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OZET

UNLU MAMULLER SEKTORUNE YONELIK KSILANAZ ENZIiMIiNIN
KATI KULTUR FERMENTASYONU iLE URETIMIi

TEKKOL, Gizem Ezgi

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali

Tez Danismani: Dog. Dr. Sayit SARGIN

Ocak 2018, 77 sayfa

Bu calismada, kati kiiltiir fermentasyon yontemi ile ksilanaz enzimi
tiretiminde tiretim kosullar1 optimize edilmistir. Aspergillus niger fungus kiiltiirti
ile yapilan ksilanaz enzimi liretimlerinde cesitli tarimsal atiklar (bugday kepegi,
yulaf kepegi, piring kepegi, misir kocani, talas, malt c¢imi) substrat olarak
kullanilmis, temel substrat, inorganik azot kaynagi ve miktari ile birlikte baslangi¢
nem oraninin ksilanaz aktivitesine etkisi belirlenmistir. Maksimum enzim
aktivitesi optimum kosullarda (diamonyum hidrojen fosfat ekli mineral tuz
sollisyonu ile nemlendirilmis malt ¢imi, baslangic nem orani %70) 759.15 U/g
kuru substrat olarak elde edilmistir. Tepsili biyoreaktor tiretimlerinde inokulasyon
ve havalandirma debisi iizerine g¢aligilmistir. Optimum kosullarda, 0.1 ml spor
slispansiyonu/g substrat inokulasyon ve 2.5 L/dak havalandirma debisi ile ksilanaz
aktivitesi 1312.04 U/g kuru substrat olarak elde edilmistir.

Anahtar sozciikler: ksilanaz, malt ¢imi, Aspergillus niger, kati kiiltiir
fermentasyonu






ABSTRACT

PRODUCTION OF XYLANASE ENZYME BY SOLID STATE
FERMENTATION FOR BAKERY INDUSTRY

TEKKOL, Gizem Ezgi
MSc in Bioengineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sayit SARGIN
January 2018, 77 pages

In this study, production conditions for xylanase enzyme production in solid
culture fermentation were optimized. Various agroindustrial wastes (wheat bran,
oat bran, rice bran, corn kob, sawdust, malt sprout) were used as substrate for
production of xylanase from Aspergillus niger. Effect of substrate, inorganic
nitrogen source, amount of inorganic nitrogen source and initial moisture content
(%) to xylanase production were determined. Maximum enzyme activity (759.15
U/g dry substrate) was obtained at optimum conditions (malt sprout, diammonium
hydrogen phospate added mineral salt solution, initial moisture ratio 70%).
Inoculation ratio and aeration flow rate were studied for xylanase production in
tray bioreactor. Under optimum conditions (0.1 ml spore suspension/g substrate
inoculation, 2.5 L/min aeration flow rate) xylanase activity was determined as
1312.04 U/g dry substrate.

Keywords: xylanase, malt sprout, Aspergillus niger, solid state
fermentation
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1. GIRIS

Enzimler, metabolik siire¢leri hizlandiran spesifik yap taslaridir. Reaksiyon
hizin1 10 milyondan 10 trilyon kata kadar hizlandirabilirler. Rekombinant
teknoloji ve protein miihendisligi sayesinde enzimlerin ¢esitli endiistriyel ve tibbi
amagclarla kullanimi yayginlagmistir. Hizla gelisen enzim teknolojisiyle beraber
mikrobiyal enzimler ilgi odagi haline gelmistir. Mikrobiyal enzimler ekonomik
olusu, yiiksek verimi, stirekliligi, iirin modifikasyonu ve optimizasyonunun
kolayligi, mikrobiyal biiylimenin kolaylgi, stabilite ve yiiksek katalitik aktivite
gibi avantajlar1 sayesinde, gida, icecek, temizlik, tekstil, kagit, yakit, ilag gibi
bir¢ok biyoteknolojik alanda anahtar rol oynar (Gurung et al., 2013).

Endiistriyel enzimler agisindan 2014 yili i¢in yaklasik 4.2 milyar dolar
olarak hesaplanan kiiresel piyasanin 2015-2020 yillar1 arasinda yaklagik %7 yillik
biiyiime oraniyla 6.2 milyar dolara ulasacagi 6ngdriilmektedir (Singh et al., 2016).
2050 yilina kadar diinya niifusunun 6.9 milyardan 9.1 milyara yiikselecegi ve gida
talebinin %70 artacagi belirtilmektedir (Birlesmis Milletler Ekonomi ve Sosyal
Daire Bagkanligi, http://www.un.org/waterforlifedecade/food_security.shtml).
Mevcut durumda endiistriyel enzim pazarinda gida ve icecek alani baskindir ve
2020 yilinda 2.3 milyar dolar degerinde olacag: diisiiniilmektedir (Singh et al.,
2016). Kaliteli gida ihtiyacinin karsilanmasi enzimlerin, aroma, renk, tekstur ve

besin degeri yiiksek gida iiretimi i¢in kullanilmasi ile basarilacaktir (Neidleman
1984).

Ksilan, B-1,4 bagli D-ksilopiranosil kisimlarin1 igeren hemiseliiloz
yapilarindan biridir. Ksilanin hidrolizi endo-p-1,4-ksilanaz ve PB-D-ksilosidaz
hidrolitik  enzimleri sayesinde basarilir (Nigam, 2013). Ksilanazlarin
smiflandirilmasi igin gesitli yontemler kullanilsa da, Karbonhidrat-Aktif Enzim
(CAZy) veritabanina gore ksilanazlar (EC 3.2.1.8), glikosit hidrolaz (GH) ailesi 5,
7,8,9,10, 11, 12, 16, 26, 30, 43, 44, 51 ve 62 olarak smiflandirilabilir (Collins et
al., 2005).

Ksilanaz enzimi iiretiminde tarim smai atiklart  ucuzlugu, kolay
bulunabilirligi ve enzim iiretimine uygunlugu sayesinde hammadde olarak tercih
edilir. Lignosellozik maddeler, lignin, selilloz, hemiseliilloz, pektin yapilarim
icermesinden Otiirli gegen birka¢ on y1l boyunca ucuz bir hammadde olarak enzim
tiretiminde kullanilmigtir. Gida endiistrisi tarafindan aciga ¢ikarilan atiklarin cogu

yiyecek olarak tiiketilemeyen lignoseliilozik atiktir. Gerektiginde uygun On



islemler ile bu atiklar mikroorganimalardan enzim iiretiminde kulanilabilen
hammaddeler haline gelirler (Ravindran and Jaiswal, 2016).

Ksilanaz enziminin birgok ¢alismada fungus, bakteri, maya, deniz yosunu,
kabuklu deniz canlisi, salyangoz gibi kaynaklardan iiretildigi gosterilmistir. Fakat
ana kaynak olarak ksilanazlar fungal ve bakteriyel kaynaklardan tiretilir. Kaynaga
gore ozellikleri degisen ksilanazlar birbirinden farkli bir¢cok endiistriyel uygulama
icin kullanilir (Mandal, 2015; Burlacu et al., 2016).

Ksilanazlarin ilk olarak 1980°li yillarda hayvan yemi katkisi olarak ve
sonrasinda gida, tekstil kagit endiistrilerinde kullanimina baslanmistir. Mevcut
durumda seliilazlar ile birlikte ksilanazlar diinya enzim pazarinin %20’sini
olusturmaktadir (Polizeli et al, 2005). Ksilanaz enzimlerinin gilinlimiizde kagit,
hayvan yemi, biyoyakit, gida katkisi, meyve suyu, bira ve ekmekeilik endiistrisi
gibi genis bir uygulama alan1 mevcuttur. Tirkiye’de genel olarak gida
endiistrisinde alt sektdr dagilimlarina bakilirsa un ve unlu mamuller gida
sanayinin %65’ini olusturmakta, giinliik tiretilen 82 milyon ekmegin 77 milyon
340 bini tiikketilmektedir (Demiraslan, 2013).

Ekmekgilik endiistrisinin gelisimine paralel olarak ksilanolitik enzimlerin
ekmekgilik endiistrisindeki rolii ve dnemi son yirmi otuz yillik siirecte artmustir.
Bugday ununda bulunan pentozanlar (arobinoksilan, beta glukan vb.) ekmek
yapimini énemli derecede etkilemektedir. Arobinoksilanlar, siniflandirilirken suda
ckstrakte olabilme Ozellikleri dikkate alinmaktadir. Suda ekstrakte olan
arobinoksilanlar, hamurdaki gluten ag yapisin1 gelistirerek, hamurun gaz tutma
kapasitesini ve stabilitesini arttirirken, suda ekstrakte olmayan arobinoksilanlar ise
¢oziiniir 6zellik kazanmalar1 durumunda, absorbladiklart suyun bir kismini serbest
hale gegirirler ve buna bagli olarak suyun hamur ig¢indeki dagilimini
iyilestirmektedir (Saeed et al., 2011). Ksilanaz enzimi ksilanin B-1,4-glikozidik
baglarini rastgele bir sekilde pargalayabilmektedir. Bu sebeple ksilanazlar bugday
ununda bulunan pentozanlar1 parcalayarak hamurdaki polisakkarit yapisini
kirmakta, boylelikle ekmek yapiminda olumlu etkilerini gostermektedir.
Ksilanazlar, hamurun reolojik 6zelliklerini iyilestirmekte, daha yumusak ve daha
kolay bir yogurulma saglamaktadir (Camacho and Aguilar, 2003; Ahmad, 2009).
Ksilanaz enzimi, hamurun sertligini azaltarak hacmini artirmakta ve tekdiize
ekmek kirintist  olusumunu  saglamaktadir. Bunun yaninda hamurun
islenebilirligini artirarak, ekmek {iretiminde kullanilan makine parcalarina zarar

vermesi Oonlenmekte ve bu sayede liretim kosullarinin iyilesmesi saglanmaktadir



(Ahmad, 2009). Ekmekgilik sektoriinde kullanilan ksilanaz enzimi, genellikle D-
ksiloz iceren substratlara etki eden GH11 ksilanaz ailesinde yer almaktadir (Biely
etal., 1997).

Bu c¢alismada oOncelikli olarak unlu mamuller sektoriine yonelik ksilanaz
enziminin (endo-B-1,4-ksilanaz) kati kiiltiir fermentasyonu yolu ile {retimi
amaclanmistir. Ksilanaz enziminin kat1 kiiltiir fermentasyonu ile {iretim
kosullarinin optimizasyonun saglanmasi igin, ¢esitli tarimsal atiklar (Bugday
kepegi, yulaf kepegi, piring kepegi, misir kogani, talas, malt ¢imi) substrat olarak
kullanilmis, bunun yaninda gerekli azot kaynagi ve miktar1 belirlenmis, baslangic
nem oraninin ksilanaz iiretimine etkisi incelenmistir. Laboratuvar 6l¢eginde tepsili
biyoreaktoérde inokulasyon ve havalandirmanin ksilanaz enzimi iiretimine etkisi

calisiimastir.



2. LITERATUR OZETi
2.1. Ksilan

Ksilan, heterojen yapida, lineer olarak B-1,4-D-ksilopiranosil rezidiileri ve
kisa yan zincir dallanmalarindan olusan bir polisakkarittir (Bajaj and Manhas,
2012; Petzold-Welcke et al., 2014). Seliiloz, hemiseliiloz (¢ogunlukla ksilan) ve
ligninden olusan bitki hiicre duvarinda en bol bulunan ikinci polisakkarittir (Butt
et al., 2008; Ahmad, 2009).

2.1.1. Ksilanin yapisi

Ksilan dogal olarak yapisinda glukoz, ksiloz, mannoz galaktoz arobinoz,
fukoz, glukuronik asit ve galaktronik asit bulundurabilen kompleks bir hetero-
polimerdir (Heinze et al., 2003). Ksilan alindigi1 kaynaklara gore igerdigi
bilesiklerin oran1 degisebilir. Birchwood ksilan1 %89.3 ksiloz, %1 arobinoz, %1.4
glukoz %8.3 anhidrouronik asit igerirken, bugday arobinaksilan1 %65.8 ksiloz,
%33.5 arobinoz, %0.1 mannoz, %0.1 galaktoz ve %0.3 glukoz igerir (Mandal,
2015). Ksilanin yapis1 orjinine gore ne kadar degisiklik gdsterirse gostersin a-1,4-
D-ksiloz iskeletinin tasir. Lignin ksilana ester bagi ile baglanir ve farkli yapilarin

ksilan iskeletine baglanmasiyla ¢esitli ksilan yapilar1 ortaya ¢ikmis olur (Butt et
al., 2008).

%
oA

Sekil 2.1. Ksilopiranosil rezidiileri ile birlikte $-1,4-ksilan yapis1 (Butt et al., 2008).

2.1.2. Ksilanin cesitleri

Ksilan iskeletinde bulunan yaygin altbirimlere gore ksilan homoksilan,
arobinoksilan, glukuronoksilan, glukuronoarobinoksilan veya
galaktoglukuronoarobinoksilan olarak kategorize edilebilir. Homoksilanlar sadece
ksilosil zincirlerinden olusur fakat dogada yaygin degildir. Hasir otu, sakiz
tohumu (guar seed husks), tiitiin sap1 gibi sinirli kaynaklardan elde edilir (Sunna
and Antranikian, 1997). Arobinoksilanlar yan zincir olarak a-L-arobinofuranosil
altbirimlerine sahiptir. Ozel durumlarda hububatlar, ksilosil rezidiileri ile beraber
arobinosil alt birimlerine sahiptir. Glukuronoksilanlar alt birim olarak a-D-

glukuronik asid veya onun 4-O-metil eterine sahiptir. Glukuronoarobnoksilan o-



D-glukuronik asid veya onun 4-O-metil eterine ek olarak a-L-arabinoz yapisini
igerir. Galaktoglukuronoarobinoksilanlar ise kompleks oligosakkarit zincirlerinin
tizerinde B-D-galaktopiranosil dallanmalarindan olusur ve genellikle ¢ok yillik
bitkilerde bulunur (Motta et al., 2013).

Ksilan yan zincirlerindeki heterojenite, ¢oziniirliik, fiziksel 6zellikler diger
hemiseliilozik bilesikler ile baglanma ve enzimatik par¢alanma gibi Ozelliklerini
etkiler. Ornegin, tek yillik bitkilerde bulunan endospermik arobinoksilanlar
(pentozanlar) 1n dallanma yapilarindan otiirii suda ve alkali ¢dzeltilerde

¢Oziinlirligl, lignoseliilozik ksilanlara gore yiiksektir (Kulkarni et al., 1999).

2.1.2.1. Arobinoksilan
Arobinoksilanlar, B-(1-4)-bagli D-ksilopiranozil (Xylp) molekiillerine A-

L-arobinofuranosil molekiillerinin eklenmesiyle olusmus bir yapidir (Izydorczyk
and Dexter, 2008).

Sekil 2.2. Arobinoksilan yapis1 (Butt et al., 2008).

Suda ekstrakte edilebilir arobinoksilan ve suda ekstrakte edilemeyen
arobinoksilan olarak siniflandirilabilirler. Genellikle molekiil agirliklart degiskelik
gosterebilir. Bugdayda bulunan arobinoksilanin molekiiler agirligi 65-66 KDa
iken, arpada bulunanin molekiil agirligr 500 KDa civaridir (Saeed et al., 2011).

Arobinoksilanlar su ile etkilesimlerinden, diger arobinoksilan molekiilleri ve
proteinler ile yaptig1 ¢apraz baglanmalardan 6tiirii unun kalitesinde dnemli bir rol
oynar (Saeed et al., 2011).



2.1.3. Ksilanin enzimatik hidrolizi

Heterojen ve karmasik kimyasal yapisindan o6tiirii ksilanin yikimi, gesitli
hidrolitik enzimlerin 6zgiil etkilesimleri ile meydana gelir. Ksilan hidrolizi,
endoksilanaz  (endo-1,4-B-ksilanaz, E.C.3.2.1.8), p-ksilosidaz (ksilan-1,4-B-
ksilosidaz, E.C.3.2.1.37), a-glukuronidaz (a-glukosiduronaz, E.C.3.2.1.139), a-
arabinofuranosidaz (a-Larabinofuranosidaz, E.C.3.2.1.55) and asetilksilan esteraz
(E.C.3.1.1.72) enzimlerini iceren ksilanotik enzim sisteminin ¢alismasiyla
gerceklesir. Sekil 2.3 ksilanolitik enzimlerin etkiledigi ksilan bdlgelerini
gostermektedir. Bu enzimlerin tiimii ksilan1 bilesenlerine parcalar. Biitiin
ksilanazlar igerisinde endoksilanazlar, glikosidik baglarin parcalanmasi ve kisa
ksilooligosakkaritlerin ortaya ¢ikmasinda rol oynar (Verma and Satyanarayana,
2012).
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Sekil 2.3. Ksilanolitik enzimlerin etkiledigi ksilan bolgeleri (Pastor et al., 2007).

2.2. Ksilanaz Enzimi

Ksilanazlar, molekiiler agirlig1 6-80 kDA araliginda degisen ve pH=4.5-6.5,
40-60 °C sicaklikta aktif olan tek zincirli glikoproteinlerdir (Butt et al., 2008). Bir
glikosit hidrolaz ailesi iiyesi olarak ksilanazlar glikosidik bagin ($-1,4) hidrolizini
katalizleyebilen enzimlerdir (Motta et al., 2013).

Ksilanazlar (endo-1,4-B-ksilanaz, EC 3.2.1.8), ksilan iskeletini daha kiigiik
oligosakkaritlere pargalar. Ksilan hidrolizi i¢in anahtar enzimler olan ksilanazlarin
ksilan polimeri boyunca spesifitesi degisebilir. Bir kismi sadece degismeyen
bolgelerde parcalama yaparken bir kismi da yan zincirlere etki eder. Birgok
ksilanazin ise ksilooligomer affinitesi daha yiiksektir (Pastor et al., 2007).



2.2.1. Ksilanaz enziminin siniflandirilmasi

Ksilanazlarin siniflandirilmast ¢esitli yontemler ile yapilmistir. Bunlar
fizikokimyasal 6zelliklerine gore siniflandirma (Wong et al., 1988), kristal yapiya
gore simiflandirma (Jeffries, 1996) ve kinetik oOzelliklere veya substrat

Ozgiilliigiine gore siniflandirma olarak ayrilabilir.

Fizikokimyasal smiflandirmaya gore ksilanazlar iki gruba ayrilir: Diisiik
molekiiler agirlikli (<30 kDa) ve bazik pI’ya sahip ksilanazlar, yiiksek molekiiler
agirlikli ve asidik pI’ya sahip ksilanazlar. Fizikokimyasal ozelliklerine gore
siniflandirma tiim ksilanazlar yeteri kadar tanimlayamaz, bazi istisnalar olabilir,
¢linkii biitlin ksilanazlar ayn1 zamanda yiiksek molekiiler agirliga ve diisiik pl ya
veya diisiik molekiiler agirliga ve yiiksek pl ya sahip olmayabilir. Bu sebeple
enzimin hem birincil yapisin1 hemde katalitik bolgelerini inceleyen daha eksiksiz

bir sistem tanimlanmistir (Motta et al., 2013).

Enzimlerin 6zellikleri ve siniflandirilmast hakkinda giincellenmis bilgiler,
Karbonhidrat-Aktif Enzim (CAZy) veritabani ile bulunabilir. Bu, karmasik
karbonhidratlar1 ve gliko-konjiigatlar1 iireten ve parcalayan enzimler {izerine
uzmanlagmis bilgi temelli bir kaynaktir. Bu veri tabani, enzimlerin genetik dizi
aciklamalari, aile siiflamalar1 ve bilinen islevleri ile ilgili bilgileri icerir. CAZy
veritabanina gore ksilanazlar (EC3.2.1.8), glikosit hidrolaz (GH) ailesi 5, 7, 8§, 9,
10, 11, 12, 16, 26, 30, 43, 44, 51 ve 62 olarak smiflandirilabilir. GH 16, 51 ve 62
aileleri, biri endo-1,4-B-kslanaz aktivitesinden tamamen farkl: iki katalitik bolgeye
sahip cift islevli enzimlerdir (Collins et al., 2005).

GH 10 ve 11 olarak tanimlanan ksilanaz aileleri amino asit dizisi
benzerlikleri ve katalitik bolgelerin hidrofobik kiimelerinin analizleri temel
alinarak ayrilmislardir (Verma and Satyanarayana, 2012). Bu iki ailenin iiyeleri
ayrintili olarak incelenmis olsa da, geri kalan ailelerin iiyelerinin katalitik
ozellikleri (5, 7, 8 ve 43) yeni ve ¢ok siirli kalmaktadir (Motta et al., 2013).

2.2.1.1. GH 10 ve GH 11 ksilanaz ailesi

GH10 ailesine ait ksilanazlar diisiik molekiiler agirliga, pI=8-9.5 degerine
sahipken GHI11 ailesine ait ksilanazlar yiiksek molekiiler agirhiga, diisiik pl
degerine sahiptirler. Glikosit hidrolaz ailesi 10 endo-1,4-B-ksilanaz ve endo-1,3-f-
ksilanaz (EC 3.2.1.32)’dan olusur. Bu ailenin {iyeleri ayrica ksilobiyoz ve
ksilotriozda bulunan aril B-glikositlere etki ederler. Ustelik bu enzimlerin kisa



ksilooligosakkaritler {izerinde yliksek aktivitesi vardir. Kristal yap1 analizlerine
gore GH10 ailesi 4 veya 5 substrat baglama bolgesine sahiptir. Bu ailenin liyeleri
(o/B)8-barrel katlanmasinda yiiksek molekiiler agirlik, diisiik pI degerine sahiptir
(Biely et al., 1997).

Diger ksilanazlar ile karsilagtirildiginda GH11 ailesi tiyeleri, yiiksek substrat
seciciligi ve katalitik verim, kiiciik boyut ve c¢esitli optimum pH ve sicaklik
degerleriyle ilgi ¢ekici 6zelliklere sahiptir. Bu 6zellikler GH11 ailesi tiyelerini

cesitli kosullar ve uygulamalar i¢in uygun hale getirir (Paes et al., 2012).

GH11 ailesi sadece endo-1,4-B-ksilanazlardan olusur, bu sebeple bu ailenin
iyeleri ‘ger¢ek ksilanazlar’ olarak adlandirilir. Genellikle D-ksiloz igeren
substratlar iizerinde etkili olan bu enzimler yiiksek pl, diisiik molekiiler agirlik,
yer degistirmeli katalitik mekanizma, katalitik 6zellikte iki glutamat ve B-jelly roll
katlanmaya sahiptirler (Biely et al., 1997).

Buna ek olarak GH10 ailesi gibi ksilobiyoz ve ksilotriozda bulunan aril -
glikositlere de etki ederler fakat farkli olarak en az yedi substrat baglama

bolgesiyle uzun zincirli oligosakkaritler tizerinde aktiftirler (Motta et al., 2013).

2.2.2. Ksilanaz enzimi iireten mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar, biyolojik olarak aktif iirlinleri sentezlemeleri, yiiksek
hizda ¢ogalmalar1 ve insanlar tarafindan kontrol edilebilmeleri sebebiyle enzim
iiretimi i¢in 1yi kaynak olarak kabul edilirler (Gote, 2004). Mikrobiyal ksilanazlar
yiiksek 0zgiilliik, 1liml1 reaksiyon kosullari, ihmal edilebilir substrat kayb1 ve yan
iiriin olusumu sebebiyle ksilan hidrolizi i¢in katalizor olarak tercih edilirler
(Kulkarni et al., 1999; Qinnghe et al., 2004).

1960’lardan itibaren mikrobiyal ksilanazlar ile ilgili ¢esitli bildirimler
yapilmig olmasimna ragmen, 1982 den beri bir¢ok fungal ve bakteriyel
mikroorganizmanin ksilan hidrolizi i¢in 1,4-B-D endoksilanaz (E.C. 3.2.18) and B-
ksilosidaz (EC.3.2.1.37) sentezledigi rapor edilmistir (Esteban et al., 1982).

Birgok calismada fungus, bakteri, maya, deniz yosunu, kabuklu deniz
canlisi, salyangoz gibi kaynaklardan ksilanaz iiretildigi gosterilmistir. Fakat
ksilanazlar temel olarak fungal ve bakteriyel kaynaklardan iiretilmektedir.
Kaynaga gore 6zellikleri degisen ksilanazlar g¢esitli endiistriyel uygulamalar i¢in
kullaniimaktadir (Mandal, 2015; Burlacu et al., 2016).



2.2.2.1. Bakterivel kaynaktan ksilanaz enzimi iiretimi

Bacillus, Cellulomonas, Micrococcus, Staphylococcus, Paenibacillus,
Arthrobacter, Microbacterium, Pseudoxanthomonas ve Rhodothermus gibi
bakteri cinsleri (Beg et al., 2001; Gupta and Kar, 2008; Bajaj and Manhas, 2012;
Chapla et al,. 2012), Streptomyces, Actinomadura, Nonomuraea gibi aktinomiset
gruplar1 (Prakash et al., 2013) yaygin bir sekilde ksilanaz tireticisi olarak rapor
edilmistir. Bakteri ve aktinomisetlerden iiretilen ksilanazlarin etkin pH aralig1 5-9,
sicaklik aralig1 35-60 °C arasinda degismektedir (Beg et al., 2001).

Endiistriyel uygulamalarda alkali tolerans ve termostabilite 6zelliklerinden
dolayr bakteriyel ksilanazlar ilgi ¢ekmektedir. Bacillus spp. ile yapilan
calismalarda alkali pH ve yliksek sicaklik degerlerinde ksilanaz aktivitesinin

yiiksek oldugu goriilmiistiir (Subramaniyan et al., 1997).

Cizelge 2.1. Cesitli bakteriyel kaynaklardan iiretilen ksilanazlarin karakteristik o6zellikleri
(Mandal, 2015).

Mikroorganizma Molekiiler agirlik kDa | Optimum pH | Optimum sicaklik
Acidobacterium capsulatum 41 5.0 65
Bacillus sp. W-1 215 6.0 65
Bacillus circulans WL-2 15 5.5-7.0 -
Bacillus sterothermophillus T-6 43 6.5 55
Bacillus sp. strain BP-7 22-120 6.0 55
Bacillus sp. BP-23 32 55 50
Bacillus polymyxa CECT 153 61 6.5 50
Bacillus sp. BPK-1 23 55 60
Bacillus sp. NG-27 - 7,84 70
Bacillus sp. SPS-0 - 6.0 75
Bacillus sp. AR-009 23,48 9-10 60-75
Bacillus sp. NCIM 59 15.8, 35 6.0 50-60
Cellulomonas fimi 14-150 5-6.5 40-45
Cellulomonas sp. 2353 22, 33,53 6.5 55
Micrococcus sp. AR-135 56 7.5-9 55
Staphylococcus sp.SG-13 60 7.5,9.2 50
Thermoacetobacterium sp. 24-18 6.2 80
JWI/SLYS 485
Termotoga maritiana MSB8 40, 120 54,6.2 92-105
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2.2.2.2.
Funguslar (Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Trichoderma

Fungal kaynaktan ksilanaz enzimi uiretimi

spp.) yiikksek verim ve ekstraselliiler enzim iiretimi acisindan 6nemli ksilanaz
reticileridir (Nair et al., 2008). Ksilanazlara ek olarak funguslar ksilanin
parcalanmasi i¢in gerekli ¢esitli yardimer enzimleri de salgilarlar (Polizeli et al.,
2005). Cizelge 2.2 ‘de gesitli fungal kaynaklardan iiretilen ksilanazlarin 6zellikleri

verilmistir.

Beyaz ciirtik¢iil funguslar ayrica genis bir hemiseliilozik maddeye etki eden
bir ekstraseliiler ksilanaz iireticisidir (Qinnghe et al., 2004). Boylece gida kaynagi
olarak avantajlar1 varken ayni zamanda ilag, kozmetik veya gida sanayinde
kullanilabilecek ¢esitli metabolitleri de ortaya ¢ikarabilir (Buswell and Chang,
1994).

Cizelge 2.2. Cesitli fungal kaynaklardan iiretilen ksilanazlarin 6zellikleri (Polizeli et al., 2005).

Mikroorganizma Molekiiler agirlik (kDa) Optimum pH Optimum sicaklik
Aspergillus aculeatus 18, 26, 52 50, 50, 70 4.0,4.0,5.0
Aspergillus awamori 39, 23, 26 45-55 4.0-55

Aspergillus fischeri 31 60 6.0
Aspergillus fumigatus 19,85 55 55
Aspergillus kawachii 35, 26, 29 60, 55, 50 5.5,45,20
Aspergillus nidulans 22,34 62, 56 5.5,6.0

Aspergillus nidulans KK-99 ND 55 8.0

Aspergillus oryzae 35 60 5.0

Aspergillus sojae 33, 36 60, 50 5.0,5.5

Aspergillus sp. 26 50 5.0

Aspergillus sydowii 33 50 4.0

Aspergillus terreus ND 50 7.0
Aspergillus versicolor 19 55 6.0

Acrophialophora nainiana 22 55 7.0
Chaetomium cellulolyticum 25, 47, 57 50 5.0-7.0
Cryptococcus sp 22 40 2.0
Fusarium oxysporum F3 20.8, 23.5 60, 55 6.0
Myceliophthora sp. 53 75 6.0
Penicillium brasilianum 31 ND ND
Penicillium capsulatum 22 48 3.8
Penicillium sp. 25 50 2.0
Thermoascus aurantiacus ND 70-75 4.0-5.0
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Fungal alemde ¢ogunlukla ksilanaz ve B-D-ksilosidaz enzimlerini birlikte
tireten Aspergillus cinsine ait olan organizmalar literatiirde iyi tanimlanmis ve
endiistriyel uygulamalar1 olan mikroorganizmalardir (Wang et al., 2003;
Romanowska et al., 2006). Flament6z funguslar bakteri ve mayalardan tiretilen
enzimlere gore yiiksek aktiviteli ve ekstraseliiler enzim iiretimi bakimindan
endiistriyel agidan Onemlidir. Ksilan parcalayan enzimler ile ilgili ¢alismalar

cesitli mikroorganizmalar ile devam edilerek gelistirilmektedir (Wang et al.,
2003).

Fakat fungal kaynakli ksilanazlarin bazi 6zellikleri sebebiyle endiistriyel
uygulamalar1 zordur. Bir¢ok ksilanaz 50°C’nin altinda ve 4-6 pH araliginda
etkindir. Bu sebeple alkali pH ve 60 °C nin tstiinde ¢alisilan kagit endiistrisi gibi
alanlarda fungal ksilanazlar kullanilamayabilir (Beg et al., 2000).

Termofilik funguslar yiiksek sicakliklarda tarimsal materyaller, kompostlar
tizerinde gelisebilen bir mikroorganizma grubudur. Kompostlar iizerinde
gelisebilmesiyle bitki hiicre duvarini pargalayan enzimleri liretmesi miimkiindiir.
Bu sayede endiistride kagit sektoriinde kullanilabilecek alkalin aktif ksilanazlar

tiretilebilir (Subramaniyan and Prema, 2002).

Fungal ksilanazlar genellikle seliilozlar ile iliskilidir. Seliilozik substrat
iceriginde hemizelilloz oldugundan bu suslar hem seliilaz hemde ksilanaz
tiretirler. Bu problem ksilan igerigi yogun karbon kaynag: kullanilarak ¢oziilebilir
(Subramaniyan and Prema, 2000).

Funguslarla ilgili diger bir problem ise biyoreaktor ¢alismalarinda ksilanaz
veriminin diisiik olmasidir. Karistirma genellikle ortamin homojenitesini
saglarken fermentorde olusan kayma gerilimi kuvvetleri fungal biyokiitleye zarar
verebilir. Yiiksek karigtirma hizlar1 ayrica hiflerin pargalanmasina ve ksilanaz

aktivitesinin azalmasina sebep olabilir (Mandal, 2015).

2.2.2.3. Genetik modifive kaynaktan ksilanaz enzimi iiretimi

Endiistriyel uygulamalarda, genis pH ve sicaklik araliginda stabil olan,
yiiksek spesifik aktiviteye ve ¢esitli kimyasallara karst dirence sahip bunun
yaninda maliyeti diisiik, ¢evre dostu ve kullanimi1 kolay ksilanaz enzimi ihtiyaci
dogmustur (Qiu et al., 2010; Taibi et al., 2012). Bu sebeple molekiiler yaklagimlar
ile istenen Ozellikler cergevesinde ksilanaz tasarimlari yapilmistir (Verma and
Satyanarayana, 2012).
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Rekombinant ksilanaz {iretimi amaciyla cesitli konakgilara ksilanaz
kodlayan genler aktarilmaktadir. Bu sayede fermentasyon ile iiretilen ksilanazlar
istenilen Ozelliklere sahip olabilmektedir (Kulkarni et al., 1999; Ahmed et al.,
2009).

Escherichia coli, en iyi bilinen, manipiilasyonu kolay, ucuz ve yiiksek
miktarlarda {iriin alinabilen bir tlir olmasi sebebiyle ¢ogunlukla konakg¢i1 olarak
kullanilmaktadir (Jhamb and Sahoo, 2012). Bunun yaninda Lactobacillus tiirleri
ve Bacillus subtilis bakterileri yiiksek ekspresyon seviyesine sahip olan tiirlerdir
(Juturu and Wu, 2012).

Protein ekspresyonu icin, mayalar post translasyonel modifikasyonlar
acisindan bakterilere gore daha uygun konakgilardir. Genellikle kullanilan maya
tirleri Saccharomyces cerevisiae ve Pichia pastoris’tir (Ahmed et al., 2009).

Filament6z funguslar ise genellikle verimli ksilanaz tireticileri oldugundan,
verimi ylikseltmek veya uygun kosullarda calisabilen ksilanaz {iretimi amaciyla
konake1 olabilirken, ayn1 zamanda gen kaynagi olarak kullanilabilir (Ahmed et al.,
2009). P. Griseofulvum’dan alinan ksilanaz geni A. oryzae’de basarili bir sekilde
eksprese edilmistir (Nevalainen et al, 2005).

2.2.3. Ksilanaz enzimi uygulama alanlari

Ksilanazlar son yillarda ¢esitli endiistriyel ve biyoteknolojik alanlarda
uygulanabilirlik potansiyeli agisindan ilgi ¢ekici olmustur (Subramaniyan and
Prema 2000, 2002; Beg et al., 2000, 2001). 11k olarak 1980’li yillarda hayvan
yemi katkist olarak ve sonrasinda gida, tekstil kagit endiistrilerinde kullanimina
baslanan ksilanazlar, seliilazlar ile birlikte simdilerde diinya enzim pazarinin
%20’sini olusturmaktadir (Polizeli et al, 2005).

Endiistriyel enzimler i¢in kiiresel piyasa 2014 yili i¢in yaklagik 4.2 milyar
dolar olarak hesaplanmigtir. 2015-2020 yillar1 arasinda bu miktarin yaklasik %7
yillik biliylime oraniyla 6.2 milyar dolara ulasacagi ongoriilmektedir (Singh et al.,
2016). Birlesmis milletler ekonomi ve sosyal daire bagkanligi (UNDESA) nin
verilerine gore 2050 yilina kadar diinya niifusu 6.9 milyardan 9.1 milyara
yiikselecek ve gida talebi %70 artacaktir
(http://www.un.org/waterforlifedecade/food security.shtml). Kaliteli gida ihtiyaci
enzimlerin, aroma, renk, tekstur ve besin degeri yliksek gida iiretimi igin

kullanilmasi ile saglanacaktir (Neidleman, 1984). Mevcut durumda endiistriyel
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enzim pazarinda gida ve icecek alan1 baskindir ve 2020 yilinda 2.3 milyar dolar

degerinde olacag1 ongoriilmektedir (Singh et al., 2016).

Cizelge 2.3. Ksilanazlarin endiistriyel uygulamalar ve ticari tireticileri (Kumar et al., 2017).

Ticari isim Uretici Uygulama alam
Bleachzyme F Bicon, Hindistan Kagit endiistrisi
Pulpzyme Novozymes, Danimarka Kagit endiistrisi
Ecopulp RohnEnzyme0Y, Finlandiya Kagit endiistrisi
Ecozyme Thomas Swan, Ingiltere Kagit endiistrisi
Cartazyme Sandoz, Charlotte, Isvigre Kagit endiistrisi
Optipulp L-8000 Solvay Interox, Amerika Kagit endiistrisi
GS-35, HS70 logen, Canada Kagit endiistrisi
Rholase 7118 Rohm, Almanya Gida endiistrisi
Multifect XL Genencor, Hollanda Gida endiistrisi
Sternzym HC 46 Stern-Enzym, Meksika Gida endiistrisi
Sanzyme X Sankyo, Japonya Gida endiistrisi
Ceremix Novo Nordisk, Danimarka Gida endiistrisi
Solvay pentonase Solvey Enzymes, Kanada Gida endiistrisi
SanzymePX, Alpelase F Sankyo, Japonya Yem endiistrisi
Bio-Feed Plus Novo Nordisk, Danimarka Yem endiistrisi
Enzekoxylanase Enzyme Development, Amerika Yem endiistrisi
Ecosane Biotech, Tayland Yem endiistrisi
Grindazyme GP e GV Danisco Ingredients, Hindistan Yem endiistrisi
Biofeed Novo Nordisk, Danimarka Yem endiistrisi
Allzym PT Alltech, Amerika Yem endiistrisi
Grindazyme GP 5000 Danisco Ingredients, Danimarka Yem endiistrisi
Amano 90 Amano, Japony Tlag endiistrisi
Xylanase 250 HankyoBioindustryCo.Ltd, Japonya Firin endiistrisi
Gammazym X4000L Gamma Chemie GmbH, Almanya Icecek endiistrisi

2.2.3.1. Kagit endiistrisi

Kagit hamurundan ligninin uzaklastirilma iglemiyle iiretilen kagit daha

parlak ve beyaz bir goriinlime kavusur. Bu isleme agartma islemi adi verilir.
Agartma islemi hem kimyasal hem biyolojik yol ile ger¢eklestirilebilir. Fakat
kimyasal yolda ¢esitli klorin tabanli kimyasallar (C1O,, Cl,) kullanildigindan bu
cevre Kkirliligine sebep olur. Cevre kirliligini azaltmak amaciyla kagit

endiistrisinde mikroorganizmalar veya mikrobiyal enzimlerin kullanilmasiyla bio-
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agartma islemi yapilmaktadir (Sharma et al., 2015; Kumar et al., 2017; Walia et
al., 2017).

2.2.3.2. Havvan vemi endiistrisi

Hayvan yemine ksilanaz eklenmesi ile hayvanlarda sindirim islemi artar
bdylece saglik acisindan faydali olur. Ornegin tavuk yemleri bugday, ¢avdar ve
diger tahillar1 icermektedir. Bunlar tam olarak sindirilmesi zor olan besinlerdir.
Ksilanaz kismi olarak tahillarin sert dig kabuguna etki ederek sindirimi artirabilir
(Twomey et al., 2003). Bunun yaninda hemiseliilozlar1 kiicliik sekerlere
parcalamasi sebebiyle az miktarda besinden yeterli miktarda enerji saglanmis olur.
Hayvan yeminde kismi ksilan hidrolizi ile ruminal sindirim sistemi tarafindan
seliilozun parcalanmasi ve boylelikle besin degerinin artis1 gerceklesir (Wu and
Ravindran, 2004).

2.2.3.3. Bivovakit iiretimi

Ksilanaz ve diger hidrolitik enzimler lignoseliilozik materyalden biyo yakit
dretimi i¢in kullanilabilir (Stalin et al, 2012). Biyakiitleden lignini uzaklastirma
islemiyle seliiloz ve hemizeliilozun agiga ¢ikmasini takiben pargalanma ve seker
olusturma sonrasinda da fermentasyonu ile etanol ve ksilitol gibi yakitlar
iiretilebilir (Kumar et al., 2017).

2.2.3.4. Gida katkisi iiretimi

Endoksilanazlar ksilan1 hidrolizleyerek sonucunda ksilooligosakkaritleri

cikarirlar ve bu prebiyotik etkiye sebep olur. Bu maddeler kalin bagirsakta yararl
bakteriler olarak adlandirilan bifidobakterilerin ¢ogalmasina, diger zararh
bakterilerin ise baskilanmasina sebep olurlar. Bu nedenle ksilooligosakkaritler
soya siitli, cay, kahve gibi iceceklere, kek, biskiivi, puding gibi atistirmaliklara
katki maddesi olarak eklenirler. Yapilan ¢alismalarda ksilooligosakkaritlerin
sarkoma-180 ve diger tiimorleri muhtemelen bagigiklik sistemini dolayli yoldan
stimiile ederek inhibe ettigi belirtilmistir. Bu yararlar1 sebebiyle ksilanaz {irlinii
olan ksilooligosakkaritler ilag sektorii agisindan ilgi ¢ekicidir (Aachary and
Prapulla, 2011).

2.2.3.5. Meyve suyu ve bira endiuistrisi

Diger hidrolitik enzimler ile birlikte ksilanazlar igeceklerde tiirbiditenin
azalmas1 ve Kklarifikasyon islemi igin kullanilirlar. Endo-1,4-B- ksilanazlar
vizkoziteyi azaltarak sebze ve meyvelerden sularinin ekstraksiyonu ve filtrasyonu

islemine yardime1 olurlar. Bunun yaninda ksilanazlar arpadan fermente edilebilir
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seker liretimi i¢in uygun oldugundan bira endiistrisinde yararhidir (Kalim et al.,
2015).

2.2.3.6. Ekmekcilik endiistrisi

Karbonhidrat hidrolize edici enzimler yaygin olarak ekmekgilik

endiistrisinde ekmek oOzelliklerini 1yilestirici olarak kullanilirlar. Ksilanolitik
enzimlerin kullanimi son birka¢ on yilda ekmekgilik endiistrisindeki etkinlikleri
sebebiyle artmistir (Ahmad, 2009). Nisasta disindaki polisakkaritlerin enzimatik
hidrolizi hamurun reolojik 6zelliklerini, ekmegin 6zgiil hacmini ve kirinti

sertligini iyilestirmektedir (Harris and Ramalingam, 2010).

Ksilanazlar, bugday unundaki hemiseliilozu pargalar, suyun yeniden aciga
¢ikmasini dolayisiyla hamurun daha yumusak ve daha kolay yogurulmasini saglar
(Camacho and Aguilar, 2003). Ksilanaz, suda ekstrakte edilemeyen hemiseliiloz
molekiillerini ekstrakte edilebilen forma doniistiiriir. Bu sayede aciga ¢ikan
molekiiller suyu baglayarak hamurun sertligini azaltir, hacmini artirir ve daha iyi
ve tekdiize ekmek kirintisi olusumunu saglar. Bunun yaninda hamurun
islenebilirligini artirarak, makine pargalarina zarar vermesi Onlenir ve iiretim
kosullarinin 1iyilesmesi saglanir (Ahmad, 2009). Ayrica yiliksek miktarlarda
arabinoksilooligosakkarit aciga c¢ikmasi saglik agisindan da yararli etki gosterir
(Harris and Ramalingam, 2010).

Ksilanazin ekmek hacmindeki olumlu etkisi suyun pentozan fazdan
salinarak gliiten faza ge¢mesiyle gergeklesir. Gliiten fraksiyonlarinda ki artis
(hemiseliilozdan ayrilan) ile suyla birlesince esnekligi artirir. Bu olumlu etkinin
sebebi ayn1 zamanda son fermentasyon sirasinda enzimin viskoziteyi azaltmasi
daha fazla genlesmeye sebebiyet vermesiyle gaz tutma kapasitesinin artmasidir
(Martinez-Anaya and Jimenez, 1997; Harris and Ramalingam, 2010). Serbest
kalan su aym1 zamanda hamurda bulunan cesitli polimer baglarada etki eder.
Arobinoksilan ve gliiten arasinda var olan baglar (kuvvetli kovalent bag)
arobinoksilanlarin parcalanmasini takiben bir gevseme gosterir bu sayede
hamurun islenebilirligi artar. Ksilanaz enziminin asir1 dozda kullanildig:
durumlarda, unda bulunan pentozanlar fazlaca pargalanir buda hamurun su tutma
kapasitesiyle beraber viskozitesinin azalmasina ve bunun sonucu olarak civik bir

hamur olusumuna neden olur (Giiner ve Daglioglu, 2008).

Suda ekstrakte edilebilen arobinoksilanlarin varlig1 viskozite ve gaz tutma

kapasitesinin artig1 sebebiyle ekmek hamuru i¢in Onemlidir. Kirint1 tekstiirii
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1sinma sirasinda gaz kabarciklarinin hapsolmasiyla dogrudan iligkilidir (Saeed et
al.,, 2011). Hemiseliilozlarin yapisinda bulunan suda ekstrakte edilemeyen
arobinoksilanlar ekmekgilikte negatif etkiye sebep olur. Dahasi, suda ¢oziinebilen
arobinoksilanlar karisgtirma ve 1sitma gibi stres kosullarinda proteinlerin
korunmasinda yardimcidir (Abdel-Aal et al., 2002; Labat et al., 2002).

Diinya genelinde mikrobiyal enzimler firincilik endiistrisinde etkin bir
sekilde kullanilmaktadir. Ekmekgilik sektoriinde kaliteli iirline ulagsmak i¢in
enzimlerin kullanilmasi talebi giin gectikce artmaktadir. Firincilik endiistrisinin
pazar paymin 2019 yilinda %8.2 yillik biiylime oranmiyla 695.1 milyon dolara
ulagmasi beklenmektedir (Singh et al., 2016).

Tiirkiye’de ise genel olarak gida endiistrisinde alt sektor dagilimlarina
bakilirsa un ve unlu mamuller gida sanayinin %65’ini olusturmaktadir. Tiirkiye’de
ekmek, unlu iirlinler icerisinde 6nemli bir yere sahiptir. Glinliik tiretilen 82 milyon
ekmegin 77 milyon 340 bini tiiketilmektedir (Demiraslan, 2013).

2.2.4. Ksilanaz enzimi iiretimi

Fermentasyon bakteriyel ve fungal cesitli mikroorganizmalar ile kompleks
substratlarin  basit bilesiklere biyolojik doniisiimiidiir. Bununla birlikte
mikroorganizmalar bu biyolojik doniisiim sirasinda antibiyotik, peptit, enzim veya
biliylime faktorleri gibi sekonder metabolitler denilen c¢esitli bilesikler salgilarlar.
Fermentasyon, enzim {retimi i¢in birincil yontemdir. Uygun substratlarin
fermentasyonu ile bakteri, maya, fungus gibi mikroorganizmlar enzimleri iiretirler
(Subramaniyam and Vimala, 2012).

Ksilanaz enziminin ¢esitli endiistriyel proseslere uygulanmasi ticari iiretim
bazinda bazi kisitlara sahiptir. Substratin zor bulunmasi, pH araligi, termal
stabilite, iirlin inhibisyonu ve maliyet gibi sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir (Walia
et al., 2017). Ticari uygulamalar kullanilabilmesi i¢in, ksilanazin ucuz olmasi,
iiretimi asamasinda yiiksek seviyelerde exprese olmasi ve prosesi daha ekonomik

hale getirmek verimli bir sekilde salgilanmasi gereklidir (Deesukon et al., 2011).

Genellikle ksilonolitik enzimler dogal kosullar altinda firetilebilen
enzimlerdir. Fakat bazi mikroorganizmalar glukoz veya ksiloz gibi karbon
kaynaklar1 tarafindan indiiklenebilir veya katabolik represyona ugrayabilir (Walia
et al., 2017). Ksilan literatiirde en iyi indiikleyici olarak gosterilmektedir (Taibi et
al., 2012; Guleria et al., 2013; Walia et al., 2017).
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2.2.4.1. Ksilanaz enzimi iiretim stratejileri

Ksilanaz iiretiminde karbon kaynagi, sicaklik pH, ortam igerigi gibi 6énemli
birgok parametre vardir. Bu parametreler genellikle kullanilan mikroorganizmaya
gore degiskenlik gosterir. Uygun parametre se¢imi mikroorganizmanin

¢ogalmasini ve Uriin konsantrasyonunun artmasini saglar (Ho, 2014).

Mikroorganizma sec¢imi yapilirken bakilmasi gereken en onemli kriter
urettigi ksilanazin endiistride kullanima uygunlugudur. Endiistriye uygunluk
acisindan termofilik mikroorganizmalar ksilanaz tiretimi i¢in tercih edilmektedir
(Ravindran and Jaiswal, 2016). Kullanilan suslar patojenik ve toksijenik
olmayacak sekilde karakterize edilerek giivenli hale getirilir (Pariza and Johnson,
2001). Endiistride kullanilan 6nemli enzimler dncelikle Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Aspergillus niger and Aspergillus oryzea igeren kiigiik bir grup
bakteriyel ve fungal sustan elde edilir. Bu mikroorganizmalar cesitli
metabolitlerin ticari iretiminde ve metabolik faaliyetlerin anlasilmasinda
endiistriyel Olcekte iiretimler i¢in 6nemli bir rol oynar. Bunun yaninda genetik

modifikasyon yapilarak cesitli enzimlerin {iretimi saglanabilir (Olempska-Beer et
al., 2006).

Ortam igerigi ksilanaz aktivitesi iizerinde kritik bir parametredir. Farkli
karbon kaynaklarinin ksilanaz aktivitesi tizerine etkisini c¢alisan Seyis ve Aksoz
(2005)’e gore, Trichoderma harzianum 1073 D3 fungusunun sivi kiiltiirde
ksilanaz tiretiminde glikoz ile karsilagtirildiginda siikroz daha yiiksek ksilanaz
biyosentezine neden olmaktadir. Sivi kiiltiirde Aspergillus niger’den ksilanaz
tiretiminde ¢esitli karbon ve azot kaynaklar1 arasindan ksilan ve maya ektraktinin
maksimum ksilanaz aktivitesini verdigi raporlanmistir (Tallapragada and
Venkatesh, 2011). Karbon kaynaginin yaninda ortama organik veya inorganik
azot kaynag1 eklenmesi mikroorganizmanin biiyiimesini artiracagindan ksilanaz
tretimini de artiracaktir. Ek olarak kompleks tarimsal hammaddelerin ksilanaz
iretimi i¢in uygun oldugu cesitli caligmalarda gosterilmektedir. Bugday kepegi,
pirin¢ kepegi, seker pancar1 kiispesi, arpa, talag, misir gibi tarimsal hammaddeler

ksilanaz enzimi iiretimini indiikleyici substratlardir (Ho, 2014).

Kiiltiir kosullar1 arasinda ksilanaz iiretim performansi iizerinde etkisi en
fazla olan parametre sicakliktir. Genel olarak Aspergillus spp funguslar1 25-45 °C
arasinda inkiibe edilirler (Ho, 2014). Djekrif-Dakhmouche ve arkadaslarinin
(2006) yaptig1 caligmaya gore Aspergillus niger ATCC 16404 susu i¢in 30°C
inkiibasyon sicaklig1 optimumdur. Buna benzer ¢alismalarda A. niger GCBT7 (Ali
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et al., 2002), A. niger 326 (Maciel et al, 2008), A. foetidus (Shah and Madamwar,
2005) suslar1 i¢in uygun biiyiime sicakliginin 30°C oldugu gosterilmistir.

Cizelge 2.4. Farkli mikroorganizmalardan gesitli substratlar ile ksilanaz tiretimi (Motta et

al., 2013).
_ _ _ Kiiltiir
Mikroorganizma Ksilanaz Ortam
kosullar
o Soya kiispesi ve
Penicillum canescens 18,895.0 1U/g pH 7.0; 30°C )
kazein pepton
Bugday kepegi ve
Streptomyces sp. P12-137 27.8 IU/ml pH 7.2; 28°C
KNO3
Thermomyces lanuginosus SD- Misir kogani, bugday
8,237.0 IU/g pH 6.0; 40°C
21 kepegi ve (NH4)2S04
Yulaf ksilanu, lire,
Penicillum fellutanum 39.7 IU/ml 30°C
pepton ve maya 0zliti
Penicillum furcatum 7.5 1U/ml pH 6.5; 30°C Bugday kepegi
Yulaf ksilanu, iire,
Acremonium furcatum 33.11U/ml 30°C
pepton ve maya 0zliti
Aspergillus niger PPI 16.0 1U/ml pH 5.0; 28°C Yulaf ve iire
) ) Bugday samani ve
Cochliobolus sativus Cs6 1,469.4 1U/g pH 4.5; 30°C
NaNO3
Bacillus circulans D1 8.4 IU/ml pH 9.0; 45°C Seker kamig1 kiispesi
Streptomyces sp. strain Ib 24D 1,447.0 1IU/ml pH 7.5; 28°C Domates posasi
. ] Bugday samani ve
Paecilomyces themophila J18 18,580.0 1U/g pH 6.9; 50°C
maya Ozt

Ksilanaz aktivitesi iizerinde pH degerinin etkisi bilyiiktiir. Ozellikle enzimin
salgilanmasi kisminda 6nemli rol oynar. Funguslar genel olarak 5.0-8.0 pH degeri
arasinda biiylyebilirler. A. niger icin ise uygun pH 6.5 degeridir. Maciel ve
arkadaslarinin (2008) yaptig1 calismada nispeten asidik pH 6.0 nin fermentasyon
prosesi sirasinda funguslar i¢in uygun pH degeri oldugu goriilmiistiir. A. niger
fungusu i¢in en iyi baslangic pH araligi 5-6 dir (Djekrif-Dakhmouche et al.,
2006).
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2.2.4.2. Sivi kiiltiir fermentasyonu ile ksilanaz enzimi iiretim

Siv1 kiiltiir fermentasyonunda segilen mikroorganizmalar, kapali bir cam
kiltir kabinda gerekli konsantrasyonlarda besin igeren, optimize edilmis sivi
ortam iginde, yiiksek oksijen konsantrasyonlar1 ile kiiltive edilirler. Kullanilan
karbon kaynagi igerigi tamimlanmis glukoz, siikkroz gibi maddeler olabilecegi gibi
tarimsal hammaddeler ve atiklarda olabilir (Ho, 2014). Inkiibasyon sicaklig1 ve
ortam pH s1 gibi biiyiime kosullari, bu fermentasyon prosesi i¢in ayarlanabilir.
Mikroorganizmanin biiylimesini takiben istenilen enzim iretilir. Endiistriyel

alanda enzim iretimi i¢in sivi kiltiir fermentasyonu evrenseldir (Renge et al.,
2012).

Endiistriyel enzimlerin %75 inden fazlasi sivi kiiltiir fermentasyonu ile
iretilir. Bunun sebebi bilinen bir yontem olmasinin yani sira, kullanilan besin
kaynaklarinin kolay bulunmasi, oksijen ve besin transferinin verimli olmasi, genel
olarak inkiibasyon siiresinin kisa olmasi ve ayirma saflastirma islemlerinin daha
az basamak gerektirmesi gosterilebilir (Subramaniyan and Vimala, 2012; Irfan et
al., 2016).

Endiistriyel olarak ksilanaz enzimi iiretiminde siv1 kiiltlir fermentasyonunun
kullanilmasi, bu alan {izerinde yapilan caligmalar1 artirmistir. Haq ve
arkadaglarmin (2004) yaptigi calismada Aspergillus niger’den optimum kiiltiir
kosullarinda (48 saat inkiibasyon siiresi, 30°C inkiibasyon sicakligi, baslangig pH
degeri 5.0) ksilanaz aktivitesi 260 U/ml olarak bulunmustur. Penicillum
citrinum’dan ksilanaz iiretiminde RSM ile yapilan optimizasyon ¢alismasi
sonucunda optimum sicaklik degeri 29 °C, pH degeri 7.49, karigtirma hizi 209
rpm, substrat konsantrasyonu %75 oldugu gosterilmistir (Ghoshal et al., 2011).

2.2.4.3. Kat kiiltiir fermentasyonu ile ksilanaz enzimi iiretim

Kati1 kiltiir fermentasyonu (KKF), mikroorganizmanin serbest su
bulunmayan besi ortaminda hem fiziksel destek hem de besin kaynagi olan kati
materyal tizerinde kiiltivasyonudur. Fakat hiicre biiylimesini desteklenmesi adina
ortamda yeteri kadar su bulundurulmalidir (Pandey et al., 2001). Kat1 substrat
partikiilleri arasinda su damlaciklar1 ve ya partikiiller iizerince ince bir su tabakasi
olabilir, fakat daha c¢ok partikiiller arasi bosluk gaz faz ile doludur. Sistemde
mikrobiyal biiylime i¢in var olmasi gereken su partikiiller tarafindan absorbe
edilmistir (Mitchell et al., 2006; Renge et al., 2012).
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Sekil 2.4. KKF nin 6zelliklerini gésteren sistem. (a) Nemli kat1 partikiiller, siirekli bir gaz faz ve
filament6z funguslari iceren KKF sistemi. (b) Kati subtrat ile yapilan fakat KKF olmayan
fermentasyon sistemi (Mitchell et al., 2006).

KKF de temel olarak porlu kati substrat yatagi mikroorganizmanin
gelisebilmesi i¢in genis ylizey alan1 ve kolay gaz aligverisi saglamalidir. Bunun
yaninda kati1 substrat su molekiillerine yiliksek afiniteli olmali, yiiksek su
tutabilmeli ve yiiksek hizli biyokimyasal reaksiyonlara izin vermelidir (Dhiman et
al., 2008).

Bircok organizma hem sivi hem de kati kiiltir fermentasyonu ile
ekstraseliiler enzim tlretmektedir. Bakteri ve filamentdz funguslar dogas1 geregi
odun, tohum, sap, kok veya yapraklarda ¢ogalabilirler. Cesitli bir grup enzim
endiistriyel 6lgekte sivi kiiltiir fermentasyonu ile iiretilmesine karsin endiistriyel
diizeyde KKF ile liretim yaygin degildir (Kapilan, 2015). Ksilanaz {iretiminde pek
cok filament6z fungus potansiyel ksilanaz iireticisi olarak gosterilmektedir. Fakat
endiistriyel olgekte Aspergillus niger, Aspergillus oryzae ve Trichoderma spp
genel olarak kullanilan funguslardir. Ksilanaz iiretiminde KKF ekonomik bir

sistem olmas1 bakimindan dikkat ¢ekici bir fermentasyon yontemidir (Ho, 2014).
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2.2.4.4. Kati kiiltiir fermentasyonu iiretim parametreleri

Herhangi bir fermentasyon sistemi agisindan substrat secimi en Onemli
faktordiir. Substrat se¢cimi maliyet ve bulunabilirlik gibi bir¢ok faktore baghdir
(Pandey et al., 2001; Renge et al., 2012). KKF prosesinde genellikle karbon ve
enerji kaynagi olarak ham dogal maddeler kullanilir. Diger yandan maliyet
acisindan verimli, ekonomik prosesler icin tarimsal atiklar enzim {iretiminde
karbon kaynag olarak rol alir. KKF de kullanilan endiistriyel substratlara 6rnek
olarak bugday kepegi, piring kepegi, misir kepegi, misir kogani, bugday samani,
piring samani, piring kabugu, hurma ¢ekirdegi posasi ve soya fasulyesi tarimsal
atiklar verilebilir (Pandey et al., 2008; Ho, 2014).

Bugday kepegi Aspergillus niger spp.’ den ksilanaz iiretiminde siklikla
kullanilan bir substrattir. Venkatesh ve Tallapragada’nin (2009) yaptig1 calismada
piring kepegi, soya kepegi ve talas ile karsilastirildiginda bugday kepeginin A.
niger’den ksilanaz iiretimi i¢in optimum substrat kaynagi oldugu gosterilmistir.
Malt ciminin igerigindeki azot miktarinin yiiksek olmasi sebebiyle ksilanaz

enzimi iiretiminde kullanilabilecegi bildirilmistir (Sargin, 2003).

Substratin partikiil boyutu, kati kiiltlir fermentasyon prosesi sirasinda
mikrobiyal biiylime kapasitesinin yaninda, kiitle ve 1s1 transferini etkileyen 6nemli
bir faktordiir. Partikiill boyutuna iliskin olarak fermentasyon sirasinda sabit
kalmadig1 ve azalmaya egilimli oldugu bilinmelidir. Misel olusumu substrat
boyutunu degistiren ana sebeptir (Pandey et al., 2008). Tarimsal atiklarin substrat
olarak kullanildigi durumlarda mikrobiyal biiylimenin artirilmasi i¢in substrat bir
on muamele gerektirebilir. Ogiitme ile partikiil boyutu azalacagindan mikrobiyal
biiyiime icin daha biiyiik yiizey alan1 saglar. Bununla birlikte partikiil boyutunun
optimum bir aralikla olmasi1 gerekir. Cok kii¢iik partikiill boyutu misellerin
olugsmas1 ve gelismesi icin yeterli alan saglayamaz, bunun yaninda kiitle ve 1s1
transferi problemlerine sebep olabilir (Renge et al., 2012; Kapilan, 2015).

Nem, KKF ve biyolojik materyalin ozellikleri ile dogrudan iliskili bir
faktordiir. Canli hiicrenin metabolik faaliyetleri i¢in gerekli oldugundan KKF de
substratin nem oran1 énemlidir (Pandey et al., 2008). Diisiik nem igerigi KKF
sonrasinda alt akim islemleri i¢in daha verimli bir yol sunar. KKF de yliksek besin
icerikli kat1 substratlar kullanildigindan nem igeriginin diisiik olmasi bakteriyel
kontaminasyonlar1 engeller. Bu sayede filamentéz funguslarin kati substrata
penetre olmasi ve kolonilesmesi kolaylasir (Holker et al., 2004).
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Havalandirma, heterojen sistemlerde ki 1s1 ve kiitle transferi problemleri ve
aerobik sistemlerdeki oksijen ihtiyaci sebebiyle kati kiiltiir fermentasyonunda
iretimi etkileyen parametrelerdir. Havalandirma biyoreaktore oksijen saglarken
karbon dioksit ve diger ucucu metabolitlerin reaktérden uzaklagmasini saglar.
Havalandirma hizi mikroorganizmanin biiylime gereksinimleri, gaz ve ugucu
metabolit olusumu ve 1s1 olusumu gibi faktorler géz Oniinde bulundurularak
belirlenir. Bazi liretim parametreleri ve ortam karakteristikleri (basing, karistirma,
substratin gozenekliligi ve derinligi, ortamin nem igerigi, reaktor geometrisi..)
oksijen transfer hizin1 etkileyebilir (Krishna, 2005).

2.2.45. Kati kiiltiir fermentasyonunun sivi Kiiltiir fermentasyonu ile

karsilastirilmasi

Ksilanaz tiretimi genellikle sivi kiiltiir fermentasyonu ile yapilsa da, kati

kiiltiir fermentasyonu ¢ogu zaman daha avantajli olabilmektedir.

* Ekonomik bir yontemdir; genellikle tarimsal atiklar kullanilabildiginden

iiretim maliyeti s1v1 kiiltiir fermentasyonuna gore daha diistiktiir.

* Fermentasyon ortamindan o6tiirli, fermentasyon verimi, son iiriin

konsantrasyonu ve iirlin stabilitesi yiiksektir.

* Substratin nem orani diisiik oldugundan bakteriyel kontaminasyon riski

diigiiktiir.

» Kompleks makine sistemlerine ihtiyag yoktur.

* Kullanilan reaktor hacmi kiigiiktiir. Diisiik su hacimlerinde, yiiksek iiriin

verimi ve diisiik enerji ihtiyactyla galigilir.

* Yatinm maliyeti ve tekrarlayan harcama miktari daha azdir. En 6nemli
avantajlarindan biri hem tesis kurulma asamasinda hem de proses sirasinda

maliyetin diisiik olmasidir.

* Kiiltivasyon sonunda enzimler substrattan kolay, ucuz ve uygun bir
tampon kullanilarak ayrilir (Pandey et al., 2001; Holker et al., 2004).
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Bunlarin yaninda KKF nin baz1 dezavantajlar1 mevcuttur.
» Inkiibasyon siiresi genellikle daha uzundur.

* Kat1 kiiltiir fermentasyonunda karistirma yapilamadigindan besin ve

oksijen dagilimi homojen bir sekilde saglanamaz.

* Substrat boyutunun optimize edilmesi amaciyla 6n islem uygulanmasi

hammadde maliyetini artirir (Kapilan, 2015).

2.3.  Olgek Biiyiitme

Biyoprosesin 6l¢ek biiylitiilmesi, 1ilgili biyoiiriinlin ekonomik olarak
devamliligin1 garanti eden kritik bir asamadir. Burada amag, biyoreaktoriin
biiyilikliigiiniin arttirilmas1 ile laboratuvarda veya pilot ol¢ekte yapilan biitiin
asamalarda elde edilen ¢iktilarin olabildigince korunmasidir. Sadece
biyoreaktoriin biiyiikliiglindeki artisla degil, ayn1 zamanda biyoreaktoriin ve diger

cihazlarin maliyetleri, ¢iktilar1 ve basitligi dikkate alinmalidir (Desobgo et al.,
2016).

Olgek biiyiitme erlenmayerden laboratuvar dlgekte biyoreaktore, sonrasinda
pilot dlcek ve endiistriyel 6lgek biyoreaktore kadar birka¢ basamakta gerceklesir.
Olgek biiyiirken biitiin parametrelerin oranli biiyiimesi veya korunabilmesi
mimkiin degildir. Her bir 0Olgek biiylitme basamaginda sterilizasyon,
havalandirma, karistirma hacim artisindan kaynakli biyoreaktoriin cap ve

yiiksekligi gibi parametrelerin tasarimi1 daha karmasik bir hal alir (Desobgo et al.,
2016).

2.3.1. Reaktor tasarim parametreleri
Ideal bir iiretim yapilmasi amaciyla bir biyoreaktdr tasarrminda dikkat

edilmesi gereken sartlar asagida verilmistir.

* Biyoreaktor yapiminda kullanilan materyal saglam, korozyona dayanikli

olmali, mikroorganizmaya toksik olmamalidir.

* Kontaminasyonu engellemek adina, mikroorganizmalarin disaridan
sisteme girisine ve iiretim mikroorganizmasinin digari ¢ikisina izin vermeyecek

sekilde tasarlanmalidir.
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* Sicaklik, havalandirma, su aktivitesi gibi iiretim parametrelerinin kontrolii

saglanmalidir.
» Uretim ortaminda homojenite saglanmalidir.

* Substrat hazirligi, sterilizasyon, inokulasyon, iiriin kazanimi, yiikleme ve

bosaltma gibi islemlerin yapilabilmesi i¢in imkan tanimalidir.

» Maliyeti diisiik olmalidir (Durand, 2003).
2.3.2. Kat kiiltiir fermentasyonunda kullanilan biyoreaktorler

KKF islemlerinde kullanilan reaktor tipleri genel olarak ii¢ ana baslikta
toplanabilir.

* Tepsili biyoreaktorler

* Doner tamburlu biyoreaktorler

* Kolon biyoreaktorler (Pandey et al., 2001).

2.3.2.1. Tepsili bivoreaktorler

Tepsili  biyoreaktor, genellikle sicaklik ve nemin kontrol edilerek
havalandirmanin yapildig1 bir biyoreaktdr tipidir. Tepsiler aga¢, metal veya
plastik materyalden yapilabilir. Tepsinin {ist tarafi agik iken alt tarafi
havalandirmay1 saglamak amaciyla gozeneklidir. Tepsiler ¢cogunlukla bir tepsi
digerinin Ustiine olacak sekilde belli bir bosluk birakarak yerlestirilir (Pandey et
al., 2001; Krishna, 2005). Sekil 2.5’de tepsili biyoreaktorlerin sematik gosterimi
verilmektedir.

Tepsilerin etrafinda bagil nem ve sicakligi kontrol altinda tutulan hava,
stirekli olarak sirkiile edilmektedir. Su sirkiilasyonlu 1s1 degistirici sistemleri bu
biyorektdrlerde kullanilabilir. Substratlar ince bir tabaka halinde diiz tepsilere
yayilmaktadir. Karigtirma islemi kesikli olarak elle yapilabilmektedir (Mitchell et
al., 2000).
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Sekil 2.5. Tepsili biyoreaktorlerin sematik gosterimi (Durand, 2003).

Tepsili biyoreaktdr tasarimlarinda bazi kisitlar vardir. Ozellikle bu
biyoreaktdrlerde 1s1 ve kiitle aktarim sorunlari oldugu belirtilmektedir. Uretim
sirasinda sistemde sicaklik ve oksijen gradiyentleri olusabilmektedir. Tepsideki 1s1
ve kiitle aktarim sorunlar1 sistemin verimini etkilemektedir. Tepsi yliksekliginin
arttirllmasiyla verim arttirilamamaktadir. Substrat katmaninin orta noktasindaki
sicaklik ylikselmeleri ve bagli olarak mikrobiyal biiyiimenin yavaglamasi bunun
en Oonemli nedenlerinden biridir. Bu sorunu asabilmek adina substrat kalinlig
optimizasyonu yapilabilir (Sargin, 2003; Mitchell et al., 2006). Sekil 2.6’da tepsili

biyoreaktorde kiitle ve 1s1 transferi sematik olarak gosterilmistir.

Bu reaktorlerin yatirim masraflar1 ve teknoloji ihtiyaci diigiik olmasina
karsilik, tiretim sirasinda ve sonrasindaki is¢ilik giderleri yiiksektir. Bunun icin
is¢cilik masraflarinin diisiik oldugu {ilkelerde tercih edilmesi gereken bir {iretim
sistemidir. Ayrica bu Tlretim sisteminin bir baska dezavantaji da kapasite
arttirnminin ancak tepsi sayisiin arttirimiyla miimkiin olabilmesidir (Krishna,
2005).
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Tepsiler etrafinda havanin kiitlesel akigi konvektif is1 uzaklastinlmasi saglar

»
Tepsi ve ortam ]
A arasindaki oksijen, Konvektif 1si
karbondioksit ve uzaklagtiriimasi
su degisimi
' N e
A RN B {1 partikdli

+

Yatak boyunca
kondiiksiyon

Partikiiller arasi
bosluklarda oksijen,
¢ karbondioksit ve su

difiizyonu

< >
Partikiiller arasi bosluk ve biomas
film tabakasindan oksijen,
karbondioksit ve su degisimi

/ Biofilm ve
o partikill igindeki
oksijen

diflizyonu

Atik 1s1 Gretimi

Tepsiler birgok partikiil icermektedir
Yatagin dzellikleri = partikiillerin ve bosluklarin ortalamasi

Sekil 2.6. Tepsili biyoreaktorde kiitle ve 1s1 transferi (Mitchell et al., 2000).

2.3.2.2. Doner tamburlu biyoreaktorler

Doner tamburlu biyoreaktorler, bir substrat yatagi, bir gaz boslugu ve
tambur duvarindan olusan, kompleks, ayni zamanda engeller icerebilen ve
havalandirmanin reaktor girisinden iceriye saglandigi sistemlerdir (Krishna,

2005). Sekil 2.7°de doner tamburlu biyoreaktorlerin sematik gosterimi verilmistir.

Sekil 2.7. Doner tamburlu biyoreaktor. (1) Hava girisi, (2) doner eklem, (3) manson, (4)
hava nozulu, (5) hava hatti, (6) tekerlek, (7) doner tambur, (8) kat1 ortam, (9) rim (Durand, 2003).

Bazi olas1 tasarim Ozellikleri; engel icermesi, donme yoniinlin periyodik
olarak ters cevrilmesi, dairesel olmayan tamburlu kesitlerin kullanilmasi1 veya
tambur ekseninin egimli olmasidir. Tasarim degigkenleri; biyoreaktorii uzunluk ve
yarigapi, merkez ekseninin yataya egimi, karistirmanin biyiikligii (hiz) ve sekli
(engel), havalandirmanin giris ve ¢ikisi, su ceketi olup olmamasi gibi
parametrelerdir (Mitchell, 2006).
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Proses sirasinda ise substrat yiikii, beslenen hava debisi ve nemi, donme hizi
gibi parametrelere dikkat edilmelidir (Sargin, 2003).

2.3.2.3. Kolon bivoreaktorler

Kolon biyoreaktorler, silindirik bir kolon, genellikle gevsek bir bigcimde
kolonun iist kisimlarina kadar yiiklenen substrat ve asagidan baslanarak yatak
boyunca kuvvetli bir sekilde havalandirmadan olusur. Havalandirma yatagin
igerisine sokulmus delikli hava hattiyla olabilir (Pandey et al, 2001).
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Sekil 2.8. Kolon biyoreaktor (Casciatori et al., 2016).

Proses kisitlar1 goz oniinde bulunduruldugunda havalandirmanin bir sonucu
olarak, bu reaktorlerde gradyan olusumunun 6nlenmesi miimkiin degildir. Oksijen
gradyanlarina kiyasla sicaklik gradyanlar1 verimi etkileyen daha biiyiik bir kisittir.
Her ne kadar bu gradyanlar buharlagsmay1 tesvik etse ve bu sekilde atik metabolik
1s1y1 uzaklagtirabilse de biyokiitlenin kurumasi biliylimeyi engeller. Kurumay1
onlemek i¢in su kullanilmasi yatagin karistirllamamasindan dolayr verimli
degildir (Krishna, 2005).

Kolon biyoreaktorlerin avantajlar1 proses kontroliiniin daha kolay olmasi,
substrat yataginin ylkseltilebilmesi ve aseptik kosullara imkan saglamasidir
(Krishna, 2005).
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Mikroorganizma

Bu c¢alismada TUBITAK MAM (Marmara Arastrma Merkezi) Gida
Enstitiisi (MAM-GE) Kiif Koleksiyonunda (KK) bulunan Aspergillus section
Nigri Kif Koleksiyonu’ndan temin edilmis olan Aspergillus niger susu
kullanilmistir. Mikroorganizmalar Aspergillus niger 5 ve Aspergillus niger 12
olarak kodlanmistir. Kiiltiirler tiip igerisinde patates dekstroz agar (PDA) igeren
egik agarlarda, +4°C’de saklanmustir.

3.1.2. Kullanilan besiyerleri, ¢ozeltiler ve kimyasallar

Aspergillus niger izolatlarinin gelistirilmesi ve spor olusturulmasinda,
gelistirilen hiicre ve sporlarin inokulum olarak hazirlanmasinda, optimizasyon
caligmalar1 sirasinda erlen iiretimlerinde, kullanilan tiim besiyerleri, ¢ozelti ve
kimyasallar, 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Kat1 kiiltiir
biyoreaktor iiretim ortamlari ise buhar jeneratoriinden kizgin buhar beslenerek

biyoreaktor igerisinde 121 °C’de 30 dakika steril edilmislerdir.

3.1.2.1. Patates dekstroz agar (PDA)

Aspergillus niger susunun saklanmasi, gelistirilmesi ve sporlanma olusumu
icin, ticari olarak hazir halde satilan patates dekstroz agar ortami 39g/L olacak

sekilde kullanilmistir.

3.1.2.2. Kat kiiltiir iiretim ortamlari

Soke Un As.’den temin edilen bugday kepegi (BK), perakende satis
noktasindan temin edilen piring kepegi (PK) ve yulaf kepegi (YK), Cimpet
Ltd.’den temin edilen misir kogan1 (MK), Tiirk Tuborg Bira ve Malt Sanayii A.S.
Izmir fabrikasindan temin edilen malt ¢cimi (MC) ve talas (T) ile optimizasyon

caligmalar1 yapilmig, malt ¢imi ile reaktor caligsmalart stirdiiriilmiistiir.
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3.1.2.3. Nemlendirme sivisi

Kati kiiltiir tiretim ortaminin neminin ayarlanmasinda nemlendirme sivisi
olarak modifiye vogel ortami kullamilmistir. Modifiye vogel ortami;
CeHsNaz0O7.,H,0 2.5 g/L, KH,PO,4 5.0 g/L, MgS0O4.7H,0 0.2 g/L, CaCl,.,H,0 0.1
g/L, NH;sNO; 2.0 g/L (VO) ile CgHsNazO7.,H,O 2.5 g/L, KH,PO, 5.0 g/L,
MgSQ,.7H,0 0.2 g/L, CaCl,.,H,0 0.1 g/L (VO1) olacak sekilde hazirlanmistir.

3.1.2.4. Tween 80 cozeltisi

Erlenmayerlere ve biyoreaktorlere spor inokulasyonu yapmak amaciyla
agarli besi ortaminda ¢ogaltilan sporlar1 ortamdan toplamak i¢in gerceklestirilen
islemlerde kullanilmak iizere %0,1 Tween 80 (hacim/hacim) c¢ozeltisi

hazirlanmstir.

3.1.2.5. Ksilanaz aktivite tayin cozeltileri

Cozelti A: 25 g susuz sodyum karbonat, 25 g sodyum potasyum tartarat ve
200 g susuz sodyum siilfat tartilip; 800 ml distile suda ¢oziilerek son hacmi 1000
ml’ye tamamlanmistir. Cozelti B: 30 g bakir stilfat pentahidrat tartilip, 4 damla
konsantre siilfiirik asit iceren 200 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Cozelti C: 50 g
amonyum molibdat tartilip, 900 ml distile suda ¢oziilmiistiir ve lizerine dikkatli bir
sekilde 42 ml konsantre siilfiirik asit ilave edilmistir. Ayr1 bir yerde 6 g sodyum
arsenat heptahidrat tartilip 50 ml distile suda ¢oziilmiis ve daha sonra hazirlanan
ilk karigimin istiine ilave edilmistir. Son hacim 1000 ml’ye tamamlanmistir.
Coziinme gerceklesmemis ise ¢ozelti 55°C’ye kadar isitilmistir. Cozelti D: 1 ml
cozelti B, 25 ml ¢ozelti A’ya ilave edilmistir. Cozelti E: Cozelti C analizden
hemen Once distile su ile 5 kat seyreltilmistir. IM pH 4.7 sodyum asetat tamponu:
82 g susuz sodyum asetat tartilip 800 ml distile suda ¢oziilerek pH 4.7 olana kadar

glasial asetik asit ilave edilmistir. Son hacim 1000 mI’ye tamamlanmaistir.

%1’lik arobinoksilan substrat: 1 g “medium viscosity wheat arabinoxylan”
(orta viskoz bugday arobinoksilan) tartilip, lizerine 6 ml % 95 v/v etanol ve 80 ml
soguk distile su ilave edilmistir. 120°C’ye kadar 1sitilmis karistiricinin iizerine
konularak 15 dakika ¢oziinmesi i¢in karistirilmistir. Coziindiikten sonra iizerine
10 ml sodyum asetat tamponu (1 M, pH 4.7) ilave edilip son hacmi 100 ml’ye
tamamlanmistir. Mikrobiyal kontaminasyonu onlemek amaciyla birka¢ damla

toluen ilave edilmistir.
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Stok ksiloz ¢ozeltisi: 0.05 g ksiloz tartilip, 100 ml, 100 mM, pH 4.7 sodyum

asetat tamponu i¢inde ¢oziinerek hazirlanmistir.

3.1.3. Kullanilan cihazlar
3.1.3.1. Hassas terazi

Precisa XB22A hassas terazi, besiyeri ve karisimlarin hazirlanmasinda

kullanilmastir.
3.1.3.2. Kaba terazi

KERN KB kaba terazi, besiyeri ve karisimlarin hazirlanmasinda

kullanilmastir.

3.1.3.3. pH metre

Mettler Toledo Seven Easy pH metre, hazirlanan karisim ve besiyerlerinin

pH degerlerinin kontrol edilmesi ve ayarlanmasi amac1 ile kullanilmistir.

3.1.3.4. Isitmahh manvyetik karistirici

Heidolph MR Hei-Standard 1sitmali manyetik karistirici, besiyeri ve diger

karisimlarin homojenitesinin saglanmasinda kullanilmistir.
3.1.3.5. Otoklav

Hirayama Hiclave HV-85L otoklav, gerekli ortamlarin sterilizasyonun
saglanmas1 ve islemler sonucunda ortaya c¢ikan mikrobiyolojik atiklarin

oldiiriilmesi amaciyla kullanilmigtir.
3.1.3.6. Inkiibatér

Sanyo MIR-153 inkiibatér Aspergillus niger susunun kiiltivasyonu ig¢in

istenilen sicakliklarda kullanilmistir.
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3.1.3.7. Mikroskop

Olympus CX31RTSF tri-okiiler mikroskop, as1 kiltiirinde Aspergillus

sporlarinin sayimi amaciyla kullanilmistir.
3.1.3.8. Etiiv

Memmert marka etiiv nem tayini sirasinda biyoreaktorden alinan érneklerin

kurutulmasinda kullanilmistir.

3.1.3.9. Su banyosu

Memmert marka su banyosu, aktivite tayini sirasinda uygun sicakliklarin

saglanmasinda kullanilmastir.

3.1.3.10. Spektrofotometre

Amesham Biosciences ultrospec 1100 pro spektrofotometre aktivite tayini

Olgtimlerinde kullanilmistir.

3.1.3.11. Bivoreaktorler

Bakon Makina & Miihendislik Ltd. Sti. (IZMIR) firmas: tarafindan imal

edilen bes tepsili biyorektdrde kat1 kiiltiir fermentasyonu gergeklestirilmistir.

3.1.3.12. Hava sartlandirici

Alge Metal San. Tic. Ltd. Sti. (IZMIR) firmasinda imalat1 gerceklestirilen
hava sartlandirici, kat1 kiiltiir liretimlerinde nem oraninin sabitlenmesi amaciyla

kullanilmastir.
3.1.3.13. Ogiitiicii

Brook Crompton seri ogiitlicli malt ¢iminin toz haline getirilmesi i¢in

kullanilmastir.
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3.2. Metot
3.2.1. Aspergillus niger spor soliisyonunun hazirlanmasi

Aspergillus niger susu, erlenmayer iiretimleri i¢in 10 ml‘lik tiiplerde 6 ml
PDA ortaminda, biyoreaktor iiretimleri i¢in 250 ml’ lik erlenmayer flasklarda 150
ml PDA ortaminda yatik agarda 30°C’de 6-7 giin inkiibe edilerek ¢ogaltilmistir.
Cogaltilan kiltiir tiiplerine 5 ml, erlenmayere ise 100 ml steril Tween-80 ¢ozeltisi
eklenmistir ve homojen spor soliisyonu elde edilmistir. Kati kiiltiir iiretim
ortamina inokule edilen spor miktar 108 spor/ml olacak sekilde spor sayimi

sonrasinda gerekli seyreltmeler yapilarak inokulasyona hazir hale getirilmistir.
3.2.2. Erlenmayerde iiretim

Erlenmayerlerde yapilan tim iretimlerde 250 ml hacimli erlenmayerler
kullanilmigtir. Substrat ya da substrat karistmi 5 g olacak sekilde, aksi
belirtilmedikce VO nemlendirme sivisi olarak kullanilmistir. Havan ve havaneli
yardimiyla substrat nemlendirilerek baslangic nem degeri yine aksi
belirtilmedik¢e %70 (agirhik/agirhik) olarak ayarlanmistir. Nemlendirme
stvilarmin pH ayarlamasi gereken durumlarda 1 N HCI ve 1 N NaOH cozeltileri
kullanilmigtir. Erlenmayerlerin agiz kisimlar1 pamuk tipa ile kapatildiktan sonra
aliminyum folyo ile kaplanmigs ve 121°C’de 15 dakika siire ile sterilize
edilmislerdir. Sterilizasyon bitiminde erlenler oda sicakliginda bekletilerek

sogutulmus ve inokulasyon islemine hazir hale getirilmislerdir.

Optimizasyon caligmalariyla, kati kiiltiirde ksilanaz {iretimi i¢in optimum
karbon kaynag1 ve azot kaynagi secilmis, azot kaynagi miktar1 ve baglangi¢c nem

orani belirlenmistir.

3.2.2.1. Inokulasyon

Stok Aspergillus niger suslar1 (5 ve 12) PDA igeren egik olarak hazirlanmig
ortamlara transfer edilmis ve 30°C’de 7 giin siire ile inkiibe edilmislerdir.
Inkiibasyon siiresi sonunda agar yiizeylerine 5 ml % 0.1 (hacim/hacim) steril
Tween 80 eklenmistir. Sporlar 6ze yardimiyla agar ylizeyinden kazinmas, steril bir
cam sige igerisinde spor silispansiyonlar: toplanmig ve thoma lami kullanilarak
sayimi yapilmistir. Uretim ortami igeren erlenmayerlerin her birine aseptik
kosullarda hazirlanan spor siispansiyonundan (10° spor/ml) 2 ml transfer

edilmistir. Inokulumun homojen bir sekilde dagilmasi amaciyla erlenmayerler,
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substrat partikiillerini iist kisimlara sigratmamak kosuluyla karistirilmiglardir.
Inokulasyon islemi tamamlanan erlenmayerler 30°C’de 96 saat siireyle inkiibe

edilmislerdir. Her bir iiretim i¢in en az 2 tekrar yapilmustir.

3.2.2.2. Karbon kaynagi secimi

KKF ile ksilanaz enzimi iiretiminde en uygun karbon kaynagi se¢imi igin
kullanilan substratlar BK, YK, PK, MK ve T dir. Erlenmayerlerde karbon kaynagi
secimi isleminde belirtilen kosullarda {iretimler gerceklestirilmis ve ksilanaz
enzim aktivitesi ol¢iilmiistiir. Karbon kaynagi se¢cimi denemelerinde 5 ve 12 no’lu

suslarin her ikisi de kullanilmistir. Denemede {i¢ tekrar ¢alisilmistir.

3.2.2.3. Baslangic nem oraninin belirlenmesi

KKF de farkli karbon kaynaklari ile nem denemesinde % 50- 75 arasinda
degisen farkli nem degerleri kullanilmistir. Her bir substrat icin farkli nem
araliklan secilirken substratlarin nem absorblama kapasiteleri dikkate alinmistir.

Uretimde 2 tekrar ¢alisilmustir.

3.2.2.4. Azot kaynagi secimi

Daha onceki denemelerde secilen karbon kaynaklarindan BK ile farkli
organik (malt ¢imi, soya unu, misir kiispesi, iire) ve inorganik ((NH4),SO4,
NH;NO3, (NH;);HPO4-DAHF) azot kaynaklarinin ksilanaz tiretimine etkisi
incelenmistir. Bu denemelerde ¢alkalamali kiiltiir ¢alismalarinda elde edilen
veriler baz alinarak karbon kaynaginin miktar1 basina eklenecek azot miktar: 0.33
g/5 g substrat olarak belirlenmistir. Optimum nem oraninda (%60) VO1 ortamina
hesaplanan miktarlarda azot kaynaklar1 eklenmis ve 2 tekrarli {iretimler

gerceklestirilmistir.

3.2.2.5. 1ki farklhi karbon kaynad ve iki farkh azot kaynaginin

viizdesel oranlarinin belirlenmesi

Design Expert 7.0.0 ‘General Factorial Design’ programi ile ksilanaz
tiretimi i¢in kullanilacak karbon (bugday kepegi ve yulaf kepegi) ve azot kaynagi
((NH4)2HPO4 ve malt ¢imi) yiizdesel oranlarmin optimizasyonun yapilmasi
amactyla asagidaki kombinasyonlar denenmistir. Uretim kosullari daha 6nce

belirlenen iiretim kosullariyla ayni olup yalnizca baslangic nem oran1 BK ve YK
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icin ortalama bir deger olan %55 olarak VOI ortami ile ayarlanmistir (VOI1
ortamimma DAHF ve MC yiizdelerinin toplami 0.33 g azot kaynagi/5g substrat
olacak sekilde eklenmistir). Karbon ve azot kaynagmin 5 farkli yiizdesel orani

Design Expert 7.0.0 General Factorial Design programi kullanilarak yapilmistir.

3.2.2.6. Bugday Kkepegi, vulaf Kkepegsi ve malt cimi viizdesel

oranlariin belirlenmesi

Literatiirde malt ¢imi oraninin arttirilmasinin ksilanaz iiretimini tesvik ettigi
yoniinde bildirimler bulunmaktadir (Sargin, 2003). Bu sebeple karbon kaynagi
olarak BK - MC ve (%25 BK- %75YK) — MC nin belirli yiizdeleri ile deneme
deseni kurulmustur. Denemede kullanilan yiizdeler toplam substrat 5 g olacak
sekilde, %0, 25, 50, 75, 100 olarak ayarlanmistir. Uretimlerde ortam nem degeri
VOI1 ile % 55’e getirilmistir. Uretim kosullart yukarida belirtildigi gibidir.
Kontrol erleni olarak DAHF eklenmis VOI1 ile nemlendirilmis BK ve %25 BK-
%75 YK kullanilmistir.

3.2.2.7. Azot kaynag olarak kullamilacak (NH,),HPO, miktarinin
belirlenmesi

Ksilanaz enzimi liretim ortami1 azot kaynagi miktarinin belirlenmesinde malt
¢imi karbon kaynagi olarak kullanilmistir. Uretim ortami nem igerigi VOI1 ile %
55 nem degerine ayarlanmistir. Uretim kosullari yukarida belirtildigi gibidir.
Eklenen DAHF miktar1 %0, 2, 6, 10, 15, 20 (agirhk DAHF/agirlik substrat)

olacak sekilde ayarlanmistir.

3.2.2.8. Farkh baslangic nem oranlarimin ksilanaz aktivitesi uizerine
etkisi

Baslangic nem oranmin etkisini gorebilmek amaciyla malt ¢imi, DAHF
eklenmis VOI ile istenilen nem degerlerine (%50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85)
ayarlanmistir. Uretim kosullar1 yukarida belirtildigi gibidir. Denemede iig tekrarli
olacak sekilde ¢aligilmistir.
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3.2.3. Biyoreaktor iiretimleri

Kat1 kiiltiir fermentasyonu ile yilizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde
besi ortam1 (malt ¢imi — MC) baslangi¢ nem icerigi VOI ile %2 (g DAHF/ g MC)
kullanilarak % 70 (agirlik/agirlik) olarak ayarlanmigstir. Bu amagla tepsi basina
aksi belirtilmedikge 150 g substrat ile doldurulan 5 tepsi hazirlandiktan sonra
biyoreaktdre yerlestirilmigtir. Uretim ortamu iizerine direkt kizgm buhar (135°C)
beslenerek 121°C’de 15 dakika yerinde sterilize edildikten sonra biyoreaktor,
ceketten su gecirilerek tiretim sicakligina (30°C) getirilmistir. Biyoreaktordeki
kat1 ortamlar 1x108 spor/ml spor inokulasyonu ile asilandiktan sonra
havalandirilmistir. Tepsili biyoreaktor iiretim sistemi Sekil 3.1°de sunulmustur.
Biyoreaktorden (5 farkli tepsiden) alinan Orneklere asagida belirtildigi gibi
ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Ksilanaz aktivitesi ve protein tayini yapilmais,
diizenli araliklarla i¢erdigi nem miktar1 dl¢tilmiistiir. Kati kiiltiir fermentasyonu ile
biyoreaktdr {retimlerinde inokulasyon ve havalandirma hizi denemeleri
gerceklestirilmistir. Bes farkli tepsiden alinan 6rneklerin aktivite, protein ve nem

degerlerinin ortalamasi alinarak grafikler olusturulmustur.

Sekil 3.1. Tepsili biyoreaktor (A) ve tepsileri (B).
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3.2.3.1. Tepsili bivoreaktorde inokulasyonun Kksilanaz iiretimine
etkisi

Inokulasyon oraninin KKF’ de ksilanaz {izerine etkisini gdrebilmek
amaciyla yukaridaki gibi hazirlanan iiretim ortami, sirasiyla 0.1, 0.2, 0.4 ml /g
substrat spor inokulasyonu ile asilandiktan sonra 5 L/dak debi ile

havalandirilmistir.

3.2.3.2. Bivoreaktorde havalandirma hizinin Kksilanaz iiretimine etkisi

Havalandirma hizinin KKF’ de ksilanaz iizerine etkisini gorebilmek
amaciyla yukaridaki gibi hazirlanan tretim ortami, 0.1 ml /g substrat spor
inokulasyonu ile asilandiktan sonra 2.5, 5, 10 L/dak debi ile havalandirilmistir.
Havalandirma hizi denemelerinde hava sartlandirict kullanilarak baslangic nem

oraninin iiretim siiresince sabit tutulmasi1 amaclanmistir.
3.2.4. Enzim ekstraksiyonu

Uretim sonunda alman ornekler iizerine distile su 1:5 (agirlik:hacim)
oraninda eklenmis ve belirli araliklarla cam baget ile karistirilarak temas ylizeyi
arttirllmis ve 30 dakika siireyle bekletilmistir. Bu islemi takiben tiim igerik bir
filtre kagid1 yardimiyla siiziilmiis ve elde edilen ekstrakt 10 dakika boyunca 9000
devir/dakika hizinda santrifiij edilerek ksilanaz enzim aktivitesi olglimil

yapilmustir.
3.2.5. Enzim aktivitesi tayini

Ksilanaz aktivite tayininde, metod olarak Nelson-Somogyi indirgen seker
analizini temel alan (Somogyi, 1952) ve Megazyme firmasi tarafindan modifiye
edilen aktivite tayini protokolii takip edilmigtir
[https://secure.megazyme.com/files/Booklet/T-XAX_DATA.pdf].

Su banyosunda 40°C’de, 1 dakika on 1sitmaya birakilan 500 pl substrat
eklenmis tiipe, uygun oranlarda seyreltilmis enzim 6rneginden 200 pl eklenmistir
ve su banyosunda 40°C’de, 5 dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyon 500 pl ¢ozelti
D ilavesiyle durdurulmus ve tekrar karigtirilarak kaynar su banyosunda 20 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda &rnekler 5 dakika sogumaya birakilmustir.

Daha sonra 6rneklerin tizerine 3 ml ¢6zelti E ilave edilerek tekrar karistirilmistir.
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Tim 6rnekler oda sicakliginda 15 dakika bekletilmis ve spektrofotometrede 520
nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilmistir. Kor olarak 200 ul enzim 6rnegi

yerine 200 pl 100 mM, pH 4.7 sodyum asetat tamponu kullanilmastir.
Ksilanaz aktivite degerinin hesaplanmasi: Aktivite deneyi sonunda tiiplerde

aciga cikan indirgen seker miktar1 ksiloz kalibrasyon grafigi ¢iziminden elde

edilen dogrunun egiminin asagidaki formiilde yerine konulmasi ile hesaplanmustir.

absorbans®*5

AKTIVITE (U/ml) = (Eglrﬂtiﬂlcﬁbaj}’ﬂﬂ siiresi

) *seyreltme

Bu formiilde;
Absorbans = Kore kars1 okunmus reaksiyon ¢dzeltisinin absorbans degeri
Egim = Farkli ksiloz konsantrasyonlarina kars1 ¢izilmis grafigin egim degeri
Inkiibasyon siiresi = Enzim ve substratin reaksiyona girdigi siire (5 dakika)

Seyreltme = Enzimin substrat ile reaksiyona girmeden oOnceki 6n seyreltme

anindaki seyreltme faktorii

Enzim Hacmi = Enzimin substrat ile reaksiyona girmeden onceki hacmi (0.2
ml)’dir.

Ksiloz kalibrasyon grafigi icin ornek hazirlanmasi Cizelge 3.1°de

sunulmustur.

Cizelge 3.1. Ksiloz kalibrasyon grafiginin hazirlanmast

Kor Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek

1 2 3 4 5
Ksiloz stok ¢ozeltisi (ul) 0 200 400 600 800 1000
100mM sodyum asetat tampon (ul) | 1000 800 600 400 200 0
Hazirlanan ¢Ozeltinin | O 0,12 0,26 0,40 0,52 0,66

konsantrasyonu (pmol/0.2ml)
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3.2.6. Protein tayini

Protein miktarinin  belirlenmesinde Merck Bradforn Protein Kiti
kullanilmistir. Kat1 bovine serum albumin (BSA) derisimi 0.1 mg/ml olacak
sekilde saf su ile ¢oziilmiistiir. Hazirlanan ana stok ¢ozeltisi ile 0.1 mg/ml BSA
derisimine ek olarak, 0.08, 0.06, 0.04, 0.02 ve 0.01 mg/ml derisimde kalibrasyon
cozeltileri saf su kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltilerinin
250 ul’si ile Bradford ¢ozeltisinin 2500 pl’si karnistirilip iki dakika beklenmis
ardindan spektrofotometrede 595 nm’deki absorbans degerleri Olgiilmiistiir.
Protein miktarlar1 kalibrasyon grafigi ¢iziminden elde edilen dogrunun egiminin

asagidaki formiilde yerine konulmasi ile hesaplanmastir.

egim

Protein konsantrasyonu(mg/'ml) = ( _—
absorbans(595nm)

) ® seyreltme faktéri

3.2.7. Nem tayini

Uretimde baslangi¢ nem miktarlarinin ayarlanmasinda ve alman 6rneklerin
nem miktariin belirlenmesinde etiiv kullanilmistir. Ornekler tartimlar1 yapilarak
etiive konulmus, 80°C’de 24 saat bekletilmis ve son tartimlart yapilmistir. Nem

icerigi yiizde olarak hesaplanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Erlenmayerde Uretim
4.1.1. Karbon kaynag secimi

Kati kiiltiir fermentasyonu ile ksilanaz enzimi iiretiminde en uygun karbon
kaynagi1 se¢imi i¢in bugday kepegi, yulaf kepegi, piring kepegi, misir kocan1 ve
talas gibi substratlar ile deneme kurulmustur. Literatiirde bugday kepegi, yulaf
kepegi, misir kogani (Dobrev et al., 2007; Ahmad et al., 2009), piring kepegi ve
talasin (Venkatesh and Tallapragada, 2009) ksilanaz iiretiminde kullanilabilecegi
gosterilmistir. Karbon kaynagi se¢iminde literatiir verilerinin yaninda tarimsal
triinlin lilkemizdeki iiretim durumu goz Oniine alinmistir. Cizelge 4.1°de
denemelerde kullanilan karbon kaynaklarinin kaynagini olusturan tarimsal

tiriinlerin lilkemizdeki iiretim potansiyelleri verilmistir.

Cizelge 4.1. Ksilanaz iiretiminde kullanilan substratlarin elde edildigi tarimsal iriinlerin
Tiirkiye’de tiretim miktarlart 2016 yili verileri
(http://www.tarim.gov.tr/sgh/Belgeler/SagMenuVeriler/BUGEM.pdf).

Tarimsal iiriin Uretim miktar1 (1000 ton)
Bigday 20.600
Arpa 6.700
Yulaf 225
Celtik 920

Erlenmayerlerde karbon kaynagi se¢imi denemesinde alt boliim 3.2.2.°de
belirtilen kosullarda 3 tekrarli {iretimler gerceklestirilmistir. Uretimlerin baslangic
nemi %70 olacak sekilde ayarlanmistir. Uretimler sonunda ksilanaz enzim
aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Karbon kaynagi se¢imi i¢in yapilan denemelerde 5 ve 12
no’lu suslarin her ikisi de kullanilmistir. Elde edilen aktivite degerleri (U/g kuru
substrat) Sekil 4.1°de, ortalama aktivite degerleri (U/ml ekstra ve U/g kuru
substrat) Cizelge 4.2’de sunulmustur.


http://www.tarim.gov.tr/sgb/Belgeler/SagMenuVeriler/BUGEM.pdf
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100

Aktivite (U/g kuru substrat)

5 nolu organizma 12 nolu organizma

Karbon kaynagi

Sekil 4.1. Kat1 kiiltiir fermentasyonu iiretimlerinde kullanilan karbon kaynaklarinin 5 ve 12 no’lu
suslar i¢in ksilanaz tiretim performanslari.

Cizelge 4.2. Kat1 kiltiir fermentasyonu iiretimlerinde kullanilan karbon kaynaklarinin 5 ve 12
no’lu suslar i¢in ksilanaz enzim aktiviteleri (U/ml ekstrakt, U/g kuru substrat).

Ortalama aktivite Ortalama aktivite Ortalama

(U/ml ekstrakt) (U/g kuru substrat) pH

BK 5.34 26.72 7.03

2 g YK 5.88 29.39 7.07
S g PK 5.60 28.02 5.6
"5 wk 5.25 26.25 5.79
T 1.00 4.99 458

BK 7.78 38.92 6.96

= £ YK 6.75 33.76 7.11
E % PK 17.19 85.94 5.4
= 5| wmk 16.38 81.89 5.23
T 1.54 7.7 431

Bes farkli karbon kaynagi ve iki farkli Aspergillus niger susu ile yapilan
karbon kaynagi se¢imi denemelerinde, 12 no’lu mikroorganizma 5 no’lu
mikroorganizmaya gore daha yliksek ksilanaz iiretim performansi gostermistir.
Bugday kepegi, yulaf kepegi, piring kepegi ve misir kogan1 5 no’lu A. niger ile
iiretimde benzer aktivite degerleri (26.72+0.80, 29.39+6.55, 28.02+4.2,
26.25+2.23 U/g kuru substrat) vermistir. 12 no’lu A. niger ile iiretimlerde piring
kepegi ve misir koganinda yiiksek ksilanaz aktivitesi (85.94+6.49, 81.89+12.01
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U/g kuru substrat) gozlenmistir. Michelin ve arkadaslarmin (2013) yaptigi
calismada, misir kogani ksilanaz iiretimi i¢in indiikleyici olarak kullanilmistir.
Yapilan bir ¢cok ¢alismada bugday kepegi kullanilan diger tarimsal atiklara gore
yiiksek ksilanaz aktivitesi gostermistir (Okafor et al., 2007; Hmida-Sayari et al.,
2012; Guimaraes et al., 2013). Talas ise bu denemede tiim substratlara
bakildiginda en diisiik ksilanaz aktivitesi gosteren substrat olmustur. Talasin bu
tretimler i¢in uygun olmadig1 goriiliip bundan sonraki denemelerde substrat
olarak kullanilmamistir. Bu denemede bugday kepegi ile elde edilen ksilanaz
aktivitesi, misir kogani ve piring kepeginin gerisinde kalmistir. Kat1 kiltiir
fermentasyonunda nem oranmin optimizasyonu Onemlidir. Optimum nem
oranindan diistik nem degerlerinin besin difflizyonunu, mikrobiyal biiyilimeyi,
enzim stabilitesini negatif etkiledigi, yiikksek nem degerlerinin ise partikiil
aglomerasyonuna, gaz tranfer problemlerine ve bakteriyel kontaminasyona sebep
oldugu literatiirde belirtilmistir (Krishna, 2005). Erlen {iretimlerine iliskin
deneysel tasarim planlamasinda 5 no’lu kiiltiiriin tiim substratlarda benzer aktivite
sergiledigi goriilmiistiir. Bunun sebebi olarak kati substratlar icin nem oraninin
optimizasyonu gerekliligi gosterilebilir (Krishna, 2005). Baslangic nem oraninin
substrat performansini etkileyen baslica parametrelerden birisi olmasi dolayisiyla
tiim substratlarin farkli baslangic nem degerlerinin ksilanaz {iretimine etkisinin

belirlenmesine karar verilmistir.

4.1.2. Baslangi¢c nem oraninin belirlenmesi

Baslangic nem oranmin kati kiiltlir fermentasyonu ile yapilan iiretimlerde
onemli parametrelerden birisi oldugu bilinmektedir. Farkli karbon kaynaklar ile
nem denemesinde yulaf kepegi, bugday kepegi, piring kepegi ve misir kogani i¢in
%50-75 arasinda degisen farkli nem degerleri kullanilmistir. Her bir substrat i¢in
farkli nem araliklar1 segilirken substratlarin nem absorblama kapasiteleri dikkate
alinmistir. Substrat olarak kullanilan tarimsal atiklarin nem tayini yapilmis, nem

icerikleri Cizelge 4.3’de sunulmustur.

Cizelge 4.3. Tarimsal atiklarin nem igerikleri

Substrat Bugday kepegi | Yulafkepegi | Misirkogani | Piring kepegi | Malt ¢imi

Yiizde nem

(%0)

9.45 10.3 9.52 9.19 7.76
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Bes no’lu A. niger ile elde edilen aktivite degerleri (U/g kuru substrat) Sekil
4.2°de, 12 no’lu A. niger ile elde edilen aktivite degerleri (U/g kuru substrat) Sekil
4.2°de, ortalama aktivite degerleri (U/ml ekstrakt ve U/g kuru substrat) Cizelge

4.4’de verilmistir.

= =

w o)) © N Ul

o o o o o
1 1 J

Aktivite (U/g kuru substrat)

o

5 nolu organizma |

Farkl baslangi¢c nemine sahip karbon kaynaklari

Sekil 4.2. 5 no’lu A. niger ile tiretimlerde kullanilan karbon kaynaklarinin farkli baglangi¢c nem
degerlerinin ksilanaz aktivitesi tizerine etkisi.
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o
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Aktivite (U/g kuru substrat)
D
o

o
|

12 nolu organizma |

Farkl baslangic nemine sahip karbon kaynaklari

Sekil 4.3. 12 no’lu A. niger ile tiretimlerde kullanilan karbon kaynaklarmin farkli baglangi¢ nem
degerlerinin ksilanaz aktivitesi iizerine etkisi.

Kat1 kiiltir fermentasyonunda baslangic nem oran1 optimize edilen
parametreler arasindadir (Park et al., 2002; Liu et al., 2008; Soliman et al., 2012;
Vimalashanmugam and Viruthagiri, 2014). Elde edilen sonuglara bakildiginda
kendi i¢inde yulaf kepegi en yiiksek aktivite degerini %50 baslangi¢ nem oraninda
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verirken (5 no’lu 79.10+1.41 U/g kuru substrat, 12 no’lu 130.93+4.11 U/g kuru
substrat), bugday kepegi %60 baslangi¢ nem oraninda (5 no’lu 69.60+13.53U/g
kuru substrat, 12 no’lu 95.87+5.19 U/g kuru substrat), piring kepegi %70
baslangi¢ nem oraninda (5 no’lu 40.43+0.76 U/g kuru substrat, 12 no’lu
63.25+7.79 U/g kuru substrat) ve misir kogan1 %75 baslangi¢ nem oraninda (5
no’lu 50.92+1.62 U/g kuru substrat, 12 no’lu 98.01+£23.39 U/g kuru substrat)

yiiksek ksilanaz {iretim performansi gostermistir.

Cizelge 4.4. Kat1 kiiltiir fermentasyonuyla ksilanaz iiretimlerinde kullanilan karbon kaynaklarinin
5 ve 12 no’lu suslar i¢in farkli baglangi¢c nem oranlarinda ksilanaz enzim aktiviteleri (U/ml
ekstrakt, U/g kuru substrat).

Ortalama aktivite Ortalama aktivite |Ortalama

(U/ml ekstrakt) (U/g kuru substrat) pH

70% 6.73 33.65 6.81

YK 60% 14.73 73.66 5.88

50% 15.82 79.10 5.21

3 75% 7.84 39.20 6.77
£

5 BK 70% 6.71 33.54 6.75

S 60% 13.92 69.60 5.77

z 70% 8.09 40.43 5.45

g PK 60% 2.27 11.36 5.05

y 50% 3.41 17.04 4.05

75% 10.18 50.92 6.00

MK 70% 9.15 45.75 5.74

60% 7.57 37.83 475

70% 7.95 39.74 6.60

YK 60% 17.14 85.68 5.50

50% 26.19 130.93 4.97

= 75% 7.52 37.60 6.75

= BK 70% 9.30 46.48 6.61

gﬂ 60% 19.17 95.87 5.69

= 70% 12.65 63.25 5.22

E PK 60% 7.46 37.29 4.90

- 50% 3.61 18.03 3.14

75% 19.60 98.01 551

MK 70% 12.34 61.72 4.13

60% 8.76 43.80 3.83

Park ve arkadaslarinin (2002) piring kepegi ve A.niger ile yapmis oldugu
calismada ksilanaz iiretimi i¢in optimum kosullarda baslangi¢c nem orani1 %65 tir.
Soliman ve arkadaglar1 (2012) ise ksilanaz iiretiminde arpa kepegi i¢in optimum

baslangi¢ nem oranini %75 olarak elde etmistir.
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Genel olarak sonuglar goz oOniinde bulunduruldugunda, yulaf kepegi ile
yapilan iiretimlerde yliksek aktivite elde edilirken, sonrasinda bugday kepegi ve
misir kogani yakin ksilanaz liretim performansi gostermistir. Piring kepegi
kullanilan diger ii¢ substratin gerisinde kalmistir. Bunun sebebinin piring
kepeginin nemlendirildiginde topaklanma egilimi goOstermesi, organizmanin
penetre olamamasi, boylelikle hem biiyiimeyi, hem de oksijen ve besin iletimini
negatif etkilemesi oldugu diisiiniilmektedir. Fakat yulaf kepegi, bugday kepegi ve
misir kogant nemlendirildiginde daha go6zenekli bir yap1 sergilediginden
organizmanin penetrasyonu ger¢eklesmis, kiitle ve 1s1 transferi sorunlar1 asilmistir.
Denemeler iki farkli sus ile yapildigindan sus farkindan kaynakli performans
degisiklikleri de gozlenmistir. Aspergillus niger 12’nin, kat1 kiiltiirde ksilanaz
enzimi iretiminde Aspergillus niger 12 susuna gore daha yiiksek performans

gosterdigi belirlenmistir.

Erlen iiretimlerinin ileri optimizasyon calismalarinda karbon kaynagi olarak
bugday kepegi ve yulaf kepeginin farkli miktarlarinin denenmesine karar
verilmistir. Misir kocani kullanilan tiretimde %75 nem degerinde yiiksek aktivite
elde edilmesine karsin bu ortamda pH diisiisleri yiliksektir. Literatiirde yiiksek pH
degerlerinde ksilanaz {iretiminin arttig1 goriilmiistiir (Cao et al., 2008). Bu sebeple
%60 nem degerinde benzer ksilanaz aktivitesi veren maliyet ve bulunabilirlik
acisindan daha uygun olacag diisiiniilen bugday kepegi ile azot kaynagi se¢imi

caligmalar1 yapilmistir.

4.1.3. Azot kaynagi secimi

Karbon kaynagi olarak bugday kepegi ile farkli organik (malt ¢imi, soya
unu, musir kiispesi, tire) ve inorganik ((NHz)2SO4, NH4NO3, (NH4),HPO,-DAHF)
azot kaynaklarinin ksilanaz {retimine etkisi incelenmistir. Karbon kaynaginin
yaninda ortama organik veya inorganik azot kaynagi eklenmesi
mikroorganizmanin biiylimesini, dolayisiyla ksilanaz {iretimini de artiracagi
literatiirde belirtilmistir (Ho, 2014; Irfan et al., 2014). Bu denemelerde ¢alkalamali
kiiltiir ¢alismalarinda elde edilen veriler baz alinarak karbon kaynagimin miktari
basina eklenecek azot miktar1 0.33 g/5 g kuru substrat olarak belirlenmistir. VO1
ortamina hesaplanan miktarlarda azot kaynaklar1 eklenmis, optimum nem oranin
(%60) saglayacak sekilde karbon kaynagi nemlendirilmistir. Denemede tiretimler
iki tekrar olacak sekilde gerceklestirilmistir. Elde edilen bulgular Sekil 4.4°de,
ortalama aktiviteler (U/ml ekstrakt, U/g kuru substrat) Cizelge 4.5’de verilmistir.
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Sonuglar degerlendirildiginde, 5 no’lu sus ile yapilan iiretimlerde genel
olarak 12 no’lu susa gore yliksek ksilanaz iiretim performansi gozlenmistir. Azot
kaynaklarmin etkilerinde bakildiginda inorganik azot kaynaklarindan (NH4),SO4
ve (NH4):HPO,; benzer ve yiiksek ksilanaz aktivitesi gosterirken (5 no’lu
organizma ig¢in; 137.71+8.28 ve 133.69+5.84 U/g kuru substrat, 12 no’lu
organizma i¢in; 110.03+7.14 ve 102.79+12.51 U/g kuru substrat), organik azot
kaynaklarindan malt ¢imi ve {ire, soya unu ve misir kiispesine gore yiiksek ksilaz
aktivitesi (5 no’lu organizma i¢in; 99.16+0.54 ve 88.51+1.73 U/g kuru substrat,
12 no’lu organizma igin; 73.35+11.69 ve 113.02+1.73 U/g kuru substrat)
gostermistir.
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Azot kaynaklar

Sekil 4.4. Bugday kepekli ortamda farkli azot kaynaklarinin ksilanaz {iretimine etkisi.

Azot kaynag: farkliliginin ksilanaz tiretimini etkiledigi ¢esitli caligmalar ile
gosterilmistir. Modi ve arkadaslariin (2011) yapmis oldugu calismada karbon
kaynagi olarak bugday samani ve A. niger ile ksilanaz enzimi iiretiminde pepton,
(NH4)2S0,, tire, NaNO3z, NH4NO3, NH,4CI gibi azot kaynaklarinin etkisi denenmis
maksimum ksilanaz aktivitesi NHsNO3 — iire kombinasyonunda elde edilmistir.
Lemos ve arkadaglarinin (2001) yaptig1 ¢alismada ise karbon kaynag: olarak seker
kamisi kiispesi kullanilmig, optimum azot kaynagmin pepton, iire (NH4),SO; ile
karsilastirildiginda NaNOj3 oldugu goriilmiistiir.

Azot kaynaginin se¢iminde ayrica TARIST istatistik programi kullanilarak
‘Tek faktorlii Tesadiif Parselleri’ modeline gore yapilan varyans analizinde elde
edilen sonuclar Cizelge 4.6’daki gibidir.



Cizelge 4.5. Bu
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gday kepekli ortamda farkli azot kaynaklarinin ksilanaz iiretimine etkisi.

Ortalama aktivite Ortalama aktivite | Ortalama pH
(U/ml ekstrakt) (U/g kuru substrat)

Soya unu 16.28 81.39 6.34

(NH,),SO, 27.54 137.71 5.52

2 g Misir Kiispesi 13.37 66.85 6.00
g 5 NH;NO; 20.98 104.90 5.95
* g (NH4);HPO, 26.74 133.69 5.54
Malt ¢imi 19.83 99.16 6.01

Ure 17.70 88.51 6.26

Soya unu 7.26 36.29 6.66

(NH,),SO, 22.01 110.03 5.90

= g Misir kiispesi 10.55 52.76 6.32
E % NH;NO; 17.63 88.13 6.20
- 5 (NH,),HPO, 20.56 102.79 5.73
Malt ¢imi 14.67 73.35 6.32

Ure 22.60 113.02 6.39

Cizelge 4.6. A. niger 12 i¢in tek faktorlii tesadiif parselleri modelinden elde edilen sonuglar.

Soya unu
(NH4)2SO04
Misir kiispesi
NH4NO3
(NH4)2PO4

Malt ¢i
Ure
L.SDyg533.15

mi

36.30d
110.03 a
52.76 cd
88.13 ab
102.80 ab
73.35 bc
113.02 a

Azot kaynaklarinin enzim aktiviteleri {izerine etkileri incelendiginde; fire,
(NH4)2S04, (NH4),PO4 ve NH4NO3 azot kaynagi olarak kullanildiginda sirasi ile
113.02, 110.03, 102.8 ve 88.13 U/g kuru substrat aktivite degerleri elde edilmistir.

Bu dort azot kaynagi ile elde edilen degerlerin tamami en yiiksek gruba girmistir.

Bu durumda azot kaynaklar1 arasinda fark olusmamasi sebebiyle calismalara

(NH4)2PO,4 (DAHF) ile devam edilmesine karar verilmistir. Organik azot kaynagi

ise malt ¢imi secilmistir. Malt ¢imi oraninin arttirilmasinin ksilanaz {iretimini

tesvik ettigi yoniinde bildirimler de bulunmaktadir (Sargin, 2003). Elde edilen tiim
veriler 1s18inda segilen iki adet karbon kaynag (BK ve YK) ve iki adet azot

kaynagmin (DAHF ve MC) optimum oranlarii belirlemek tizere deneme

yapilmustir.
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Sekil 4.4’de goriilen sonuglarda 5 no’lu organizma ile yapilan iiretimler
daha yiiksek ksilanaz aktivitesi vermis olsa dahi bu sonuglarin yaninda ekmek
{iretimine yonelik ¢alismalarinda yapilmasi gerekmistir. I¢inde 5 ve 12 no’lu
suslarinda bulundugu ¢esitli A. niger suslarindan tretilen ham ksilanaz
enzimlerinin, bugday ekmegi (normal ekmek) ve tam bugday ekmegi iiretiminde
kullanilan un ve hamur iizerindeki etkileri Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Gida Miihendisligi Boliimii Hububat Isleme ve Miihendisligi Bilimdali
Laboratuvar1’ nda yiriitiilen ¢alismalar ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglara
gore 12 no’lu ksilanaz enziminin bugday unu ve tam bugday ununun farinograf
Ozellikleri ile bugday ekmegi ve tam bugday ekmeginin nitelikleri tizerinde diger
enzimlere kiyasla en olumlu etkileri gosterdigine ve bu sebeple optimizasyon

calismalarina 12 no’lu sus ile devam edilmesine karar verilmistir.

4.1.4. TIki farkh karbon kaynagmm ve iki farkh azot kaynaginin
yiizdesel oranlarinin belirlenmesi

Ksilanaz iiretimi i¢in kullanilacak karbon (bugday kepegi ve yulaf kepegi)
ve azot kaynagi ((NH4),HPO,4 ve malt ¢imi) yiizdesel oranlarinin optimizasyonun
yapilmas1 amaciyla Design Expert 7.0.0 ‘Genel Faktoryel Tasarim’ programi

kullanilmis, Cizelge 4.7’ deki kombinasyonlar denenmistir.

Cizelge 4.7. Genel Faktoryel Tasarim Programinda denemeye alinan kombinasyonlar.

Bugday kepegi ve yulaf kepegi Malt ¢imi ve (NH,4),HPO,
yiizdeleri yiizdeleri

% 0 BK - % 100 YK % 0 DAHF - % 100 MC

% 25 BK - % 75 YK % 25 DAHF - % 75 MC

% 50 BK - % 50 YK % 50 DAHF - % 50 MC

% 75 BK - % 25 YK % 75 DAHF - % 25 MC

% 100 BK- % 0 YK % 100 DAHF - % 0 MC

Uretim kosullar1 daha énce belirlenen iiretim kosullartyla ayn1 olup yalnizca
baslangic nem oram1 BK ve YK i¢in ortalama bir deger olan %55 olacak sekilde
VOI ortamu ile ayarlanmistir (VO1 ortamina DAHF ve MC ylizdelerinin toplami
0.33 g azot kaynagi/5g kuru substrat olacak sekilde eklenmistir). Design Expert
7.0.0 Genel Faktoryel Tasarim programi kullanilarak karbon ve azot kaynaginin 5
farkl ylizdesel oran1 deneme planina alinmistir. Elde edilen veriler Cizelge 4.8’de

sunulmustur.



Cizelge 4.8. Design Expert programi kullanilarak yapilan denemeden elde edilen yanitlar.
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Factor 1 Factor 2 Response 1
Std Run Block A:Karbon kaynagi B:Azot kaynagi Kzilanaz aklivitesi
%o % Uig dretim ortami
_49 1 Block 1| %0 BK-%100 YK %0 DAHF-%100 MC 57.89
| 45 2 Block 1| %50 BK-%50 YK |%0 DAHF-%100 MC 75
] 47 3 Block 1| %25 BK-%75 YK |%0 DAHF-%100 MC 65.84
] &) 4 Block 1| %100 BK-%0 YK |%25 DAHF-%75 MC 89.28
| 11 5 Block 1| %100 BK-%0 YK |%75 DAHF-%25 MC 103.83
| 44 [ Block 1| %75 BK-%25 YK |%0 DAHF-%100 MG 70
| 50 T Block 1| %0 BK-%100 YK |%0 DAHF-%100 MG 4594
1 24 8 Block 1| %75 BK-%25 YK %50 DAHF-%50 MC 103.67
| ] 9 Block 1| %25 BK-%75 YK %100 DAHF-%0 MC 133.54
] 19 10 Block 1| %0 BK-%100 YK |%75 DAHF-%25 MC 126.18
] 10 11 Block 1| %0 BK-%100 YK |%100 DAHF-%0 MC 131.24
| 3 12 Block 1| %75 BK-%25 YK |%100 DAHF-%0 MC 133.54
| 43 13 Block 1| %75 BK-%25 YK |%0 DAHF-%100 MG 70
1 25 14 Block 1| %50 BK-%50 YK |%50 DAHF-%50 MG 125.57
| 17 15 Block 1| %25 BK-%75 YK %75 DAHF-%25 MC 137.67
| 42 16 Block 1| %100 BK-%0 YK %0 DAHF-%100 MC §1.87
] 16 17 Block 1| %50 BK-%50 YK |%75 DAHF-%25 MC 116.23
] 1 18 Block 1| %100 BK-%0 YK %100 DAHF-%0 MC 132.16
| 12 15 Block 1| %100 BK-%0 YK |%75 DAHF-%25 MC 132.16
| 13 20 Block 1| %75 BK-%25 YK |%75 DAHF-%25 MG 122.21
| 9 21 Block 1| %0 BK-%100 YK |%100 DAHF-%0 MG 156.66
| 34 22 Block 1| %75 BK-%25 YK |%25 DAHF-%TS MC a0
| 30 23 Block 1| %0 BK-%100 YK %50 DAHF-%50 MC 53.59
] 45 24 Block 1| %50 BK-%50 YK |%0 DAHF-%100 MC 75
| 3z 25 Block 1| %100 BK-%0 YK |%25 DAHF-%75 MC 93.93
] 5 26 Block 1| %50 BK-%50 YK %100 DAHF-%0 MC 127.41
] 28 27 Block 1| %0 BK-%100 YK %50 DAHF-%50 MC 63.91
] T 28 Block 1| %25 BK-%75 YK %100 DAHF-%0 MC 163.32
] 33 29 Block 1| %75 BK-%25 YK %25 DAHF-%TS MG &0
] 36 30 Block 1| %50 BK-%50 YK %25 DAHF-%TS MC 85.45
| 23 & Block 1| %75 BK-%25 YK %50 DAHF-%50 MC 96.78
] 14 32 Block 1| %75 BK-%25 YK %75 DAHF-%25 MC 109.02
] 15 33 Block 1| %50 BK-%50 YK %75 DAHF-%25 MC 5027
] pd 34 Block 1| %100 BK-%0 YK %100 DAHF-%0 MC 123.58
] 28 35 Block 1| %50 BK-%50 YK %50 DAHF-%50 MC 114.0%
] 35 36 Block 1| %S0 BK-%50 YK %25 DAHF-%TS MG 57.27
] 28 T Block 1| %25 BK-%75 YK %50 DAHF-%50 MC 126.95
|7 33 Block 1| %25 BK-%75 YK %50 DAHF-%50 MC §97.24
| —e 39 Block 1| %100 BK-%0 YK %50 DAHF-%50 MC 108.27
] 7 40 Block 1| %25 BK-%75 YK %25 DAHF-%75 MC 76
] o2 41 Block 1| %100 BK-%0 YK %50 DAHF-%50 MC 115
] 39 42 Block 1| %0 BK-%100 YK %25 DAHF-%TS5 MC 93.57
] 33 43 Block 1| %25 BK-%75 YK %25 DAHF-%TS MC 76
] 40 44 Block 1| %0 BK-%100 YK %25 DAHF-%TS MC T1.87
] 48 45 Block 1| %25 BK-%73 YK %0 DAHF-%100 MC 54.16
] 18 45 Block 1| %25 BK-%75 YK %75 DAHF-%25 MC 138.2
] 4 47 Block 1| %75 BK-%25 YK %100 DAHF-%0 MC 112.25
] 20 43 Block 1| %0 BK-%100 YK %75 DAHF-%25 MC 116.99
] 41 45 Block 1| %100 BK-%0 YK %0 DAHF-%100 MC 80.5
] [ 50 Block 1| %50 BK-%50 YK %100 DAHF-%0 MC 132.31
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Elde edilen sonuclara gore en yiiksek aktivite degeri %25 BK - %75 YK,
%100 DAHF - %0 MC kombinasyonunda, 163.32+12.24 U/g kuru substrat’ dir.
Design Expert 7.0.0 Genel Faktoryel Tasarim programi kullanilarak yapilan
denemenin Prob>F degeri 0,05’ten kiiciik oldugundan (0,0001) model anlamli
cikmistir. Cizelge 4.9’da varyans analizinin (ANOVA) sonuglarina yer verilmistir.

Cizelge 4.9. Varyans analizi (ANOVA).

ANOVA for selected factorial model

Analysizs of variance table [Classical sum of squares - Type ll]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Model 37836.63 24 1576.53 10.52 = (.0001 significant
A-Karbon kaynagi 1573.58 4 39340 262 00587
B-Azof kaynagi 29678.21 4 7469.55 49.83 = 0.00
AB £384.63 18 399.05 266 0.Mma7
Pure Error 374751 25 149.90
Cor Total 41584.14 49
Std. Dev. 12.24 R-Squared 0.9099
ean 100.68 Adj B-Squared 0.8234
CV. % 1218 Pred R-Squared 0.6395
PRESS 1459005 Adeg Precision 11.148

Cizelge 4.9’da gosterilen varyans analizinde (ANOVA) modelin anlamli
oldugu goriilmiistiir. Karbon kaynagi yilizdesel oranlarinin ksilanaz enzimi tiretimi
tizerinde etkisi yoktur. Azot kaynagi yiizdesel oranlarinin ise ksilanaz enzimi
iiretimi iizerinde etkili faktdr oldugu gdriilmiistiir. Modelin R? degeri 0.9099,
standart sapmast 12.24’tiir. Sekil 4.5 teorik degerlere karsi gercek degerleri
gosteren bir grafiktir. Sekil 4.5’te de gorildigi gibi, teorik ve gercek degerler
uyumludur. Sekil 4.6’da ise azot ve karbon kaynagi konsantrasyonunun aktivite

tizerine etkisi gosterilmistir.
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Predicted vs. Actual
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Sekil 4.6. Azot kaynagi (a) ve karbon kaynagi (b) konsantrasyonunun aktivite iizerine etkisi.
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Azot kaynaklarinin ksilanaz aktivitesi Ulizerindeki etkisinin ortalamasi
alindiginda karbon kaynagi yiizdesel oranlar1 arasindaki ksilanaz aktivitesi
degerleri arasinda istatistiksel fark yoktur (Sekil 4.6.a). Karbon kaynaklarinin
ksilanaz aktivitesi tizerindeki etkisinin ortalamasi alindiginda azot kaynaklar
arasinda en yiiksek aktivite %100 DAHF kullanildiginda elde edilmistir (Sekil
4.6.b).

One Factor

P
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170 —

aktivite
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40 —|
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A: karbon kaynady

Sekil 4.7. Yiizde 100 DAHF yiizde oran1 se¢ildiginde karbon kaynag yiizde oranlarinin ksilanaz
aktivitesi iizerine etkisi.

Azot kaynagi olarak %100 DAHF yiizde orani secildiginde ortaya c¢ikan
sonu¢ karbon kaynaklarinin yiizdesel oranlarinin aktivite iizerinde etkisi
olmadigidir (Sekil 4.7).

Ayrica TARIST istatistik programi kullanilarak “Iki faktorlii Tesadiif
Parselleri” modeline gore varyans analizi yapilmistir. Karbon kaynaklarinin enzim
aktiviteleri {lizerine etkisi incelendiginde istatistiksel olarak aralarindaki farkin
Sekil 4.7°ye benzer sekilde 6nemli ¢ikmadigi goriilmiistiir. Varyans analizinde

elde edilen veriler Cizelge 4.10°da sunulmustur.

Cizelge 4.10. ‘Iki faktorlii Tesadiif Parselleri’ modeline gore yapilan varyans analizi sonuglari.

Karbon kaynaklarinin enzim aktivitesi Azot kaynaklarinin enzim aktivitesi iizerine
tizerine etkisi etkisi
%100 BK %0 YK 99.40 a %0 DAHF %100 MC 71.56 c
%75 BK %25 YK 100.15a %25 DAHF %75 MC 75.83 ¢
%50 BK %50 YK 100.02 a %50 DAHF %50 MC 100.08 b
%25 BK %75 YK 99.40 a %75 DAHF %25 MC 116.99 b
%0 BK %100 YK 92.27a %100 DAHF %0 MC 135.46 a
LSDg517.80 LSDg0517.80
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Azot kaynaklarinin enzim aktivitesi tizerine etkileri incelendiginde %100
DAHF - %0 MC uygulamasinda ksilanaz aktivitesinin en yiiksek degere
(135.46+12.24 U/g kuru substrat) ulastig1 tespit edilmistir.

Elde edilen tim sonuglar g6z Oniinde alindiginda, DAHF’1n azot kaynagi
olarak kullanilabilecegine, karbon kaynagi i¢in ise bugday kepegi, yulaf kepegi ve
malt c¢imini iceren bir deneme planmiyla optimizasyon c¢alismasina devam

edilmesine karar verilmistir.

4.1.5. Bugday kepegi, yulaf kepegi ve malt ¢cimi yiizdesel oranlarimin
belirlenmesi

Literatiirde kati kiiltiir fermentasyonunda bugday kepegine ek olarak malt
¢imi oraninin arttirtlmasinin ksilanaz tiretimini tesvik ettigi yoniinde bildirimler
bulunmaktadir (Sargin, 2003). Bu sebeple karbon kaynagi olarak BK - MC ve
(%25 BK- %75YK) — MC nin belirli yiizdeleri ile deneme deseni kurulmustur.
Denemede kullanilan yiizdeler toplam substrat 5 g olacak sekilde, %0, 25, 50, 75,
100 olarak ayarlanmigtir. Uretimlerde ortam nem degeri VO1 ile %55’
getirilmistir ve ek olarak herhangi bir azot kaynag kullanilmamistir. Uretim
kosullar1 alt boliim 3.2.2°de belirtildigi gibidir. Kontrol erleni olarak DAHF
eklenmis VOI ile nemlendirilmis BK ve %25 BK - %75 YK kullanilmistir. Elde

edilen sonugclar Sekil 4.8’de, ortalama aktiviteler Cizelge 4.11°de sunulmustur.

500

400

300

200

100

Aktivite (U/g kuru substrat)

Bugday kepegi - Malt ¢imi yiizdesel (%25 Bugday kepegi-%75 Yulaf kepegi) - Mal
oranlart ¢imi yiizdesel oranlari

Karbon kaynagi yiizdesel oranlari

Sekil 4.8. Karbon kaynagi ylizdesel oranlarinin ksilanaz aktivitesi tizerine etkisi.
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Cizelge 4.11. Karbon kaynag: yiizdesel oranlarinin ksilanaz aktivitesi {izerine etkisi.

Ortalama aktivite Ortalama aktivite Ortalama
Karbon kaynag yiizdeleri
(U/ml ekstrakt) (U/g kuru substrat) pH
%100 BK (Kontrol) 23.20 116.02 6.35
%100 BK-%0 MC 9.27 46.33 6.32
%75 BK-%25 MC 13.72 68.58 6.36
%50 BK-%50 MC 28.37 141.86 6.14
%25 BK-%75 MC 38.09 190.44 6.10
%25 BK-%75 YK (Kontrol) 26.19 130.94 6.44
%100 (%25BK-75YK)-%0
7.34 36.70 6.38
MC
%75 (%25BK-75YK)-%25
11.88 59.42 6.53
MC
%50 (%25BK-75YK)-%50
25.92 129.60 6.24
MC
%25 (%25BK-75YK)-%75
36.00 180.00 6.18
MC
%0 (%25BK-75YK)-%100
89.38 446.90 6.06
MC

Elde edilen veriler incelendiginde kontrol iiretimine gore bugday kepegi-
malt ¢imi yiizdesel oranlarindan malt ¢imi ylizdesi arttik¢a aktivite degeri
artmistir. DAHF igeren VOI1 ile nemlendirilmis %100 bugday kepegi kullanilan
kontrol ortaminda ksilanaz aktivite degeri 116.02+3.24 U/g kuru substrat iken,
%50 BK-%50 MC ve %25 BK-%75 MC ortamlarinda azot kaynagi eklenmeksizin
gozlenen aktivite degerleri 141.86+18.69 ve 190.44+13.05 U/g kuru substrat'tir.
Ayni sekilde kontroliiyle karsilastirilirsa (%25 bugday kepegi, %75 yulaf kepegi)-
malt ¢imi yiizdesel oranlarindan malt ¢imi yiizdesi arttikca aktivite degeri (U/g
kuru substrat) artmistir. DAHF igceren VOI1 ile nemlendirilmis %25 bugday
kepegi, %75 yulaf kepegi kullanilan kontrol ortaminda ksilanaz aktivite degeri
130.94+6.19 U/g kuru substrat iken, %25 (%25BK-75YK)-%75 MC ortaminda
azot kaynagi eklenmeksizin gozlenen aktivite degeri 180.00+£29.49 U/g kuru
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substrat'tir. Genel itibariyle bakilirsa %100 malt c¢imi kullanilan VO1 ile
nemlendirilen substrat, karbon kaynagi olarak bugday kepegini ve yulaf kepegini
geride birakmustir (446.90+28.38 U/g kuru substrat). Yiizde 100 malt ¢imi
kullanilan ortamin en yiiksek aktivite degerini vermis olmasi literatiir ile
karsilagtirildiginda ilging bir veridir. Genellikle malt ¢imi organik azot kaynagi
olarak kullanilmaktadir (Dobrev et al., 2007).

Yapilan literatiir calismalarinda ksilanaz tiretimi i¢in karbon kaynagi olarak
tarimsal atiklar ikili yada ti¢lii kombinasyonlar halinde veya tek basina
kullanilabilmektedir. Jin ve arkadaslarinin (2012) yapmis oldugu calismada
bugday kepegi, bugday samani1 ve misir kocani arasindan %30 bugday kepegi-
%70 misir kogan1 kombinasyonu maksimum aktiviteyi vermistir. Bunun yaninda
malt c¢iminin yiiksek protein icerigi sebebiyle ksilanaz iiretimini tesvik ettigi
gosterilmistir (Dobrev et al., 2007). Malt ¢imi ve bugday kepeginin azot icerigi
Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12. Malt ¢iminin igerigi.
Karbon %72.97

Azot %6.33

Deneme 4.1.4. ve 4.1.5. sonuglar1 incelendiginde karbon kaynagi olarak 7
TL/kg maliyeti bulunan yulaf kepegi ve maliyeti yiiksek olmasa (0.5 TL/kg) dahi
elde edilen aktivite degerleri malt ¢imine gore diisiik seviyelerde kalmasindan
dolay1, aktivite sonuclari, bulunabilirlik ve maliyet parametrelerinin tiimi
diistintildiglinde malt ¢ciminin temel substrat olarak (2016 yil1 birim fiyat1 0.6-0.7
TL/kg’dir), DAHF’1n ise temel substrata ek, inorganik azot kaynagi olarak
kullanilmasina ve optimizasyon g¢alismalarinin bu baglamda devam edilmesine

karar verilmistir.

4.1.6. inorganik azot kaynag olarak kullamlacak (NH,),HPO,
miktariin belirlenmesi

Ksilanaz enzimi {iretim ortam1 inorganik azot kaynagi miktarinin
belirlenmesinde MC temel substrat olarak kullanilmistir. Substrat nem igerigi
VOLI ile %55 nem degerine getirilmistir. Uretim kosullar1 yukarida belirtildigi
gibidir. Eklenen DAHF miktar1 %0, 2, 6, 10, 15, 20 (agirhk DAHF/agirlik

substrat) olacak sekilde ayarlanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.9°da, ortalama
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aktivite degerleri (U/ml ekstrakt ve U/g kuru substrat) Cizelge 4.13°de

sunulmustur.
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Aktivite (U/g kuru substrat)
S
o
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%0 DAHF

%2 DAHF

1.

%6 DAHF %10 DAHF %15 DAHF %20 DAHF

NH,H,PO, yiizdesel oram

Sekil 4.9. Uretim ortamina eklenen NH,4H,PO, yiizde oranlarmin (agirlik DAHF/agirlik kuru

substrat) ksilanaz aktivitesi lizerine etkisi.

Cizelge 4.13. Uretim ortamina eklenen NH,4H,PO, yiizde oranlarinin (agirhik DAHF/agirhk kuru
substrat) ksilanaz aktivitesi {izerine etkisi.

DAHF Ortalama aktivite Ortalama aktivite (U/g Ortalama
yiizde oram (U/ml ekstrakt) kuru substrat) pH
0% 78.09 390.46 5.89
2% 111.06 555.28 5.56
6% 102.59 512.95 531
10% 89.15 445.75 5.20
15% 70.57 352.86 4.86
20% 24.71 123.56 5.85

Elde edilen sonuglara bakildiginda

%2 DAHF eklenmis VOI

ile

nemlendirilmis malt ¢imi ortami bu denemede ksilanaz iiretim performansi

acisindan en yiiksek deger olan 555.28+39.74 U/g kuru substrat'a ulagsmistir. Azot

kaynag yiizdesi arttik¢a ksilanaz liretim performansinin diistiigii goriilmektedir.
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4.1.7. Farkli baslangic nem oranlarimin ksilanaz aktivitesi iizerine
etkisi

Baslangic nem oranmin etkisini gorebilmek amaciyla malt ¢imi, DAHF
eklenmis VOI ile nem degerleri %50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 olacak sekilde
ayarlanmus, {i¢ tekrar caligitlmistir. Uretim kosullar1 yukarida belirtildigi gibidir.
Deneme bulgular1 Sekil 4.10°de, ortalama aktivite degerleri Cizelge 4.14°de

sunulmustur.
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Sekil 4.10. Farkli baglangic nem degerlerinde ksilanaz aktiviteleri (U/g kuru substrat).

Cizelge 4.14. Farkl1 baslangic nem degerlerinde ortalama ksilanaz aktiviteleri (U/ml ekstrakt, U/g
kuru substrat) ve pH degerleri.

Nem Ortalama aktivite Ortalama aktivite Ortalama
(%) (U/ml ekstrakt) (U/g kuru substrat) pH
50% 104.27 521.37 4.80
55% 122.24 611.18 5.60
60% 139.09 695.44 5.88
65% 143.94 719.69 6.15
70% 151.83 759.15 6.21
75% 148.62 743.12 6.25
80% 132.31 661.53 6.24
85% 65.23 326.14 5.94

Bu ¢aligmanin sonucunda, %65-75 oraninda nemlendirilen erlenlerde benzer
ve yiiksek aktivite degerleri elde edilmistir (719.69+48.73, 759.15+36.46,
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743.12+28.36 U/g kuru substrat). Bunun yaninda %60-80 arasinda genel olarak
birbirine yakin ve yiiksek ksilanaz aktivitesi gozlenmistir. En yiiksek aktivite
degeri olan 759.15+36.46 U/g kuru substrat %70 nem oraninda goriilmiistiir.

Literatiirde kati kiiltiir fermentasyonunda farkli substratlar ile ¢esitli
optimum baglangi¢ nem oranlar1 bulunmustur. Liu ve arkadaglarinin (2008) yanit
ylizey metodolojisi ile yapmis oldugu ¢alismada, baslangic nem orani
optimizasyonu yapilmis ve iretimi en fazla etkileyen faktoériin bu oldugu
goriilmiistiir. Uretim ortam olarak elma posasi ve pamuk tohumunun kullanildig
calismada baglangi¢ nem orani %50-67 aras1 denenmis maksimum aktivite degeri
%62 nem oraninda goriilmiistiir. Dai ve arkadaslar1 (2011) ise baslangic nem
oranini optimize etmek amaciyla merkezi kompozit tasarimini kullanmis, %53-67
araliginda denemeler kurmus ve maksimum aktivite degerini (917.7 U/g kuru
substrat) %61 nem oraninda elde etmistir. Venkatesh ve Tallapragada (2009),
bugday kepegi ile kat1 kiiltliir fermentasyonunda baslangic nem optimizasyonu
yapmis, %50, 75, 100, 150 nem araliginda en yiiksek aktivite degerini %75

oraninda gozlemlemistir.

Baslangi¢ nem oran1 kat1 kiiltiir fermentasyonu igin kritik bir parametredir.
Nem orani arttikca oksijen ve besin transferi, azaldik¢a ise mikroorganizmanin
bliylimesi olumsuz etkilenebilir. Bu sebeple optimize edilmesi gereken

parametrelerin basinda gelmektedir (Venkatesh and Tallapragada, 2009).

Bu denemede %65-75 araliginda yiiksek aktivite degerleri elde edildigi ve
bu aktivite degerlerinin yakin degerler oldugu goriilmistir. Kati kiltiir
fermentasyonunda genis bir nem araliginda calismak oOzellikle biyoreaktor
tiretimleri agisindan biiyiikk 6nem tasimaktadir. Biyoreaktorlerde havalandirilan
iretim ortamt siire¢ boyunca nem kaybina ugrayabilmektedir. Bu sebeple nispeten
yiikksek nem degerleri ile iiretimin baglatilmasi ve nem kaybi sebebiyle aktivite

kaybinin 6nlenmesi miimkiin olacaktir.

Erlenmayerlerde optimizasyon ¢aligmalarinin sonucunda kati kiiltiir
fermentasyonu ile ksilanaz {iretiminde biyoreaktér denemeleri, ksilanaz

aktivitesinin maksimum oldugu %70 baslangi¢c nem orani ile gerceklestirilmistir.
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4.2. Biyoreaktorde Uretim

Yiizeyden havalandirilan bes tepsili biyoreaktorde kati kiiltliir fermentasyon
besin ortam1 (malt ¢imi — MC) baslangi¢c nem igerigi VOI ile %2 (agirhik DAHF/
agirlik substrat) kullanilarak baslangic nem oram1 %70 olacak sekilde
ayarlanmistir. Biyoreaktor tretimlerinde inokulasyon ve havalandirma hizi
denemeleri gergeklestirilmistir. Uretim kosullar1 alt bolim 3.2.3° de anlatildig
gibidir.

4.2.1. Tepsili biyoreaktorde inokulasyonun ksilanaz iiretimine etkisi

Kati Kiiltiir Fermentasyonu ile ksilanaz enzimi {iretiminde inokulasyonun
ksilanaz aktivitesi iizerine etkisini gorebilmek amaciyla hazirlanan iiretim ortamu,
strastyla (hacim/agirlik) spor inokulasyonu ile asilandiktan sonra 5 L/dak debi ile
havalandirilmistir. Bes farkli tepsiden alinan 6rneklerin aktivite, protein ve nem
degerlerinin ortalamast alimmistir. 0.1 ml /g substrat spor inokulasyonu ile yapilan
denemeden elde edilen bulgular Sekil 4.11°de, tiim sonuglar Cizelge 4.15°de

verilmistir.
1500 - - 100
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E z substrat)
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Q —
G g
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2 | L =1
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D i | .
E 600 40 _i
2 450 - -30 2
b E
< 300 - L 20 g =—Protein
E (g
150 - - 10 £ kuru
0 k‘—-—"“"/‘-_‘ﬂ 0 substrat)
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Sekil 4.11. Tepsili biyoreaktorde 0.1 ml /g substrat spor inokulasyonu ile tiretim.
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Cizelge 4.15. Tepsili biyoreaktdrde 0.1 ml /g substrat spor inokulasyonu ile iiretimin aktivite (U/g
kuru substrat), protein (mg/g kuru substrat) ve nem orani (%) sonuglari.

Zaman Aktivite Protein Nem
(Saat) (U/g kuru substrat) (mg/g kuru substrat) (%)
88 713.01 2.67 55.10
110 777.42 4.32 48.68
137 807.75 4.93 46.00
163 880.32 6.72 43.15
185 1020.28 6.90 33.04
213 1040.66 9.17 26.27
237 1279.39 9.35 26.52
261 919.74 7.63 10.23

Kat1 kiiltiir fermentasyon ortamma 0.1 ml /g substrat inokulasyon
yapildiginda elde edilen maksimum aktivite degeri 237. saatte 1279.39+180.20

U/g kuru substrat, protein miktari ise 9.35 mg/g kuru substrattir.

0.2 ml /g substrat spor inokulasyonu ile yapilan denemeden elde edilen
bulgular Sekil 4.12°de, tiim sonuglar Cizelge 4.16” da sunulmustur.

1500 - - 100
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~ | I E Nem
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£ | I o
g 450 30 E—A—Protein
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150 - ‘__‘_‘_‘/ﬁ—ﬁ—t\A - 10 & substrat)
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Sekil 4.12. Tepsili biyoreaktorde 0.2 ml /g substrat spor inokulasyonu ile tiretim.



60

Cizelge 4.16. Tepsili biyoreaktorde 0.2 ml /g substrat spor inokulasyonu ile iiretimin aktivite (U/g
kuru substrat), protein (mg/g kuru substrat) ve nem orani(%) sonuglari.

Zaman Aktivite Protein Nem
(Saat) (U/g kuru substrat) (mg/g kuru substrat) (%)
87 971.63 5.60 56.37
112.5 999.14 6.06 49.08
135.5 1178.78 6.11 42.54
160 1133.83 6.60 42.01
208 1141.34 9.94 33.14
232.5 1123.71 9.73 32.05
255 1199.24 10.07 28.83
278 896.61 7.75 16.81

Kat1 kiiltir fermentasyon ortamma 0.2 ml /g substrat inokulasyon
yapildiginda elde edilen maksimum aktivite degeri 255. saatte 1199.24+109.84
U/g kuru substrat, protein miktari ise 10.07 mg/g kuru substrattir.

0.4 ml /g substrat spor inokulasyonu ile yapilan denemeden elde edilen
bulgular Sekil 4.13°de, tiim sonuglar Cizelge 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.13. Tepsili biyoreaktorde 0.4 ml /g substrat spor inokulasyonu ile tiretim.
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Cizelge 4.17. Tepsili biyoreaktorde 0.4 ml /g substrat spor inokulasyonu ile tiretimin aktivite (U/g
kuru substrat), protein (mg/g kuru substrat) ve nem orani(%) sonuglart.

Zaman Aktivite Protein Nem
(saat) (U/g kuru substrat) (mg/g kuru substrat) (%)
66 396.08 3.01 59.05
90 658.39 3.88 58.67
114 660.93 4.56 58.09
138 942.20 6.88 56.53
162 943.99 6.68 55.04
189 952.40 7.72 55.41
213 953.61 6.73 47.66
237 1083.07 6.98 47.39
271 875.24 6.79 37.47

Kati1 kiiltiir fermentasyon ortamma 0.4 ml /g substrat inokulasyon
yapildiginda elde edilen maksimum aktivite degeri 237. saatte 1083.07+215.70
U/g kuru substrat, protein miktar ise 6.98 mg/g kuru substrattir.

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, 0.1, 0.2, 0.4 ml /g substrat spor
inokulasyonu ¢alisilan denemelerde, 0.1 ml /g substrat inokulasyon ile en yiiksek
ksilanaz aktivitesine ulasilmistir (1279.39+180.20 U/g kuru substrat).

Kati kiiltiir fermentasyonunda Aspergillus niger ile calismalarda 1*10°
spor/ml igeren spor siispansiyonu ve 0.1 ml /g substrat inokulum ile ksilanaz
tretildigi bildirilmistir (Salihu et al., 2015). Lee ve arkadaslarinin (2011) yaptigi
¢alismada ise seliiloz iiretiminde Aspergillus niger fungusu kullanilmis, 1%10°
spor/ml spor siispansiyonundan 0.2 ml /g substrat inokulasyon yapildigi
belirtilmistir. Beeraka ve arkadaslarinin (2008) yapmis oldugu c¢alismada kati
kiiltir fermentasyonunda ksilanaz iiretimi i¢in Aspergillus fumigatis kullanilmus,
bu c¢alismada maksimum ksilanaz aktivitesi 0.2 ml /g substrat inokulasyon
oraninda gozlenmistir. Kat1 kiiltiir fermentasyonunda iiretilen enzimin tiirii ve

kullanilan fungusa gore optimum inokulasyon orani degisiklik gdstermektedir.
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4.2.2. Biyoreaktorde havalandirma hizinin ksilanaz iiretimine etkisi

Havalandirma hizinin kati1 kiltiir fermentasyonu ile ksilanaz {iretiminde
etkisini gérebilmek amaciyla hazirlanan iiretim ortami, 0.1 ml /g substrat spor
inokulasyonu ile asilandiktan sonra sirasiyla 2.5, 5, 10 L/dak debi ile
havalandirilmistir.  Havalandirma hizi  denemelerinde hava sartlandirici
kullanilarak  baslangic nem oranmin {iretim siliresince sabit tutulmasi
amaglanmistir. Havalandirma hiz1 2.5 L/dak olan denemeden elde edilen bulgular
Sekil 4.14°de, tiim sonuglar Cizelge 4.18’de verilmistir.

1500 - - 100
1350 - -9 §
£ === Aktivite
%:1200 - - 80 g (ku,g
— < uru
glOSO . ‘ - 70 % substrat)
g 900 - \ - 60 E Nem (%)
2 750 - - 50 2
o 2
2 600 - - 40 2
3 =)
% £ (mgl/g
300 - - 20 kuru
S substrat)
150 - St 2\ - 10 &
0 T T T 0
50 100 150 200 250
Zaman (Saat)

Sekil 4.14. Tepsili biyoreaktdrde 2.5 L/dk havalandirma hizi ile {iretim.

Cizelge 4.18. Tepsili biyoreaktorde 2.5 L/dk havalandirma hizi ile iiretimin aktivite (U/g kuru
substrat), protein (mg/g kuru substrat) ve nem orani(%) sonuglart.

Zaman Aktivite Protein Nem
(Saat) | (U/g kuru substratkuru substrat) | (mg/g kuru substrat) (%)
92 925.47 5.59 67.07
116 1274.25 7.44 67.14
140 1312.04 8.24 67.33
164 976.55 8.77 64.20
189 758.80 8.51 66.45

Sekil 4.14 ve Cizelge 4.18’de goriildiigii gibi hava sartlandiric1 kullanilan
iretimde fermentasyon ortaminin nem igerigi inkiibasyonun 92. ile 189. saatleri
arasinda benzer sonuglar vermekte, bu sayede ortam nem dengesi korunmaktadir.
Havalandirma hizi 2.5 L/dk iken, maksimum Kksilanaz aktivitesi 140. saatte
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(1312.04+236.98 U/g kuru substrat) ve maksimum protein miktar1 164. saatte
(8.77 mg/g kuru substrat) gézlemlenmistir.

Havalandirma hizi 5 L/dak olan denemeden elde edilen veriler Sekil

4.15°de, tiim sonuglar Cizelge 4.19°da verilmistir.
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Sekil 4.15. Tepsili biyoreaktorde 5 L/dk havalandirma hizi ile tiretim.

Cizelge 4.19. Tepsili biyoreaktdorde 5 L/dk havalandirma hizi ile iretimin aktivite (U/g kuru
substrat), protein (mg/g kuru substrat) ve nem orani(%) sonuglari.

Zaman Aktivite Protein Nem
(Saat) (U/g kuru substrat) (mg/g kuru substrat) (%)
89 885.56 281 69.59
114 1096.82 8.17 71.46
139 1194.89 10.54 65.71
162 1138.98 11.40 67.29
186 583.85 11.84 67.09

Havalandirma hiz1 5 L/dk iken, maksimum ksilanaz aktivitesi ve protein
miktar1 139. saatte (1194.89+250.48 U/g kuru substrat, 11.40 mg/g kuru substrat)
gozlemlenmistir. Fermentasyon ortaminin nem igerigi inkiibasyonun 89. ile 186.
saatleri arasinda yakin sonuclar vermekte, bu sayede bu denemede de ortam nem
dengesi korunmaktadir.
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Havalandirma hizi 10 L/dak olan denemeden elde edilen veriler Sekil

4.16°da, tiim sonuglar Cizelge 4.20°de sunulmustur.
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Sekil 4.16. Tepsili biyoreaktorde 10 L/dk havalandirma hizi ile tiretim.

Cizelge 4.20. Tepsili biyoreaktérde 10 L/dk havalandirma hiz1 ile iiretimin aktivite (U/g kuru
substrat), protein (mg/g kuru substrat) ve nem orani(%) sonuglari.

Zaman Aktivite Protein Nem
(Saat) (U/g kuru substrat) (mg/g kuru substrat) (%)
71 849.24 3.71 67.13
96 882.18 7.29 65.57
120 1076.15 8.29 63.47
144 740.87 9.99 57.80

Havalandirma hizi 10 L/dk iken, en yiiksek ksilanaz aktivitesi ve protein
miktar1 120. saatte (1076.15+£139.74 U/g kuru substrat, 8.29 mg/g kuru substrat)
gozlemlenmistir. Fermentasyon ortamimin nem igerigi hava sartlandiric
kullanilmasina ragmen inkiibasyonun son saatlerinde diismeye baglamistir, bunun
sebebi olarak 10 L/dk havalandirma hizinin yiiksek bir hiz oldugu ve kat1 {iretim

ortamini kuruttugu sdylenebilir.

Havalandirma hizi denemelerinden elde edilen sonuglara bakildiginda en
yiiksek ksilanaz iiretim performanst 2.5 L/dk havalandirma hiziyla 140. saatte
goriilmiistiir (1312.04+236.98 U/g kuru substrat).
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Perez-Rodriguez ve arkadaslarinin (2014) yaptig1 c¢alismada yatay tiip
reaktorde ksilanaz iiretimi i¢in mineral tuz soliisyonu ile nemlendirilmis 20 g
musir kocani 0.1, 0.2, 0.3 L/dk havalandirma hizlar1 denenmis maksimum ksilanaz
aktivitesi 0.2 L/dk havalandirma hizinda goriilmiistiir. Diaz ve arkadaslarinin
yapmis oldugu c¢alismada (2009) ise pektinaz, seliilaz ve ksilanaz enzimlerinin
kat1 kiiltir fermentasyonu ile ftretiminde Aspergillus awamori fungusunu
kullanarak doner tamburlu biyoreaktérde {iiretimler gerceklestirilmistir. 250 g
lizim posasi iiretim ortami olarak kullanilmis, 0, 9, 120, 200 ml/dk havalandima
hizlar1 denenmis, 120 ml/dk havalandirma hizinda maksimum ksilanaz aktivitesi
gozlenmistir. Yatay biyoreaktorde Fusarium oxysporum’dan ksilonolitik enzim
tiretiminde 2.5 kg tiretim ortam1 kullanilmis, 5L/dk debiyle havalandirma hizi ile

optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir (Panagiotou, 2003).
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5. SONUC ve ONERILER

KKF yontemiyle ksilanaz enzimi

iiretim ¢alismalarinda Oncelikle

erlenmayer iiretimleriyle karbon kaynagi, azot kaynagi, azot kaynagi miktar1 ve

nem orani gibi parametreler optimize edilmeye calisilmis, sonrasinda tepsili

biyoreaktor tiretimleriyle inokulasyon ve havalandirma debisinin ksilanaz enzimi

iiretimi tizerindeki etkisi incelenmistir. Cizelge 5.1°de yapilan denemelerden elde

edilen bulgular 6zetlenmistir.

Cizelge 5.1. Erlenmayer ve biyoreaktdrde kat1 kiiltiir fermentasyonu (KKF) ile ksilanaz enzimi
iretimi optimizasyon parametreleri ve elde edilen aktivite degerleri (U/g kuru substrat).

Optimum Parametre ve En Yiiksek Aktivite

Degerleri
Parametreler
Erlenmayerde Biyoreaktorde
tretim tiretim
Karbon kaynag1
(Bugday kepegi, Yulaf kepegi, Piring kepegi, Talas, Malt ¢imi -
Misir kogani, Malt ¢imi)
Azot kaynag1
(Malt ¢imi, Soya unu, Misir kiispesi, Ure, (NHy4),HPO, -
(NH4),S04, NH4NO3, (NH,4),HPO,)
Azot kaynag1 miktar1 %0, 2, 6, 10, 15, 20 %2
b -
(agirlik (NH4),HPO4/agirlik substrat)
Baslangi¢ nem orani (%50-85) %70 -
Inokulasyon
- 0.1 ml/g
(0.1, 0.2, 0.4 ml spor siispansiyonu /g substrat)
Havalandirma debisi (2.5, 5, 10 L/dak) - 2.5 L/dak
Aktivite degerleri (U/g kuru substrat) 759.15 U/g 1312.04 U/g
Maksimum aktiviteye ulasilan siire (saat) 96 sa 140 sa
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Ksilanaz enzimi endiistride bir¢ok uygulama alanmi bulurken, iilkemizde
ksilanaz enzimi iretimi yapilmamaktadir. Diger enzimler ile birlikte ksilanaz da
gerekli sektorler icin diger llkelerden ithalat ile saglanmakta olup iilkemiz
ekonomisine yiik getirmektedir. Ksilanazin 6zellikle gida sektoriinde yaygin
kullanim1 mevcuttur. Ksilanaz enzimi ekmekte hacim arttirict olarak ekmek
formulasyonunda mutlak yer alan islem yardimci maddesidir. Tiirkiye’de genel
olarak gida endiistrisinde alt sektor dagilimlarina bakilirsa un ve unlu mamuller
gida sanayinin %065’ini olusturmaktadir (Demiraslan, 2013). Unlu mamuller
sektoriine bakildiginda ksilanaz enziminin tahmini ithalat rakamlar, ilgili sektor
yetkilileri tarafindan 240-250 ton/y1l olarak bildirilmistir. Mali degeri ise yaklagik
5.5 milyon TL/y1l olarak hesaplanmaktadir.

Yiiksek talebi olan bu enzimin diisiikk maliyetle {iretilmesi yine kat1 kiiltiir
fermentasyonu gibi yatirim ve {retim maliyetleri yoniinden ekonomik bir
yontemin  kullanimiyla miimkiin olabilir. KKF verim, yiliksek {iriin
konsantrasyonu, iirliniin kolay geri kazanimi ve tarimsal atiklarin hammadde
olarak kullanilabilmesinden otiirii  derin kiiltiir fermentasyonuna kiyasla
avantajlidir. Bunun yaninda Slgek biiyiitme problemlerinin varlig1 dezavantajli bir
durumdur.  Ksilanaz enzimi {iretimi igin yapilacak bir yatirnmda avantaj,
dezavantajlar ve liretim Ol¢egi gbz Oniine alinarak KKF {iretim sistemleri de

alternatif olarak diistintilmelidir.
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OZGECMIS

Gizem Ezgi TEKKOL 1991 yilinda Diyarbakir® da dogmustur. Orta
ogrenimini  Ziya Gokalp Lisesi’ nde tamamlamustir. Ege Universitesi

Biyomiihendislik Bolimii’ nden 2015 yilinda mezun olmustur.





