Gergeklestirilmis olan bu tez ¢alismasi ile bastan sona biitiinliik igeren bir enzim {liretim
modeli olusturulmustur.

Yapilan ¢aligmalar incelendiginde iniilinaz enzimi tiretiminin biiylik bir kisminin
kiifler ile gergeklestirildigi goriilmektedir. Kiiflerle genellikle kati-kiiltiir fermentasyonu
gerceklestirilmektedir. Ancak fermentasyon sonucunda yiiksek iniilinaz enzimi aktivitesi
elde edilmesine ragmen s6z konusu saflastirma islemlerinin zor ve pahali teknikler olmast
nedeniyle caligmalarin endiistriye aktarilmasi giligclesmektedir. Bu tez caligmasi ile
iniilinaz enzimi iiretiminin siv1 kiiltiir besiyerinde gergeklestirilmis olmasi nedeniyle de
elde edilen fermentasyon sivisindan {iriin saflastirilmasi daha kolay olmustur. Dolayisiyla
yaygin bir kullanim alanina sahip iniilinaz iiretiminin daha kolay endiistriye aktarilabilir
olacagi Ongoriilmiistiir. Ayrica bu tez ¢alismasi, literatiirde benzer sartlarda
gerceklestirilen fermentasyonlar i¢inde en yiiksek seviyede iiretilen enzimden daha
yiiksek aktivite degerlerine sahip enzim iiretimini gergeklestirmistir. Bunun yaninda
keciboynuzu ekstraktinin iniilinaz enzimi {retiminde Onemli bir karbon kaynagi
potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir. Besiyeri bilesimi agisinda sadece azot kaynagi
ilavesinin yapiliyor olmasi ekonomik agidan da 6nemli avantajlar saglamaktadir.
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7. EKLER

EK-1: DNSA yontemi kullanilarak gergeklestirilen toplam indirgen seker analizinde
kullanilan glukoz standart kurvesi verileri ve seker konsantrasyonun belirlendigi
formiil.

Absorbans (575 nm) Glukoz Konsantrasyonu (g/L)
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EK-2: Iniilinaz analizinde kullanilan fruktoz standart kurvesi, verileri ve iniilinaz
miktarinin hesaplandigi formiil.

Absorbans (540 nm) Fruktoz Konsantrasyonu (umol/ml)
0.000 0
0.2598 1
0.6467 2.5
1.2888 5
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EK-3: Iniilinaz aktivitesinin diisiik oldugu fermentasyon denemelerine ait erlen
goriintiileri (10-15.giin).
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EK-4: Iniilinaz aktivitesinin yiiksek oldugu fermentasyon denemelerine ait erlen
goriintiileri.
a) 10. giin gorintiileri

b) 15. giin goriintiileri
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EK-5. Dogrulama denemesi A. niger 3.giin goriintiileri.

EK-6: Biyokiitle analizi 6ncesi ve sonras.
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