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OZET

Yiksek Lisans Tezi

LACTOBACILLUS PLANTARUM BAKTERISINDEN FiTAZ VE MANNANAZ
ENZIMLERININ KISMI SAFLASTIRILMASI, BAZI KINETIK
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI VE NANOHIDROKSIAPATIT'E
IMMOBILIZE EDILMESI

Cem CELENKLI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Enzim ve Mikrobiyal Biyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Neslihan DIKBAS

Bu ¢alismada; Lactobacillus plantarum bakterisi kullanilarak, misir (MSR) ve bugday
(BGDY) bulunan dogal besiyeri ortaminda serbest ve immobilize fitaz ve mannanaz
enzimlerinin tretimi yapilmigtir. Bu amagla farkli oranlarda MSR (10, 20, 30 ve 40 gr)
ve BGDY (10, 15 ve 20 gr) ihtiva eden ortama, test bakterisi inokiile edildikten sonra
biiylime kosullar1 olan pH 6-6,5 ve sicaklik 35°C'de inkiibasyona birakildi. Florisil
destek materyaline dncelikle APTES ile -NH; grubu takildi. Ardindan glutaraldehit ile
ara kolu olusturuldu ve olusan schiff bazi kararli hale getirmek i¢in sodium borhidriir ile
indirgendi. Aktiflestirilmis florisil destek materyali nano Fe3O, bilesigi ile magnetik
hale getirildi ve bakterilerin immobilizasyonu i¢in kullanildi. Hazirlanan bakteri
magnetit florisilin nanopartikiillerine yaklasik %350 oraninda immobilize edildigi
belirlendi. Fitaz ve mannanaz enzimlerinin dretimi ise hem serbest hem de matrikse
bagli mikroorganizmalar ile gergeklestirildi. MSR ve BGDY dogal karbon kaynaklari
kullanilarak yapilan L. plantarum bakterisinin fitaz ve mannanaz enzimleri iiretiminin,
serbest haldeki izolatlara gore bagli olanlarda yaklasik %10-15 civarinda bir artis
gozlemlendi. Elde edilen bu bulgular 15181inda manyetit florisil nanopartikiiller bagli test
sonuglarmin gida, ziraat, ila¢ basta olmak iizere bir¢cok endiistriyel alanda giivenle
kullanilabilecegi sonucuna varildi.

2015, 53 sayfa

Anahtar Kelimeler: fitaz, mannanaz, Lactobacillus plantarum, immobilizasiyon



ABSTRACT

MS Thesis

IMMOBILIZED OF LACTOBACILLUS PLANTARIUM ON TO MAGNETITE
FLOROSIL NAOPARTICULES AND ITS’ APPLICATION IN CO-PRODUCTION
OF MANNANASE AND PHYTASE ENZYMES

Cem CELENKLI

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Enzyme And Microbial Biotechnology
Enzyme and Microbial Biotechnology Science

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Neslihan DIKBAS

In this study, production of the phytase and mannanase enzymes was carried out in a
natural medium which includes corn (C) and wheat (W) using free and immobilized
Lactobacillus plantarum bacterial strains. or this purpose the MS at different rates (10,
20, 30 and 40 g) and BGDY (10, 15 and 20 g) of medium containing the test after
bacterium inoculation growth conditions with pH 6,0 to 6,5 and temperature of 35 C in
incubation He was released. Florisil support material was attached to the first NH;
group with APTES. Then he created the arm by glutaraldehyde and the resulting Schiff
was reduced with sodium borohydride to make some decisive. Activated support
materials nano florisil was made with Fe3O4 magnetic compound which was used for
the immobilization of bacteria. About 50% of the prepared bacteria were determined
immobilized magnetite nanoparticles florisil. The production of phytase and mannanase
enzyme was performed with both free matrix dependent microorganisms. Of C and W
natural carbon sources made using L. plantarum bacteria and mannanase enzymes of
phytase production, an increase of approximately 10-15% of isolates are connected by
loose observed. In light of these findings obtained food magnetite nanoparticles attached
test results florisil, agriculture, confidence in many industrial fields, especially
concluded that the drug was used.

2015, 53 pages

Keywords: phytase, mannanases, Lactobacillus plantarum, immobilization
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1. GIRIS

Enzimler, canli hiicrelerde olusan ve organizmadaki biitiin reaksiyonlarin hizli ve kolay
bir sekilde gergeklesmesini saglayan biyolojik katalizatorler olarak tanimlanmaktadir.
Enzimlerle Katalizlenen reaksiyonlar diger reaksiyonlara gore 10°° kat daha hizh
gerceklesmektedir. Enzimler canli organizmalar tarafindan {iretilen o6zel katalitik
fonksiyonlara sahip olan protein yapili molekiillerdir. Enzimler canli organizmalarin
hayatsal faaliyetlerini gergeklestirmeleri icin gerekli bir¢ok biyokimyasal reaksiyonda
gorev almaktadilar. Biitiin proteinlerde oldugu gibi enzimlerin de yapitagini aminoasitler
olusturmaktadir. Enzimleri diger protein molekiillerinden ayiran en onemli ozelligi,
biyokimyasal reaksiyonlar: katalizleme &zelligidir ve bu fonksiyon sayesinde bir¢ok

calisma alaninda kullanilmaktadir (Wolfson et al. 2008).

Gilintimiizde endiistri sektoriinde kullanilan bir¢ok enzim mikrobiyal kaynaklidir. Bu
sebeple  endiistriyel enzimlerin  kullanimininda,  mikrrorganizma  kullanimi
yayginlasmigtir (Demain and Solomon 1981). Bunun baslica sebebi mikroorganizma
kokenli enzimlerin bitkisel ve hayvansal kokenli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin
daha yiiksek olmalari, ¢cok daha fazla miktarda iiretilebilmeleri, istenilmeyen yan iiriin
veya dUriinler olusturmamalart ve maliyetinin ucuz olmasidir (Wiseman 1987).
Mikroorganizmalar sadece enzim liretme fonksiyonuna gore degil ayn1 zamanda toksik

ve patojen olmamasina gore de secilmektedirler (Demain and Solomon 1981).

Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen enzimler ekstraseliller ve intraseliiler
enzimler olmak iizere 2 farkli gruba ayrilmistir. Ekstraseliiler enzimler; besiyeri ve
hiicre yapilarinin dis kismi ile baglantili enzimler olup ortamda bulunan polimer
molekiil agirlikli besin maddelerini par¢alayarak monomer forma doniistiirmektedirler.
Bu enzimler genel olarak hidrolazlar olarak tanimlanmaktadir (Madsen et al. 1973).
Gram negatif bakterilerde proteinler i¢ ve dig membran arasindaki periplazmik bosluk
arasinda kalmaktadirlar. Bunun nedeni gram-negatif bakteri duvarlari bir dis membrana

sahiptir. Gram-pozifit bakteriler ise bu membrana sahip degildir.



Gram-pozitif bakterilerde ise enzimler direkt olarak besiyerine salgilanmaktadir.
Intraseliiler ~enzimler sitoplazmaya dagilmis halde bulunan ribozomlarda
sentezlenmektedirler. Genelde bu enzimlerin substratlar1 sekerler, aminoasitler,
karboksilik asit gibi kii¢iik molekiil agirligina sahip hiicre zarindan gegebilen monomer
molekiillerdir. Intraseliiler enzimlerin aksine ekstraseliiler enzimlerin stabilitesi yiiksek
oldugundan c¢evre kosullarinda aktivitelerini uzun siire siirdiirebilmektedirler (John
1987; Furlan and Pant 2006). Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen enzimlerin
diinya genelinde yillik kullanim oranlari incelendiginde; %25 alkalin proteaz, %21 diger
proteazlar, %18 amilaz, %10 renin, %3 lipaz, %3 tripsin, %10 diger karbonhidrat
pargalayan enzimler ve %10 analitik ve farmasétik enzimler olarak belirlenmistir (Rao
et al. 1998). Diinya genelindeki endiistriyel enzimlerin ticari pazar payina bakildiginda
bu miktar yaklasik 1,6 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir (Schallmey et al. 2004).
Bu enzimlerin kullanim alanlarina goére dagilim oranma bakildiginda, %29 unun gida
endiistrisinde, %15’inin hayvan yemi sektoriinde ve %56’sinin ise genel amagh teknik

alanlarda yer aldig1 goriilmektedir (Outtrup and Jorgensen 2002).

1.1. Enzimlerin Yapisal Ozellikleri

Baz1 enzimler yalnizca aminoasitlerin u¢ uca eklenmesiyle meydana gelen proteinlerden
olusmustur. Bunlarda baska higbir yapitast bulunmaz. Bazi diger enzimler ise
aminoasitlerden baska gruplar bulundurabilir. Enzimlerin aktivite gostermeleri i¢in
gerekli olan ve genellikle metal iyonlarindan olusan yan gruplara ‘“kofaktor”
denilmektedir. Kofaktor bir metal iyonu olabildigi gibi, “koenzim” denilen karmasik bir
organik bilesik olabilir. Bazen aktivite icin ikisine birden gerek duyulabilir. Katalitik
olarak aktif olan enzim-kofaktdr yapisina “holoenzim”, kofaktOrsiiz enzime ise
“apoenzim” adi verilmektedir. Kofaktorlii enzimlerin, organik bilesiklere veya metal
iyonlarina karsi farkli derecelerde afiniteleri bulunmaktadir (Pandey and Ramachandran
2006).



Aktif Bolge Kosin

Kofaktor

Sekil 1.1. Enzimin yapisi

Enzimlerin etki ettigi maddelere “substrat” denilmektedir. Reaksiyon sonunda olusan
maddeye “liriin” ad1 verilmektedir. Enzim ile substratin birbirine baglanmasi ile ilgili 2
model ileri siiriilmiistiir. Bunlar; a) 1894’te Emil Fischer tarafindan 6ne siiriilen anahtar
Kilit modelinde, substratin enzimin aktif bolgesine baglanirken yapisal olarak uygun
sekilde anahtar kilit gibi birbirine baglandig: kabul edilmektedir (MEGEP 2007).

1]
E + E —|C |— E + 52
-
Enzim Substrat Enzim-Substrat Enzim
Kompleksi

Sekil 1.2. Anahtar kilit modeli

b) 1958’de Daniel Koshland tarafindan 6ne siiriilen indiiklenmis-uyum modelidir. Bu
modelde enzim substrat: bulunmadiginda enzim serbest halde bulunmaktadir. Substrat
varliginda, enzimin aktif merkezi bigimsel degisiklige ugrayarak substrata uygun sekil
almaktadir. Enzim substratina gegici olarak aktif bolgeden baglanmir ve substrat-enzim
bilesigi (SE) olusmaktadir. Daha sonra substrat iiriine veya iriinlere doniismektedir.
Enzimler ise reaksiyondan degismeden ¢ikar ve tekrar tekrar kullanilabilmektedir
(MEGEP 2007).
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Sekil 1.3. indiiklenmis uyum modeli

Enzimler, katalizledikleri reaksiyon tiplerine ve {iriine doniistiirdiikleri substratlara kars1
yiiksek derecede secicidirler. Genel olarak tek bir kimyasal reaksiyonu veya ayn tip

benzer reaksiyonlar katalize etmektedir. Bu tip enzimlere “izoenzim” denilmekterdir.
1.2. Enzim Aktivitesine Etki Eden Faktorler

Enzimlerin aktivitesine yani kimyasal tepkimelerin hizini artiran veya azaltan pek ¢ok
fiziksel veya kimyasal faktorler bulunmaktadir. Bu faktorler; substrat konsantrasyonu,
pH, sicaklik, enzim konsantrasyonu, su aktivitesi, reaksiyon siiresi, reaksiyon iiriinleri,
enzim inhibitorleri ve aktiviteleri, radyasyon, basing, kaynama noktasi ve 11k gibi

cesitli fiziksel etkiler seklinde siralanmaktadir.

Bir enzimatik reaksiyonda, reaksiyonun hizi belirtilen bu etkilerden degisik
kademelerde etkilenmektedir. Ancak enzimatik reaksiyonlarda faktorler arasi etkilesim
de 6nemli olmaktadir. Ornedin bir enzimin en iyi aktivite gosterdigi sicaklik degeri
farkli ortam pH’larindan etkilenerek degisiklik gostermektedir. Bu sebepten dolay1
enzimatik reaksiyonlarda, ortam kosullari teker teker degil bir biitiin halinde
incelenmelidir. Enzim aktivitesini etkileyen 6nemli bazi faktorler asagida siralanmastir

(MEGEP 2007).



1.2.1. Enzim konsantrasyonu

Enzim konsantrasyonunun enzim hizina etkisi, diger kosullar sabitlendiginde, dogrusal
bir iliski gostermektedir. Ortamda ne kadar ¢ok enzim molekiilii varsa ve ¢aligiyorsa,

yeterli substrat oldugu siirece reaksiyon da devam edecektir (Fidanci 2009).

I\

Enzim Konsantrasyonu

Sekil 1.4. Enzim konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi

1.2.2. Substrat konsantrasyonu

Enzim konsantrasyonu ve diger faktorlerin sabit tutuldugu sartlarda, enzim hiz1 artan
substrat miktarina bagl olarak belli bir miktar artis gdstermekte ve maksimum bir

diizeye ulastiktan sonra da sabit kalarak devam etmektedir (Goziikara 1990).

Substrat Konsantrasyomu

Sekil 1.5. Enzimatik tepkimelerde hiz-substrat konsantrasyonu iliskisi



1.2.3. Ortam pH’s1

Ortam pH’s1 enzimatik reaksiyonlarin biiyiik cogunlugumda hiz1 etkileyen 6énemli bir
faktordiir. Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi pH’ya o enzimin optimum pH’s1 yani
en uygun degeri denilmektedir. Yapilan akademik ¢alismalara gére enzimlerin optimum
pH’lar1 2.0-10.0 deger araliginnda degismektedir (Fidanct 2009).

=] H
oo M

pH

Sekil 1.6. pH’nin enzim hizina etkisi

1.2.4. Sicakhik

Enzimlerin hizin1 ve stabilitesini etkileyen bir diger onemli faktor ise sicakliktir.
Aktiviteyi etkileyen biitin diger kosullarin sabit oldugu durumlarda bile reaksiyon
ortaminin sicakligi arttik¢a reaksiyon hizi belirli bir noktaya kadar yiikselmektedir. Bu
ulasilan degerden sonraki sicaklik artiglarinda enzim olumsuz etklenmekte ve hizinda
ani distisler meydana gelmektedir. Enzimlerin maksimum aktivite gosterdikleri bu

noktaya optimum yani en uygun sicaklik degeri denilmektedir (MEGEP 2007).
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Sekil 1.7. Sicakligin enzim hizina etkisi

1.2.5. Enzim inhibitorleri

Reaksiyon ortamina eklendiginde enzimin hizin1 diisiiren dogal veya yapay kimyasal
maddelere “enzim inhibitorleri” denir. Bu olaya ise “enzim inhibisyonu” adiyla
tamimlanmaktadir. Inhibitorler; istenmeyen enzim aktivitesinin Onlenmesinde veya
kontrol altinda tutulmasinda araci olarak kullanilmaktadir. Siyaniir, kursun, civa gibi

agir metal iyonlar1 inhibitor maddelere 6rnek gosterilmektedir.

Enzim inhibitérleri 3 grupta incelenmektedir. Bunlar; tersinir-geri doniisiimlii,
tersinmez-geri doniisiimsiiz ve allosterik inhibitorler olarak gruplandirilmaktadir

(Fidanci1 2006).

inhibitorler
Tersinir Tersinmez Allosterik
(geri doniisiimlii) (geri doniisiimsiiz) Inhibitorler

l

a. kompetetif (yarigmalr)

b. non-kompetetif (yarismasiz)

C. un-kompetetif (sinirl yarigmalr)

Sekil 1.8. Inhibitérlerin gruplandiriimasi



1.2.5.a. Tersinir inhibitorler

Tersinir inhibitorler enzimle kisa bir siire zarfinda kovalent olmayan, diflizyon kontrollii
denge kompleksleri yaparlar ve olusan bu kompleksler diyaliz veya jel filtrasyonu gibi
islemlerle kolayca ayrilabilir. Bu ayrilma sonucunda enzim tekrar aktif sekline

doniisebilmekte ve tekrar kullanilabilmektedir.

a. Kompetetif (yarismali) inhibitorler

Kompetitif inhibisyonda inhibitoriin yapisi substrata benzemektedir ve enzimin aktif
merkezi i¢in inhibitdr ve substrat birbiriyle yarigmaktadir. Asir1 substrat inhibisyonu ve
tirlin inhibisyonu da bir tiir kompetitif inhibisyondur. Kompetetif inhibiisyon Michaelis-
Menten teorisi ile kantitatif olarak belirlenebilmektedir. Kompetetif inhibiisyonda
enzimin inhibiitor ile baglanmasi tersinirdir, substrat konsantrasyonunun artmasi ile bu
iliski zayiflayip kopabilmektedir. Bu tiir inhibiisyonda maksimum hiz degismemektedir
fakat Km degeri artmaktadir (Lehninger 1988)

b. Non-kompetetif (yarismasiz) inhibitorler

Nonkompetitif inhibisyonda, inhibitdriin yapisi substrata benzememektedir. Inhibitor
enzimin aktif yerinin diginda bir noktaya baglanarak enzimi inhibe etmektedir.
Dolayisiyla substratin  enzime baglanmasini etkilemezken substratin  enzime
baglanmasiyla olusan enzim-substrat kompleksinin iirlin ve enzime ayrilmasini
onlemektedir. Bu tiir inhibiisyonda enzim-substrat reaksiyonunun hizinda azalma
meydana gelmektedir. Dolayistyla Vmax degerini belirgin olarak azalma olurken, Km
degeri tizerine higbir etkisi olmamaktadir ve Km degeri ise degismemektedir (Fidanci
2006)



C. Un-kompetetif (stmirh yarismal) inhibitorler

Inhibitér serbest enzime degil enzim-substrat kompleksine baglanmaktadir. Un-
kompetetif inhibiisyonda Vmax ve Km degeri degismektedir. Un-kompetitif inhibisyon

sonucunda Vmax degeri azalirken Km degeri ise kiiglilmektedir (Aras ve Ersen 1988)

1.2.5.b. Tersinmez inhibitorler

Geri donisiimsiiz inhibitdrler enzime kovalent baglarla baglandigi icin El
kompleksinden tekrar serbest enzime doniis veya liriin olusumu s6z konusu degildir. Bu
sebepten iirlin sadece ortamda serbest enzimle birlesebilen substrat iizerinden
olmaktadir. Inhibitériin enzime baglanmas: aktif merkez ya da baska bir bolgeden
gerceklesmektedir. Geri donilisiimsiiz inhibitorlere 6rnek olarak; agir metal iyonlar,

oksidan maddeler, hidroksil amin gosterilmektedir (Goziikara 1990)

1.2.5.c. Allosterik inhibitorler

Allosterik inhibitorler yapisinda aktif bolge disinda modifikatér adi verilen baska bir
bolge daha bulundurmaktadir. Allosterik inhibitorler enzimlerin modifikator adi verilen
bolgesine baglanmaktadir. Bu baglanma sonucunda, enzimin aktif merkezinde
substratin baglanmasina olanak tanimayan sekilsel bir degisiklik meydana gelir ve

bunun sonucunda ES kompleksi olusamamaktadir.

1.2.6. Aktivatorler

Bir enzimin etkisini artiran maddelere bu enzimin aktivatorleri veya akselatorleri
denilmektedir. Bu aktivator veya akselatorler gogunlukla inorganik iyonlardan bazen de
organik gruplardan olusmaktadir. Bu aktivatorler genellikle metal iyonlarini

kapsamaktadir. Bunlar kofaktorler gibi kataliz olaylarina her zaman katilmamaktadirlar.
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Aktivatorlerin bir kismi sadece substratla, diger bir kismi ise enzimle birleserek

aktivator rolii oynamaktadir.

Yapilan ¢alismalar sonucu belirlenmistir ki; enzimle birlesen aktivatorler kiiclik metal
iyonlaridir. Bunlara ornek olarak; klor, mangan, magnezyum gibi iyonlar

gosterilmektedir.

1.3. Enzimlerin Siniflandirilmalari

Cogu enzim kendisini niteleyen substratinin sonuna “-az” eki eklenmesiyle
adlandirilmaktadir. Ornegin iireaz, iirenin hidrolizini katalizleyen enzimdir. Bununla
beraber baz1 diger enzimler (tripsin ve kimotripsin) kendi substratlarini belirtmeyen 6zel

isimlere sahiptir.

Enzim isimlerini mantikli ve evrensel hale getirmek tizere 1995 yilinda Briiksel’de
“Uluslararas1 Biyokimya Birligi Enzim Komisyonu” tarafindan enzim adlandirma
sistemi kabul edilmistir. Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birliginin 2006
yilinda yayinladigi bildirime gore diinyada tespit edilen 3196 farkli enzim tiiriiniin

oldugu belirlenmistir (Anonim 2006).

Bu sisteme gore biitiin enzimler katalizledikleri tepkimenin tipine ve sekline gore 6

farkli gruba ayrilmistir. Bunlar:

. Oksidorediiktazlar: Oksidasyon-rediiksiyon tepkimelerini saglayan enzimlerdir.
Il. Transferazlar: Radikallerin veya fonksiyonel gruplarin transfer tepkimelerini
saglayan enzimlerdir.

I11. Hidrolazlar: Substratin yapisina gore; ester, eter, peptid vb. baglarda hidrolitik
parcalanmayi katalize ederler.

IV. Liyazlar: Substrattan bazi gruplart hidrolitik olmayan mekanizmalarla ayiran
enzimlerdir.

V. Izomerazlar: Bu enzimler substratlarin izomerizasyonunu katalize etmektedirler.
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VI. Ligazlar: iki metabolitin baglanmasin katalize ederek daha biiyiik bir molekiiliin

olusmasini saglayan enzimlerdir.

Sistematik adlandirma sisteminde her enzime enzim komisyonu (EC) tarafindan dort
rakamli kod numaras: ve katalizledigi reaksiyonu tanitan sistematik ad verilmektedir
(MEGEP 2007).

1.4. immobilize Enzimler

Enzimler, suda ¢6ziinmeyen bir tasiyiciyla kimyasal veya fiziksel olarak baglanarak,
suda ¢ozlinmeyen iirlin verebilen bir kopolimerizasyonla enzim molekiiliine monomer
olarak katilmasiyla ve suda c¢Oziinmeyen bir matriks veya suda ¢dziinmeyen

mikrokapsiillerle tutuklanarak immobilize edilmektedirler (Telefoncu 1997).

Cizelge 1.1. Immobilize enzimin dogal (serbest) enzime iistiinliikleri

- Reaksiyon sonunda ortamdan hizli ve kolayca uzaklastirilabilir,

- Cevre kosullarina kars1 ¢ok daha dayanikhidir,

- Bircok kez ve uzunca bir siire zarfinda kullanilabilir,

- Siirekli islemlerde uygulanabilir yapiya sahiptir,

- Dogal enzime kiyasla daha kararl1 yapidadir,

- Uriin veya iiriinlerin olusumu kontrol altinda tutulabilir,

- Birbirini takip eden siirekli reaksiyonlar i¢in uygundur,

- Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir,
- Enzimin kendi kendini pargalamasi olasilig1 diistiktiir,

- Mekanistik ¢alismalar i¢in uygundurlar.
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1.4.1. Enzim immobilizasyon yontemleri

1.4.1.a. Kovalent baglama

Immobilize enzimler kimyasal olarak kovalent baglarla baglanmaktadirlar.
Baglandiklar1 tasiyicilar genellikle; seliiloz, sefadeks, poliakrilamid, agaroz, porlu
seramik gibi maddelerdir. Bu maddelerin en belirgin 6zelligi suda ¢oziinmeyen yapiya

sahip tasiyicilar olmalaridir.

1.4.1.b. Capraz baglama

Enzimler alifatik diaminler, glutaraldehit gibi bifonksiyonel reaktiflerle ¢apraz
baglanmaktadirlar. Bu reaktifler enzim molekiilleri arasinda bag olusturmaktadirlar.
Glutaraldehit; enzim molekiillerinin amino gruplarina ¢apraz baglanirken, diaminler ise

karboksil gruplarina ¢apraz baglanmaktadirlar.

1.4.1.c. Adsorbsiyon

Enzim molekiillerinin tasiyicilarin yiizeyine adsorblanmalari metoduna dayanmaktadir.
Bu metod c¢ok kolay bir yontemdir. Metodda kullanilan tasiyicilar; agaroz, sefadeks

tiirevleri, seliiloz tiirevleri, metal tuzlar1 ve mineraller adsorban olarak kullanilmaktadir.

1.4.1.d. Tutuklama

Enzimler yapay veya dogal polimer kafesleri i¢inde tutuklanirlar gosterilmistir (Sekil
1.9). Polimer kafesler i¢ine substrat girerken iiriin disart ¢ikmaktadir. Bu metodda
kullanilan tagiyicilar; ¢apraz bagl poliakrilamid jeller, Ca alginat, kappa karragenan

ornek olarak verilebilmektedir.
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Tutuklama

Sekil 1.9. immobilize enzimlerde tutuklama

1.4.1.e. Kapsiilleme

Enzimler cgesitli tiplerde bulunan membranlar i¢ine alimmaktadirlar (Sekil 1.10). Bu
membranlar yar1 gecirgen Ozellige sahiptir. Yalnizca diisiik molekiil agirlipina sahip
substratt ve molekiilleri gegirmektedirler. Mikrokapsiillemede en fazla hegza metilen
diamin kullanilmaktadir. Ayrica bu yontemlerin kombinasyonlart da bulunmaktadir,

bunlar; tutuklama-gapraz baglama, kapsiilleme-¢apraz baglama gibi yontemlerdir.

"""'f N

\‘DJ )

Kapsiilleme

Sekil 1.10. Immobilize enzimlerde Kapsiilleme

1.5. Tasiyic1

Enzim immobilizasyonunda dogal ve sentetik yapida bir¢ok inorganik ve organik
materyal kullanilmaktadir. Tasiyict membran, suda ¢oziinmeyen formda kati veya

polimer yapida olabilir.
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Cizelge 1.2. Kullanilacak tasiyicida aranan nitelikler

- Hidrofilik karakter, - Mikroorganizmalara kars1 direnglilik,
- Suda ¢6ziinmeme, - Ucuzluk,

- Gozenekli yapt, - Zehirsizlik,

- Mekanik stabilite ve uygun pargacik formu, - Rejenere olabilme,

- Reaksiyon verebilen fonksiyonel gruplar tagimali,

Cizelge 1.3. Enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilar

- Anorganik - Dogal Polimerler - Sentetik Polimerler

- Kil, cam - Seliiloz - Polistiren tiirevleri

- Silikajel - Nisasta - Poliakrilamid

- Bentonit - Dekstra - Naylon

- Hidroksiapatik - Agar ve agaroz - Vinil ve alil polimerler

- Zirkonyum dioksit - Karragenan - Oxsironlar

- Nikel oksit - Kollogen - Metakrilat

- Pomza tas1 - Kitin ve kitozan - Iyon degistirici regineler
- Aktif karbon - Jelatin - Metaller

- Albiimin - Ipek - Metal oksitler

1.5.1. Tasiyiciya baglama yontemleri

Tastyiciya baglama yonteminde protein yapisina sahip olan enzim molekiiliinden
yararlanilmaktadir. Molekiil yiizeyindeki iyonik gruplar, fonksiyonel gruplar ve

hidrofobik bolgeler bu baglama yonteminde rol almaktadir.

1.5.1.a. Kovalent baglama

Enzimlerin reaktif tasiyicilara kovalent baglanmasit genellikle sulu ortamda

ger¢eklesmektedir. Enzimin tasiyiciya kovalent baglanmasinda dikkat edilmesi gereken
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onemli etken, baglanmanin enzim aktivitesi i¢in zorunlu olan gruplar iizerinden
yapilmamasi ve baglanma sirasindaki sterik engellemeler nedeniyle bu gruplarin
rahatsiz edilmemesidir. Tasiyiciya kovalent baglanma yontemi, enzim zincirindeki
aminoasitlerin ~ tasidigi  6zel gruplar {izerinden ger¢eklesmektedir. Enzim
immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicilar reaktif degil ise Oncelikli olarak yardimci
bir reaktif ile aktive edilmeleri gerekmektedir. Immobilizasyon ¢ok yumusak kosullar
altinda gerceklestirilmelidir. Tastyic1 suda ¢oziinmemeli fakat biiyiik 6l¢iide hibrofobik

karakterli de olmamali, suda 1slanabilmeli, ayrica mekanik kararliliga sahip olmalidir.

Bu tiir tastyicilarin secilmesinde enzim-tagiyici baginin aktivite i¢in zorunlu gruplar
tizerinden olmamasinin yaninda, tasiyicinin enzim tarafindan pargalanmamasi,
mikroorganizmanin ¢ogalmamasi, pH ve ¢ozgenlere karsit dayanikli yapida olmasi gibi

ozellikler bulundurmalidir.

Cizelge 1.4. Kovalent baglanma reaksiyonlari

a. Acilleme Reaksiyonlari

b. Alkilleme ve Arilleme Reaksiyonlari

c. Diazolaman Reaksiyonlari

d. Karbamilasyon ve Tiyokarbamilasyon Reaksiyonlari
e. CN-Br Yardimi ile Baglama

f. Imidoesterler ile Reaksiyonlar

g. Polimerik Aldehidler ile Reaksiyonlar

h. SH-Disiilfid Degisimi Reaksiyonlart

i. Ugi Reaksiyonlari

J. Diger Baglanma Reaksiyonlari

1.5.1.b. Adsorbsiyon

Enzim immobilizasyonunda kullanilan en basit ve en eski yontemdir. Enzim

immobilizasyonunda ¢ok fazla kullanildig1 bilinmektedir. Yontem; yiizey aktif, suda
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coziinmeyen bir adsorbanin enzim ¢ozeltisiyle karistirilmasi ve enzim fazlasiin iyice
yikanarak uzaklagtirilmasi metoduna dayanmaktadir. Enzimin tasiyiciya baglanmasinda
etkin olan Van der Waals kuvvetleridir. Adsorbanlar degisik yapilarda olmakla beraber
iyi bir adsorpsiyon saglayabilmek i¢in ¢ogunlukla adsorbanin 6n islemden gegirilmesi
gerekmektedir. Bu metodda en ¢ok kullanilan adsorbanlar; aktif karbon, gdzenekli cam,
diatome topragi, CaCOs, kiil, kollodyum, bentonit, hidroksiapatit, silikajel, nisasta,

gluten ve kalsiyum fosfat olarak belirtilmistir.

Enzimin suda ¢ézlinmeyen tastyicida adsorpsiyonu bazi faktorlere baglidir. Bunlar; pH,
¢ozgen, iyon siddeti, enzim-adsorban orani ve sicaklik gibi faktorlerdir. Bu elementlerin
arastirilmasi, adsorpsiyon ve aktivitenin 6nemli dlgiide geri kazanilmasi i¢in en uygun
kosullarin belirlenmesi ¢ok onemlidir. Adsorpsiyon isleminin mekanizmasi genellikle
karmagik oldugundan olasiliklardan hangisinin gercekleseceginin dnceden belirlenmesi
cok zordur. Metod olarak bir proteinin aktif yiizeylerde adsorpsiyonu tersinir bir islem
olmasi gerekmektedir. Fakat bazi durumlarda tersinir olmayan bir adsorpsiyon islemi
s6z konusu olabilmektedir. Eger aktivite degismeden sabit kalabiliyor ve immobilize
enzim siirekli islemlerde kullanilabiliyorsa bu tiir adsorpsiyon enzim immobilizasyonu

i¢cin oldukca ideal bir durumdur.

1.5.1.c. Tyonik baglama

Bu yontem, iyon degistirme yetenegine sahip olan ve suda ¢dziinmeyen tasiyicilara
enzimin iyonik baglarla baglanmasi metoduna dayanmaktadir. Bazi durumlarda iyonik
baglamaya ek olarak fiziksel adsorpsiyonda etkili olabilmektedir. Iyonik baglama
yumusak kosullarda ger¢eklestigi i¢in enzimin konformasyonunda ve aktif merkezinde
herhangi bir degisiklige neden olmamaktadir. Fakat enzim ile tasiyic1 arasindaki bag

kovalent bag kadar gii¢lii olmadigindan dolay1 enzim kagis1t olmaktadir.
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1.5.1.d. Selat baglama

Bazi transizyon metallerinin selat yapma Ozellikleri bulunmaktadir. Bu 6zellikleri
sayesinde enzimlerin organik ve inorganik tasiyicilara baglanmasini miimkiin
kilmaktadir. Bu yontem ilk kez 1971 yilinda uygulanmis olup halen daha giiniimiizde

kullanilmaya devam edilmektedir.

1. Biyospesifik baglama

Enzimler, antikorlar ve lektinler arasindaki biyospesifik etkilesimden yararlanilarak
enzim immobilize edilmektedir. Lektinler ¢ok 6zel karbonhidrat artiklarimi igeren
enzimlere kuvvetlice baglanmaktadir. Ornegin bu yontemle immobilize edilen invertaz,
sakkarozun kesiksiz inversiyonunda kullanilmistir. Spesifik monoklonal antikorlart suda
cOziinmeyen materyale baglayarak hazirlanan tasiyicilar enzim immobilizasyonunda

basarili bir sekilde kullanilmaktadir.

1.5.1.e. Capraz baglama yontemi

Kiicgiik molekiil yapisina sahip tek veya coklu fonksiyonel reaktifler, enzim molekiilleri
arasinda baglar yaparak suda ¢oziinmeyen karmasik yapilarin olugsmasini saglamaktadir.
Capraz baglanma derecesi ve immobilizasyon, protein ve reaktif yogunluguna, pH'sina
ve immobilize edilecek enzimin karakterine baglidir. Intermolekiiler baglanmalar

yaninda intramolekiiler baglanmalarda goriilmektedir.
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Cizelge 1.5. Capraz baglama ile enzim immobilizasyonu yontemleri

a) Enzimin yalniz bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu,
b) Enzimin ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu,

c) Enzimin suda ¢oziinen bir tasiyicida adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel

reaktif ile reaktif ile reaksiyonu,

d) Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tasiyiciyla

reaksiyonu,

Capraz baglama reaksiyonu yumusak kosullarda ger¢eklesmediginden bazi durumlarda
onemli Olgiide aktivite kayb1 goriilmektedir. Capraz bagli enzimler mekanik bakimdan
cok kararsiz yapiya sahiptir ve simdiye kadar yalniz immiinolojik testlerde

kullanilmislardir.

1.5.1.f. Kopolimerizasyon yontemi

Enzimler bir kopolimerizasyon reaksiyonunda monomerlerden biri gibi davranir ve
boylece polimer matrikse baglanabilirler. Bu yontem polimer matrikste tutuklama

yontemine benzemektedir. En 6nemli iistiinliigii ise enzim kagisinin 6nlenmis olmasidir.

1.5.1.g. Tutuklama yontemleri

Prensip olarak tutuklama yontemi enzim molekiiliinii belirli bir alanda hapsetme
mantigina dayanmaktadir. Enzim bulundugu c¢evrede hapsedilerek disariya
¢ikamamaktadir. Bu islem polimer matriksteki kafeslerde gerceklestirilebilecegi gibi
yar1 gegirgen membranlar i¢inde miseller ve mikrokapsiilleme ile de ger¢eklesmektedir.
Bu yontemi, kovalent baglama ve c¢apraz baglama ile immobilizasyondan ayiran en
onemli 6zellik enzim molekiiliiniin fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya

baglanmamasidir.
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1. Polimer matrikste tutuklama

Polimerizasyon ve ¢apraz baglanmanin olustugu ortamda enziminde bulunmasi halinde
enzim c¢apraz baglanma sonucu odaciklarda tutuklanmaktadir. Bu amacla en c¢ok
kullanilan polimer N,N’-metilenbisakrilamid ile ¢apraz baglanmis poliakrilamid’dir.
Yontem; yiliksek derecede capraz bagli bir polimerin enzim ¢ozeltisi iginde
olusturulmasi prosediiriine dayanmaktadir. Polimerlesme sonucu enzim molekiilleri
capraz baglar arasinda tutuklanmakta ve boylece ana ¢ozeltiye gegmeleri 6nlenmektedir.
Bu metodda en 6nemli husus ¢apraz bag yiizdesidir. Bu oran 6yle ayarlanmalidir ki,
enzim molekiilleri tutuklanirken substrat molekiillerinin enzim molekiillerine ulagsmasi

engellenmemelidir.

Bu yontemle molekiil agirligi 15.000’den biiyiik olan enzimlerin immobilizasyonlari
daha kolaydir. Bu tiir immobilizasyon islemi i¢in en fazla kullanilan tastyicilar
hidrofilik temele dayali olan poliakrilamid jeli ve jel olusturan polisakkaritlerdir. Ayrica
silikon lastigi ve silikajel de bu tiir metodlarda kullanilmaktadir. Capraz bagl
tastyicilarin hazirlanmasinda, ¢apraz ve monomer baglayici reaktiflerin mol orani ¢ok
onemlidir. Bu mol oram1 bir yandan enzim molekiillerinin tutuklanacag: hiicrelerin
capin etkilerken diger yandan tasiyicinin fiziksel 6zelliklerinde 6nemli degisikliklere

neden olmaktadir.

1.5.1.h. Mikrokapsiilleme

Bu yontemin temeli enzim molekiillerinin yar1 gegirgen bir membran iginde
tutuklanmasina dayanmaktadir. Mikrokapsiillerin boyutu 1-1000 uL deger araliinda
degismektedir. Enzimler genellikle kimyasal mikrokapsiillemeyle immobilize
edilmektedirler. Bu yontem ikiye ayrilmaktadir. Bunlar; siirekli ve siirekli olmayan yar1
gecirgen membrana mikrokapsiillemedir. Stirekli mikrokapsiillerde ¢ergeve membran
kat1, siireksiz mikrokapsiillerde lipozomlar ise sivi tabakadir. Immobilizasyonda

kullanilan ¢er¢eve maddesi mutlaka yar1 gegirgen yapiya sahip olmak zorunludur.
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Ayrica bu yar1 gegirgen membranin gozenek caplari; substrat molekiillerinin kapsiil
icine girisine izin verirken iiriin molekiillerinin disar1 ¢ikisina imkan verecek biiytikliikte
olmalidir. Substrat molekiilleri ne kadar kiiciikse bu yontem ile immobilize edilmis

enzim verimliligi o kadar yiiksek seviyede olacaktir.

1.6. Laktik Asit Bakterileri (LAB)

Laktik asit bakterileri (LAB), gram-pozitif, fakiiltatif anaerob, Sporolactobacillus
inulinus haricinde spor olusturmayan bakterileridir. Karbonhidrat fermantasyonu
sirasinda son liriin olarak laktik asit liretmektedirler. Bu bakteriler su ve toprakta hemen
hemen hi¢ bulunmazken, cins ve tilire gore siit ve siit irlinleri liretim yerlerinde, bitki ve
bitki atiklarinda, insan, hayvan ve diger canlilarin bagirsak sistemlerinde bulunmaktadir

(Hofvendahl and Hahn-Héagerdal 2000).

LAB igerisinde sadece glikoz ve amonyum bulunan bir mineral besi ortaminda
gelisememektedir. Bu bakteriler yalnizca seker ve fermente edilebilir bilesiklerden
enerji sagladiklar1 icin bol miktarda seker bulunan ortamlarda optimum
gelisebilmektedirler. LAB biyosentetik yetenekleri kisitli oldugu icin vitaminler,
aminoasitler, piirinler, pirimidinlerin bulundugu karmasik besinlere gereksinim

duymaktadirlar (Hayaloglu ve Erginkaya 2001).

LAB, iki ayr1 familyadan olugmaktadir. Bunlar; Streptococcaceae familyasina ait
Streptococcus, Leuconostoc ve Pediococcus tiirlerini kapsarken, Lactobacillaceae
familyasina ait Lactobacillus tiirlerini kapsamaktadir (Tunail ve Kosker 1989; Tekingen
ve Atasever 1994). LAB genellikle mezofilik bakteriler sinifina girmektedir ancak 5°C
gibi diisik ve 45°C gibi yiiksek sicaklilarda gelisebilmektedirler. Bulgulara gore
Lactobaillus plantarum bakterisinin en uygun aktivite gosterdikleri sicaklik 30-35°C ve

4.0-4.5 pH araliginda gelismektedirler (Caplice and Fitzgerald 1999).
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1.6.1. Lactobacillus plantarum

L. plantarum ¢esitli suslar1 bulunan gram pozitif bir bakteridir. Bu suslar siit, et, sebze
ve insan mide-bagirsak yolunda bulunmaktadir. Bu bakteri karbon kaynaklarini genis
bir yelpazade kullanabilen heterofermentatif grubunda tanimlanan bir bakteridir.
Bulgulara gore bu bakteri 15-45°C sicaklik araliginda ve 3.2 ve daha biiyik pH
degerlerinde gelisebilmektedir. Bu bakterilerin ana islevleri hammaddelerde bulunan

sekerin fermentatif doniistiiriilmesidir (Orla and Jensen 1919).

L. plantarum fenotip olarak uglar1 yuvarlak ¢ubuk seklinde bir yapiya sahiptir. Bu
bakterinin gram pozitif bakteriler arasinda en yiiksek peptidoglikan yogunluguna sahip
oldugu bilinmektedir. Bu bakteri sekerler ve piriivat yitkma yetenegine sahip oldugu
bilinmektedir. L. plantarum sekerler ve piriivattan karbon alir ve yan iiriin olarak alkol
veya laktik asit olusturmaktadir. L. Plantarum ¢ogunlukla probiyotik bir bakteri olarak
tanimlanmistir ve yaygin olarak bu sektorde kullanilmistir (Bergey et al, 1923).

L. plantarum genotip olarak diger laktik asit bakterileriden daha biiyiik genomlara sahip
oldugu bilinmektedir. Dairesel kromozom olarak yaklasik 3.308.274 baz c¢ifti icerdigi
bilinmektedir. Kromozomundaki genel GC igerigi plasmidleri yiizde alarak daha diisiik

bir GC igerigine sahip olma egilimindedir. Bu oran 44,5% olarak gézlemlenmistir.

1.7. Besiyeri ve Tarihgesi

Besiyerleri mikroorganizmalarin gelisip ¢ogalabilmesi i¢in hazirlanmis ve cesitli
bilesenleri i¢inde barindiran karmasik ortam olarak adlandirilmaktadir. Bunlar,
mikroorganizmalarin c¢ogaltilmasi, saflagtirma, tanilama, sayim, izolasyon, duyarlilik
testleri, sterilite testleri, gida, su ve ¢evre kontrolleri, biyolojik tirtinlerin elde edilmesi,
antibiyotik ve vitamin analizleri, hayvansal ve bitkisel hastalik tanisinda, endiistriyel

analizler vb. gibi bir¢ok farkli ¢calismada kullanilmaktadir (Halkman 2005).
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1.8. Fitaz ve Mannanaz Enzimleri

1.8.1. Fitaz ve fitik asit

1907 yilinda kaynaklara gecen fitazin kimyasal adi myo-inositol hexakisphosphate
phosphohydrolase olarak bilinmektedir. Fitazlar enzimlerin fosfomonoesterazlar sinifina
dahil edilmektedir. Fitik asitten sirayla fosfatin ayrilmasini veya fitatin indirgenmis
inositol fosfat esterlere ve inorganik fosfata parcalanmasini katalize etmektedir (Lei and
Porres 2003; Konietzny and Greiner 2004). Fitazlar, genellikle 40-100 kDa molekiiler
agirhiga sahiptir ve monomer yapiya sahip protein olarak degerlendirilmektedir. Genis
substrat spesifikligi gostermektedir ve genellikle en uygun 4,5-6,0 pH araliginda ve 45-
60°C sicaklik araliginda caligmaktadir. Fitazin kristal yapist yapilan ¢alismalar
sonucunda 2,5 A° ¢oziiniirlitkte tespit edilmistir (Pandey et al. 2001).

Fitik asit kimyasal olarak myo-inositol halkasi ve buna bagli inorganik fosfattan olusan
bir ester asidi formuna sahiptir. Genel olarak tahil, baklagil ve yagli tohumlarda
fosforun ana depo formu olarak bulunmaktadir. Kimyasal formiili, myo-inositol
1,2,3,4,5,6-hekza-dihidrojen fosfat olarak kaynaklara ge¢mistir. Molekiiler formiilii;
CeH18024Ps ve molekiiler agirligi 660,04 g/mol olarak bulunmustur (Kumar et al. 2010).

1.8.1.a. Mikrobiyal fitazlar

Fitazlarin en 6nemli mikrobiyal kaynaklarimi mantarlar ve bakteriler olusturmaktadir.
[lk fitaz 1984 yilinda mayadan elde edilmistir (Nayini and Markakis 1984). Daha sonra
birka¢ maya susunun fitat1 hidroliz etme yetenegi oldugu belirlenmistir. Fitaz enzimleri
bakteri, maya ve funguslardan karakterize edilmis olup, giliniimiizde ticari olarak
Aspergillus kullanilmaktadir. Giiniimiizde ticari amagla iiretilip kullanilan baslica fitaz

kaynaklart Aspergillus niger, A. ficuum, A. fumigatus’dur (Wyss et al. 1999).

Maya fitazlan arasinda kullanilan Saccharomyces cerevisiae 6zellikle ekmek yapiminda

genis bir kullanim alanina sahiptir. Yiiksek sicaklik ve pH degerlerine dayanikli olup
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degismeden sabit kaldigindan dolayr bunun gibi fitazlar gida endiistrisinde biiyiik
kullanim alanina ve dneme sahiptir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalara gore; eksi
mayadan izole edilen laktik asit bakterilerinin biiyiik 6l¢iide fitat indirgeme yetenegine

sahip oldugu gézlemlenmistir.

1.8.2. Mannanaz Enzimi

Mannanaz enzimi bakteri, mantar, bitki ve hayvanlardan saflagtirilmig bir enzimdir.
Mikrobiyal mannanaz hiicre disina salinan bir enzimdir. Mannanaz enzimi genis pH ve
sicaklik degerlerinde calisabilmektedir. Bu sebepten dolayi; kagit hamuru, gida,
beslenme, petrol ve tekstil endiistrisi gibi sektdrlerde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Mannanaz, mikrobiyal kaynaklardan ¢ogunlukla gram-pozitif ve Bacillus cinsine ait
olan bakterilerden izole edilmistir. Baz1 gram-negatif bakterilerden de izole edildigi
bilinmektedir. Mannanaz enziminin varligi mantarlarda g¢ogunlukla Aspergillus,
Penicillium ve Trichoderma cinslerinde goriilmiistiir. Mannanaz, bir araya baglanmis
manon molekiillerden olusmaktadir. Mannanaz; 3 gruba ayrilmaktadir. Bunlar;
hemiseliilozun ana bilesenlerinden olan f-mannanaz, B-mannosidaz ve p-glukosidaz’dir.
Mannanaz, bir araya baglanmis, manon molekiillerden olugmaktadir (Schroder et al.

2009).
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Cizelge 1.6. Mannanaz smiflandirilmasi

Enzim Substrat EC numarasi
Endo-B-1,4-mannanaz B-I,4-mannan 321.78
Exo-B-1,4-mannosidaz B-1,4-mannobioz 3.2.1.25

B-glukosidaz B-D-glukopiranozit 3.2.1.21

Mikrobiyal mannanaz genellikle hiicre disina sentezlenen ve reaksiyonu ylikselten bir
enzimdir. Mannanazin iretimini etkileyen en Onemli faktor ortam kosullar1 olarak
belirlenmistir. Bu faktorler; fiziksel kosullar, zaman, sicaklik, pH, nitrojen, karbon
kaynaklari, mineral tuzlar ve oksijen orani olarak belirtilmistir. Mikrobiyal mannanaz
farkli sicakliklarda aktivite gostermektedir ve bu sicaklik araligit 37-70°C olarak
belirlenmistir. Genel olarak bakteriyal mannanaz ile mantar mannanazi kiyaslandiginda,
bakteriyal mannanazlar yiiksek sicakliga daha toleranshdirlar (Aziz et al. 2008;
Chauhan et al. 2012).

Mannanaz enzimi yliksek sicaklik ve pH’da dayanikli oldugundan en fazla kagit
sektoriinde kullanilmaktadir (Pan et al. 2011). Yine son zamanlarda; mannanaz
enziminden deterjan, sampuanlar ve dis macunlari, sag jelleri, saglik ve giizellik bakim
uriinleri, kontakt lens temizleyicileri ve sert ylizey temizleme gibi endiistriyel

sektorlerde faydalanilmaktadir (Bettiol et al. 2000)

Mannanazin farmasdétik uygulamalarda ve tip alaninda kullanimi her gegen giin 6nemini
artirmaktadir. Ozellikle kolay sekillendirme ve hizli ¢dziinme &zelligine sahip
oldugundan dolay: ila¢ tabletlerinin yapiminda kullanilmaktadir. Ek olarak, idrar yolu
hastaliklar1 tedavisi i¢in mannoz formu hastalara dnerilmektedir. Bu nedenlerden dolay1

mannanaz enzimi ¢ok yaygin kullanim alanina ve 6éneme sahip bir enzimdir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Zamudio et al. (2001), yapmis olduklar bir ¢alismada, gida fermantasyonlari i¢in uygun
mikrobiyal fitazlar1 dogal bitkisel kaynakli laktik asit bakterilerinden izole ederek elde
etmiglerdir. Fitaz aktivitesi, alt1 laktik asit bakterisi kiiltlirii i¢in degerlendirmistirler. En
yiiksek aktivite Lactobacillus plantarum tarafindan goézlemlemis olmalarina ragmen
fitaz aktivitesini ¢ok diisik bulmuslardir. Fitat parcalayic1 enzim aktivitesi
karakterizasyonu yaptiklarinda, 52 kDa'lik bir molekiil agirliginda, 65°C’de ve pH 5.5

degerinde en uygun aktiviteye gosterdigi belirlemislerdir.

Stimengen (2011), yaptigi bu c¢alismada, fermente gida firiinlerinden izole edilen
Lactobacillus sp. suslarindan fitaz enziminin izolasyonu ve karakterizasyonu
gerceklestirmistir. Bu bakterilerin fitaz enzimi dretimi sodyum fitatli besiyerinde
30°C’de 48 saatlik inkiibasyondan sonra mikroorganizmalarin etrafinda olusan seffaf
zonlarla saptamistir. Lactobacillus sp. suslarini degisik sicaklik ve pH’larda gelistirerek
fitaz enziminin eckstraselliiler ve intraselliiler aktivite sonuglarini tespit etmistir.
Calismanin sonucuna gore, Lactobacillus sp. karakteristik ozelliklerinden dolayi

endiistriyel alanda kullaniminin uygun oldugu onerilmistir.

Saribugra (2013), yapmis oldugu bu g¢alismada Lactobacillus sp. suslarindan fitaz
enzimi izolasyonu ve karakterizasyonu gergeklestirmistir. Suslarin fitaz iiretimi MRS
ortaminda 30°C’de 48 saat inkiibasyondan sonra, kolonilerin etrafinda olusan zon
tiretimi ile belirlemistir. Lactobacillus plantarum ve Lactobacilus acidophilus’dan
tiretilen enzimlerin maksimum aktiviteleri pH 6.0’da 167.3 EU/mL ve pH 5.0°de 163.1
EU/mL olarak belirlemistir. Sonuglara goére, Lactobacillus plantarum ve Lactobacilus
acidophilus enzimleri sahip oldugu karakteristik 6zelliklerden dolayr endiistriyel alanda

kullanima uygun oldugu belirlemistir.

Ekren (2013), yapmis oldugu bu c¢alismada havadan ve topraktan izole edilmis olan

funguslarin fitaz enzimi tiretme kapasitesi agisindan taramistir. Aspergillus niger UA-D
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susunun en yiiksek aktiviteye sahip oldugu saptamigtir. Maksimum aktivitesini pH 3.0
ve 70°C sergiledigi bulumustur. Enzimin genis bir sicaklik ve pH araliginda istikrarli
oldugu saptamistir. Fitaz enziminin genis bir substrat spesifikligine sahip oldugu
belirlemistir. Sonuglara gore enzimin katalitik merkezinde triptofan, sistein, serin ve
arjinin rezidiilerinin 6nemli rol oynadig1 sonucuna varmustir. Polihidrik alkollerden
gliserol ve sorbitoliin sicaklik stabilitesini artirdigi ve organik ¢oziiclilerin ise enzim

aktivitesini ¢ok fazla etkilemedigi belirlemistir.

Erkan (2014), yapmis oldugu bu calismada dogal yeni bir mikrobiyal kaynaktan fitaz
tiretimi amacglanmigtir. Mikroorganizma izolasyonu i¢in ahir ve kiimes ¢evrelerinden
alinan 12 farkli toprak 6rnegi kullanmustir. Izolatlar arasindan K12 kodlu izolatin en
yiiksek fitaz iireticisi oldugu saptamustir. Uretim ortaminda en uygun karbon kaynaginin
glukoz ve en uygun azot kaynaginin ise amonyum nitrat oldugu tespit etmistir. Glukoz,
amonyum nitrat ve sodyum fitat varliginda 150 rpm c¢alkalama hizinda, 72 saat 30°C'de
inkiibasyonun fitaz iiretimi i¢in en uygun kosul oldugu belirtmistir. Optimize edilen
iiretim kosullarinda elde edilen fitaz enzimi pH 6,5'da 60°C'de 1:9 enzim substrat

oraninda en yiiksek aktivite gosterdigini gdzlemlemistir.

Jiang et al. (2006), yapmis olduklar1 ¢aligmada karbon kaynagi olarak konjak toz
tizerinde 50°C’de yetistirilen izole edilmis Bacillus subtilis’de mannanaz yiiksek
seviyede liretmislerdir. Saflastirilmis mannanaz yaklasik %13.1 oraninda bir karbohidrat
igerikli peryodik asit-Schiff boyama ile bir glikoprotein olarak bir molekiiler kiitleye
sahip, SDS-PAGE jeli iizerinde tek bir protein bandi olarak ortaya g¢ikarmislardir.
Saflastirilmis enzimin ilk 10 N-ucu amino asit sekansi f-mannanaz N-ucu bolgesi ile
yiiksek bir homoloji sergilemistir (%90 oraninda). Mannanaz aktivitesi i¢in en uygun
sicaklik ve pH, sirasiyla, 65°C ve pH 6.0 olarak belirlemislerdir. Mannanaz
keciboynuzu zamkinda oldukga spesifik oldugunu, fakat nisasta ve hus agacina karsi
cok disiik aktivite sergiledigini gozlemlenmistir. B. subtilis’ten saflastirilmis -
mannanazin benzersiz O6zellikleri biyoteknolojik uygulamalar i¢in ¢ok cazip halde

oldugu belirlemislerdir.
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Duruksu (2007), yapmis oldugu bu ¢alismasinda Aspergillus fumigatus kiifiiniin hiicre
dis1 endo-1,4-B-mannanaz geni klonlanmis ve Aspergillus sojae ve Pichia pastoris
GS115°% aktarmistir. Her iki ekspresyon sisteminde de yiiksek oranda iiretim
saglamistir. %1 glikoz iceren YpSs ortaminda ti¢ giinliik inkiibasyon sonunda mannanaz
tiretimi 4. sojae‘de 204 U/mL’ye ulastigin1 gozlemlemistir. P. pastoris (PpT1)’de ise
metanol ile uyarildiktan 10 saat sonra en yiiksek mannanaz aktivitesi 61 U/mL o&lgiilerek
en yiksek degerine ulastigini gozlemlemistir. Her iki enzimin spesifik aktivitesi 349
U/mg protein, AsT1’ de optimum pH ve sicaklik yaklasik 4.5 ve 45°C ve PpT1 ’de ise
5.2-5.6 ve 60°C olarak bulmustur. Ke¢i boynuzu sakizinin mannanaz ile inkiibasyonda
glikoliz tarafindan katalizlenen uzun veya nadir prebiyotik oligosakkarit iiretimini
olanak veren transglikozilasyon reaksiyonlarini gozlemlemistir. Degisik karbon
kaynaklari tizerindeki hidrolitik aktivite iriinleri PACE ve MALDITOF ile analiz
yapmistir. Bu deney sonucuna gore hekzamannoz ve daha kiigiik oligosakkaritler

karakterize etmistir.

Oztiirk (2008), yapmis oldugu calismasinda Aspergillus fumigatus’un kegiboynuzu
bulunan ortamda endo-beta-1,4 mannanaz enzimini yiikksek miktarda {iretmeyi
amaclamistir. Ancak bu mantar giivenli olmamasi nedeni ile gida endistrisinde
kullanilmadig1 ig¢in A. fumigatus IMI385708’un endo-beta-1,4-mannanaz enzimini
kodlayan geni, gida uygulamalarinda kullanimi1 giivenli olan Aspergillus sojae
ATCC11906 mantarma laboratuvar ortaminda klonlamistir. Sonug¢ olarak sekiz
transformant elde etmistir. Bu transformantlarin bazilarinin, gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenaz promotér kontrolii altinda ifade edilmesinden ve genin Aspergillus niger’
in glikoamilaz sinyal ve pro-peptit bolgesine fiizyonundan dolayi, enzimi daha fazla
tirettigini tespit etmistir. Sonug olarak 40 iinite mannanaz enzimi ile 48 saat boyunca
hidroliz edilen kegiboynuzu gamindan, baslica mannotrioz, 6'-galaktozil-beta-
Dmannotrioz ve 6°6*di-alfa-galaktozil-beta-1,4-mannopentaoz oligosakkaritlerini elde

etmistir.

Blibech et al. (2009), yapmis olduklart bu ¢alismada Penicillium Occitania Pol6

tarafindan nisasta iceren ortam daha diisiik enzim aktivitesi bulmalarina ragmen
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kegiboynuzu tohumu iceren ortamda en yiiksek oranda [-mannanaz etkinligini
gozlemlemislerdir. Saflastirilmis B-mannanaz 18 kDa'lik bir goriiniir molekiiler kiitleye
sahip olan bir glikoprotein olarak tanimlamislardir. 40°C ve pH 4.0 de aktif oldugunu
tespit etmislerdir. 70°C'de 30 dakika boyunca sabit ve genis bir pH stabiliteye sahip
oldugunu belirlemislerdir. Ke¢iboynuzu ¢ekirdegi sakizi ve Fildisi somunu mannan ile
inkiibasyon sirasinda, enzim ¢ogunlukla manotrioz, manotrioz ve mannobiose

cikardigini gézlemlemislerdir.

Chandra et al. (2011), yapmis olduklar1 ¢alismada Paenibacillus sp. yeni bir karbon
kaynag1 olarak konjac kullanarak yetistirdikleri DZ3 den B-mannanaz tiretmislerdir.
Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi ile tahmin edildigi iizere,
molekiiler kiitlesi yaklasik olarak 39 kDa belirlemislerdir. Aktif bant Zimogram net
renksiz alani olarak gozlemlemislerdir. Mannanaz aktivitesi i¢in en uygun sicaklik ve
pH sirasiyla 60°C ve pH 5,0 olarak belirlemiglerdir. Mannanaz mantar tozu ile diisiik
etkinlik sergilerken, glukomannan ve galaktomannan ile oldukg¢a spesifik oldugu
gbzlemlemislerdir. Bu sonuglara gére mannanaz enziminin endiistriyel uygulamalar i¢in

ilgi ¢ekici oldugunu ortaya koymuslardir.

Akcan (2011), yaptig1 bu ¢alismasinda Bacillus licheniformis bakterisinden alfa-amilaz
enzimini daldirmali fermentasyon yontemini kullanarak hiicre dig1 {iretimini
gostermigtir. Bacillus licheniformis tarafindan ekstraseliller o-amilaz tretimi g
kategoride; karbon, azot ve aminoasit kaynaklarina ait gesitli besinler iizerindeki etkileri
incelemistir. Karbon kaynaklar1 olarak sekerler, arabinoz, sukroz, misir unu ve misir
nisastasi desteklenen maksimum amilaz liretimi i¢in incelemistir. Kazein, sodyum nitrat,
amonyum siilfat, amonyum kloriir, amonyum nitrat en iyi organik kaynaklar1 ve
inorganik kaynaklari sirasiyla incelemistir. CuSO4, ZnSO4; ve CuSOg’iin a-amilaz
tiretimini inhibe ettigi tespit etmistir. Maksimum o-amilaz tretimi 37°C'de 72 saat

i¢inde %0.01 L-sistein ihtiva eden bir ortam i¢inde elde edilmistir.

Blibech et al. (2011), yapmis olduklari g¢aligmada bir beslemeli-kesikli stratejisi

uygulayarak, Penicillium occitania’dan iiretilen mannanaz enziminin {liretiminin akasya
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tohumunun bir parti kiiltivasyonu ile karsilastirildiginda iki katina ¢ikarilabilirligi
bulmustur. Ayrica, enzim faaliyetlerinin calkalama sisesi fermantasyonuna kiyasla
beslemeli-kesikli fermantasyon ile 10 kat kadar artis gosterdigi gozlemlemislerdir.
Sonug¢ olarak bu c¢alisma indiikleyici substrat olarak akasya tohumlarmin tozu
kullanilarak yiliksek mannanaz iiretimi elde ederek endiistriyel 6l¢ekli kalkinma igin

kiiltiir siirecinin uygunlugunu gostermislerdir.

Trabelsi et al. (2013), yapmis olduklar1 bu ¢alismada canliligi ve antibakteriyel aktivite
acisindan, kaplama malzemesi olarak kitosan ve jelatin kullanarak aljinat Lactobacillus
plantarum’un hareketsiz haldeki etkinligini arastirmayr ve degerlendirmeyi
amaglamiglardir. Canlilig1 ve L. plantarum TNO kiiltiirleri 6nce ve aljinat, ¢itosan kapli
alginat ve jelatin kapli Aljinatta hareketsizlestirme sonra antibakteriyel aktivitesi
incelemiglerdir.  Bulgular  dogrultusunda  kapsiillenmis olan L. plantarum
yasayabilirligini 35 giin korumus oldugunu ortaya koymus ve jelatin kullanildiginda hig
bir olumsuz etki gozlemlemislerdir. Bu kapsiil i¢cine soy gida maddeleri ve yem
endiistrisi bir katki1 maddesi olarak, gelecekteki bir uygulama icin potansiyel bir giiclii

bir aday olarak kabul etmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Kullamilan Materyal ve Kimyasal Maddeler

3.1.1. Materyal

Calismada sodyum sitrat, sodyum fitat, sodyum asetat, trikloroasetik asit, stlfrik asit,
amonyum molibdat, demir siilfat, locust bean gum, dinitrosalisilik asid kullanilmistir.
Calisma tamponu olarak; Sodyum asetat (C,H3NaO;), Dipotasyum hidrojen fosfat
(KH2POg4), Amonyum sitrat, Magnezyum siilfat (MgSOs), Mangan siilfat (MnSOy)
kullanilmistir. Besin maddesi olarak; Bugday unu ve Misir unu kullanilmistir. Bakteri

olarak ise (CECT 748) Lactobacillus plantarum ATCC susun’dan yararlanildu.

3.1.2. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Aragtirma esnasinda kullanilan ¢6zeltiler, hazirlanma prosediirleri ve kullanildiklar

yerler asagida belirtilmistir:

Mineral Tamponu; 5 g/L C,H3NaO,, 2 g/L KH,PO, 2 g/L Ammonium Citrate, 0,5 g/L
MgSQ,, 0,05 g/L MnSO, 800 mL saf su igerisinde ¢oziildii ve pH 6,0-6,5 deger

araliginda ayarlandiktan sonra son hacim 1 L'ye tamamlanda.

MRS Agar; Dehidre besiyeri 68,2 g/L olacak sekilde damitik su iginde 1sitilarak eritilir,
otoklavda 121°C'da 15 dakika sterilize edilir. Otoklav sonrast 45-50°C'a sogutulup,

steril petri kutularina 2/3 oraninda dokiiliir ve katilagsmaya birakilir.

Sodyum Sitrat Tamponu; 1,6 gr Sodyum Sitrat tartilip, 400 mL saf suda ¢oziildi,
pH’s1 6,0’ya 0,1 M HCl ile ayarlandi ve son hacim distile su 500 mL’ye tamamlandi.
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Sodyum Asetat Tamponu; 0,205 gr Sodyum Asetat tartilarak 200 mL saf suda ¢6iildii,

ph’s1 5,5’e ayarland1 ve son hacim 500 mL’ye tamamlandi.

TCA (Trikloroasetik asit); (%10°luk) 10 gr Trikloroasetik asit tartilip 100 mL saf suda

¢Ozildii.

Mannnanaz Substrati; 0,05 gr Locust Bean Gum tartilip iizerine son hacmi 100 mL

olacak sekilde Sodyum Sitrat tamponu ilave edilerek ¢oziildii.

Fitaz Substrati; 0,132 gr Sodyum Fitat tartilip iizerine son hacim 100 mL olacak
sekilde Sodyum Asetat tamponu ilave edilerek ¢oziildii.

DNSA Cozeltisi: 500 mL saf su icerisinde 5 gr DNSA, 0,25 gr Sodyum stilfit ve 5 gr

NaOH, ¢o6ziildiikten sonra son hacim 1 L’ye tamamlandi.

Renklendirme Cozeltisi; Cozelti a; 5,73 mL Silfirik Asit 93,7 mL saf su igerisine

eklenerek karistirildi.

Cozelti b; 2,5 gr Amonyum Molibdat tartilarak uygun miktardaki A ¢ozeltisi igersinde

¢0Oziildii ve son hacim a ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi.

Cozeltisi ¢; 2,5 gr Demir Siilfat uygun oranda saf su icerisinde ¢oziildii ve son hacim

saf su ile 100 mL’ye tamamlandi. Daha sonra icerisine 1-2 damla Siilfirik Asit eklendi.

4 hacim b ¢ozeltisinden, 1 hacim c ¢ozeltisinden karistirilarak 500 mL renklendirme

¢Ozeltisi hazirlandi.
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3.1.3. Mannanaz ve fitaz enzimlerinin besiyerileri hazirlanmasi

10 gr Misir bulunan 3 farkli reaksiyon ortamlarina sirasiyla 10, 15 ve 20 gr bugday
kullanilmistir. Karbon kaynaklar1 g/l oranina gore tartilarak steril petri kaplarina
yayild1 ve bu petri kaplar steril kabin igersinde 24 saat UV 1s1ninda bekletilerek kismi
sterilizasyonu saglandi. Reaksiyonda kullanilacak erlenlere 100’er mL mineral madde
ve miktara gore tartilan karbon kaynaklari eklendi. Sonra inkiibasyona birakilan
bakterilerden steril kabin igersinde bir 6ze dolusu alinarak erlenlere inokiile edildi. Daha

sonra bu erlenler 35°C’deki etiivde 5 giin boyunca inkiibasyona birakildi.

Ayni prosediir 20 gr, 30 gr ve 40 gr misir kullanarak gergeklestirildi.

Sekil 3.1. Inkiibasyona birakilan reaksiyon ortamlari
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3.2. Yontemler

3.2.1. Mannnanaz enziminin aktivite ol¢iimii

Mannanazin enziminin aktivitesini 6lgmek i¢in DNSA metodu kullanilmistir. Reaksiyon
ortamindan 0,25 pL numuneden alinarak steril tiipe aktarildi. Uzerine 0,75 uL saf su
eklendi ve hacim 1 uL.’ye tamamlandi. Daha sonra prosediir geregi ortama substrat ilave
edildi ve 10 dakika 50°C'ye ayarli su banyosunda bekletildi. Ardindan DNSA eklenip
tekrar 5 dk 90°C'deki su banyosunda bekletilmistir.

Mannanaz enziminin absorbans degisimi 540 nm spektrofotometrik olarak belirlendi. 5
giin boyunca 6 saat araliklarla mannanaz aktivitesi 6l¢iildii. Deneyde kor olarak saf su

kullanilmuistir.

3.2.2. Fitaz Enziminin Aktivite Ol¢iimii

Reaksiyon ortamindan 0,25 uL numuneden alindi ve steril tiipe aktarildi. Uzerine
0,75 uL saf su eklendi. Daha sonra ortama substrat ilave edildi ve 10 dakika boyunca
50°C'ye ayarli su banyosunda bekletildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in Trikloroasetik asit
(TCA) eklendi ve oda sicakligind 15 dk bekletildi. Daha sonra iizerine renklendirme
cozeltisi eklendi ve 3200 rpm de 10 dk santrifiij yapildu.

Tiiplerdeki siipernatant alinarak tizerine 2 ulL saf su eklendikten sonra absorbans
degisimi 700 nm spektrofotometrik olarak belirlendi. 5 giin boyunca 6 saat araliklarla

fitaz aktivitesi 6l¢iildii. Deneyde kor olarak saf su kullanildi.

3.2.3. Serbest ve immobilize bakteri sayisinin tespiti

Lactobacillus plantarum bakterisi MRS Agar besiyerine ekildi ve 35°C’de, 24 saat

siireyle inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda petrilerden bir 6ze dolusu bakteri
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alinarak 1 uL saf su igeren steril tiipe aktarildi. Tiipe 2 uL saf su eklenerek toplam hacmi
3mL’ye tamamlandi. 30-40 sn vortexlendikten sonra 3200 rpmde 10 dk santrifiij
yapildi. Sonra seri diliisyonlar1 yapildi ve bakteriler petri kaplarina ekildi. Petri kaplari
35°C’de, 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi ve daha sonra Kkiiltiirel sayim islemi

yapildi.

Immobilize edilmis bakteri sayismin belirlenmesi igin; Bakteri oncelikle magnetit
florosil nanopartikiilii lizerine immobilize edildi. Bu amagla; 0,1 g magnetit florosil
nanopartikiilii tartildi ve iizerine 1000 ul 6n kiiltiir, 2000 ul distile su ilave edildi. Sonra
icinde nanaopartikiil ve bakteri bulunan epodorf tiipii alinarak 35°C’ye ayarh
calkalayicida, 60 dakika siire ile inkiibe edildi ve bdoylece bakterilerin magnetit florosil

nanopartikiillerine baglanmasi saglandi. Ayni islemler diger bakteri i¢inde tekrarlandi.

Baglanmis olan bakteri miktarin1 belirlemek amaciyla; igerisinde nanopartikiil bulunan
tiiplerin iist faz1 alinarak atildi, alt fazi1 ise su ile birka¢ kez pipetajlama ile yikandi ve
1000 uL steril saf su ile yeniden homojenize edildi. Bu tiiplerden 1000 ul alinip
diliisyonla sayma teknigi kullanilarak mL’deki serbest ve immobilize bakteri sayisi

belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Serbest ve immobilize L. plantarum’a ait diliisyon oranlari ve bakteri
sayilari

L. plantarum

Diliisyon | Immobilize
Oranlar1 | Hiicre sayis1

Serbest
Hiicre sayis1

107 424 860
10 153 180
10° 21 50
10°® 3 11

107 <0 1
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3.2.3. Florisilin akrilamin tiirevinin glutaraldehit ile aktiflestirilmesi ve schiff

bazinin indirgenmesi

Tartilan 10 gr florosil énce 50 uL %5’lik HNOj ile yikanmistir. Ardindan saf su ile
yikanarak noétralize hale getirilmistir ve 120°C’de kurutulmaya birakilmistir.
Kurutulmus destegin 1 grami tartilarak %4’liikk (v/v) 3-APTES’in aseton icerisinde
hazirlanmis olan ¢o6zeltiye eklenmistir ve 45°C’de 25 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra aktiflestirilen destek materyali saf su ile yikanarak etiivde

105°C’de 1 gece boyunca kurutulmaya birakilmistir.

Cafs C,HsOH CoH
Q 0
Flonsil 2 gi—oH + Csz_O_?_[CHz]sNHz — | Flonsil '—Si—O—SIi—I:CHz]ENH
O o 2
I |
Catls CaHs
Flornsil 3 APTES

Sekil 3.2. Florisil destek materyalinin 3-APTES ile aktive edilmesi

1 gr akrilamin tiirevi alinarak 50 mM pH’s1 7.0 olan fosfat tamponu igerisinde %2.5
(w/v) olacak sekilde hazirlanan glutaraldehit ¢ozeltisinden 25 mL eklenerek 2 saat
boyunca oda sicakliginda c¢alkalanmaya birakilmistir. Daha sonar destek saf su ile

yikanarak glutar aldehit uzaklastirilmistir.
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CaHs Q
O
Florisil \—sj—0-8i—(CH,)sNH, + H
| H
?
C,Hs o)
Glutaraldehit
CoHs i
o /\/\)L
Florisil —Si—O-éi—(CH2)3N= H
.
CzHs

Sekil 3.3. Aktiflestirilmis florisil desteginin glutaraldehit ile reaksiyonu

Kurutulan destek materyalinde bulunan Schiff bazi alinarak 50 mM pH 7.0 fosfat
tampon ortaminda 0,25 M NaCNBHj3; ¢ozeltisinden 10 uL’si eklenerek oda sicakliginda

12 saat karigtirilirak indirgenmistir. Elde edilen destek materyali saf su ile yikanip

kurutulmustur.
CoHs i
. (:) w +  NaCNBH,
Florisil —Si—O—Si—(CHz)sN=x H

?

C2oHs
CoHs i
o) w

Florisil —Si—O—éi—(CHz)sNH— H

Q
CoHs

Sekil 3.4. Aktiflestirilmis florisil desteginin glutaraldehit ile reaksiyonu sonucu olusan
Schiff bazinin indirgenmesi
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3.2.4. Nanomagnetit florosil nanopartikiillerin hazirlanmasi

1 gr aktiflestirilmis florisil destek materyali 100 mL 1M asetik asit ¢dzeltisi icerisinde
¢oziildii. 3 gr FesO4 nanomateryali ile 1 gece boyunca karistirildi. Bu islemin ardindan
aktiflestirilmis florisil bilesiklerinin yiizeyi homojen bir sekilde nano Fe3O, ile

kaplanmis oldu.

Sekil 3.5. Aktiflestirilmis florisil desteginin nano Fe3O,ile kaplanmasi
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Fitaz Bulgulan

Cizelge 4.1. Fitaz enziminin L. plantarum tarafindan {iretiminin zamana bagli degisimi

L. plantarum

Serbest Immoblize
Zaman Fitaz Enzim Aktivitesi (EU/mL) Fitaz Enzim Aktivitesi (EU/mL)

(saat) | 10 gr MSR 10 gr MSR 10 gr MSR 10gr MSR | 10gr MSR | 10 gr MSR

10 gr BGDY | 159r BGDY | 20gr BGDY | 10gr BGDY |15gr BGDY | 20 gr BGDY

0 21,65 20,25 22,50 23,90 26,16 29,94

6 21,40 21,60 20,00 26,26 26,90 25,00
12 29,00 26,00 25,50 27,35 27,70 27,00
24 19,65 19,50 21,25 22,70 24,25 27,45
30 18,90 25,90 24,30 29,60 28,50 29,85
36 20,00 19,00 20,00 24,00 26,20 30,00
48 23,32 24,30 26,50 26,25 27,00 25,00
54 20,52 23,55 23,32 27,35 27,60 27,10
60 21,60 22,70 22,68 22,20 24,30 27,45
72 21,85 22,68 23,75 29,60 28,50 29,80
78 22,46 27,00 22,70 31,90 28,45 27,00
84 27,55 24,84 30,78 29,00 29,80 29,75
96 23,43 25,95 20,15 27,45 28,00 26,60
102 24,30 25,90 24,85 28,20 29,00 30,00
108 23,75 27,00 26,00 27,60 28,10 27,00

20gr MSR | 20gr MSR 20 gr MSR 20gr MSR | 20gr MSR | 20 gr MSR

10 gr BGDY | 159r BGDY | 20 gr BGDY | 10 gr BGDY |15 gr BGDY | 20 gr BGDY

0 24,50 27,00 24,85 27,45 26,91 28,53
6 20,00 23,50 22,75 26,00 28,00 25,00
12 25,00 22,75 22,75 26,20 26,20 28,23
24 21,60 20,55 20,50 25.00 27,78 27,35
30 20,52 22,25 21,80 31,70 29,75 27,00
36 20,90 20,55 21,60 27,50 27,00 28,50
48 22,90 27,00 28,80 26,00 28,00 26,20
54 17,50 23,75 21,60 26,20 26,20 28,25
60 23,75 22,00 22,15 25,40 26,60 27,80
72 23,90 24,85 24,88 31,50 29,70 27,00
78 23,75 24,20 25,15 28,00 28,75 29,00
84 25,38 24,30 28,10 29,75 30,00 31,00
96 25,70 26,00 24,85 25,40 27,60 25,50
102 24,85 23,75 27,25 24,35 27,40 29,40

108 25,38 25,25 26,00 27,00 29,20 30,25




Cizelge 4.1. (devam)
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L. plantarum
Serbest Immoblize
Zaman Fitaz Enzim Aktivitesi (EU/mL) Fitaz Enzim Aktivitesi (EU/mL)
(saat) 30 gr MSR 30grMSR | 30gr MSR | 30gr MSR | 30gr MSR | 30gr MSR
10 gr BGDY | 15gr BGDY | 20 gr BGDY | 10 gr BGDY | 15 gr BGDY | 20 gr BGDY
25,95 29,00 29,20 32,20 27,25 28,75
25,90 26,25 23,76 25,30 24,64 24,86
12 30,50 29,70 28,00 26,80 28,50 27,75
24 35,65 30,25 27,65 27,35 27,50 28,25
30 26,50 29,20 35,70 30,60 32,50 29,50
36 20,50 19,00 20,00 32,20 27,25 28,75
48 23,80 23,20 26,50 25,50 25,00 25,00
54 21,50 23,70 23,25 26,80 28,55 27,80
60 21,75 22,70 23,00 27,35 27,45 28,35
72 21.40 22,70 24,32 30,55 32,45 29,50
78 22,70 26,00 22,70 29,00 29,25 30,00
84 27,56 24,32 30,80 29,25 30,50 30,25
96 23,56 26,00 29,20 27,50 29,50 30,00
102 24,32 26,20 24,86 28,30 30,80 26,50
108 22,70 27,00 27,00 31,25 28,65 27,35
40 gr MSR 40gr MSR | 40gr MSR | 40gr MSR 40gr MSR | 40 gr MSR
10 gr BGDY | 15gr BGDY | 20 gr BGDY | 10 gr BGDY | 15 gr BGDY | 20 gr BGDY
26,50 27,55 22,70 26,00 31,35 25,50
24,20 25,50 23,80 25,00 24,86 25,75
12 28,62 28,00 27,00 28,40 28,30 26,48
24 26,50 28,32 26,00 32,10 28,00 29,25
30 20,53 22,16 21,83 30,00 26,60 27,35
36 20,55 20,50 22,70 26,00 31,45 25,25
48 22,70 27,25 28,65 25,00 25,00 26,00
54 19,00 23,55 22,50 28,45 28,30 26,50
60 23,75 22,00 22,15 32,10 28,00 29,00
72 24,20 24,75 25,00 30,00 26,60 27,35
78 23,80 24,21 24,85 28,75 28,10 27,90
84 23,70 24,32 27,25 29,00 27,00 25,70
96 25,72 25,94 24,86 26,80 26,60 25,75
102 24,86 23,78 28,10 28,75 28,10 28,50
108 25,40 25,90 26,25 28.10 27,00 27,80
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10, 20, 30 ve 40 gr musir (MSR) bulunan reaksiyon ortamma L. Plantarum
mikroorganizmasi ile birlikte 10 gr, 15 gr, 20 gr bugday (BGDY) ile olusturulmus olan
yapay besi yeri ortamindan alinan 6rneklerde fitaz enziminin tiretiminin zamana bagh
olarak aktivite degerleri takip edildi. Bu amagla 108 saat boyunca yapilan fitaz aktivitesi

Olctimlerinin sonuglart Cizelge 4.1°de verilmistir.

Elde edilen bulgulara gore; serbest L. plantarum bakterisi bulunan 10, 20, 30 ve 40 gr
misir bulunan ortamlara ilave edilen bugday miktar1 artik¢a fitaz enziminin {iretiminin
arttig1 gorildii. En yliksek aktiviteyi ise 10 gr misir ve 20 gr bugday ortaminda 84.
saatte 30.78 EU/mL'de maksimum fitaz enzim aktivite gosterdigi belirlendi. 20 gr misir
ve 20 gr bugday bulunan ortamda ise 48. saat'de maksimuma ulasarak 28.80 EU/mL
fitaz enzim aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. 30 gr misir ve 20 gr bugday bulunan
ortamda ise 30. saat'de 35.70 EU/mL fitaz enzim aktivitesi ile maksimum aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Son besi yeri ortami olan 40 gr misir ve 20 gr bugday bulunan
ortamda ise fitaz enzim iretiminin 48. saat'de maksimuma ulastigi ve 28.65 EU/mL

fitaz aktivite gosterdigi belirlendi.

L. plantarum bakterisi magnetit florosil nanopartikiil ile kovalent olarak immobilize
edilip ayn1 ortamda fitaz iiretildiginde ise; 10 gr misir ve 10 gr bugday bulunan ortamda
78. saatte en yiiksek oranda 31.90 EU/mL aktivite gosterdigi belirlendi. 20 gr misir ve
10 gr bugday bulunan ortamda 30. saatte fitaz enzim aktivitesinin 31.70 EU/mL'de en
yiiksek oranda aktivite gosterdigi belirlendi. 30 gr musir ve 10 gr bugday bulunan besi
yeri ortaminda 0. saatte 32.21 EU/mL fitaz enzim aktivitesi ile maksimum aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Son besi yeri ortami1 olan 40 gr misir ve 10 gr bugday bulunan
ortamda fitaz enzim iretiminin 24. saatte maksimuma ulastigi ve 32.10 EU/mL fitaz

aktivite gosterdigi belirlendi.

Yapilan karsilastirmali c¢alismada; ilk uygulamada 10 gr misir, 20gr bugday fitaz
enziminde, serbest L. plantarum bakterisi 84. saatte en yiiksek iiretimi saglamasina
ragmen immobilize L. plantarum daha az zamanda 78. saatte en yiiksek fitaz aktivitesi

gostermistir. Serbest L. plantarum bakterisi 20 gr musir ve 20 gr bugday bulunan
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ortamda ise 48. saatt maksimuma ulasarak 28.80 EU/mL fitaz enzim aktivitesi,
immobilize bakteride; 20 gr misir ve 20 gr bugday bulunan ortamda 30. saat'de fitaz
enzim aktivitesinin 31.70 EU/mL'de en yiiksek oranda aktivite gosterdigi belirlenmistir,
her iki uygulamada da immobilize enzim hem zaman hemde aktivite bakimindan
istiinliik gostermektedir. Serbest bakteri uygulamasinda; 30 gr misir ve 20 gr bugday
bulunan ortamda ise 12. saatte 30.80 EU/mL fitaz enzim, 40 gr misir ve 20 gr bugday
bulunan ortamda ise fitaz enzim iiretiminin 48. saatte maksimuma ulastig1 ve 28.65
EU/mL goriilmiistiir. Buna karsin immobilize bakteri de ise maksimum enzim
aktivitesine daha uzun zamanda ulasilmis ancak daha yiiksek aktiviteler gostermistir. 30
gr misir ve 20 gr bugday bulunan ortamda ise 12. saatte 30.80 EU/mL, 40 gr misir ve 20
gr bugday bulunan ortamda ise fitaz enzim {iretiminin 48.saatte maksimuma ulastig1
goriilmiistiir. Immobilize bakteride ise degerler soyledir: 30 gr misir ve 20 gr bugday
bulunan besi yeri ortaminda 30. saatte 32.50 EU/mL, 40 gr misir ve 20 gr bugday
bulunan ortamda ise fitaz enzim iretiminin 60. saatte maksimuma ulastig1 ve 32.10
EU/mL fitaz aktivitesi gosterdigi belirlendi. Dogal karbon kaynaklarmin enzim
aktivitesi tizerine pozitif etki gosterdigi, Mishra et al. 2014’de yapilan ¢alisma ilede

paralellik gostermektedir.

Tiim besi yeri ortamlarinda L. plantarum bakterisinin magnetit florosil nanopartikiil ile
kovalent olarak immobilize edilip fitaz tretildiginde enzim aktivitesinin serbes enzim

iretimine gore yaklasik %10-15 oraninda arttig1 goriilmiistiir.
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4.2. Mannanaz Bulgular

Cizelge 4.2. Mannanaz enziminin L. plantarum tarafindan {retiminin zamana bagh
degisimi

L. plantarum
Serbest Immoblize
Zaman| Mannanaz Enzim Aktivitesi (EU/mL) Mannanaz Enzim Aktivitesi (EU/mL)
(saat) | 10gr MSR | 10gr MSR | 10gr MSR | 10gr MSR | 10gr MSR | 10 gr MSR
10 gr BGDY | 15 gr BGDY |20 gr BGDY | 10 gr BGDY | 15 gr BGDY | 20 gr BGDY

0 75,00 73,75 62,50 83,25 100,50 77,00

6 56,25 52,50 52,25 60,50 64,75 64,25
12 78,75 71,25 64,50 72,50 73,75 75,25
24 76,50 70,00 60,00 69,25 74,00 76,25
30 80,00 72,50 62,50 76,25 80,75 80,75
36 68,75 65,00 60,50 91,50 96,50 97,25
48 77,25 71,50 66,25 86,00 90,00 90,25
54 77,25 72,25 69,50 83,25 81,25 78,25
60 72,50 63,75 62,50 76,00 72,50 76,75
72 80,00 77,50 77,00 96,50 99,25 102,25
78 59,50 58,25 57,50 94,50 101,25 98,75
84 95,00 97,50 87,00 74,25 84,25 75,25
96 87,00 87,00 87,50 81,00 85,00 85,00
102 85,00 87,50 82,50 78,25 80,75 83,50
108 84,50 85,00 80,25 75,50 78,50 80,00

20gr MSR | 20gr MSR | 20gr MSR | 20 gr MSR 20gr MSR | 20gr MSR
10 gr BGDY | 15 gr BGDY |20 gr BGDY | 10 gr BGDY | 15 gr BGDY | 20 gr BGDY

0 60,00 55,00 51,25 77,25 79,50 72,50
6 50,00 50,00 53,75 66,00 64,25 65,00
12 60,00 59,50 56,25 73,250 70,75 67,25
24 59,50 58,75 53,75 68,25 66,50 64,00
30 62,00 60,00 57,00 82,25 77,50 68,50
36 60,25 58,75 52,25 91,75 84,50 85,00
48 62,50 60,25 56,00 89,25 83,75 74,00
54 61,25 63,25 61,75 69,50 68,00 66,25
60 58,75 60,25 55,00 76,75 69,50 70,50
72 67,50 63,75 61,25 95,00 93,75 92,50
78 52,50 53,25 52,00 94,25 90,25 90,00
84 77,50 78,75 76,50 70,50 68,50 60,00
96 78,00 80,50 76,25 83,25 82,75 81,00
102 68,75 62,75 61,25 80,25 78,25 78,75

108 65,75 61,25 60,00 78,75 75,00 76,25
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Cizelge 4.2. (devam)

L. plantarum
Serbest Immoblize
Zaman| Mannanaz Enzim Aktivitesi (EU/mL) Mannanaz Enzim Aktivitesi (EU/mL)
(saat) | 30gr MSR | 30gr MSR | 30gr MSR | 30gr MSR | 30gr MSR | 30gr MSR
10 gr BGDY | 15 gr BGDY | 20 gr BGDY | 10 gr BGDY | 15 gr BGDY | 20 gr BGDY

0 110,00 107,50 95,00 74,00 71,25 78,75
6 105,00 102,50 92,50 60,00 61,50 62,00
12 96,25 94,50 85,00 67,00 67,50 67,00
24 94,50 92,50 81,25 61,25 62,75 59,50
30 95,00 91,25 87,50 65,50 66,50 65,75
36 91,25 87,50 85,00 81,00 81,00 77,50
48 85,00 81,25 76,25 74,00 76,75 77,50
54 82,50 77,50 74,50 61,75 64,75 64,50
60 87,50 90,25 70,00 68,00 74,00 70,50
72 90,00 86,25 80,00 82,50 80,00 81,25
78 80,00 75,00 67,50 80,25 82,75 80,00
84 75,25 74,75 72,50 78,75 87,00 84,75
96 85,00 78,75 71,75 79,00 81,25 76,75
102 90,25 80,50 75,00 65,25 82,75 71,25
108 90,00 85,00 77,50 75,00 62,75 62,00

40gr MSR | 40gr MSR | 40gr MSR | 40gr MSR 40gr MSR | 40gr MSR
10 gr BGDY | 15gr BGDY | 20 gr BGDY | 10 gr BGDY | 15gr BGDY | 20 gr BGDY

0 90,00 88.75 82,50 75,50 77,25 76,75
6 85,00 83,75 81,00 61,50 60,75 57,50
12 83,00 82,50 76,50 64,75 66,75 62,25
24 75,00 73,75 70,00 59,75 61,50 59,50
30 81,25 81,25 77,50 61,50 60,25 59,00
36 77,50 75,00 74,50 76,25 77,00 71,50
48 68,75 67,50 66,25 74,50 75,55 69,50
54 63,50 61,25 60,00 64,75 64,50 59,00
60 67,50 68,75 67,50 68,00 69,50 67,75
72 78,75 72,50 66,25 86,25 77,75 77,50
78 62,50 61,25 56,25 72,75 75,50 74,75
84 65,00 63,25 57,50 68,75 72,50 70,25
96 65,50 64,50 62,50 65,50 68,75 65,75
102 65,00 62,25 61,00 64,75 65,00 63,25
108 73,75 75,00 67,50 62,75 63,75 61,75

10, 20, 30 ve 40 gr musir (MSR) bulunan reaksiyon ortamima L. plantarum
mikroorganizmasi ile birlikte 10 gr, 15 gr, 20 gr bugday (BGDY) ile olusturulmus olan

yapay besi yeri ortamindan alinan 6rneklerde mannanaz enziminin iiretiminin zamana



44

bagli olarak aktivite degerleri takip edildi. Bu amagla 108 saat boyunca yapilan

mannanaz aktivitesi 6l¢iimlerinin sonuglar1 Cizelge 4.2°de verildi.

Elde edilen bulgulara gore; serbest L. plantarum bulunan bakterisinin 10, 20 30 ve 40 gr
misir bulunan ortamlara ilave edilen bugday miktar1 artikga mannanaz enzim
aktivitesinin de fitaz enzimine benzer olarak iretiminin arttigi goriildii. En yiliksek
aktiviteyi ise 10 gr musir ve 15 gr bugday ortaminda 84. saatte 97.50 EU/mL'de
maksimum mannanaz aktivitesi gosterdigi belirlendi. 20 gr misir ve 15 gr bugday
bulunan ortamda ise 96. saat'de 80.50 EU/mL mannanaz enzim aktivitesi ile
maksimuma ulagtig1 belirlenmistir. 30 gr misir ve 10 gr bugday bulunan besi yeri
ortaminda ise 0. saat’te 6lciimde 110.00 EU/mL ve 40 gr misir ve 10 gr bugday bulunan
ortamda ise 0. saat’te Olgimde 90.00 EU/mL mannanaz enziminin iretiminin

maksimum orana ulastig1 tespit edilmistir.

L. plantarum bakterisi magnetit florosil nanopartikiil ile kovalent olarak immobilize
edildikten sonra mannanaz enzimi iretildiginde ise; 10 gr misir ve 20 gr bugday
bulunan ortamda 72. saat’te en yiiksek oranda 102.25 EU/mL aktivite gosterdigi
belirlendi. 20 gr misir ve 10 gr bugday bulunan ortamda 72. saat'de mannanaz enzim
aktivitesinin 95.00 EU/mL'de maksimuma ulastigi goriilmistiir. 30 gr musir ve 15 gr
bugday bulunan besi yeri ortaminda 84. saat’te 87.00 EU/mL mannanaz enzim
tiretiminin en yiiksek aktivitesini gostermistir. Son besi yeri ortami olan 40 gr misir ve
10 gr bugday bulunan ortamda ise 72. saat’te mannanaz enzim lretiminin maksimuma

ulastig1 ve 86.25 EU/mL mannanaz enzim aktivitesi gosterdigi belirlendi.

Tiim besi yeri ortamlarinda L. plantarum bakterisinin magnetit florosil nanopartikiil ile
kovalent olarak immobilize edilip mannanaz enzimi tretildiginde enzim aktivitesinin

serbest tliretime gore yaklasik %10-15 oraninda arttig1 goriilmustiir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada, florisil destek materyal olarak kullanidi. 3-APTES ile aktif edilerek
yiizeyinde -NH, gruplan olusturuldu. Ardindan matriksin yiizeyindeki amin gruplan
glutaraldehit ile modifiye edilerek Schiff bazi olusturuldu. Olusan Schiff bazi1 kararli
olmadig1 i¢in sodyum siyanoborhidriir kullanilarak sec¢imli olarak indirgenmesi
gerceklestirildi. Ardindan modifiye florisil destek materyalini magnetik hale
dontistirmek ve yiizey alanini genisletebilmek amaciyla; florisilin agirliginin 3 kati
kadar miktarda nano Fe3O, bilesigi ile muamele edilerek magnetit nano florisil elde
edildi.

Literatiirde, Lactobacillus plantarum mikroorganizmasinin magnetit nano florisile
immobilizasyonu ile ilgili fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Bulunan calismalarda ise
aktiflestirilmis magnetit florisile, gluteraldehit ara kolu iizerinden mikroorganizmalara
en uygun baglanma pH ve sicaklik degerlerinin sirasiyla; pH 5,0-6,0 araliginda ve
sicakligin  50-65°C arasiginda oldugu gozlemlenmistir. Yapilan bu g¢alismada ise
kullanilan L. plantarum bakterisinin en uygun gelisme sicakligi 35°C oldugu i¢in bu
sicaklik degerinde deney gergeklestirilmistir. Mikroorganizmanin magnetit florosil
nanopartikiil destek materyaline yaklasik %50 oraninda baglandig1 yayma ekim yontemi

kullanilarak belirlenmistir.

Deneyimizde bugday unu ve misir kullanma nedenimiz icerdikleri besin bilesenleridir.
Bugday bilesenleri; nem %12.0, karbonhidrat %70.0, protein %12.0, yaglar %2.0,
seliiloz %2.2 ve kiil %1.8 oraninda bulunmaktadir. Misir unu bilesenleri; Nem %7-23,
nisasta % 61-78, protein %6-12, yag % 3.1-5.7, kiil %1.1-3.9, Lif % 8.3—11.9 oraninda
bulunmaktadir. Bu besin bilesimlerinden dolayr bu iki besin maddesi dogal karbon

kaynagi olarak kullanilmistir.
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Deneyimizde florisil (magnezyum silikat) kullanmamizin sebebi; yiiksek mekanik
dayanikliliga sahip, organik c¢oziiciilere karst dayanikli, mikrobiyal saldirilara karsi

direngli olan inorganik bir destek materyalidir.

Hem serbest hem de magnetit florosil nanopartikiilleri {izerine immobilize edilmis olan
L. plantarum izolatlatinin degisik oranlardaki karbon kaynaklarindan; MSR (10g, 20g,
30g ve 40g) ve BGDY (10g, 15g ve 20g) ihtiva eden reaksiyon ortamlarindan alinan
orneklerde, fitaz ve mannanaz enzimlerinin en yiiksek Uretimlerinin zamana baglh
degisimleri takip edilmistir. Bu amagla 5 giin boyunca 6 saat araliklarla yapilan fitaz ve
mannanaz aktivite Ol¢lim sonuglart Cizelge 4.1 ve 4.2°de verilmistir. Bu veriler
incelendiginde, genel olarak enzim aktivitesinin zamanla bakteri sayisina paralel olarak
artis gosterdigi ve belli bir noktada en yiiksek iiretim seviyesine ulasip daha sonra ortam

kosullar1 nedeniyle azalma oldugu goézlemlenmistir.

Deney siiresi uzadik¢a ortamdaki mannanaz ve fitaz enzim {iretim seviyelerinde azalma
tespit edilmistir. Bunun sebebi L. plantarum bakterisinin asidik karakterli oldugu igin
ortamin asit degerini diisiirebilecegidir. Deney baslangicinda ve sonunda OSlgiilen pH
miktarlart dikkate alindiginda deney bagslangicinda 6.0-6.5 olarak 6lgiilen pH miktari
deney sonunda 4.0-4.5 seklinde 6l¢iilmiistiir. Ortamdaki bu asidik degismenin enzim

tiretimini azaltici etki yaptig1 diistiniilmektedir.

L. plantarum bakterisinin kovalent olarak destek materyaline %50-55 oraninda
baglanmasinin; izolatin istikrarli hale geldigini ve enzim {iretiminde artisa neden oldugu
diistiniilmektedir. Ciinkii az sayida bakterinin daha fazla miktarda mannanaz ve fitaz
enzimlerini liretmesi stabil olan bir ortamda kolaylikla saglanacaktir. Bu sebepten
dolay1 besiyeri ortamindaki karbon kaynaklari daha ergonomik olarak kullanilip daha

fazla enzim tiretimi saglanabilecektir.

Elde edilen sonuglara gére; L. plantarum bakterisinin fitaz enziminin {iretimi serbest
halde en yiiksek degeri 30 gr misir ve 10 gr bugday bulunan ortamda 84. saat’te 30.50

EU/mL olarak dl¢iilmiigsmiir. Nanopartikiile immobilize edilmis olarak en yiiksek degeri



47

ise 30 gr misir ve 15 gr bugday bulunan ortamda 30. saatte 32.50 EU/mL olarak
Ol¢iilmiistiir. Mannanaz enziminin liretimine bakildiginda ise serbest enzimin en yiiksek
degere 30 gr musir ve 10 gr bugday bulunan ortamda ilk 6lgiimde 110.00 EU/mL olarak
gozlemlenmistir. Nanopartikiile immobilize edilmis olarak ise 10 gr misir ve 20 gr
bugday bulunan ortamda 72. saatteki Olglimde 102.25 EU/mL olarak en yiiksek
seviyeye ulasildigi gozlemlenmistir. Bakterinin kovalent olarak destek materyaline
%50 oraninda baglanmis oldugunu disiindiigiimiizde daha az miktarda bakteri ile
istenilen enzim aktivitesine ulasildig1 goriilmiistiir. Ozellikle hiicrenin kendisini
kullanmamiz, farkli c¢evre kosullarinin aktiviteye olumsuz etki ederek, fitaz ve
mannanaz enzimlerinin, aktivite kaybinin engellenmesi agisindan Onemlidir. Bu
baglanma sonucunda izolatlarin istikrarl hale geldigi ve enzim iiretiminde artisa neden

oldugu diisiiniilmektedir.

Sonuglar gbéz Oniline alindiginda, elde edilen yiiksek fitaz ve mannanaz enzim
aktivitesinden dolayi, L. plantarum bakterisinin ortama eklenen misir ve bugday dogal
besin maddelerini karbon kaynagi olarak kullandig1 sonucuna varilmistir. Bu calisma
sonucunda farkli karbon kaynaklarmin bakteriyal fitaz ve mannanaz iiretimi iizerine
etkisi; standart besiyerine gore bakteriyal tiremenin hizli oldugu ve enzim aktivitesinde

%10-15’lik bir artigin oldugu tespit edilmistir.

Benzer bir ¢aligmada; Sadigh 2014, KB ve MSR dogal karbon kaynaklarini, B. Brevis
ve B. Borstelensis bakterilerini kullanarak immobilize fitaz ve mannanaz enzimlerinde

serbest enzime gore %59-81 civarinda artis gézlemlemistir.

Sonuglarimiza gore; magnetit florisil nanopartikiillere az miktarda immobilize edilen L.
plantarum bakterisinin karbon kaynaklarindan en verimli sekilde yararlandigi tespit
edilmistir. Bu bakterinin gelecekte preparat halinde tasarlanip, starter kiiltiir seklinde

cesitli endiistriyel alanlara servis edilebilecek ve giivenle kullanilabilecektir.



48

KAYNAKLAR

Anonim 2006. Vikipedi: Ozgiir Ansiklopedi, Http://tr.Wikipedia.Org/Wiki/Ec Numaras1

Anonim 2009. Prof. Dr. Fidanci, Enzimler Ders Notlari, Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi

A. K. Halkman, 2005. Merck Gida Mikrobiyolojisi Uygulamalar1 Yayinlari. Ed: Bagak
Matbaacilik Ltd. Sti., Ankara, 358. sayfa, 3. Bolim

Ademark, P., Varga, A., Medve, J., Harjunpii, V., Drakenbeg, T., Tjerneld, F. and
Stalbrand, H., (1998). Softwood hemicellulose-degrading enzymes from
Aspergillus niger: purification and properties of a f-mannanase. Journal of
Biotechnology, 63: 199-210.

Aras, Kazim ve Giilseren, Ersen. Klinik Biokimya, Ankara, Hacettepe Tas Kitapgilik
Ltd., 1988.

Aziz SA, Ong LGA, Hassan MA, Karim MIA (2008) Production Parameters
Optimization of Mannanse Production from Aspergillus Niger FTCC 5003 using
Palm Kernel cake as Carbon Source. Asi J Biochem 3(5):297-307

Benech R.O., Li X., Patton D., Powlowski J., Storms R., Bourbonnais R., Paice M. And
Tsang A. (2007) Recombinant Expression, Characterization, and pulp
Prebleaching Property of a Phanerochaete Chrysosporium endo-$-1,4-
mannanase. Enzyme and Microbial Technology, 41:740-747.

Bettiol Jp, Boutique Jp, Gualco Lmp, J.J., 2000. Nonaqueous Liquid Detergent
Compositions Comprising A Borate Releasing Compound and a Mannanase.

Bulpin P. V., Gidley M. J., Jeffcoat R., Underwood D. R. (1990) Development of a
Biotechnological Process for the Modification of Galactomannan Polymers with
Plant a-galactosidase. Carbohydrate Polymers, 12: 155.

Caplice, E., and Fitzgerald, G.F., 1999. Food Fermentations: Role Ofmicroorganisms In
Food Production and Preservation. International Journal of Food Microbiology,
50, 131-149.

Carrington C.M.S., Vendrell M., Puigjaner E.D. 2002. Characterisation of an endo-
(1,4)-B-mannanase (LeMAN4) Expressed in Ripening Tomato Fruit. Plant
Science 163: 599- 606

Casey, A. & Walsh, G., 2004. Identification and Characterization of A Phytase of
Potential Commercial Interest. Journal of Biotechnology, 110(3), Pp.313-322.

Chauhan PS, Puri N, Sharma P, Gupta N., 2012. Mannanases: Microbial Sources,
Production, Properties and Potential Biotechnological Applications. Applied
Microbiology And Biotechnology, 93(5), Pp.1817-30.

Christgau, S., Kauppinen, S. and Vind, J. (1994) Expression cloning, purification and
Characterization of a f-1,4-mannanase from Aspergillus Aculeatus. Biochem.
Mol. Biol. Int., 33: 917-925.

Demain, A.L., and Solomon, N.A., 1981. In Industrial Microbiology and the Advent of
Genetic Engineering, Pp. 3-14. Scientific American, Freeman & Comp., San
Francisco.

Dhawan, S. & Kaur, J., 2007. Microbial Mannanases: An Overview Of Production And
Applications. Critical Reviews In Biotechnology, 27(4), Pp.197-216.

Dirk L.M.A., Griffen A.M., Downie B., Bewley J.D. (1995). Multiple isozymes of
endo-A-mannanase in dry and Imbibed Seeds. Phytochemistry 40: 1045-1056.


http://80.251.40.59/veterinary.ankara.edu.tr/fidanci/Ders_Notlari/Ders_Notlari/Enzimler.html

49

Downie, B., Hilhorst, H. W. M., and Bewley, J. D. (1994) A new Assay for Quantifying
endo-#-mannanase Activity Using Congo red dye. Phytochemistry 36: 829-835.

Duruksu, G., 2009. Cloning , Expression And Characterization Of Endo- B -1 , 4-
Mannanase From Aspergillus Fumigatus in Aspergillus Sojae and Pichia
Pastoris. , Pp.271-276.

Furlan, S.A., and Pant, H.K., 2006. Enzyme Technology: General Properties Of
Enzymes, Springer Science And Business Media, Inc. And Asiatech Publishers
Inc., New York, P 11-37.

Ghareib, M. (1990) Biosynthesis, Purification, and Some Properties of Extracellular
Phytase from Aspergillus Carneus. Acta Microbiol. Hung. 37, 412-418.

Gremer, R., Konietzny, U., And Jany, K.D., 1993. Purification and Characterisation of
Two Phytases drom Escherichia Coli. Archives of Biochemistry and Biophysics,
303, 107-113

Greiner R, Haller E, Konietzny U, Jany KD (1997) Purification and Characterization of
a phytase from Klebsiella terrigena. Archives of Biochemistry And Biophysics,
341(2), Pp.201-206.

Greiner, R., 2002. Purification and Characterization of Three Phytases Fromgerminated
Lupine Seeds (Lupinus Albus Var. Amiga). J. Agric. Food Chem.50: 6858—
6864.

Goziikara, Engin M. Biyokimya, Ankara, Ofset Pepianat Ltd. Sti., 1990.

Hagglund P., Eriksson T., Collen A., Nerinckx W., Claeyssens M. and Stalbrand H.
(2003) A Cellulose-binding Module of the Trichoderma reesei beta-mannanase
Man5A increases the mannan-hydrolysis of complex Substrates. J Biotechnol
101: 37-48.

Halmer P., Bewley J. D., Thorpe T. A. (1976) An enzyme to degrade lettuce endosperm
cell walls: Appearance of a mannanase Following Phytochrome and gibberellin
induced germination. Planta 130: 189-196.

Halmer, P. (1989) De novo synthesis of Mannanase by the Endosperm of Lactuca
sativa. Phytochemistry 28: 371-378.

Handford M.G., Baldwin T.C., Goubet F., Prime T., Miles J., Yu X. and Dupree P.
(2003) Localisation and Characterisation of cell wall mannan Polysaccharides in
Arabidopsis thaliana. Planta, 218: 27-36.

Hayaloglu A.A., ve Erginkaya Z., 2001. Gida Endiistrisinde Kullanilan Laktik Asit
Bakterileri Gida Teknolojileri Dernegi Yayin No:23

Hilge, M., Gloor, S.M., Rypniewski, W., Sauer, O., Heightman, T.D., Zimmermann,
W., Winterhalter, K., and Piontek, K. (1998). High-resolution native and
complex structures of thermostable mannanase from Thermomonospora fusca:
Substrate specificity in glycosyl hydrolase family 5. Struct. Fold. Des. 6: 1433~
1444,

Hofvendahl K. and Hahn-Hégerdal B. 2000 Factors Affecting the Fermentative Lactic
Acid Production from Renewable Resources. Enzyme Microb Technol, 26: 87—
107.

Jareonkitmongol, S., Ohya, M., Watanabe, R., Takagi, H. And Nakamori, S. (1997)
Partial Purification of Phytase from A Soil Isolate Bacterium, Klebsiella
Oxytoca Mo-3. J. Ferment. Bioeng. 83, 393-394.



50

Jiang Z., Wei Y., Li D., Li L., Chai P., Kusakabe I. (2006) High-level Production,
Purification and Characterization of a Thermostable A-mannanase from the
newly isolated Bacillus subtilis WY 34. Carbohydrate Polymers, 66: 88-96.

John, F.K., 1987. Enzyme Technology (H.J. Rehm Ve G.Reed Editor), Biotechnology,
Vol.7a. New York S 37-62.

Kerovuo, J., 2000. A Novel Phytase from Bacillus. Characterization Andproduction of
the Enzyme. Academic Dissertation, 68 P., Helsinki,

Kerovuo, J., Lauraecus, M., Nurminen, P., Kalkinnen, N., And Apajalahti, J., 1998.
Isolation, Characterization, Molecular Gene Cloning, And Sequencing Of A
Novel Phytase from Bacillus Subtilis. Appl. Environ. Microbiol., 64: 2079-2085.

Konietzny, U. and Gremer, R., 2003. Phytic Acid: Nutritional Impact. In: Encyclopedia
of Food Science and Nutrition, B. Caballero, L. Trugo, P. Funglas (Eds.),
Elsevier, London, Uk, 4555-4563.

Konietzny, U., and Greiner, R., 2004. Bacterial Phytase: Potential Application, in Vivo
Function And Regulation of Its Synthesis. Brazilian Journal of Microbiology,
35:11-18.

Kumar, V., Sinha, A.K., Makkar, H.P.S., and Becker, K., 2010. Dietary Roles of

Phytate and Phytase In Human Nutrition: A Review. Food Chemistry, 120(4),
Pp.945-959.

Lehninger, Albert L. Biochemistry, New York, Worth Publishers, Inc., 1988.

Lei, X.G., and Porres, J.M., 2003. Phytase Enzymology, Applications, and
Biotechnology. Biotechnology Letters, 25: 1787-1794.

Leviatov S., Shoseyov O., Wolf S. (1995). Involvement of endomannanase in the
Control of Tomato seed Germination under low Temperature conditions. Annals
of Botany 76:1-6.

Li, M., M. Osaki, M. Honma and T. Tadano. 1997. Purification and Characterization of
Phytase Induced in Tomato Roots Under Phosphorus-Deficient Conditions. Soil
Sci. Plant Nutr., 43: 179-190.

Lindberg B., Rosell K.G., Svensson S. (1973) Positions of the O-acetyl groups in pine
glucomannan. Svensk Paperstid 76: 383-384.

Liu, B.L., A. Rafig, Y.M. Tzeng And A. Rob. 1998. The Induction and Characterization
of Phytase and Beyond. Enzyme Microbiol. Technol., 22: 415-424.

Madsen, G.B., Norman, B.E., And Slott, S., 1973. A New Heat-Stable Bacterial
Amylase and Its use In High-Temperature Liquefaction .Starke 25, 304.

Manary, M.J., Krebs, N.F., Gibson, R.S., Broadhead, R.L., Hambridge, K.M., 2002.
Community-Based Dietary Phytate Reduction and its Effect On Iron Status In
Malawian Children. Ann. Trop. Paediatr. 22:133— 136.

McCleary B.; Clark A.; Dea I.; Rees D. (1985) The fine structure of carob and guar
galactomannans. Carbohydrate Research, 139: 237.

McCleary B.V. (1978). A simple assay procedure for f-D-mannanase. Carbohydrate
Research. 67:213-221.

McCleary B.V. 1979. Enzymatic hydrolysis, fine structure, and gelling interactions of
legume-seed D-galacto-D-mannans. Carbohydrate Research, 71: 205-230.
McCleary B.V., and Matheson N.K. (1975) Galactomannan structure and f-mannanase
and B-mannosidase activity in germinating legume seeds. Phytochemistry 14:

1187-1194.



o1

MEGEP, 2007. Mesleki Egitim ve Ogretim Sisteminin Gelistirilmesi Projesi, Gida
Teknolojisi, Enzimlerin Ozellikleri.

Messi P, Bondi M, Sabia C, Batini R, Manicardi G. 2001. Detection And Preliminary
Characterization Of A Bacteriocin (Plantaricin  35d) Produced By A
Lactobacillus Plantarum Strain. Int J Food Microbiol, 64: 193-198.

Moreira, L.R.S. & Filho, E.X.F., 2008. An Overview Of Mannan Structure And
Mannan-Degrading Enzyme Systems. Applied Microbiology And Biotechnology,
79(2), Pp.165-78.

Nayini, N.R., and Markakis, P., 1984. The Phytase of Yeast. Lebensm.-Wiss. Technol.,
17, 24-26.

Nomaguchi M., Nonogaki H., Morohashi Y. (1995). Development of galactomannan
Hydrolyzing activity in the Micropylar Endosperm tip of Tomato seeds prior to
Germination. Physiology of Plant 94: 105-1009.

Norita, S., Rosfarizan, M. & Ariff, A.B., 2010. Evaluation Of The Activities Of
Concentrated Crude Mannan-Degrading Enzymes Produced by Aspergillus
Niger. Mal J Microbiol, 6(2), Pp.171-180.

Orla and Jensen, S. 1919 The Lactic acid bacteria. M6m. acad. roy. sci., Danemark,
Sect. sci., 8 sér., 5, 81-197.

Outtrup, H., and Jorgensen, S. T., 2002. The importance of Bacillus species in the
Production of industrial Enzymes. In Applications and Systematics of Bacillus
and Relatives, pp. 206-218.

Pan, X., Zhou J., Tian A,, Le K., Yuan H., Xue Y., Ma Y., Lu H., 2011. High Level
Expression Of A Truncated B-Mannanase From Alkaliphilic Bacillus Sp. N16-5
In Kluyveromyces Cicerisporus. Biotechnology Letters, 33(3), Pp.565-70.

Pandey, A., Szakacs, G., Soccol, C.R., Rodriguez-Leon, J.A, And Soccol, V.T., 2001.
Production, Purification and Properties of Microbial Phytases. Bioresource
Technol., 7: 203-214.

Pandey, A., and Ramachandran, S., 2006. Enzyme Technology: General Introduction,
Springer Science And Business Media, Inc. And Asiatech Publishers Inc., New
York, P 1-11.

Pamela C. Champe. "Lippincott's Inustrated Reviews. Biochemistry". J.B. Lippincott
Company, Philadelphia, 1987.

Pettey L.A.; Carter S.D.; Senne B.W.; ShriverJ.A. (2002). Effects of B-mannanase
addition to corn-soybean meal diets on growth. Journal of Animal Science. 80,
4:1012- 101

Powar, V.K., Jagannathan, V., 1982. Purification And Properties Of Phytate Specific
Phosphatase From Bacillus Subtilis. J. Bacteriol., 151: 1102-1108.

Pressey R. (1989). Endo-p-Mannanase in tomato fruit, Phytochemistry. 28:3277-
/3280.Prud’homme, R. K.; Constien, V.; Knoll, S. Polymers in agueous media:
Performance through association. Glass, J.E., Ed.; Adv. Chem. Ser. 1989, 223,
89.

Puchart, V.; Katapodis, P.; Biely, P.; Kremnicky, L.; Christakopoulos, P.; VrSanska, M.;
Kekos, D.; Macris, B.J. and Bhat, M.K. (1999) Production of xylanases,
mannanases, and pectinases by the thermophilic fungus Thermomyces
lanuginosus. Enzyme Microbial Technology, 24: 355-361.

Puchart, V.; Vrsanska, M.; Svoboda, P.; Pohl, J.; Ogel, Z.B. and Biely, P. (2004)
Purification and Characterization of two forms of endo-p-1,4-mannanase from a



52

Thermatolerant fungus Aspergillus fumigatus IMI 385708 (formerly
Thermomyces lanuginosus IMI 158749). Biochim. Biophys. Acta. 1674: 239-
250.

Reid, J.S.G., Davies, C., and Meier, H. (1977) Endo-p-mannanase, the Leguminous
Aleurone Layer and the Storage galactomannan in Germinating seeds of
Trigonella foenum graecum L. Planta 133: 219-222.

Rodriguez, E., E.J. Mullaney And X.G. Lei. 2000. Expression of the Aspergillus
Fumigatus Phytase Gene in Pichia Pastoris And Characterization of the
Recombinant  Enzyme.  Biochemical =~ And  Biophysical  Research
Communications, 268(2): 373-378.

Sabini, E., Schubert, H., Murshudov, G., Wilson, K.S., Siika-Aho, M., and Penttila, M.
2000. The three-dimensional structure of a Trichoderma reesei mannanase from
glycoside hydrolase family 5. Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 56: 3-13.

Schallmey, M., Singh, A., Ward, O.P., 2004. Developments in the Use of Bacillus
species for Industrial Production. Can. J. Microbiol. 50, 1-17.

Schréder, R., Atkinson, R.G. & Redgwell, R.J., 2009. Re-interpreting The Role Of
Endo-B-Mannanases As Mannan Endotransglycosylase/Hydrolases in The Plant
Cell Wall. Annals of Botany, 104(2), Pp.197-204.

Segueilha, L., Lambrechts, C., Boze, H., Moulin, G., and Galzy, P., 1992. Purification
and Properties of the Phytase From Schwanniomyces Castellii. Journal of
Fermentation and Bioengineering, 74, 7-11.

Selle, P. H., Ravindran, V. Ravindran, G. and Bryden, W. L. 2007. Effects of Dietary
Lysine and Microbial Phytase on Growth Performance and Nutrient Utilization
of Broiler Chickens. Asian-Australas. J. Anim. Sci., 20, 1100-1108.

Shieh, T. R. And Ware, J. H. (1968) Survey of Microorganisms for the Production of
Extracellular Phytase. Appl. Microbiol. 16, 1348-1351.

Shimizu, M. (1993) Purification and Characterization of Phytase and Acid Phosphatase
By Aspergillus Oryzae K1. Biosci. Biotech. Biochem. 57, 1364-1365.

Shimizu, M., 1992. Purification and Characterization of Phytase from Bacillus Subtilis
(Natto) N-77., 58(8), Pp.1266-12609.

Singh, G., Bhalla, A. & Hoondal, G.S., 2010. Solid State Fermentation And
Characterization of Partially Purified Thermostable Mannanase From Bacillus
Sp. Mg-33. Bioresources, 5(3), Pp.1689-1701.

Stalbrand, H., Siika-aho, M., Tenkanen, M. and Viikari, L. (1993) Purification and
characterization of two B-mannanases from Trichoderma reesei. Journal of
Biotechnology, 29: 229-242.

Sutardi, M. And Buckle, K. A. (1988) Characterization Of Extra- And Intracellular
Phytase From Rhizopus Oligosporus Used In Tempeh Production. Int. J. Food
Microbiol. 6, 67-69.

Takahashi R., Kusakabe I., Kobayashi H., Murakami K., Maekawa A., Suzuki T. (1984)
Purification and some properties of mannanase from Streptomyces sp.
Agricultural and Biological Chemistry 48:2189-2195.

Tang, C.M., Waterman, L.D. and Smith, M.H. (2001). The cel4 gene of Agaricus
bisporus encodes a PB-mannanase. Applied Environmental Microbiology 67:
2298-2303.

Tekinsen O.C., ve Atasever M., 1994, Siit Uriinleri Uretiminde Starter Kiiltiir, Selcuk U.
Vet. Fak. Yaymi, 150s., Konya.



53

Telefoncu, A., 1983. Biotechnol. Bioeng. 25,713.

Telefoncu, A., 1986. Temel ve Uygulamali Enzimoloji, 5.126-159, Ege Universitesi,
[zmir.

Telefoncu, A., 1995. Biyoteknoloji, 5.253, Ege Universitesi, Basimevi, Izmir.

Telefoncu, A., 1997. Enzimoloji. Yiiksek Lisans Yaz Okulu. 21-27 Eylil 1997.
Kusadasi, Aydin, Tiirkiye.446 S.

Telefoncu, A., Tarhan, L., Pekin, B., 1981. Biotechnol Bioeng. 23, 1669.

Toorop P.E., Bewley J.D., Hilhorst HW.M. (1996). Endo-B-mannanase isoforms are
present in the endosperm and embryo of tomato seeds, but are not essentially
linked to the completion of germination. Planta 200: 153-158.

Tunail N. ve Kosker, 1989. Siit Mikrobiyolojisi. Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Yaymlar1 No:1116, 138s Ankara, 18-19.

Ullah, A.H.J., 1988. Aspergillus Ficuum Phytase: Partial Primary Structure, Substrate
Selectivity, And Kinetic Characterization. Preparative Biochemistry, 18(4),
Pp.459-471.

Villarroya H., Williams J., Dey P., Villarroya S., and Petek F. (1978) Purification and
properties of B-mannanases | and Il from germinated seeds of Trifolium repens:
Mode of galactomannan degradation in vitro. Bot. J. 175:1079-1087.

Wiseman, A., 1987. Handbook of Enzymes Biotechnology. Second Edition. Chapter 3.
The Application of Enzymes In Industry P. 274-373.

Wolfson, D., Olmstead, S., Meiss, D., And Ralston, J., 2008. Making Sense Of
Digestive Enzymes. Klaire Labstm. A Division Of Protherar. Inc.

Wozniewski T., Blaschek W., Franz G. (1992). Isolation and characterization of an
endo-B-mannanase of Lilium testaceum bulbs. Phytochemistry, 31: 3365-3370

Wyss, M., Brugger, R., Kronenberger, A., Remy, R., Fimbel, R.,Oesterhelt, G.,
Lehmann, M., Loon, A.P.G.M., 1999. Biochemical Characterisation of Fungal
Phytases: Catalytic Properties. Applied and Environmental Microbiology, 65,
367-373.

Yamada, K., Minoda, Y. and Yamamoto, Y. (1968) Phytase from Aspergillus Terrus.
Production, Purification and Some General Properties of the Enzyme. Agric.
Biol. Chem. 32, 1275-1282.

Yoon, S.J., Choi, Y.J., Min, H.K., Cho, K.K., Kim, JJW., Lee, S.C., Jung, Y.H., 1996.
Isolation and Identification Of Phytase-Producing Bacterium, Enterobacter Sp.
4, and Enzymatic Properties of Phytase Enzyme. Enzyme and Microbial
Technol., 18: 449-454.

Zhu Wm, Liu M, Wu Dg. 2000. Isolation and Characterization of A New Bacteriocin
from Lactobacillus Gasseri Kt7. J Appl Microbiol, 88: 877-886.



54

OZGECMIS

1990 yilinda Giimiishane'de dogdu. ilkokul ve lise egitimini Kocaeli’de tamamladh.
2009 yilinda Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim
dalinda lisans egitimine basladi. 2013 yilinda Ziraat Miihendisi tinvani ile mezun oldu.
2013 yilinda Atatiirk Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali'nin Enzim ve
Mikrobiyal Biyoteknoloji dalinda yiiksek lisansina basladi. 2015 yilinda yiiksek

lisansin1 tamamlayarak mezun olmustur.



