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OZET

Rhizopus delemar ile LIPAZ ve ASIT FOSFATAZ ENZIMLERININ
URETIMI ve AGIR METAL BiYOBIRIKIMININ ESZAMANLI OLARAK
INCELENMESI

Mehtap ERSAN
Doktora Tezi, Kimya Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Unsal ACIKEL

2011, 137 sayfa

Bu tez ¢alismasinda, R. delemar tarafindan iretilen ve metal biyobirikiminde dogrudan
rol oynayan asit fosfataz enzimi ve metal biyobirikiminde etkili olmayan lipaz enzimi
iiretimi incelenmistir. Fermantasyon ortamina eklenen indiikleyicilerin, ylizey aktif
maddelerin ve inhibitorlerin lipaz aktivitesine etkisi incelenmistir. Baz ticari yaglar ve
tribiitirin indiikleyici olarak kullanildiginda lipaz aktivitesi sirasiyla aycicek yagi> soya
yagt >findik yagi >misir yagi> tribiitirin zeytinyagi seklinde azalmistir. Ayrica
karistirma hizi ve havalandirma oraniin lipaz aktivitesine etkisi incelenmistir. Yiizey
aktif maddelerin lipaz aktivitesine etkisinin arastirilmasi i¢in iki farkli yiizey aktif
madde olan Tween-80 ve rhamnolipid, tribiitirin ile kargilastirmali olarak incelenmistir.
Maksimum lipaz aktivitesi, indiikleyici ve yiizey aktif madde olarak Tween-80 birlikte
kullanildiginda elde edilmistir. R. delemar’ in lipaz enzimi tretimi tizerine melas ve
sakkarozun etkisi birlikte incelenmistir. Aktivatorlerin varliginda lipaz aktivitesi NaCl >
KCI > CaCl,; > MgCl; > arap zamki > EDTA seklinde azalmig ve en yiiksek aktivite
964.55 pmol/L-dak olarak elde edilmistir. Fermantasyon ortamindaki agir metal
iyonlarinin varligr lipaz aktivitesini Onemli Olclide inhibe etmistir. Agir metal
iyonlarinin varhiginda lipaz aktivitesi sirastyla Fe(I) > Mn(II) > Co(II) > Ni(II) seklinde
azalmistir.

Benzer sekilde R. delemar’ 1n asit fosfataz enzimi {iretmesi i¢in uygun besin

ortam1 bilesenleri ve ortam pH’ 1 belirlenmistir. Mikroorganizmanin her iki enzim
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aktivitesi tlizerine agir metal iyonlarinin, Cu(Il), Zn(II) ve Ni(Il) etkileri incelenmistir.
Agir metalsiz ortamda mikroorganizmanin maksimum-6zgiin (intrinsic) 6zgiil iireme
hizt (um) Ve Monod sabiti (Ks), 0649 sa ve 1.8928 g/L olarak hesaplanmustir. Asit
fosfataz tiretimi iizerine, agir metal iyonlarinin inhibisyonu sabiti ve maksimum goriiniir
Ozgiil iireme hizlar1 bulunmustur. Ni(Il) ve Cu(Il) iyonlarinin R. delemar’ in liremesi
tizerine etkisi yarigmali inhibisyondur ve inhibisyon sabitleri sirastyla 67.11 mg Ni(II)/L
ve 82.30 mg Cu(Il)/L olarak bulunmustur. R. delemar’ m tiiremesi lizerine Zn(ll)
iyonunun inhibisyon tipi, kismi yarigsmali inhibisyon ve inhibisyon sabiti, 179.21 mg
Zn(II)/L olarak bulunmustur.

Michaelis—Menten sabitleri (Kp) ve reaksiyonun ileri yondeki maksimum hiz
sabiti (Vn), metal igermeyen ortamda sirasiyla 3.17 mM ve 833.3 umol/L-dak olarak
bulunmustur. Ni(II) ve Cu(Il) iyonlarinin varlig1 asit fosfataz aktivitesini inhibe etmistir.
Ni(II) ve Cu(Il) iyonlarinin reaksiyonun maksimum hizini, Vy,, azaltmasi yarismasiz tip
inhibisyon kinetigine uydugunu gosterir ve inhibisyon sabitleri sirastyla 50 mg Ni(ll)/L,
100 mg Cu (II)/L olarak hesaplanmistir. Zn(Il) iyonlarmin spesifik iireme hizi ve R.
delemar’ m asit fosfataz aktivitesi 25 mg/L Zn(II) konsantrasyonuna kadar artmis, bu
derisimden sonra azalmaya baslamistir. Asit fosfataz aktivitesi i¢in Zn(II) iyonlarinin
inhibisyon tipi, yarismasiz-karigik tip inhibisyon olarak belirlenmistir. Yarigmasiz-
karisik tip inhibisyon i¢in Zn(II) iyonlarinin inhibisyon sabiti 100 mg Zn(II)/L olarak
belirlenmistir.

Calismanin bu asamasinda ise R. delemar’ i ireyen, ilireme peryodunu
tamamlamis ve kimyasal/isil olarak 6ldiiriilmiis hiicrelerin ~ Cu(lIl), Ni(ll) ve Zn(ll)
iyonlari i¢in biyobirikim ve/veya biyosorpsiyon sonuglar1 karsilagtirilmistir. Maksimum
metal giderimi iireyen hiicrelerde elde edilirken, en diisiik metal giderim kapasitesi
iireme peryodunu tamamlamis hiicrelerde elde edilmistir.

R. delemar’ 1 tremesi, asit fosfataz aktivitesi ve metal biyobirikimi Cevap
Yizey Yontemi (CYY) ve Box-Behnken deney dizayni kullanilarak, pH, sicaklik ve
baslangic metal iyonu konsantrasyonuna bagli olarak optimize edilmistir. Elde edilen
matematiksel modeller, ANNOVA (Analysis of variance) istatistiksel yontemi ile

degerlendirilmis, modellerin dogrulugu ve gegerliligi tartisiimistir.

Key words: R. delemar, lipaz, asit fosfataz, biyobirikim, Cu(ll), Ni(ll), Zn(Il), Cevap
Yiizey Yontemi (CYY)



ABSTRACT
INVESTIGATION of SIMULTANEOUS LIPASE and ACID PHOSPHATASE
PRODUCTION and HEAVY METAL BIOACCUMULATION by R. delemar

Mehtap ERSAN
Doctorate Thesis, Departmant of Chemical Engineering
Supervisor: Assistant Prof. Unsal ACIKEL
2011, 137 pages

In this thesis study, the production of acid phosphatase enzyme which plays a role
directly in metal bioaccumulation and lipase enzyme which does not participate directly
in metal bioaccumulation by R. delemar were investigated. The effects of inducers,
surface-active materials, activators, and inhibitors in the fermentation medium on lipase
activity in R. delemar were investigated. In the presence of certain commercial oils and
tributyrin as an inducer, lipase activity decreased in the order of sunflower oil >
soybeanoil > hazelnut oil > corn oil > tributyrin > olive oil. In addition, the effects of
the stirring and aeration rates on lipase activity were investigated. To investigate the
effect of surface-active materials on lipase activity 2 different surface-active materials,
Tween-80 and rhamnolipid (biosurfactant), were used as comparatives with tributyrin.
Maximum lipase activity was observed in the fermentation medium containing Tween-
80 as both an inducer and surface-active material. The combined effects of molasses
and sucrose on lipase production by R. delemar were also investigated. Lipase activity
in the presence of activators decreased in the order of NaCl > KCI > CaCl, > MgCl, >
gum arabic > EDTA, and maximum lipase activity of 964.55 umol/L-dak was obtained.
The presence of heavy metal ions in the fermentation media severely inhibited lipase
activity. Lipase activity in the presence of heavy metal ions decreased in the order of
Fe(11) > Mn(11) > Co(ll) > Ni(ll).

In a similar way, to produce acid phosphatase enzyme by R. delemar, the
optimum growth medium components and pH were determined. The effects of heavy
metal ions, Cu(ll), Zn(Il) and Ni(Il) ions on acid phosphates activity were investigated.
Maximum intrinsic specific growth rate (um) and Monod constant (Ks) in metals-free

medium were determined as 0.0649 h™ and 1.8928 g/L. The inhibition type of heavy
Vi



metal ions on acid phosphatase enzyme production was determined and the values of
inhibition constant and the forward direction maximum reaction rates were found. The
inhibition types of Ni(ll) and Cu(ll) ions on growth rate of R. delemar were found to be
a competitive inhibition and the inhibition constants of Ni(ll) and Cu(ll) ions were
found to be 67.11 mg Ni(Il)/L and 82.30 mg Cu(Il)/L, respectively. The inhibition type
of Zn(I1) ion on growth rate of R. delemar was found to be an uncompetitive inhibition
and the inhibition constant of Zn(I1) ion was found to be 179.21 mg Zn(ll)/L.

Michaelis—Menten constant (K,) and maximum forward velocity of the reaction
(Vm) were determined as 3.17 mM and 833.3_mol/L min, respectively, in metal-free
medium. In the presence of Ni(ll) and Cu(ll) ions,the activity of acid phosphatase was
inhibited. Addition of Ni(ll) and Cu(ll) ions decreased the maximum reaction velocity,
vm, showed noncompetitive-type inhibition kinetics and the inhibition constants were
determined as 50 mg Ni(ll)/L, 100 mg Cu (I1)/L, respectively. The presence of Zn(ll)
ions on both the specific growth rate and acid phosphatase activity of R. delemar
affected as activator up to 25 mg/L Zn(ll) concentration, than the inhibition effect of
Zn(11) ions began. The inhibition type of Zn(Il) ions for acid phosphatase activity was
found to be non-competitive mixed type inhibition. The value of non- competitive
mixed type inhibition constant for Zn(Il) ions was determined as 100 mg Zn(ll)/L.

In the next stage, the Cu(ll), Ni(ll) and Zn(ll) bioaccumulation and/or
biosorption studies by growing, resting and chemically/thermally killed cells of R.
delemar were carried out, and the results were compared. Maximum metal removal was
obtained by growing cells, while the resting cells have the lowest metal capacity.

The growth and acid phosphatase activity of R. delemar and metal
bioaccumulation were optimized by response surface methodology (RSM) and a Box-
Behnken experimental design was used to study the interactive effects of pH,
temperature and initial metal ion concentration on these input parameters. The
mathematical models obtained were evaluated by Anova (Analysis of variance)

statistical method, the accuracy and significance of these models were discussed.

Key words: R. delemar, lipase, acid phosphatase, bioaccumulation, Cu(ll),
Ni(Il), Zn(I1), Response Surface Methodology (RSM)
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1 GIRIS

Enzimler hiicrenin icinde gerceklesen binlerce kimyasal reaksiyonu katalizleyen
molekiillerdir. Teknolojinin ilerlemesi ve biyoteknolojinin enzimler {iizerinde
yogunlasmasi ile kullanim alanlar1 oldukc¢a genislemistir. Diinyada iiretilen enzimlerin
yaklastk %80‘1 mikrobiyal kaynaklardan elde edilmektedir. Mikroorganizmalar
kullanilarak her yil iiretilen saf enzimlerin miktarlar: 500 ton gibi degerlere ulasmistir.
Ayrica enzimleri diger proteinlerden ayirmak ve saf halde elde etmek de miimkiin hale
gelmistir (Beynon ve Bond, 1989)

Esterifikasyon ve transesterifikasyon zincirleri i¢in miikemmel bir katalizor olan
lipaz, aymi zamanda endiistriyel uygulamalarda birgok alanda kullanilmaktadir.
Ozellikle mikrobiyal kaynakli lipazlar, biyoteknolojik uygulamalar ve organik kimyada
yiiksek oranda kullanilmaktadirlar. Lipaz (triagilgliserol hidrolaz), kameili bir mantar
olan Rhizopus tiirii mikroorganizmalardan elde edilebilmektedir.

Glinimiizde mikrobiyal kaynakli lipazlar, gida endiistrisinde, eczacilikta
transesterifikasyon ve hidroliz reaksiyonlarinda, kozmatik sanayiinde kullanilan
tirtinlerin igerigindeki kimyasal maddelerin sentezlenmesinde, deri, kagit ve deterjan
endistrilerinde, yaglarin hidrolizi amaci ile kullanilmaktadir. Tiim bu geleneksel
kullanim alanlarinin yanisira, lipazlar son yillarda atiksularin aritiminda da genis
uygulama alanlar1 bulmaktadirlar. Gida endiistrisi, evsel ve lokanta atiksulari, mezbaha,
deri endiistrileri atiksulari, agir metallerle birlikte, diisiik biyobozunma 6zelligi gosteren
yiiksek miktarlarda sivi ve kati yaglar igermektedirler. Bu kaynaklardan gelen
atiksularin ~ biyolojik  yontemlerle aritimi, lipazlarm yeni ve Umit verici
uygulamalarindan biridir (Lairon vd., 1978).

Tasidiklar1 teknolojik 6nem nedeniyle cesitli endiistrilerde olduk¢a yaygin
olarak kullanilan agir metal iyonlarmin neden oldugu su kirliligi 6nemli bir kirlilik
tirtidiir. Agir metal kirliligi iceren atiksular suda yasayan ve bu suyu kullanan canlilar
icin oldukg¢a zehirli etkiye sahip, inorganik karakterli sulardir. Bu tiir kirleticileri i¢ceren
atiksularin, su standartlarina goére kontroliiniin yapilmast ve atiksudaki derisimlerinin

mutlaka istenen seviyelere disiiriilmesi gereklidir. Agir metal igeren atiksularin



konvansiyonel yontemlerle aritimimin yanisira, bazi mikroorganizmalarin agir metal
biyobirikimiyle metal gideriminde etkin bir rol oynadig: bilinmektedir (Agikel ve Ersan
2010).

Ureyen hiicreler (growing cells), iireme periyodunu tamamlamis hiicreler
(resting cells), 6lii hiicreler (dead cells) ve biyolojik kaynakli sorbentlere dayanan aritim
yontemleri, toksik metal miktarlarinin uluslararasi diizeyde kabul edilebilir sinir
degerlere diisiiriilmesi i¢in verimli, ekonomik ve c¢evre dostu alternatif yontemler
olusturmaktadir. Agir metal giderim prosesinde en énemli ilerleme, metal gideriminden
sorumlu metalleri katalizleyen enzimlerin belirlenmesidir.

R. delemar mikroorganizmasi belirli bilesenleri iceren besin ortamlarinda ve
uygun pH degerinde asit fosfataz enzimini iiretir. Metal giderimi hiicreye bagli metal
fosfat olarak agir metallerle ¢oken, inorganik fosfati serbest birakan hiicreye bagh
fosfataz aracilig1 ile gerceklestirilir. Metal biyobirikimi 6n iireme esnasinda iiretilen asit
tipi fosfataz aracilig1 ile gerceklestirilir. Asit fosfataz uygun organik veya inorganik
fosfat kaynagindan HPO,? ’yi serbest birakir. Bu fonksiyonu iireme periyodunu
tamamlamis ve/veya tutuklanmig mikroorganizma  hiicreleri de gdOsterebilir
(Gadd,1990). Hidrojen fosfat M*? ile stokiyometrik olarak ¢okerek, hiicre yiizeyine
MHPO, olusturmak tiizere sikica baglanir. R. delemar’ in asit fosfataz {iretmesi besin
ortam bileseni olarak misir maserasyon sivist ve nigasta kullanarak saglanmaktadir
(Tsekova ve Galobova, 2003).

Bu tez calismasinda R. delemar mikroorganizmasiyla agir metal iyonlarinin
biyobirikiminde dogrudan rol oynayan asit fosfataz enziminin, metal biyobirikiminde
dogrudan rol oynamayan, fakat atiksulardaki lipidlerin gideriminde etkin olan lipaz
enziminin iretimi incelenmistir. R. delemar lipazinin en uygun ireme kosullarinin
saptanmast amaciyla ortam pH’ 1, sicakliginin, besin ortami bilesenlerinin,
indiikleyicilerin ve yiizey aktif maddelerin etkisi incelenmistir. Bu calismada karbon
kaynaklarinin mikroorganizma konsantrasyonu ve lipaz aktivitesi ilizerine etkisinin
incelenmesi i¢in substrat olarak glikoz, sakkaroz ve melas kullanilmis, yiizey aktif
madde olarak tween 80’ in etkisi incelenmis ayrica ticari yaglarin aktivite iizerine
etkileri arastirilmis ve bunlarin optimum degerleri bulunmaya c¢alisilmistir. Benzeri
sekilde R. delemar’ 1n asit fosfataz enzimi iiretmesi i¢in uygun besin ortami bilesenleri
ve ortam pH’1 belirlenmistir. Mikroorganizmanin her iki enzim aktivitesi iizerine agir

metal iyonlarinin, Cu(Il), Zn(II) ve Ni(II) etkileri incelenmistir.
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Agir metalsiz ortamda mikroorganizmanin maksimum- (intrinsic) 6zgil iireme
hiz1 (1) ve Monod sabiti (Ks) hesaplanmistir. Daha sonra R. delemar’ in iireme hizi
lizerine agir metal iyonlarinin inhibisyon tiirii belirlenmistir. Ortamda agir metal
iyonlarmin bulunmasinin maksimum-goriiniir (apparent) o6zgiil iireme hizlarini (W)
azalttig1 belirlenerek degerleri saptanmistir. Mikroorganizmanin {rettigi asit fosfataz
enzimi i¢in Michaelis-Menten sabiti (Kn) ve reaksiyonun ileri yondeki maksimum hizi
(Vm) belirlenmistir. Ortamda bulunan agir metal iyonlarinin asit fosfataz enzimi iiretimi
tizerindeki inhibisyon tiirii belirlenerek inhibisyon sabitinin ve ileri yondeki maksimum
hizlarin degerleri saptanmistir. Calismalarin daha sonraki asamasinda asit fosfataz
enzimi aracilifiyla gergeklestirilen Cu(Il), Ni(ll) ve Zn(Il) biyobirikimi ve/veya
biyosorpsiyonu iireyen hiicreler, iireme periyodunu tamamlamis hiicreler ve 1sil
islemden gegirilerek oldiiriilmiis hiicrelerle gergeklestirilerek sonuglar karsilagtiriimistir.
Elde edilen sonuglar, maksimum metal gideriminin iireyen R. delemar hiicreleriyle elde
edilirken, lireme periyodunu tamamlamis hiicrelerin en diisiik metal kapasitesine sahip
oldugunu gostermistir.

Mikroorganizma iiremesi, asit fosfataz tiretimi ve metal biyobirikim kosullarini
tasarlamak amaciyla yilizey cevap yontemi (CYY, response surface method, RSM)
kullanilmistir. Elde edilen degerler, ANNOVA (Analysis of variance) istatiksel yontemi

ile degerlendirilmis, kullanilan yontemin dogrulugu ve gegerliligi tartisilmistir.



2 GENEL BIiLGILER

2.1 Canhilarin Siniflandirilmasi ve Mikroorganizmalar

Canlilarin belirli 6zellikleri gbz Oniine alinarak yapilan gruplandirmaya siniflandirma
veya Dbiyosistematik denir. Simiflandirmayr inceleyen bilim dalina sistematik
(taksonomi) denir. Canlilar temel olarak 6 grupta siniflandirilir. Bunlar monera, protista,
bitkiler, hayvanlar, mantarlar ve mikroorganizmalardir. Protista (mikroorganizma)
grubundaki canlilar iki sinifa ayrilirlar.

a. Prokaryotlar: En ilkel tek hiicreli canlilar olan bu grubun baslicalar1 bakteriler,
viriisler, bakteriyofajlar ve mavi-yesil alglerdir.

b. Okaryotlar: Prokaryotlardan daha gelismis canlilar grubudur. Hiicre yapilarinda
farkliliklar vardir. Mantarlar, tek hiicreli hayvanlar (protozoalar) ve su yosunlari (algler)
bu gruba girerler (Pekin, 1980).

Mantarlar, ¢ok hiicreli ve tek hiicreli olabilen 6karyotik canlilar1 kapsayan bir
canlilar alemi ve sapkali mantarlarin tiimiine halk arasinda verilen genel addir.
Mantarlar (funguslar) ¢ok sekilli ve hakiki ¢ekirdege sahip olduklari i¢in bakterilerden,
fotosentetik pigmentleri olmadig1 icin alg ve yosunlardan ayrilir. Mantarlar sapkali
mantarlar, kiif mantarlari ve mayalar olmak iizere lige ayrilirlar.Sapkali mantarlar
klorofil igermediklerinden g¢ogunlukla 6lii veya Olmek tizere olan bitki ve bitkisel
artiklar tizerinde saprofit olarak yasarlar. Kiif mantarlart 6zellikle havada bulunan
sporlart nemli ve besinli ortamda ¢ogalarak meydana gelen mantarlardir. Binlerce ¢ok
kiiclik (mikroskobik) mantarin biraraya gelmesiyle olusur. Kiif yapmay1 saglarlar.
cevredeki atiklari cliriiterek dogaya katkida bulunurlar. Siitii eksitirler, sirke yapimini
saglarlar. Ekmek yapiminda da maya olarak kullanilirlar. Hastalik yapanlar1 ise ¢ok
cesitli hastaliklara yol acar. Hatta bu hastaliklar dldiiriicii olabilir. Kiif mantarlarindan
hif denilen organlariyla antibiyotik (penisilin) tiretilmistir. Bir kismi hayvanlar ve
insanlarin iizerinde parazit olarak yasarlar. Mayalar ise mantarlarin alt grubudur ve tek
hiicreli canlilardir. Hiicre biiytlikliigline gore bakterilerle yliksek mantarlar arasinda yer

alirlar (Shuler ve Kargi, 1992).
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2.2 Mikroorganizmalarin Biiyiime Ortam
Mikroorganizmalarin geligme ve biiylimeleri i¢in gerekli besinleri ve uygun kosullari
iceren ortama ‘besi’ ya da besin yeri (ortami) adi verilir. Mikroorganizmalarin
yasamlarin1 siirdiirmelerini saglayan besinlere substrat denir. Mikroorganizmalarin
gelismeleri i¢in  besin olarak bol miktarda karbonlu ve azotlu organik maddelerden
yararlanilir. Karbon mikroorganizmanin enerji kaynagidir. Fakat aym1 karbon
kaynaklarini pargalama sekilleri mikroorganizmadan mikroorganizmaya ¢ok degisiklik
gosterir. Ekseri mayalar nisastay1 ya hi¢ ya da yeter derecede hizli parcalayamadiklari
halde, hidrokarbonlarda oldugu gibi sekerleri kolaylikla pargalayabilirler. Par¢alanma
ilk olarak pargalayict enzimlerin substrata adaptasyonlarindan sonra meydana gelir.
Azot kaynag olarak genelde NH,; ve NO™ gibi anorganik azotlu maddeler
asimile edilebilir. Urin, piirin, ¢esitli aminoasitler, pepton, maya ekstrakt1 ve protein
azot kaynagi olarak sikc¢a kullanilir. Ancak besin yerinin hazirlanmasinda bunlarin
disinda belirli oranda fosfor ve kiikiirt iceren organik ya da inorganik maddeler ile O, H,
P, S, K, Ca, Mg, Fe, ve kismen eser element olarak Mn, Cu, Zn, Mo, Co, Ni, V, B ve
Na’ a gereksinim duyulur. Bu eser elementlerin pek ¢ogu diger tuzlar ve kompleks
maddeler i¢inde bulagmis bir halde bulunurlar (Bailey ve Ollis, 1977; Pekin, 1980;
Goziikara, 1997).

2.2.1 Mikroorganizmanin Biiyiimesine Etki Eden Parametreler

2.2.1.1 pH

Mikroorganizmanin gelismesi i¢in besin ortaminin pH’ 1 ¢ok 6nemlidir. Birgok bakteri
nétral ortamda gelisir. Ureme igin optimum pH, enzim iiretimi ve iiriin olusumu igin
olan optimum pH’ dan farkli olabilir. Ayn1 zamanda pH, organik asitlerin tiretimi,
asitlerin ozellikle de amimoasitlerin kullanimi1 veya bazlarin {iretimi nedeni ile de
degisebilir. Bir tampon veya aktif pH kontrol sistemi araciligir ile pH kontroli

saglanabilir (Shuler ve Kargi, 1992).

2.2.1.2 Sicakhk
Her mikroorganizmanin gelisebildigi en diisiik sicaklik, en hizli gelisebildigi sicaklik ve
geligebildigi en yiiksek sicaklik vardir. Mikroorganizmalar en uygun tiredikleri sicaklik

araligina gore ;



1) Psikrofilik

2) Termofilik

3) Hiper termofilik

4) Mezofilik olmak tizere dort gruba ayrilir.

Optimum sicaklik mikroorganizmanin iireyebildigi maksimum sicakliga daha yakindir.
Maksimum sicakligin iizerinde mikroorganizmanin igindeki proteinler denatiire olur.
Minimum sicakligin altinda sitoplazmik membran donar, besin tasima ve proton yiikii
(gradienti) olusturamaz. 45 °C ile 80 °C de iireyen mikroorganizmalar termofilik olarak,
80 °C’ nin Ustiindekiler hiper termofilik olarak adlandirilir. Bunlar kaynayan sicak
sularda, denizin dibindeki hidrotermal deliklerde yasarlar. Mikroorganizmalarda yiiksek
sicakliga dayanikli makromolekiiller vardir. Mezofillerin optimum {ireme sicakligi

25°C-45 °C’ dir. Dogadaki mikroorganizmalarin ¢ogu mezofiliktir.

2.2.1.3 Oksijen Thtiyaci

Mikroorganizmalar O, ihtiyaglarina gore asagidaki gibi gruplandirilirlar;

I. Aeroblar: %21 oraninda oksijen varliginda iireyenler ve daha fazla O, iceren
ortamlarda (hiperbarik oksijende) iireyenler bu grupta toplanir.

2. Mikroaerofilikler: Oksijen miktart havadakinden daha az (%17) oldugunda
tireyen mikroorganizmalar. Bunlar oksijenle yapisi bozulan enzimlere sahiptirler.

3. Fakdiltatifler: Hem aerobik hem de anaerobik kosullar altinda iireyenler.

4. Anaeroblar: Son elektron alici olarak O,” yi kullanacak solunum sistemi olmayanlar
anaerobik mikroorganizmalardir. iki tip anaerobik organizma.vardir.

Aerotolerant anaeroblar: O’ nin varliginda da iireyenler ve O,' ye toleransl olanlar.
Zorunlu anaeroblar: O, varliginda iiremeyenler. Zorunlu anaeroblar oksijen
metabolizmasinin bazi iriinlerini detoksifiye edemediklerinden oliirler. Oksijen
indirgendiginde hidrojen peroksit (H20,), superoksit (O,") ve hidroksil radikalleri (OH")
olusur. Zorunlu anaeroblarda flavin enzimleri vardir. Bu da O ile kendiliginden
reaksiyona girerek bu toksik {iriinleri liretir. Aeroblarda bu toksik oksijen {iriinlerini
ortadan kaldiracak enzim sistemleri vardir. Bazi1 durumlarda daha iyi bir oksijensiz

kosul yaratmak i¢in fermentasyon sivisi i¢ine CO, . N, verilir (Shuler ve Kargi, 1992).



2.2.1.4 Nem Miktar1 (Su Aktivitesi)

Mikroorganizmalar i¢in mevcut olan suyun miktar1 ortama seker ve tuz katildiginda
azalir. Su aktivitesi gidanin yiizeyinde mikroorganizmanin kullanabilecegi sudur. Eger
ortam yiiksek osmotik basinca sahipse ortamm su aktivitesi diisiiktiir.
Mikroorganizmalar diisiik su aktiviteli ortamda ancak iglerindeki erir madde
konsantrasyonunu arttirarak yani iglerini daha hipertonik yaparak disaridan su cekerler.
Bu amagla bakteriler kolin, prolin, glutamik asit ve diger amino asitleri ya disaridan
tasir ya da kendisi sentezler. Mantarlar ve algler ise arabitol, gliserol, mannitol gibi poli
alkolleri veya sakkaroz biriktirerek disaridan su ¢ekerler. Poli alkoller ve amino asitler
hiicreye zarar vermezler. Halofilik bakterilerde K™ ve glycine betaine, asir1 halofilik

bakteride ise ectoine bu rolii gortir.

2.3 Mikroorganizmalarin Ureme Evreleri

Sivi besiyerine belirli sayida mikroorganizma ekilecek ve diizenli araliklarla bu
basiyerinden alininan 6rneklerin her milimetresindeki mikroorganizma sayisi sayilacak
olursa bunlarin diizenli ve ayni hizda iiremedikleri goriiliir. Mikroorganizmalarin

tiremesinde zamana bagl olarak dort evre vardir.

2.3.1 Gecikme Evresi (Baslangi¢ Evresi)

Bu dénemde mikroorganizmalarin tiremesinde bir gecikme gozlenir.

Gecikme evresi asagidaki durumlarda goriiliir;

I. Eger as1 durgun evredeki mikroorganizmadan veya iireme peryodunu tamamlamis
kiiltiirden alinmis ise gecikme evresi gozlenir.

2. Hiicreler 1s1, radyasyon veya toksik kimyasallarla muamele edildikten sonra yeni bir
ortama ekilirlerse gecikme evresi goriiliir. Ciinkii bu hiicrelerin kendisini onarmasi igin
zaman gerekir.

3. Zengin bir besiyerinden alinan mikroorganizma zayif igerikli bir besiyerine ekilirse
gecikme evresi goriiliir. Ustel iireme evresine girmis mikroorganizmalar a1 olarak ayni

igerikli taze bir ortama ekilirse gecikme evresi goriilmez (Tsekova ve Galabova, 2003).

2.3.2 Ustel Ureme Evresi
Mikroorganizma sayisinin hizla arttigt donemdir. Her 20 dakikada bakteri tiirii

mikroorganizmalarin sayisi iki katina ¢ikar. Bu evrede mikroorganizmalarin canli, geng
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ve iiretken oldugu kabul edilir. Mikroorganizma sayisi ya da konsantrasyonu belirli bir
diizeye ulasinca iistel iireme evresine ulasilir. Ustel iireme evresinde mikroorganizmalar
iistel olarak arttig1 i¢in kesikli kiiltiirlemede ortamdaki besinler giderek azalir. Ortamda
inhibe edici iiriinlerde olusabilecegi i¢in mikroorganizmalar maksimum konsantrasyona

ulagsmayabilir.

2.3.3 Duraklama Evresi

Ustel iireme evresinden evreden sonra mikroorganizmalarin yaslanmasi ve olim
olaymin belirginlesmesi nedeni ile ¢ogalma hizinda azalma gozlenir. Buna duraklama
evresi denir. Duraklama evresi, hizli bitylimeden bir strese tepki haline ge¢is donemidir,
DNA tamiri, antioksidan metabolizmasi Ve besin tasimasi ile iligkili genlerin ifadesinde
bir artis olur (Hecker ve Volker, 2001).

‘ Ii | ) 1 ;
Ustel Ureme Evresi

Hiicre Sayisi

Zaman

Sekil 2.1. Mikroorganizma biiylime evreleri

2.3.4 Sabit Evre
Bu evrede kimi mikroorganizmalar iirer, kimileri o6liir ve bazilar1 da c¢ogalmadan
yasamlarini siirdiiriir. Bu ii¢ etmen birbirini dengeledigi i¢in mikroorganizma sayisinda

zamana gore net bir artis gézlenmez.

2.3.5 Oliim Evresi

Bu evrede mikroorganizmalarin 6liim hizlar arttig1 i¢in zamanla konsantrasyonlarinda

8
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azalma gozlenir. Bu evrede mikroorganizmalarin disa salgiladigi enzimlerden dolayi
hiicre zarlarinda parcalanma ve hidroliz olaylar1 belirgin bir hal alir. Hidrolitik ve
lipolitik enzimlerin medana getirdigi bu olaya genel olarak ‘lisis’ denir (Pekin, 1980;

Shuler ve Kargi, 1992).

Kemostat:

Hiicreler uzun siire sabit ¢evrede tutulmak istendiginde devamli kiiltiir teknigi kullanilir.
Burada sabit bir hacimde taze besiyeri ortama siirekli olarak ilave edilir. Yine aym
hacimde besiyeri ortamdan devamli uzaklastirilir. Boyle bir sistem dengededir. Bu
sistemde hiicre sayis1 ve besin durumu sabittir. Sisteme yatiskin durumda ¢aligir sistem
(steady system) denir. Devamli kiiltiir aletine kemostat denir. Bu sistem hem kiiltiiriin
popiilasyon yogunlugu hem de kiiltiirdeki biiylime oranini kontrol eder. Seyrelme orani,
karbon ve azot kaynagi gibi sinirli besin konsantrasyonu kemostat kontroliinde
kullanilir. Bu alette populasyon yogunlugu rezervuarlarda bulunan sinirli besinin
konsantrasyonu ile kontrol edilir. Biiyiime oran1 ise akis orani ile kontrol edilir. Bu akis
orani (besiyerine ilave edilen taze besiyeri orani) ve besiyerindeki madde miktar
ayarlanabilir. Kemostatdaki hiicre yogunlugu (hiicre/ml) ortamdaki sinirli besin seviyesi

ile kontrol edilir (http://www.metindigrak.com/mikrobioloji/gelisme.htm).

2.4 Rhizopus delemar

Rhizopus delemar, etkili agir metal biyosorbenti olarak bilinir (Tsekova ve Galabova,
2003). Spor olusturan bir kiif mantar tiiridiir. Optimum ¢ogalma sicakligi 30-35 °C
olup, minimum 5-7 °C ve maksimum 44-49 °C olmak iizere genis bir sicaklik araliginda
urer. Koloniler ¢cogalma periyodunun degisik evrelerinde beyazdan kahverengiye donii-
serek ve genellikle s1v1 besin ortaminin yiizeyinde 10 mm yiiksekligine ulasabilen kiif
olusturarak iirerler. Filemental yapinin olusmasi yaklasik olarak 10-15 giin, rengin
kahverengiye donmesi 15-20 giinliik bir siire alir. Patates dekstroz agar, malt Gziitii,
maya Oziitii, glikoz ve soya pepton gibi besinleri igeren ortamlarda 6zellikle pH 5.0-5.5
araliginda hizl biiyiirler. Besin ortami ¢ok asidik olmamak kaydiyla diger pH’ larda da
irerler (Sag, 2006).

2.5 Enzimler

Enzimler, protein yapisinda, biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden organizma i¢in
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onemli maddelerdir. Enzimler reaksiyon esnasinda harcanmaz ve ortamda kalirlar. Her
enzimin bir substrati vardir. Her enzim 6zgiil bir kimyasal reaksiyonu katalize eder.
Mikroorganizma metabolik aktivitesini siirdiirebilmesi i¢in bir degil birden ¢ok enzim
sistemine ihtiya¢ duyar. Bu enzimlerin bir kismi hiicre i¢inde (endoenzimler), bir kismi
da hiicre disinda (ekzoenzimler) gorev yaparlar. Ekzoenzimler hiicre disinda bulunan
besinleri hiicre i¢ine alinacak hale getirir. Endoenzimler ise hiicrenin yap1 taslarinin
olusturulmasinda ve hiicre i¢in gerekli enerjinin saglanmasinda goérev alirlar. Bir
molekiil enzim bir dakika i¢inde bir milyon substrat molekiiliinii etkileyebilir.

Enzimler, yap1 ve uyum enzimleri olarak ikiye ayrilirlar.

m Yap:1 enzimleri: Bakteri hiicresinde her zaman, yani sentezlenecek madde olmadan
da vardir. Bu enzimler genelde bakterinin yapi taslarinin sentezinde goérev alirlar.

m Uyum enzimleri: Bir uyari varliginda olusan enzimlerdir. Uyar1 bittiginde miktarlar
¢ok azalir.

Bir kisim enzimler islevleri sirasinda kendilerini aktive eden protein yapida
olmayan organik molekiillere gerek duyarlar. Bu molekiillere prostetik grup ya da
koenzim adi verilir. Enzimlerin protein kismina apoenzim, apoenzim ve koenzimden
olusan komplekse ise haloenzim denir. Apoenzimler 6zgiil etki gostermelerine karsilik,
koenzimler bir ¢ok apoenzime baglanarak cesitli kimyasal reaksiyonlara katilabilirler.
Baz1 enzimler ise, aktive olabilmek i¢in koenzimler disinda kofaktor denilen bazi
aktivator maddelere ihtiya¢ duyarlar (Sekil 2.2). Bu enzimler kofaktor olmaksizin
etkinlik gosteremezler. Kofaktorler ¢ogunlukla metalik iyonlardir. Baslicalari ise Fe(ll),
Mg(ll), Zn(I1), Cu(ll)" dir. Eger enzim koenzim ve kofaktorii ile birlikte ve katalitik
bakimdan tamamen aktif ise enzimin bu haline haloenzim adi verilir. Eger enzim
koenzim ve kofaktorden ayrilacak olursa ve enzim inaktif hale gelecek olursa enzimin
diyalize edilemeyen ve yalniz proteinden meydana gelmis bu inaktif sekline ise
apoenzim adi verilir (Goziikara, 1997).

Enzimler, aktivite gosterirken bir ¢ok dis etmenden etkilenir. Bunlarin baglicalar
sunlardir.

m Enzimler etkinlik gosterirken ¢evre sicakligindan direkt olarak etkilenirler. Her
enzimin en etkin oldugu bir optimum, az etkin oldugu bir minimum bir de maksimum
sicaklik sinir1 vardir. Ortamin pH derecesinden de enzimler etkilenir. Enzimlerin

etkinlik gosterdikleri optimum, minimum ve maksimum pH degerleri bulunur.
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m Enzimlerin etkiledigi substratin, ortamdaki konsantrasyonu ne kadar fazla ise,
enzimin etkinligi o denli azalma gosterir.

m Ortamda tuz yogunlugu fazla ise enzimatik etkinlik azalir.

m Ortamda bulunan ¢esitli kimyasal maddeler, enzimlerin yapisinda bozulmaya neden
olacaklarindan etkinliklerinde de azalmaya neden olurlar.

m Ultraviyole, X 1simnlar1 gibi fiziksel etmenlerden enzimlerin iglevleri olumsuz etkilenir
(http://www.aof.anadolu.edu.tr/kitap/EHSM/1213/unite03.pdf).

Katalizleme olayi, enzimin lizerinde bulunan ve etkin bolge olarak bilinen ¢ok
kiigiik bir bolge tarafindan gerceklestirilir. Katalizleme sirasinda substrat etkin bolgeye
baglanir. Maksimum katalitik etki, bu bolgede bulunan fonksiyonel gruplarin en uygun
konuma gelmesiyle olusur (Pekin, 1980; Ekiz, 1985). Enzimler canli hiicreler tarafindan
biyolojik kosullarda sentez edilse de aktivite gostermeleri i¢in hiicre i¢cinde bulunmalari
gerekmez. Son yillarda gelistirilen yontemlerle hiicreden ar1 sistemlerde fakat yine
hiicresel organelleri ve molekiilleri kullanarak enzimleri hiicre disinda sentez etmek
miimkiin hale gelmistir. Enzim aktivitesini etkileyen faktorler olarak ortam pH’1,
sicaklik, substrat derigimi, zaman, c¢esitli iyonlarin derisimleri 151k gibi faktorler
sirlanabilir (Goziikara, 1997).

Substrat ve enzimin birbiriyle baglanmasiyla iligkili ¢esitli hipotezler ©6ne
stiriilmiistiir. Birinci hipotez anahtar-kilit modelidir. Bu hipotezde substratin aktif
merkezde enzime baglanmirken anahtar kilit gibi baglandigi kabul edilmistir. Ikinci
hipotez ise indiikklenmis uyum hipotezidir. Bu hipotezde ise enzim substrati olmadigi
zaman serbest olarak bulunmaktadir. Ancak substrati ile bulusacak olursa enzim 6zel
yapisini almakta ve substrat aktif bolgeye baglanmaktadir (Shuler ve Kargi, 2002). 1913
yilinda Michaelis-Menten enzim substrat iliskisini incelemis ve bugiin kendi adi ile

anilan esitligi tliretmistir.

2.5.1 Enzim-Substrat Kompleksi Olusum Modelleri

Enzimler katalizledikleri reaksiyonun aktivasyon enerjisini, substrata baglanarak
ve enzim substrat kompleksi olusturarak disiiriirler. Enzimler serbest enerji degisimini
ya da denge sabitini etkilemezler. Sekil 2.2° de enzimin reaksiyonun aktivasyon
enerjisine etkisini goriilmektedir. Enzim {izerindeki, substrat ile etkilesen kiigiik gruplar,
birgok durumda diisiik enerjili reaksiyon yolu saglayarak aktivasyon enerjisini azaltirlar

ve bu nedenle reaksiyonu hizlandirirlar.
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Enzim yok (katalizsiz) Enzim var (katalizli)

Serbest Enerji Serbest Enerji

Uriin

Reaksiyonun ilerlemesi Reaksiyonun ilerlemesi

Sekil 2.2 Enzim katalizli ve katalizsiz reaksiyonlarin aktivasyon enerjileri (Shuler ve

Kargi, 2002).

X —1s1m1 ve Raman spektroskopisi kullanilarak yapilan gesitli caligmalar enzim—substrat
(ES) kompleksinin varligin1 ortaya ¢ikarmistir. Ancak enzim-—substrat etkilesimi
molekiiler agidan heniliz tam olarak agiklanamamistir. Bu etkilesim farkli enzim —
substrat kompleksleri igin farkli olabilir. Enzim ve substrat arasindaki etkilesim
genellikle zayif van der Waals kuvvetleri ve hidrojen bagi ES komplekslerinin
olusumunu saglar. Substrat aktif bolge olarak bilinen enzimin 6zel bir bolgesine
baglanir. Substrat bagil olarak kiigiik bir molekiildiir ve ¢ok daha biiyiik olan enzim
molekiiliinde belli bir bolgeye yapisal olarak uyar. Bu etkilesimi anlatan en basit model
Sekil 2.3’ de verilen enzimi Kkilit, substrat1 anahtar olarak alan anahtar — Kilit modelidir
(Erdal, 2004).

\\\
|
\\\\§
|

Sekil 2.3 Anahtar kilit modeli
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Sekil 2.4 Enzim —substrat kompleksinin olusumu
Enzim iizerindeki spesifik amino asit yan zincirleri, metal iyonlari, koenzimler gibi
fonksiyonel gruplar, substrat ile gecici olarak etkilesebilirler (Sekil 2.4) ve reaksiyon

icin substrati aktive ederler.

2.5.2 Enzimlerin Adlandirilmasi ve Siniflandirilmasi

Enzimler kullanildiklar1 substratin veya katalize ettikleri reaksiyonun tipine gore
adlandirilmaktadir. Genellikle enzimler, enzimin etkiledigi substratin sonuna “ase = az”
eki getirilerek adlandirilmaktadir. Ornegin, iireaz iireyi amonyak ve karbondioksite
ayirmaktadir. Amilaz ise nisastayr hidroliz eden enzimdir. Enzimler 6 esas sinifa
ayrilmistir. Bunlar; oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar
ve ligazlardir. Her sinif ayrica altsiniflara ve alt siniflar da gruplara ayrilmistir. Yeni
kesfedilen ve sayillari hizla artan enzimler Uluslararasi Biyokimya Dernegi
(International Union of Biochemistry—IUB) tarafindan yeni bir siniflandirmaya tabi
tutulmustur. Enzimlerin siniflandirilmasina yonelik IUB sistemine gore her enzimin
sistematik bir kod numaras1 (E.C) vardir. Her enzime sistematik bir kod numarasi
verilmistir. Kod numaralar1 birbirinden ayrilmis 4 sayidan olusmaktadir. Bu sayilardan
birincisi enzimin girdigi esas sinifi, ikincisi alt sinifini, tigiinciisti grubunu,dordiincii say1
ise enzimin o gruptaki kendine 6zgli olan sira numarasidir (Bailey ve Ollis, 1977,

Shuler ve Kargi, 1992).
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[ KOFAKTORLER}

[ Apoenzime bagli aktif gruplar } [ Apoenzimden ayr1 halde }

I ] I ]
[ Organik etken }[ Inorganik etken }[ Koenzimler }[ Aktivatorler }

Sekil 2.5 Kofaktorlerin siniflandirilmasi (Pekin, 1980; Erdal, 2004)

2.5.3 Enzimlerin Katalitik Ozellikleri

Enzimler biyolojik reaksiyonlar1 katalize ettikleri i¢in biyokatalizorler sinifina girerler.
Dogal enzimler molekiil biyiikliikleri bakimindan genellikle kollaidal tanecikler
simifina girerler. Bu nedenle kimyasal kataliz yoniinden enzimler mikro heterojen
katalizorler olarak adlandirilabilirler.

Bir enzim yiizlerce farkli atomlardan yapilmis bir kimyasal bilesigi etkilerken bu
molekiiliin belirli bir bolgesini secerek buradan bir veya iki atomu veya fonksiyonel bir
grubu molekiiliin ana yapisini bozmadan koparir veya ilave eder. Bagka bir kimyasal
bilesik substrat yapisina ¢cok benzese ve bazi gruplarin yerleri hafifce degisik olsa bile
enzim bu iki maddeyi birbirinden ayirt edebilmektedir (Goziikara, 1997).

Enzimlerin katalitik aktiviteleri katalize ettikleri reaksiyon hizini tayin ederek
saptanir. Enzim aktivitesi turnover sayisi ile belirlenir. Turnover sayist 1 mol aktif
enzim tarafindan 1 dakikada f{irline doOnistiiriilen substratin mol sayis1 olarak
tanimlanmaktadir. Enzim Orneklerinin spesifik aktivitelerini tanimlamak i¢in turnover
sayist yerine ‘enzim birimi’ veya ’linitesi’ de kullanilir. Enzim birimi (U) dakikada 1
mikromol substrat doniisiimiinii katalizleyen miligram enzim miktar1 olarak tanimlanir.

Reaksiyon spesifiklikleri bakimindan enzimler 4 gruba ayrilirlar.

1. Salt spesifiklik: Bir enzim yalniz bir reaksiyonu hizlandirabiliyorsa bdyle
enzimlere salt ( mutlak) spesifik enzimler ad1 verilir.
2. Grup spesifikligi: Bu sinifa giren enzimlerin etki alani salt spesifik enzimlerden

biraz daha genistir. Ornegin pepsin enzimi bazi peptid baglarmn hidrolizinde
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etki eden bir katalizordiir.

3. Reaksiyon veya bag spesifikligi: Kimi enzimler belli bir reaksiyon tiirlerini
katalizlerler. Mesala lipazlar tiim trigliseridlerin tepkimelerini hizlandirirlar.
Yalniz hiz artis1 yagin ¢esidine gore degisiklik gosterir.

4. Stereokimyasal spesifiklik: Eger bir enzim bir bilesigin yalniz bir stereokimyasal
sekli {izerine etki ediyorsa, bu tiir enzimler bu gruba girerler. Ornegin arjinaz enzimi -
arjininin lizerine etki yaparken d-arjinine hi¢ bir etki yapmaz (Bailey ve Ollis, 1977;
Pekin, 1980).

2.5.4 Enzim Aktivitesine Etki Eden Parametreler

2.5.4.1 pH Etkisi

Enzimin en fazla aktivite gosterdigi pH’ a o enzimin optimum pH’ 1 denir. Genellikle
optimum pH degerinden uzaklastik¢a aktivite diiser, enzim denature olur veya inaktif
hale geger. Enzim ¢alismalarinda optimum pH da ¢alisabilmek icin tampon ¢ozeltiler

kullanilir

2.5.4.2 Sicakhik Etkisi

Enzim reaksiyonlar1 aktivite sicaklik ilskisi bakimindan incelendiginde kimyasal
reaksiyonlardan farklilik gosterir. Enzim reaksiyonlarinda belirli bir sicakliga kadar
reaksiyon hizinin dolayisiyla aktivitenin arttigi goriiliir. Enzimatik reaksiyonlar da bu
sicaklik smirlart igerisinde Arrhenius kanununa uymaktadirlar. Enzimler protein
yapisinda olduklari i¢in belirli bir sicakliktan sonra yapilari bozulmaya baglayarak,

denatiire olurlar.

2.5.4.3 Substrat Konsantrasyonu Etkisi

Substrat konsantrasyonu arttik¢ca, reaksiyon hizinin arttii, dolayisiyla enzim
aktivitesinin arttig1 goriliir. Substrat konsantrasyonu belirli bir degere ulasinca iki
thtimal sézkonusudur: Substratin inhibe edici etkisi varsa reaksiyonun yavasladig
gozlemlenir, inhibe edici bir etkisi yoksa, substrat konsantrasyonu ne kadar artirilirsa

artirilsin hizin degismeden sabit kaldig1 gézlemlenir.

2.5.4.4 Aktivatorler

Genellikle enzim aktivatorleri, kiigiik iyonlar veya fazla biiylik olmayan molekiillerdir.
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Bunlar kofaktorlerin tersine kataliz olayma her zaman katilmazlar. Aktivatorler iki
gruba ayrilirlar.

i) sadece substratla birleserek akivator rolii oynayanlar

ii) serbest enzimlerle birleserek aktivator rolii oynayan bilesikler
Sadece enzimlerle birlesen aktivatorler kiiciik metal iyonlaridir. Ornegin

karbonikanhidraz ve karboksipeptidazin aktivatorii Zn (I1) veya Co (1) “dir.

2.5.5 Fermantasyon ve Enzimatik Tepkimelerde Reaksiyon Hizlarimin Tayini

Yontemleri

Fermantasyon, substratin bakteriler, mantarlar veya diger mikroorganizmalar
araciligiyla, genellikle 1s1 vererek ve kopiirerek kimyasal olarak bozunmasi olayidir.
Fermantasyon anaerobik sartlarda, yani oksidatif fosforilasyon olmadigi durumlarda,
glikoliz yoluyla ATP iiretimini saglayan dnemli bir biyokimyasal siirectir.
Fermantasyonda glikoz (veya baska bir substrat) hidrojenlerini teker teker
kaybederek enerji iiretimini saglar. Oksijen olmadig1 i¢in bu parcalanma sonucunda,
ortaya ¢ikan basit organik bilesikler hiicrenin kullanabilecegi, nihai elektron alicist ve
hidrojen alicilar1 olurlar. Fermantasyonun son adimi (piriivatin fermantasyon tiriinlerine
doniigsmesi) enerji iiretmese dahi, bu siire¢ anaerobik bir hiicre i¢in énemlidir, ¢iinkii
glikozun piriivata donlismesi sirasinda harcanan nikotinamit adenin diniikleotit'in
(NAD") yenilenmesini saglar; glikolizin devami i¢in bu gereklidir. Ornegin alkol
fermantasyonunda piriivattan olusan asetaldehit, NADH® H" tarafindan etanola
doniisiir,bu da hiicreden disar1 atilir. Glikozun fermantasyonunda genelde en sik iiretilen
basit bilesik piriivat veya ondan tliremis bir veya bir ka¢ bilesiktir: bunlar arasinda
etanol, laktik asit, hidrojen, biitirik asit ve aseton sayilabilir. Seker ve amino asitlerin
fermantasyonu ¢esitli canlilarda goriilmekle beraber, baz1 ender organizmalar alkanoik
asitler, pirinler, pirimidinler ve baska bilesikler de fermente edebilir. Cesitli
fermantasyon tipleri Ttrettikleri iiriinlere gore adlandirilirlar. Fermantasyon terimi
biyokimyada oksijen yoklugunda enerji {ireten reaksyonlar i¢in kullanilmasina karsin,
gida endiistrisinde daha genel bir anlam tasir, mikroorganizmalarin oksijen varliginda
yaptigi  degradasyon reaksiyonlarint da kapsar (sirke fermantasyonu gibi).
Biyoteknolojide bu terim daha da genel kullanilir ve biiylik fermentorlerde iiretilen
mikroorganizmalarla gerceklestirilen her tiirli {riin {retime (proteinler dahil)

fermantasyon denir. Fermantasyon proseslerinde zamana gore azalan substrat ya da
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olusan {irlinler tayin edilerek reaksiyon hizlari hesaplanir. Rekasiyon hizlarmin tayini
i¢in, reaksiyon karisimlarindan belirli zaman araliklarinda ornekler alinarak substrat ya
da iirlin derisimindeki degisimler Ol¢iiliir. Burada dikkat edilecek en 6nemli nokta 6rnek
alindiktan sonra, analiz sonuna kadar gegen siire igerisinde, Ornekteki reaksiyonun
devamin1 6nlemek baska bir deyimle 6rnekteki reaksiyonu durdurmaktir. Alinan 6rnegi
birdenbire sogutmak ya da 1sitmak, 6rnek igerisine etkin bir inhibitdr katmak, enzim ya
da mikroorganizmay1 ortamdan ayirmak veya denatiire ederek etkisiz hale getirmek gibi

islemler bu amag i¢in kullanilabilir (Pekin, 1983).

2.6 Lipaz Enzimi ve Uretimi

Lipazlar, enzimler igerisinde yag asitlerini sentezleyen veya yaglar1 hidrolizleyen
lipolitik enzimler oldugundan 6nemli bir grup olustururlar ve lipazlar gliserin ile yag
asitlerinden olusan esterleri hidroliz eden enzimler olarak tanimlanir. Lipazlar sulu
ortamda kati ve sivi yaglarin ve diger lipidlerin hidrolizini katalizleyerek
diacilgliserinler, monoagilgliserinler, gliserin ve serbest yag asitlerini olustururlar.
Enzimatik hidroliz tepkimesine lipoliz ad1 verilir.

Lipazlarin dogal substratlart uzun zincirli yag asitlerinin gliserin esterleri suda
cok az ¢Oziniirler. Lipazlar, enzimin ¢6zlindiigii sulu faz ve su ile karismayan substrat
faz1 arasindaki ara yiizeyde ester baglarinin hidrolizini katalizler. Gliseridler tercih
edilen substratlarsa da lipaz enzimleri yag asitlerinin diger alkollerle yaptiklar esterleri
de hidrolizleyebilirler. Ancak suda ¢oziinen esterlere karsi aktiviteleri oldukga diistiktiir.
Lipazlar spesifik seciciligi olan biyokimyasal katalizorler olup belirli 6zellikte ve
yapidaki ester baglarina etkilidirler. Bu nedenle kimyasal katalizorlerle gergeklestirilen
reaksiyonlarda olusan iriinlerin kontrolii miimkiin degilken lipazlarla yapilan
reaksiyonlar kontrol altinda tutulabilir, istenmeyen yan tirlinlerin olusumu engellenebilir
ya da minimum diizeyde tutulabilir. Lipaz enzimi ile katalizlenen enzimatik
reaksiyonlarin bir diger 6nemli avantaj1 reaksiyonlarin kimyasal prosese gore nispeten
daha 1liml1 kosullarda (nétral pH, sicaklik, atmosferik basing gibi) gerceklestirilmesidir.
Lipazlar substrat spesifikliklerinden dolay1 reaksiyonu daha se¢imli gergeklestirirler.
Lipolizizin spesifikligi ve derecesi kullanilan lipaza baglidir. Diinyada ticari olarak
tiretilen enzimlerin % 3’ iinii lipazlar olusturur. Lipazlar 6zelliklerine gore, spesifik
olmayan lipazlar, 1,3-spesifik lipazlar ve yag asidi spesifik lipazlar olarak ii¢ ayr1 grupta

incelenir.
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Spesifik Olmayan Lipazlar: Bu gruba giren lipazlar, trigliseridlerin tim
pozisyonlarindaki ag¢il gruplarmi koparabilme yetenegine sahip olup, sonugcta
trigliseridleri, gliserin ve serbest yag asitlerine pargalarlar. Reaksiyonda ana iiriin olarak
diagil ve monoagil gliserinler olusur. Candida cylindracea, Corynebacterium acnes,
Staphylococcus aureus ve Geotrichum candidum tarafindan tretilen lipazlar bu gruba
girerler (Elibol vd., 1997).

(1,3)-Spesifik Lipazlar: Bu gruba giren lipazlar nétral yaglart esdeger konuma sahip
olan 1 ve 3 pozisyonlarindan spesifik olarak hidrolizlerler. Reaksiyon sonunda,
triagilgliserinlerden yag asitleri, 1,2(2,3)-diagilgliserinler ve 2-monoagilgliserinler
olusur. 1,2(2,3)-diacilgliserinler ve 2-monoagilgliserinler kimyasal olarak kararsiz olup
sirastyla  1,3-diacilgliserinlere ve 1,3-monoagilgliserinlere izomerlesirler. Boylece
olusan izomerler enzim tarafindan tekrar substrat olarak kullanilabilir ve sonugta 1,3-
spesifik lipazlar da spesifik olmayan lipazlar gibi trigliserinleri, gliserin ve serbest yag
asidlerine kadar pargalayabilirler. Pankreas, Aspergillus niger, Pseudomonas
fluorescens, Humicola lanuginosa, Rhizopus ve Mucor tiirlerinden elde edlen lipazlar
1,3-spesifiktir (Haas vd., 1992; Hatzinikolaou vd., 1996).

Yag Asidi Spesifik Lipazlar: Yag asidi spesifik lipazlar, agilgliserinlerdeki bazi yag
asidlerine spesifik olup, sadece bu yag asidlerinin olusturdugu ester baglarini
parcalarlar. Yag asidi spesifik lipazlar, igesterlesme reaksiyonunda kullanilirsa,
olusacak {irlinler ¢ok smirhdir ve bu sayede amaca uygun triagil gliserinler
sentezlenebilmektedir. Geotrichum candidum tarafindan iretilmis lipazin, uzun zincirli
bir yag asidine 6zel bu tipinin, esterlerin hidrolizi i¢in bir ¢ok 6zellige sahip oldugu
bilinmektedir (Baillargeon vd., 1989).

Lipaz enzimleri, i¢ esterlesme prosesinde, serbest halden ¢cok ekonomik agidan
daha uygun olan tutuklanmis halde kullanilirlar. Enzim tutuklanmasi i¢in organik
coziicillerden etkilenmeyen, inert desteklerin (tasiyici) kullanilmasi gerektiginden,
enzim tutuklanmasinda kizelgur, diatome topragi, selite, hidrosiapatit gibi inorganik
tagtyicilarin - kullanilmasi1 uygundur. Literatiirde lipaz enzimini tutuklamak igin
kullanilan diger malzemeler ise, silika jel, oyuklu elyaf, prepolimer reg¢ineler, politiretan
prepolimerler, Ca-aljinat, regineler (amberlite), jeller (octyl sefaroz, diaion), sefadeks,

PVC, kitin, kitosan, agaroz ve sefarozdur (Sharma vd., 2001).
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2.7 Asit Fosfataz Enzimi ve Uretimi

Fosfatazlar fosfomonoesterazlardir ve g¢esitli fosfat esterlerinin, C-O-P baglarinin
hidrolizini katalizlerler. pH degerlerine gore asit yada alkali fosfataz olarak
simiflandirilirlar (Stauffer, 1989). Asit fosfataz insan prostat bezinde bulunur ve prostat
kanserinin tanisinda kullanilir (Goldberg, 1966). Olgiilebilir biiyiikliikteki asit fosfataz
aktivitesi, bugday tohumu kullanilarak, lipaz iiretimi sirasinda substrat olarak tracetin

kullanildiginda elde edilmistir (Singer, 1948).

Asit fosfataz enzimi pH=7" nin altinda asagidaki reaksiyonu katalizler:

Ortofosforik monoester + HLO — Alkol + H3PO,

Molekiil agirliklart benzer ti¢ farkli izoenzimi vardir. Optimum pH araligi 4.0-5.5
arasinda degisir. Enzim aktivitesi olan genis bir esteraz molekiiliidiir. Inhibitérleri;
floriir, molibdat ve ortofosfat’dir (Verjee, 1969). Bu enzimler dogal ortamda olusur,
hayvan dokulari, bitkiler ve mikroorganizmalarda bulunur (Waymack ve Van Etten,
1991). Asit ve alkali fosfatazlarin peynirde olustugu bilinmesine ragmen, peynirin
olusumu sirasinda diisiik pH degerleri nedeniyle daha aktiftir (optimum pH=5). Peynir
olgunlagmasi sirasinda, fosfat¢a zengin peptitler iretilir ki bunlar, fosfat artiklarinin
koruyucu etkisi yliziinden daha fazla proteolisize direnglidir ve serbest amino asitlerin
asirt olusumu gozlenir. (Larsen ve Parada, 1988). Asit fosfataz aktivitesinin peynirde
bulunmasina ragmen bu enzimin kaynagi tartismalidir ancak saflastirilarak elde
edilebilmistir. (Fox vd., 1993; Bingham ve Zittle, 1963). Cesitli mikroorganzimalar
tarafindan iiretebilen bu enzim son yillarda yapilan bazi arastirmalara konu olmustur.
Lactobacillus plantarum DPC2739 isimli bakterinin trettigi dis hiicresel asit fosfataz
incelenmis, optimum tiretim sartlar1 40 °C sicaklik ve pH 3.5-5 araliginda bulunmustur
(Abdallah vd., 1999). Asit fosfataz {irettigi bilinen diger mikroorganizmalar;
Escherichia coli (Horiuchi ve Mizuno, 1959), Saccharomyces cerevisiae (Schmidt,
1963), Neurospora crassa (Nyc, 1967), Euglena gracilis (Blum, 1956) ve R. delemar’
dir. Agir metal gideriminde asit fosfataz lireten mikroorganizmalardan yararlanilmasina
ragmen fosfatazin metal giderim mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir. Ancak asit

fosfatazin (HPO, %), hiicre duvarmnda metallerle bag yaparak fosfataz bilesikleri
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olusturdugu (PbHPO,4, CdHPO,4, UO,HPO,) ve metal giderimini bu sekilde sagladig:

distiniilmektedir.

2.8 Atiksu Kirliligi

Evsel, endiistriyel, tarimsal ve diger kullanimlar sonucu kirlenmis veya oOzellikleri
kismen veya tamamen degismis sulara atiksu denilmektedir. Dogaya aritilmadan
verilen her 1 litre suyun, 8 litre tatlisuyu kirlettigi bilinmektedir. Kirletici kaynaklari
dort sinifta toplanmaktadir. Bunlar; evsel atiksular, endistriyel atiksular, tarimsal
kirleticiler ve dogal kirleticiler olarak siralanabilir. Kirleticiler yap1 olarak ayn1 zamanda
organik Kkirleticiler ve inorganik Kkirleticiler olarak ikiye ayrilmaktadir. Organik

kirleticiler yapisinda C elementi bulunan kirleticilerdir.
2.8.1 Organik Kirleticiler

2.8.1.1 Karbon Bilesikleri

Atildiklar1 endiistriye bagl olarak yag, petrol {iriinleri, gres, aromatik organik bilesikler
(fenol, benzen, toluen), yiizey aktif maddeler (surfaktanlar, deterjanlar), karbohidratlar,

proteinler, pestisitler, halojenli aromatik bilesikler ve siyaniirlerden olusur.

2.8.1.2 Azot Bilesikleri

Endiistriyel atik sularda mevcut azot bilesikleri daha ¢ok karbona bagli olup, proteinler,
aminler, nitroso bilesikleri, azotlu aromatik/alifatik bilesikler, nitrat, nitrit ve amonyum
tuzlarindan ibarettir. Evsel atik sularda proteinler, iire ve trik asit en onemli azot

bilesikleridir.

2.8.1.3 Fosfor Bilesikleri

Atik sularda mevcut fosfor bilesikleri daha ¢ok fosfat tuzlari ve organik bagli fosfor

bilesikleri halindedir. Fosfat bilesikleri evsel atik sularda daha fazla bulunur.

2.8.2 Inorganik Kirleticiler

Inorganik kirleticiler atiksularda bulunan agir metaller ve minerallerdir. Endiistriyel
atiksularda agir metal olarak genellikle Cu*?/Cu, Ni*?, Cr'®/Cr*®, Fe*¥/Fe*, Zn*? Hg",
Cd*?, Ca' K" ve Na* bulundugu gibi degisik anyonlar SO5%, PO4>, CI',NOs", NO,, F,
NH* 803'2, CN’ da mineral halinde bulunur (Kargi, 1993).
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Cizelge 2.1. Cesitli atik sularda bulunan agir metaller ve izin verilebilen miktarlar:

(ileri, 2000)

Agir metal | I¢me kullanma Sulama suyu Metal
iyonu suyu (TS266) (SKKY teknik endiistrisi
(mg/L) (maks) usuller tebligi) direkt desarji
(maks) (SKKY)
(maks)
Ag 0.05 0.10 0.10
Cd 0.01 0.01 0.50
Cr 0.01 0.10 0.50
Cu 1.00 2.00 3.00
Hg 0.01 0.01 0.05
Ni 0.50 0.5 3.00
Pb 0.50 5.0 2.00
Zn 5.00 2.0 5.00

(SKKY: Su kirliligi kontrolii yénetmeligi numune alma ve analiz. metodlar: tebligi, TS: Tiirk standartlari)

Endiistriyel faaliyetlerden kaynaklanan atiksularin icinde bazen eser bazen de yiiksek
miktarda agir metaller bulunmaktadir (Cizelge 2.1). Agir metal giderimi yapilmasinin
iki 6nemli nedeni vardir. Birincisi toksik etkilerinin ortadan kaldirilmasidir. Ikincisi ise
bazi1 degerli metalleri tekrar kazanarak ekonomik agidan kar elde etmektir (Bayhan,
1996)

Bir¢cok mikrorganizmanin ¢6ziinmiis agir metalleri ve radyoaktif elementleri
biyosorbe etme 0Ozelligi oldugu bilinmektedir. Bunlar bakteri, maya, alg gibi
mikroorganizmalardir. Giiniimiizde de mikroorganizmalar kullanilarak agir metal

giderimi ¢alismalar1 devam etmekte ve basarili sonuglar elde edilmektedir (Brown vd.,
2000).

2.8.2.1 Bakar (Cu(11)) Kirliligi

Coziiniir bakir bilesikleri insan sagligi i¢in en biiyiik tehdidi olusturmaktadir. Bakira
uzun siireli maruz kalma burun, agiz ve goz tahrisine ve bas agrilarina neden
olmaktadir. Bakirin yiiksek miktarda alimi karaciger hastaliklarina ve kornea
rahatsizliklarina neden olur. Kiy1 ve deniz suyunda bulunmasi gereken standart Cu (II)
degeri 0,01 mg/L’dir.

Giibre ve tarim ilaglar1 bilinen en fazla Cu(ll) kirletici kaynagidir. Petrokimya,
metal, kimya, seliiloz ve kagit-karton endiistrileri de ayn1 zamanda Cu(Il) kirliligine
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neden olmaktadir. Bakir, kirli suda Cu(ll) iyonlari, hidroliz {irinleri CuCO3 veya
organik kompleksleri seklinde bulunur. Cu(ll) iyon kirliliginin giderilmesinde
kullanilan konvansiyonel yontemler; indirgeyerek ¢oktiirme, iyon degistirme,
buharlastirarak geri kazanma, elektroliz gibi yontemlerdir (Kutsal, 1995). Ancak bu
yontemlerin ekonomik olmayist ve zaman gerektirmesi nedeniyle alternatif yontemlerin
arayigina girilmistir. Bu nedenle mikroorganizmalarin biyosorpsiyon yeteneginden

faydalanilarak agir metal giderimi {izerine ¢alismalar yogunlagtirilmistir.

2.8.2.2 Nikel (Ni(11)) Kirliligi

Nikelin fazla miktarda alinmasi akciger, burun, prostat ve girtlak kanseri riskini artirir.
Dogum kusurlari, astim, kronik bronsit ve Kalp rahatsizliklarina sebep olur. Uluslararasi
Kanser Arastirmalart Ajansi (IARC) nikel bilesenlerini grup 1' de (insanlarda kansere
yol agtigina dair yeterli kanit bulunan), nikeli grup 2B’ de (insanlarda kansere yol agma
olasiligi bulunan) listelemistir. K1yt ve deniz suyunda bulunmasi gereken standart Ni(ll)
degeri 0,1 mg/L’dir. Ni(ll) kirliligine en fazla elektrokimyasal kaplama endiistrilerinin
neden oldugu bilinmektedir. Ters ozmoz, evaporasyon, membran filtrasyonu, iyon
degisimi gibi aritma yontemleri de kullanilmakla birlikte uygulanisindaki kolaylik ve
ekonomik olmasi nedenleriyle hidroksit ¢oktiirmesi ile elektrokoagiilasyon yontemleri
kullanilmaktadir. Ayrica mikroorganizmalarla biyosorpsiyon ile Ni(ll) giderimi

caligmalar1 yapilmaktadir.

2.8.2.3 Cinko (Zn(I1)) Kirliligi

Cinko zehirlenmesi bol miktarda terleme, giigsiizliik ve hizli soluk alip verme gibi
rahatsizliklara neden olur (http://www.lenntech.com/periodic-chart.htm). Kiy1 ve deniz
suyunda bulunmasi gereken standart Zn(ll) degeri 0,1 mg/L’dir. Maden endiistrisi,
metal endiistrisi, elektrik, elektronik, mutfak ve ev esyalar iireten sanayi tesislerinin
atiklarinda bulunur. Yiikseltgenme c¢okelme yontemi ile ortama kireg, soda ve/veya
sodyum hidroksit katilarak nétralize edilir, hidroksitleri seklinde ¢oktiirtilerek atiksudan
uzaklastirilir. Ayrica gesitli mikroorganizmalar kullanilarak, biyosorpsiyon yontemi ile

atiksulardan uzaklastirilabilse de heniiz tam anlamiyla uygulamaya geg¢ilememistir.

2.8.3 Metal Iyonlarimin Enzim Aktivitesine Etkisi

Agir metal kirliligi endiistriyel prosesler, maden igletmeleri ve atik materyallerden

kaynaklanan énemli bir kirlilik tiirtidiir.
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Uzun biyolojik yar1 dmiirleri ve biyolojik yontemlerle giderilememesi nedeni ile insan
sagligini, denizleri, ekolojik sistemi tehdit eder. Yag ve suda artan agir metal kirliligi
problemleri arastirmacilar1 bu kirliligi kaldirma yontemlerini arastirmaya yoneltmistir.
Suda bulunan agir metal iyonlarini uzaklastirmak i¢in kullanilan geleneksel
yontemler, kimyasal ¢oktiirme, yiikseltgenme ve indirgenme prosesleri, filtrasyon, iyon
degisimi, elektrokimyasal yontemler, ters 0ozmos, membran teknolojileri, aktif karbon
tizerine adsorbsiyon ve buharlastirma olarak siralanabilir (Kadukova ve Stofko, 2007).
Ancak bu yontemler fazla enerji gereksinimi, kimyasal ihtiyaglar, zor ayrim yapilmasi,
diisiik verimliligi ve diger birok dezavantajlari nedeni ile tercih edilmez (Volesky,
2001). Biyolojik giderim metodlar1 canli, tutuklu ve o6lii mikroorganizmalar gibi
biyolojik adsorbanlar agir metallerin seviyesini uluslarasi kabul edilebilir limitlere kadar
diistirebilir. Bu yontemlerin ucuz ve ¢evre dostu olmasi ise tercih sebebidir (Wang ve

Chen, 2009; Vijayaraghavan ve Yun, 2008)

2.8.4 Agir Metal Giderim Mekanizmalar: (Biyobirikim)

Agir metal iyonlarinin mikroorganizmalar {izerine biyosorpsiyonu incelendiginde,
kullanilan mikroorganizmanin hiicre yapisina bagli olarak degisik mekanizmalarin
etkili oldugu gortilmektedir (Leborans ve Novillo, 1996). Agir metal giderim prosesleri
iki basamakatan olugsmaktadir.
I-) Metobolizmaya bagh giderim (biyobirikim): Metabolik hareketlerle birlikte hiicre
icinde metal iyonlarinin biyobirikimidir. Enerji gerektiren bir prosestir.
ii-) Metabolizmadan bagimsiz giderim (pasif metal giderimi, biyosorpsiyon):
Olii mikroorganizmalarla yapilan adsorpsiyon islemi genellikle biyosorpsiyon olarak
tamimlanmaktadir  (Tsezos ve Volesky, 1981). Biyosorpsiyondan sorumliu
mekanizmalarin tam olarak nasil gerceklestigi anlagilmamasima ragmen fiziksel ve
kimyasal adsorpsiyon, iyon degisimi, elektrostatik hareketler gibi birgok mekanizmanin
birlikte rol oynadigi diisiiniilmektedir (Sag, 2001; Volesky, 2008; Wang ve Chen, 2006)
Biyolojik giderim prosesleri, metal gideriminin olustugu yere gore de siiflandirilabilir
(Veglio ve Beolchini, 1997; Vieira ve Volesky, 2000).

i- Hiicre diginda birikim (mikrogékelme)

Ii- Hiicre ylizeyinde birikim (fiziksel ya da kimyasal adsorpsiyon, elektrostatik

etkilesimler, iyon degisimi, komplekslesme)
iii- Hiicre i¢inde birikim (metal iyonlar1 hiicre zarindan igeri difiizlenerek hiicre
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stoplazmasinda biriktirilir)

Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen asit fosfataz gibi enzimlerin, agir metal
iyonlarinin gideriminde rol oynadigi gorilmistir (Whiteley, 2006). Metal giderimi
hiicreye bagli metal fosfat olarak agir metallerle ¢oken, inorganik fosfati serbest birakan
hiicreye bagl fosfataz araciligi ile gerceklestirilir. Metal biyobirikimi 6n {ireme
esnasinda iretilen asit tipi fosfataz araciligr ile gerceklestirilir. Asit fosfataz uygun
organik veya inorganik fosfat kaynagindan HPO,? *yi serbest birakir. Bu fonksiyonu
lireme periyodunu tamamlamis ve/veya tutuklanmis mikroorganizma hiicreleri de
gosterebilir. Hidrojen fosfat, M*? ile stokiyometrik olarak ¢okerek hiicre yiizeyine
MHPO, olusturmak tiizere sikica baglanir. Bu mekanizma ile metal igeren ¢ozeltilerde
Cd, U, Sr ve Pb iyonlarmin Citrobacter sp grubu bakteriyel hiicreler kullanilarak
biyobirikiminin gergeklestigi rapor edilmistir (Macaskie vd., 1987). Streptomyces
longwoodensis tarafindan kursun ve uranyumun hiicre duvarindaki fosfata metal
baglandigi bilinmektedir. Azot veren bakterilerin uranyum giderim mekanizmasi, hiicre
duvarindaki polifosfat grubuna da baghidir ve olduk¢a karmasiktir (Macaskie ve Dean,
1989). Mantar ve mayalar da enzimatik mekanizmalarin ve fosfataz enziminin agir
metal giderimindeki rolii hakkinda ¢ok az ¢alisma vardir. Cu iyonlari igeren ortamlarda
R. delemar ve Aspergillus niger mantarlarinin dis hiicresel ve hiicresel asit fosfataz
tiretimi ve agir metal giderimindeki rolii iizerine ¢alismalar bulunmaktadir (Tsekova
vd., 2002). Fosfataz gruplar1 sadece enzimatik mekanizmalarla metal gideriminde degil,
ayni zamanda biyosorpsiyonda da dnemli rol oynamaktadir. R. delemar’ in hiicre duvari
pH 3.0’ m iizerinde iken, pozitif yiikli Kitosan ve negatif yiiklii fosfat iyonlar1 ve
glukuronik asitten olusur. Fazla miktarda fosfat, glukuronik asit ve Kkitin-kitosan

kompleksinin varligi metallerin iyon degisimi ve bag yapma olasiligimi artirir (Sag,

2001).

2.9. Adsorpsiyon izotermleri

Langmuir Adsorpsiyon Izotermi

Langmuir adsorpsiyon izotermi dogrusal formda asagidaki sekilde yazilabilir.

1=q = K=Qmax(1=Ce) + 1=0max (2.1)
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1/q degerlerine karsilik 1/Ce degerleri grafige gecirildiginde, elde edilen dogrunun
egiminden K/gmax Ve diisey kesim noktasindan 1/qmax degerleri bulunur. Burada; gmax,
maksimum adsorpsiyon kapasitesi (mg/g); Ce adsorbanla dengede olan sivi faz derisimi

(mg/L); K, Langmuir adsorpsiyon sabitidir (mg/L) (Langmuir, 1916).

Freundlich Adsorpsiyon Izotermi

Fruendlich adsorpsiyon izotermi de dogrusal formda asagidaki gibi yazilabilir.

Ing = InK; +1=nInC, (2.2)

In g degerlerine karsilik LnC, degerleri grafige gegirildiginde, elde edilen dogrunun
egiminden 1/n ve diisey eksenin kesim noktasindan LnK; degeri bulunur. Burada; q,
adsorpsiyon kapasitesi (mg/g); Ce, adsorbanla dengede olan sivi faz derisimi (mg/L); K¢
ve n, Freundlich adsorpsiyon sabitleridir (Freundlich, 1907).

2.10 Enzimlerin Kinetik 6zellikleri icin Michaelis Menten Modeli

Sabit derisimdeki pek¢ok enzimin reaksiyon hizi substrat derisimine bagli olarak artar,
daha sonra substrat derisiminin daha da arttirilmasiyla sabit hale gelir. Bu degisim
doygunluk kinetigi olarak adlandirilir. 1913 yilinda Leonard Michaelis ve Menten
doygunluk kinetigini enzimatik reaksiyonlar i¢in ifade eden esitligi tiiretmislerdir.
Michaelis Menten esitligi, kimyasal reaksiyon mithendisliginde Langmuir-Hinshelwood
esitligi ve mikroorganizma kinetiginde de Monod esitliginin anologudur. Bir enzimatik
reaksiyonda enzim-substrat kompleksi 6nemli bir ara bilesik olusturur. Enzimatik

reaksiyonlarin genel ifadesi asagidaki gibidir (2.3).

E+S <k_—1> ES E) E+P
K (2.3)
E: Enzim
S: Substrat
P: Uriin

ES: Enzim-substrat kompleksi
ki: ES kompleksi olusumu igin ileri yondeki reaksiyon hiz degismezi
k-1: ES kompleksinin E ve S’a bozunma reaksiyonu igin geri yondeki hiz degismezi

ko: ES kompleksinin E ve P’ye doniisiim reaksiyonu igin ileri yondeki hiz degismezi

25



v_S

m

VvV =
K, +S (2.4)

Bu esitlik reaksiyonun maksimum ilerleme hizini, Vi, ve Michaelis-Menten sabitini, Kp,
verir. Ky maksimum  reaksiyon hizinin  yarisimin - elde  edildigi  substrat
konsantrasyonudur. K, azaldik¢a enzimin substrata olan ilgisi artar. Michaelis-Menten

esitliginin her iki tarafinin ters ¢evrilip dogrusallastirilmasiyla Lineweaver-Burk esitligi

elde edilir.
1_1 K1
V V. V.S 29)

1/S’e karst 1/V grafige gecirildiginde, kesim noktasindan maksimum enzimatik
reaksiyon hizi Vi, (umol/L.dak), egimden Michaelis-Menten sabiti K, (mM) hesaplanir
(Lineweaver ve Burk, 1934). Bir¢cok madde enzimatik reaksiyonlarin hizini azaltabilir.
Enzimatik reaksiyonlarin hizini azaltan maddelere enzim inhibitorleri denir. Inhibitorler
tersinir ve tersinmez inhibitorler olarak ikiye ayrilir. Tersinir inhibitorler inhibisyon

mekanizmalarina gore yarigmali, yarigmasiz ve kismi yarigsmali olmak tizere tige ayrilir.

Yarismah inhibisyon

Bir kisim inhibitorler substratin enzime baglandigi bolgeye baglanmaktadir. Bu tip
inhibitorlere yarigmali inhibitor, meydana gelen inhibisyona ise yarismali inhibisyon
denir (Shuler ve Kargi, 1992).

E+S < ES —>EU

J (2.6)
[ < EI

Enzimatik doniisiimii gosteren esitlik ise asagidaki gibidir.

yo VmS @.7)

Km(1+|]+8
KI

Bu esitlikte maksimum reaksiyon hizi degismezken substrat afinitesi azalmaktadir Bu

durumda, substratin baglama merkezine goriiniir ilgisi azalirken, maksimum reaksiyon
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hiz1 degismeden kalmakta, K'm app. ise artmaktadir.

Yarismasiz inhibisyon

Eger inhibitor aktif merkezin disindan bir noktadan enzime baglanarak inhibisyona
neden oluyorsa bu tip inhibitorlere yarigmasiz inhibitor, meydana gelen inhibisyona da
yarismasiz inhibisyon denir. Yarismasiz inhibitorler genellikle enzimin ii¢ boyutlu
yapisinda degisiklige neden olarak inhibisyona neden olmaktadirlar. Yarismasiz
inhibisyonlarin bir kismi1 geriye doniislii bir kismi ise geriye doniigsiizdiir. Dogal olarak
meydana gelen yarismasiz inhibitorler ara metabolitlerdir. Yarismasiz inhibisyonda
K’ m.app sabit kalirken maksimum kimyasal reaksiyon hiz1 (Vi) azalir. Yarismasiz enzim

inhibisyonu asagidaki sekildeki gibi tanimlanir (Shuler ve Kargi, 1992).

E'+S<:>I11581_)E+U

g+1

) . (2.8)
E/+S<EI S

Yarigsmasiz inhibisyon i¢in denklik asagidaki gibidir.

: (2.9)
1+—
( K, j

Kismi Yarismah Inhibisyon

Eger bir inhibitor serbest enzime degil de, herhangi bir iiriin iiretmeksizin, enzim-
substrat kompleksine baglanarak, bir inhibisyona neden oluyorsa bu tip inhibitorlere
kismi yarismali inhibitor, meydana gelen inhibisyona da kismi yarismali inhibisyon adi
verilmektedir. Kismi yarigsmali inhibisyonda hem K, hem de V, belirli oranlarda azalir
(Shuler ve Kargi, 1992).

E+S<ES>E+U+7<EIS (2.10)
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V= (2.11)

2.11 Biyosorpsiyon

Biyosorpsiyon zamana karsi adsorplanan metal iyonu miktar1 Cads.(mg/L) ve/veya
birim  mikroorganizma  kiitlesi  tarafindan = adsorplanan @ metal = iyonu
miktariin (q, mg metal iyonu /g mikroorganizma), zamana karsi grafige gecirilmesiyle
incelenir.

t: Zaman (dakika)’dir.

q ise Esitlik 2.2 ile tanimlanabilir:

Co - C (2.12)

Burada,

Co:  Baglangic metal iyonu derisimi (mg metal iyonu /L ¢ozelti),

C: Herhangi bir anda adsorpsiyon ortaminda adsorplanmadan kalan metal iyonu
derisimi (mg metal iyonu /L ¢dzelti),

X: Mikroorganizmanin (adsorbent) ¢ozeltideki derisimi (g mikroorganizma/L

cozelti)’dir.

2.11.1. Biyosorpsiyon Verimi

Adsorpsiyon verimi, dengede adsorplanan metal iyonu derisiminin baslangi¢c metal

iyonu derisimine orani olarak tanimlanmustir (Esitlik 2.13).
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Cads

0

Y (%) = (2.13)

Burada,

Cags:  Dengede mikroorganizma tarafindan adsorplanan metal iyonu derisimi (mg

metal iyonu/L ¢ozelti)’dir.
2.12 Biyobirikim Deneyleri

2.12.1 Mikroorganizma Ozgiil Ureme Hiz1

Kesikli sistemde iistel tireme evresinde mikroorganizma derisiminin zamanla degisimi

Ozgiil ireme hiz1 ile ifade edilir (Esitlik 2.14) (Pekin, 1983; Kargi, 1993).

dX

t=0 aninda X=X,, t=t aninda X=X sinir kosullarinda Esitlik 2.12 ’in integrasyonu ile
Esitlik 2.15 elde edilir.

X
In>- = ut 2.15
n— = (2.15)

0

Bu esitliklerde;

n:  Ozgil tireme hizi (sa™),
X: Kuru mikroorganizma derigimi (g /L),

t: Zaman (sa)’dr.

2.12.2 Metal iyonu Icermeyen Ortamda Ureme Kinetiginin Modellenmesi

Kesikli sistemde substrat inhibisyonunun gozlenmedigi durumda, substrat
konsantrasyonuyla mikroorganizmanin 6zgil tireme hizi arasindaki iliski Monod

esitligi ile verilir (Shuler ve Kargi, 2002).
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HinS

U=———— (2.16)
K, +S

Th Ozgiil iireme hiz1 (sa™t),

Um: Maksimum 6zgiil iireme hiz1 (sa™),

Ks:  Monod doygunluk sabiti (g/L) dir.
Monod esitliginin her iki tarafinin tersinin alinip dogrusallastirilmasiyla asagidaki

esitlik elde edilir:

1 1 K1
— =4 _
Mo Hyo Hy S

(2.17)

1/S’e karst 1/p grafiginin, y eksenini kesim noktasindan py,, dogrunun
egiminden ise Ks bulunur. Diisiik Ks degeri mikroorganizmanin diisiik substrat

derigimlerinde de hizli tiredigini gosterir.

2.12.3 Metal Iyonu iceren Ortamda Ureme Kinetiginin Modellenmesi

Besin ortaminda agir metal iyonlar1 gibi mikroorganizmalarin liremesini engelleyecek
veya yavaglatacak etkiye sahip maddelerin bulunmasi durumunda, bu maddelerin
mikroorganizma 06zgiil lireme hiz1 lizerinde gosterdikleri inhibisyon etkisi inhibisyon
modellerine gore ifade edilmektedir.

Tek bir metal iyonunun inhibisyona neden oldugu durumda bu bilesenin,
mikroorganizmanin 6zgiil lireme hiz1 lizerine gosterdigi inhibisyon etkisi yarismali,
yarismasiz ve kismi yarigmali inhibisyon olarak siniflandirilabilir. Bu inhibisyonlari
ifade eden modeller Esitlik 2.18, 2.19 ve 2.20 ’de verilmektedir (Pekin, 1983; Kargi,
1993).
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Yarigsmali inhibisyon modeli:

P (2.18)
K (1+ Ij +S
K

Yarigmasiz inhibisyon modeli:

H= (2.19)
(1+ Ksj(l+ I]
S K,

H= (2.20)

Burada;
I : Inhibisyona neden olan bilesenin (agir metalin) derisimi (mg/L),

Ki : Inhibisyon sabiti (mg/L)’dir.

Her ii¢ inhibisyon tiirlinde de I derisimi arttikca mikroorganizmanin iiremesi

azalmakta ve 6zgiil iireme hiz1 degerleri diismektedir (Pekin, 1983; Kargi, 1993).

2.13 Yiizey Cevap Yontemi (CYY)

Yiizey cevap yontemi (Response Surface Method, RSM) baz1 girdi degiskenleriyle bir
veya daha fazla ¢ikt1 degiskeninin arasindaki iliskiyi inceler. Yontem ilk kez G.E.P Box
ve K. B. Wilson tarafindan 1951' de ortaya atilmistir. CYY temelde tasarlanmis
deneylerle elde edilmis verilere uydurulan polinomlar yardimiyla 6ngorii (tasarim)
yapabilmeyi saglar.
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CYY’de, karmasik sistemlerin modellenmesi i¢in genelde ikinci dereceden

polinomlar kullanilsa da daha yiiksek dereceden polinomlarin da kullanilmasi

mumkundir:

Y = Gy + 5iX1 + BoXo + B1aXaXo + BuX] + B Xs + ...

veya daha genel bir ifadeyle

k k &
Y = 0o+ > 68:Xi + DB X X + Y BuX] A

i=1 i<j

i=1

Cevap ylizeyi modelinin olusturulmasi toplanmis verilerle yukarida gosterilen [3

katsayilarinin tahmin edilmesiyle gerceklestirilir. Bu katsayilarin tahmin edilmesi en

kiigiik kareler regresyonu ile miimkiindiir. Sekil 2.6 a-d arastirmacilarin karsilastigi

genel kuadratik yiizey sekilleri gosterilmektedir.

Sekil 2.6a. Zirve

) ! R I
P e S
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L :Eh"“———ﬁ:: o '-I
= _ :
= e

Sekil 2.6¢.Y{iikselen Bayir
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Sekil 2.6d. Eyer
Sekil 2.6 a,b,c,d Genel kuadratik yiizey sekilleri
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(Zirve: F(x,y) islemi i¢in optimum en yiiksek degerleri veren noktalar, yamag: F(x,y) islemi igin kogullari
saglayan cizgiler, bayir: F(x,y) islemi i¢in diiz olmayan egimli gizgiler, eyer: F(X,y) ger¢ek islemi i¢in

herhangi bir kosulu saglayan noktalar)

2.13.1 Yiiksek-Dereceli Tasarimlar i¢in Faktor Seviyeleri

Sekil 2.7a-c kadar cevaplarin olasi davraniglarini, faktor dizilerinin fonksiyonu gibi
gostermektedir. Her durumda cevabin degerinin seklin altindan {iste dogru arttig1 ve faktor

dizilerinin soldan saga dogru arttig1 farz edilir.

4

Sekil 2.7a Dogrusal ~ Sekil 2.7 b Kuadratik Sekil 2.7¢ Kiibik
fonksiyon fonksiyon fonksiyon
Sekil 2.7 Faktor dizilerinin fonksiyonu olarak cevaplarin olasi davraniglari

Eger bir cevap Sekil 2.7a *daki gibi davranirsa, bu davranisi nitelendiren tasarim matriksi iki
seviyeli (diisiik ve yliksek) faktorlere ihtiya¢ duyar. Bu model, basit iki seviyeli faktoryel ve
kesirli faktoryel tasarimlarin temel varsaymimidir. Eger cevap Sekil 2.7b ’deki gibi
davraniyorsa, bu davranigi nitelendirmek igin gerekli minimum seviye sayisi iigtiir. Iki-
seviyeli tasarimin merkez noktalarina eklemeler mantikli olarak farz edilebilir, fakat bir ¢cok
matrikste muamelenin diizenlenmesi biitiin kuadratik etkilerin birbirini etkilemesine sebep
olur. Merkez noktali ve iki seviyeli metot, bireysel saf kuadratik etkileri tahmin ederken,
onlart etkili bir sekilde bulur. Tasarim matrisi yaratan bir ¢ozliim, Sekil.2.7c ’deki basit

kivrimin tahminine ti¢-seviyeli faktor tasarimi kullanilarak izin verir (Lindman, 1974).

2.13.2 Deney Sayisinin ve Model Katsayilarin Hesaplanmasi

Deney tasarimi yapilirken kag¢ deney yapilacagi asagidaki denklemlerle hesaplanir,

N =2+ 2k + ng k<5 (2.21)
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N =2+ 2k + ng k>5 (2.22)

N = Deney sayisi
k = Bagimsiz degisken sayisi

no = Merkezdeki deney sayisini ifade eder.
Bagimsiz degisken diizeyleri (o) de Esitlik 2.23 ve 2.24 yardimi ile hesaplanir.

o =24 k<5 (2.23)
a=2KD4  Kk>5 (2.24)

Bagimsiz degiskenler kullanilarak, n tane gbzlenen verinin gosterimi agagidaki gibidir.

Y1 1 Xy X oo Xy [[Bo €
o e N e T e (2.29
Y 1 Xmp Xnzo 0 Xk Bk €n
y=XB+e¢ (2.26)

B katsayr vektorii, en kiiciik kareler farki yontemi kullanilarak elde edilen Esitlik 2.26 ile

hesaplanir.
B=(X"X)"XTy (2.27)

Katsay1 vektorii bulunup yerine konulmasiyla, cevap yilizeyi de bulunmus olur (Ohata vd.,
2003). CYY kullanilarak karmasik deney sistemleri i¢in en iyi deney kosullari, Doehlert
matrix (DM), merkezi bileske tasarimi (CCD) ve {i¢ boyutlu dizayn olan Box-Behnken

(BBD) gibi yontemlerle belirlenir ve modellenir.

2.13.3 CYY li¢in Kullanilan Tasarim Modelleri

CYY; tepki (response) degiskenine etki eden ¢ok sayida degiskenin olmasi durumunda;
problemlerin analiz edilmesinde kullanilan istatistiksel tekniklerin ve matematiksel
ifadelerin birlesimidir. Yeni iriiniin formiillasyonunda, var olan {irin tasariminin
tyilestirilmesinde, silire¢ tasariminda, siirecin gelistirilmesinde ve iyilestirilmesinde

yaygin olarak kullanilir. CYY igin kullanilan tasarim modelleri Doehlert Matrix (DM),
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Merkezi bileske tasarimi (CCD: Central composite design) ve ti¢ boyutlu dizayn modeli
olan Box-Behnken tasarimi (BBD)’dir. Ancak ikinci dereceden modeller i¢ermesi ve ii¢
boyutlu grafikler c¢izilebilmesi nedeniyle CCD ve BBD tasarimlar1 daha c¢ok
kullanilmaktadir.

CCD merkezi bileske tasariminda, yliksek ve diisiik degerler arasinda degisen
bagimsiz degisken degerleri vardir. Yonteme uygunluk agisindan, bagimsiz degiskenler
-1 ve +1 arasinda degismelidir. Bunun i¢in en kiiciik deger -1 ve en biiyiik deger +1
olarak tanimlanir. Orta deger olarak ise 0 degeri alinir. Bir merkezi bileske tasarimi, -1
ve +1 araliginda degisen bir kiiblin koselerinde kiip noktalari, kiibiin disinda yildiz
noktalar1 ve orijinde merkez noktalar1 igcermektedir.

Box-Behnken dizayn (BBD) ikinci derceden modeller igerir. Bagimsiz
degiskenler ile c¢ikti degerleri arasinda dogrusal olmayan baglantilar bulunabilir. Elde
edilen sonuglar cevap yiizeyi iizerinde kontiirler halinde gosterilir. Ug degisken faktor
igin ¢izilen grafikte orta noktalarin birlestirilmesi ile kiibik yiizey elde edilir ve
gosterimi iki sekilde (Sekil 2.8) yapilabilir.

Box-Behnken tasarimi ile olusturulan model i¢in, gerceklesmesi beklenilen
grafiklerin li¢ boyutlu olarak ¢izilebilmesi, yontemdeki deneysel hatalarin goriilebilmesi
ve quadratik model i¢in parametrelerin se¢iminin yapabilmesi nedeni ile RSM i¢in
kullanilan en iyi tasarim modelidir. Bu nedenle bir¢cok calismada tasarim i¢in BBD
secilmistir. Kannan ve arkadaslar1 (2004), karbon kullanarak Cu(ll), Cd(ll) ve Ni(ll)
gibi agir metal iyonlarinin adsorpsiyonunu incelemis g¢aligmalarimin ikinci adiminda

BBD kullanarak deney sisteminin tasarimi gergeklestirmislerdir.
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Sekil 2.8 Kiibik BBD ve faktoriyel dizayn

Sulu fazda bulunan Rhodamine 6G, ¢itosan ve aktif karbon kullanilarak uzaklastirilmig
ve BBD ile tasarim1 yapilmistir (Annadurai vd., 2000). Matthews ve arkadaslar1 (1981),
arsenik iceren c¢ozeltilerde enzimatik reaksiyonlari tasarlamak i¢in BBD’dan
faydalanmiglardir. Elde edilen sonucglardan enzimatik reaksiyonlar i¢in CYY

kullaniminin uygun oldugu anlagilmistir.
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3 MATERYAL VE METOD

3.1 Mikroorganizma (R. delemar) Uretimi

Mikroorganizma olarak lipaz ve asit fosfataz enzimlerini irettigi ve agir metal
biyobiriktirdigi bilinen bir mantar tiirii Rhizopus delemar se¢ilmistir. R. delemar (NRRL
2872) Amerikan Tarim Bakanligi’ndan temin edilmis olup galismalarda kullanilmak
lizere laboratuvarda iiretilmistir.

Mikroorganizmalar 100 mL ¢alisma hacmine sahip, 250 mL’ lik erlenlerde, 30
°C sabit sicaklik ve 150 devir/dak karistirma hizinda calistirilan calkalamali su
banyosunda tretilmistir. R. delemar c¢ogalmasi i¢in minimal besin ortami bilesimi,
karbon ve azot kaynaklar1 Cizelge 3.1.’de sunulmustur. Sterilizasyon islemi siv1 ve kat1
besin ortamlarinin, 1.2 atm basing ve 121 °C’ da 20 dakika siire ile otoklavda tutulmasi
ile gergeklestirilmistir.  Steril hale getirilen besin ortamlar1 oda sicakligina kadar
sogutulmus ve as1 yapilmaya hazir hale getirilmistir. Asilama islemleri gecikme evresini
tamamlamis hiicrelerle steril ortamlarda gergeklestirilmistir. Besin ortamlarinin

baslangic pH’ 16’ ya ayarlanmistir.

Cizelge 3.1.Mikroorganizma iiretiminde kullanilan minimal besin ortam1 icerigi

Madde Konsantrasyon (g/L)
Glikoz 10

K2HPO, 0.5

KH,PO, 0.5

MgS04.7H,0 0.2

Maya oziitii 2
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3.2 Enzim Uretim Ortamlar:

3.2.1 R. Delemar’ in Lipaz Enzimi Uretmesi I¢cin Uygun Besin Ortamlarimn

Hazirlanmasi

Deneylerde karbon kaynagi olarak Ankara Seker Fabrikasindan temin edilen melas
kullanilmistir (Cizelge 3.2). Sekerin kristallenme yolu ile elde edilmesiyle son ana surup
olarak geri kalan melas Onemli miktarda sakkaroz igerir. Ayrica melas seker dist
maddeler bakimindan da zengindir. Melas %50 sakkaroz, %30 seker dis1 maddeler ve
%20 oraninda da su i¢cermektedir. Seker digi maddelerin yaklasik %10’unu kiil teskil
eder. Kiil melasin yanmasindan sonra geri kalan anorganik maddedir. Geri kalan %20
ise organik seker dis1 maddelerdir. Melasda bulunan seker dis1 maddeler Cizelge 3.2° de
verilmektedir. Lipaz enziminin liretiminde kullanilan sivi besin ortamlar1 1.0, 2.0, 5.0 ve
10 g/L melas sakkarozu igerecek sekilde hazirlanmistir. Ayrica mantarin tiretimi igin
hazirlanan sivi besin ortamlari, minimal besin ortami bilesenlerini i¢ermektedir.
Mikroorganizmalar 6ncelikle, laboratuar kosullarinda en uygun tireme sicakligi olan 25
°C’ de sivi besin ortamlarinda iiretilerek aktiflestirilmistir. Ureme c¢alismalari igin

hazirlanan besin ortamlar1 otoklav’da sterilizasyon igslemine tabi tutulmustur.

Cizelge 3.2 Ankara Seker Fabrikasindan temin edilen melasin bilesimi

s % 83.92

pP % 50.03

Q¢ % 59.62
Invert gseker % 0.406-0.500
Betain % 5.0-6.0
Toplam N, % 2.0

Rafinoz %0.8-1.0
Yogunluk 1.3

8 Kat1 madde miktari
® Polarizasyon
°p/S
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Ekimler en uygun as1 hacmi belirlenene kadar 1 mL as1 hacmi ile yapilmistir.
Benzeri bigimde en uygun ¢ogalma ortami pH’ 1 belirlenene kadar, besin ortamlarinin
pH’ 1 6.0’ ya ayarlanmistir. Besin ortamlarindan belirli zaman araliklarinda, belirli
hacimlerde almman Ornekler filtrasyon isleminden gecirildikten sonra, berrak sivida
enzim aktivitesi Ol¢iilmiis ve glikoz analizi yapilmistir. Mavi bant siizge¢ kagidinin

istiinde kalan mikroorganizmalar, konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in ayrilmistir.

Hava Girisi
—
A
Hava Cikisi Hava Filtresi
< / \
® — [€—Rotametre
&) |
() -
‘ \+/ N
Pompa | L/
\ <4—— Cam Reaktor T
Ornek Alma Kompresor
Engel
0

Isiticili Manyetik
<+

Karstirict

Sekil 3.1 Karistirmali ve havalandirmal1 biyoreaktor.

Kesikli diizende yiiriitiilen fermentasyon g¢aligmalarinin bir kismi1 250 ml’ lik,
100 ml ¢alisma hacmine sahip erlenlerde, sabit karistirma hiz1 ve sicaklikta ¢alisan
calkalamal1 su banyosunda ve orbital karistirmali inkiibatorde yiiriitiilmiistiir. En uygun
karistirma hiz1 ve hava giris hizinin belirlendigi diger calismalarda ise 100 mL ¢aligma
hacmine sahip, 150 ml’ lik pyreks camdan yapilmis, silindirik bir tepkime kabi

kullanilmistir. Tepkime kabinin kapagi iizerinde hava giris ve ¢ikis delikleri, 6rnek alma
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deligi ve karigtirict mil yatagi bulunmaktadir. Tepkime kabi ig¢inde vorteks olusumu
Onleyici levha ile dort kanatl karistirict ve bagli oldugu saft vardir. Tepkime kab1 sabit
sicakliga ayarlanabilen bir manyetik karistiric iizerinde oturtulmustur. Deney siiresince

belirli zaman araliklarinda alinan 6rneklerin analizlenmesi ile sonuclar elde edilmistir.

3.2.2 R. delemar’ in Asit Fosfataz Enzimi Aktivitesi ve Besin Ortamlarinin

Hazirlanmasi

Asilama i¢in besin ortami (Cizelge 3.3) igeren erlenler, 150 devir/dak hizinda, 30 °C
sicaklikta ve 24 saat orbital c¢alkalayicida karistinnlmistir.  Ortam  pH® 1,
mikroorganizmanin asit fosfataz enzimi iiretmesi i¢in en uygun pH degeri olan 4.8’¢
ayarlanmigtir. Asilama islemi dstel treme evresinin baslangicindaki hiicreler ile
gerceklestirilmistir. Optimum as1 orani (As1 mikatari/biyoreaktor iiretim hacmi) 10/1000
olarak belirlenmistir (Galabova vd., 1993, Tsekova ve Galabova, 2003).

R. delemar’ dan asit fosfataz {iretimi i¢in, fermantasyon ortami (Cizelge 3.4)
olarak, 100 ml galisma hacmine sahip reaktorler kullanilmistir. Hazirlanan besin

ortamlar1 otoklavda sterilizasyon islemine tabi tutulmustur.

Cizelge 3.3 Asit fosfataz iiretiminde kullanilan as1 ortami igerigi

Madde Konsantrasyon (g/L)
Coziinebilir nigasta 20

Misir meserasyon s1visl 20

Pepton 10

K2HPO, 10

MgSO,7H,0 1

Cizelge 3.4 Asit fosfataz iiretiminde kullanilan fermantasyon ortami igerigi

Madde Konsantrasyon (g/L)
Coziinebilir nigasta 40
Misir meserasyon s1vis1 20
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3.3 Analitik Ol¢iim Yontemleri

Belirli zaman araliklarinda fermantasyon ortamlarindan steril olarak alinan Ornekler
filtrasyon ve/veya santrifiijleme isleminden gecirilmig, sivi kisim metal iyonlart,
sakkaroz derisiminin ve enzim aktivitelerinin tayininde, dipte ¢dkelen kisim veya
filtrasyon kagidinin tizerinde kalan kisim ise mikroorganizma derisiminin bulunmasinda

kullanilmustir.

3.3.1 Lipaz Enzim Aktivitesi

Enzim aktivite tayininde para-nitrophenil palmitate (p-NPP, Sigma 037H5002) substrat
olarak kullanilmis ve spektrofotometrik yontem kullamilmistir (Jain vd., 2005,
Wonderwiilbecke vd., 1992). Ortamda para-nitrophenil palmitate substrat olarak gérev
yapmaktadir (EK 3). p-nitrofenol aktivitesi 410 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak olciilmiistiir. 1 U lipaz aktivitesi 37 °C’de, 1 dakikada agiga ¢ikan 1 mikromol

p-nitrofenol olarak ifade edilir.

3.3.2 Biyokiitle Analizi
Reaksiyon ortamindan alinan belirli hacimdeki 6rnek daha dnceden darasi alinmis mavi
bant slizge¢ kagidi araciligi ile siiziiliir. Stizgeg kagidi 2-3 kez saf su ile yikanir ve 8 saat
siire ile 80 °C’ ye ayarlanmis etiivde kurutulur. Etiivden alindiktan sonra sabit tartima
gelince silizge¢ kagidimin agirligi bulunur. Siizge¢ kagidinin son agirhigr ile darasi
arasindaki fark alinip Ornek hacmine boliinerek mikroorganizma konsantrasyonu
bulunur. Ayrica biyokiitle analizi tiirbidimetrik yontem kullanilarak da yapilmistir. Bu
yontemin ayrintilart EK 2 de verilmektedir.

Alinan ornekteki yas maya derisimi g/L cinsinden spektrofotometrik olarak 360
nm’de absorbans okunarak tayin edilmistir. Daha sonra yas agirlik, yas agirlik-kuru
agirhlk mikroorganizma c¢alisma dogrusundan yararlanarak kuru mikroorganizma

derisimine gegcilmistir.

3.3.3 Sakkaroz Analizi

Glikoz tayininde Miller ydntemi kullamlmistir (Forouchi ve Gunn, 1983). Oncelikli
olarak DNS eriyigi ve Rochella tuzu eriyigi hazirlanir. Glikoz igerigi tayin edilecek
ornekler 20 mL’lik deney tiiplerine sirasiyla 2 mL 6rnek + 2mL DNS eriyigi olmak

tizere koyulur. Daha sonra  hazirlanan bu tiipler kaynatilir. Cikarillan Ornekler
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sogutulduktan sonra herbirinin iizerine 1 mL rochella tuzu eriyigi ve 5 mL damitik su
eklenir. Ornekteki sakkaroz derisimi g/L cinsinden, sakkarozun dinitrosalisilikasit ile
verdigi turuncu-koyu kirmizi renkli kompleks yardimiyla spektrofotometrik olarak (575

nm) bulunur.

3.3.4 Asit Fosfataz Aktivitesi Tayini
Fosfataz aktivitesinin 6l¢iimii igin substrat olarak fosfataz substrat (Sigma 117K8210)
kullamilmistir (EK 4). Fosfataz aktivitesi, 410 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak ol¢tilmiistiir (Tsekova ve Galabova, 2003).

3.4 Metal Tyonlar1 i¢eren Biyobirikim Ortaminin Hazirlanmasi

Ni(ll), Cu(ll) ve Zn(ll) ¢ozeltileri, Ni(NO3),;.6H,0, Cu,SO,5H,0, ZnSO4.5H,0
kristallerinin damitik suda ¢oziilmesi ile elde edilen 1.0 g/ metal iyonu igeren stok
cozeltilerden seyreltilerek hazirlanmistir. Fermantasyon ortamindaki Ni(ll) iyonu
derigimi 10 ve 50 mg/L araliginda degistirilmistir. Cu(ll) ve Zn(Il) iyonlarinin derigimi
ise 10 ve 100 mg/L araliginda degistirilmistir.

Fermentasyon ortamlarinin pH degeri 1 mol/L derisiminde hazirlanan HNO;
stok ¢ozeltisinin seyreltilmesi ile hazirlanan 0.1 mol/L, 0.01 mol/L ara ¢ozeltilerin
yeteri kadar eklenmesi ile ayarlanmistir. Metal iyonlarmin eklenmesinden sonra besin

ortamlart 120 °C sicaklikta, 20 dakika siireyle otoklavda sterillenmistir.

3.4.1 Biyobirikim Deneyleri
Biyobirikim deneyleri orbital calkalayicida 30 °C sicaklikta 150 devir/dak karistirma

hizinda 126 saat siiresiyle yapilmistir. Fermentasyon ortamindan alinan 5ml hacmindeki
ornek 6030 x g 5 dakika santrifiijlenmis sivi fazdan alinan 2 ml hacmindeki 6rnek
serbest metal iyonunun tayini biyobiriktirilmeyen, ortamda serbest Ni 351.5 nm, Zn
213.9 nm ve Cu 217.9 nm’ de, HCL Photron Hollow Cathode lamba kullanilarak, GBC

Avanta marka atomik absorbsiyon spektrofotometresinde 6l¢iilmiistiir.

3.4.2 R. delemar’ n Biyosorpsiyon Deneyleri i¢in Hazirlanmasi

Metal giderim kapasitelerini karsilagtirmak igin iireyen (living), tiremeyen (resting)-

yas, kuru (dead) hiicreler icin biyosorpsiyon deneyleri yapilmistir. R. delemar 30 °C
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sicaklikta kesikli reaktorde iiretildikten sonra, iistel tireme peryodundun sonunda (48-72
saat) fermantasyon ortamindan santrifiijle ayrilmig ve damtik su ile iki kez yikanmistir.
Yas hiicreler, biyosorpsiyon ortamlarindaki derisimleri 1 g/L olacak sekilde siispanse
hale getirilmistir. Olii hiicreleri elde etmek i¢in, yas hiicreler %1 formaldehid kullanarak
inaktive edilmis ve daha sonra 60 °C sicaklikta 24 saat bekletilerek kurutulmustur.
Biyosorpsiyon g¢alismalari igin 1.0 g kuru hiicre 100 ml damitik suda suspense hale
getirilmis ve homojenizatorde 20 dakika 8000 devir/dak’ da homojenize edilmistir.
Mikroorganizma ¢ozeltileri, metal iceren ortamlara eklenmeden 6nce pH 1 molL™, 0.1
molL™ , 0.001 molL? HNOj3 eklenerek ayarlanmustir. Bu homojen hale getirilmis
mikroorganizma ¢ozeltilerinden, metal igeren ortamlara 10 mL eklenerek, ortamlardaki
mikroorganizma konsantrasyonunun 1 gL olmas: saglanmustir.

Ortamlardan belli araliklarla alinan 6rneklerdeki, biyosorbe edilmeyen metal iyonu

miktarlart AAS kullanilarak 6lgiilmiistiir.
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4 BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda oncelikle, R. delemar mikroorganizmasiyla agir metal iyonlarinin
biyobirikiminde dogrudan rol oynayan asit fosfataz enziminin ve metal biyobirikiminde
dogrudan rol oynamayan, fakat atiksulardaki lipidlerin gideriminde etkin olan lipaz
enziminin iretimi incelenmistir. R. delemar lipazinin en uygun ilireme kosullarinin
belirlenmesi amaciyla ortam pH’ 1min, sicakliginin, besin ortami bilesenlerinin,
indiikleyicilerin ve yiizey aktif maddelerin etkisi incelenmistir. Bu ¢alismada karbon
kaynaklarmin mikroorganizma konsantrasyonu ve lipaz aktivitesi iizerine etkisinin
incelenmesi igin substrat olarak glikoz, sakkaroz ve melas kullanilmis, ylizey aktif
madde olarak tween 80’in etkisi incelenmis ayrica ticari yaglarin aktivite ilizerine
etkileri arastirilmis ve bunlarin optimum degerleri bulunmaya calisilmistir (Sag 2006,
Acikel vd., 2011). Benzeri sekilde R. delemar’ in asit fosfataz enzimi liretmesi igin
uygun besin ortami bilesenleri ve ortam pH’1 belirlenmistir. Mikroorganizmanin her iki
enzim aktivitesi lizerine agir metal iyonlarinin, Cu(Il), Zn(II) ve Ni(Il), etkileri

incelenmistir.

4.1 R.delemar ile Lipaz Enzim Aktivitesi icin En Iyi Kosullarin Saptanmasi

R. delemar’ in lipaz enzimi iiretimi i¢in en uygun pH 8.0 olarak saptanmis ve deneyler
bu pH degerinde yiiriitiilmistiir. Karbon kaynaklar1 olarak, glikoz, sakkaroz ve melas
kullanildiginda, elde edilen maksimum enzim aktiviteleri ve mikroorganizma
konsantrasyonlar1 karsilastirilmigtir. Karbon kaynaklar1 arasinda en yiiksek enzim
aktivitesi, melas kullanilan ortamda 4.73 pmol/L-dak olarak saptanmigtir. En yiiksek
mikroorganizma konsantrasyonu, 10 g/ melas sakkarozu kullanilan ortamda 2.28 g
kuru mikroorganizma agirhigi/L olarak elde edilmistir (Celebi, 2005). Melas
kullanildiginda en yiiksek enzim tiretiminin elde edilmesi, melas sakkarozunun yanisira,
melas i¢indeki diger bilesiklerin, amino asitler, organik asitler, vitaminler, inorganik
katyonlar ve anyonlarinda enzim aktivitesini arttirict yonde etki yapmasindan

kaynaklanmaktadir.
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4.1.1 Karbon Kaynag Olarak Melas Sakkarozu Iceren Ortamda Yaglarin ve
Yiizey Aktif Maddelerin Karbon Kaynag ve Indiikleyici Olarak Etkisi

4.1.1.1 Ticari Yaglarin ve Tributirinin Etkisi

Karbon kaynagi olarak melas sakkorozu igeren ortamda yaglarin ve tributirinin
indiikleyici olarak etkisi Cizelge 4.1” de bilesimi verilmis olan ortamda incelenmistir
(Sag, 2006). Enzim {iretimi lizerinde indiikleyici olarak etkisi incelenen yaglar aycicegi
yag1, soya yagi, findik yagi, zeytin yagi, misir yagi ve tributirindir. Ticari yaglar satig
yerlerinden alinmis ve % 0.5 oraninda fermentasyon ortamlarinda kullanilmistir. Ayrica
karbon kaynagi olarak 1.0 g/L melas sakkarozu tiim fermentasyon ortamlarina
eklenmistir. Maksimum enzim aktivitesi 93.07 pmol/L-dak olmak iizere aygicek yagi
iceren ortamda elde edilmistir (Sekil 4.2). Daha Once yapilan deneylerde, karbon
kaynag1 olarak sadece 1 g/L melas sakkarozu igeren ortamda, maksimum enzim
aktivitesi 4.73 umol/L-dak degerinde iken, indiikleyici eklenmesi ile ulasilan aktivite
degerlerinin arttigt gozlenmektedir. Elde edilen bu deger aym1 konsantrasyonda tek
basina glikoz i¢eren ortama gore 47.2, sakkaroz igeren ortama gore 36.8, melas i¢eren
ortama gore 19.7 kez daha biiytiktiir. Ortama karbon kaynagi olarak melas sakkarozu ile
birlikte indiikleyici olarak yaglar eklendiginde maksimum enzim aktivitesi
fermentasyonun 5. gilinlinde elde edilmistir. Diger ticari yaglar melas ile birlikte
kullanildiginda da enzim aktivitesinde belirgin bir artis gézlenmis ve elde edilen
aktiviteler sirasiyla ay¢icegi yagi, soya yagi, findik yagi, misir yagi, tributirin ve zeytin
yag1 seklinde azalmistir. Fermentasyon ortamina eklenen yaglarin aktiviteyi degistirme
nedeni olarak, icerdikleri yag asitleri ve doymamis bag yapilar1 gosterilmektedir. Bu
asitler yapilarina gore tekli ya da ¢oklu doymamis baglar igerebilir. Oleik asit 18
karbonlu ve bir adet ¢ift bag iceren, linoleik asit, 18 karbonlu ve 2 adet ¢ift bag iceren,
palmitik asit ise 16 karbonlu ve ¢ift bag icermeyen yag asitleridir. Aygigegi yagi
linoleik asit, findik yagi linoleik asit zeytinyagi oleik asit, soya yag linoleik asit, misir
yag1 doymus palmitik ve doymamis yag (linoleik) asitlerini igerir. Yapilan c¢alismalar,
fermantasyon ortamina eklenen yag asitlerinin lipaz enzimi aktivitesini artirici yonde
etki ettigini, asir1 miktardaki yag asitlerinin aktiviteyi olumsuz yonde etkiledigini
gostermistir. Ancak aycigegi ve soya yaginin aktiviteyi nasil arttirdigi tam olarak
aciklanamamistir (Wang, 2008). Aycigegi yaginin igerdigi yag asitleri miktarinin ve
doymamig bag yapisinin fazlaligi nedeniyle enzime baglanarak fermantasyon
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ortamindaki aktiviteyi arttirdigi diistiniilmektedir. Zeytinyagi igeren fermentasyon
ortamlarimda ise Rhizopus tiirii mikroorganizma iiremesinin ve hiicre i¢i lipaz
aktivitesini arttg1 gosterilmistir (Salleh vd., 1993). Asirt miktarda eklenen zeytinyaginin
ise aktiviteyi olumsuz etkiledigi gosterilmistir (Wang vd., 2006).

Cizelge 4.1 Karbon kaynagi olarak melas sakkarozu ve c¢esitli ticari yaglar ve
tributirinin igeren besin ortaminin bilesimi

Madde Konsantrasyon (g/L)
Melas sakkarozu 1

Indiikleyici % 0.5 (0.5 ml)
K2HPO4 0.5

KH2PO4 0.5

MgS0O4.7H,0 0.2

Maya o6ziitii 2

100
—— Aygicegi yagi
80 | —8— Soya yagi
—&— Findik yagi
—>— Zeytin yag1
% 60 I —¥— Misir yagi
A —e— Tributirin
=
=
g
3 40 }
N
8
=
=
< 20 }
0 =
0 2 4 6 8 10 12

Zaman (Giin)

Sekil 4.1 Karbon kaynagi olarak melas sakkarozu igeren ortamda, indiikleyici olarak
farkli yaglar kullanilarak elde edilen enzim aktivitelerin zamanla degisimi (pH= 8.0,
T:30 OC, V: 100 mL, Cme|as sakkarozuzl.o g/L, Cjndﬁk]eyici = /005, KH:150 dEVir/dak)
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4.1.1.2 Aycicegi Yag Miktarimin Etkisi

Ana Kkarbon kaynagi olarak melas sakkarozu i¢eren ortamda, aygigegi yagr miktarinin
lipaz aktivitesi lizerine etkisi, %0.5-%4.0 arasinda degisen konsantrasyonlarda aycicegi
yagl igeren ortamda arastirllmistir. Aycice§i yagi konsantrasyonu arttikca, enzim
aktivitesinin azaldigi gézlenmistir (Sekil 4.2). Maksimum enzim aktivitesi, % 0.5

oraninda aygicegi yagi igeren ortamda, 93.07 pmol/L-dak olarak elde edilmistir.

100
——%0.5
80 | —.—%10
—&—%2.0
- —%—0%4.0
Yo
< 60 |
=
2
g
<
o 40
=
kv
<
20 |
0 -
0 2 4 10 12

6
Zaman (Gfin)

Sekil 4.2 Karbon kaynagi olarak melas sakkarozu igeren ortamda, aygicegi yagi
konsantrasyonunun enzim aktivitesi {izerine etkisi (pH= 8.0, T=30 °C, V= 100 mL,
Cme|as sakkarozuzl.o g/L, K.H.:150 dEVIr/dak).

4.1.1.3 Yiizey Aktif Maddelerin Etkisi

Yiizey aktif maddeler, esas olarak dis hiicresel enzimin fermentasyon sivisina
salgilanmasini arttirmaktadirlar. Yiizey aktif maddelerin enzim iiretimi iizerindeki
etkisini gormek ig¢in, iki farkli yilizey aktif madde tween-80 ve rhamnolipid
(biyosurfaktan), tributirin ile karsilastirmali olarak kullanilmigtir. Bu amagla ylizey aktif
maddeler, fermentasyon ortamlarina % 0.5 oraninda eklenmistir. Yiizey aktif
maddelerin enzim aktivitesi tizerindeki etkilerinin incelendigi deneyler igin besin ortami

bilesimi Cizelge 4.2” de verilmektedir.
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Sekil 4.3.’de de gorildiigii gibi, tween-80 kullanilan ortamda, tributirin ve

rhamnolipid kullanilan ortamlara gore, daha yiiksek enzim aktivitesi elde edilmistir.

Cizelge 4.2 Karbon kaynagi olarak melas sakkarozu ve ¢esitli yiizey aktif maddeler
iceren besin ortaminin bilesimi

Madde Konsantrasyon (g/L)
Melas sakkarozu 1

Yiizey Aktif Madde % 0.5 (0.5 ml)
K2HPO4 0.5

KH,PO4 0.5

MgS0,.7H,0 0.2

Maya o6ziitii 2

80
—&— Tween-80
60 —&— Rhamnolipid
—&— Tributirin
~
©
?
=40
o
=
S
L
=
£20
<
0 =
0 2 4 Zam6cm (Giin) 8 10 12

Sekil 4.3 Karbon kaynagi olarak melas sakkarozu igeren ortamda, indiikleyici olarak
farkli ylizey aktif maddeler kullanildiginda elde edilen enzim aktivitelerinin zamanla
degisimi (pH= 8.0, T=30 °C, V=100 mL, Celas sakkarozu=1.0 G/L, Cyizey aktif madde = %00.5,
K.H.=150 devir/dak).
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Tween-80 iceren ortamda, yiizey aktif madde i¢cermeyen ortama gore enzim
aktivitesi 13.5 kez artarak 63.68 pmol/L-dak degerine ulasmistir. Tween-80 hem bir
yiizey aktif maddedir hem de kimyasal yapisi bazi enzim substratlarina benzediginden,
bir indiikleyici olarak etkimektedir. Literatiirde yeralan ¢caligmalarda yiizey aktif madde
olarak tween-80 kullanilan ortamda tween 80’ in mikroorganizma igin karbon kaynagi
olarak kullanildig1 ve enzim aktivitesini arttirdig1 gosterilmistir (Li vd., 2001, Espinoza
vd., 1990). Ticari bir biyosurfaktan olan rhamnolipid ile de ylizey aktif madde
icermeyen ortama gore 4.5 kez daha yiiksek bir enzim aktivitesi degerine ulasilmistir.
Yiizey aktif maddelerin aktiviteyi arttirdigi gosterilmesine ragmen yag asitleri eklenen
ortamlardaki kadar yiiksek aktivite elde edilememistir (Wang vd., 2008). Elde edilen

sonuclar kiyaslandiginda literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir.

4.1.1.4 Tween-80 Miktarinin Etkisi

Enzim aktivitesi icin kullanilanilan yiizey aktif maddenin yapisi ¢ok énemlidir. Iyonik
olan yiizey aktif maddelerin (AOT, BOTMAC) enzim inhibisyonuna neden oldugu
bilinmektedir. Tween-80 ve tween-60 gibi iyonik olmayan yiizey aktif maddeler,
mikroorganizma i¢in karbon kaynagi olarak kullanilir ve ortamin arayiizey alanini
genigletir. Bu nedenle enzim aktivitesini arttirir. Bu tez calisgmasinda ana karbon
kaynagi olarak melas sakkarozu igeren ortamda, tween-80 miktarinin lipaz aktivitesi
tizerine etkisi, %0.5-%4.0 arasinda degisen konsantrasyonlarda tween-80 iceren
ortamlarda arastirilmistir. Tween-80 konsantrasyonu %1’ e kadar arttirildik¢a enzim
aktivitesinin arttig1, daha yiiksek tween-80 konsantrasyonlarinda ise enzim aktivitesinin
azaldig1 gorilmistiir (Sekil 4.4). % 1 oraninda tween-80 igeren ortamda elde edilen
maksimum enzim aktivitesi, 91.73 umol/L-dak olarak bulunmustur. Tween-80 igeren
ortamda, ylizey aktif madde igcermeyen ortama gore enzim aktivitesi 19.4 kez artmistir.
Farkli bir ortamda Yan Liu ve arkadaslar1 (2000), C. Rugosa lipazi aktivitesini arttirmak
icin ortama %1-5 (w/v) araliginda degisen oranlarda tween-80 eklemis ve %2 oraninda
tween-80 i¢in optimum degerler elde etmislerdir. Tez calismasinda elde edilen
sonuclara benzer olarak fazla miktarda ylizey aktif maddenin enzimatik reaksiyon hizinm

artirmadig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Karbon kaynagi olarak melas sakkarozu igeren ortamda, Tween-80
konsantrasyonunun enzim aktivitesi iizerine etkisi (pH= 8.0, T=30 °C, V= 100 mL,
Cme|as sakkarozuzl.o g/L, K.H.:150 dEVIr/dak).

4.1.2 Karbon Kayna@ Olarak Melas Sakkarozu iceren Ortamda Sicakh@mn

Etkisinin Arastirilmasi

Karbon kaynagi olarak melas sakkarozu i¢eren ortamda sicakligin etkisi Cizelge 4.3 de

bilesimi verilen besin ortaminda arastirilmistir.

Cizelge 4.3 Karbon kaynagi olarak melas sakkarozu ve indiikleyici olarak aycicegi yagi
igeren besin ortaminin bilesimi

Madde Konsantrasyon (g/L)
Melas sakkarozu 1

Aygicegi yagi % 0.5 (0.5 ml)
K2HPO, 0.5

KH,;PO4 0.5

MgS0O,4.7H,0 0.2

Maya oziitii 2
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Sekil 4.5 Karbon kaynagi olarak melas sakkarozu ve indiikleyici olarak aycicegi yagi
iceren ortamlarda farkli sicakliklarda elde edilen enzim aktivitelerinin zamanla degisimi
(pH: 80, V: 100 mL, Cme]as sakkarozu:]..o g/L, CaleQegl yagi = %05, KH:150 deVir/dak)

Sekil 4.5° de farkli sicakliklarda elde edilen enzim aktivitelerinin zamanla degisimi
verilmektedir. En uygun sicaklik aralii, 30-35 °C olup, bu sicaklik araliginda elde
edilen en yiiksek enzim aktiviteleri sirasiyla 93.07 ve 74.17 pmol/L-dak olarak

saptanmuistir.

4.1.2.1 Karbon Kaynag Olarak Melas Sakkarozu, Indiikleyici Olarak Aycicegi

Yag iceren Ortamda Karistirma Hizinin Etkisi

R. delemar ile lipaz enziminin {iretimi {izerine karistirma hizinin etkisi, Cizelge 5.3’de
bilesimi verilen besin ortaminda incelenmistir. Sekil 4.6” da farkli karistirma hizlarinda
elde edilen enzim aktivitelerinin zamanla degisimi verilmektedir. En yiiksek aktivite bu
kez 200 devir/dak karistirma hizinda, 103.12 pmol/L-dak olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.6 Karbon kaynagi olarak melas sakkarozu ve indiikleyici olarak aycicegi yagi
iceren ortamlarda farkli karistirma hizlarinda elde edilen enzim aktivitelerinin zamanla
deglslml (pH: 8.0, T:30 OC, V: 100 mL, Cme|as sakkarozuzl.o g/L, Caygi(;egi yagl = %05)

4.1.2.2 Karbon Kaynag Olarak Melas Sakkarozu, Indiikleyici Olarak Aycicegi
Yagi Iceren Ortamda Hava Giris Hizinin Etkisi

R. delemar ile lipaz enziminin iiretimi {izerine hava giris hizinin etkisi, karbon kaynagi
olarak melas sakkarozu ve Cizelge 4.3’ de bilesimi verilen besin ortaminda
incelenmistir. Farkli hava giris hizlarinda zamanla enzim aktivitelerindeki degisim Sekil
4.7’ de verilmektedir. Maksimum enzim aktivitesi 2 vvm hava giris hizinda,
fermentasyonun 4. giiniinde 102.83 pmol/L-dak olarak elde edilmistir. 4 vvm hava giris
hizinda ise fermentasyonun 4. giiniinden baslayarak, 6. giinde dahil olmak {izere 97.47
umol/L-dak ile 68.80 pumol/L-dak arasinda yiiksek ve uzun siireli enzim aktivitesi
gozlenmistir. Havalandirmanin varligt hem enzim aktivitesini arttirmis, hem de daha

erken ve uzun siireli enzim aktivitesi gdzlenmesini saglamistir.
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Sekil 4.7 Karbon kaynagi olarak melas sakkarozu, indiikleyici olarak aycicegi yagi
iceren ortamlarda farkli hava giris hizlarinda elde edilen enzim aktivitelerinin zamanla
degisimi (pH= 8.0, T=30 °C, V=100 ML, Crelas sakkarozu =1.0 0/L, Caycicegi yais = %0.5,
K.H.= 100 devir/dak).

4.1.3 Melas ve Sakkarozun Enzim Aktivitesi Uzerine Birlikte Etkisi

Sakkaroz ve melasin birlikte kullanilmasinin, karbon kaynaginin etkisini arttirirken,
melasin i¢indeki diger bilesenlerinde etkisi ile R. delemar’ in lipaz aktivitesini arttirici
yonde etki yapacagi Ongoriilmektedir. Ancak melas konsantrasyonu seker disi
maddelerin inhibisyonundan kag¢inmak i¢in optimum melas sakkarozu degerinde sabit
tutulmalidir. Bu amagla 1.0 g/L derisiminde melas sakkarozu igeren ortamda sakkaroz
konsantrasyonu, 1.0, 2.0, 5.0 ve 10.0 g/L araliginda arttirilmistir (Cizelge 4.4).
Maksimum enzim aktivitesi fermentasyonun 4. giiniinde 92.27 pmol/L-dak olarak 5.0
g/L sakkaroz igeren ortamda elde edilmistir (Sekil 4.8). Bu deger melas igermeyen
ortamda, enzim aktivitesini arttirict maksimum sakkaroz konsantrasyonu degerini
dogrulamistir. 1.0 g/ melas sakkarozu ve 5.0 g/L. sakkaroz igeren ortamda elde edilen
maksimum enzim aktivitesi, ayn1 konsantrasyonda sadece sakkaroz i¢eren ortama gore
36.5 kez daha biiyiiktiir. Ayn1 konsantrasyonda sadece melas i¢ceren ortama gore de 19.5
kez daha biiytiktiir.
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Cizelge 4.4 Karbon kaynagi olarak melas ve sakkarozu birlikte iceren besin ortaminin
bilesimi

Madde Konsantrasyon (g/L)
Melas sakkarozu 1
Sakkaroz 1,2,5ve 10
KoHPO, 0.5
KH,PO, 0.5
MgSQ,.7H,0 0.2
Maya 6ziitii 2
100
—e—1g/L
80 | —=—2¢g/L
—A—5¢g/L
—_ —>%—10¢g/L
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Sekil 4.8 Karbon kaynagi olarak melas ve artan konsantrasyonlarda sakkarozu birlikte
iceren ortamlarda enzim aktivitesinin zamanla degisimi (pH= 8.0, T=30 °C, V=100 mL,
Cme|as sakkarozu :10 g/L, KH: 150 dEVIT/dak)
Ote yandan en diisiik enzim aktivitesi 10.0 g/L konsantrasyonda sakkaroz igeren
ortamda fermentasyonun 5. giiniinde 49.33 umol/L-dak olarak elde edilmistir.

Sekil 4.9 da ise sabit konsantrasyonda melas igeren ortamda sakkaroz
konsantasyonunun arttiritlmasinin  mikroorganizma konsantrasyonu {iizerindeki etkisi
goriilmektedir. Maksimum mikroorganizma konsantrasyonu 5.0 g/L konsantrasyonda

sakkaroz i¢eren ortamda 7.95 kuru mikroorganizma ag./L olarak elde edilmistir. 10.0
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g/L sakkaroz konsantrasyonu sadece sakkaroz iceren ortamda oldugu gibi hem enzim

tiretimi hem de mikroorganizma ¢ogalmasi tizerinde inhibisyon etkisi yapmaktadir.

10
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—&—5¢/L

—>—10¢g/L

Mikroorganizma Konsantrasyonu (g/L)
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Sekil 4.9 Karbon kaynagi olarak melas ve artan konsantrasyonlarda sakkarozu birlikte
iceren ortamlarda mikroorganizma konsantrasyonunun zamanla degisimi (pH= 8.0,

T:30 OC, V: 100 mL, Cme|as sakkarozu :10 g/L, KH: 150 dEVir/dak)

4.1.4 Melas, Sakkaroz ve Aycicegi Yagimin Enzim Aktivitesi Uzerine Birlikte Etkisi

Melas ve sakkarozun fermentasyon ortaminda birlikte kullanimi, melas igeren ortama
indiikleyici olarak aycicegi yagi eklenmesi ile hemen hemen aym1 oranda enzim
aktivitesinde bir artisa neden olmustur. Elde edilen bu bulgular paralelinde, melas ve
sakkarozu birlikte iceren ortama, indiikleyici olarak aygicegi yagi eklenerek enzim
aktivitesinin daha da arttirllmas1 planlanmistir. Melas, sakkaroz ve aygigegi yagini
birlikte igeren besin ortaminin bilesimi, Cizelge 4.5’ de verilmistir. Fermentasyonun 4.
giiniinde 219. 71 pumol/L-dak’ lik bir maksimum enzim aktivitesi gozlenmistir (Sekil
4.10). Elde edilen bu deger, sakkaroz ve melasi birlikte iceren ortamda elde edilen
enzim aktivitesinden 2.38 kez daha biiyiiktiir. 4. ve 7. giinler arasinda goreceli olarak
yiiksek ve kararli, uzun siireli bir enzim aktivitesi gézlenmistir. Melas, sakkaroz ve
aycicegi yagini birlikte igeren ortamda, mikroorganizma konsantrasyonu 7.74 kuru

mikroorganizma ag. /L degerine ulagmaktadir (Sekil 4.11).
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Cizelge 4.5 Karbon kaynagi olarak melas ve sakkaroz, indiikleyici olarak ay¢icegi yagi
iceren besin ortaminin bilesimi

Madde Konsantrasyon (g/L)

Melas sakkarozu 1

Aycicegi konsantrasyonu  %0.5 oraninda (0.5 ml)

Sakkaroz 5
K>oHPO, 0.5
KH,PO,4 0.5
MgS0,.7H,0 0.2
Maya o6ziitii 2
240
210 |
180 |
~ 150 F
>o 120 |
g
=2
P 90 |
=
:E% 60 |
30 |
0 4
0 2 4 6 8 10

Zaman (Gfin)

Sekil 4.10 Karbon kaynagi olarak melas ve sakkaroz, indiikleyici olarak aycicegi yagi
iceren ortamda enzim aktivitesinin zamanla degisimi (pH= 8.0, T=30 °C, V=100 mL,
Cme|a5 sakkarozu =1O g/L, Cgakkarozz 50 g/L, Caygicegi yag1= %05, KH= 150 dEVir/dak)
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Sekil 4.11 Karbon kaynagi olarak melas ve sakkaroz, indiikleyici olarak aygigegi yagi
iceren ortamda mikroroganizma konsantrasyonunun zamanla degisimi (pH= 8.0,T=30
°C, V=100 mL, Celas sakkarozu =1.0 0/L, Csakkaroz= 5.0 g/L, Caycicesi yan= %00.5, K.H.= 150
devir/dak).

4.1.5 Aktivatorlerin Lipaz Aktivitesine EtKisi

Aktivatorlerin R. delemar’ m iremesi ve lipaz enzimi iretmesi {izerine etkilerini
incelemek igin NaCl, KCI, CaCl,, MgCl,, arap zamki ve EDTA gibi farkli aktivatorler
kullanmilmistir. Aktivatorlerin etkisini incelemek icin fermantasyon ortamina 0.5 g/L
aktivator eklenmistir. Lipaz aktivitesi aktivatorlerin varliginda
NaCl>KCI>CaCl,>MgCl,>arap zamki>EDTA seklinde azalmis ve en fazla aktivite
964.55 umol/L-dak olarak NaCl kullanildiginda elde edilmistir (Sekil 4.12).

R. delemar’ in lipaz aktivitesi, fermantasyon ortamina eklenen Na(l), K(I), Ca(ll)
ve Mg(Il) iyonlari ile sirasiyla 1.91, 1.85, 1.83, 1.76 kat artmistir. Bu iyonlarin katalitik
aktiviteyi arttiran kofaktor olarak gorev yaptigi diisliniilmektedir. Metal iyonlarini
baglayan bir molekiil olan EDTA ise lipaz aktivitesini etkilememistir. Bunun nedeni
EDTA’nm siipernatant (iist faz) sivi fazda bulunan iyonlardan ziyade diger bilesiklerle

kompleksler olusturmasidir.
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Sekil 4.12 Karbon kaynag1 olarak melas sakkarozu, indiikleyici olarak aygigegi yagi
iceren ortamlarda farkli aktivatdrlerin etkisiyle enzim aktivitelerinin zamanla degisimi
(pH: 80, T:BO OC, V: 100 mL, Cme|as sakkarozu :10 g/L, KH: 100 deVir/dak)

Maksimum biyokiitle konsantrasyonu CaCl, eklenen fermantasyon ortaminda 4.44 g
kuru mikroorganizma agirhgi/L. olarak elde edilmistir.  Aktivatorlerin varliginda
mikroorganizma konsantrasyonu sirasiyla CaCl,>KCI>NaCl>arap zamki>MgCl,>
EDTA seklinde azalmistir.

4.1.6 Agir Metal fyonlarimin Lipaz Aktivitesine Etkisi
Agir metal iyonlarmin lipaz aktivitesine etkisinin incelenmesi ig¢in, fermantasyon
ortamlarma 0.1 g/L derisimlerinde Fe(ll), Mn(ll), Co(ll) ve Ni(ll) metal iyonlar
eklenmistir. Lipaz aktivitesi, agir metal iyonlar1 varliginda Fe>Mn>Co>Ni seklinde
azalmistir (Sekil 4.13). Co(ll) ve Ni(ll) tuzlari lipaz aktivitesini oldukc¢a fazla
diislirdiigiinden enzim konfirmasyonunu degistirdigi diistinilmektedir.

Karbon kaynagi olarak melas ve indiikleyici olarak aygicegi yagi kullanildiginda
enzim aktivitesi 93.07 umol/L-dak iken, Fe(ll) i¢eren ortamda (85.23 pumol/L-dak) ve
Mn(11) igeren ortamda (71.25 pmol/L-dak) yaklasik olarak ayni elde edilmistir.
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Sekil 4.13 Karbon kaynagi olarak melas sakkarozu, indiikleyici olarak aygicegi yagi
iceren ortamlarda agir metallerin etkisiyle enzim aktivitelerinin zamanla degisimi (pH=
8.0, T:3O OC, V: 100 mL, Cme|ag sakkarozu :1.0 g/L, K.H.: 100 dEVir/dak).

Mikroorganizma konsantrasyonu agir metal iyonu varliginda, enzim aktivitesinde
oldugu gibi swrasiyla Fe>Mn>Co>Ni seklinde elde edilmistir. Maksimum
mikroorganizma konsantrasyonu Fe iyonlar1 varliginda 5.51 g kuru mikroorganizma
agirligl/L olarak elde edilmistir. Ni iyonlar1 mikroorganizma biiyiimesini oldukc¢a fazla
inhibe etmis ve mikroorganizma konsantrasyonu 2.78 g kuru mikroorganizma agirlig
/L olarak azalmustir. Lipaz aktivitesine agir metallerin etkisi iizerine az sayida calisma
yapilmistir.

Bilinen lipaz enzimi inhibitorleri Ag(l), AI(IT), Mn(I1), Sn(Il) ve Zn(II)* dur.
Giiglii inhibitorler Hg(I1) ve Fe(Il) dir. Ca(Il) ve Mg(II) lipaz aktivatorleri olarak bilinir.
Fe(lll) ve Cu(ll) metal iyonlar ise lipaz enzimi igin inhibitordiir. Biitiin metal iyonlari
Flavobacterium odoratum mikroorganizmasindan {iretilen lipaz i¢in inhibit6rdiir.
Mn(Il) %70, Fe(Il) %52 oranminda aktiviteyi inhibe etmistir (Labuschagne vd.,
1997).Ayni sekilde bu tez ¢alismasinda R. delemar ile elde edilen lipaz enzimi igin
Mn(II) Fe(Il) iyonlarmma gore daha fazlainhibisyona neden olmustur. Ancak
Pseudomonas sp. KWI-56 mikroorganizmasindan lipaz tiretiminde inhibitor olarak
bilinen Fe(ll), Fe(ll1), Cu(ll) ve Mg(ll) gibi agir metallerin aktivator rolii oynadigi
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gorilmiistir  (hzumi  vd., 1990). Pseudomonas aeruginosa LP602
mikroorganizmasindan iiretilen lipaz i¢in Cd(II), Co(II) enzim aktivitesini %80 oraninda
arttirirken, Zn(II) aktiviteyi %48 oraninda azaltmistir (Dharmsthiti ve Kuhasuntisuk,
1998). Enzimlerin EDTA ile muamelesinde aktivitenin degismedigi gosterilmistir. Ayni
calismada Na(I) ve K(I) iyonlarinin Pseudomonas aeruginosa KKA-5 lipazinin
aktivitesini %20-30 diistirtirken, Mg(Il) ve Ca(ll) iyonlarmin arttirdigi bulunmustur
(Sharon vd., 1998). Agir metal iyonlar1 aktif merkezin seklini ve/veya yerini

degistirerek enzimi inhibe etmektedir.
4.2 R. delemar’ i Asit Fosfataz Uretimi

4.2.1 Ni(1l) Iyonlar1 Varhginda ve Metalsiz Ortamda R. delemar’ in Asit Fosfataz
Uretimi

R. delemar’ 1n asit fosfataz iiretiminde asilama sonrasinda gozlemlenen gecikme evresi
(lag phase) ortamda Ni(Il) iyonlar1 konsantrasyonunun artmasiyla 4. saatin sonuna
kadar uzamistir. Bu adaptasyon periyodundan sonra R. delemar hiicreleri hizli bir
sekilde biiytimiis ve biyokiitle konsantrasyonu zamanla iistel olarak (logarithmic phase)
artmistir. Uremenin yavaslama evresi (deceleration phase), iistel evresini takip etmis 48
ve 72. saatlar arasinda gerceklesmistir.

Maksimum biyokiitle konsantrasyonu pH 5.0” de, yavaslama evresinin sonunda
(72-76 sa) 3.515 g/L olarak elde edilmistir (Agikel ve Ersan, 2010). Bu fazdan sonra
maksimum biyokiitle konsantrasyonu yaklasik sabit kalmistir (Sekil 4.14).

Asit fosfataz tretimi kiiltiivasyon zamaniyla artmistir. Maksimum enzim
aktivitesine ikinci giinde ulasilmistir. R. delemar iz maksimum asit fosfataz {iretimi,
mikroorganizma {iretiminin ¢ok oldugu {stel {ireme fazinin son evresinde
gerceklesmistir (48 sa). Ancak kiiltiir kosullarina bagl olarak enzim tretimi 72 sa
devam etmistir. Asit fosfatazla birlikte mikroorganizma biiylimesi benzer sekilde devam
etmistir. Maksimum asit fosfataz aktivitesi metal iyonu icermeyen kiiltiir ortaminda, pH
5.0 degerinde, 176.41 pmol/L-dak olarak elde edilmistir. Ni(Il) iyonlarinin varliginda
da, maksimum asit fosfataz aktivitesi liremenin tistel tireme evresinin sonunda (48 sa)
elde edilmistir. Bununla beraber asit fosfataz aktivitesi goreceli olarak kisa bir zaman

peryodunda kararli kalmig daha sonra hizla azalmistir.

60



Fermantasyon ortaminin pH’1 R. delemar’ in biiyiimesi siiresince bir miktar
azalmistir. Maksimum asit fosfataz aktivitesinin elde edildigi, kiiltiivasyonun 48.

saatinde fermantasyon ortaminin pH’1 4.72 olarak kaydedilmistir.
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Sekil 4.14 Metal iyonu igermeyen ve 25 mg/L Ni(ll) iyonu igeren fermentasyon
ortamlarinda, asit fosfataz aktivitesinin ve biyokiitle konsantrasyonunun zamanla
degisimi (pH=5.0; Cpigasta = 20 g/L; T= 30 C).

4.2.2 Ni(Il) Tyonlarmn R. Delemar’ in Uremesine Etkisi

Fermentasyon ortaminda Ni(Il) iyonlarinin varligi R. delemar iiremesini inhibe etmistir.
Ustel iireme evresinin sonunda (48 sa) biyokiitle konsantrasyonu Ni(II) iyonlarmin
konsantrasyonunun 10-50 mg/L araliginda arttirilmasiyla 2.884° den 1.677 g/L’ ye
azalmistir (Cizelge 5.6). 20 g/L nisasta konsantrasyonunda pH 5.0’de iiremenin 48.
saatinde biyokiitle konsantrasyonu 3.3427 g/L ve spesifik iireme hizi da 0.0499 sa™
olarak elde edilmistir. Biyokiitle konsantrasyonu ve spesifik iireme hizi inhibitor
konsantrasyonuna baglidir. Ni(ll) iyonu konsantrasyonu arttikca her ikisi de
azalmaktadir. En disiik spesifik tireme hizi ve biyokiitle konsantrasyonu, 50 mg/L
Ni(ll) iyonunun bulundugu ortamda sirasiyla 0.0478 sa' ve 1.677 g/L olarak

bulunmustur.
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Cizelge 4.6 Spesifik tireme hizi ve maksimum biyokiitle konsantrasyonunun metal
icermeyen ve iceren ortamlar i¢in karsilagtirilmasi (pH=5.0; Chisasta = 20 g/L; T= 30 C;
tinkiibasyon =48 Sa)

Chiii Spesifik tireme hizi Biyokiitle konsantrasyonu
(mg/L) u(sa™) (g/L)
0 0.0499 3.3427
10 0.0497 2.8838
25 0.0487 2.6648
50 0.0478 1.6770

4.2.3 R. delemar’ in Ureme Hizi Uzerine Ni(Il) Inhibisyon Tipinin Belirlenmesi

Mikrobiyal iireme iizerine inhibisyonun etkisi enzim inhibisyonuna benzer olarak
tanimlanir. Mikroorganizmalarin spesifik {ireme hizina inhibitérlerin etkisi yarismali,
yarigmasiz ve kismi yarigmalidir.

Maksimum spesifik tireme hizi (un) ve Monod doygunluk sabitlerinin  (Ks)
artan Ni(ll) iyonu derisimi ile degisimi, Ni(II) iyonu icermeyen ortamla karsilastirilarak
Cizelge 4.7.°de verilmistir. R. delemar’ i tireme hiz1 {izerine, Ni(ll) inhibisyonunun
etkisini aragtirmak i¢in ¢ift tarafli (double-reciprocal) dogrusallastiriimis Monod esitligi
kullanilmigtir. 1/S degerine karsi gizilen 1/p grafiginin, egiminden K¢/um, y eksenini
kesim noktasindan ise 1/, degeri bulunmaktadir. Mikroorganizmanin metalsiz ortamda
maksimum spesifik iireme hizi (um) ve doygunluk sabiti (Ks) 0.0649 sa™ ve 1.8928 g/L
olarak bulunmustur. Cift tarafli dogrusallastirilmis Monod grafiklerinden, Ni(ll) iyonu
konsantrasyonunun 10-50 mg/L araliginda arttirilmasinin, R. delemar’ in iireme hizi
tizerine etkisinin, yarigmali inhibisyon oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.15).

Yarismali inhibisyonun net etkisi goriiniir Monod sabitlerinin, Ks app, degerlerinin
artmasi ve buna bagli olarak da reaksiyon hizinin azalmasidir. Doygunluk sabitinin
veya yar1 hiz sabiti K’ in diisiik degerleri mikroorganizmanin substrat i¢in yiiksek bir
ilgiye sahip oldugunu gdsterir. Maksimum spesifik iireme hizlar1 Ni(Il) iyonlarinin artan
konsantrasyonlariyla yaklasik olarak sabit kalmakta ve 0.0652 sa™ olarak elde
edilmektedir ve elde edilen bu deger Ni(Il) igermeyen ortamda elde edilen maksimum
spesifik iireme hizi ile aymidir. Yarigmali inhibisyon substratin  yiiksek

konsantrasyonlar1 kullanilarak engellenebilir.
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Sekil 4.15 Ni(ll) igermeyen ortam ve 0-50 mg/L araliginda, artan konsantrasyonlarda
Ni(Il) iyonlar1 igeren ortamlarda, R. delemar’in iireme hiz1i igin ¢ift tarafli
dogrusallastirilmis Monod grafikleri (P4=5.0; T= 30 C).

4.2.4 Ni(11) Iyonunun R.delemar’ in Ureme Hizi Uzerindeki Inhibisyon Sabitinin

Belirlenmesi

Yarigmali inhibisyon i¢in Sekil 4.16° daki ¢ift tarafli dogrusallastirilmis Monod
grafiklerinden hesaplanan goriiniir Ksap, degerleri Ni(II) konsantrasyonlarma karsi
grafige gecirilmistir. Elde edilen dogrunun egiminden Ks/Ki kesim noktasindan Ks
bulunmustur. R. delemar’ n spesifik iireme hizi i¢in Ni(II) iyonlarinin inhibisyon sabiti
67.11 mg Ni(ll)/L olarak bulunmustur. Yarismali inhibisyonda inhibisyon sabiti
inhibitér konsantrasyonundan daha biiyiiktiir. Goriiniir Monod sabitinin artig1 tizerine
daha diisiik inhibitor konsantrasyonlarindaki Ini/Kyi inhibisyon teriminin katkis1 daha

yiiksek inhibitor konsantrasyonlarindakinden daha diistiktiir.
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Cizelge 4.7 Ni(Il) icermeyen ortamda ve Ni(Il) iyonlarinin artan konsantrasyonlarinin
varliginda elde edilen maksimum spesifik tireme hizlart ve inhibisyon sabitlerinin
karsilastirilmasi (Py=5.0; sicaklik= 30 C)

Chii Hmaks Ks R’
(mg/L) (1 /sa) (o/L)

0 0.0649 1.8928 0.9827
10 0.0654 2.1442° 0.9721
25 0.0644 2.6407° 0.9835
50 0.0662 3.3102° 0.9990

& Goriiniir Monod sabitleri

4.2.5R. delemar’ in Asit Fosfataz Aktivitesine Ni(11) iyonlarinin Etkisi

Asit fosfataz aktivitesi Ni(ll) igeren fermentasyon ortamlarinda pek az azalmaktadir. 25
mg/L Ni(ll) iyonlar1 iceren ortamda maksimum fosfataz aktivitesi, tistel iireme evresinin
sonunda (48 sa), 164.4 umol/L-dak olarak bulunmustur (Sekil 4.14). Ni(ll) iyonlarinin
konsantrasyonunun arttirilmasiyla asit fosfataz aktivitesinin azaldigi goriilmiistiir. R.
delemar’ la asit fosfataz enziminin biyosentezinde Ni(II) iyonlarinin varliginda gecikme
evresi olusmamistir. Asit fosfataz biyosentezi Ni(Il) iyonlar1 tarafindan bastirilmamastir.
Maksimum enzim aktivitesi Ni(II)’ siz ortamla ayn1 zamanda elde edilmistir.

Enzimin p-nitrofenilfosfataz aktivitesine Ni(ll) iyonlarmin inhibisyon etkisi,
reaksiyon karigimindaki Ni(IT) iyon konsantrasyonu 25-50 mg/L arasinda arttirilarak
arastirilmistir.  Enzimin p-nitrofenilfosfataz aktivitesi tizerine Ni(II) inhibisyon tipinin
belirlenmesi i¢in Michaelis-Menten kinetigi uygulanmustir. 1/S’e karsi 1/V grafigi,
egimi Kn/Vm ve y eksenini kesim noktast 1/Vp, olan bir dogru verir (Sekil 4.16). Bu
calismada bulunan Michaelis-Menten sabiti Cizelge 4.8° de literatiirde daha 6nceden
farkli mikroorganizmalarin asit fosfataz aktivitesi i¢in bulunmus olan Michaelis-Menten
sabitleri ile karsilastirmali olarak verilmektedir. Michaelis-Menten sabiti, K, ve
reaksiyonun ileri yondeki maksimum hizi, Vy,, Ni(Il) icermeyen ortamda 3.17 mM ve
833.3 umol/L-dak olarak bulunmustur (Cizelge 4.9).
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Sekil 4.16 Ni(ll) igermeyen ortamda ve 10-50 mg/L araliginda Ni(II) iyonlarinin artan
konsantrasyonlarimi1 igeren ortamlarda asit fosfataz enzimi ig¢in Lineweaver-Burk
grafikleri (P4=5.0; T= 30 C).

Ni(ll) iyonlarinin artan konsantrasyonlarda eklenmesi, maksimum reaksiyon hizini

onemli derecede azaltmus, fakat enzim kompleksinin substrata ilgisini etkilememistir.

Bu durumda Michaelis-Menten sabitleri yaklagik olarak sabit kalmaktadir. Bu tip

inhibisyon yarigmasiz inhibisyon olarak bilinmektedir. Civa, bakir ve giimiis gibi agir

metal bilesiklerinin ¢esitli enzimler i¢in yarigmasiz inhibitorler oldugu rapor edilmistir

(Shuler ve Kargi, 1992, Labuschagne vd., 1997).

Cizelge 4.8 Farkli mikroorganizma tiirlerinden elde edilen asit fosfataz aktivitesi igin
K sabitlerinin degerleri

Mikroorganizma adi Km (MM) Referans

Aspergillus niger 4.70 Tsekova vd., 2002
Aspergillus niger 0.38 Huang ve Shindo, 2000
Aspergillus nidulans 0.47 Nozawa vd., 1998
Humicola lutea 1.30 Micheva-Viteva vd., 2000
R. delemar 0.325 Tsekova ve Galobova, 2003
R. delemar 3.17 Bu tez galismasi
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Cizelge 4.9 Metal icermeyen ve artan Ni(ll) iyonu derisimlerinde maksimum aktivite ve
maksimum Michaelis-Menten sabitleri karsilastirilmasi (P4=5.0; T= 30 C)

Chi Viaks Km R?
(mg/L) (umol/L-dak) (mM)
0 833.3 3.17 0.9904
25 625.0 3.44 0.9984
50 476.2 3.29 0.9943

4.2.6 Asit Fosfataz Aktivitesi Icin Ni(11) inhibisyon Sabitinin Belirlenmesi

Inhibitor konsantrasyonuna kars1 grafige gegirilen 1/Vm.app degerleri egimi 1/VmKi
kesim noktasi 1/Vm olan diiz bir dogru verir. Enzimatik reaksiyon hiz1 {izerine Ni(II)

iyonlari i¢in inhibisyon sabiti 50 mg Ni(ll)/L olarak saptanmustir.

4.2.7 R. delemar’ in Ni(ll) Biyobirikimi

R. delemar’ la Ni(ll) iyonlarmin maksimum biyobirikimi pH 5.0-5.5 araliginda elde
edilmistir. Bu pH araliginda ayn1 zamanda maksimum enzim aktivitesi degerleri elde
edilmistir (Sekil 4.17 ve 4.18). 50 mg/L baslangi¢ Ni(ll) iyonu konsantrasyonunda
Cnii, PH 5.0 ve 25°C sicaklikta, biyobiriktirilen Ni(ll) iyonu konsantrasyonu (mg/L),
kuru agirlik temeli {izerinde biyokiitlenin birim kiitlesi basina biyobiriktirilen Ni(II)
iyon miktarlar1 (mg Ni(II)/g kuru agirlik) ve asit fosfataz aktivitesinin zamanla degisimi

Sekil 4.19° da gosterilmistir.
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Sekil 4.17 Ni(ll) iyonu i¢in biyobiriken Ni(ll) iyonu konsantrasyonu (mg / L) ve birim
kuru agirlik temelinde biyobiriken Ni(ll) iyonu miktarinin (mg Ni(ll) / g kuru agirlik)
pH ile degisimi (nisasta konsantrasyonu= 20 g/L; sicaklik= 30 C; Cpii= 50
mg/L).
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Sekil 4.18 Enzim aktivitesi (umol/L-dak) ve biyokiitle konsantrasyonunun pH ile
degisimi (g/L) (nisasta konsantrasyonu= 20 g/L; sicaklik= 30 C; Cy;i= 50 mg/L).
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Sekil 4.19 Biyobiriken Ni(ll) iyonlarmin konsantrasyonu (mg/L), birim kuru agirlik
icin biyobiriken Ni(ll) iyonlarinin miktar1 (mg Nio(ll)/ g kuru agirlik) ve enzim
aktivitesinin zamanla degisimi (Cpisasta = 20 g/L; T= 30 C; Cpii= 50 mg/L).

Biyobiriktirilen Ni(ll) iyonu konsantrasyonu gecikme evresi siiresince yavas, ustel
tireme evresinde hizli bir sekilde artmistir ve tiremenin 48. saatinde yani istel tireme
evresinin sonunda maksimum degerine ulagmistir. Maksimum asit fosfataz aktivitesi de
R. delemar iiremesinin ayni basamaginda elde edilmistir. Asit fosfataz Ni(Il)
biyobirikiminde dogrudan rol oynadigindan bu beklenen bir sonugtur. Daha sonra
biyobiriktirilen Ni(II) iyon konsantrasyonu liremenin yavaslama ve durgun evreleri
(stationary growth phase) boyunca yaklagik olarak sabit kalmistir. Uremenin 6liim
fazinin  (death phase) baslangicinda (126 sa) biyobiriktirilen  Ni(ll) iyonu
konsantrasyonu azalmaya baslamig, metal giderimini ve tiremenin durgun fazinin veya
denge basamagmin ardindan Ni(II) iyonlarinin ortama geri birakildig1 saptanmistir.
Zamanla biyokiitlenin birim kiitlesi basina biyobiriktirilen Ni(Il) iyon miktarlarinin
degisimine gelince, biyobirikim egrisinin goriintiisii pek az degismistir. Geng hiicre
konsantrasyonu goreceli olarak diisiik oldugundan, biyokiitlenin birim kiitlesi basina
biyobiriktirilen Ni(II) iyon miktarlarinda hizli bir artig, gecikme evresinde ve iistel

lireme evresinin baslangicinda gozlenmistir. Mikroorganizma konsantrasyonu arttiginda
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ve yaklasik olarak sabit bir degere ulastiginda zamanla biyokiitlenin birim kiitlesi basina

biyobiriktirilen Ni(II) iyon miktarlarindaki artis azalmistir.

4.2.8 R. delemar’ i Ureyen (Growing), Ureme Periyodunu Tamamlamis (Resting)

ve Olii (Dead) Hiicrelerinin Ni(Il) Sorpsiyon Kapasitelerinin Karsilastirilmasi

R. delemar ’n iireyen (growing), iireme periyodunu tamamlamis (resting) ve 6li (dead)
hiicrelerinin Ni(ll) sorpsiyon kapasiteleri, sorpsiyon izotermlerine uyumu arastirilmistir
(Cizelge 4.10). Deneysel ve yontem tarafindan 6nerilen denge giderimi arasindaki en iyi
uyum Freundlich modeli kullanilarak elde edilmistir. Freundlich izotermlerinden elde
edilen K¢ ve n degerleri Cizelge 4.11° de sunulmaktadir. Kesim noktasi Kg sorpsiyon
kapasitesine isaret eder. Egim sorpsiyon kapasitesi iizerine konsantrasyonun etkisini ve
sorpsiyon siddetini temsil eder. Ni(II) iyonlar1 6lii hiicrelerle diisikk baslangic metal
iyonu konsantrasyonlarinda etkin bi¢cimde sorbe edilmektedir. 48 saatin sonunda R.
delemar ’in mikroorganizma iiremesinin yiiksek olmasi nedeniyle Ni(II) iyonlarinin
daha diisiik konsantrasyonlarinda iireyen hiicrelerle biyokiitlenin birim kiitlesi basina
biyobiriktirilen Ni(Il) iyon miktarlar1 6li hiicrelerle elde edilene gore daha diisiiktiir.
Ureyen, iireme periyodunu tamamlamis ve 6lii hiicreler icin sorpsiyon izotermlerinin
karsilastirilmasi iyi sorbe edilen Ni(Il) iyonlarinin dik egimlerle yilikselen izotermlere
sahip olduklarmi ve daha yiiksek sorbe edilen konsantrasyon degerlerine, (eq, kars:
geldiklerini géstermektedir (Sekil 4.20). Biyosorpsiyon metabolizmadan bagimsiz bir
prosestir. Dolayistyla hem yasayan hem 6lii hiicrelerle gergeklestirilebilir. Ustel iireme
fazinin sonunda, fermentasyon ortamlarindan santrifiijlenerek ayrilan yas R. delemar
hiicreleriyle, Ni(II) iyonlarinin gideriminin, iireyen hiicrelerin biyobirikiminden ve 6lii
hiicrelerin biyosorpsiyonundan daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu durum Ni(ll)
gideriminin asit fosfataz enziminin aktivitesi araciligiyla gergeklestigini gostermektedir.
Asit fosfataz enzimi R. delemar’ in {ireme periyodunu tamamlamis, suda suspense hale
getirilmis yas hiicrelerinde de fonksiyonunu gostermistir. Bununla beraber R. delemar
tireme ortamindan ayrildiktan sonra asit fosfataz enziminin aktivitesi azalmaktadir. R.
delemar’ n iireyen iireme peryodunu tamamlamis ve 6lii hiicrelerinin metal giderim
yollar1 hemen hemen aynidir. Biyokiitlenin birimkiitlesi basina biyobiriktirilen Ni(Il)
iyonu miktarlari, artan Ni(II) konsantrasyonu ile artmasina ragmen daha yiiksek Ni(II)
iyon giderim verimlilikleri biitiin biyokiitle tipleri i¢in daha diisiik Ni(Il) konsantrasyon

degerlerinde elde edilmistir. 25 mg/L Ni(Il) iyon konsantrasyonunun iizerinde Ni(ll)
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biyobirikim verimliliklerinde azalma gozlenmektedir.

Cizelge 4.10 Biyobiriken Ni(ll) iyonu konsantrasyonu ve birim biyokiitle miktar1 igin
biyobiriken Ni(Il)iyonu miktarmin, Ni(ll) iyonu igeren asit fosfataz tiretim ortaminda
ortamda yasayan, tutuklu ve 6li hiicre i¢in karsilastirilmast (Chigasta = 20 g/L; Py=5.0;
T=30 OCy tinkﬁbasyon =48 sa)

Ureyen hiicreler i¢in biyobirikim

Ureme periyodunu

hiicreler i¢in biyosorpsiyon

tamamlamis

Biyosorpsiyon

Enzim Enzim
Chiigny aktivitesi Cpiyop.  Obiyob.  Yver. aktivitesi Cpiyos.  Obiyos.  Yver. Coiyos.  Obiyos.  Yver.
(mg/L) (umol/L- (mg/L) (mg/g) (%) (nmol/L- (mg/L) (mgl/g) (%) (mg/L) (mg/g) (%)
dak) dak)
10.29 162.70 5.43 1.72 52.77 10.87 3.72 0.64 36.15 3.80 3.80 36.93
2515 164.40 8.29 3.11 3296 9.87 5.12 2.86 20.36 7.88 7.88 31.33
50.86 78.00 1463 8.72 28.76  7.52 9.43 5.61 18.54 11.20 11.20 22.02
7457 55.46 1743 13.69 2337 6.31 10.29 6.31 13.80 1229 1229 16.48
100.86 45.47 20.00 19.94 19.83 5.85 13.19 10.78 13.08 1479 14.79 14.66
147.43 43.47 26.87 31.74 18.23 5.85 19.43 1252 13.18 19.16 19.16 13.00
200.29 40.41 30.29 36.63 15.12 3.34 20.00 13.26 9.98 3175 3175 15.85

Cizelge 4.11 R. Delemar’ in Ni(ll) gideriminde {iireyen, iireme peryodunu tamamlamis
ve Oli hiicreleri i¢in Freundlich sorpsiyon sabitleri (Cpisasta = 20 g/L; pH= 5.0; pH= 5.0;
T=30 °C; tinkﬁbasyon =48 sa).

Ke n
Ureyen hiicreler 0.318797 0.9299
Ureme periyodunu
tamamlamis hiicreler 0.146139 0.9207
Olii hiicreler 1.357847 0.5669
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Sekil 4.20 R. Delemar’ in Ni(ll) gideriminde {ireyen, iireme peryodunu tamamlamis ve
oli hiicreleri i¢in Freundlich sorpsiyon izotermleri (Cyisasta= 20 g/L; pH=5.0; T= 30 °C;

tinkiibasyon =48 Sa)-
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4.2.9 Cu(ll) Iyonlar1 Varhginda ve Metalsiz Ortamda R. delemar’ in Asit Fosfataz
Uretimi
R. delemar’ 1n asit fosfataz iiretiminde asilama sonrasinda gozlemlenen gecikme evresi
ortamda Cu(II) iyonlar1 konsantrasyonunun artmastyla 4. saatin sonuna kadar uzamistir.
Bu adaptasyon periyodundan sonra R. delemar hiicreleri hizli bir sekilde biliylimiis ve
biyokiitle konsantrasyonu zamanla {istel olarak artmistir. Uremenin yavaslama evresi,
istel evresini takip etmis 48-72 saatlar arasinda gerceklesmistir.

Maksimum biyokiitle konsantrasyonu pH 5.0’ de, yavaslama evresinin sonunda
(48-72 sa) 2,833 g/l olarak elde edilmistir. Bu evreden sonra maksimum biyokiitle
konsantrasyonu yaklasik sabit kalmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21 Metal iyonu igermeyen ve 25 mg/L Cu(ll) iyonu igeren fermentasyon
ortamlarinda, asit fosfataz aktivitesinin ve biyokiitle konsantrasyonunun zamanla
degisimi (pH=5.0; Cpigasta = 20 g/L; T= 30 C).

Asit fosfataz {iretimi kiiltiivasyon zamaniyla artmigtir. Maksimum enzim

aktivitesine ikinci giinde ulasilmistir. R. delemar’in maksimum asit fosfataz iiretimi,

mikroorganizma {iretiminin ¢ok oldugu iistel {ireme fazinin son evresinde
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gerceklesmistir (48 sa). Asit fosfataz liretimi mikroorganizmanin durgun evresine kadar
artmigtir. Kiiltlir kosullarina bagli olarak enzim aktivitesi 72. saate kadar devam
etmistir. Ancak bu saatten sonra aktivite hizla azalmistir.

Fermantasyon ortaminin pH’1 R. delemar’in iiremesi siiresince bir miktar
azalmistir. Maksimum asit fosfataz aktivitesinin elde edildigi, kiiltiivasyonun 48.

saatinde fermentasyon ortaminin pH’1 4.85 olarak kaydedilmistir.

4.2.10 Cu(ll) Iyonlarimin R. Delemar’ in Uremesine Etkisi

Fermentasyon ortaminda Cu(Il) iyonlarinin varligi R. delemar iiremesini inhibe etmistir.
Ustel iireme evresinin sonunda (48 sa) biyokiitle konsantrasyonu Cu(Il) iyonlarmin
konsantrasyonunun 10-100 mg/L araliginda arttirilmasiyla 3.3427° den 1.943 g/L’ ye
azalmistir  (Cizelge 4.12). Inhibitor konsantrasyonuna bagli olan biyokiitle
konsantrasyonu ve spesifik lireme hizi da Cu(ll) iyonu konsantrasyonu arttikca
azalmistir. En diistik spesifik tireme hizi ve biyokiitle konsantrasyonu, 100 mg/L Cu(II)

iyonunun bulundugu ortamda sirasiyla 0.0345 sa™ ve 1.943 g/L, olarak bulunmustur,

Cizelge 4.12 Spesifik iireme hizi ve maksimum biyokiitle konsantrasyonunun metal
icermeyen ve igeren ortamlar i¢in karsilastirilmasi (pH=5.0; Cyisasta = 20 g/L; T= 30 C:
tinkiibasyon = 48 Sa)

Ccui Spesifik lireme Biyokiitle
(mg/L) hiz1 konsantrasyonu
u(sa™) (9/L)
0 0.0499 3.3427
10 0.0484 3.2880
25 0.0433 2.7000
50 0.0411 2.0570
75 0.0403 2.0000
100 0.0345 1.9430

4.2.11 R.delemar’ m Ureme Hiz1 Uzerine Cu(l1) inhibisyon Tipinin Belirlenmesi

Maksimum spesifik ireme hizt (un) ve Monod doygunluk sabitlerinin  (K) artan
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Cu(Il) iyonu derigimi ile degisimi, Cu(Il) iyonu igermeyen ortamla karsilastirilarak
Cizelge 4.13° de verilmistir.

R. delemar’in tireme hiz1 tizerine, Cu(Il) inhibisyonunun etkisini arastirmak igin
cift tarafli (double-reciprocal) dogrusallastirilmis Monod esitligi  kullanilmistir.
Mikroorganizmanin metalsiz ortamda maksimum spesifik tireme hiz1 (um) ve doygunluk
sabiti (Ks) 0.0649 sa™ ve 1.8928 g/L olarak bulunmustur. Cift tarafli dogrusallastirilmis
Monod grafiklerinden, Cu(ll) iyonu konsantrasyonunun 10-100 mg/L araliginda
arttirtlmasinin, R. delemar’ in iireme hizi iizerine etkisinin, yarismali inhibisyon oldugu
sonucuna vartlmistir (Sekil 4.22). Yarismali inhibisyonun net etkisi goriiniir Monod
sabitlerinin, Ksapp, degerlerinin artmasi ve buna bagli olarak da reaksiyon hizinin
azalmasidir. Maksimum  spesifik ireme hizlarn Cu(ll) iyonlarmin artan
konsantrasyonlariyla yaklasik olarak sabit kalmakta ve 0.0590 sa™ olarak elde
edilmektedir ve elde edilen bu deger Cu(Il) igermeyen ortamda elde edilen maksimum

spesifik tireme hizi ile yakindir.

*CouDmgl 45
mCou=10mgl

ACo=25mgl 40
oCeu=50mglL 35
¥Cou=T3imgl 3{} -
oCou=100mgl

1/ (h)

-0,9 -0,7 -0.5 -0,3 -0,1 0,1 0,3 0,5
1/S(L/g)

Sekil 4.22 Cu(ll) icermeyen ortam ve 0-100 mg/L araliginda, artan konsantrasyonlarda
Cu(Il) iyonlar1 igeren ortamlarda, R. delemar’ m {ireme hiz1 igin ¢ift tarafl
dogrusallastirilmis Monod grafikleri (P4=5.0; T= 30 C).
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4.2.12 Cu(ll) iyonunun R.delemar’ in Ureme Hiz1 Uzerindeki Inhibisyon Sabitinin

Belirlenmesi

Yarigmali inhibisyon igin Sekil 5.22° deki ¢ift tarafli dogrusallastirilmis Monod
grafiklerinden hesaplanan goriinlir Ksapp degerleri Cu(Il) konsantrasyonlarma karsi
grafige gecirilmistir. Elde edilen dogrunun egiminden K¢/K, kesim noktasindan Kg
bulunmustur (Cizelge 4.13). R. delemar’ in spesifik tireme hizi i¢in Cu(Il) iyonlariin
inhibisyon sabiti 82.30 mg Cu(Il)/L olarak bulunmustur. Goériiniir Monod sabitinin artigi
tizerine daha diisiik inhibitor konsantrasyonlarindaki Ii/Ky;j inhibisyon teriminin katkisi

daha yiiksek inhibitor konsantrasyonlarindakinden daha diisiiktir.

Cizelge 4.13 Cu(Il) igermeyen ortamda ve Cu(Il) iyonlarinin artan konsantrasyonlarinin
varliginda elde edilen maksimum spesifik tireme hizlar1 ve inhibisyon sabitlerinin
karsilastirilmasi (Py=5.0; T= 30 oC)

C:Cu,i Hmaks Ks

R2
(mg/L) (1/sa) (g/L)

0 0,0649 1.8928 0.982
10 0,0609 2.0548 0.978
25 0,0598 2.6245 0.943
50 0,0592 2.9540 0.930
75 0,0591 3.6508 0.953
100 0,0561 8.5786 0.978

& Goriiniir Monod sabitleri

4.2.13 R. delemar’ in Asit Fosfataz Aktivitesine Cu(l1) fyonlarmin Etkisi

Asit fosfataz aktivitesi Cu(Il) igeren fermentasyon ortamlarinda azalmaktadir. 25 mg/L
Cu(Il) iyonlar1 igeren ortamda maksimum fosfataz aktivitesi, listel iireme evresinin
sonunda (48 sa), 164.70 umol/L-dak olarak bulunmustur (Sekil 4.21). Cu(II) iyonlarinin

konsantrasyonunun arttirilmasiyla asit fosfataz aktivitesinin azaldigi goriilmistiir. R.
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delemar’ la asit fosfataz enziminin biyosentezinde Cu(Il) iyonlarinin varliginda
gecikme evresi olugmamustir. Asit fosfataz biyosentezi Cu(Il) iyonlari1 tarafindan
bastirllmamistir. Maksimum enzim aktivitesi Cu(Il)’ siz ortamla ayni zamanda elde
edilmistir.

Enzimin p-nitrofenilfosfataz aktivitesine Cu(Il) iyonlarinin inhibisyon etkisi,
reaksiyon karigimindaki Cu(ll) iyon konsantrasyonu 10-100 mg/L arasinda arttirilarak
arastirtlmistir (Cizelge 4.14). Enzimin p-nitrofenilfosfataz aktivitesi itizerine Cu(ll)
inhibisyon tipinin belirlenmesi i¢in Michaelis-Menten kinetigi uygulanmistir (Sekil
5.24).

FANAW |
=

4 CCu,i=0mg/LL

0,035 1 m CCu,i=10mg/L
003 - ®CCuiF25mgL
N B CCu.i=50mg/L

0,025 1 ACCu,i=75mg/L
0.02 | =—CCui=100mgL

0,015 -

0,01 -

1/Vo(L.dak/ junol PnP)

0,005

s 0 0,5 | 1.5 2 215

1/S (mM-! PnPP)

Sekil 4.23 Cu(Il) igermeyen ortamda ve 0-100 mg/L araliginda Cu(ll) iyonlarinin artan
konsantrasyonlarini igeren ortamlarda asit fosfataz enzimi i¢in Linewear-Burk grafikleri
(P4=5.0; T=30 C).

Cu(Il) iyonlarinin artan konsantrasyonlarinda eklenmesi, maksimum reaksiyon hizini
oldukca fazla azaltmis, ancak enzim kompleksinin substrata ilgisini etkilememistir. Bu
nedenle Michealis-Menten sabitleri yaklasik olarak sabit kalmistir. Cu(Il) iyonun ¢esitli
enzimler i¢in yarismasiz inhibitér oldugu bilinmektedir (Shuler ve Kargi, 1992).

Ag(I1), Hg(ll), Cu(ll) veya Pb(II) gibi iki degerlikli iyonlar protein zincirindeki cysteine
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uzantilarinin yan gruplarindaki -SH gruplanyla reaksiyona girmektedir (Chandan ve
Shahani, 1965; Liebeton vd, 2001). Cu(ll) ile yapilan bazi ¢alismalarda Cu(Il) iyonunun
R. delemar’ dan {retilen asit fosfataz aktivitesini arttirdigi belirtilirken (Tsekova ve
Galabova, 2003), bazi galismalarda aktiviteyi olumsuz yonde etkileyerek azalttigi
gosterilmistir (Huang ve Shindo, 2000). Literatiirde gesitli enzimler igin agir metal
iyonlarinin Ky V& Vay degerlerini arttirdigi, azalttigi ve degistirmedigi birgok ¢aligma
bulunmaktadir. Huang ve Shindo (2000), yaptiklar1 ¢alismada, fermantasyon ortamina
eklenen Cu(II) iyonlarin asit fosfataz i¢in maksimum reaksiyon hizini azalttig1 ancak
enzim kompleksinin substrata olan ilgisini arttirdigin1 gostermistir. Bu nedenle asit
fosfataz i¢in Cu(Il) iyonlarmin inhibisyon etkisi, kimi ¢aligmalarda yarismasiz- kismi

yarigmal1 (mixed) tip inhibisyon olarak rapor edilmistir.

Cizelge 4.14 Metal icermeyen ortam ve artan Cu(ll) iyonu derisimlerinde maksimum
aktivite ve maksimum Michaelis-Menten sabitleri karsilastirilmasi (pH=5.0; T= 30 C)

CCu,i Vmaks Km RZ
(mg/L) (umol/L-dak) (mM)

0 833.3 3.17 0.990
10 769.23 3.15 0.976
25 625.00 3.18 0.980
50 588.23 3.29 0.975
75 476.19 3.19 0.994

100 250.00 3.25 0.977

4.2.14 Asit Fosfataz Aktivitesi Icin Cu(11) inhibisyon Sabitinin Belirlenmesi

Inhibitor konsantrasyonuna kars1 grafige gegirilen 1/Vmapp degerleri egimi 1/VinK,,
kesim noktasi 1/Vy, olan diiz bir dogru verir. Enzimatik reaksiyon hizi iizerine Cu(ll)

iyonlari i¢in inhibisyon sabiti 100 mg Cu (I1)/L olarak saptanmustir.

4.2.15 R. delemar’ in Cu (I1) Biyobirikimi

R. delemar i¢in Cu(Il) iyonlarinin maksimum biyobirikimi pH 5.0-5.5 araliginda elde
edilmistir. Bu pH araliginda ayn1 zamanda maksimum enzim aktivitesi degerleri elde
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edilmistir (Sekil 4.24 ve 4.25). 50 mg/L baslangig Cu(ll) iyonu konsantrasyonunda
Ccui, PH 5.0 ve 25 °C sicaklikta biyobiriktirilen Cu(ll) iyonu konsantrasyonu (mg/L),
kuru agirlik temeli tizerinden biyokiitlenin birim kiitlesi basina biyobiriktirilen Cu(ll)
iyonu miktarlart (mg Cu(Il)/g kuru agirlik) ve asit fosfataz aktivitesinin zamanla
degisimi Sekil 4.26” de gosterilmistir. Biyobiriktirilen Cu(ll) iyonu konsantrasyonu
gecikme evresi siiresince yavas ve iistel iireme evresinde hizli bir sekilde artmistir ve
maksimum degerine 48 sa’ de ulasilmistir. Maksimum asit fosfataz aktivitesi de R.
delemar iremesinin ayni basamaginda elde edilmistir. Asit fosfataz Cu(Il)
biyobirikiminde dogrudan rol oynadigindan bu beklenen bir sonugtur. Daha sonra
biyobiriktirilen Cu(Il) iyon konsantrasyonu iiremenin yavaglama ve durgun evreleri
boyunca yaklasik olarak sabit kalmistir. Zamanla biyokiitlenin birim kiitlesi basina
biyobiriktirilen Cu(ll) iyon miktarlarinin degisimine gelince, biyobirikim egrisinin

goriintiisii ok benzerdir.
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Sekil 4.24 Cu(II) iyonu i¢in biyobiriken Cu(Il) iyonu konsantrasyonu (mg / L) ve birim
kuru agirlik temelinde biyobiriken Cu(Il) iyonu miktarinin (mg Cu(Il) / g kuru agirlik)
pH ile degisimi (Cpisasta = 20 g/L; T= 30 C; Ccyi= 50 mg/L).
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Sekil 4.25 Enzim aktivitesi (umol/L-dak) ve biyokiitle konsantrasyonunun pH ile
degisimi (g/L) (Cuisasta = 20 g/L; T=30C; Ccyi= 50 mg/L).
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Sekil 4.26 Biyobiriken Cu(II) iyonlarinin konsantrasyonu (mg/L), birim kuru temel i¢in
biyobiriken Cu(Il) iyonlarinin miktar1 (mg Cu(Il)/g kuru agirlik) ve enzim aktivitesinin
zamanla degisimi (Chpisasta = 20 g/L; T=30 C; Ccyui=50 mg/L).
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Geng hiicre konsantrasyonu goreceli olarak diisiik oldugundan, biyokiitlenin
birim kiitlesi basina biyobiriktirilen Cu(Il) iyon miktarlarinda hizli bir artig, gecikme
evresinde ve iistel lireme evresinin baglangicinda gozlenmistir. Mikroorganizma
konsantrasyonu arttiginda ve yaklasik olarak sabit bir degere ulastiginda zamanla
biyokiitlenin birim kiitlesi basina biyobiriktirilen Cu(Il) iyon miktarlarindaki artis
azalmistir.

R. delemar ile Cu(Il) giderimi, iistel ireme evresinde ve canli hiicrenin oldugu
fermantasyon ortaminda en fazladir. Kurutulmus-6li hiicrelerle elde edilen Cu(ll)
giderimi lireme periyodunu tamamlamis, yas hiicrelerle elde edilen Cu(Il) gideriminden
daha fazladir. Bunun nedeni tireme periyodunu tamamlamis yas hiicrelerin, asit fosfataz
aktivitesinin diisiik olmasi yani metal gideriminde enzimatik mekanizmalarin rol
oynamamasidir. Ote yandan hiicreler hala canli oldugundan Cu(Il) inhibisyonu yiiksek,
Cu(Il) giderim kapasitesi diisiiktiir. Olii hiicrelere uygulanan kimyasal ve 1s1l islemler

metal biyosorpsiyon kapasitesini arttirir.

4.2.16 R. delemar’ in Ureyen, Ureme Periyodunu Tamamlamis ve Olii Hiicrelerinin
Cu(ll) Sorpsiyon Kapasitelerinin Karsilastirilmasi

R. delemar’ in ireyen, iireme periyodunu tamamlamis ve Olii hiicrelerinin Cu(ll)
sorpsiyon kapasiteleri, sorpsiyon izoterm sabitleri hesaplanarak karsilastirildi (Cizelge
4.15). Deneysel ve yontem tarafindan onerilen denge giderimi arasindaki en iyi uyum
Freundlich izotermi kullanilarak elde edildi. Freundlich izotermlerinden elde edilen K¢
ve n degerleri Cizelge 4.16° da sunulmaktadir. Ureyen, iireme periyodunu tamamlamis
ve Olii hiicreler i¢in, Freundlich adsorpsiyon izoterminden elde edilen sabitlerin
degerleri karsilastirildiginda goriilmektedir ki, en yiiksek kapasite ve siddetle iireyen
hiicreler Cu(II) giderimi yapmakta, bunu 6lii hiicreler ve {ireme periyodunu tamamlamis
hiicreler izlemektedir. Enzimatik aktivitenin 6zellikle yiliksek Cu(II) derisimlerinde,
ortamdan uzaklastirilan Cu(Il) miktarin1 arttirmada etkili oldugu, iireyen hiicreler igin
elde edilmis olan adsorpsiyon izoterminin daha dik yiikselmesinden anlagilmaktadir

(Sekil 4.27).
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Cizelge 4.15 Biyobiriken Cu(ll) iyonu konsantrasyonu ve birim biyokiitle miktar1 i¢in
biyobiriken Cu(ll)iyonu miktarinin, Cu(ll) iyonu igeren asit fosfataz tiretim ortaminda
ortamda yasayan, tutuklu ve 6li hiicre i¢in karsilastirilmasi (Cpigasta= 20 9/L; Py=5.0; T=
30 UC, tinkﬁbasyon: 48 Sa)

Ureyen hiicreler icin biyobirikim

Ureme periyodunu tamamlamis

hiicreler icin biyobirikim

Biyosorpsiyon

CCu,.i Enzim Cbiyobir. QDiyobir. Yver. Enzim Cbiyos. Qbiyos. Yver. Cbiyos. Qbiyos. Yver.
(mg/L)  Aktivitesi (mg/L) (mg/g) (%) Aktivitesi  (mg/L) (mg/g) (%) (mg/L) (mgl/g) (%)
(pmol/L- (pmol/L-
dak) dak)
9.99 172.78 7.94 2.33 79.48 11.42 4.95 1.97 49.70 4.89 4.89 48.85
25.01 164.42 13.10 4.85 52.37 10.31 9.02 4.55 36.42 10.39 10.39 40.87
50.99 142.68 42.9 20.85 85.61 9.19 11.70 5.25 23.34 18.67 18.67 37.37
7413 139.9 53.82 28.14 6094 891 18.99 8.23 16.12 2431 2431 3214
100.05 52.95 60.69 28.36 60.62 8.08 28.74 12.64 28.27 30.18 30.18 30.18

Cizelge 4.16 R. Delemar’ i Cu(ll) gideriminde iireyen, ireme peryodunu tamamlamis
ve 6lii hiicreleri i¢in Freundlich sorpsiyon sabitleri (Cyisasta = 20 g/L; pH=5.0; T= 30 ‘C;

tinkiibasyon = 48 Sa)-

Kr
Ureyen hiicreler 1.6837 1.148
Ureme periyodunu tamamlamis
biioreler 0.7261 1.620
Olii hiicreler 1.6820 2.016
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Sekil 4.27 R. Delemar’ in Cu(ll) gideriminde iireyen, iireme peryodunu tamamlamis ve

oli hiicreleri i¢in Freundlich sorpsiyon izotermleri (Cyisasta= 20 g/L; pH=5.0; T= 30 °C;
tinkiibasyon =48 Sa)-

4.2.17 Zn(11) iyonlar1 Varhginda ve Metalsiz Ortamda R. delemar’ m Asit

Fosfataz Uretimi

Bazi agir metallerin enzim iiretimine aktivator etkisi gosterebildigi bilinmektedir. Zn(ll)
da bu metallerden birisidir. Zn(II) iyonlar1 R.delemar’ in asit fosfataz {iretimine iki
sekilde etki etmistir. Diigiik konsantrasyonlarda (10-25 mg/L) aktivator etki gosterirken,
artan Zn(IT) konsantrasyonlarinda (50-100 mg/L) inhibisyon etkisi goriilmiistiir. Bu
nedenle diislik derisimlerde Zn(II) i¢in inhibisyon kinetigine uyum gozlenmemistir.

R. delemar’in asit fosfataz liretiminde asilama sonrasinda gozlemlenen gecikme
evresi ortamda Zn(Il) iyonlar1 konsantrasyonunun artmasiyla 4. saatin sonuna kadar
uzamistir. Eklenen Zn(Il) iyonlarinin gecikme evresini uzattigi goriilmiistiir. Bu
adaptasyon periyodundan sonra R. delemar hiicreleri hizli bir sekilde {iremis ve
biyokiitle konsantrasyonu zamanla iistel olarak artmistir. Uremenin yavaslama evresi,

tistel evresini takip etmis 88-120 saatlar arasinda ger¢eklesmistir.
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Maksimum biyokiitle konsantrasyonu pH 5.0’de, yavaslama evresinin sonunda
(48-76 sa) 2.736 g/L olarak elde edilmistir. Bu evreden sonra maksimum biyokiitle
konsantrasyonu yaklasik sabit kalmistir (Sekil 4. 28).

Asit fosfataz {iretimi kiiltiivasyon zamaniyla artmigtir. Maksimum enzim
aktivitesine ikinci giinde ulasilmistir. R. delemar’in maksimum asit fosfataz iiretimi,
mikroorganizma iiretiminin ¢ok oldugu istel iireme fazinin son evresinde
gerceklesmistir (48 sa). Asit fosfataz tiretimi durgun evresine kadar artmustir. Kiiltiir
kosullarina bagli olarak enzim aktivitesi 72 sa devam etmistir. Ancak bu saatten sonra
aktivite hizla azalmistir.

Fermantasyon ortamimin pH’1 R. delemar’in {iremesi siiresince bir miktar
azalmistir. Maksimum asit fosfataz aktivitesinin elde edildigi, kiiltiivasyonun 48.

saatinde fermantasyon ortaminin pH’1 4.89 olarak kaydedilmistir.

200 4

150

100

—8— Nletalsiz ortarn, enzim aktivitesi
—— CZn,i=50 rg/L, enzim akiivitesi

—— Dletalsiz ortam, biyokitle konsantrasyom

—b— Czn i=50 mg/L, hivokifle konsantrasyonn N 1

Enzim Aktivites: (umol/L-dak)
Biyokitle konsantrasyomu (g/L)

0 30 60 90 120 150

Zaman (sa)

Sekil 4.28 Metal iyonu icermeyen ve 50 mg/L Zn(Il) iyonu igeren fermentasyon
ortamlarinda, asit fosfataz aktivitesinin ve biyokiitle konsantrasyonunun zamanla
degisimi (pH=5.0; Cyisasta= 20 g/L; T=30C).
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4.2.18 Zn(11) iyonlarmn R. Delemar’ in Uremesine Etkisi

Fermentasyon ortaminda Zn(Il) iyonlarinin varligi R. delemar iremesini genellikle
inhibe etmistir. 10-25 mg/L Zn(Il) iyonlarinin varligi mikroorganizmanin spesifik
fireme hizin1 arttirmistir.  Ustel {ireme evresinin sonunda (48 sa) biyokiitle
konsantrasyonu Zn(II) iyonlarmin konsantrasyonunun 10-100 mg/L araliginda
arttirilmasiyla 2.68 g/L ‘den 2.53 g¢/L’ ye azalmistir (Cizelge 4.17). Biyokiitle
konsantrasyonu ve spesifik lireme hizi inhibitor konsantrasyonuna baglidir. Zn(l1) iyonu
konsantrasyonu arttik¢a her ikisi de azalmaktadir. En diisiik spesifik lireme hiz1 ve
biyokiitle konsantrasyonu, 100 mg/L Zn(II) iyonunun bulundugu ortamda sirasiyla
0,0430 sa™* ve 2.530 g/L olarak bulunmustur.

Cizelge 4.17 Spesifik iireme hizi ve maksimum biyokiitle konsantrasyonunun metal
icermeyen ve igeren ortamlar igin karsilastirilmasi (pH=5.0; Cyisasta= 20 g/L; T= 30 C:
tinkiibasyon: 48 Sa)

e Biyokiitle

Can, Spesifik iireme hizi

(mg/L) u(sa) konsantrasyonu
(g/L)

0 0.0499 334

10 0.0511 251

25 0.0582 268

50 0.0465 257

& 0.0457 253

100 0.0430 253

4.2.19 R. delemar’ in Ureme Hiz1 Uzerine Zn(I1) Inhibisyon Tipinin Belirlenmesi

Maksimum spesifik ireme hizt (un) ve Monod doygunluk sabitlerinin  (K) artan
Zn(Il) iyonu derisimi ile degisimi, Zn(Il) iyonu icermeyen ortamla karsilagtirilarak
Cizelge 4.17° de verilmistir. Cift tarafli dogrusallastirilmis Monod grafiklerinden, Zn(l1)
iyonu konsantrasyonunun 50-100 mg/L araliginda arttirilmasinin, R. delemar’ in {ireme
hiz1 lizerine etkisinin kismi yarigmali tip inhibisyon oldugu sonucuna varilmistir. Kismi

yarigmali  inhibisyonun net etkisi goriiniir Monod sabitlerinin Kjsapp. degerlerinin
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azalmasi ve buna bagl olarak da reaksiyon hizinin azalmasidir (Sekil 4.29). Doygunluk
sabitinin veya yar1 hiz sabiti Ky in diisitk degerleri mikroorganizmanin substrat icin
yiiksek bir ilgiye sahip oldugunu gosterir (Shuler ve Kargi, 2002). Maksimum spesifik
tireme hizlart Zn(Il) iyonlarinin diisiik konsantrasyonlariyla (10-25 mg/L) artarken,

yiiksek konsantrasyonlariyla (50-100 mg/L) azalmaktadir.

p
e ]

* CZn,i=10 mg/L

)
il ® C7n,i=25mg/L
=
S—
L | .
B CIn,i=50 mg/L
A C7n,i=75 mg/L
+ CZn,i=100mg/L
T
-8 -0,6 -0,4 -0,2 ] a,2 0l4

1/s(L/g)

Sekil 4.29 Zn(Il) igermeyen ortam ve 0-100 mg/L araliginda. artan konsantrasyonlarda
Zn(ll) iyonlart igeren ortamlarda. R. delemar’ m iireme hizi igin ¢ift tarafli
dogrusallastirilmis Monod grafikleri (pH=5.0; T= 30 C).

4.2.20 Zn(I1) iyonunun R.Delemar’ i Ureme Hizi Uzerindeki inhibisyon Sabitinin

Belirlenmesi

Kismi yarismali inhibisyon igin Sekil 4.30” daki ¢ift tarafli dogrusallagtirilmis Monod
grafiklerinden hesaplanan goriiniir Ksapp degerleri Zn(Il) konsantrasyonlarina karsi
grafige gecirilmistir. Elde edilen dogrunun egiminden Ks/Ki kesim noktasindan Ks
bulunmustur (Cizelge 4.18). R . delemar’ 1n spesifik tireme hizi i¢in Zn(Il) iyonlarinin
inhibisyon sabiti 179.21 mg Zn(II)/L olarak bulunmustur.

Zn(Il) 1yonlar1 varhi@inda spesifik iireme hizinin azalan substrat

konsantrasyonunu ile azaldigr goriilmiistiir. Kismi yarismali inhibisyon modeline gore.
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R. delemar’ in maksimum spesifik tireme hiz1 Zn(ll) ve Ks degerlerinde azalmadir. Zn
(II) iyonlarinin kismi yarigmali inhibisyon modeline uyan degerleri igin spesifik ireme

hizlar1 Cizelge 4.18 ‘de verilmistir.

Cizelge 4.18 Zn(1II) icermeyen ortamda ve Zn(Il) iyonlarinin artan konsantrasyonlarinin
varliginda elde edilen maksimum spesifik tireme hizlar1 ve inhibisyon sabitlerinin
karsilastirilmas (pH=5.0; T= 30 C)

Cazn,i HMmaks Ks R?
(mg/L) (L/sa) (g/L) 0,982
0 0,0649 1,8928 0,982
10 0,0812 4,1007° 0,977
25 0,0834 3,9123° 0,989
50 0,0534 1,4119° 0,953
75 0,0501 1,2674° 0,992
100 0,0489 1,1978° 0,990

4. Goriiniir Monod sabitleri

4.2.21 R.delemar * n Asit Fosfataz Aktivitesine Zn(11) iyonlarmin Etkisi

Enzimin p-nitrofenilfosfataz aktivitesine Zn(II) iyonlarinin inhibisyon etkisi, reaksiyon
karisimindaki  Zn(Il) iyon konsantrasyonu 10-100 mg/L arasinda arttirilarak
arastirilmistir. Enzimin p-nitrofenilfosfataz aktivitesi tizerine Zn(1l) inhibisyon tipinin
belirlenmesi i¢in Michaelis-Menten kinetigi uygulanmustir.

Zn(11) iyonunun (10-25 mg/L) derisimleri i¢in aktivasyon etkisi Sekil 4.30” da
goriilmektedir. Goriildigi gibi 10 mg/L substrat derisiminde, enzim aktivitesi oldukca
artmigtir. artan Zn(II) konsantrasyonlarinda (50-100 mg/L)  inhibisyon etkisi
goriilmiistiir. Bu nedenle diisiik derisimlerde Zn(II) i¢in inhibisyon kinetigine uyum
gbzlenmemistir. Ancak 25 mg/L Zn(Il) iyonu eklenen ortamda aktivitenin azalmaya
basladig1 goriilmektedir. 50 mg/L Zn(II) iyonu eklendiginden itibaren inhibisyon etkisi
baslamistir. 50-100 mg/L derisimleri i¢in inhibisyon kinetigi uygulanabilmistir.

Asit fosfataz aktivitesi (50-100 mg/L) Zn(Il) igeren fermentasyon ortamlarinda
azalmaktadir. 50 mg/L Zn(II) iyonlar1 igeren ortamda maksimum fosfataz aktivitesi,
iistel tireme evresinin sonunda (48 sa), 171,393 umol/L-dak olarak bulunmustur (Sekil

4.28). Zn(Il) iyonlarinin konsantrasyonunun arttirilmasiyla asit fosfataz aktivitesinin
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azaldig1 gortilmustiir. R. delemar’ la asit fosfataz enziminin biyosentezinde Zn(ll)
iyonlarinin varhiginda gecikme evresi olugsmamistir. Asit fosfataz biyosentezi Zn(II)
iyonlar1 tarafindan bastirilmamistir. Maksimum enzim aktivitesi Zn(II)’ suz ortamla
ayni zamanda elde edilmis ancak diisiik deisimlerde aktivite artmaya devam etmistir
(Cizelge 4.19).

Zn(1l) konsantrasyonu 50 ile 100 mg/L arasinda degistirilerek enzimin p-
nitrofenilfosfataz aktivitesine inhibisyon tipi Michaelis-Menten kinetigi uygulanarak
belirlenmistir. Cizilen 1/V-1/S dogrusal grafiginden egim Kn/V, ve y ekseninin kestigi
noktadan 1/Vn, bulunmustur (Sekil 4.31).

Artan Zn(Il) iyonlarma ragmen maksimum tepkime hizi 6nemli derecede
azalmakta ve bununla beraber Michaelis-Menten sabitleri belirgin derecede artmaktadir.

Bu tip inhibisyon yarismasiz karigik (mixed) tip inhibisyon olarak bilinmektedir.

1800
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N
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=
=
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Sekil 4.30 Metal igermeyen ortam ve artan konsantrasyonlarda 0-25 mg/L Zn(ll)
iyonlar1 igeren ortam igin R. delemar mantarinin Monod esitligi (pH=5.0; T=30 C).
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Sekil 4.31 Zn(Il) igermeyen ortam ve 50-100 mg/L araliginda Zn(II) iyonlarinin artan
konsantrasyonlarini igeren ortamlarda asit fosfataz enzimi igin Linewear-burk grafikleri
(pH=5.0; T=307C).

Cizelge 4.19 Metal icermeyen ortam ve artan Zn(ll) iyonu derisimlerinde maksimum
aktivite ve maksimum Michaelis-Menten sabitleri karsilastirilmasi (pH=5.0; T= 30 C)

Cazni Vimax Km

(mg/L) (pmol/L-dak) (mM) R

0 833.3333 3.1666 0.990
10 1000.0000 2.0000 0.971
25 909.0909 2.7272 0.939
50 769.2308 3.7692 0.933
75 625.0000 4.3750 0.964
100 588.2353 4.8823 0.977
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4.2.22 Asit Fosfataz Aktivitesi Icin Zn(I1) Inhibisyon Sabitlerinin Belirlenmesi

Inhibitor konsantrasyonuna karsi grafige gegirilen 1/Vmapp degerleri egimi 1/VpK,
kesim noktast 1/Vy, olan diiz bir dogru verir. Enzimatik reaksiyon hizi iizerine Zn(ll)

iyonlari i¢in inhibisyon sabiti 100 mg Zn(II)/L olarak saptanmistir.

4.2.23 R. delemar’ in Zn (II) Biyobirikimi

R. delemar igin Zn(II) iyonlarinin maksimum biyobirikimi pH 5.0-5.5. araliginda elde
edilmistir. Bu pH araliginda ayn1 zamanda maksimum enzim aktivitesi degerleri elde
edilmistir (Sekil 4.32 ve 4.33). 50 mg/L baslangi¢ Zn(Il) iyonu konsantrasyonunda
Ccu,iy PH 5.0 ve 25 °C sicaklikta biyobiriktirilen Zn(ll) iyonu konsantrasyonu (mg/L),
kuru agirlik temeli iizerinden biyokiitlenin birim kiitlesi basina biyobiriktirilen Zn(ll)
iyonu miktarlar1 (mg Zn(Il)/g kuru agirhk) ve asit fosfataz aktivitesinin zamanla
degisimi Sekil 4.33’ de gosterilmistir. Biyobiriktirilen Zn(ll) iyonu konsantrasyonu
gecikme evresi siiresince yavas ve lstel lireme evresinde hizli bir sekilde artmistir ve
maksimum degerine 48 sa’ de ulasilmistir.

Maksimum asit fosfataz aktivitesi de R. delemar {iremesinin ayni basamaginda
elde edilmistir. Asit fosfataz Zn(ll) biyobirikiminde dogrudan rol oynadigindan bu
beklenen bir sonugtur. Daha sonra biyobiriktirilen Zn(II) iyon konsantrasyonu iiremenin
yavaslama ve durgun evreleri boyunca yaklasik olarak sabit kalmistir. Zamanla
biyokiitlenin birim kiitlesi basina biyobiriktirilen Zn(II) iyon miktarlarinin degisimine
gelince, geng hiicre konsantrasyonu goreceli olarak diisiik oldugundan, biyokiitlenin
birim kiitlesi basma biyobiriktirilen Zn(Il) iyon miktarlarinda hizli bir artis, gecikme
evresinde ve istel lireme evresinin baslangicinda gozlenmistir. Mikroorganizma
konsantrasyonu arttiginda ve yaklasik olarak sabit bir degere ulastiginda zamanla
biyokiitlenin birim kiitlesi basma biyobiriktirilen Zn(II) iyon miktarlarindaki artig
azalmistir.

R. delemar ile Zn(Il) giderimi, iistel iireme evresinde ve canli hiicrenin oldugu
fermantasyon ortaminda en fazladir. Biyosorpsiyonun gergeklestirildigi fermantasyon
ortaminda elde edilen biyosorpsiyon degeri ise biyobirikimin oldugu enzim iiretilmeyen
canli ortama gore daha fazladir. Bunun nedeni olarak Zn(ll) iyonun R. delemar’ in

biyogiderimde inhibisyon etkisi yapmasi olarak diisiintilebilir.
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Sekil. 4.32 Zn(II) iyonu i¢in biyobiriken Zn(ll) iyonu konsantrasyonu (mg/L) ve birim
kuru agirlik temelinde biyobiriken Zn(II) iyonu miktarinin (mg Zn(II)/g kuru agirlik)
pH ile degisimi (Cpisasta= 20 g/L; T=30C; Czni= 50 mg/L).
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Sekil 4.33 Enzim aktivitesi (umol/L-dak) ve biyokiitle konsantrasyonunun pH ile
degisimi (g/L) (Cuisasta = 20 g/L; T=30C; Czn= 50 mg/L).
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Sekil 4.34 Biyobiriken Zn(ll) iyonlarinin konsantrasyonu (mg/L). birim kuru temel i¢in
biyobiriken Zn(II) iyonlarinin miktar1 (mg Zn(II)/g kuru agirlik) ve enzim aktivitesinin
zamanla degisimi (Chpisasta = 20 g/L; T=30 C; Czn=50 mg/L).

4.2.24 R. delemar’ in Ureyen, Ureme Periyodunu Tamamlamis ve Olii Hiicrelerinin

Zn(11) Sorpsiyon Kapasitelerinin Karsilastirilmasi

R. delemar’ 1n ireyen, iireme periyodunu tamamlamigs ve Oli hiicrelerinin Zn(II)
sorpsiyon kapasiteleri, sorpsiyon izotermlerine uyumu arastirildi (Cizelge 4.20).
Deneysel ve yontem tarafindan Onerilen denge giderimi arasindaki en iyi uyum
Freundlich izotermi kullanilarak elde edildi. Freundlich izotermlerinden elde edilen K¢
ve n degerleri Cizelge 4.21° de sunulmaktadir. Zn(Il) iyonlar1 6lii hiicrelerle diisiik
baslangi¢c metal iyonu konsantrasyonlarinda etkin bi¢imde sorbe edilmektedir. 48 saatin
sonunda R. delemar’ in mikroorganizma tiremesinin yiiksek olmasi nedeniyle Zn(ll)
iyonlarinin daha diisiik konsantrasyonlarinda iireyen hiicrelerle biyokiitlenin birim
kiitlesi bagina biyobiriktirilen Zn(II) iyon miktarlar1 6li hiicrelerle elde edilene gore
daha diisiiktiir. Ureyen, iireme periyodunu tamamlamis ve 6lii hiicreler icin sorpsiyon
izotermlerinin karsilastirilmasi iyi sorbe edilen Zn(II) iyonlarinin dik egimlerle yiikselen
izotermlere sahip olduklarimi1 ve daha yiiksek sorbe edilen konsantrasyon degerlerine,

Oeq, karsi geldiklerini gostermektedir (Sekil 4.35). Ustel iireme fazmnin sonunda,
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fermentasyon ortamlarindan santrifiijlenerek ayrilan yas R. delemar hiicreleriyle, Zn(ll)
iyonlarinin  gideriminin, iireyen hiicrelerin biyobirikiminden ve oli hiicrelerin
biyosorpsiyonundan daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu durum Zn(Il) gideriminin
asit fosfataz enziminin aktivitesi araciligiyla gerceklestigini gostermektedir. R. delemar
tireme ortamindan ayrildiktan sonra asit fosfataz enziminin aktivitesi azalmaktadir. R.
delemar’ m iireyen iireme peryodunu tamamlamis ve Olii hiicrelerinin metal giderim
yollar1 hemen hemen aymidir. Biyokiitlenin birimkiitlesi basina biyobiriktirilen Zn(ll)
iyonu miktarlar1, artan Zn(ll) konsantrasyonu ile artmasina ragmen daha yiiksek Zn(Il)
iyon giderim verimlilikleri biitiin biyokiitle tipleri i¢in daha diisiik Zn(ll) konsantrasyon
degerlerinde elde edilmistir. 25 mg/L Zn(Il) iyon konsantrasyonunun iizerinde Zn(ll)
biyobirikim verimliliklerinde azalma go6zlenmektedir. Ancak enzim aktivitesi olan
ortam i¢in verimlilik 50 mg/L Zn(Il) iyonu iceren ortama kadar azalmamustir.
Biyobiriken Zn(II) iyonu miktar1 iireyen hiicre igin 6lii hiicrede bulunan degerden daha
biiyiiktiir. Zn(II) giderim kapasitesi lireyen hiicre i¢in en fazladir bunu 6lii hiicre takip
etmektedir.

Ozdemir ve arkadaslar1 (2009), Cd(11), Cu(ll), Ni(I1), Mn(11) ve Zn(ll) gibi agir
metallerin termofilik bakteriler Geobacillus toebii sub. Sp. Decanicus (G1) ve
Geobacillus thermoleovorans sub sp. Stromboliensis (G2) tarafindan biyosorpsiyonunu
incelemis ve karsilastirmislardir. 100 ml hacmindeki kesikli reaktorlerde 20 ml
hacmindeki metal cozeltilerde olii hiicrelerle gerceklestirilen deneylerde 30-38 °c
sicaklik ve 15-120 dakika siirede gergeklestirilmistir. Elde edilen sonug¢lardan G1 igin
10-50 mg/L baslangic metal hacmine kadar Zn icin elde edilen q(mg/g) degerlerinin
daha yiiksek oldugu (15.2 mg/g), ancak 250 mg/L metal iyonu derisimlerinde Cu(ll)
biyosorpsiyonunun (38.4 mg/g) ve Ni(ll) biyosorpsiyonunun (35.6 mg/g). Zn(ll)
iyonuna (28.0 mg/g) gore daha fazla oldugu goriilmektedir. G2 igin yapilan
caligmalarda ise 10-190 mg/L metal i¢eren ortamlarda Zn biyosorpsiyonun (20.7mg/g).
Cu(ll) (20.6mg/g) ve Ni(ll) (13.4mg/g)’e gore daha iyi oldugu goriilmektedir. Bu
sonuclardan G1 ve G2 i¢in Zn’nun diger metallerden daha az inhibisyon etkisi oldugu
sOylenebilir. Ancak baslangi¢ metal konsantrasyonunun da biyosorpsiyon verimliligini
degistiren bir unsur oldugu da goériilmektedir.

Huang ve Shindo (2000), ise toprakta bulunan agir metallerin asit fosfataz
aktivitesine inhibisyon etkisini serbest ve immobilize enzim i¢in incelemislerdir. pH 5

ve 5.5 i¢in kismi yarigmali inhibisyon etkisini gozlemlerken pH 6 igin karigik tip
92



inhibisyon modeli elde edilmistir. Abdallah ve arkadaslari (1999) yaptiklari ¢alismada
lactobacillus plantarum DPC2739 isimli mikroorganizmadan asit fosfataz elde etmis ve
agir metallerin inhibisyon etkisini incelemistir. Optimum pH aralig1 3.5-5.5 araliginda
elde edilmis. bu aralikta kiiltiir ortamina eklenen BaCl,, CaCl, CoCl,, CuCl,, MgO,,
MnCl, ve ZnCl, gibi agir metallerin asit fosfataz {izerindeki inhibisyon etkisi
incelenmistir. Sonuglardan ZnCl, ve MgO; ‘in aktiviteyi degistirmedigi. CoCl, ‘nin
aktiviteyi %4 oraninda diisiirdiigii ve diger metallerin de aktiviteyi bir miktar artirdig
goriilmiistiir. Bu tez ¢alismasinda Zn(II) iyonlarmin diisiik derisimlerde (0-25 mg/L)
aktivator ve yiiksek derigimlerde (50-100 mg/L) inhibitor olarak etki ettigi ve Cu(Il)
iyonlarinin inhibisyona neden oldugu goriilmiistiir. Ayni sekilde Ni(II) iyonlar1 da asit
fosfataz enzimi icin inhibisyona neden olmus, diger metallerden daha fazla enzimatik
reaksiyon hizin1 azaltmistir. Biyobirikim i¢in en diisiik degerler de Ni(Il) iyonlariyla
elde edilmistir.

Metal iyonlarinin giderimi istel treme evresini sonunda R. delemar ‘in
aktivitesinin oldugu ortam, aktivitesinin olmadig1r ortam ve 6lii hiicre icin asagidaki
tabloda kiyaslanmistir. Elde edilen sonuglardan aktivitenin en yiiksek oldugu ortamda

verimliligin de buna bagli olarak en yiiksek degerine ulagtig1 goriilmiistiir.

Cizelge 4.20 Biyobiriken Zn(II) iyonu konsantrasyonu miktar1 ve birim biyokiitle
miktart igin biyobiriken Zn(ll)iyonu miktarinin. Zn(II) iyonu igeren asit fosfataz tiretim
ortaminda ortamda yasayan. tutuklu ve 6li hiicre igin karsilastiriimast (Cyigasta = 20 0/L;
pH=5.0; T= 30 C; tinkibasyon = 48 sa)

Ureyen  hiicreler  icin Ureme periyodunu Biyosorpsiyon
biyobirikim tamamlamis hiicreler
icin biyobirikim

Cazn.i Enzim Coiyobir. Obiyobir.  Yver. ~ ENZIimM Chiyobir, Obiyobir. Y ver. ENZiM Chiyobir. Ubiyoabir. Y ver.
(mg/L) Aktivitesi (mg/L) (Mg/g) (%)  Aktivitesi (mg/L)  (Mmg/g) (%)  Aktivitesi (mg/lL) (Mo/g) (%)

(umol/L- (umol/L- (umol/L-

dak) dak) dak)
9.99 756.63 7.69 3.06 76.98 11.98 4.74 2.66 48.07 1.671 4.64 4.64 46.4
25.15 703.13 15.02 559 74.99 21.40 7.03 4.02 34.89 3.42 11.23 1123 4181
50.86 171.39 41.11 245 80.83 20.34 15.75 725 31.3 262 16.04 16.04 38.94
74.01 167.77 51.82 26.03 69.90 11.705 18.89 8.41 2552 2.39 25.28 2528 32.18
100.10 58.52 58.85 26.12 58.82 13.66 23.31 12,15 23.34 1.03 3122 3122 3122
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Cizelge 4.21 R. Delemar’ n Zn(ll) gideriminde {ireyen. iireme peryodunu tamamlamis
ve Ol hiicreleri i¢in Freundlich sorpsiyon sabitleri (Chisasta = 20 g/L; pH=5.0; T= 30 <C;
tinkﬁbasyon: 48 Sa)-

Ke n
Ureyen hiicreler 1.8094 1.2771
Ureme peryodunu
tamamlamis hiicreler 0.9579 1.7921
Olii hiicreler 1.6702 2.004

6

+Ureyen hicreler

Wrem e peryodumitam amlamighiereler

A0t hizcreler

InC,,

Sekil 4.35 R. Delemar’m Zn(ll) gideriminde {ireyen, iireme peryodunu
tamamlamis ve 6l hiicreleri igin Freundlich sorpsiyon izotermleri (Chisasta = 20
g/L, pH: 50: T=30 OC; tinkﬁbasyon: 48 Sa-)-
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4.3 Yiizey Cevap Yontemiyle Yapilan Tasarim Calismalari

Klasik biyobirikim deneyleri sonucunda belirlenen en uygun pH ve sicaklik araliklar
dikkate alinarak, deney sisteminin yiizey cevap yontemiyle, deneysel ¢alisma araliklari,
en diistik pH degeri olarak 4.0 en yiiksek pH degeri olarak 5.5, en diisiik sicaklik degeri
olarak 25 °C, en yiiksek sicaklik degeri olarak 36 o°c se¢ilmistir. Tasarim c¢alismalari
igin diisiik derisimlerde aktivator etkisi gostermesi nedeniyle agir metal olarak Zn(ll)
secilmistir. Sisteme eklenen Zn(ll) derisimi 10-50 mg/L  derisim araliginda
degistirilmistir. Kullanilan degerler ve cevap degiskenleri Cizelge 4.22° de
gosterilmistir.

Design Expert 7.00 (deneme versiyonu, Stat Ease Inc., Minneapolis, USA)
paket program ile yapilmasi gereken deney setleri belirlenmis, elde edilen sonuglar
programa uygulanmistir (Agikel vd., 2010). pH, sicaklik ve baslangi¢c Zn(II) derisimi
bagimsiz  degiskenlerine karsi, cevap degiskenleri, asit fosfataz aktivitesi,
mikroorganizma derisimi ve metal biyobirikimi i¢in elde edilen deneysel ve yontem

tarafindan ongoriilen degerler Cizelge 4.23° de karsilastiriimaktadir.

Cizelge 4.22 Bagimsiz degisken araliklar1 ve cevap degiskenleri

Bagimsiz Semboller Kodlanmig diizeyler
degisken Kodlanmamis | Kodlanmis -1 0 1
pH X1 X1 4.00 4.75 5.50
T (C) X X2 25.0 30.5 36.0
Czni (mg/L) X3 X3 10 30 50
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Cizelge 4.23 Uygulanan pH, sicaklik ve Zn(Il) derisimleri ile elde edilen cevap

degiskenleri
Gergek ﬁi{[ﬁ\t(l)tsezl Mllfro‘org/.L Metal
Degerler Derisimi (g/L) Biyobirikimi (mg/L)
(umol/L-dak)
SET
pH T | Czi | Yontem Deneysel % Yontem Deneysel % Yontem | Deneysel %
degerler degerler Hata degerler degerler Hata degerler |degerler Hata

1 0 1 1 633.07 666.11 -5.21 2.59 2.58 0.63 34.39 34.00 1.17
2 0 0 0 757.87 746.32 1.52 3.09 3.10 -0.20 16.50 16.66 -0.91
3 0 0 0 757.87 746.32 1.52 3.09 3.10 -0.20 16.50 16.66 -0.91
4 0 -1 1 572.68 596.13 -4.09 2.42 2.42 0.33 21.56 21.40 0.79
5 -1 1 0 711.66 721.42 -1.37 3.57 3.57 0.04 20.79 20.2 2.95
6 0 0 0 757.87 785.32 -3.62 3.09 3.10 -0.20 16.50 16.9 -2.32
7 1 -1 0 804.09 792.31 1.46 3.02 3.00 0.81 12.05 12.3 -1.99
8 -1 0 1 526.46 512.21 2.70 2.63 2.61 0.82 28.35 28.11 0.85
9 0 -1 -1 882.68 845.00 4.19 2.73 2.73 0.21 3.76 3.96 -4.80
10 0 0 0 757.87 752.21 0.74 3.09 3.0 3.02 16.50 16.75 -1.45
11 0 1 -1 943.07 912.21 3.27 3.85 3.84 0.38 6.69 6.86 -2.36
12 1 1 0 864.48 841.32 2.67 3.80 3.81 -0.06 20.37 20.42 -0.21
13 -1 0 -1 836.46 836.32 0.017 2.99 3.00 -0.17 5.60 5.93 -5.53
14 1 0 0 757.87 721.21 4.83 3.09 3.1027 -0.29 16.50 16.5 0.04
15 -1 -1 0 651.27 661.00 -1.5 3.06 3.04 0.89 13.36 13.21 1.14
16 1 0 1 679.28 645.96 4.90 2.30 2.28 1.22 27.48 27.96 -1.68
17 1 0 -1 989.28 1100 -11.19 3.51 3.51 0.04 4.73 7.50 -1.08
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4.3.1 R. delemar ile Maksimum Asit Fosfataz Aktivitesi Elde Etmek I¢in Deney

Kosullarimin Belirlenmesi

Esitlik 4.1 tarafindan ifade edilen yontem pH, sicaklik ve baglangic Zn(II)
konsantrasyonunun fonksiyonu olarak asit fosfataz aktivitesini gostermektedir. Elde

edilen esitlik lineer esitliktir ve denklemi asagidaki gibidir.

Enzim aktivitesi = 757.73 + 81.08x; + 30.83X, - 159.14x3 4.1)

Esitlik 5.1° in istatiksel anlam1 F testiyle kontrol edildi. Cevap yiizeyi lineer esitlik i¢in
varyans analizi (ANNOVA) Cizelge 4.24 “de verilmistir.

Cizelge 4.24 Cevap ylizeyi lineer esitlik igin, sicaklik, pH ve Cy,; fonksiyonu olarak
asit fosfataz aktivitesinin varyans analizi (ANNOVA)

Kaynak Kareler DF Ortalamanin F- Degeri  Probobilite
toplami Karesi (Mean (P)>F
(Sum of square)
squares)

Model 2.628.10° 3 87599.58 55.46 0.0001 uyumlu

Arta kalan 20531.86 13 1579.37

(Residual)

Uyum eksikligi  18423.91 9 2047.10 3.88 0.1021

(Lack of fit)

Hata (Pure eror) 2107.95 4 526.99

Diizeltilmis 2.833.10° 16

toplam

R®= 0.9275  R%A;=0.9108 R’peq= 0.8564 R=0.9632

Elde edilen sonuglarin anlamli olabilmesi i¢in yontemde Prob>F diye ifade edilen
olasilik degerinin 0.05’ten kii¢iik olmasi gerekir. 0.1000 den biiyiik oldugu durumlarda
tasarim cevap degiskenleri i¢in anlamsiz olur. F degeriyle birlikte R? degerinin de
incelenmesi  ANNOVA tarafindan Ongoriilen esitlige uyumu i¢in Onemli bir
parametredir. Elde edilen verilerle tasarim uyumlu degilse uyum eksikligi vardir (not

significant). Uyumlu ise (significant) yontem uyumludur denir. Ongoériilen esitlige

97



uyumu i¢in R? degeri incelendiginde ise yontem deger ile gercek degeri arasinda ok
biiyiik bir fark olmamasi gereklidir. R? ne kadar 1°e yakinsa yontem o kadar gergekgidir.

Yéntem igin F degeri 55.46 olarak bulunmustur. Ongoriilen F degerinden ve
probabilite degerininin 0.0001’den kiigiik olmasindan yontemin uyumlu oldugu
anlagilmaktadir. Asit fosfataz aktivitesi igin 0.9275” lik R? degeri yontemin dogruluguna
isaret eder. Yiizde olarak ifade edildiginde, R? enzim aktivitesi i¢in %90.30 toplam
degisimin bagimsiz degiskenlere atfedilebilecegini, toplam degisimin yanliz %9.7’ sinin
yontemle ifade edilemedigini gostermektedir. Rpred (0.8564). R%aqj (0.9108) ile iyi bir
uyum igerisindedir. Eger yontemde pekcok degisken varsa ve 6rnek miktari ¢ok degilse
RZAdj’ R? den belirgin sekilde kiiciik olabilir. Sonug olarak bu degerlerin birbirine ve 1’
e yaklagsmasi yontemin basarisint gdstermektedir.

Yeterli kesinlik (adequate precision), sinyal giiriiltii oranin1 gosterir. Sinyal
giiriiltii oraninin ise 4° {in listlinde olmas1 beklenir. Bu ¢alismada bulunan sinyal giiriiltii
orani 24.922 yeterli sinyale isaret etmektedir. Uyum eksikligi (lack of fit), regresyonda
icerilmeyen noktalarda deneysel kiimedeki verileri gostermek i¢in yOdntemin basarisini
Olger. Esitlik 5.1° in regresyonundan elde edilen uyum eksikligi anlamli degildir
(P=0.1021). Anlamli olmayan uyum eksikligi iyidir ve Ongoriilen esitliginin
degiskenlerin degerlerinin herhangi bir kombinasyonunda asit fosfataz aktivitesini
onermek icin yeterli oldugunu gostermektedir. Asit fosfataz aktivitesi i¢in lineer bir
esitlik elde edilmis olmast incelenen parametrelerin birbirini etkilemedigini
gostermektedir. Bir baska deyisle 0rnegin asit fosfataz aktivitesi icin elde edilen pH
optimumu, ¢alisilan sicaklik araliginda degismez.

Esitlik 4.1 in regresyonunun grafiksel gosterimlerine cevap yiizeyleri denir. Ug
boyutlu cevap ylizeyleri ve kontur grafikleri design expert kullanilarak elde edilmis ve
Sekil 4.36, 4.37 ve 4.38 ile gosterilmistir. Grafiklerden de goriildiigii gibi ortam pH’ 1
5.03’ e, sicaklik 31.82 °C’ ye ve baslangi¢ metal iyonu derigimi 30.15 mg/L’ ye kadar
arttirilmasiyla, asit fosfataz aktivitesinin 794.098 upmol/L-dak’ ya kadar arttigi

gozlenmistir.
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Enzim akt. (umol/L-dak)

Prediction  794.098

T (°C)
(a)
870
312.5
Enzim akt.
(umol/L-dak)
697.5
640
36.00
T(OC) 25.00  4.00 . pH
(b)

Sekil 4.36-(a) CYY ile, enzim aktivitesinin pH ve sicakla degisimini gésteren kontiir

grafigi (b) CYY ile, enzim aktivitesinin pH ve sicaklikla degisimini gosteren {i¢ boyutlu
grafigi
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33.25

08 T (OC)

27.75

687.5

590

25.00
50.00

CZn,i (mg/L)

(b)

gisimini gosteren kontiir
degisimini goster .
ile, enzim aktivitesinin Czn; ve swakhkkllfl‘( o gdegisimim gisteren ic
ekil 4.37-(a) CYY'IIIe’e(:]r;iZm aktivitesinin, Cz,; ve sica
gi (b) CYY Ile,
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Enzim akt. (umol/L-dak)

92 pregicion  794.008

765.114] 685.041]

(845.187]

1010
887.5
765
Enzim akt.
(umol/L-dak)
520
50.00
40.00
30.00 (: .
mg/L
. _ 20.00 zn,i (Mg/L)
. . 4.75 4.38 4.00 10.00
pH

(b)

Sekil 4.38-(a) CYY ile, enzim aktivitesinin Cz,; ve pH ile degisimini gosteren kontiir
grafigi (b) CYY ile, enzim aktivitesinin Cz,; ve pH ile degisimini gdsteren ii¢ boyutlu

grafigi
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4.3.2 R. delemar Uremesi i¢in Deney Kosullarmin Belirlenmesi

Esitlik 4.2 tarafindan ifade edilen yontem pH, sicaklik ve baslangic Zn(II)
konsantrasyonunun fonksiyonu olarak R. delemar konsantrasyonunu gdstermektedir.

Elde edilen esitlik kuadratik bir esitliktir ve denklemi asagidaki gibidir.

Mikroorganizma konsantrasyonu = 3.08 + 0.048 x; + 0.33 X - 0.40 X3 + 0.07 x1x, +

0.21%1X3 -0.24 X5 X3+ 0.12 X42- 0.16 X2- 0.35X3? (4.2)

Esitlik 4.2° nin istatiksel anlami F testiyle kontrol edildi. Cevap yiizeyi quadratik esitlik
icin varyans analizi (ANNOVA) Cizelge 5.25 ‘de verilmistir.

Cizelge 4.25 Cevap yiizeyi kuadratik esitlik igin, sicaklik, pH ve Czn i fonksiyonu olarak
R. Delemar iiremesinin varyans analizi (ANNOVA)

Kaynak Kareler DF Ortalamanin F- Degeri  Probobilite
toplami1 Karesi (Mean (P)>F
(Sum of square)
squares)

Model 3.20 9 0.36 273.75 <0.0001 uyumlu

Arta kalan 9.089.10° 7 1.29.10°

(Residual)

Uyum eksikligi  9.75.10* 3 3.25.10™ 0.16 0.9178

(Lack of fit)

Hata (Pure eror) 8.11.1%% 4 2.082.10°

Diizeltilmis 3.21 16

toplam

R*= 0.9972  R%g4=0.9935 R’p=0.9912 R=0.9986

Model icin F degeri 273.75 olarak bulunmustur. Model F degerinden ve probabilite
degerininin  kiicik olmasindan yontemin uyumlu oldugu anlasilmaktadir.
Mikroorganizma konsantrasyonunun 6ngoriilmesi i¢in R? = 0.9972 degeri yontemin
dogruluguna isaret eder. Yiizde olarak ifade edildiginde, R? enzim aktivitesi i¢in %
99.72 toplam degisimin bagimsiz degiskenlere atfedilebilecegini, toplam degisimin

yalniz 9%0.0028° sinin yontemle ifade edilemedigini gostermektedir. Bire yakin
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regresyon katsayisi degerleri deneysel verilerin yontemle iyi bir uyum igerisinde
oldugunu gostermektedir.

Bu ¢aligmada bulunan sinyal giiriiltii oraninin 56.674 olarak bulunmustur. Bu
degerin 4’ den biiyilik olmast yeterli sinyale isaret etmektedir. Esitlik 4.2 in
regresyonundan elde edilen uyum eksikligi anlamhi degildir (P=0.9178). Anlamh
olmayan uyum eksikligi iyidir ve model esitliginin degiskenlerin degerlerinin herhangi
bir kombinasyonunda mikroorganizma konsantrasyonunu aktivitesini onermek i¢in
yeterli oldugunu gdstermektedir.

Sicaklik, pH ve Zn(II) derisiminin hem lineer etkisinin hem de ikinci derceden
etkisinin mikroorganizma konsantrasyonu tiizerinde onemli oldugu 0.05° den daha
kiiciik probobilite degerlerinden anlasilmaktadir. Ote yandan ¢alisilan baslangi¢ Zn(II)
konsantrasyonunun pH ya da sicakliga bagl olarak da etki ettigi, pH ve sicakligin da
birlikte etki ettigi goriilmektedir. Calisilan aralikta sicaklik, pH ve Zn(Il) derisiminin
artmasiyla mikroorganizma derisiminin artmasi beklenmektedir.

Esitlik 4.2° nin regresyonunun grafiksel gosterimlerine cevap yiizeyleri denir. Ug
boyutlu cevap yiizeyleri ve kontur grafikleri design expert kullanilarak elde edilmis ve
Sekil 4.39, 4.40 ve 4.41 ile gosterilmistir. Grafiklerden de goriildiigii gibi ortam pH’ 1
5.03” e, sicaklik 31.82 °C’ ye ve baslangi¢ metal iyonu derigimi 30.15 mg/L’ ye kadar
arttirllmasiyla, mikroorganizma konsantrasyonunun 3.2038 g/L’ ye kadar arttig

gbzlenmistir.
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Mikroorg. kon.(g/L)

2.54454
2.76917

2.93861

Prediction 32038
emmvjm

Czni(mg/L) 21207

25.00 21.75 30.50 33.25 36.00
T (°C)
(a)
4
3.55
3.1
Mikroorg.
kon.(g/L) 2.65 36.00
7 33.25
22 - 13050 T(°C)
27.75
50.00
20.00 10.00  25.00
Czni(mg/L
(b) Zn,l( g )

Sekil 4.40-(a) CYY ile, mikroorganizma konsantrasyonunun Cz,; ve sicaklik ile

degisimini gosteren kontiir grafigi (b) CYY ile, mikroorganizma konsantrasyonunun
Cznj ve sicaklik ile degisimini gosteren ii¢ boyutlu grafigi
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Mikroorg. kon.(g/L)
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Sekil 4.41-(a) CYY ile, mikroorganizma konsantrasyonunun Czni ve pH ile degisimini
gosteren kontiir grafigi (b) CYY ile, mikroorganizma konsantrasyonunun Cz,;i ve pH ile
degisimini gosteren li¢ boyutlu grafigi
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4.3.3 R. Delemar’ 1n Zn(I1) Biyobirikimi I¢in Deney Kosullarimin Belirlenmesi
Esitlik 4.3 tarafindan ifade edilen model pH, sicaklik ve baglangic Zn(II)

konsantrasyonunun fonksiyonu olarak R. delemar konsantrasyonunu gostermektedir.

Elde edilen esitlik quadratik bir esitliktir ve denklemi asagidaki gibidir.

Zn(11) biyobirikimi =16.69 — 0.25 x; + 3.83 x» + 11.24 X3 -0.28 X1X, + 0.25 XiX3 +
2.42 XoX3- 9.5 107 X1- 0.15 X»2+ 0.013 X32 (4.3)

Esitlik 4.3’ nin istatiksel anlami F testiyle kontrol edildi. Cevap yiizeyi quadratik esitlik
icin varyans analizi (ANNOVA) Cizelge 4.26 ‘da verilmistir.

Cizelge 4.26 Cevap ylizeyi kuadratik esitlik i¢in, sicaklik, pH ve C,j fonksiyonu olarak
R. Delemar’ i Zn (II) biyobirikimi i¢in varyans analizi (ANNOVA)

Kaynak Kareler DF Ortalamanin F- Degeri  Probobilite
toplami1 Karesi (Mean (P)>F
(Sum of square)
squares)

Model 1152.72 9 128.08 4008.86  <0.0001 uyumlu

Arta kalan 0.22 7 0.032

(Residual)

Uyum eksikligi  0.14 3 0.046 2.15 0.2362

(Lack of fit)

Hata (Pure eror) 0.086 4 0.021

Diizeltilmis 115295 16

toplam

R®= 0.9998  R%A;=0.9996 R%=0.9980 R=0.9989

Yontem icin F degeri 4008.65 olarak bulunmustur. Yontem F degerinden ve
probabilite degerininin 0.0001°’den kii¢lik olmasindan modelin uyumlu oldugu
anlagilmaktadir. Asit fosfataz aktivitesi igin 0.9998” lik R? degeri yontemin dogruluguna
isaret eder. Yiizde olarak ifade edildiginde, R? enzim aktivitesi icin %99.98 toplam
degisimin bagimsiz degiskenlere atfedilebilecegini, toplam degisimin yanliz %0.02’
sinin modelle ifade edilemedigini gostermektedir. R pred (0.9980). R%aq; (0.9996) ile iyi
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bir uyum igerisindedir. Eger esitlikte pekcok degisken varsa ve ornek miktar1 ¢ok
degilse RZAdj' R? den belirgin sekilde kiiciik olabilir. Sonu¢ olarak bu degerlerin
birbirine ve 1’ e yaklagmasi yontemin bagarisini gostermektedir.

Yeterli kesinlik (adequate precision), sinyal giiriiltii oranim1 gdsterir. Sinyal
giiriiltii oraninin ise 4° iin listlinde olmas1 beklenir. Bu ¢alismada bulunan sinyal giiriilti
oran1 219.819 yeterli sinyale isaret etmektedir. Uyum eksikligi (lack of fit), regresyonda
icerilmeyen noktalarda deneysel kiimedeki verileri gostermek i¢cin yOntemin basarisini
Olcer. Esitlik 4.3’ iin regresyonundan elde edilen uyum eksikligi anlamli degildir (P=0.
2362). Anlamli olmayan uyum eksikligi iyidir ve model esitliginin degiskenlerin
degerlerinin herhangi bir kombinasyonunda asit fosfataz aktivitesini Onermek igin
yeterli oldugunu gostermektedir. Asit fosfataz aktivitesi i¢in quadratik bir esitlik elde
edilmis olmasi incelenen parametrelerin birbirini etkiledigini gostermektedir.

Katsayilarin herbirinin anlamli olup olmadigini kontrol etmek i¢in p degeri
kullanilmistir. pH’ 1n, sicakligin ve baslangic Zn(II) derisiminin birinci dereceden
biyobirikim tizerinde etkisili oldugu 0.05’ den daha kiigiik probobilite degerlerinden
anlasilmaktadir. Ote yandan calisilan baslangi¢ Zn(II) konsantrasyonu araliginda,
biyobirikim iizerine pH ve sicakligin, pH ve derisimin, sicaklik ve derisimin birlikte
etki ettigi goriilmektedir. Baslangi¢c Zn(II) derisimi, ortam sicakligi azaldik¢a ve en
uygun pH degerinden uzaklasildik¢a biyobirikimin azalmasi beklenir.

Esitlik 5.3’ {in regresyonunun grafiksel gosterimlerine cevap yiizeyleri denir. Ug
boyutlu cevap yiizeyleri ve kontur grafikleri design expert kullanilarak elde edilmis ve
Sekil 4.42, 4.43 ve 4.44 ile gosterilmistir. Grafiklerden de goriildiigii gibi ortam pH’ 1
5.03” e, sicaklik 31.82 °C’ ye ve baslangi¢ metal iyonu derigiminin 30.15 mg/L’ ye
kadar arttirllmasiyla, Zn(Il) biyobirikiminin 17.622 mg/L’ ye kadar arttig1

gozlenmistir.
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Cbiyob (mg/l—)

18.8866

19.8629

Prediction  17.622

T (°C)

13.7984
12.8443]
4.00 4.38 4.75 5.13 5.50

(@)

Cbiyob (mg/l—)

27.75 25.00 4.00

(b)

Sekil 4.42-(a) CYY ile, Zn(I1) biyobirikiminin sicaklik ve pH ile degisimini gosteren
kontiir grafigi (b) CYY ile, Zn(ll) biyobirikiminin sicaklik ve pH ile degisimini
gosteren li¢ boyutlu grafigi
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Cbiyob (mg/L)

Czni (Mg/L)

25.00 27.75 30.50 33.25 36.00
T (°C)
(@)
35
27
Chiyob. 0
(mg/L) 11 36.00
33.25 o
. T(°C)
30.50
27.75
50.00
10.00 25.00
Czn,i (Mg/L)
(b)

Sekil 4.43-(a) CYY ile, Zn(I1) biyobirikiminin sicaklik ve Cz,; ile degisimini gosteren
kontiir grafigi (b) CYY ile, Zn(ll) biyobirikiminin sicaklik ve Cz,; ile degisimini
gosteren li¢c boyutlu grafigi
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Cbiyob. (mg/l—)

25.4723
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17.4257
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(b)
Sekil 4.44-(a) CYY ile, Zn(ll) biyobirikiminin pH ve Cz,; ile degisimini gdsteren

kontiir grafigi (b) CYY ile, Zn(1l) biyobirikiminin pH ve Cz,; ile degisimini gosteren ii¢

boyutlu grafigi
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4.3.4 Deney Dogrulama

CYY ile elde edilen deney sonuglarint dogrulamak ve deneysel degerlerden sapmay1

gorebilmek i¢in optimum kosullarda (pH=5.03, T = 31.82°C, Cz,; = 30.15 mg/L) deney

tekrarlanmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.27 ile gosterilmistir.

Cizelge 4.27 CYY ile elde edilen denecysel sonuglar ile deney dogrulama degerlerinin

karsilastirilmast

Deney parametreleri Tasarim Deney dogrulama % Hata
sonugclari sonugclari

Asit fosfataz aktivitesi

(umol/L-dak) 798.098 791.420 0.84

Mikroorganizma 3.2038 3.401 5.79

konsantrasyonu (g/L)

Zn(11) biyobirikimi 17.62 16.98 3.77

(mg/L)
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5 SONUCLAR

Bu c¢alismada R. delemar ile lipaz enziminin iiretimi i¢in en uygun fermentasyon
sartlarinin bulunmasina ¢alisilmistir. Karbon kaynagi olarak 1.0 g/L melas sakkarozu
iceren ortamda, indiikleyicilerin etkisini incelemek i¢in ticari yaglar ve tributirin
kullanilmistir. Ticari yaglar melas ile birlikte kullanildiginda enzim aktivitesinde
belirgin bir artis gozlenmis ve elde edilen aktiviteler sirasiyla aycicegi yagi, soya yagi,

findik yag1, misir yag, tributirin ve zeytin yagi seklinde azalmistir.

Yiizey aktif madde olarak tween-80 (%1) i¢eren ortamda elde edilen maksimum enzim
aktivitesi, 91.73 umol/L-dak, rhamnolipid igeren ortamda 58.88 pmol/L-dak ve

tribiitirin i¢eren ortamda 21.22 umol/L-dak olarak bulunmustur.

Karbon kaynagi olarak melas sakkarozu igeren ortamda sicakligin etkisi incelenmis ve
en uygun sicaklik araligi, 30-35 °C olup, bu sicaklik araliginda elde edilen en yiiksek

enzim aktiviteleri sirasiyla 93.07 ve 74.17 umol/L-dak olarak saptanmustir.

Karbon kaynagi olarak melas sakarozu ve indiikleyici olarak aycicegi yagi kullanilan
ortamda karistirma hizinin (50-250 devir/dak) etkisi incelenmis ve en yiiksek enzim
aktivitesi degeri olarak 200 devir/dak karigtirma hizinda, 103.12 pmol/L-dak olarak elde

edilmistir.

Karbon kaynag olarak melas sakarozu ve indiikleyici olarak aygicegi yagi kullanilan
ortamda maksimum enzim aktivitesi 2 vvm hava giris hizinda, fermentasyonun 4.
gliniinde 102.83 umol/L-dak olarak elde edilmistir. Havalandirmanin varligi hem enzim
aktivitesini arttirmis, hem de daha erken ve uzun siireli enzim aktivitesi gozlenmesini
saglamistir. Melas ve sakarozun (1, 2, 5, 10 g/L) birlikte kullanilmasi, karbon kaynagi
etkisini arttirirken maksimum enzim aktivitesi 5.0 g/L sakaroz kullanilan ortamda 92.27
umol/L-dak, mikroorganizma konsantrasyonu ise 7.95 kuru mikrorganizma ag./L

olarak elde edilmistir.

Melas, sakkaroz ve aycicegi yagi birlikte kullanilark enzim aktivitesine  etkisi

incelenmistir. Sakkaroz ve melas1 birlikte iceren ortamda elde edilen enzim
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aktivitesinden 2.38 kez daha biiyiik deger elde edilmistir.

Aktivatorlerin R. delemar’ 1n iiremesi ve lipaz enzimi liretmesi iizerine etkilerini
incelemek i¢in NaCl, KCI, CaCl,, MgCl,, arap zamki ve EDTA gibi farkli aktivatorler
kullanilmistir. Lipaz aktivitesi aktivatorlerin varliginda NaCl1>KCI>CaCl,>MgCl,>arap
zamki>EDTA seklinde azalmis ve en fazla aktivite 964.55 umol/L-dak olarak NaCl
kullanildiginda elde edilmistir. Maksimum biyokiitle konsantrasyonu CaCl, eklenen
fermantasyon ortaminda 4.44 g kuru mikroorganizma agirligi/L olarak elde edilmistir.
Aktivatorlerin - varliginda mikroorganizma konsantrasyonu sirasiyla CaCl,>KCl>

NaCl>arap zamki>MgCI,>EDTA seklinde azalmistir.

Agir metal iyonlarinin lipaz aktivitesine etkisinin incelenmesi igin, fermantasyon
ortamlarina Fe(II), Mn(II), Co(II) ve Ni(I[) metal iyonlar1 eklenmistir. Lipaz aktivitesi,
agir metal iyonlar1 varliginda Fe>Mn>Co>Ni seklinde azalmistir. Co(ll) ve Ni(ll)
tuzlar1 lipaz aktivitesini oldukg¢a fazla diistirdiigiinden enzimin yapisini degistirdigi
diistiniilmektedir. Karbon kaynagi olarak melas ve indiikleyici olarak aycicegi yagi
kullanildiginda enzim aktivitesi Fe(ll) igeren ortamda (85.23 pumol/L-dak) ve Mn(Il)
iceren ortamda (71.25 umol/L-dak) yaklasik olarak ayni elde edilmistir.
Mikroorganizma konsantrasyonu agir metal iyonu varliginda, enzim aktivitesinde

oldugu gibi sirastyla Fe>Mn>Co>Ni seklinde elde edilmistir.

Calismanin ikinci kisminda R. delemar’ i asit fosfataz iiretimi ve agir metallerle
biyogiderimi incelenmistir. ilk olarak Ni(II) iyonlar1 varliginda ve metalsiz ortamda R.
delemar’ 1n asit fosfataz tiretimi incelenmistir. Maksimum asit fosfataz aktivitesi metal
iyonu igermeyen kiiltiir ortaminda, pH 5.0 degerinde, 176.41 pmol/L-dak olarak elde
edilmistir. Ni(II) iyonlarinin varhiginda, maksimum asit fosfataz aktivitesi iiremenin
istel lreme evresinin sonunda (48 sa) elde edilmistir. Maksimum biyokiitle
konsantrasyonu pH 5.0’de, yavaslama evresinin sonunda (72—76 sa) 3.515 g/L olarak
elde edilmistir. Bu fazdan sonra maksimum biyokiitle konsantrasyonu yaklasik sabit

kalmistir.

Fermentasyon ortaminda Ni(Il) iyonlarinin varlig1 R. delemar iiremesini inhibe etmistir.

20 g/L nisasta konsantrasyonunda pH 5.0’de {iremenin 48. saatinde biyokiitle
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konsantrasyonu 3.3427 g/L ve spesifik iireme hiz1 da 0.0499 sa™* olarak elde edilmistir.
En disiik spesifik {ireme hiz1 ve biyokiitle konsantrasyonu, 50 mg/L Ni(ll) iyonunun

bulundugu ortamda sirasiyla 0.0478 sat ve 1.677 g/L, olarak bulunmustur.

Mikroorganizmanin metalsiz ortamda maksimum spesifik tireme hiz1 (un) ve doygunluk
sabiti (Ks) 0.0649 sa™ ve 1.8928 g/L olarak bulunmustur.

R. delemar’in tireme hiz1 tizerine Ni(II) inhibisyon tipinin belirlenmesi i¢in, maksimum
spesifik iireme hiz1 (un) ve Monod doygunluk sabitlerinin  (Kg) artan Ni(ll) iyonu
derisimi ile degisimi, Ni(Il) iyonu igermeyen ortamla karsilagtirllmistir. Cift tarafh
dogrusallastiritlmis Monod grafiklerinden, Ni(IT) iyonu konsantrasyonunun 10-50 mg/L
araliginda arttirilmasinin, R. delemar’ in tireme hiz1 iizerine etkisinin, yarismali

inhibisyon oldugu sonucuna varilmistir.

Ni(ll) iyonunun R.delemar’ in iireme hizi {izerindeki inhibisyon sabitinin belirlenmesi
icin Monod grafikleri kullanilmis ve R . delemar’ in spesifik tireme hizi igin Ni(II)
iyonlarmin inhibisyon sabiti 67.11 mg Ni(Il)/L olarak bulunmustur.

Asit fosfataz aktivitesinde Ni(II) inhibisyon sabitinin belirlenmesi igin, inhibitor
konsantrasyonuna kars1 1/Vy app degerleri grafige gecirilmis ve enzimatik reaksiyon hizi

tizerine Ni(II) iyonlar1 i¢in inhibisyon sabiti 50 mg Ni(II)/L olarak saptanmistir.

R. delemar’ i ireyen, {ireme periyodunu tamamlamis ve Olii hiicrelerinin Ni(II)
sorpsiyon izotermlerine uyumu arastirilmis ve deneysel ve yontem tarafindan onerilen
denge giderimi arasindaki en iyi uyum Freundlich izotermi kullanilarak elde edilmistir.
Biyokiitlenin birimkiitlesi basina biyobiriktirilen Ni(I) iyonu miktarlari, artan Ni(II)
konsantrasyonu ile artmasina ragmen daha yiiksek Ni(Il) iyon giderim verimlilikleri
biitiin biyokiitle tipleri icin daha diisiik Ni(I) konsantrasyon degerlerinde elde

edilmistir.

Cu(Il) iyonlar1 varliginda ve metalsiz ortamda R. delemar’ in asit fosfataz {iretimi
incelenmis, maksimum biyokiitle konsantrasyonu pH 5.0’de, yavaslama evresinin

sonunda (48-72 sa) 2.833 g/L olarak elde edilmistir. Bu evreden sonra maksimum
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biyokiitle konsantrasyonu yaklasik sabit kalmistir.

Fermentasyon ortaminda Cu(Il) iyonlarinin varlig1 R. delemar tiremesini inhibe etmistir.
En diisiik spesifik tireme hiz1 ve biyokiitle konsantrasyonu, 100 mg/L Cu(ll) iyonunun

bulundugu ortamda sirastyla 0.0345 sa™* ve 1.943 g/L, olarak bulunmustur.

R.delemar’ 1n iireme hiz1 lizerine Cu(Il) inhibisyon tipinin belirlenmesi i¢in ¢izilen
Monod grafiklerinden, Cu(ll) iyonu konsantrasyonunun 10-100 mg/L araliginda
arttirtlmasinin, R. delemar’in iireme hiz1 {izerine etkisinin, yarigsmali inhibisyon oldugu
sonucuna vartlmistir. Maksimum spesifik iireme hizlart Cu(Il) iyonlarinin artan

1

konsantrasyonlariyla yaklagik olarak sabit kalmakta ve 0.0590 sa™ olarak elde

edilmistir.

Cu(Il) iyonunun R.delemar’ in iireme hiz1 iizerindeki inhibisyon sabitinin belirlenmesi
icin yarigmali inhibisyona ait olan ¢ift tarafli dogrusallastirilmis Monod grafikleri
kullanilmistir ve R. delemar’ i spesifik tireme hizi i¢in Cu(II) iyonlarinin inhibisyon
sabiti 82.30 mg Cu(ll)/L olarak bulunmustur.

Asit fosfataz aktivitesi i¢in Cu(II) inhibisyon sabitinin belirlenmesine calisilmis ve
enzimatik reaksiyon hizi tizerine Cu(Il) iyonlari i¢in inhibisyon sabiti 100 mg Cu (II)/L
olarak saptanmistir.

R. delemar igin Cu(Il) iyonlarinin maksimum biyobirikimi pH 5.0-5.5. araliginda elde
edilmistir. 50 mg/L baslangic Cu(ll) iyonu konsantrasyonunda Ccyj, pH 5.0 ve 25°C
sicaklikta incelenmistir. Biyobiriktirilen Cu(ll) iyonu konsantrasyonu gecikme evresi
sliresince yavas, ustel tireme evresinde hizli bir sekilde artmis ve maksimum degerine

48 sa’de ulasiimistir.

Ureyen, iireme periyodunu tamamlamis ve 6lii hiicreler igin, Freundlich adsorpsiyon
izoterminden elde edilen sabitlerin degerleri karsilastirildiginda goriilmektedir ki, en
yiiksek kapasite ve siddetle iireyen hiicreler Cu(Il) giderimi yapmakta (1.6837), bunu

6li hiicreler (1.6820) ve tireme periyodunu tamamlamis hiicreler (0.7261) izlemektedir.
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En diisiik spesifik tireme hizi ve biyokiitle konsantrasyonu, 100 mg/L Zn(lIl) iyonunun

bulundugu ortamda sirastyla 0.0430 sa™* ve 2.530 g/L olarak bulunmustur.

R. delemar’in tireme hiz1 tizerine Zn(II) inhibisyon tipinin belirlenmesi igin, ¢ift tarafli
dogrusallastirilmis Monod grafikleri kullanilmistir. Zn(1l) iyonu konsantrasyonunun 50-
100 mg/L araliginda arttirilmasinin, R. delemar’ in {ireme hizi iizerine etkisinin kismi

yarigsmali tip inhibisyon oldugu sonucuna varilmaistir.

Zn(11) iyonunun R.delemar’ n iireme hiz1 tizerindeki inhibisyon sabitinin belirlenmesi
i¢in kismi yarismali inhibisyon ait olan gift tarafli dogrusallagtirilmis Monod grafikleri
kullanilmig ve R . delemar’ i spesifik tireme hizi i¢in Zn(II) iyonlarmin inhibisyon
sabiti 179.21 mg Zn(II)/L olarak bulunmustur.

R. delemar’in asit fosfataz aktivitesine Zn(II) iyonlarinin etkisi 10-100 mg/L araliginda
incelenmis ve 50 mg/L Zn(II) iyonu eklendiginden itibaren inhibisyon etkisi baslamistir.

50-100 mg/L derigimleri i¢in inhibisyon kinetigi uygulanabilmistir.

Artan Zn(Il) iyonlarina ragmen maksimum tepkime hiz1 6nemli derecede azalmakta ve
bununla beraber Michaelis-Menten sabitleri belirgin derecede artmaktadir. Bu tip

inhibisyon yarigmasiz karisik (mixed) tip inhibisyon olarak bilinmektedir.

Asit fosfataz aktivitesi i¢in Zn(Il) inhibisyon sabitlerinin belirlenmis ve enzimatik
reaksiyon hizi iizerine Zn(Il) iyonlari i¢in inhibisyon sabiti 100 mg Zn(II)/L olarak

saptanmustir.

R. delemar igin Zn(II) iyonlarinin maksimum biyobirikimi pH 5.0-5.5. araliginda elde
edilmistir. 50 mg/L baslangi¢ Zn(II) iyonu konsantrasyonunda Ccy;, pH 5.0 ve 25 °C
sicaklikta, biyobiriktirilen Zn(II) iyonu konsantrasyonu gecikme evresi siiresince yavas
ve listel lireme evresinde hizli bir sekilde artmistir ve maksimum degerine 48 sa’ de

ulasilmistir.

Deneysel ve yontem tarafindan Onerilen denge giderimi arasindaki en iyi uyum

Freundlich izotermi kullanilarak elde edilmistir. Kg degerlerine bakildiginda Zn(ll)
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giderim kapasitesi tireyen hiicre i¢in en fazladir (1.8094), 6li hiicre (1.6702) bunu takip
etmektedir.

Design Expert 7.0 kullanilarak Zn(II) i¢in en iyileme deneyleri yapilmis ve asit fosfataz
aktivitesi i¢in lineer, mikroorganizma konsantrasyonu ve Zn(II) biyobirikimi i¢in

kuadratik esitlige tam bir uyum gozlenmistir.

CYY ile yapilan ¢alismalar sonucunda pH 5.03, 31.82 °C ve 30.15 mg/L baslangi¢
degerleri igin deneyler tasarlanmis, asit fosfataz aktivitesi 794.098 umol/L-dak,
mikroorganizma konsantrasyonu 3.2038 g/L ve biyosorplanan Zn(II) miktar1 17.62
mg/L olarak ongoriilmiistir. Deney dogrulama deneyi yapilarak sonuglarin duyarlilig

ve gegerliligi gosterilmistir.
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EKLER

EK 1 Sakkaroz Derisiminin Tayini

Besin ortamdaki melas sakkarozunun derisimi sakkarozun dinitro salisilik asit ile
yaptig1 koyu turuncu renkli kompleks yardimi ile tayin edilir (Miller yontemi). Bu
yontemde kullanilan analiz ¢dzeltileri. hazirlama sekilleri ve analiz yontemi asagida

verilmigtir.

Analiz Cozeltileri:
a-DNS Cozeltisi: 10 g dinitro salisilik asit. 10 g sodyum hidroksit ve 1.6 g

fenol 1 L damitik suda ¢oziiliir (Bu ¢ozeltiyi kullanmadan hemen 6nce 100 mL’sine 1
ml %10’luk sodyum siilfit ilave edilir.
b-Rochella Tuzu Cozeltisi: 400 g potasyum sodyum tartarat 1 L damitik suda ¢oziiliir.

c-Sodyum siilfit ¢ozeltisi: 1 g sodyum siilfit 100 mL damitik suda ¢oziliir.

Yontem

Besin ortamindan alinan Ornek santrifiijlenerek mikroorganizmadan ayrilir. Cozelti
igerisindeki seker derisimi 0-0.5 g/L aralinda olacak sekilde seyreltilir. Seyreltilen
cozeltiden alinan 2 ml 6rnek bir deney tiipiine konur ve iizerine 2 mL DNS c¢ozeltisi
eklenerek kaynar suda 15 dk bekletilir. Kaynar su banyosundan alinan 6rnegin iizerine 1
mL Rochella tuzu ¢dzeltisi konularak musluk suyunda sogutulur. Uzerine 5 mL damitik

su ilave edilerek 575 nm’de absorbansi dl¢iiliir (Forouchi ve Gunn, 1983).
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A.1 Sakkaroz ¢alisma dogrusu

Absorbans degeri = a.Cgiiko,+b

Csakkaroz= (Absorbans degeri - b)/a
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Ek 2 Biyokiitle Derisimi Tayini

Mikroorganizma derisimi spektrofotometrik olarak da tayin edilmistir. Bunun igin
oncelikle 1 g/L’ye kadar farkli derisimlerde mikroorganizma igeren ¢ozeltilerin. uygun
dalga boyu olarak segilen 360 nm’ de absorbanslarinin okunmasiyla R. delemar igin yas

mikroorganizma c¢alisma dogrular1 olusturulmustur.

0.25
R==10,9934 )
02 |
w 0,15 F
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=
2
= 01 }
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{} | | | | |

0 0,2 0.4, 06.. . QO
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B.1 Yas mikroorganizma derisimi ¢alisma dogrusu

Verilerin degerlendirilmesinde kuru mikroorganizma agirligi kullanildigindan. yas ve
kuru agirlik arasindaki iliskiyi belirlemek gerekmektedir. Bunun i¢in mikroorganizma
stvi ortamda Tretilip santrifiijlenerek ayrilmig, ayrilan mikroorganizmalar farkli
agirhiklarda tartilarak 50°C°deki etiivde sabit tartima gelinceye kadar kurutulmus ve
tekrar tartilarak kuru agirliklar belirlenmistir. Kuru agirhiga kars1 yas mikroorganizma
agirh@r grafige gegirilerek R. delemar mantar i¢in yas-kuru mikroorganizma g¢alisma

dogrular elde edilmistir.
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B.2 Yas mikroorganizma agirlig1 kuru mikroorganizma agirligi calisma dogrusu

Analiz i¢in besin ortamindan alinan belirli hacimdeki 6rnek 5000 devirde 10 dk
santrifiijlenmis. tiipte kalan mikroorganizma kiitlesi saf su ile tekrar ayni hacme
seyreltilerek 360 nm’de kor ¢ozeltiye karst absorbans okunmus ve calisma dogrular

kullanilarak kuru mikroorganizma agirlig1 saptanmustir.
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Ek 3 Lipaz Aktivitesi Tayin Yontemi

p-NPP ve propan-2-ol igeren A ¢dzeltisi ile triton x-100 ve arap zamki igeren pH’ 18’ ¢
ayarlanmig B ¢Ozeltisi yavasca birbirine karistirilir ve bir siire beklenir. Daha sonra
karistmin pH degeri tris tamponu aracilifi ile 8.5 degerine ayarlanir. Diger taraftan
enzim aktivitesi tayin edilecek fermentasyon ortamindan 6rnek alinarak mavi band
stizge¢ kagidinda filtre edildikten sonra. gelebilecek safsizliklari 6nlemek amaci ile
5000 devir/dak’ da 5 dakika siire ile santrifiijlenir. Enzim aktivitesi tayin edilecek 6rnek
cozelti. A ve B ¢ozeltisi karisimma eklenerek. reaksiyon 37 °C’ de 150 devir/dak
karistirma hizinda. sicak su banyosunda karistirilarak 30 dakika siire ile gergeklestirilir.
Reaksiyon ortamindan alinan orneklerin absorbanst 410 nm’ de okunur. 1 U lipaz
aktivitesi 37 °C’ de, 1 dakikada aciga ¢ikan 1 umol p-nitrophenol olarak ifade edilir
(Wonderwiilbecke vd., 1992, Jain vd., 2005).

Hesaplamalar:

Lipaz enzimi i¢in molar tiikkenme katsayis1 e= 15 mM™ cm™

Zamanla pNP konsantrasyonundaki degisim

(da/dt)/ dak
e(mM “em.1cm)

9C (M / dak) =
dt

Bir enzim birimi (Units), belirli bir pH ve sicaklikta dakikada 1 mmol substrati {iriine
dontistiiren enzim miktari olarak tanimlandigindan

Kiivetteki enzim birimi (mmol/dak)

U= % (mM / dak) (kiivetteki hacim)(L)

Bu deger kiivetteki enzimin hacmine boliinerek kiivetteki enzimin mL’ si basina enzim

birimine doniistiiriliir.

(U/ml)= kiivetteki enzim birimi (mmol/dak veya U )/Kiivetteki enzim hacmi (mL)
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Ek 4. Asit Fosfataz Aktivitesi Tayini

Enzim aktivitesi Ol¢iimii icin spektrofotometrik yontem kullanilmistir. Fosfataz
aktivitesi i¢in substrat olarak p-nitrofenil fosfat kullanilmistir. Substrat ¢ozeltisi 0.5 mL
A ¢ozeltisinin (90 mM sitrat pH 4.8. 37 °C), 0.5 mL B (15.2 mM p-nitrofenil fosfat)
cozeltisine eklenmesi ve karistirilmasiyla elde edilmistir. Kor ¢ozeltisi i¢in ayni
reaksiyon karigimi kullanilmis fakat enzim c¢ozeltisi bu asamada eklenmemistir.
Reaksiyon cozeltisinin sicakligni 37 °C ‘ye ayarlanmis ve 0.10 mL enzim c¢ozeltisi
eklenerek 10 dakika karistirtlmistir. Daha sonra 4.0 mL NaOH eklenmis. kér deneme
icin enzim ¢ozeltisinden 0.1 mL alinarak kor ¢ozeltisine eklenmistir. p-nitrofenol
aktivitesi 410 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Olclilmistiir. Bir iinite
fosfataz aktivitesi 1 umol p-nitrofenoliin bir dakikada pH 4.8 ve 37 °C sicaklikta

belirlenen enzim miktaridir (Bergmeyer vd., 1974).
Hesaplamalar:

pmol/L-dak: (A410nm test-As1onm kOI‘)(VT)(df) / (t)(e)(Ve)
V1 : Cozeltinin toplam hacmi (mL)

dr : Seyrelme faktori

t : Birim dakika basina dakika olarak analiz siiresi

e :410 nm’ de p-nitrofenoliin milimolar tiikenme katsayisi

Ve: mL olarak kullanilan enzim hacmi
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EK 5 Design Expert Paket Programimna Uyum

Use your mouse to right click on individual cells for definitions.
Response 2 Enzim aktivitesi
ANOVA for Response Surface Linear Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type I11]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob > F
Model 2.628E+005 3 87599.58 55.46 <0.0001
A-pH 52591.73 1 52591.73 33.30 < 0.0001
B-T 7602.68 1 7602.68 4.81 0.0470
C-Cb 2.026E+005 1 2.026E+005 128.28 < 0.0001
Residual 20531.86 13 1579.37
Lack of Fit  18423.91 9 2047.10 3.88 0.1021
Pure Error 2107.95 4 526.99
Cor Total 2.833E+005 16
The Model F-value of 55.46 implies the model is significant. There is only
a 0.01% chance that a "Model F-Value" this large could occur due to noise.
Values of "Prob > F" less than 0.0500 indicate model terms are significant.
In this case A, B, C are significant model terms.
Values greater than 0.1000 indicate the model terms are not significant.
If there are many insignificant model terms (not counting those required to
support hierarchy),
model reduction may improve your model.
The "Lack of Fit F-value” of 3.88 implies the Lack of Fit is not significant
relative to the pure
error. There is a 10.21% chance that a "Lack of Fit F-value" this large could
occur due
to noise. Non-significant lack of fit is good -- we want the model to fit.
Std. Dev. 39.74 R-Squared 0.9275
Mean 757.73 Adj R-Squared 0.9108
CV.% 5.24 Pred R-Squared 0.8564
PRESS 40677.89 Adeq Precision 24.922

The "Pred R-Squared” of 0.8564 is in reasonable agreement with the "Adj R-Squared”

of 0.9108.

"Adeq Precision™ measures the signal to noise ratio. A ratio greater than 4 is
desirable. Your
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ratio of 24.922 indicates an adequate signal. This model can be used to navigate the
design space.

Coefficient Standard  95% CI 95%
Factor  Estimate df Error Low High
Intercept 757.73 1 9.64 736.90 778.55
A-pH 81.08 1 14.0 550.73 111.43
B-T3 0.83 1 14.05 0.47 61.18
C-Cb -159.14 1 1405  -189.49 -128.79

Final Equation in Terms of Coded Factors:

Enzim aktivitesi =

+757.73

+81.08 *A
+30.83 *B
-159.14 *C

Final Equation in Terms of Actual Factors:

Enzim aktivitesi =

+311.97848

+108.10667 *pH
+5.60500 *T
-7.95700 *Cb

The Diagnostics Case Statistics Report has been moved to the Diagnostics Node.
In the Diagnostics Node, Select Case Statistics from the View Menu.

Proceed to Diagnostic Plots (the next icon in progression). Be sure to look at the:
1) Normal probability plot of the studentized residuals to check for normality of
residuals.
2) Studentized residuals versus predicted values to check for constant error.
3) Externally Studentized Residuals to look for outliers, i.e., influential values.
4) Box-Cox plot for power transformations.

If all the model statistics and diagnostic plots are OK, finish up with the Model
Graphs icon.
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Response 3 Mikroorganizma konsantrasyonu
ANOVA for Response Surface Quadratic Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type 111]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob >
F
Model 3.20 9 0.36 273.75 < 0.0001
A-pH0.018 1 0.018 13.90 0.0074
B-T0.85 1 0.85 655.81 < 0.0001
C-Cb1.27 1 1.27 979.67 < 0.0001
ABO0.020 1 0.020 15.10 0.0060
ACO0.18 1 0.18 135.86 < 0.0001
BCO0.23 1 0.23 173.77 < 0.0001
A20.057 1 0.057 43.62 0.0003
B20.11 1 0.11 81.45 < 0.0001
c20.51 1 0.51 389.39 < 0.0001
Residual 9.089E-003 7 1.298E-003
Lack of Fit 9.750E-004 3 3.250E-004 0.16 0.9178
Pure Error 8.114E-003 4 2.028E-003
Cor Total 3.21 16

The Model F-value of 273.75 implies the model is significant. There is only
a 0.01% chance that a "Model F-Value" this large could occur due to noise.

Values of "Prob > F" less than 0.0500 indicate model terms are significant.

In this case A, B, C, AB, AC, BC, Az, B2, Cz are significant model terms.

Values greater than 0.1000 indicate the model terms are not significant.

If there are many insignificant model terms (not counting those required to support
hierarchy),

model reduction may improve your model.

The "Lack of Fit F-value" of 0.16 implies the Lack of Fit is not significant relative to
the pure

error. There is a 91.78% chance that a "Lack of Fit F-value" this large could occur
due

to noise. Non-significant lack of fit is good -- we want the model to fit.

Std. Dev. 0.036 R-Squared 0.9972
Mean 3.05 Adj R-Squared 0.9935
CV.% 1.18 Pred R-Squared 0.9912
PRESS 0.028 Adeq Precision 56.674

The "Pred R-Squared™ of 0.9912 is in reasonable agreement with the "Adj R-Squared"
of 0.9935.
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"Adeq Precision” measures the signal to noise ratio. A ratio greater than 4 is

desirable. Your

ratio of 56.674 indicates an adequate signal. This model can be used to navigate the

design space.

Coefficient

Factor
Intercept
A-pHO0.048
B-T0.33
C-Cb-0.40
AB0.070
AC-0.21
BC-0.24

A20.12
B20.16
C2-0.35

Estimate

3.08
1

P P P RPRPRRPRPRPPRP

Standard

df

1
0.013
0.013
0.013
0.018
0.018
0.018

0.018
0.018
0.018

Final Equation in Terms of Coded Factors:

Mikroorganizma konsantrasyonu=

+3.08
+0.048
+0.33
-0.40
+0.070
-0.21
-0.24
+0.12
+0.16
-0.35

*A
*B
*C
*A*B
*A*C
*B*C
*Az
*82
*Cz

Final Equation in Terms of Actual Factors:

Mikroorganizma konsantrasyonu =

+8.80255
-1.99302
-0.27609
+0.16439
+0.016970
-0.014000
-2.15909E-003
+0.20619
+5.23901E-003
-8.66300E-004

*pH
«T
* Cb
*pH*T
* pH * Cb
*T *Cb
*sz
* T2
* Cb?
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95% ClI

Error
0.016
0.017

0.30
-0.43
0.027
-0.25
-0.28

0.074
0.12
-0.39

95% ClI

Low
3.04
0.078
0.36
-0.37
0.11
-0.17
-0.19

0.16
0.20
-0.30

High
3.12
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.01
1.01
1.01



The Diagnostics Case Statistics Report has been moved to the Diagnostics Node.
In the Diagnostics Node, Select Case Statistics from the View Menu.

Proceed to Diagnostic Plots (the next icon in progression). Be sure to look at the:
1) Normal probability plot of the studentized residuals to check for normality of
residuals.
2) Studentized residuals versus predicted values to check for constant error.
3) Externally Studentized Residuals to look for outliers, i.e., influential values.
4) Box-Cox plot for power transformations.

If all the model statistics and diagnostic plots are OK, finish up with the Model
Graphs icon.
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Response

1

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type I11]

value

Source

Model
A-pHO.49
B-T117.12
C-Cb1010.93
ABO.32
AC0.25
BC23.52
A23.800E-004
B20.097
C27.116E-004
Residual

Lack of Fit

Pure Error
Cor Total

Sum of

Squares

1152.72

P P RPRRPRPPRPE

1

0.22
0.14
0.086
1152.95

df

Mean

Square
9
0.49
117.12
1010.93
0.32
0.25
23.52

3.800E-004
0.097

7.116E-004
7

3

4

16

Metal biyobirikimi
ANOVA for Response Surface Quadratic Model

F p-

Value Prob>F

128.08
15.34
3665.86
31641.57
9.99

7.67
736.24

0.012
3.04

0.022
0.032
0.046
0.021

4008.86 < 0.0001
0.0058
< 0.0001
< 0.0001
0.0159
0.0277
< 0.0001

0.9162
0.1245
0.8856

2.15 0.2362

The Model F-value of 4008.86 implies the model is significant. There is only
a 0.01% chance that a "Model F-Value™ this large could occur due to noise.

Values of "Prob > F" less than 0.0500 indicate model terms are significant.
In this case A, B, C, AB, AC, BC are significant model terms.
Values greater than 0.1000 indicate the model terms are not significant.

If there are many insignificant model terms (not counting those required to support

hierarchy),

model reduction may improve your model.

The "Lack of Fit F-value” of 2.15 implies the Lack of Fit is not significant relative to

the pure

error. There is a 23.62% chance that a "Lack of Fit F-value" this large could occur

due

to noise. Non-significant lack of fit is good -- we want the model to fit.

Std. Dev.
Mean
CV.%
PRESS

0.18
16.62
1.08
2.34

R-Squared 0.9998
Adj R-Squared 0.9996
Pred R-Squared 0.9980
Adeq Precision 219.819

The "Pred R-Squared" of 0.9980 is in reasonable agreement with the "Adj R-Squared"

of 0.9996.

"Adeq Precision™ measures the signal to noise ratio. A ratio greater than 4 is

desirable. Your

ratio of 219.819 indicates an adequate signal. This model can be used to navigate the
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design space.

Coefficient
Factor Estimate
Intercept 16.69
A-pH-0.25 1
B-T3.83
C-Cbh11.24
ABO0.28
ACO0.25
BC2.42

A2-9.500E-003
B2-0.15
C20.013

P PP RPRPRRPPRPPR

Standard
df

1

0.063
0.063
0.063
0.089
0.089
0.089

0.087
0.087
0.087

Final Equation in Terms of Coded Factors:

Metal biyobirikimi =

+16.69

-0.25 *A
+3.83 *B
+11.24 *C
+0.28 *A*B
+0.25 *A*C
+2.42 *B*C
-9.500E-003 * A2
-0.15 * B2
+0.013 * C2

Final Equation in Terms of Actual Factors:

Metal biyobirikimi
+7.59979
-2.75334
+0.015528
-0.19065
+0.068485
+0.016500
+0.022045
-0.016889
-5.02479E-003
+3.25000E-005

*pH
*T

*Ch
*pH*T
* pH * Cb
*T*Cb
*sz
*Tz

* Cb?
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95% CI
Error
0.080
-0.40
3.68
11.09
0.071
0.036
2.21

-0.22
-0.36
-0.19

95% CI
Low
16.50
-0.098
3.98
11.39
0.49
0.46
2.64

0.20
0.054
0.22

High
16.88
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.01
1.01
1.01



The Diagnostics Case Statistics Report has been moved to the Diagnostics Node.
In the Diagnostics Node, Select Case Statistics from the View Menu.

Proceed to Diagnostic Plots (the next icon in progression). Be sure to look at the:
1) Normal probability plot of the studentized residuals to check for normality of
residuals.
2) Studentized residuals versus predicted values to check for constant error.
3) Externally Studentized Residuals to look for outliers, i.e., influential values.
4) Box-Cox plot for power transformations.

If all the model statistics and diagnostic plots are OK, finish up with the Model
Graphs icon.
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