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Kanath Yemi Katkis1 Olarak Kullanilan Ksilanaz
Enziminin Kati1 Kiiltiir Fermantasyon Yontemi ile
Uretiminde Ol¢ek Biiyiitme Calismalar1’

Sayit SARGIN' Gaye ONGEN?

Summary

Scale-Up Studies for the Production of Xylanase Used as an
Additive in Poultry Feedstuffs by Solid State Fermentation

Xylanase production was performed in solid state fermentation in which
low value agricultural by-products were used. Wheat bran-malt sprouts mixture was
used as the substrate for the production of xylanase by the fungus Trichoderma
longibrachiatum . The effects of inoculation, aeration and substrate depth were
examined and the changes in temperature and moisture were recorded. The maximum
xylanase activity obtained was 3467 IU/ g dry substrate at 0.5 substrate depth and
3.33 I/min/kg substrate aeration rate.
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Giris

Ksilan hemiseliilozun baslica bilesenidir ve hemiseliilozlar
dogada toplam biyokiitlenin % 30-35’ini olusturmaktadir (8).
Yenilenebilen bu kaynaktan bugiin gida ve yem sanayi ¢esitli sekillerde
yararlanirken (3,2), kagit sanayi  (14,7) ve ayrica atik aritim ve
degerlendirme proseslerinde de (3,4,6) ksilana yonelik uygulamalar
bulunmaktadir. Ksilanin tiim bu sanayilerdeki isleme ve degerlendirme
basamaklarinda enzimatik hidrolizi 6n plana ¢ikmaktadir. Ksilanin
enzimatik hidrolizinde yer alan baslica enzim ise B-1,4 baglar ile
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baglanmis ksiloz birimlerinden olusan iskeleti hidrolizleyen endo-1,4-
3-ksilanazlar (1,4-B-D-ksilan ksilanohidrolaz) (EC 3.2.1.8) dir (12).
Ksilanaz enzimi, iilkemizde yararlanilabilecegi gesitli alanlar iginde
ozellikle kanathi yemi katkisi olarak kullanilmaktadir. Etlik pilig
iiretiminde kullanilan tahil bazli yemler, yapilarinda nisasta tabiatinda
olmayan (NOP) ve antibesinsel faktor olarak kabul edilen cesitli
polisakkaritleri igermektedir. NOP’in su baglama kapasitesi yliksek
oldugundan bagirsak viskozitesini artirmaktadir. Viskozitedeki artig
ince bagirsaktaki besin maddelerinin sindirimini diistirmektedir.
Bunlara ek olarak yiiksek viskozite, yapiskan digki miktarini artirmakta
ve bunun sonucunda 1slak altlik sorununun yarattig1 saglik problemleri
ortaya c¢ikmaktadir. Enzim ilavesi ile polisakkaritler su tutma
kapasitelerini  kaybetmekte ve viskozite diismektedir. Kanath
yemlerinde nisasta tabiatinda olmayan polisakkaritlerden biri de
arabinoksilandir. Ksilanaz enziminin yemlerde kullanimini ile olasi
sorunlar kaldirilmaktadir (5).

Gilinlimiizde endiistriyel kullanimi olan enzim preparatlar1 igin
en onemli konu enzim iiretim maliyetinin ve buna baglh olarak da
prosese girdi maliyetinin diisiiriilmesidir. Ksilanazin da aralarinda
bulundugu alfa amilaz, selillaz, pektinaz, proteazlar, lipazlar gibi
enzimlerin iiretimi ilizerine silirdiiriilen arastirmalar, uygun bir iiretici
mikroorganizmanin bulunmasi ve ayni zamanda wucuz ve bol
bulunabilen kaynaklardan olusan bir {iretim ortami kompozisyonun
olusturulmasi1 yoniinde devam etmektedir. Enzim {iretim prosesine
ilisgkin diger problemler onemli Olc¢lide asilmistir. Ksilanaz enzimi
bakteri, maya ve fungus grubunda yer alan gesitli mikroorganizmalar
tarafindan Ttretilebilmektedir (13). Fermantasyon islemleri de derin
kiiltiir ya da kat1 kiiltiir yontemleri ile gergeklestirilebilmektedir. Kati
kiltiir fermantasyonu, kullanilan substratlarin ucuz olmasi, iiretim
ekipmanlarinin  kompleks olmamasi, diisiik nem igerigi nedeniyle
bakteriyel kontaminasyon riskinin az olmasi ve iiretim sonrasi ayirma
ve saflastirma islemlerinin maliyetinin diigiik olmasina bagl (9) ¢esitli
ekonomik ve miihendislik tistlinliikleri (13) nedeni ile enzim iiretim
calismalarinda son yillarda 6nem kazanmustir.

Ekonomisi biiyiik 6l¢iide tarim ve hayvanciliga dayali olan
tilkemizde bazi enzim tiirleri i¢in diinya sirketlerinin enzim pazarinda
tekellesmeye dogru gittikleri g6z Oniine alinirsa, hayvan yemi
sektoriimiiz i¢in ksilanaz enzimi iiretiminin, ozellikle diisiik degerli
tarimsal yan drlinleri kullanarak cesitli ekonomik ve miihendislik
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uistiinliikleri olan kati kiiltiir fermantasyonu ile gergeklestirilmesinin
saglayacagi yarar yadsinamaz.

Bu calismada, laboratuvar dlgeginden baslayarak endiistriyel
Olcege gecise kadar ksilanaz enzimi iretiminde ortaya cikabilecek
sorunlarin belirlenmesi amaciyla laboratuvar capinda gelistirilen kati
kiiltiir biyoreaktorde, gesitli liretim parametrelerinin enzim aktivitesi
tizerine etkisi incelenmistir.

Materyal ve Yontem

Materyal

Enzim iretiminde kullanilan mikroorganizma Trichoderma
longibrachiatum, Dr. J.P Nakas’tan (College of Environmental Science
and Chemistry, State University of NewYork, Syracuse) temin
edilmigtir. Fungus kiltiirii Patates Dekstroz Agar (PDA) (Oxoid Ltd.,
England) iceren egik agarda +4 °C’de stok kiiltiir olarak saklanmigtir.
Substrat olarak kullanilan bugday kepegi Altinbagak Un A.S,
Izmir’den; Malt ¢imi Izmir Tuborg A.S’ den temin edilmistir.
Kullanilan diger kimyasal maddeler analitik safliktadir.

Yontem
Ksilanaz Uretimi
Uretim ortaminin hazirlanisinda daha énce kiigiik capta optimize edilen
bugday kepegi-malt ¢imi karigimi (1:3 agirlik/agirlik) ve Vogel tuzlari
kullanilmistir (11). Substrat karigiminin sterilizasyon sonrasi pH degeri
6.50 ve nem degeri % 60 (agirhik/agirlik) olacak sekilde ayarlanmis ve
121 °C’de 30 dakika siire ile sterilize edilmistir. Uretimde toplam
hacmi 15 1 olan cam biyoreaktor kullanmilmistir (Sekil 1). Biyoreaktoriin
sterilizasyonu 180 °C’de 2 saat siire ile kuru sterilizasyon yontemi ile
(Memmert) gergeklestirilmistir. Ayr1 bir kap icerisinde sterilize edilen
tiretim ortami, oda sicakligina sogutulan biyoreaktore aseptik kosullar
altinda, steril kabin icinde transfer edilmistir. Inokulasyonda,
Trichoderma longibrachiatum, yiiksek oranda sporlanmayi saglayan
Vogel tuzlarn ve %2 laktoz iceren egik agarlara transfer edilmis ve 28
°C “de 7 giin siire ile inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda %
0.2 (hacim/hacim) steril Tween 80 kullanilarak iiretimde kullanilmak
iizere 107 spor/ml igeren spor siispansiyonu hazirlanmistir. Tiim spor
sayimlarinda Thoma lami kullanilmistir. Inokulasyonda iiretim
ortamina bu spor siispansiyonu %10 (hacim/agirlik) oraninda transfer
edilmistir. Biyoreaktdr iiretim icin 28 ©°C’de sabit sicakliktaki
inkiibatdriin (Memmert) igerisine alinmigtir. Uretim sirasinda reaktdriin
icerisindeki sicaklik ve nispi nem degerleri termohigrometre probu
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(Lutron) ile izlenmistir. Havalandirma islemi, slikon hortumlar ile
kompresdrden taginan havanin steril filtreden (GyroDisc CA 0.2 um)
gecirilmesinden sonra reaktdriin - igerisine  beslenmesi seklinde
gerceklestirilmistir. Hava akis hizi rotametre ile ayarlanmistir. Ornek
alma islemi, her giin 3 g fermente olmus ortamin aseptik kosullarda
almmas1 seklinde gerceklestirilmistir. Ornekleme, biyoreaktdriin
merkezinden kenarlara dogru ii¢ ayr1 noktadan yapilmistir. Elde edilen
aktivite degerleri 3 ayri1 noktadan alinan 6rneklerin ortalamasi alinarak
verilmistir.

[I enm}dg;mmeh;

Sekil 1. Uretimlerde kullanilan biyoreaktdr ve baglant1 elemanlari.

Uretim sonrasi islemler

Uretilen ksilanaz enziminin ekstraksiyonu igin iiretim
sirasinda alinan her 1 kisim 6rnege 5 kisim %0.2 (hacim/hacim) Tween
80 iceren ¢ozelti eklenmis ve 25°C’de 1 saat siire ile karistirilarak
bekletilmistir. Daha sonra ortam, bir cendere bezinden filtre edilmis ve
stvi kisim pH o6lgiimiine alinmustir. Filtrasyon ve pH o6lgiim islemleri
tamamlanan sivi kisim Hettich marka sogutmali santrifiijde +4 °C’de
15 dakika siire ile (10000 devir/dakika) santrifiijlenmistir.
Supernatantlar (kaba enzim ekstraktlari) tiiplere alinmig ve —18 °C’de
depolanmuslardir. Ksilanaz aktivitesi tayini Bailey, Biely and Poutanen
(1992)’de belirtildigi sekilde yapilmistir (1). Enzim aktivite birimi kuru
bazda, kullanilan substratin grami basina elde edilen enzim aktivitesi
(IU/g kuru substrat) seklinde ifade edilmistir.
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Arastirma Bulgular: ve Tartisma

Uretimin  gerceklestirildii biyoreaktore yiiklenen {iretim
ortami (substrat) miktar1 ve buna bagl olarak biyoreaktdr iginde
yaratilan substrat kalinlig1 liretim parametrelerini ve se¢ilmesi gereken
biyoreaktor tipini belirlenmesinde Onemli rol oynamaktadir. Bu
calisma, kullanilan  “tepsili biyoreaktér’e bir yaklagim olarak
gelistirilmis bir biyoreaktdrdiir. Olgek biiyiitme c¢alismalart kiigiik
Olgekte kullanilan substrat miktarinin (10 gram) 7.5 ve 15 kat artis
olarak planlanmistir. Substrat miktarin artisi ile substrat kalinliginin
ksilanaz enzimi {iretimine etkisi arastirilmustir (Sekil 2). Olgek
biiylitmede homojen inokiilasyonun gerceklestirilebilmesi i¢in  6n
denemeler yapilmistir. Hava beslemesi olmadan yapilan denemede
biyoreaktdre 75 gram iiretim ortami yiiklendiginde (0.5 cm substrat
kalinlig1) iiretim sirasinda nispi nem orani % 93+1 olarak korunmustur.
Uretim siiresince biyoreaktdr icinde sicaklik degisimi 28.0-29.6°C
araliginda gergeklesmistir. Maksimum ksilanaz aktivitesi 7. giinde
2114.20+81.12 IU/g kuru substrat olarak elde edilmistir. Biyoreaktore
150 gram iiretim ortami yiiklendiginde (1.0 cm substrat kalinligi)
maksimum aktivite 1299.34+105.12 [U/g’dir. Havalandirmasiz
kosullarda substrat miktar1 artirildigr zaman (1.0 cm substrat kalinlig1)
tretim sirasinda sicaklik degeri maksimum 32 °C’ye ulagmustir.
Ksilanaz {retiminde Trichoderma longibrachiatum igin optimum
tireme aralig1 28-30°C olarak belirlenmistir (11). Sicaklik degerinin bu
deger araligini asmasi mikrobiyal gelismeyi ve dolayisi ile de ksilanaz
iiretimini olumsuz etkilemistir(10,11). Nispi nem miktarinda énemli bir
degisiklik meydana gelmemistir. Substrat kalinliginin artmasina bagl
olarak ortaya c¢ikan sorunlarin biyoreaktore oksijen transferi yapilarak
asilabilecegi sonucuna varilmis ve bu amagla her iki substrat kalinlig1
icin degisik hava hizlarmin ksilanaz enzim {retimine etkisi
incelenmistir. Uretimin oksijen ihtiyacimin karsilanmasinda uygun
havalandiric1 tipinin belirlenebilmesi amaciyla da on denemeler
yapilmistir, havalandirma simidi kullanildiginda olumlu sonug
almmustir. {lk olarak, 3.33 1/dak/kg substrat hava besleme hizinda
iiretim gerceklestirilmistir. Elde edilen ksilanaz aktiviteleri Sekil 3.’te
sunulmustur. 0.5 cm substrat kalinlig1 kullanilarak yapilan tiretimde
elde edilen maksimum ksilanaz aktivitesi 3467.56+121.28 IU/g dir. Bu
aktivite degeri iiretimin 6. giiniinde elde edilmistir. Uretim sirasinda
nispi nem %92+2 degerini korumustur. Sicakliktaki maksimum degerin
ise 30.8°C ye ulastig1 belirlenmistir. Ayrica alinan 6rneklerde yapilan
nem tayininde nem degerinin § giin boyunca ortalama %61.42+0.25
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degerinde oldugu goriilmiistiir. Substrat kalinlig1 1.0 cm olan iiretimde
ise en yiiksek ksilanaz aktivitesi 1086.13+65.45 1U/g kuru substrat ve
biyoreaktdrde nispi nem orani % 90+2 ve maksimum sicaklik 32 °C
olmustur. Hava hiz1 6.66 1/dak/kg substrat olarak ayarlandiginda Sekil
4’de goriildiigii gibi ise ksilanaz aktivitesini olumsuz etkilenmistir.
Ayrica bu iretimde, nispi nem orant %90+2 degerine diismiis,
substratin nem miktarindaki diisiis 9. giinde %3.2 olarak saptanmustir.
Sicakligin iiretim boyunca biyoreaktorde ulastigi maksimum deger ise
31 °C olmustur. Substrat kalinliginin 1.0 cm oldugu iiretimde ise nispi
nem % 8842 ve maksimum sicaklik 32 °C olarak ol¢iilmiistiir.

2500 +
2000 ~
1500 -
1000 ~
500 ~
0

Ksilanaz aktivitesi
(IU/g kuru substrat)

2 3 4 5 6 7 8 9

Siire(giin)

‘+0.5 cm +1.0cm‘

Sekil 2. Hava beslemesi yapilamayan iiretimde degisik substrat kalinliklarinda
ksilanaz aktivitesi degisimi.
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Sekil 3. Havalandirmali iiretimde 3.33 l/dak/kg substrat hava hizinda ksilanaz
aktivitesi degisimi.
T. longibrachiatum fungusunun bugday kepegi ortaminda degisik

substrat kalinliklarinda (0.5-2.5 cm) ksilanaz aktivite {iretiminin
incelendigi bir ¢aligmada, maksimum aktivitenin 948 1U/g ile 1.5 cm
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substrat kalinliginda, 2.9 1/dak/kg substrat hava akis hiz1 ve % 55 nem
oraninda elde edildigi  belirtilmektedir  (10). Bu degerle
karsilastirildiginda bu calisma ile 3.6 kat daha yiiksek aktivitede
ksilanaz enzimi iiretimi gergeklestirilmistir.
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——05cm ——1.0cm

Sekil 4. Havalandirmali iiretimde 6.66 1/dak/kg substrat hava hizinda ksilanaz
aktivitesi degisimi.

Sonug¢

Biyoreaktorde yapilan iiretimlerde 0.5 cm substrat kalinlig1 ve
3.33 kg/l/dak havalandirma hizinda 3467.56+121.28 1U/g kuru substrat
aktiviteye sahip ksilanaz enzim preparati iiretilmistir. Bununla beraber
Olcek biliylimesine bagli olarak biyoreaktdr icinde meydana gelen
oksijen transferi kisitlamalari, sicakligin {iremeye bagli olarak
ylikselmesi, nem oraninin iiretim siiresince degismesi gibi faktorler
daha belirgin olarak ortaya ¢ikmistir. Bu sorunlarin beslenen havanin
sartlandirilmasi yani sira biyoreaktor tipinin uygunlugu ile asilabilecegi
diistiniilmektedir.

Ozet

Ksilanaz enzimi iiretiminde ekonomik degeri diisiik olan tarimsal yan
iiriinlerin kullanildig1 kat1 kiiltiir fermantasyon yontemi uygulanmistir. Biyoreaktorde
yapilan iretimlerde bugday kepegi ve malt ¢imi karsimi (1:3) substrat olarak
kullanilmis ve Trichoderma longibrachiatum fungusu ile ksilanaz enzimi iiretimi
yapilmstir. Uretimde, inokulasyon seklinin, havalandirmanin, substrat kalinliginin
ksilanaz enzim verimine etkisi incelenmis ve iiretim sirasinda sicaklik ve nem
degisimleri izlenmistir. 0.5 cm substrat kalinligi ve 3.33 I/dak/kg substrat
havalandirma hizinda en yiiksek ksilanaz aktivitesi 3467 1U/g kuru substrat olarak
elde edilmistir.
Anahtar sozciikler: ksilanaz, kat1 kiiltiir fermantasyonu, bugday kepegi, malt ¢imi.
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