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Rhizopus delemar  ile LĠPAZ  ve ASĠT FOSFATAZ ENZĠMLERĠNĠN 

ÜRETĠMĠ ve AĞIR METAL BĠYOBĠRĠKĠMĠNĠN EġZAMANLI OLARAK 

ĠNCELENMESĠ 

 

                                           Mehtap ERġAN 

               Doktora Tezi, Kimya Mühendisliği Anabilim Dalı 

               DanıĢman:  Yrd. Doç. Dr. Ünsal AÇIKEL 

2011, 137 sayfa 

 

Bu tez çalıĢmasında, R. delemar tarafından  üretilen ve metal biyobirikiminde doğrudan 

rol oynayan asit fosfataz enzimi ve metal biyobirikiminde etkili olmayan lipaz enzimi 

üretimi incelenmiĢtir. Fermantasyon ortamına eklenen indükleyicilerin, yüzey aktif 

maddelerin ve inhibitörlerin lipaz aktivitesine etkisi incelenmiĢtir. Bazı ticari yağlar ve 

tribütirin indükleyici olarak kullanıldığında lipaz aktivitesi sırasıyla ayçiçek yağı> soya 

yağı >fındık yağı >mısır yağı> tribütirin zeytinyağı Ģeklinde azalmıĢtır. Ayrıca 

karıĢtırma hızı ve havalandırma oranının lipaz aktivitesine etkisi incelenmiĢtir. Yüzey 

aktif maddelerin lipaz aktivitesine etkisinin araĢtırılması için iki farklı yüzey aktif 

madde olan Tween-80 ve rhamnolipid, tribütirin ile karĢılaĢtırmalı olarak incelenmiĢtir. 

Maksimum lipaz aktivitesi, indükleyici ve yüzey aktif madde olarak Tween-80 birlikte 

kullanıldığında elde edilmiĢtir. R. delemar’ ın  lipaz enzimi üretimi üzerine melas ve 

sakkarozun etkisi birlikte incelenmiĢtir. Aktivatörlerin varlığında lipaz aktivitesi NaCl > 

KCl > CaCl2 > MgCl2 > arap zamkı > EDTA Ģeklinde azalmıĢ ve en yüksek aktivite 

964.55 µmol/L-dak olarak elde edilmiĢtir. Fermantasyon ortamındaki ağır metal 

iyonlarının varlığı lipaz aktivitesini önemli ölçüde inhibe etmiĢtir. Ağır metal 

iyonlarının varlığında lipaz aktivitesi sırasıyla Fe(II) > Mn(II) > Co(II) > Ni(II) Ģeklinde 

azalmıĢtır. 

Benzer Ģekilde R. delemar’ ın asit fosfataz enzimi üretmesi için uygun besin 

ortamı bileĢenleri ve ortam pH‟ ı belirlenmiĢtir. Mikroorganizmanın her iki enzim 
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aktivitesi üzerine ağır metal iyonlarının, Cu(II), Zn(II) ve Ni(II) etkileri incelenmiĢtir. 

Ağır metalsiz ortamda mikroorganizmanın maksimum-özgün (intrinsic) özgül üreme 

hızı (µm) ve Monod sabiti (Ks), 0649 sa
-1

 ve  1.8928 g/L olarak hesaplanmıĢtır. Asit 

fosfataz üretimi üzerine, ağır metal iyonlarının inhibisyonu sabiti ve maksimum görünür 

özgül üreme hızları bulunmuĢtur. Ni(II) ve Cu(II) iyonlarının R. delemar’ ın üremesi 

üzerine etkisi yarıĢmalı inhibisyondur ve inhibisyon sabitleri sırasıyla 67.11 mg Ni(II)/L 

ve 82.30 mg Cu(II)/L olarak bulunmuĢtur. R. delemar’ ın üremesi üzerine Zn(II) 

iyonunun inhibisyon tipi, kısmi yarıĢmalı inhibisyon ve inhibisyon sabiti, 179.21 mg 

Zn(II)/L olarak bulunmuĢtur. 

Michaelis–Menten sabitleri (Km) ve reaksiyonun ileri yöndeki maksimum hız 

sabiti (Vm), metal içermeyen ortamda sırasıyla 3.17 mM ve 833.3 µmol/L-dak olarak 

bulunmuĢtur. Ni(II) ve Cu(II) iyonlarının varlığı asit fosfataz aktivitesini inhibe etmiĢtir.   

Ni(II) ve Cu(II) iyonlarının reaksiyonun maksimum hızını, Vm, azaltması yarıĢmasız tip 

inhibisyon kinetiğine uyduğunu gösterir ve inhibisyon sabitleri sırasıyla 50 mg Ni(II)/L, 

100 mg Cu (II)/L olarak hesaplanmıĢtır. Zn(II) iyonlarının spesifik üreme hızı ve R. 

delemar’ ın  asit fosfataz aktivitesi 25 mg/L Zn(II) konsantrasyonuna kadar artmıĢ, bu 

deriĢimden sonra azalmaya baĢlamıĢtır. Asit fosfataz aktivitesi için Zn(II) iyonlarının 

inhibisyon tipi, yarıĢmasız-karıĢık tip inhibisyon olarak belirlenmiĢtir. YarıĢmasız-

karıĢık tip inhibisyon için Zn(II) iyonlarının inhibisyon sabiti 100 mg Zn(II)/L olarak 

belirlenmiĢtir. 

ÇalıĢmanın bu aĢamasında ise R. delemar’ ın üreyen, üreme peryodunu 

tamamlamıĢ ve kimyasal/ısıl olarak öldürülmüĢ hücrelerin   Cu(II), Ni(II) ve Zn(II) 

iyonları için biyobirikim ve/veya biyosorpsiyon sonuçları karĢılaĢtırılmıĢtır. Maksimum 

metal giderimi üreyen hücrelerde elde edilirken, en düĢük metal giderim kapasitesi 

üreme peryodunu tamamlamıĢ hücrelerde elde edilmiĢtir. 

R. delemar’ ın üremesi, asit fosfataz aktivitesi ve metal biyobirikimi Cevap 

Yüzey Yöntemi (CYY) ve Box-Behnken deney dizaynı kullanılarak, pH, sıcaklık ve 

baĢlangıç metal iyonu konsantrasyonuna bağlı olarak optimize edilmiĢtir. Elde edilen 

matematiksel modeller, ANNOVA (Analysis of variance) istatistiksel yöntemi ile 

değerlendirilmiĢ, modellerin doğruluğu ve geçerliliği tartıĢılmıĢtır.   

 

Key words: R. delemar, lipaz, asit fosfataz, biyobirikim, Cu(II), Ni(II), Zn(II), Cevap 

Yüzey Yöntemi (CYY) 
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                                           Mehtap ERġAN 

               Doctorate Thesis, Departmant of Chemical Engineering  

               Supervisor:  Assistant Prof. Ünsal AÇIKEL 

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 > KCl > CaCl2 > MgCl2 > 

gum arabic > EDTA, and maximum lipase activity of 964.55 µmol/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(II) > Mn(II) > Co(II) > Ni(II). 

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(II), Zn(II) and Ni(II) ions on acid phosphates activity were investigated. 

Maximum intrinsic specific growth rate (µm) and Monod constant (Ks) in metals-free 

medium were determined as  0.0649 h
-1

  and 1.8928 g/L. The inhibition type of heavy 
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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(II) and Cu(II) ions on growth rate of R. delemar were found to be 

a competitive inhibition and the inhibition constants of  Ni(II) and Cu(II) ions were 

found to be 67.11 mg Ni(II)/L and 82.30 mg Cu(II)/L, respectively. The inhibition type 

of  Zn(II) ion on growth rate of R. delemar was found to be an uncompetitive inhibition 

and the inhibition constant of  Zn(II) ion was found to be 179.21 mg Zn(II)/L. 

Michaelis–Menten constant (Km) 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(II) and Cu(II) ions,the activity of acid phosphatase was 

inhibited.  Addition of Ni(II) and Cu(II) ions decreased the maximum reaction velocity, 

vm, showed noncompetitive-type inhibition kinetics and the inhibition constants were 

determined as 50 mg Ni(II)/L, 100 mg Cu (II)/L, respectively. The presence of Zn(II) 

ions on both the specific growth rate and acid phosphatase activity of R. delemar 

affected as activator up to 25 mg/L Zn(II) concentration, than the inhibition effect of  

Zn(II) ions began. The inhibition type of  Zn(II) 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(II) ions was determined as 100 mg Zn(II)/L.  

In the next stage, the Cu(II), Ni(II) and Zn(II) 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(II), 

Ni(II), Zn(II), Response Surface Methodology (RSM) 
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1 GĠRĠġ 

 

Enzimler hücrenin içinde gerçekleĢen binlerce kimyasal reaksiyonu katalizleyen 

moleküllerdir. Teknolojinin ilerlemesi ve biyoteknolojinin enzimler üzerinde 

yoğunlaĢması ile kullanım alanları oldukça geniĢlemiĢtir. Dünyada üretilen enzimlerin 

yaklaĢık %80„i mikrobiyal kaynaklardan elde edilmektedir. Mikroorganizmalar 

kullanılarak her yıl üretilen saf enzimlerin miktarları 500 ton gibi değerlere ulaĢmıĢtır. 

Ayrıca enzimleri diğer proteinlerden ayırmak ve saf halde elde etmek  de mümkün hale 

gelmiĢtir (Beynon ve Bond, 1989)  

Esterifikasyon ve transesterifikasyon zincirleri için mükemmel bir katalizör olan  

lipaz,  aynı zamanda endüstriyel uygulamalarda birçok alanda kullanılmaktadır. 

Özellikle mikrobiyal kaynaklı lipazlar, biyoteknolojik uygulamalar ve organik kimyada 

yüksek oranda kullanılmaktadırlar. Lipaz (triaçilgliserol hidrolaz), kamçılı bir mantar 

olan Rhizopus türü mikroorganizmalardan elde edilebilmektedir. 

Günümüzde mikrobiyal kaynaklı lipazlar, gıda endüstrisinde, eczacılıkta 

transesterifikasyon ve hidroliz reaksiyonlarında, kozmatik sanayiinde kullanılan 

ürünlerin içeriğindeki kimyasal maddelerin sentezlenmesinde, deri, kağıt ve deterjan 

endüstrilerinde, yağların hidrolizi amacı ile kullanılmaktadır. Tüm bu geleneksel 

kullanım alanlarının yanısıra, lipazlar son yıllarda atıksuların arıtımında da geniĢ 

uygulama alanları bulmaktadırlar. Gıda endüstrisi, evsel ve lokanta atıksuları, mezbaha, 

deri endüstrileri atıksuları, ağır metallerle birlikte, düĢük biyobozunma özelliği gösteren 

yüksek miktarlarda sıvı ve katı yağlar içermektedirler. Bu kaynaklardan gelen 

atıksuların biyolojik yöntemlerle arıtımı, lipazların yeni ve ümit verici 

uygulamalarından biridir (Lairon vd., 1978).   

TaĢıdıkları teknolojik önem nedeniyle çeĢitli endüstrilerde oldukça yaygın 

olarak kullanılan ağır metal iyonlarının neden olduğu su kirliliği önemli bir kirlilik 

türüdür. Ağır metal kirliliği içeren atıksular suda yaĢayan ve bu suyu kullanan canlılar 

için oldukça zehirli etkiye sahip, inorganik karakterli sulardır. Bu tür kirleticileri içeren 

atıksuların, su standartlarına göre kontrolünün yapılması ve atıksudaki deriĢimlerinin 

mutlaka istenen seviyelere düĢürülmesi gereklidir. Ağır metal içeren atıksuların 
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konvansiyonel yöntemlerle arıtımının yanısıra, bazı mikroorganizmaların ağır metal 

biyobirikimiyle metal gideriminde etkin bir rol oynadığı bilinmektedir (Açıkel ve Ersan 

2010). 

Üreyen hücreler (growing cells), üreme periyodunu tamamlamıĢ hücreler 

(resting cells), ölü hücreler (dead cells) ve biyolojik kaynaklı sorbentlere dayanan arıtım 

yöntemleri, toksik metal miktarlarının uluslararası düzeyde kabul edilebilir sınır 

değerlere düĢürülmesi için verimli, ekonomik ve çevre dostu alternatif yöntemler 

oluĢturmaktadır. Ağır metal giderim prosesinde en önemli ilerleme, metal gideriminden 

sorumlu metalleri katalizleyen enzimlerin belirlenmesidir. 

  R. delemar mikroorganizması belirli bileĢenleri içeren besin ortamlarında ve 

uygun pH değerinde asit fosfataz enzimini üretir. Metal giderimi hücreye bağlı metal 

fosfat olarak ağır metallerle çöken, inorganik fosfatı serbest bırakan hücreye bağlı 

fosfataz aracılığı ile gerçekleĢtirilir. Metal biyobirikimi ön üreme esnasında üretilen asit 

tipi fosfataz aracılığı ile gerçekleĢtirilir. Asit fosfataz uygun organik veya inorganik 

fosfat kaynağından HPO4
-2 

‟yi serbest bırakır. Bu fonksiyonu üreme periyodunu 

tamamlamıĢ ve/veya tutuklanmıĢ mikroorganizma hücreleri de gösterebilir 

(Gadd,1990). Hidrojen fosfat M
+2  

ile stokiyometrik olarak çökerek, hücre yüzeyine 

MHPO4 oluĢturmak üzere sıkıca bağlanır. R. delemar‟ ın
 
asit fosfataz üretmesi besin 

ortam bileĢeni olarak mısır maserasyon sıvısı ve niĢasta kullanarak sağlanmaktadır 

(Tsekova ve Galobova, 2003).  

Bu tez çalıĢmasında R. delemar mikroorganizmasıyla ağır metal iyonlarının 

biyobirikiminde doğrudan rol oynayan asit fosfataz enziminin, metal biyobirikiminde 

doğrudan rol oynamayan, fakat atıksulardaki lipidlerin gideriminde etkin olan lipaz 

enziminin üretimi incelenmiĢtir. R. delemar lipazının en uygun üreme koĢullarının 

saptanması amacıyla ortam pH‟ ının, sıcaklığının, besin ortamı bileĢenlerinin, 

indükleyicilerin ve yüzey aktif maddelerin etkisi incelenmiĢtir. Bu çalıĢmada karbon 

kaynaklarının mikroorganizma konsantrasyonu ve lipaz aktivitesi üzerine etkisinin 

incelenmesi için substrat olarak glikoz, sakkaroz ve melas kullanılmıĢ, yüzey aktif 

madde olarak tween 80‟ in etkisi incelenmiĢ ayrıca ticari yağların aktivite üzerine 

etkileri araĢtırılmıĢ ve bunların optimum değerleri bulunmaya çalıĢılmıĢtır. Benzeri 

Ģekilde R. delemar‟ ın asit fosfataz enzimi üretmesi için uygun besin ortamı bileĢenleri 

ve ortam pH‟ı belirlenmiĢtir. Mikroorganizmanın her iki enzim aktivitesi üzerine ağır 

metal iyonlarının, Cu(II), Zn(II) ve Ni(II) etkileri incelenmiĢtir.  
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Ağır metalsiz ortamda mikroorganizmanın maksimum- (intrinsic) özgül üreme 

hızı (µm) ve Monod sabiti (Ks) hesaplanmıĢtır. Daha sonra R. delemar’ ın üreme hızı 

üzerine ağır metal iyonlarının inhibisyon türü belirlenmiĢtir. Ortamda ağır metal 

iyonlarının bulunmasının maksimum-görünür (apparent) özgül üreme hızlarını (µm) 

azalttığı belirlenerek değerleri saptanmıĢtır. Mikroorganizmanın ürettiği asit fosfataz 

enzimi için Michaelis-Menten sabiti (Km) ve reaksiyonun ileri yöndeki maksimum hızı 

(vm) belirlenmiĢtir. Ortamda bulunan ağır metal iyonlarının asit fosfataz enzimi üretimi 

üzerindeki inhibisyon türü belirlenerek inhibisyon sabitinin ve ileri yöndeki maksimum 

hızların değerleri saptanmıĢtır. ÇalıĢmaların daha sonraki aĢamasında asit fosfataz 

enzimi aracılığıyla gerçekleĢtirilen Cu(II), Ni(II) ve Zn(II) biyobirikimi ve/veya 

biyosorpsiyonu üreyen hücreler, üreme periyodunu tamamlamıĢ hücreler ve ısıl 

iĢlemden geçirilerek öldürülmüĢ hücrelerle gerçekleĢtirilerek sonuçlar karĢılaĢtırılmıĢtır. 

Elde edilen sonuçlar, maksimum metal gideriminin üreyen R. delemar hücreleriyle elde 

edilirken, üreme periyodunu tamamlamıĢ hücrelerin en düĢük metal kapasitesine sahip 

olduğunu göstermiĢtir.  

Mikroorganizma üremesi, asit fosfataz üretimi ve metal biyobirikim koĢullarını 

tasarlamak amacıyla yüzey cevap yöntemi (CYY, response surface method, RSM) 

kullanılmıĢtır. Elde edilen değerler, ANNOVA (Analysis of variance) istatiksel yöntemi 

ile değerlendirilmiĢ, kullanılan yöntemin doğruluğu ve geçerliliği tartıĢılmıĢtır.   
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2 GENEL BĠLGĠLER 

2.1 Canlıların Sınıflandırılması ve  Mikroorganizmalar 

Canlıların belirli özellikleri göz önüne alınarak yapılan gruplandırmaya sınıflandırma 

veya biyosistematik denir. Sınıflandırmayı inceleyen bilim dalına sistematik 

(taksonomi) denir. Canlılar temel olarak 6 grupta sınıflandırılır. Bunlar monera, protista, 

bitkiler, hayvanlar, mantarlar ve mikroorganizmalardır. Protista (mikroorganizma) 

grubundaki canlılar iki sınıfa ayrılırlar. 

a. Prokaryotlar: En ilkel tek hücreli canlılar olan bu grubun baĢlıcaları bakteriler, 

virüsler, bakteriyofajlar ve mavi-yeĢil alglerdir. 

b. Ökaryotlar: Prokaryotlardan daha geliĢmiĢ canlılar grubudur. Hücre yapılarında 

farklılıklar vardır. Mantarlar, tek hücreli hayvanlar (protozoalar) ve su yosunları (algler) 

bu gruba girerler (Pekin, 1980). 

Mantarlar, çok hücreli ve tek hücreli olabilen ökaryotik canlıları kapsayan bir 

canlılar alemi ve Ģapkalı mantarların tümüne halk arasında verilen genel addır.  

Mantarlar (funguslar) çok Ģekilli ve hakiki çekirdeğe sahip oldukları için bakterilerden, 

fotosentetik pigmentleri olmadığı için alg ve yosunlardan ayrılır. Mantarlar Ģapkalı 

mantarlar, küf mantarları ve mayalar olmak üzere üçe ayrılırlar.ġapkalı mantarlar 

klorofil içermediklerinden çoğunlukla ölü veya ölmek üzere olan bitki ve bitkisel 

artıklar üzerinde saprofit olarak yaĢarlar. Küf mantarları özellikle havada bulunan 

sporları nemli ve besinli ortamda çoğalarak meydana gelen mantarlardır. Binlerce çok 

küçük (mikroskobik) mantarın biraraya gelmesiyle oluĢur. Küf yapmayı sağlarlar. 

çevredeki atıkları çürüterek doğaya katkıda bulunurlar. Sütü ekĢitirler, sirke yapımını 

sağlarlar. Ekmek yapımında da maya olarak kullanılırlar. Hastalık yapanları ise çok 

çeĢitli hastalıklara yol açar. Hatta bu hastalıklar öldürücü olabilir. Küf mantarlarından 

hif denilen organlarıyla antibiyotik (penisilin) üretilmiĢtir. Bir kısmı hayvanlar ve 

insanların üzerinde parazit olarak yaĢarlar. Mayalar ise mantarların alt grubudur ve tek 

hücreli canlılardır. Hücre büyüklüğüne göre bakterilerle yüksek mantarlar arasında yer 

alırlar (Shuler ve Kargı, 1992). 

 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Sistematik
http://tr.wikipedia.org/wiki/Tek_h%C3%BCcreli
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%96karyotik
http://tr.wikipedia.org/wiki/Alem
http://tr.wikipedia.org/wiki/Hava
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mantar


5 

 

2.2 Mikroorganizmaların Büyüme Ortamı 

Mikroorganizmaların geliĢme ve büyümeleri için gerekli besinleri ve uygun koĢulları 

içeren ortama „besi‟ ya da besin yeri (ortamı) adı verilir. Mikroorganizmaların 

yaĢamlarını sürdürmelerini sağlayan besinlere substrat denir. Mikroorganizmaların 

geliĢmeleri için  besin olarak bol miktarda karbonlu ve azotlu organik maddelerden 

yararlanılır. Karbon mikroorganizmanın enerji kaynağıdır. Fakat aynı karbon 

kaynaklarını parçalama Ģekilleri mikroorganizmadan mikroorganizmaya çok değiĢiklik 

gösterir. Ekseri  mayalar niĢastayı ya hiç ya da  yeter derecede hızlı parçalayamadıkları  

halde, hidrokarbonlarda olduğu gibi Ģekerleri kolaylıkla parçalayabilirler. Parçalanma 

ilk olarak  parçalayıcı  enzimlerin substrata adaptasyonlarından sonra meydana  gelir. 

Azot  kaynağı olarak genelde NH4 ve NO
-3

 gibi anorganik azotlu maddeler 

asimile edilebilir. Ürin, pürin, çeĢitli aminoasitler, pepton, maya ekstraktı ve protein  

azot kaynağı olarak sıkça kullanılır. Ancak besin yerinin hazırlanmasında bunların 

dıĢında belirli oranda fosfor ve kükürt içeren organik ya da inorganik maddeler ile O, H, 

P, S, K, Ca, Mg, Fe, ve kısmen eser element olarak Mn, Cu, Zn, Mo, Co, Ni, V, B  ve 

Na‟ a gereksinim duyulur. Bu eser elementlerin pek çoğu diğer tuzlar ve kompleks 

maddeler içinde bulaĢmıĢ bir halde bulunurlar (Baıley ve Ollıs, 1977; Pekin, 1980; 

Gözükara, 1997). 

 

2.2.1 Mikroorganizmanın Büyümesine Etki Eden Parametreler 

 

2.2.1.1 pH  

Mikroorganizmanın geliĢmesi için besin ortamının pH‟ ı çok önemlidir. Birçok bakteri 

nötral ortamda geliĢir. Üreme için optimum pH, enzim üretimi ve ürün oluĢumu için 

olan optimum pH‟ dan farklı olabilir. Aynı zamanda pH, organik asitlerin üretimi, 

asitlerin özellikle de amimoasitlerin kullanımı veya bazların üretimi nedeni ile de 

değiĢebilir.  Bir tampon veya aktif pH kontrol sistemi aracılığı ile pH kontrolü 

sağlanabilir (Shuler ve Kargı, 1992).  

 

2.2.1.2 Sıcaklık  

Her mikroorganizmanın geliĢebildiği en düĢük sıcaklık, en hızlı geliĢebildiği sıcaklık ve 

geliĢebildiği en yüksek sıcaklık vardır. Mikroorganizmalar en uygun üredikleri sıcaklık 

aralığına göre ; 
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1) Psikrofilik 

2) Termofılik 

3) Hiper termofılik 

4) Mezofılik olmak üzere dört gruba ayrılır. 

Optimum sıcaklık mikroorganizmanın üreyebildiği maksimum sıcaklığa daha yakındır. 

Maksimum sıcaklığın üzerinde mikroorganizmanın içindeki proteinler denatüre olur. 

Minimum sıcaklığın altında sitoplazmik membran donar, besin taĢıma ve proton yükü 

(gradienti) oluĢturamaz. 45 °C ile 80 °C de üreyen mikroorganizmalar termofılik olarak, 

80 °C‟ nin üstündekiler hiper termofılik olarak adlandırılır. Bunlar kaynayan sıcak 

sularda, denizin dibindeki hidrotermal deliklerde yaĢarlar. Mikroorganizmalarda yüksek 

sıcaklığa dayanıklı makromoleküller vardır. Mezofillerin optimum üreme sıcaklığı 

25°C-45 °C‟ dir. Doğadaki mikroorganizmaların çoğu mezofiliktir.  

 

2.2.1.3 Oksijen Ġhtiyacı 

Mikroorganizmalar O2 ihtiyaçlarına göre aĢağıdaki gibi gruplandırılırlar; 

l. Aeroblar: %21 oranında oksijen varlığında üreyenler ve daha fazla O2 içeren 

ortamlarda (hiperbarik oksijende) üreyenler  bu grupta toplanır. 

2. Mikroaerofilikler:  Oksijen miktarı  havadakinden   daha   az (%17) olduğunda 

üreyen mikroorganizmalar. Bunlar oksijenle yapısı bozulan enzimlere sahiptirler. 

3. Fakültatifler: Hem aerobik hem de anaerobik koĢullar altında üreyenler. 

4. Anaeroblar:  Son elektron alıcı  olarak O2‟ yi kullanacak solunum sistemi olmayanlar 

anaerobik mikroorganizmalardır. Ġki tip anaerobik organizma.vardır. 

Aerotolerant anaeroblar: O2' nin varlığında da üreyenler ve O2' ye toleranslı olanlar. 

Zorunlu anaeroblar: O2 varlığında üremeyenler. Zorunlu anaeroblar oksijen 

metabolizmasının bazı ürünlerini detoksifiye edemediklerinden ölürler. Oksijen 

indirgendiğinde hidrojen peroksit (H2O2), superoksit (O2
-
) ve hidroksil radikalleri (OH

-
) 

oluĢur. Zorunlu anaeroblarda flavin enzimleri vardır. Bu da O2 ile kendiliğinden 

reaksiyona girerek bu toksik ürünleri üretir. Aeroblarda bu toksik oksijen ürünlerini 

ortadan kaldıracak enzim sistemleri vardır. Bazı durumlarda  daha iyi bir oksijensiz 

koĢul yaratmak için fermentasyon sıvısı içine CO2 , N2 verilir (Shuler ve Kargı, 1992).  
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2.2.1.4 Nem Miktarı (Su Aktivitesi) 

Mikroorganizmalar için mevcut olan suyun miktarı ortama Ģeker ve tuz katıldığında 

azalır. Su aktivitesi gıdanın yüzeyinde mikroorganizmanın kullanabileceği sudur. Eğer 

ortam yüksek osmotik basınca sahipse ortamın su aktivitesi düĢüktür. 

Mikroorganizmalar düĢük su aktiviteli ortamda ancak içlerindeki erir madde 

konsantrasyonunu arttırarak yani içlerini daha hipertonik yaparak dıĢarıdan su çekerler. 

Bu amaçla bakteriler kolin, prolin, glutamik asit ve diğer amino asitleri ya dıĢarıdan 

taĢır ya da kendisi sentezler. Mantarlar ve algler ise arabitol, gliserol, mannitol gibi poli 

alkolleri veya sakkaroz biriktirerek dıĢarıdan su çekerler. Poli alkoller ve amino asitler 

hücreye zarar vermezler. Halofilik bakterilerde K
+
 ve glycine betaine, aĢırı halofilik 

bakteride ise ectoine bu rolü görür.  

2.3 Mikroorganizmaların Üreme Evreleri 

Sıvı besiyerine belirli sayıda mikroorganizma ekilecek ve düzenli aralıklarla bu 

basiyerinden alınınan örneklerin her milimetresindeki mikroorganizma sayısı sayılacak 

olursa bunların düzenli ve aynı hızda üremedikleri görülür. Mikroorganizmaların 

üremesinde zamana bağlı olarak dört evre vardır. 

 

2.3.1 Gecikme Evresi (BaĢlangıç Evresi) 

Bu dönemde mikroorganizmaların üremesinde bir gecikme gözlenir. 

Gecikme evresi aĢağıdaki durumlarda görülür; 

 l. Eğer aĢı durgun evredeki mikroorganizmadan veya üreme peryodunu tamamlamıĢ 

kültürden alınmıĢ ise gecikme evresi gözlenir. 

2. Hücreler ısı, radyasyon veya toksik kimyasallarla muamele edildikten sonra yeni bir 

ortama ekilirlerse gecikme evresi görülür. Çünkü bu hücrelerin kendisini onarması için 

zaman gerekir. 

3. Zengin bir besiyerinden alınan mikroorganizma zayıf içerikli bir besiyerine ekilirse 

gecikme evresi görülür. Üstel üreme evresine girmiĢ mikroorganizmalar aĢı olarak aynı 

içerikli taze bir ortama ekilirse gecikme evresi görülmez (Tsekova ve Galabova, 2003). 

 

2.3.2 Üstel Üreme Evresi 

Mikroorganizma sayısının hızla arttığı dönemdir. Her 20 dakikada bakteri türü 

mikroorganizmaların sayısı iki katına çıkar. Bu evrede mikroorganizmaların canlı, genç 
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ve üretken olduğu kabul edilir. Mikroorganizma sayısı ya da konsantrasyonu belirli bir 

düzeye ulaĢınca üstel üreme evresine ulaĢılır. Üstel üreme evresinde mikroorganizmalar  

üstel olarak arttığı için kesikli kültürlemede  ortamdaki besinler giderek azalır. Ortamda 

inhibe edici ürünlerde oluĢabileceği için mikroorganizmalar  maksimum konsantrasyona 

ulaĢmayabilir. 

 

2.3.3 Duraklama Evresi 

Üstel üreme evresinden evreden sonra mikroorganizmaların yaĢlanması ve ölüm 

olayının belirginleĢmesi nedeni ile çoğalma hızında azalma gözlenir. Buna duraklama 

evresi denir. Duraklama evresi, hızlı büyümeden bir strese tepki haline geçiĢ dönemidir, 

DNA tamiri, antioksidan metabolizması ve besin taĢıması ile iliĢkili genlerin ifadesinde 

bir artıĢ olur (Hecker ve Völker, 2001).
 

 

 

ġekil 2.1. Mikroorganizma büyüme evreleri 

 

2.3.4 Sabit Evre 

Bu evrede kimi mikroorganizmalar ürer, kimileri ölür ve bazıları da çoğalmadan 

yaĢamlarını sürdürür. Bu üç etmen birbirini dengelediği için mikroorganizma sayısında 

zamana göre net bir artıĢ gözlenmez. 

 

2.3.5 Ölüm Evresi 

Bu evrede mikroorganizmaların ölüm hızları arttığı için zamanla konsantrasyonlarında 

http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA_tamiri
http://tr.wikipedia.org/wiki/Antioksidan
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Besin_ta%C5%9F%C4%B1mas%C4%B1&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bakteri#cite_note-100
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azalma gözlenir. Bu evrede mikroorganizmaların dıĢa salgıladığı enzimlerden dolayı 

hücre zarlarında parçalanma ve hidroliz olayları belirgin bir hal alır. Hidrolitik ve 

lipolitik enzimlerin medana getirdiği bu olaya  genel olarak „lisis‟ denir (Pekin, 1980; 

Shuler ve Kargi, 1992). 

 

Kemostat:  

Hücreler uzun süre sabit çevrede tutulmak istendiğinde devamlı kültür tekniği kullanılır. 

Burada sabit bir hacimde taze besiyeri ortama sürekli olarak ilave edilir. Yine aynı 

hacimde besiyeri ortamdan devamlı uzaklaĢtırılır. Böyle bir sistem dengededir. Bu 

sistemde hücre sayısı ve besin durumu sabittir. Sisteme yatıĢkın durumda çalıĢır sistem 

(steady system) denir. Devamlı kültür aletine kemostat denir. Bu sistem hem kültürün 

popülasyon yoğunluğu hem de kültürdeki büyüme oranını kontrol eder. Seyrelme oranı, 

karbon ve azot kaynağı gibi sınırlı besin konsantrasyonu kemostat kontrolünde 

kullanılır. Bu alette populasyon yoğunluğu rezervuarlarda bulunan sınırlı besinin 

konsantrasyonu ile kontrol edilir. Büyüme oranı ise akıĢ oranı ile kontrol edilir. Bu akıĢ 

oranı (besiyerine ilave edilen taze besiyeri oranı) ve besiyerindeki madde miktarı 

ayarlanabilir. Kemostatdaki hücre yoğunluğu (hücre/ml) ortamdaki sınırlı besin seviyesi 

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

 2.4 Rhizopus delemar 

Rhizopus delemar, etkili ağır metal biyosorbenti olarak bilinir (Tsekova ve Galabova, 

2003). Spor oluĢturan bir küf mantarı türüdür. Optimum çoğalma sıcaklığı 30-35 
o
C 

olup, minimum 5-7 
o
C ve maksimum 44-49 

o
C olmak üzere geniĢ bir sıcaklık aralığında 

ürer. Koloniler çoğalma periyodunun değiĢik evrelerinde beyazdan kahverengiye dönü-

Ģerek ve genellikle sıvı besin ortamının yüzeyinde 10 mm yüksekliğine ulaĢabilen küf 

oluĢturarak ürerler. Filemental yapının oluĢması yaklaĢık olarak 10-15 gün, rengin 

kahverengiye dönmesi 15-20 günlük bir süre alır. Patates dekstroz agar, malt özütü, 

maya özütü, glikoz ve soya pepton gibi besinleri içeren ortamlarda özellikle pH 5.0-5.5 

aralığında hızlı büyürler. Besin ortamı çok asidik olmamak kaydıyla diğer pH‟  larda da  

ürerler (Sağ, 2006). 

2.5 Enzimler  

Enzimler, protein yapısında, biyokimyasal reaksiyonları katalize eden organizma için 
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önemli maddelerdir. Enzimler reaksiyon esnasında harcanmaz ve ortamda kalırlar. Her 

enzimin bir substratı vardır. Her enzim özgül bir kimyasal reaksiyonu katalize eder. 

Mikroorganizma metabolik aktivitesini sürdürebilmesi için bir değil birden çok enzim 

sistemine ihtiyaç duyar. Bu enzimlerin bir kısmı hücre içinde (endoenzimler), bir kısmı 

da hücre dıĢında (ekzoenzimler) görev yaparlar. Ekzoenzimler hücre dıĢında bulunan 

besinleri hücre içine alınacak hale getirir. Endoenzimler ise hücrenin yapı taĢlarının 

oluĢturulmasında ve hücre için gerekli enerjinin sağlanmasında görev alırlar. Bir 

molekül enzim bir dakika içinde bir milyon substrat molekülünü etkileyebilir.  

Enzimler, yapı ve uyum enzimleri olarak ikiye ayrılırlar. 

■ Yapı enzimleri: Bakteri hücresinde her zaman, yani sentezlenecek madde olmadan 

da vardır. Bu enzimler genelde bakterinin yapı taĢlarının sentezinde görev alırlar. 

■ Uyum enzimleri: Bir uyarı varlığında oluĢan enzimlerdir. Uyarı bittiğinde miktarları 

çok azalır. 

Bir kısım enzimler iĢlevleri sırasında kendilerini aktive eden protein yapıda 

olmayan organik moleküllere gerek duyarlar. Bu moleküllere prostetik grup ya da 

koenzim adı verilir. Enzimlerin protein kısmına apoenzim, apoenzim ve koenzimden 

oluĢan komplekse ise haloenzim denir. Apoenzimler özgül etki göstermelerine karĢılık, 

koenzimler bir çok apoenzime bağlanarak çeĢitli kimyasal reaksiyonlara katılabilirler. 

Bazı enzimler ise, aktive olabilmek için koenzimler dıĢında kofaktör denilen bazı 

aktivatör maddelere ihtiyaç duyarlar (ġekil 2.2). Bu enzimler kofaktör olmaksızın 

etkinlik gösteremezler. Kofaktörler çoğunlukla metalik iyonlardır. BaĢlıcaları ise Fe(II), 

Mg(II), Zn(II), Cu(II)' dır. Eğer enzim koenzim ve kofaktörü ile birlikte ve katalitik 

bakımdan tamamen aktif ise enzimin bu haline haloenzim adı verilir. Eğer enzim 

koenzim ve kofaktörden ayrılacak olursa ve enzim inaktif hale gelecek olursa enzimin 

diyalize edilemeyen ve yalnız proteinden meydana gelmiĢ bu inaktif Ģekline ise 

apoenzim adı verilir (Gözükara, 1997). 

Enzimler, aktivite gösterirken bir çok dıĢ etmenden etkilenir. Bunların baĢlıcaları 

Ģunlardır. 

■ Enzimler etkinlik gösterirken çevre sıcaklığından direkt olarak etkilenirler. Her 

enzimin en etkin olduğu bir optimum, az etkin olduğu bir minimum bir de maksimum 

sıcaklık sınırı vardır. Ortamın pH derecesinden de enzimler etkilenir. Enzimlerin 

etkinlik gösterdikleri optimum, minimum ve maksimum pH değerleri bulunur. 
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■ Enzimlerin etkilediği substratın, ortamdaki konsantrasyonu ne kadar fazla ise, 

enzimin etkinliği o denli azalma gösterir. 

■ Ortamda tuz yoğunluğu fazla ise enzimatik etkinlik azalır. 

■ Ortamda bulunan çeĢitli kimyasal maddeler, enzimlerin yapısında bozulmaya neden 

olacaklarından etkinliklerinde de azalmaya neden olurlar. 

■ Ultraviyole, X ıĢınları gibi fiziksel etmenlerden enzimlerin iĢlevleri olumsuz etkilenir 

(http://www.aof.anadolu.edu.tr/kitap/EHSM/1213/unite03.pdf). 

Katalizleme olayı, enzimin üzerinde bulunan ve etkin bölge olarak bilinen çok 

küçük bir bölge tarafından gerçekleĢtirilir. Katalizleme sırasında substrat etkin bölgeye 

bağlanır. Maksimum katalitik etki, bu bölgede bulunan fonksiyonel grupların en uygun 

konuma gelmesiyle oluĢur (Pekin, 1980; Ekiz, 1985). Enzimler canlı hücreler tarafından 

biyolojik koĢullarda sentez edilse de aktivite göstermeleri için hücre içinde bulunmaları 

gerekmez. Son yıllarda geliĢtirilen yöntemlerle hücreden arı sistemlerde fakat yine 

hücresel organelleri ve molekülleri kullanarak enzimleri hücre dıĢında sentez etmek 

mümkün hale gelmiĢtir. Enzim aktivitesini etkileyen faktörler olarak ortam pH‟ı, 

sıcaklık, substrat deriĢimi, zaman, çeĢitli iyonların deriĢimleri ıĢık gibi faktörler 

sırlanabilir (Gözükara,  1997). 

Substrat ve enzimin birbiriyle bağlanmasıyla iliĢkili çeĢitli hipotezler öne 

sürülmüĢtür. Birinci hipotez anahtar-kilit modelidir. Bu hipotezde substratın aktif 

merkezde enzime bağlanırken anahtar kilit gibi bağlandığı kabul edilmiĢtir. Ġkinci 

hipotez ise indüklenmiĢ uyum hipotezidir. Bu hipotezde ise enzim substratı olmadığı 

zaman serbest olarak bulunmaktadır. Ancak substratı ile buluĢacak olursa enzim özel 

yapısını almakta ve substrat aktif bölgeye bağlanmaktadır (Shuler ve Kargı, 2002). 1913 

yılında Michaelis-Menten enzim substrat iliĢkisini incelemiĢ ve bugün kendi adı ile 

anılan eĢitliği türetmiĢtir. 

 

2.5.1 Enzim-Substrat Kompleksi OluĢum Modelleri 

Enzimler katalizledikleri reaksiyonun aktivasyon enerjisini, substrata bağlanarak 

ve enzim substrat kompleksi oluĢturarak düĢürürler. Enzimler serbest enerji değiĢimini 

ya da denge sabitini etkilemezler. ġekil 2.2‟ de enzimin reaksiyonun aktivasyon 

enerjisine etkisini görülmektedir. Enzim üzerindeki, substrat ile etkileĢen küçük gruplar, 

birçok durumda düĢük enerjili reaksiyon yolu sağlayarak aktivasyon enerjisini azaltırlar 

ve bu nedenle reaksiyonu hızlandırırlar. 
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ġekil 2.2 Enzim katalizli ve katalizsiz reaksiyonların aktivasyon enerjileri (Shuler ve 

Kargi, 2002). 

X – ıĢını ve Raman spektroskopisi kullanılarak yapılan çeĢitli çalıĢmalar enzim–substrat 

(ES) kompleksinin varlığını ortaya çıkarmıĢtır. Ancak enzim–substrat etkileĢimi 

moleküler açıdan henüz tam olarak açıklanamamıĢtır. Bu etkileĢim farklı enzim – 

substrat kompleksleri için farklı olabilir. Enzim ve substrat arasındaki etkileĢim 

genellikle zayıf van der Waals kuvvetleri ve hidrojen bağı ES komplekslerinin 

oluĢumunu sağlar. Substrat aktif bölge olarak bilinen enzimin özel bir bölgesine 

bağlanır. Substrat bağıl olarak küçük bir moleküldür ve çok daha büyük olan enzim 

molekülünde belli bir bölgeye yapısal olarak uyar. Bu etkileĢimi anlatan en basit model 

ġekil 2.3‟ de verilen enzimi kilit, substratı anahtar olarak alan anahtar – kilit modelidir 

(Erdal, 2004). 

 

 

ġekil 2.3 Anahtar kilit modeli 

Tepkiyenler 

Serbest Enerji 

Ürün 

Aktivasyon enerjisi, EA 

G1 

Enzim yok (katalizsiz) 

Reaksiyonun ilerlemesi 

 

Tepkiyenler 

Serbest Enerji 

Ürün 

G1 

Enzim var (katalizli) 

Reaksiyonun ilerlemesi 

 

Aktivasyon Enerjisi, E‟A 

+ 
k1 

k-1 

E S + ES 
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ġekil 2.4 Enzim –substrat kompleksinin oluĢumu 

Enzim üzerindeki spesifik amino asit yan zincirleri, metal iyonları, koenzimler gibi 

fonksiyonel gruplar, substrat ile geçici olarak etkileĢebilirler (ġekil 2.4)  ve reaksiyon 

için substratı aktive ederler.  

2.5.2 Enzimlerin Adlandırılması ve Sınıflandırılması 

Enzimler kullanıldıkları substratın veya katalize ettikleri reaksiyonun tipine göre 

adlandırılmaktadır. Genellikle enzimler, enzimin etkilediği substratın sonuna “ase = az” 

eki getirilerek adlandırılmaktadır. Örneğin, üreaz üreyi amonyak ve karbondioksite 

ayırmaktadır. Amilaz ise niĢastayı hidroliz eden enzimdir. Enzimler 6 esas sınıfa 

ayrılmıĢtır. Bunlar;  oksidoredüktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar 

ve ligazlardır. Her sınıf ayrıca altsınıflara ve alt sınıflar da gruplara ayrılmıĢtır. Yeni 

keĢfedilen ve sayıları hızla artan enzimler Uluslararası Biyokimya Derneği 

(International Union of Biochemistry–IUB) tarafından yeni bir sınıflandırmaya tabi 

tutulmuĢtur. Enzimlerin sınıflandırılmasına yönelik IUB sistemine göre her enzimin 

sistematik bir kod numarası (E.C) vardır. Her enzime sistematik bir kod numarası 

verilmiĢtir. Kod numaraları birbirinden ayrılmıĢ 4 sayıdan oluĢmaktadır. Bu sayılardan 

birincisi enzimin girdiği esas sınıfı, ikincisi alt sınıfını, üçüncüsü grubunu,dördüncü sayı 

ise enzimin o gruptaki kendine özgü olan sıra numarasıdır (Baıley ve Ollıs, 1977; 

Shuler ve Kargı, 1992). 
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ġekil 2.5 Kofaktörlerin sınıflandırılması (Pekin, 1980; Erdal, 2004) 

2.5.3 Enzimlerin Katalitik Özellikleri  

Enzimler biyolojik reaksiyonları katalize ettikleri için biyokatalizörler sınıfına girerler. 

Doğal enzimler molekül büyüklükleri bakımından genellikle kollaidal tanecikler 

sınıfına girerler. Bu nedenle kimyasal kataliz yönünden enzimler mikro heterojen 

katalizörler olarak adlandırılabilirler. 

Bir enzim yüzlerce farklı atomlardan yapılmıĢ bir kimyasal bileĢiği etkilerken bu 

molekülün belirli bir bölgesini seçerek buradan bir veya iki atomu veya fonksiyonel bir 

grubu molekülün ana yapısını bozmadan koparır veya ilave eder. BaĢka bir kimyasal 

bileĢik substrat yapısına çok benzese ve bazı grupların yerleri hafifçe değiĢik olsa bile 

enzim bu iki maddeyi birbirinden ayırt edebilmektedir (Gözükara, 1997). 

Enzimlerin katalitik aktiviteleri katalize ettikleri reaksiyon hızını tayin ederek 

saptanır. Enzim aktivitesi turnover sayısı ile belirlenir. Turnover sayısı 1 mol aktif 

enzim tarafından 1 dakikada ürüne dönüĢtürülen substratın mol sayısı olarak 

tanımlanmaktadır. Enzim örneklerinin spesifik aktivitelerini tanımlamak için turnover 

sayısı yerine „enzim birimi‟ veya ‟ünitesi‟ de kullanılır. Enzim birimi (U) dakikada 1 

mikromol substrat dönüĢümünü katalizleyen miligram enzim miktarı olarak tanımlanır. 

Reaksiyon spesifiklikleri bakımından enzimler 4 gruba ayrılırlar. 

 

1. Salt spesifiklik: Bir enzim yalnız bir reaksiyonu hızlandırabiliyorsa böyle 

enzimlere salt ( mutlak) spesifik enzimler adı verilir. 

2. Grup spesifikliği: Bu sınıfa giren enzimlerin etki alanı salt spesifik enzimlerden 

biraz daha geniĢtir. Örneğin pepsin enzimi bazı peptid bağlarının hidrolizinde 

KOFAKTÖRLER 

Apoenzime bağlı aktif gruplar 

(prostetik)  

Apoenzimden ayrı halde 

bulunan  

aktif molekül ya da iyonlar Organik etken 

gruplar 

Ġnorganik etken 

gruplar 

 

Koenzimler 

(Organik 

bileĢikler) 

Aktivatörler 

(Metal Ġyonları) 
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etki eden bir katalizördür. 

3. Reaksiyon veya bağ spesifikliği: Kimi enzimler belli bir reaksiyon türlerini 

katalizlerler. Mesala lipazlar tüm trigliseridlerin tepkimelerini hızlandırırlar. 

Yalnız hız artıĢı yağın çeĢidine göre değiĢiklik gösterir. 

     4. Stereokimyasal spesifiklik: Eğer bir enzim bir bileĢiğin yalnız bir stereokimyasal 

Ģekli üzerine etki ediyorsa, bu tür enzimler bu gruba girerler. Örneğin arjinaz enzimi l-

arjininin üzerine etki yaparken d-arjinine hiç bir etki yapmaz (Baıley ve Ollıs, 1977; 

Pekin, 1980). 

2.5.4 Enzim Aktivitesine Etki Eden Parametreler 

2.5.4.1 pH Etkisi 

Enzimin en fazla aktivite gösterdiği  pH‟ a o enzimin optimum pH‟ ı denir. Genellikle 

optimum pH değerinden uzaklaĢtıkça aktivite düĢer, enzim denature olur veya inaktif 

hale geçer. Enzim çalıĢmalarında optimum pH da çalıĢabilmek için tampon çözeltiler 

kullanılır 

2.5.4.2 Sıcaklık Etkisi 

Enzim reaksiyonları aktivite sıcaklık ilĢkisi bakımından incelendiğinde kimyasal 

reaksiyonlardan farklılık gösterir. Enzim reaksiyonlarında belirli bir sıcaklığa kadar 

reaksiyon hızının dolayısıyla aktivitenin arttığı görülür. Enzimatik reaksiyonlar da bu 

sıcaklık sınırları içerisinde Arrhenius kanununa uymaktadırlar. Enzimler protein 

yapısında oldukları için belirli bir sıcaklıktan sonra yapıları bozulmaya baĢlayarak, 

denatüre olurlar.  

2.5.4.3 Substrat Konsantrasyonu Etkisi 

Substrat konsantrasyonu arttıkça, reaksiyon hızının arttığı, dolayısıyla enzim 

aktivitesinin arttığı görülür. Substrat konsantrasyonu belirli bir değere ulaĢınca iki 

ihtimal sözkonusudur: substratın inhibe edici etkisi varsa reaksiyonun yavaĢladığı 

gözlemlenir, inhibe edici bir etkisi yoksa, substrat konsantrasyonu ne kadar artırılırsa 

artırılsın hızın değiĢmeden sabit kaldığı gözlemlenir. 

2.5.4.4 Aktivatörler 

Genellikle enzim aktivatörleri, küçük iyonlar veya fazla büyük olmayan moleküllerdir. 
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Bunlar kofaktörlerin tersine kataliz olayına her zaman katılmazlar. Aktivatörler iki 

gruba ayrılırlar. 

i) sadece substratla birleĢerek akivatör rolü oynayanlar  

ii) serbest enzimlerle birleĢerek aktivator rolü oynayan bileĢikler 

Sadece enzimlerle birleĢen aktivatörler küçük metal iyonlarıdır. Örneğin 

karbonikanhidraz ve karboksipeptidazın aktivatörü Zn (II) veya Co (II) „dir. 

2.5.5 Fermantasyon ve Enzimatik Tepkimelerde Reaksiyon Hızlarının Tayini 

Yöntemleri 

Fermantasyon, substratın bakteriler, mantarlar veya diğer mikroorganizmalar 

aracılığıyla, genellikle ısı vererek ve köpürerek kimyasal olarak bozunması olayıdır. 

Fermantasyon anaerobik Ģartlarda, yani oksidatif fosforilasyon olmadığı durumlarda, 

glikoliz yoluyla ATP üretimini sağlayan önemli bir biyokimyasal süreçtir.  

Fermantasyonda glikoz (veya baĢka bir substrat) hidrojenlerini teker teker 

kaybederek enerji üretimini sağlar. Oksijen olmadığı için bu parçalanma sonucunda, 

ortaya çıkan basit organik bileĢikler hücrenin kullanabileceği, nihai elektron alıcısı ve 

hidrojen alıcıları olurlar. Fermantasyonun son adımı (pirüvatın fermantasyon ürünlerine 

dönüĢmesi) enerji üretmese dahi, bu süreç anaerobik bir hücre için önemlidir, çünkü 

glikozun pirüvata dönüĢmesi sırasında harcanan nikotinamit adenin dinükleotit'in 

(NAD
+
) yenilenmesini sağlar; glikolizin devamı için bu gereklidir. Örneğin alkol 

fermantasyonunda pirüvattan oluĢan asetaldehit, NADH
+
 H

+
 tarafından etanola 

dönüĢür,bu da hücreden dıĢarı atılır. Glikozun fermantasyonunda genelde en sık üretilen 

basit bileĢik pirüvat veya ondan türemiĢ bir veya bir kaç bileĢiktir: bunlar arasında 

etanol, laktik asit, hidrojen, bütirik asit ve aseton sayılabilir. ġeker ve amino asitlerin 

fermantasyonu çeĢitli canlılarda görülmekle beraber, bazı ender organizmalar alkanoik 

asitler, pürinler, pirimidinler ve baĢka bileĢikler de fermente edebilir. ÇeĢitli 

fermantasyon tipleri ürettikleri ürünlere göre adlandırılırlar. Fermantasyon terimi 

biyokimyada oksijen yokluğunda enerji üreten reaksyonlar için kullanılmasına karĢın, 

gıda endüstrisinde daha genel bir anlam taĢır, mikroorganizmaların oksijen varlığında 

yaptığı degradasyon reaksiyonlarını da kapsar (sirke fermantasyonu gibi). 

Biyoteknolojide bu terim daha da genel kullanılır ve büyük fermentörlerde üretilen 

mikroorganizmalarla gerçekleĢtirilen her türlü ürün üretime (proteinler dahil) 

fermantasyon denir. Fermantasyon proseslerinde zamana göre azalan substrat ya da 
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oluĢan ürünler tayin edilerek reaksiyon hızları hesaplanır. Rekasiyon hızlarının tayini 

için, reaksiyon karıĢımlarından belirli zaman aralıklarında örnekler alınarak substrat ya 

da ürün deriĢimindeki değiĢimler ölçülür. Burada dikkat edilecek en önemli nokta örnek 

alındıktan sonra, analiz sonuna kadar geçen süre içerisinde, örnekteki reaksiyonun 

devamını önlemek baĢka bir deyimle örnekteki reaksiyonu durdurmaktır. Alınan örneği 

birdenbire soğutmak ya da ısıtmak, örnek içerisine etkin bir inhibitör katmak, enzim ya 

da mikroorganizmayı ortamdan ayırmak veya denatüre ederek etkisiz hale getirmek gibi 

iĢlemler bu amaç için kullanılabilir (Pekin, 1983).  

2.6 Lipaz Enzimi ve Üretimi 

Lipazlar, enzimler içerisinde yağ asitlerini sentezleyen veya yağları hidrolizleyen 

lipolitik enzimler olduğundan önemli bir grup oluĢtururlar ve lipazlar gliserin ile yağ 

asitlerinden oluĢan esterleri hidroliz eden enzimler olarak tanımlanır. Lipazlar sulu 

ortamda katı ve sıvı yağların ve diğer lipidlerin hidrolizini katalizleyerek 

diaçilgliserinler, monoaçilgliserinler, gliserin ve serbest yağ asitlerini oluĢtururlar. 

Enzimatik hidroliz tepkimesine lipoliz adı verilir.  

Lipazların doğal substratları uzun zincirli yağ asitlerinin gliserin esterleri suda 

çok az çözünürler. Lipazlar, enzimin çözündüğü  sulu faz ve su ile karıĢmayan substrat 

fazı arasındaki ara yüzeyde ester bağlarının hidrolizini katalizler. Gliseridler tercih 

edilen substratlarsa da lipaz enzimleri yağ asitlerinin diğer alkollerle yaptıkları esterleri 

de hidrolizleyebilirler. Ancak suda çözünen esterlere karĢı aktiviteleri oldukça düĢüktür. 

Lipazlar spesifik seçiciliği olan biyokimyasal katalizörler olup belirli özellikte ve 

yapıdaki ester bağlarına etkilidirler. Bu nedenle kimyasal katalizörlerle gerçekleĢtirilen 

reaksiyonlarda oluĢan ürünlerin kontrolü mümkün değilken lipazlarla yapılan 

reaksiyonlar kontrol altında tutulabilir, istenmeyen yan ürünlerin oluĢumu engellenebilir 

ya da minimum düzeyde tutulabilir. Lipaz enzimi ile katalizlenen enzimatik 

reaksiyonların bir diğer önemli avantajı reaksiyonların kimyasal prosese göre nispeten 

daha ılımlı koĢullarda (nötral pH, sıcaklık, atmosferik basınç gibi) gerçekleĢtirilmesidir. 

Lipazlar substrat spesifikliklerinden dolayı reaksiyonu daha seçimli gerçekleĢtirirler. 

Lipolizizin spesifikliği ve derecesi kullanılan lipaza bağlıdır. Dünyada ticari olarak 

üretilen enzimlerin % 3‟ ünü lipazlar oluĢturur. Lipazlar özelliklerine göre, spesifik 

olmayan lipazlar, 1,3-spesifik lipazlar ve yağ asidi spesifik lipazlar olarak üç ayrı grupta 

incelenir. 
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Spesifik Olmayan Lipazlar: Bu gruba giren lipazlar, trigliseridlerin tüm 

pozisyonlarındaki açil gruplarını koparabilme yeteneğine sahip olup, sonuçta 

trigliseridleri, gliserin ve serbest yağ asitlerine parçalarlar. Reaksiyonda ana ürün olarak 

diaçil ve monoaçil gliserinler oluĢur. Candida cylindracea, Corynebacterium acnes, 

Staphylococcus aureus ve Geotrichum candidum tarafından üretilen lipazlar bu gruba 

girerler (Elibol vd., 1997). 

 

 (1,3)-Spesifik Lipazlar: Bu gruba giren lipazlar nötral yağları eĢdeğer konuma sahip 

olan 1 ve 3 pozisyonlarından spesifik olarak hidrolizlerler. Reaksiyon sonunda, 

triaçilgliserinlerden yağ asitleri, 1,2(2,3)-diaçilgliserinler ve 2-monoaçilgliserinler 

oluĢur. 1,2(2,3)-diaçilgliserinler ve 2-monoaçilgliserinler kimyasal olarak kararsız olup 

sırasıyla 1,3-diaçilgliserinlere ve 1,3-monoaçilgliserinlere izomerleĢirler. Böylece 

oluĢan izomerler enzim tarafından tekrar substrat olarak kullanılabilir ve sonuçta 1,3-

spesifik lipazlar da spesifik olmayan lipazlar gibi trigliserinleri, gliserin ve serbest yağ 

asidlerine kadar parçalayabilirler. Pankreas, Aspergillus niger, Pseudomonas 

fluorescens, Humicola lanuginosa, Rhizopus ve Mucor türlerinden elde edlen lipazlar 

1,3-spesifiktir (Haas vd., 1992; Hatzinikolaou vd., 1996).  

Yağ Asidi Spesifik Lipazlar: Yağ asidi spesifik lipazlar,  açilgliserinlerdeki bazı yağ 

asidlerine spesifik olup, sadece bu yağ asidlerinin oluĢturduğu ester bağlarını 

parçalarlar. Yağ asidi spesifik lipazlar, içesterleĢme reaksiyonunda kullanılırsa, 

oluĢacak ürünler çok sınırlıdır ve bu sayede amaca uygun triaçil gliserinler 

sentezlenebilmektedir. Geotrichum candidum tarafından  üretilmiĢ lipazın, uzun zincirli 

bir yağ asidine özel bu tipinin, esterlerin hidrolizi için bir çok özelliğe sahip olduğu 

bilinmektedir (Baillargeon vd., 1989). 

Lipaz enzimleri, iç esterleĢme prosesinde, serbest halden çok ekonomik açıdan 

daha uygun olan tutuklanmıĢ halde kullanılırlar. Enzim tutuklanması için organik 

çözücülerden etkilenmeyen, inert desteklerin (taĢıyıcı) kullanılması gerektiğinden, 

enzim tutuklanmasında kizelgur, diatome toprağı, selite, hidrosiapatit gibi inorganik 

taĢıyıcıların kullanılması uygundur. Literatürde lipaz enzimini tutuklamak için 

kullanılan diğer malzemeler ise, silika jel, oyuklu elyaf, prepolimer reçineler, poliüretan 

prepolimerler, Ca-aljinat, reçineler (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 Üretimi 

Fosfatazlar fosfomonoesterazlardır ve çeĢitli fosfat esterlerinin, C-O-P bağlarının 

hidrolizini katalizlerler. pH değerlerine göre asit yada alkali fosfataz olarak 

sınıflandırılırlar (Stauffer, 1989). Asit fosfataz insan prostat bezinde bulunur ve prostat 

kanserinin tanısında kullanılır (Goldberg, 1966). Ölçülebilir büyüklükteki asit fosfataz 

aktivitesi, buğday tohumu kullanılarak, lipaz üretimi sırasında substrat olarak tracetin 

kullanıldığında elde edilmiĢtir (Singer, 1948). 

 

Asit fosfataz enzimi pH=7‟ nin altında aĢağıdaki reaksiyonu katalizler:  

 

Ortofosforik monoester + H2O          Alkol  + H3PO4 

 

Molekül ağırlıkları benzer üç farklı izoenzimi vardır. Optimum pH aralığı 4.0-5.5 

arasında değiĢir.  Enzim aktivitesi olan geniĢ bir esteraz molekülüdür.  Ġnhibitörleri; 

florür, molibdat ve ortofosfat‟dır (Verjee, 1969). Bu enzimler  doğal ortamda oluĢur, 

hayvan dokuları, bitkiler ve mikroorganizmalarda bulunur (Waymack ve Van Etten, 

1991).  Asit ve alkali fosfatazların peynirde oluĢtuğu bilinmesine rağmen, peynirin 

oluĢumu sırasında düĢük pH değerleri nedeniyle daha aktiftir (optimum pH=5). Peynir 

olgunlaĢması sırasında, fosfatça zengin peptitler üretilir ki bunlar, fosfat artıklarının 

koruyucu etkisi yüzünden daha fazla proteolisize dirençlidir ve serbest amino asitlerin 

aĢırı oluĢumu gözlenir. (Larsen ve Parada, 1988). Asit fosfataz aktivitesinin peynirde 

bulunmasına rağmen bu enzimin kaynağı tartıĢmalıdır ancak saflaĢtırılarak elde 

edilebilmiĢtir.  (Fox vd., 1993; Bingham ve Zittle, 1963). ÇeĢitli mikroorganzimalar 

tarafından üretebilen bu enzim son yıllarda yapılan bazı araĢtırmalara konu olmuĢtur. 

Lactobacillus plantarum DPC2739 isimli bakterinin ürettiği dıĢ hücresel asit fosfataz 

incelenmiĢ, optimum üretim Ģartları 40 

C sıcaklık ve pH 3.5-5 aralığında bulunmuĢtur 

(Abdallah vd., 1999). Asit fosfataz ürettiği bilinen diğer mikroorganizmalar; 

Escherichia coli (Horiuchi ve Mizuno, 1959), Saccharomyces cerevisiae (Schmidt, 

1963), Neurospora crassa (Nyc, 1967), Euglena gracilis (Blum, 1956) ve R. delemar‟ 

dır. Ağır metal gideriminde asit fosfataz üreten mikroorganizmalardan yararlanılmasına 

rağmen fosfatazın metal giderim mekanizması tam olarak anlaĢılamamıĢtır. Ancak asit 

fosfatazın (HPO4
−2

), hücre duvarında metallerle bağ yaparak fosfataz bileĢikleri 



20 

 

oluĢturduğu (PbHPO4, CdHPO4, UO2HPO4) ve metal giderimini bu Ģekilde sağladığı 

düĢünülmektedir. 

2.8 Atıksu Kirliliği 

Evsel, endüstriyel, tarımsal ve diğer kullanımlar sonucu kirlenmiĢ veya özellikleri 

kısmen veya  tamamen değiĢmiĢ sulara atıksu denilmektedir. Doğaya arıtılmadan 

verilen her 1 litre suyun, 8 litre tatlısuyu kirlettiği bilinmektedir. Kirletici kaynakları 

dört sınıfta toplanmaktadır. Bunlar; evsel atıksular, endüstriyel atıksular, tarımsal 

kirleticiler ve doğal kirleticiler olarak sıralanabilir. Kirleticiler yapı olarak aynı zamanda 

organik kirleticiler ve inorganik kirleticiler olarak ikiye ayrılmaktadır. Organik 

kirleticiler yapısında C elementi bulunan  kirleticilerdir. 

2.8.1 Organik Kirleticiler 

2.8.1.1 Karbon BileĢikleri 

Atıldıkları endüstriye bağlı olarak yağ, petrol ürünleri,  gres, aromatik organik bileĢikler 

(fenol, benzen, toluen), yüzey aktif maddeler (surfaktanlar, deterjanlar), karbohidratlar, 

proteinler, pestisitler, halojenli aromatik bileĢikler ve siyanürlerden oluĢur.  

2.8.1.2 Azot BileĢikleri 

Endüstriyel atık sularda mevcut azot bileĢikleri daha çok karbona bağlı olup, proteinler, 

aminler, nitroso bileĢikleri, azotlu aromatik/alifatik bileĢikler, nitrat, nitrit ve amonyum 

tuzlarından ibarettir.  Evsel atık sularda proteinler, üre ve ürik asit en önemli azot 

bileĢikleridir.  

2.8.1.3 Fosfor BileĢikleri  

Atık sularda mevcut fosfor bileĢikleri daha çok fosfat tuzları ve organik bağlı fosfor 

bileĢikleri halindedir. Fosfat bileĢikleri evsel atık sularda daha fazla bulunur. 

2.8.2 Ġnorganik Kirleticiler 

Ġnorganik kirleticiler atıksularda bulunan ağir metaller ve minerallerdir. Endüstriyel 

atıksularda ağır metal olarak genellikle Cu
+2

/Cu, Ni
+2

, Cr
+3

/Cr
+6

, Fe
+2

/Fe
+3

, Zn
+2

, Hg
+2

, 

Cd
+2

, Ca
+2

, K
+
 ve Na

+
 bulunduğu gibi değiĢik anyonlar SO

-
3

2
, PO4

-3
, Cl

-
,NO3

-
, NO2

-
, F

-
, 

NH
+4

, SO3
-2

, CN
- 
da mineral halinde bulunur (Kargı, 1993). 
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Çizelge 2.1. ÇeĢitli  atık sularda bulunan ağır metaller ve izin verilebilen miktarları 

(Ġleri, 2000) 

Ağir metal 

iyonu 

(mg/L) 

Ġçme kullanma 

suyu (TS266) 

(maks) 

Sulama suyu 

(SKKY teknik 

usuller tebliği) 

(maks) 

Metal 

endüstrisi 

direkt deĢarjı 

(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 kirliliği kontrolü yönetmeliği numune alma ve analiz. metodları tebliği, TS: Türk standartları) 

 

Endüstriyel faaliyetlerden kaynaklanan atıksuların içinde bazen eser bazen de yüksek 

miktarda ağır metaller bulunmaktadır (Çizelge 2.1). Ağır metal giderimi yapılmasının 

iki önemli nedeni vardır. Birincisi toksik etkilerinin ortadan kaldırılmasıdır. Ġkincisi ise 

bazı değerli metalleri tekrar kazanarak ekonomik açıdan kar elde etmektir (Bayhan, 

1996)  

Birçok mikrorganizmanın çözünmüĢ ağır metalleri ve radyoaktif elementleri 

biyosorbe etme özelliği olduğu bilinmektedir. Bunlar bakteri, maya, alg gibi 

mikroorganizmalardır. Günümüzde de mikroorganizmalar kullanılarak ağır metal 

giderimi çalıĢmaları devam etmekte ve baĢarılı sonuçlar elde edilmektedir (Brown vd.,  

2000).  

 

2.8.2.1 Bakır (Cu(II)) Kirliliği  

Çözünür bakır bileĢikleri insan sağlığı için en büyük tehdidi oluĢturmaktadır. Bakıra 

uzun süreli maruz kalma burun, ağız ve göz tahriĢine ve baĢ ağrılarına neden 

olmaktadır. Bakırın yüksek miktarda alımı karaciğer hastalıklarına ve kornea 

rahatsızlıklarına neden olur. Kıyı ve deniz suyunda bulunması gereken standart Cu (II) 

değeri 0,01 mg/L‟dir.  

Gübre ve tarım ilaçları bilinen en fazla Cu(II) kirletici kaynağıdır. Petrokimya, 

metal, kimya, selüloz ve kağıt-karton endüstrileri de aynı zamanda Cu(II) kirliliğine 
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neden olmaktadır. Bakır, kirli suda Cu(II) iyonları, hidroliz ürünleri CuCO3 veya 

organik kompleksleri Ģeklinde bulunur. Cu(II) iyon kirliliğinin giderilmesinde 

kullanılan konvansiyonel yöntemler; indirgeyerek çöktürme, iyon değiĢtirme, 

buharlaĢtırarak geri kazanma, elektroliz gibi yöntemlerdir (Kutsal, 1995). Ancak bu 

yöntemlerin ekonomik olmayıĢı ve zaman gerektirmesi nedeniyle alternatif yöntemlerin 

arayıĢına girilmiĢtir. Bu nedenle mikroorganizmaların biyosorpsiyon yeteneğinden 

faydalanılarak ağır metal giderimi üzerine çalıĢmalar yoğunlaĢtırılmıĢtır.  

2.8.2.2 Nikel (Ni(II)) Kirliliği  

Nikelin fazla miktarda alınması akciğer, burun, prostat ve gırtlak kanseri riskini artırır. 

Doğum kusurları, astım, kronik bronĢit ve kalp rahatsızlıklarına sebep olur. Uluslararası 

Kanser AraĢtırmaları Ajansı (IARC) nikel bileĢenlerini grup 1' de (insanlarda kansere 

yol açtığına dair yeterli kanıt bulunan), nikeli grup 2B' de (insanlarda kansere yol açma 

olasılığı bulunan) listelemiĢtir. Kıyı ve deniz suyunda bulunması gereken standart Ni(II)
 

değeri 0,1 mg/L‟dir. Ni(II)
 
kirliliğine en fazla elektrokimyasal kaplama endüstrilerinin  

neden olduğu bilinmektedir. Ters ozmoz, evaporasyon, membran filtrasyonu, iyon 

değiĢimi gibi arıtma yöntemleri de kullanılmakla birlikte uygulanıĢındaki kolaylık ve 

ekonomik olması nedenleriyle hidroksit çöktürmesi ile elektrokoagülasyon yöntemleri 

kullanılmaktadır. Ayrıca mikroorganizmalarla biyosorpsiyon ile Ni(II)
 

giderimi 

çalıĢmaları yapılmaktadır.  

2.8.2.3 Çinko (Zn(II)) Kirliliği 

Çinko zehirlenmesi bol miktarda terleme, güçsüzlük ve hızlı soluk alıp verme gibi 

rahatsızlıklara neden olur (http://www.lenntech.com/periodic-chart.htm). Kıyı ve deniz 

suyunda bulunması gereken standart Zn(II) 
 
değeri 0,1 mg/L‟dir. Maden endüstrisi, 

metal endüstrisi, elektrik, elektronik, mutfak ve ev eĢyaları üreten sanayi tesislerinin 

atıklarında bulunur. Yükseltgenme çökelme yöntemi ile ortama kireç, soda ve/veya 

sodyum hidroksit katılarak nötralize edilir, hidroksitleri Ģeklinde çöktürülerek atıksudan 

uzaklaĢtırılır. Ayrıca çeĢitli mikroorganizmalar kullanılarak, biyosorpsiyon yöntemi ile 

atıksulardan uzaklaĢtırılabilse de henüz tam anlamıyla uygulamaya geçilememiĢtir.  

2.8.3 Metal Ġyonlarının Enzim Aktivitesine Etkisi 

Ağır metal kirliliği endüstriyel prosesler, maden iĢletmeleri ve atık materyallerden 

kaynaklanan önemli bir kirlilik türüdür. 

http://www.lenntech.com/periodic-chart.htm
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Uzun biyolojik yarı ömürleri ve biyolojik yöntemlerle giderilememesi nedeni ile insan 

sağlığını, denizleri, ekolojik sistemi tehdit eder. Yağ ve suda artan ağır metal kirliliği 

problemleri araĢtırmacıları bu kirliliği kaldırma yöntemlerini araĢtırmaya yöneltmiĢtir. 

            Suda bulunan ağır metal iyonlarını uzaklaĢtırmak için kullanılan geleneksel 

yöntemler, kimyasal çöktürme, yükseltgenme ve indirgenme prosesleri, filtrasyon, iyon 

değiĢimi, elektrokimyasal yöntemler, ters ozmos, membran teknolojileri, aktif karbon 

üzerine adsorbsiyon ve buharlaĢtırma olarak sıralanabilir (Kadukova ve Stofko, 2007). 

Ancak bu yöntemler fazla enerji gereksinimi, kimyasal ihtiyaçlar, zor ayrım yapılması, 

düĢük verimliliği ve diğer birok dezavantajları nedeni ile tercih edilmez (Volesky, 

2001). Biyolojik giderim metodları canlı, tutuklu ve ölü mikroorganizmalar gibi 

biyolojik adsorbanlar ağır metallerin seviyesini uluslarası kabul edilebilir limitlere kadar 

düĢürebilir. Bu yöntemlerin ucuz ve çevre dostu olması ise tercih sebebidir (Wang ve 

Chen, 2009; Vijayaraghavan ve Yun, 2008) 

2.8.4 Ağır Metal Giderim Mekanizmaları (Biyobirikim) 

Agır metal iyonlarının mikroorganizmalar üzerine biyosorpsiyonu incelendiginde, 

kullanılan mikroorganizmanın hücre yapısına baglı olarak degisik mekanizmaların 

etkili oldugu görülmektedir (Leborans ve Novillo, 1996).  Ağır metal giderim prosesleri 

iki basamakatan oluĢmaktadır.  

i-) Metobolizmaya bağlı giderim (biyobirikim): Metabolik hareketlerle birlikte hücre 

içinde metal iyonlarının biyobirikimidir. Enerji gerektiren bir prosestir.  

ii-) Metabolizmadan bağımsız giderim (pasif metal giderimi, biyosorpsiyon): 

Ölü mikroorganizmalarla yapılan adsorpsiyon iĢlemi genellikle biyosorpsiyon olarak 

tanımlanmaktadır (Tsezos ve Volesky, 1981). Biyosorpsiyondan sorumlu 

mekanizmaların tam olarak nasıl gerçekleĢtiği anlaĢılmamasına rağmen fiziksel ve 

kimyasal adsorpsiyon, iyon değiĢimi, elektrostatik hareketler gibi birçok mekanizmanın 

birlikte rol oynadığı düĢünülmektedir (Sağ, 2001; Volesky, 2008; Wang ve Chen, 2006) 

Biyolojik giderim prosesleri, metal gideriminin oluĢtuğu yere gore de sınıflandırılabilir 

(Veglio ve Beolchini, 1997; Vieira ve Volesky, 2000). 

i- Hücre dıĢında birikim (mikroçökelme)  

ii- Hücre yüzeyinde birikim (fiziksel ya da kimyasal adsorpsiyon, elektrostatik 

etkileĢimler, iyon değiĢimi, kompleksleĢme)  

iii- Hücre içinde birikim (metal iyonları hücre zarından içeri difüzlenerek hücre 



24 

 

stoplazmasında biriktirilir)  

Mikroorganizmalar tarafından üretilen asit fosfataz gibi enzimlerin, ağır metal 

iyonlarının gideriminde rol oynadığı görülmüĢtür (Whiteley, 2006). Metal giderimi 

hücreye bağlı metal fosfat olarak ağır metallerle çöken, inorganik fosfatı serbest bırakan 

hücreye bağlı fosfataz aracılığı ile gerçekleĢtirilir. Metal biyobirikimi ön üreme 

esnasında üretilen asit tipi fosfataz aracılığı ile gerçekleĢtirilir. Asit fosfataz uygun 

organik veya inorganik fosfat kaynağından HPO4
-2 

‟yi serbest bırakır. Bu fonksiyonu 

üreme periyodunu tamamlamıĢ ve/veya tutuklanmıĢ mikroorganizma hücreleri de 

gösterebilir. Hidrojen fosfat, M
+2  

ile stokiyometrik olarak çökerek hücre yüzeyine 

MHPO4 oluĢturmak üzere sıkıca bağlanır. Bu mekanizma ile metal içeren çözeltilerde 

Cd, U, Sr ve Pb iyonlarının Citrobacter sp grubu bakteriyel hücreler kullanılarak 

biyobirikiminin gerçekleĢtiği rapor edilmiĢtir (Macaskie vd., 1987). Streptomyces 

longwoodensis tarafından kurĢun ve uranyumun hücre duvarındaki fosfata metal 

bağlandığı bilinmektedir. Azot veren bakterilerin uranyum giderim mekanizması, hücre 

duvarındaki polifosfat grubuna da bağlıdır ve oldukça karmaĢıktır (Macaskie ve Dean, 

1989). Mantar ve mayalar da enzimatik mekanizmaların ve fosfataz enziminin ağır 

metal giderimindeki rolü hakkında  çok az çalıĢma vardır. Cu iyonları içeren ortamlarda 

R. delemar ve  Aspergillus niger mantarlarının dıĢ hücresel ve hücresel asit fosfataz 

üretimi ve ağır metal giderimindeki rolü üzerine çalıĢmalar bulunmaktadır (Tsekova 

vd., 2002). Fosfataz grupları sadece enzimatik mekanizmalarla metal gideriminde değil, 

aynı zamanda biyosorpsiyonda da önemli rol oynamaktadır. R. delemar‟ ın hücre duvarı 

pH 3.0‟ ın üzerinde iken, pozitif yüklü kitosan ve negatif yüklü fosfat iyonları ve 

glukuronik asitten oluĢur. Fazla miktarda fosfat, glukuronik asit ve kitin-kitosan 

kompleksinin varlığı metallerin iyon değiĢimi ve bağ yapma olasılığını artırır (Sağ, 

2001). 

 

2.9. Adsorpsiyon Ġzotermleri 

 

Langmuir Adsorpsiyon Ġzotermi 

Langmuir adsorpsiyon izotermi doğrusal formda aĢağıdaki Ģekilde yazılabilir. 

 

1=q = K=qmax(1=Ce) + 1=qmax     (2.1) 
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1/q değerlerine karĢılık  1/Ce değerleri grafiğe geçirildiğinde, elde edilen doğrunun 

eğiminden K/qmax ve düĢey kesim noktasından 1/qmax değerleri bulunur. Burada; qmax, 

maksimum adsorpsiyon kapasitesi (mg/g); Ce adsorbanla dengede olan sıvı faz deriĢimi 

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

 

Freundlich Adsorpsiyon Ġzotermi 

Fruendlich adsorpsiyon izotermi de doğrusal formda aĢağıdaki gibi yazılabilir. 

 

lnq = lnKf +1=nlnCe        (2.2) 

 

ln q değerlerine karĢılık LnCe değerleri grafiğe geçirildiğinde, elde edilen doğrunun 

eğiminden 1/n ve düĢey eksenin kesim noktasından LnKf değeri bulunur. Burada; q, 

adsorpsiyon kapasitesi (mg/g); Ce, adsorbanla dengede olan sıvı faz deriĢimi (mg/L); Kf 

ve n, Freundlich adsorpsiyon sabitleridir (Freundlich,  1907).  

2.10 Enzimlerin Kinetik özellikleri Ġçin Michaelis Menten Modeli 

Sabit deriĢimdeki pekçok enzimin reaksiyon hızı substrat deriĢimine bağlı olarak artar, 

daha sonra substrat deriĢiminin daha da arttırılmasıyla sabit hale gelir. Bu değiĢim 

doygunluk kinetiği olarak adlandırılır. 1913 yılında Leonard Michaelis ve Menten 

doygunluk kinetiğini enzimatik reaksiyonlar için ifade eden eĢitliği türetmiĢlerdir. 

Michaelis Menten eĢitliği, kimyasal reaksiyon mühendisliğinde Langmuir-Hinshelwood 

eĢitliği ve mikroorganizma kinetiğinde de Monod eĢitliğinin anoloğudur.   Bir enzimatik 

reaksiyonda enzim-substrat kompleksi önemli bir ara bileĢik oluĢturur. Enzimatik 

reaksiyonların genel ifadesi aĢağıdaki gibidir (2.3). 

PEESSE
kk

k




21

1          (2.3)
 

E: Enzim  

S: Substrat  

P: Ürün  

ES: Enzim-substrat kompleksi  

k1: ES kompleksi oluĢumu için ileri yöndeki reaksiyon hız değiĢmezi  

k-1: ES kompleksinin E ve S‟a bozunma reaksiyonu için geri yöndeki hız değiĢmezi 

k2: ES kompleksinin E ve P‟ye dönüĢüm reaksiyonu için ileri yöndeki hız değiĢmezi  
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SK

S

m

m







                      (2.4)

 

Bu eĢitlik reaksiyonun maksimum ilerleme hızını, Vm ve Michaelis-Menten sabitini, Km 

verir. Km maksimum reaksiyon hızının yarısının elde edildiği substrat 

konsantrasyonudur. Km azaldıkça enzimin substrata olan ilgisi artar. Michaelis-Menten 

eĢitliğinin her iki tarafının ters çevrilip doğrusallaĢtırılmasıyla Lineweaver-Burk eĢitliği 

elde edilir. 

SV

K

VV m

m

m

111
         (2.5) 

1/S‟e karĢı 1/V grafiğe geçirildiğinde, kesim noktasından maksimum enzimatik 

reaksiyon hızı Vm (µmol/L.dak), eğimden Michaelis-Menten sabiti Km (mM) hesaplanır 

(Lineweaver ve Burk, 1934). Birçok madde enzimatik reaksiyonların hızını azaltabilir. 

Enzimatik reaksiyonların hızını azaltan maddelere enzim inhibitörleri denir. Inhibitörler 

tersinir ve tersinmez inhibitörler olarak ikiye ayrılır. Tersinir inhibitörler inhibisyon 

mekanizmalarına göre yarıĢmalı, yarıĢmasız ve kısmi yarıĢmalı olmak üzere üçe ayrılır. 

 

YarıĢmalı Ġnhibisyon 

Bir kısım inhibitörler substratın enzime bağlandığı bölgeye bağlanmaktadır. Bu tip 

inhibitörlere yarıĢmalı inhibitor, meydana gelen inhibisyona ise yarıĢmalı inhibisyon 

denir (Shuler ve Kargı, 1992).   

   

Eİİ

EÜESSE







                      (2.6)  

 

     

 Enzimatik dönüĢümü gösteren eĢitlik ise aĢağıdaki gibidir. 

S
K

I
K

S

I

m

m


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









1




                     

(2.7) 

Bu eĢitlikte maksimum reaksiyon hızı değiĢmezken substrat afinitesi azalmaktadır Bu 

durumda, substratın bağlama merkezine görünür ilgisi azalırken, maksimum reaksiyon 
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hızı değiĢmeden kalmakta, K´m,app. ise artmaktadır. 

 

YarıĢmasız Ġnhibisyon 

Eğer inhibitor aktif merkezin dıĢından bir noktadan enzime bağlanarak inhibisyona 

neden oluyorsa bu tip inhibitörlere yarıĢmasız inhibitor, meydana gelen inhibisyona da 

yarıĢmasız inhibisyon denir. YarıĢmasız inhibitörler genellikle enzimin üç boyutlu 

yapısında değiĢikliğe neden olarak inhibisyona neden olmaktadırlar. YarıĢmasız 

inhibisyonların bir kısmı geriye dönüĢlü bir kısmı ise geriye dönüĢsüzdür. Doğal olarak 

meydana gelen yarıĢmasız inhibitörler ara metabolitlerdir. YarıĢmasız inhibisyonda 

K´m,app sabit kalırken maksimum kimyasal reaksiyon hızı (Vm ) azalır. YarıĢmasız enzim 

inhibisyonu aĢağıdaki Ģekildeki gibi tanımlanır  (Shuler ve Kargı, 1992). 

 

                 
SİESEİ

ÜEESSE
İİ




 

                       (2.8) 

     YarıĢmasız inhibisyon için denklik aĢağıdaki gibidir. 
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Kısmi YarıĢmalı Ġnhibisyon 

Eğer bir inhibitor serbest enzime değil de, herhangi bir ürün üretmeksizin, enzim-

substrat kompleksine bağlanarak, bir inhibisyona neden oluyorsa bu tip inhibitörlere 

kısmi yarıĢmalı inhibitor, meydana gelen inhibisyona da kısmi yarıĢmalı inhibisyon adı 

verilmektedir. Kısmi yarıĢmalı inhibisyonda hem Km  hem de Vm belirli oranlarda  azalır 

(Shuler ve Kargı, 1992). 

 

 SEİİÜEESSE                             (2.10) 
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2.11 Biyosorpsiyon  

Biyosorpsiyon zamana karĢı adsorplanan metal iyonu miktarı Cads.(mg/L)  ve/veya 

birim mikroorganizma kütlesi tarafından adsorplanan metal iyonu                                               

miktarının (q, mg metal iyonu /g mikroorganizma), zamana karĢı grafiğe geçirilmesiyle 

incelenir. 

t:  Zaman (dakika)‟dır. 

 

q ise EĢitlik 2.2 ile tanımlanabilir: 

 

q
C C

X

o


                                                        (2.12)                        

                                                

Burada, 

 

Co: BaĢlangıç metal iyonu deriĢimi (mg metal iyonu /L çözelti), 

C: Herhangi bir anda adsorpsiyon ortamında adsorplanmadan kalan metal iyonu 

deriĢimi (mg metal iyonu /L çözelti), 

X: Mikroorganizmanın (adsorbent) çözeltideki deriĢimi (g mikroorganizma/L 

çözelti)‟dir. 

 

2.11.1. Biyosorpsiyon Verimi 

Adsorpsiyon verimi, dengede adsorplanan metal iyonu deriĢiminin baĢlangıç metal 

iyonu deriĢimine oranı olarak tanımlanmıĢtır (EĢitlik 2.13). 

 



29 

 

o

ads

C

C
Y (%)                (2.13)                                                                                                      

Burada, 

 

Cads: Dengede mikroorganizma tarafından adsorplanan metal iyonu deriĢimi (mg 

metal iyonu/L çözelti)‟dir. 

2.12 Biyobirikim Deneyleri 

2.12.1 Mikroorganizma Özgül Üreme Hızı 

Kesikli sistemde üstel üreme evresinde mikroorganizma deriĢiminin zamanla değiĢimi 

özgül üreme hızı ile ifade edilir (EĢitlik 2.14) (Pekin, 1983; Kargı, 1993). 

 

X
dt

dX
                (2.14)                         

                                                                        

t=0 anında X=Xo, t=t anında X=X sınır koĢullarında EĢitlik 2.12 ‟in integrasyonu ile 

EĢitlik 2.15  elde edilir. 

 

tln
0


X

X
               (2.15)                                 

             

Bu eĢitliklerde; 

 :  Özgül üreme hızı (sa
-1

), 

X:  Kuru mikroorganizma deriĢimi (g /L), 

t :  Zaman (sa)‟dır. 

 

2.12.2  Metal Ġyonu Ġçermeyen Ortamda Üreme Kinetiğinin Modellenmesi 

Kesikli sistemde substrat inhibisyonunun gözlenmediği durumda, substrat 

konsantrasyonuyla mikroorganizmanın özgül üreme hızı arasındaki iliĢki  Monod 

eşitliği ile verilir  (Shuler ve Kargı, 2002).  
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         (2.16)  

        

:  Özgül üreme hızı (sa
-1

),
 
 

m:  Maksimum özgül üreme hızı (sa
-1

), 

KS :  Monod doygunluk sabiti (g/L)„dir.  

Monod eĢitliğinin her iki tarafının tersinin alınıp doğrusallaĢtırılmasıyla aĢağıdaki 

eĢitlik elde edilir: 

 

S

K

m

s

m

111


         (2.17)  

          

1/S‟e karĢı 1/ grafiğinin, y eksenini kesim noktasından m, doğrunun 

eğiminden ise KS bulunur. DüĢük KS değeri mikroorganizmanın düĢük substrat 

deriĢimlerinde de hızlı ürediğini gösterir. 

2.12.3 Metal Ġyonu Ġçeren Ortamda Üreme Kinetiğinin Modellenmesi 

Besin ortamında ağır metal iyonları gibi mikroorganizmaların üremesini engelleyecek 

veya yavaĢlatacak etkiye sahip maddelerin bulunması durumunda, bu maddelerin 

mikroorganizma özgül üreme hızı üzerinde gösterdikleri inhibisyon etkisi inhibisyon 

modellerine göre ifade edilmektedir. 

Tek bir metal iyonunun inhibisyona neden olduğu durumda bu bileĢenin, 

mikroorganizmanın özgül üreme hızı üzerine gösterdiği inhibisyon etkisi yarıĢmalı, 

yarıĢmasız ve kısmi yarıĢmalı inhibisyon olarak sınıflandırılabilir. Bu inhibisyonları 

ifade eden modeller EĢitlik 2.18, 2.19 ve 2.20 ‟de verilmektedir (Pekin, 1983; Kargı, 

1993). 
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YarıĢmalı inhibisyon modeli: 
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YarıĢmasız inhibisyon modeli: 
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Kısmi yarıĢmalı inhibisyon modeli: 
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Burada; 

I : Ġnhibisyona neden olan bileĢenin (ağır metalin) deriĢimi (mg/L),  

KI : Ġnhibisyon sabiti (mg/L)‟dir.  

 

Her üç inhibisyon türünde de I deriĢimi arttıkça mikroorganizmanın üremesi 

azalmakta ve özgül üreme hızı değerleri düĢmektedir (Pekin, 1983; Kargı, 1993). 

2.13 Yüzey Cevap Yöntemi (CYY) 

Yüzey cevap yöntemi (Response Surface Method, RSM) bazı girdi değiĢkenleriyle bir 

veya daha fazla çıktı değiĢkeninin arasındaki iliĢkiyi inceler. Yöntem ilk kez G.E.P Box 

ve K. B. Wilson tarafından 1951' de ortaya atılmıĢtır. CYY temelde tasarlanmıĢ 

deneylerle elde edilmiĢ verilere uydurulan polinomlar yardımıyla öngörü (tasarım) 

yapabilmeyi sağlar.  

http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Deney_tasar%C4%B1m%C4%B1&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Deney_tasar%C4%B1m%C4%B1&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Polinom
http://tr.wikipedia.org/wiki/Optimizasyon


32 

 

 

CYY‟de, karmaĢık sistemlerin modellenmesi için genelde ikinci dereceden 

polinomlar kullanılsa da daha yüksek dereceden polinomların da kullanılması 

mümkündür: 

 

 veya daha genel bir ifadeyle 

 

Cevap yüzeyi modelinin oluĢturulması toplanmıĢ verilerle yukarıda gösterilen β 

katsayılarının tahmin edilmesiyle gerçekleĢtirilir. Bu katsayıların tahmin edilmesi en 

küçük kareler regresyonu ile mümkündür. ġekil 2.6 a-d araĢtırmacıların karĢılaĢtığı 

genel kuadratik yüzey Ģekilleri gösterilmektedir. 

 

 

        ġekil 2.6a. Zirve                        ġekil 2.6b.  Yamaç 

        

ġekil 2.6c.Yükselen Bayır                           ġekil 2.6d. Eyer 

ġekil 2.6 a,b,c,d Genel kuadratik yüzey Ģekilleri 

 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Polinom
http://tr.wikipedia.org/wiki/En_k%C3%BC%C3%A7%C3%BCk_kareler_y%C3%B6ntemi
http://tr.wikipedia.org/wiki/En_k%C3%BC%C3%A7%C3%BCk_kareler_y%C3%B6ntemi
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(Zirve: F(x,y) iĢlemi için optimum en yüksek değerleri veren noktalar, yamaç: F(x,y) iĢlemi için koĢulları 

sağlayan çizgiler, bayır: F(x,y) iĢlemi için düz olmayan eğimli çizgiler, eyer: F(x,y) gerçek iĢlemi için 

herhangi bir koĢulu sağlayan noktalar) 

 

2.13.1 Yüksek-Dereceli Tasarımlar Ġçin Faktör Seviyeleri 

ġekil 2.7a-c kadar cevapların olası davranıĢlarını, faktör dizilerinin fonksiyonu gibi 

göstermektedir. Her durumda cevabın değerinin Ģeklin altından üste doğru arttığı ve faktör 

dizilerinin soldan sağa doğru arttığı farz edilir. 

 

                                     

 

ġekil 2.7a Doğrusal       ġekil 2.7 b  Kuadratik                  ġekil 2.7c Kübik 

                fonksiyon                       fonksiyon                               fonksiyon                                          

ġekil 2.7 Faktör dizilerinin fonksiyonu olarak cevapların olası davranıĢları 

 

Eğer bir cevap ġekil 2.7a ‟daki gibi davranırsa, bu davranıĢı nitelendiren tasarım matriksi iki 

seviyeli (düĢük ve yüksek) faktörlere ihtiyaç duyar. Bu model, basit iki seviyeli faktöryel ve 

kesirli faktöryel tasarımların temel varsayımıdır. Eğer cevap ġekil 2.7b ‟deki gibi 

davranıyorsa, bu davranıĢı nitelendirmek için gerekli minimum seviye sayısı üçtür. Ġki-

seviyeli tasarımın merkez noktalarına eklemeler mantıklı olarak farz edilebilir, fakat bir çok 

matrikste muamelenin düzenlenmesi bütün kuadratik etkilerin birbirini etkilemesine sebep 

olur. Merkez noktalı ve iki seviyeli metot, bireysel saf kuadratik etkileri tahmin ederken, 

onları etkili bir Ģekilde bulur. Tasarım matrisi yaratan bir çözüm, ġekil.2.7c ‟deki basit 

kıvrımın tahminine üç-seviyeli faktör tasarımı kullanılarak izin verir (Lindman, 1974). 

 

2.13.2  Deney Sayısının  ve Model Katsayıların Hesaplanması 

Deney tasarımı yapılırken kaç deney yapılacağı aĢağıdaki denklemlerle hesaplanır, 

N = 2
k
 + 2k + n0                  k < 5                                                                (2.21)                                                       
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N = 2
k-1

 + 2k + n0               k > 5                                                                (2.22) 

 

N = Deney sayısı 

k = Bağımsız değiĢken sayısı 

n0 = Merkezdeki deney sayısını ifade eder. 

Bağımsız değiĢken düzeyleri (α) de EĢitlik 2.23 ve 2.24 yardımı ile hesaplanır. 

 α = 2
k/4

            k < 5                                                                                                                                  (2.23)     

 α = 2
(k-1)/4

        k > 5                                                                                (2.24)     

Bağımsız değiĢkenler kullanılarak, n tane gözlenen verinin gösterimi aĢağıdaki gibidir. 
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                                                      (2.25)                                    

 Xy                                                                                                    (2.26)                   

 katsayı vektörü, en küçük kareler farkı yöntemi kullanılarak elde edilen EĢitlik 2.26 ile 

hesaplanır.  

  yXXX T1T 
                                                                                      (2.27)               

Katsayı vektörü bulunup yerine konulmasıyla, cevap yüzeyi de bulunmuĢ olur (Ohata vd., 

2003). CYY kullanılarak karmaĢık deney sistemleri için en iyi deney koĢulları, Doehlert 

matrix (DM), merkezi bileĢke tasarımı (CCD) ve üç boyutlu dizayn olan Box-Behnken 

(BBD) gibi yöntemlerle belirlenir ve modellenir.  

2.13.3 CYY Ġçin Kullanılan Tasarım Modelleri  

CYY; tepki (response) degiĢkenine etki eden çok sayıda değiĢkenin olması durumunda; 

problemlerin analiz edilmesinde kullanılan istatistiksel tekniklerin ve matematiksel 

ifadelerin birleĢimidir. Yeni ürünün formülasyonunda, var olan ürün tasarımının 

iyilestirilmesinde, süreç tasarımında, sürecin geliĢtirilmesinde ve iyileĢtirilmesinde 

yaygın olarak kullanılır. CYY için kullanılan tasarım modelleri Doehlert Matrix (DM), 
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Merkezi bileĢke tasarımı (CCD: Central composite design) ve üç boyutlu dizayn modeli 

olan Box-Behnken tasarımı (BBD)‟dır. Ancak ikinci dereceden modeller içermesi ve üç 

boyutlu grafikler çizilebilmesi nedeniyle CCD ve BBD tasarımları daha çok 

kullanılmaktadır. 

CCD merkezi bileĢke tasarımında, yüksek ve düĢük değerler arasında değiĢen 

bağımsız değiĢken değerleri vardır. Yönteme uygunluk açısından, bağımsız değiĢkenler 

-1 ve +1 arasında değiĢmelidir. Bunun için en küçük değer -1 ve en büyük değer +1 

olarak tanımlanır. Orta değer olarak ise 0 değeri alınır. Bir merkezi  bileĢke tasarımı, -1 

ve +1 aralığında değiĢen bir kübün köĢelerinde küp noktaları, kübün dıĢında yıldız 

noktaları ve orijinde merkez noktaları içermektedir.  

Box-Behnken dizayn (BBD) ikinci derceden modeller içerir. Bağımsız 

değiĢkenler ile çıktı değerleri arasında doğrusal olmayan bağlantılar bulunabilir. Elde 

edilen sonuçlar cevap yüzeyi üzerinde kontürler halinde gösterilir. Üç değiĢken faktör 

için çizilen grafikte orta noktaların birleĢtirilmesi ile kübik yüzey elde edilir ve 

gösterimi iki Ģekilde (ġekil 2.8) yapılabilir.  

Box-Behnken tasarımı ile oluĢturulan model için, gerçekleĢmesi beklenilen 

grafiklerin üç boyutlu olarak çizilebilmesi, yöntemdeki deneysel hataların görülebilmesi 

ve quadratik model için parametrelerin seçiminin yapabilmesi nedeni ile RSM için 

kullanılan en iyi tasarım modelidir. Bu nedenle birçok çalıĢmada tasarım için BBD 

seçilmiĢtir. Kannan ve arkadaĢları (2004), karbon kullanarak Cu(II), Cd(II)
 
ve Ni(II) 

gibi ağır metal iyonlarının adsorpsiyonunu incelemiĢ çalıĢmalarının ikinci adımında 

BBD kullanarak deney sisteminin tasarımı gerçekleĢtirmiĢlerdir. 
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ġekil 2.8  Kübik BBD ve faktöriyel dizayn 

 
 

Sulu fazda bulunan Rhodamine 6G, çitosan ve aktif karbon kullanılarak uzaklaĢtırılmıĢ 

ve BBD ile tasarımı yapılmıĢtır (Annadurai vd., 2000). Matthews ve arkadaĢları (1981), 

arsenik içeren çözeltilerde enzimatik reaksiyonları tasarlamak için BBD‟dan 

faydalanmıĢlardır. Elde edilen sonuçlardan enzimatik reaksiyonlar için CYY 

kullanımının uygun olduğu anlaĢılmıĢtır. 
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3 MATERYAL VE METOD 

3.1 Mikroorganizma (R. delemar) Üretimi  

Mikroorganizma olarak lipaz ve asit fosfataz enzimlerini ürettiği ve ağır metal 

biyobiriktirdiği bilinen bir mantar türü Rhizopus delemar seçilmiĢtir. R. delemar (NRRL 

2872) Amerikan Tarım Bakanlığı‟ndan temin edilmiĢ olup çalıĢmalarda kullanılmak 

üzere  laboratuvarda üretilmiĢtir. 

Mikroorganizmalar 100 mL çalıĢma hacmine sahip, 250 mL‟ lik erlenlerde, 30 

o
C sabit sıcaklık ve 150 devir/dak karıĢtırma hızında çalıĢtırılan çalkalamalı su 

banyosunda üretilmiĢtir. R. delemar çoğalması için minimal besin ortamı bileĢimi, 

karbon ve azot kaynakları Çizelge 3.1.‟de sunulmuĢtur. Sterilizasyon  iĢlemi sıvı ve katı 

besin ortamlarının, 1.2 atm basınç ve 121 
o
C‟ da 20 dakika süre ile otoklavda tutulması 

ile gerçekleĢtirilmiĢtir.  Steril hale getirilen besin ortamları  oda sıcaklığına kadar 

soğutulmuĢ ve aĢı yapılmaya hazır hale getirilmiĢtir. AĢılama iĢlemleri gecikme evresini 

tamamlamıĢ hücrelerle steril ortamlarda gerçekleĢtirilmiĢtir. Besin ortamlarının 

baĢlangıç pH‟ ı 6‟ ya ayarlanmıĢtır. 

 

Çizelge 3.1.Mikroorganizma üretiminde kullanılan minimal besin ortamı içeriği 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Madde Konsantrasyon (g/L) 

Glikoz 10 

K2HPO4 0.5 

KH2PO4 0.5 

MgSO4.7H2O 0.2 

Maya özütü 2 
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3.2 Enzim Üretim Ortamları 

3.2.1 R. Delemar’ ın Lipaz Enzimi Üretmesi Ġçin Uygun Besin Ortamlarının 

Hazırlanması  

Deneylerde karbon kaynağı olarak Ankara ġeker Fabrikasından temin edilen melas 

kullanılmıĢtır (Çizelge 3.2). ġekerin kristallenme yolu ile elde edilmesiyle son ana Ģurup 

olarak geri kalan melas önemli miktarda sakkaroz içerir. Ayrıca melas Ģeker dıĢı 

maddeler bakımından da zengindir. Melas %50 sakkaroz, %30 Ģeker dıĢı maddeler ve 

%20 oranında da su içermektedir. ġeker dıĢı maddelerin yaklaĢık %10‟unu kül teĢkil 

eder. Kül melasın yanmasından sonra geri kalan anorganik maddedir. Geri kalan %20 

ise organik Ģeker dıĢı maddelerdir. Melasda bulunan Ģeker dıĢı maddeler Çizelge 3.2‟ de 

verilmektedir. Lipaz enziminin üretiminde kullanılan sıvı besin ortamları 1.0, 2.0, 5.0 ve 

10 g/L melas sakkarozu içerecek Ģekilde hazırlanmıĢtır. Ayrıca mantarın üretimi için 

hazırlanan sıvı besin ortamları, minimal besin ortamı bileĢenlerini içermektedir. 

Mikroorganizmalar öncelikle, laboratuar koĢullarında en uygun üreme sıcaklığı olan 25 

C‟ de sıvı besin ortamlarında üretilerek aktifleĢtirilmiĢtir. Üreme çalıĢmaları için 

hazırlanan besin ortamları otoklav‟da sterilizasyon iĢlemine tabi tutulmuĢtur. 

 

Çizelge 3.2 Ankara ġeker Fabrikasından temin edilen melasın bileĢimi   

 

  

 

 

 

 

 

 

 

a
 Katı madde miktarı  

b
 Polarizasyon 

c
 P/S 

 

 

S
a
 % 83.92 

P
b
 % 50.03 

Q
c
 % 59.62 

Invert Ģeker % 0.406-0.500 

Betain % 5.0 -6.0 

Toplam N2 % 2.0 

Rafinoz % 0.8 – 1.0 

Yoğunluk 1.3 
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Ekimler en uygun aĢı hacmi belirlenene kadar 1 mL aĢı hacmi ile yapılmıĢtır. 

Benzeri biçimde en uygun çoğalma ortamı pH‟ ı belirlenene kadar, besin ortamlarının 

pH‟ ı 6.0‟ ya ayarlanmıĢtır.  Besin ortamlarından belirli zaman aralıklarında, belirli 

hacimlerde alınan örnekler filtrasyon iĢleminden geçirildikten sonra, berrak sıvıda 

enzim aktivitesi ölçülmüĢ ve glikoz analizi yapılmıĢtır. Mavi bant süzgeç kağıdının 

üstünde kalan mikroorganizmalar, konsantrasyonlarının belirlenmesi için ayrılmıĢtır. 

 

 

 

ġekil 3.1 KarıĢtırmalı ve havalandırmalı biyoreaktör. 

 

Kesikli düzende yürütülen fermentasyon çalıĢmalarının bir kısmı 250 ml‟ lik, 

100 ml çalıĢma hacmine sahip erlenlerde, sabit karıĢtırma hızı ve sıcaklıkta çalıĢan 

çalkalamalı su banyosunda ve orbital karıĢtırmalı inkübatörde yürütülmüĢtür. En uygun 

karıĢtırma hızı ve hava giriĢ hızının belirlendiği diğer çalıĢmalarda ise 100 mL çalıĢma 

hacmine sahip, 150 ml‟ lik pyreks camdan yapılmıĢ, silindirik bir tepkime kabı 

kullanılmıĢtır. Tepkime kabının kapağı üzerinde hava giriĢ ve çıkıĢ delikleri, örnek alma 

Cam Reaktör 

Engel 

Kompresör 

Rotametre 

Örnek Alma  

Hava GiriĢi 

Hava Filtresi Hava ÇıkıĢı 

Isıtıcılı Manyetik 

KarıĢtırıcı 

Pompa  
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deliği ve karıĢtırıcı mil yatağı bulunmaktadır. Tepkime kabı içinde vorteks oluĢumu 

önleyici levha ile dört kanatlı karıĢtırıcı ve bağlı olduğu Ģaft vardır. Tepkime kabı sabit 

sıcaklığa ayarlanabilen bir manyetik karıĢtırıcı üzerinde oturtulmuĢtur. Deney süresince 

belirli zaman aralıklarında alınan örneklerin analizlenmesi ile sonuçlar elde edilmiĢtir. 

 

3.2.2 R. delemar’ ın Asit Fosfataz Enzimi Aktivitesi ve Besin Ortamlarının 

Hazırlanması 

AĢılama için besin ortamı (Çizelge 3.3) içeren erlenler, 150 devir/dak hızında, 30 
o
C 

sıcaklıkta ve 24 saat orbital çalkalayıcıda karıĢtırılmıĢtır. Ortam pH‟ ı, 

mikroorganizmanın asit fosfataz enzimi üretmesi için en uygun pH değeri olan 4.8‟e 

ayarlanmıĢtır. AĢılama iĢlemi üstel üreme evresinin baĢlangıcındaki hücreler ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Optimum aĢı oranı (AĢı mikatarı/biyoreaktör üretim hacmi) 10/1000 

olarak belirlenmiĢtir (Galabova vd., 1993, Tsekova ve Galabova, 2003). 

R. delemar‟ dan asit fosfataz üretimi için, fermantasyon ortamı (Çizelge 3.4) 

olarak, 100 ml çalıĢma hacmine sahip reaktörler kullanılmıĢtır. Hazırlanan besin 

ortamları  otoklavda sterilizasyon iĢlemine tabi tutulmuĢtur.  

 

Çizelge 3.3  Asit fosfataz üretiminde kullanılan aĢı ortamı içeriği 

 

 

 

 

 

 

Çizelge 3.4 Asit fosfataz üretiminde kullanılan fermantasyon ortamı içeriği 

 

 

 

Madde       Konsantrasyon (g/L) 

Çözünebilir niĢasta 20 

Mısır meserasyon sıvısı 20 

Pepton 10 

K2HPO4 10 

MgSO47H2O 1 

Madde       Konsantrasyon (g/L) 

Çözünebilir niĢasta 40 

Mısır meserasyon sıvısı 20 
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3.3 Analitik Ölçüm Yöntemleri 

Belirli zaman aralıklarında fermantasyon ortamlarından steril olarak alınan örnekler 

filtrasyon ve/veya santrifüjleme iĢleminden geçirilmiĢ, sıvı kısım metal iyonları, 

sakkaroz deriĢiminin ve enzim aktivitelerinin tayininde, dipte çökelen kısım veya 

filtrasyon kağıdının üzerinde kalan kısım ise mikroorganizma deriĢiminin bulunmasında 

kullanılmıĢtır.  

 

3.3.1 Lipaz Enzim Aktivitesi 

Enzim aktivite tayininde para-nitrophenil palmitate (p-NPP, Sigma 037H5002) substrat 

olarak kullanılmıĢ ve spektrofotometrik yöntem kullanılmıĢtır (Jain vd., 2005, 

Wonderwülbecke vd., 1992). Ortamda para-nitrophenil palmitate substrat olarak görev 

yapmaktadır (EK 3). p-nitrofenol aktivitesi 410 nm dalga boyunda spektrofotometrik 

olarak ölçülmüĢtür. 1 U lipaz aktivitesi  37
 o

C‟de,  1 dakikada açığa çıkan 1 mikromol  

p-nitrofenol olarak ifade edilir. 

 

3.3.2 Biyokütle  Analizi 

Reaksiyon ortamından alınan belirli hacimdeki örnek daha önceden darası alınmıĢ mavi 

bant süzgeç kağıdı aracılığı ile süzülür. Süzgeç kağıdı 2-3 kez saf su ile yıkanır ve 8 saat 

süre ile 80
 o

C‟ ye ayarlanmıĢ etüvde kurutulur. Etüvden alındıktan sonra sabit tartıma 

gelince süzgeç kağıdının ağırlığı bulunur. Süzgeç kağıdının son ağırlığı ile  darası 

arasındaki fark alınıp örnek hacmine bölünerek  mikroorganizma konsantrasyonu 

bulunur. Ayrıca biyokütle analizi türbidimetrik yöntem kullanılarak da yapılmıĢtır. Bu 

yöntemin ayrıntıları EK 2‟ de verilmektedir. 

Alınan örnekteki yaĢ maya deriĢimi g/L cinsinden spektrofotometrik olarak 360 

nm‟de absorbans okunarak tayin edilmiĢtir. Daha sonra yaĢ ağırlık, yaĢ ağırlık-kuru 

ağırlık mikroorganizma çalıĢma doğrusundan yararlanarak kuru mikroorganizma 

deriĢimine geçilmiĢtir. 

 

3.3.3 Sakkaroz Analizi 

Glikoz tayininde Miller yöntemi kullanılmıĢtır (Forouchi ve Gunn, 1983). Öncelikli 

olarak DNS eriyiği ve Rochella tuzu eriyiği hazırlanır. Glikoz içeriği  tayin edilecek 

örnekler 20 mL‟lik deney tüplerine sırasıyla 2 mL örnek + 2mL DNS eriyiği olmak 

üzere  koyulur. Daha sonra   hazırlanan bu  tüpler kaynatılır. Çıkarılan örnekler 
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soğutulduktan sonra herbirinin üzerine 1 mL rochella tuzu eriyiği ve 5 mL damıtık su 

eklenir. Örnekteki sakkaroz deriĢimi g/L cinsinden, sakkarozun dinitrosalisilikasit ile 

verdiği turuncu-koyu kırmızı renkli kompleks yardımıyla spektrofotometrik olarak (575 

nm) bulunur.  

 

3.3.4 Asit Fosfataz Aktivitesi Tayini 

Fosfataz aktivitesinin ölçümü için substrat olarak fosfataz substrat (Sigma 117K8210) 

kullanılmıĢtır (EK 4). Fosfataz aktivitesi, 410 nm dalga boyunda spektrofotometrik 

olarak ölçülmüĢtür (Tsekova ve Galabova, 2003).  

 

3.4 Metal Ġyonları Ġçeren Biyobirikim Ortamının Hazırlanması 

Ni(II), Cu(II)
 

ve Zn(II)
 

çözeltileri, Ni(NO3)2.6H2O, Cu2SO45H2O, ZnSO4.5H2O 

kristallerinin damıtık suda çözülmesi ile elde edilen 1.0 g/L metal iyonu içeren stok 

çözeltilerden seyreltilerek hazırlanmıĢtır. Fermantasyon ortamındaki Ni(II) iyonu 

deriĢimi 10 ve 50 mg/L aralığında değiĢtirilmiĢtir. Cu(II) ve Zn(II)
  
iyonlarının deriĢimi 

ise 10 ve 100 mg/L aralığında değiĢtirilmiĢtir.  

 Fermentasyon ortamlarının pH değeri 1 mol/L deriĢiminde hazırlanan HNO3 

stok çözeltisinin seyreltilmesi ile hazırlanan 0.1 mol/L, 0.01 mol/L ara çözeltilerin 

yeteri kadar eklenmesi ile ayarlanmıĢtır. Metal iyonlarının eklenmesinden sonra besin 

ortamları 120 
o
C  sıcaklıkta, 20 dakika süreyle otoklavda  sterillenmiĢtir. 

3.4.1 Biyobirikim Deneyleri 

Biyobirikim deneyleri orbital çalkalayıcıda 30 
o
C sıcaklıkta 150 devir/dak karıĢtırma 

hızında 126 saat süresiyle yapılmıĢtır. Fermentasyon ortamından alınan 5ml hacmindeki 

örnek 6030 x g 5 dakika santrifüjlenmiĢ sıvı fazdan alınan  2 ml hacmindeki örnek 

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 kullanılarak, GBC 

Avanta marka atomik absorbsiyon spektrofotometresinde ölçülmüĢtür. 

 

3.4.2 R. delemar’  ın Biyosorpsiyon Deneyleri Ġçin Hazırlanması 

Metal giderim kapasitelerini karĢılaĢtırmak için üreyen (living), üremeyen (resting)- 

yaĢ, kuru (dead) hücreler için biyosorpsiyon deneyleri yapılmıĢtır. R. delemar 30 
o
C 
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sıcaklıkta kesikli reaktörde üretildikten sonra, üstel üreme peryodundun sonunda (48-72 

saat) fermantasyon ortamından santrifüjle ayrılmıĢ ve damıtık su ile iki kez yıkanmıĢtır. 

YaĢ hücreler, biyosorpsiyon ortamlarındaki deriĢimleri 1 g/L olacak Ģekilde süspanse 

hale getirilmiĢtir. Ölü hücreleri elde etmek için, yaĢ hücreler %1 formaldehid kullanarak 

inaktive edilmiĢ ve daha sonra 60 
o
C sıcaklıkta 24 saat bekletilerek kurutulmuĢtur. 

Biyosorpsiyon çalıĢmaları için 1.0 g kuru hücre 100 ml damıtık suda suspense hale 

getirilmiĢ ve homojenizatörde 20 dakika 8000 devir/dak‟ da homojenize edilmiĢtir. 

Mikroorganizma çözeltileri, metal içeren ortamlara eklenmeden  önce pH  1 molL
-1

 , 0.1 

molL
-1

 , 0.001  molL
-1

  HNO3 eklenerek ayarlanmıĢtır. Bu homojen hale getirilmiĢ 

mikroorganizma çözeltilerinden, metal içeren ortamlara 10 mL   eklenerek, ortamlardaki 

mikroorganizma konsantrasyonunun 1 gL
-1

 olması sağlanmıĢtır.  

        Ortamlardan belli aralıklarla alınan örneklerdeki, biyosorbe edilmeyen metal iyonu 

miktarları AAS kullanılarak ölçülmüĢtür.    
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                                      4  BULGULAR VE TARTIġMA 

 

Bu tez çalıĢmasında öncelikle, R. delemar mikroorganizmasıyla ağır metal iyonlarının 

biyobirikiminde doğrudan rol oynayan asit fosfataz enziminin ve metal biyobirikiminde 

doğrudan rol oynamayan, fakat atıksulardaki lipidlerin gideriminde etkin olan lipaz 

enziminin üretimi incelenmiĢtir. R. delemar   lipazının en uygun üreme koĢullarının 

belirlenmesi amacıyla ortam pH‟ ının, sıcaklığının, besin ortamı bileĢenlerinin, 

indükleyicilerin ve yüzey aktif maddelerin etkisi incelenmiĢtir. Bu çalıĢmada karbon 

kaynaklarının mikroorganizma konsantrasyonu ve lipaz aktivitesi üzerine etkisinin 

incelenmesi için substrat olarak glikoz, sakkaroz ve melas kullanılmıĢ, yüzey aktif 

madde olarak tween 80‟in etkisi incelenmiĢ ayrıca ticari yağların aktivite üzerine 

etkileri araĢtırılmıĢ ve bunların optimum değerleri bulunmaya çalıĢılmıĢtır (Sağ 2006, 

Açıkel vd., 2011). Benzeri Ģekilde R. delemar‟ ın asit fosfataz enzimi üretmesi için 

uygun besin ortamı bileĢenleri ve ortam pH‟ı belirlenmiĢtir. Mikroorganizmanın her iki 

enzim aktivitesi üzerine ağır metal iyonlarının, Cu(II), Zn(II) ve Ni(II), etkileri 

incelenmiĢtir. 

4.1  R. delemar ile Lipaz Enzim Aktivitesi Ġçin En Ġyi KoĢulların Saptanması 

R. delemar‟ ın lipaz enzimi üretimi için en uygun pH 8.0 olarak saptanmıĢ ve deneyler 

bu pH değerinde yürütülmüĢtür. Karbon kaynakları olarak, glikoz, sakkaroz ve melas 

kullanıldığında, elde edilen maksimum enzim aktiviteleri ve mikroorganizma 

konsantrasyonları karĢılaĢtırılmıĢtır. Karbon kaynakları arasında en yüksek enzim 

aktivitesi, melas kullanılan  ortamda 4.73 µmol/L-dak olarak saptanmıĢtır.  En yüksek 

mikroorganizma konsantrasyonu, 10 g/L melas sakkarozu kullanılan ortamda 2.28 g 

kuru mikroorganizma ağırlığı/L olarak elde edilmiĢtir (Çelebi, 2005). Melas 

kullanıldığında en yüksek enzim üretiminin elde edilmesi, melas sakkarozunun yanısıra, 

melas içindeki diğer bileĢiklerin, amino asitler, organik asitler, vitaminler, inorganik 

katyonlar ve anyonlarında enzim aktivitesini arttırıcı yönde etki yapmasından 

kaynaklanmaktadır.  
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4.1.1 Karbon Kaynağı Olarak Melas Sakkarozu Ġçeren Ortamda Yağların ve 

Yüzey Aktif Maddelerin Karbon Kaynağı ve Ġndükleyici Olarak  Etkisi 

4.1.1.1 Ticari Yağların  ve Tributirinin Etkisi 

Karbon kaynağı olarak melas sakkorozu içeren ortamda yağların ve tributirinin 

indükleyici olarak  etkisi Çizelge 4.1‟ de bileĢimi verilmiĢ olan ortamda incelenmiĢtir 

(Sağ, 2006). Enzim üretimi üzerinde indükleyici olarak etkisi incelenen yağlar ayçiçeği 

yağı, soya yağı, fındık yağı, zeytin yağı, mısır yağı ve tributirindir. Ticari yağlar satıĢ 

yerlerinden alınmıĢ ve % 0.5 oranında fermentasyon ortamlarında kullanılmıĢtır. Ayrıca 

karbon kaynağı olarak 1.0 g/L melas sakkarozu tüm fermentasyon ortamlarına 

eklenmiĢtir. Maksimum enzim aktivitesi 93.07 µmol/L-dak olmak üzere ayçiçek yağı 

içeren ortamda elde edilmiĢtir (ġekil 4.2). Daha önce yapılan deneylerde, karbon 

kaynağı olarak sadece 1 g/L melas sakkarozu içeren ortamda, maksimum enzim 

aktivitesi 4.73 µmol/L-dak değerinde iken, indükleyici eklenmesi ile ulaĢılan aktivite 

değerlerinin arttığı gözlenmektedir. Elde edilen bu değer aynı konsantrasyonda tek 

baĢına glikoz içeren ortama göre 47.2, sakkaroz içeren ortama göre 36.8, melas içeren 

ortama göre 19.7 kez daha büyüktür. Ortama karbon kaynağı olarak melas sakkarozu ile 

birlikte indükleyici olarak yağlar eklendiğinde maksimum enzim aktivitesi 

fermentasyonun 5. gününde elde edilmiĢtir. Diğer ticari yağlar melas ile birlikte 

kullanıldığında da enzim aktivitesinde belirgin bir artıĢ gözlenmiĢ ve elde edilen 

aktiviteler sırasıyla ayçiçeği yağı, soya yağı, fındık yağı, mısır yağı, tributirin ve  zeytin 

yağı  Ģeklinde azalmıĢtır. Fermentasyon ortamına eklenen yağların aktiviteyi değiĢtirme 

nedeni olarak, içerdikleri yağ asitleri ve doymamıĢ bağ yapıları gösterilmektedir. Bu 

asitler yapılarına göre tekli ya da çoklu doymamıĢ bağlar içerebilir. Oleik asit 18 

karbonlu ve bir adet çift bağ içeren, linoleik asit, 18 karbonlu ve 2 adet çift bağ içeren, 

palmitik asit ise 16 karbonlu ve çift bağ içermeyen yağ asitleridir. Ayçiçeği yağı 

linoleik asit, fındık yağı linoleik asit zeytinyağı oleik asit, soya yağı linoleik asit, mısır 

yağı doymuĢ palmitik ve doymamıĢ yağ (linoleik) asitlerini içerir. Yapılan çalıĢmalar, 

fermantasyon ortamına eklenen yağ asitlerinin lipaz enzimi aktivitesini artırıcı yönde 

etki ettiğini, aĢırı miktardaki yağ asitlerinin aktiviteyi olumsuz yönde etkilediğini 

göstermiĢtir. Ancak ayçiçeği ve soya yağının aktiviteyi nasıl arttırdığı tam olarak 

açıklanamamıĢtır (Wang, 2008). Ayçiçeği yağının içerdiği yağ asitleri miktarının ve 

doymamıĢ bağ yapısının fazlalığı nedeniyle enzime bağlanarak fermantasyon 
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ortamındaki aktiviteyi arttırdığı düĢünülmektedir. Zeytinyağı içeren fermentasyon 

ortamlarında ise Rhizopus türü mikroorganizma  üremesinin ve hücre içi lipaz 

aktivitesini arttğı gösterilmiĢtir (Salleh vd., 1993). AĢırı miktarda eklenen zeytinyağının 

ise aktiviteyi olumsuz etkilediği gösterilmiĢtir (Wang vd., 2006). 

 

Çizelge 4.1 Karbon kaynağı olarak melas sakkarozu ve çeĢitli ticari yağlar ve 

tributirinin içeren besin ortamının bileĢimi 

 

Madde Konsantrasyon (g/L) 

Melas sakkarozu 1 

Ġndükleyici % 0.5 (0.5 ml) 

K2HPO4 0.5 

KH2PO4 0.5 

MgSO4.7H2O 0.2 

Maya özütü 2 
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ġekil 4.1 Karbon kaynağı olarak melas sakkarozu içeren ortamda, indükleyici olarak 

farklı yağlar kullanılarak elde edilen enzim aktivitelerin zamanla değiĢimi (pH= 8.0, 

T=30 
o
C, V= 100 mL, Cmelas sakkarozu=1.0 g/L, Cindükleyici = %0.5, K.H.=150 devir/dak). 
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4.1.1.2 Ayçiçeği Yağı Miktarının Etkisi 

Ana karbon kaynağı olarak melas sakkarozu içeren ortamda, ayçiçeği yağı miktarının 

lipaz aktivitesi üzerine etkisi, %0.5-%4.0 arasında değiĢen konsantrasyonlarda ayçiçeği 

yağı içeren ortamda araĢtırılmıĢtır. Ayçiçeği yağı konsantrasyonu arttıkça, enzim 

aktivitesinin azaldığı gözlenmiĢtir (ġekil 4.2). Maksimum enzim aktivitesi, % 0.5 

oranında ayçiçeği yağı içeren ortamda, 93.07 µmol/L-dak olarak elde edilmiĢtir.  
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ġekil 4.2 Karbon kaynağı olarak melas sakkarozu içeren ortamda, ayçiçeği yağı 

konsantrasyonunun enzim aktivitesi üzerine etkisi (pH= 8.0, T=30 
o
C, V= 100 mL, 

Cmelas sakkarozu=1.0 g/L, K.H.=150 devir/dak). 

 

4.1.1.3 Yüzey Aktif Maddelerin Etkisi 

Yüzey aktif maddeler, esas olarak dıĢ hücresel enzimin fermentasyon sıvısına 

salgılanmasını arttırmaktadırlar. Yüzey aktif maddelerin enzim üretimi üzerindeki 

etkisini görmek için, iki farklı yüzey aktif madde tween-80 ve rhamnolipid 

(biyosurfaktan), tributirin ile karĢılaĢtırmalı olarak kullanılmıĢtır. Bu amaçla yüzey aktif 

maddeler, fermentasyon ortamlarına % 0.5 oranında eklenmiĢtir. Yüzey aktif 

maddelerin enzim aktivitesi üzerindeki etkilerinin incelendiği deneyler için besin ortamı 

bileĢimi Çizelge 4.2‟ de verilmektedir. 
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ġekil 4.3.‟de de görüldüğü gibi, tween-80 kullanılan ortamda, tributirin ve 

rhamnolipid kullanılan ortamlara göre, daha yüksek enzim aktivitesi elde edilmiĢtir.  

 

Çizelge 4.2 Karbon kaynağı olarak melas sakkarozu ve çeĢitli yüzey aktif maddeler 

içeren besin ortamının bileĢimi 

 

Madde Konsantrasyon (g/L) 

Melas sakkarozu 1 

Yüzey Aktif Madde % 0.5 (0.5 ml) 

K2HPO4 0.5 

KH2PO4 0.5 

MgSO4.7H2O 0.2 

Maya özütü 2 

 

 

0

20

40

60

80

0 2 4 6 8 10 12

A
k
ti

v
it

e 
(µ

m
o

l/
L

-d
ak

)

Zaman (Gün)

Tween-80

Rhamnolipid

Tributirin

 

ġekil 4.3 Karbon kaynağı olarak melas sakkarozu içeren ortamda, indükleyici olarak 

farklı yüzey aktif maddeler kullanıldığında elde edilen enzim aktivitelerinin zamanla 

değiĢimi (pH= 8.0, T=30 
o
C, V= 100 mL, Cmelas sakkarozu=1.0 g/L, Cyüzey aktif madde = %0.5, 

K.H.=150 devir/dak). 
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Tween-80 içeren ortamda, yüzey aktif madde içermeyen ortama göre enzim 

aktivitesi 13.5 kez artarak 63.68 µmol/L-dak değerine ulaĢmıĢtır. Tween-80 hem bir 

yüzey aktif maddedir hem de kimyasal yapısı bazı enzim substratlarına benzediğinden, 

bir indükleyici olarak etkimektedir. Literatürde yeralan çalıĢmalarda yüzey aktif madde 

olarak tween-80 kullanılan ortamda tween 80‟ in mikroorganizma için karbon kaynağı 

olarak kullanıldığı ve enzim aktivitesini arttırdığı gösterilmiĢtir (Li vd., 2001, Espinoza 

vd., 1990). Ticari bir biyosurfaktan olan rhamnolipid ile de yüzey aktif madde 

içermeyen ortama göre 4.5 kez daha yüksek bir enzim aktivitesi değerine ulaĢılmıĢtır. 

Yüzey aktif maddelerin aktiviteyi arttırdığı gösterilmesine rağmen yağ asitleri eklenen 

ortamlardaki kadar yüksek aktivite elde edilememiĢtir (Wang vd., 2008). Elde edilen 

sonuçlar kıyaslandığında literatürle uyumlu olduğu görülmektedir. 

4.1.1.4 Tween-80 Miktarının Etkisi 

Enzim aktivitesi için kullanılanılan yüzey aktif maddenin yapısı çok önemlidir. Ġyonik 

olan yüzey aktif maddelerin (AOT, BOTMAC) enzim inhibisyonuna neden olduğu 

bilinmektedir. Tween-80 ve tween-60 gibi iyonik olmayan yüzey aktif maddeler, 

mikroorganizma için karbon kaynağı olarak kullanılır ve ortamın arayüzey alanını 

geniĢletir. Bu nedenle enzim aktivitesini arttırır. Bu tez çalıĢmasında ana karbon 

kaynağı olarak melas sakkarozu içeren ortamda, tween-80 miktarının lipaz aktivitesi 

üzerine etkisi, %0.5-%4.0 arasında değiĢen konsantrasyonlarda tween-80 içeren 

ortamlarda araĢtırılmıĢtır. Tween-80 konsantrasyonu %1‟ e kadar arttırıldıkça enzim 

aktivitesinin arttığı, daha yüksek tween-80 konsantrasyonlarında ise enzim aktivitesinin 

azaldığı görülmüĢtür (ġekil 4.4). % 1 oranında tween-80 içeren ortamda elde edilen 

maksimum enzim aktivitesi, 91.73 µmol/L-dak olarak bulunmuĢtur. Tween-80 içeren 

ortamda, yüzey aktif madde içermeyen ortama göre enzim aktivitesi 19.4 kez artmıĢtır. 

Farklı bir ortamda Yan Liu ve arkadaĢları (2000), C. Rugosa lipazı aktivitesini arttırmak 

için ortama %1-5 (w/v) aralığında değiĢen oranlarda tween-80 eklemiĢ ve %2 oranında 

tween-80 için optimum değerler elde etmiĢlerdir. Tez çalıĢmasında elde edilen 

sonuçlara benzer olarak fazla miktarda yüzey aktif maddenin enzimatik reaksiyon hızını 

artırmadığı gösterilmiĢtir.  

 

 



50 

 

0

20

40

60

80

100

0 2 4 6 8 10 12

A
k
ti

v
it

e 
(µ

m
o
l/

L
-d

ak
)

Zaman (Gün)

% 0.5

% 1.0

% 2.0

% 4.0

 

ġekil 4.4. Karbon kaynağı olarak melas sakkarozu içeren ortamda, Tween-80 

konsantrasyonunun enzim aktivitesi üzerine etkisi (pH= 8.0, T=30 
o
C, V= 100 mL, 

Cmelas sakkarozu=1.0 g/L, K.H.=150 devir/dak). 

 

4.1.2 Karbon Kaynağı Olarak Melas Sakkarozu Ġçeren Ortamda Sıcaklığın 

Etkisinin AraĢtırılması 

Karbon kaynağı olarak melas sakkarozu içeren ortamda sıcaklığın etkisi Çizelge 4.3„ de 

bileĢimi verilen besin ortamında araĢtırılmıĢtır.  

 

Çizelge 4.3  Karbon kaynağı olarak melas sakkarozu ve indükleyici olarak ayçiçeği yağı 

içeren besin ortamının bileĢimi 

 

Madde Konsantrasyon (g/L) 

Melas sakkarozu 1 

Ayçiçeği yağı % 0.5 (0.5 ml) 

K2HPO4 0.5 

KH2PO4 0.5 

MgSO4.7H2O 0.2 

Maya özütü 2 
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ġekil 4.5 Karbon kaynağı olarak melas sakkarozu ve indükleyici olarak ayçiçeği yağı 

içeren ortamlarda farklı sıcaklıklarda elde edilen enzim aktivitelerinin zamanla değiĢimi 

(pH= 8.0, V= 100 mL, Cmelas sakkarozu=1.0 g/L, Cayçiçeği yağı = %0.5, K.H.=150 devir/dak). 

 

ġekil 4.5‟ de farklı sıcaklıklarda elde edilen enzim aktivitelerinin zamanla değiĢimi 

verilmektedir. En uygun sıcaklık aralığı, 30-35 
o
C olup, bu sıcaklık aralığında elde 

edilen en yüksek enzim aktiviteleri sırasıyla 93.07 ve 74.17 µmol/L-dak olarak 

saptanmıĢtır.  

 

4.1.2.1 Karbon Kaynağı Olarak Melas Sakkarozu, Ġndükleyici Olarak Ayçiçeği 

Yağı Ġçeren Ortamda KarıĢtırma Hızının Etkisi 

R. delemar ile lipaz enziminin üretimi üzerine karıĢtırma hızının etkisi, Çizelge 5.3‟de 

bileĢimi verilen besin ortamında incelenmiĢtir. ġekil 4.6‟ da farklı karıĢtırma hızlarında 

elde edilen enzim aktivitelerinin zamanla değiĢimi verilmektedir. En yüksek aktivite bu 

kez 200 devir/dak karıĢtırma hızında, 103.12 µmol/L-dak olarak elde edilmiĢtir.  
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ġekil 4.6 Karbon kaynağı olarak melas sakkarozu ve indükleyici olarak ayçiçeği yağı 

içeren ortamlarda farklı karıĢtırma hızlarında elde edilen enzim aktivitelerinin zamanla 

değiĢimi  (pH= 8.0, T=30 
o
C, V= 100 mL, Cmelas sakkarozu=1.0 g/L, Cayçiçeği yağı = %0.5). 

 

4.1.2.2 Karbon Kaynağı Olarak Melas Sakkarozu, Ġndükleyici Olarak Ayçiçeği 

Yağı Ġçeren Ortamda Hava GiriĢ Hızının Etkisi 

R. delemar ile lipaz enziminin üretimi üzerine hava giriĢ hızının etkisi, karbon kaynağı 

olarak melas sakkarozu ve Çizelge 4.3‟ de bileĢimi verilen besin ortamında 

incelenmiĢtir. Farklı hava giriĢ hızlarında zamanla enzim aktivitelerindeki değiĢim ġekil 

4.7‟ de verilmektedir. Maksimum enzim aktivitesi 2 vvm hava giriĢ hızında, 

fermentasyonun 4. gününde 102.83 µmol/L-dak olarak elde edilmiĢtir. 4 vvm hava giriĢ 

hızında ise fermentasyonun 4. gününden baĢlayarak, 6. günde dahil olmak üzere 97.47 

µmol/L-dak ile 68.80 µmol/L-dak arasında yüksek ve uzun süreli enzim aktivitesi 

gözlenmiĢtir. Havalandırmanın varlığı hem enzim aktivitesini arttırmıĢ, hem de daha 

erken ve uzun süreli enzim aktivitesi gözlenmesini sağlamıĢtır.  
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ġekil 4.7 Karbon kaynağı olarak melas sakkarozu, indükleyici olarak ayçiçeği yağı 

içeren ortamlarda farklı hava giriĢ hızlarında elde edilen enzim aktivitelerinin zamanla 

değiĢimi (pH= 8.0, T=30 
o
C, V= 100 mL, Cmelas sakkarozu =1.0 g/L, Cayçiçeği yağı = %0.5, 

K.H.= 100 devir/dak). 

 

4.1.3 Melas ve Sakkarozun Enzim Aktivitesi Üzerine Birlikte Etkisi 

Sakkaroz ve melasın birlikte kullanılmasının, karbon kaynağının etkisini arttırırken, 

melasın içindeki diğer bileĢenlerinde etkisi ile R. delemar’ ın lipaz aktivitesini arttırıcı 

yönde etki yapacağı öngörülmektedir. Ancak melas konsantrasyonu Ģeker dıĢı 

maddelerin inhibisyonundan kaçınmak için optimum melas sakkarozu değerinde sabit 

tutulmalıdır. Bu amaçla 1.0 g/L deriĢiminde melas sakkarozu içeren ortamda sakkaroz 

konsantrasyonu, 1.0, 2.0, 5.0 ve 10.0 g/L aralığında arttırılmıĢtır (Çizelge 4.4). 

Maksimum enzim aktivitesi fermentasyonun 4. gününde 92.27 µmol/L-dak olarak 5.0 

g/L sakkaroz içeren ortamda elde edilmiĢtir (ġekil 4.8). Bu değer melas içermeyen 

ortamda, enzim aktivitesini arttırıcı maksimum sakkaroz konsantrasyonu değerini 

doğrulamıĢtır. 1.0 g/L melas sakkarozu ve 5.0 g/L sakkaroz içeren ortamda elde edilen 

maksimum enzim aktivitesi, aynı konsantrasyonda sadece sakkaroz içeren ortama göre 

36.5 kez daha büyüktür. Aynı konsantrasyonda sadece melas içeren ortama göre de 19.5 

kez daha büyüktür.  
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Çizelge 4.4 Karbon kaynağı olarak melas ve sakkarozu birlikte içeren besin ortamının 

bileĢimi 

 

Madde Konsantrasyon (g/L) 

Melas sakkarozu 1 

Sakkaroz 1, 2, 5 ve 10  

K2HPO4 0.5 

KH2PO4 0.5 

MgSO4.7H2O 0.2 

Maya özütü 2 
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ġekil 4.8 Karbon kaynağı olarak melas ve artan konsantrasyonlarda sakkarozu birlikte 

içeren ortamlarda enzim aktivitesinin zamanla değiĢimi (pH= 8.0, T=30 
o
C, V= 100 mL, 

Cmelas sakkarozu =1.0 g/L, K.H.= 150 devir/dak).  

 

Öte yandan en düĢük enzim aktivitesi 10.0 g/L konsantrasyonda sakkaroz içeren 

ortamda fermentasyonun 5. gününde 49.33 µmol/L-dak olarak elde edilmiĢtir. 

ġekil 4.9‟ da ise sabit konsantrasyonda melas içeren ortamda sakkaroz 

konsantasyonunun arttırılmasının mikroorganizma konsantrasyonu üzerindeki etkisi 

görülmektedir. Maksimum mikroorganizma konsantrasyonu 5.0 g/L konsantrasyonda 

sakkaroz içeren ortamda 7.95 kuru mikroorganizma ağ./L olarak elde edilmiĢtir. 10.0 
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g/L sakkaroz konsantrasyonu sadece sakkaroz içeren ortamda olduğu gibi hem enzim 

üretimi hem de mikroorganizma çoğalması üzerinde inhibisyon etkisi yapmaktadır.  
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ġekil 4.9  Karbon kaynağı olarak melas ve artan konsantrasyonlarda sakkarozu birlikte 

içeren ortamlarda mikroorganizma konsantrasyonunun zamanla değiĢimi (pH= 8.0, 

T=30 
o
C, V= 100 mL, Cmelas sakkarozu =1.0 g/L, K.H.= 150 devir/dak).  

 

4.1.4 Melas, Sakkaroz ve Ayçiçeği Yağının Enzim Aktivitesi Üzerine Birlikte Etkisi 

Melas ve sakkarozun fermentasyon ortamında birlikte kullanımı, melas içeren ortama 

indükleyici olarak ayçiçeği yağı eklenmesi ile hemen hemen aynı oranda enzim 

aktivitesinde bir artıĢa neden olmuĢtur. Elde edilen bu bulgular paralelinde, melas ve 

sakkarozu birlikte içeren ortama, indükleyici olarak ayçiçeği yağı eklenerek enzim 

aktivitesinin daha da arttırılması planlanmıĢtır. Melas, sakkaroz ve ayçiçeği yağını 

birlikte içeren besin ortamının bileĢimi, Çizelge 4.5‟ de verilmiĢtir. Fermentasyonun 4. 

gününde 219. 71 µmol/L-dak‟ lık bir maksimum enzim aktivitesi gözlenmiĢtir (ġekil 

4.10). Elde edilen bu değer, sakkaroz ve melası birlikte içeren ortamda elde edilen 

enzim aktivitesinden 2.38 kez daha büyüktür. 4. ve 7. günler arasında göreceli olarak 

yüksek ve kararlı, uzun süreli bir enzim aktivitesi gözlenmiĢtir. Melas, sakkaroz ve 

ayçiçeği yağını birlikte içeren ortamda, mikroorganizma konsantrasyonu 7.74 kuru 

mikroorganizma ağ. /L değerine ulaĢmaktadır (ġekil 4.11).  
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Çizelge 4.5  Karbon kaynağı olarak melas ve sakkaroz, indükleyici olarak ayçiçeği yağı 

içeren besin ortamının bileĢimi 

 

Madde Konsantrasyon (g/L) 

Melas sakkarozu 1 

Ayçiçeği konsantrasyonu %0.5 oranında (0.5 ml) 

Sakkaroz 5 

K2HPO4 0.5 

KH2PO4 0.5 

MgSO4.7H2O 0.2 

Maya özütü 2 
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ġekil 4.10 Karbon kaynağı olarak melas ve sakkaroz, indükleyici olarak ayçiçeği yağı 

içeren ortamda enzim aktivitesinin zamanla değiĢimi (pH= 8.0, T=30 
o
C, V= 100 mL, 

Cmelas sakkarozu =1.0 g/L, Csakkaroz= 5.0 g/L, Cayçiçeği yağı= %0.5, K.H.= 150 devir/dak). 
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ġekil 4.11 Karbon kaynağı olarak melas ve sakkaroz, indükleyici olarak ayçiçeği yağı 

içeren ortamda mikroroganizma konsantrasyonunun zamanla değiĢimi (pH= 8.0,T=30 
o
C, V= 100 mL, Cmelas sakkarozu =1.0 g/L, Csakkaroz= 5.0 g/L, Cayçiçeği yağı= %0.5, K.H.= 150 

devir/dak). 

 

4.1.5 Aktivatörlerin Lipaz Aktivitesine Etkisi 

Aktivatörlerin R. delemar’ ın üremesi ve lipaz enzimi üretmesi üzerine etkilerini 

incelemek için NaCl, KCl, CaCl2, MgCl2, arap zamkı ve EDTA gibi farklı aktivatörler 

kullanılmıĢtır. Aktivatörlerin etkisini incelemek için fermantasyon ortamına 0.5 g/L 

aktivatör eklenmiĢtir. Lipaz aktivitesi aktivatörlerin varlığında 

NaCl>KCl>CaCl2>MgCl2>arap zamkı>EDTA Ģeklinde azalmıĢ ve en fazla aktivite 

964.55 µmol/L-dak olarak NaCl kullanıldığında elde edilmiĢtir (ġekil 4.12). 

R. delemar’ ın  lipaz aktivitesi, fermantasyon ortamına eklenen Na(I), K(I), Ca(II) 

ve Mg(II)
 
iyonları ile sırasıyla 1.91, 1.85, 1.83, 1.76 kat artmıĢtır. Bu iyonların katalitik 

aktiviteyi arttıran kofaktör olarak görev yaptığı düĢünülmektedir. Metal iyonlarını 

bağlayan bir molekül olan EDTA ise lipaz aktivitesini etkilememiĢtir. Bunun nedeni 

EDTA‟nın süpernatant (üst faz) sıvı fazda bulunan iyonlardan ziyade diğer bileĢiklerle 

kompleksler oluĢturmasıdır. 
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ġekil 4.12 Karbon kaynağı olarak melas sakkarozu, indükleyici olarak ayçiçeği yağı 

içeren ortamlarda farklı aktivatörlerin etkisiyle enzim aktivitelerinin zamanla değiĢimi 

(pH= 8.0, T=30 
o
C, V= 100 mL, Cmelas sakkarozu =1.0 g/L,  K.H.= 100 devir/dak). 

 

Maksimum biyokütle konsantrasyonu CaCl2  eklenen fermantasyon ortamında 4.44 g 

kuru mikroorganizma ağırlığı/L. olarak elde edilmiĢtir.  Aktivatörlerin varlığında 

mikroorganizma konsantrasyonu sırasıyla CaCl2>KCl>NaCl>arap zamkı>MgCl2> 

EDTA Ģeklinde azalmıĢtır. 

4.1.6 Ağır Metal Ġyonlarının Lipaz Aktivitesine Etkisi 

Ağır metal iyonlarının lipaz aktivitesine etkisinin incelenmesi için, fermantasyon 

ortamlarına  0.1 g/L deriĢimlerinde Fe(II), Mn(II), Co(II) ve Ni(II)  metal iyonları 

eklenmiĢtir. Lipaz aktivitesi, ağır metal iyonları varlığında Fe>Mn>Co>Ni Ģeklinde 

azalmıĢtır (ġekil 4.13). Co(II) ve Ni(II)
 

tuzları lipaz aktivitesini oldukça fazla 

düĢürdüğünden enzim konfirmasyonunu değiĢtirdiği düĢünülmektedir. 

Karbon kaynağı olarak melas ve indükleyici olarak ayçiçeği yağı kullanıldığında 

enzim aktivitesi 93.07 µmol/L-dak iken, Fe(II)
 
içeren ortamda (85.23 µmol/L-dak) ve 

Mn(II) içeren ortamda (71.25 µmol/L-dak) yaklaĢık olarak aynı elde edilmiĢtir.  
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ġekil 4.13 Karbon kaynağı olarak melas sakkarozu, indükleyici olarak ayçiçeği yağı 

içeren ortamlarda ağır metallerin etkisiyle enzim aktivitelerinin zamanla değiĢimi (pH= 

8.0, T=30 
o
C, V= 100 mL, Cmelas sakkarozu =1.0 g/L, K.H.= 100 devir/dak). 

 

Mikroorganizma konsantrasyonu ağır metal iyonu varlığında, enzim aktivitesinde 

olduğu gibi sırasıyla Fe>Mn>Co>Ni Ģeklinde elde edilmiĢtir. Maksimum 

mikroorganizma konsantrasyonu Fe iyonları varlığında 5.51 g kuru mikroorganizma 

ağırlığı/L olarak elde edilmiĢtir. Ni iyonları mikroorganizma büyümesini oldukça fazla 

inhibe etmiĢ ve mikroorganizma konsantrasyonu 2.78 g kuru mikroorganizma ağırlığı 

/L olarak azalmıĢtır. Lipaz aktivitesine ağır metallerin etkisi üzerine az sayıda çalıĢma 

yapılmıĢtır.   

Bilinen lipaz enzimi inhibitörleri Ag(I), Al(III), Mn(II), Sn(II) ve Zn(II)„ dur. 

Güçlü inhibitörler Hg(II)
 
ve Fe(II)

‟ 
dir. Ca(II) ve Mg(II) lipaz aktivatörleri olarak bilinir. 

Fe(III) ve Cu(II)
 
metal iyonları ise lipaz enzimi için inhibitördür. Bütün metal iyonları 

Flavobacterium odoratum mikroorganizmasından üretilen lipaz için inhibitördür. 

Mn(II) %70, Fe(II) %52 oranında aktiviteyi inhibe etmiĢtir (Labuschagne vd., 

1997).Aynı Ģekilde bu tez çalıĢmasında R. delemar ile elde edilen lipaz enzimi için 

Mn(II) Fe(II) iyonlarına gore daha fazlainhibisyona neden olmuĢtur. Ancak 

Pseudomonas sp. KWI-56 mikroorganizmasından lipaz üretiminde inhibitor olarak 

bilinen Fe(II), Fe(III), Cu(II) ve Mg(II)
 
 gibi ağır metallerin aktivator rolü oynadığı 
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görülmüĢtür (Iızumı vd., 1990). Pseudomonas aeruginosa LP602 

mikroorganizmasından üretilen lipaz için Cd(II), Co(II)
 
enzim aktivitesini %80 oranında 

arttırırken, Zn(II)
 
aktiviteyi %48 oranında azaltmıĢtır (Dharmsthiti ve Kuhasuntisuk, 

1998). Enzimlerin EDTA ile muamelesinde aktivitenin değiĢmediği gösterilmiĢtir. Aynı 

çalıĢmada Na(I) ve K(I)
 
iyonlarının  Pseudomonas aeruginosa KKA-5  lipazının 

aktivitesini %20-30 düĢürürken, Mg(II) ve Ca(II) iyonlarının arttırdığı bulunmuĢtur 

(Sharon vd., 1998). Ağır metal iyonları aktif merkezin Ģeklini ve/veya yerini 

değiĢtirerek enzimi inhibe etmektedir. 

4.2 R. delemar’  ın Asit Fosfataz Üretimi  

4.2.1 Ni(II) Ġyonları Varlığında ve Metalsiz Ortamda  R. delemar’ ın Asit Fosfataz 

Üretimi 

R. delemar‟ ın asit fosfataz üretiminde aĢılama sonrasında gözlemlenen gecikme evresi 

(lag phase) ortamda Ni(II) iyonları konsantrasyonunun artmasıyla 4. saatin sonuna 

kadar uzamıĢtır. Bu adaptasyon periyodundan sonra R. delemar hücreleri hızlı bir 

Ģekilde büyümüĢ ve biyokütle konsantrasyonu zamanla üstel olarak (logarithmic phase) 

artmıĢtır. Üremenin yavaĢlama evresi (deceleration phase), üstel evresini takip etmiĢ 48 

ve 72. saatlar arasında gerçekleĢmiĢtir. 

Maksimum biyokütle konsantrasyonu  pH 5.0‟ de, yavaĢlama evresinin sonunda 

(72–76 sa) 3.515 g/L  olarak elde edilmiĢtir (Açıkel ve Ersan, 2010). Bu fazdan sonra 

maksimum biyokütle konsantrasyonu yaklaĢık sabit kalmıĢtır (ġekil 4.14). 

 Asit fosfataz üretimi kültüvasyon zamanıyla artmıĢtır. Maksimum enzim 

aktivitesine ikinci günde ulaĢılmıĢtır. R. delemar’ın maksimum asit fosfataz üretimi, 

mikroorganizma üretiminin çok olduğu üstel üreme fazının son evresinde 

gerçekleĢmiĢtir (48 sa). Ancak kültür koĢullarına bağlı olarak enzim üretimi 72 sa 

devam etmiĢtir. Asit fosfatazla birlikte mikroorganizma büyümesi benzer Ģekilde devam 

etmiĢtir.  Maksimum asit fosfataz aktivitesi metal iyonu içermeyen kültür ortamında, pH 

5.0 değerinde, 176.41 µmol/L-dak  olarak elde edilmiĢtir. Ni(II) iyonlarının varlığında 

da, maksimum asit fosfataz aktivitesi üremenin üstel üreme evresinin sonunda (48 sa) 

elde edilmiĢtir. Bununla beraber asit fosfataz aktivitesi göreceli olarak kısa bir zaman 

peryodunda kararlı kalmıĢ daha sonra hızla azalmıĢtır.  
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Fermantasyon ortamının pH‟ı R. delemar‟ ın  büyümesi süresince bir miktar  

azalmıĢtır.  Maksimum asit fosfataz aktivitesinin elde edildiği, kültüvasyonun 48. 

saatinde fermantasyon ortamının pH‟ı 4.72 olarak kaydedilmiĢtir. 

 

ġekil 4.14 Metal iyonu içermeyen ve 25 mg/L Ni(II) iyonu içeren fermentasyon 

ortamlarında,  asit fosfataz aktivitesinin ve biyokütle konsantrasyonunun zamanla 

değiĢimi (pH=5.0; CniĢasta = 20 g/L; T= 30 
ͦ
C). 

 

4.2.2 Ni(II) Ġyonlarının R. Delemar’ ın Üremesine Etkisi 

Fermentasyon ortamında Ni(II) iyonlarının varlığı R. delemar üremesini inhibe etmiĢtir. 

Üstel üreme evresinin sonunda (48 sa) biyokütle konsantrasyonu Ni(II) iyonlarının 

konsantrasyonunun 10-50 mg/L aralığında arttırılmasıyla 2.884‟ den 1.677 g/L‟ ye 

azalmıĢtır (Çizelge 5.6). 20 g/L niĢasta konsantrasyonunda pH 5.0‟de üremenin 48. 

saatinde biyokütle konsantrasyonu 3.3427 g/L ve spesifik üreme hızı da 0.0499 sa
-1

 

olarak elde edilmiĢtir. Biyokütle konsantrasyonu ve spesifik üreme hızı inhibitör 

konsantrasyonuna bağlıdır. Ni(II) iyonu konsantrasyonu arttıkça her ikisi de 

azalmaktadır. En düĢük spesifik üreme hızı ve biyokütle konsantrasyonu, 50 mg/L 

Ni(II) iyonunun bulunduğu ortamda sırasıyla 0.0478 sa
-1

 ve 1.677 g/L olarak 

bulunmuĢtur. 
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Çizelge 4.6 Spesifik üreme hızı ve maksimum biyokütle konsantrasyonunun metal 

içermeyen ve içeren ortamlar için karĢılaĢtırılması (pH=5.0; CniĢasta = 20 g/L; T= 30 
ͦ
C; 

tinkübasyon = 48 sa) 

 

4.2.3 R. delemar’ ın Üreme Hızı Üzerine Ni(II) Ġnhibisyon Tipinin Belirlenmesi 

Mikrobiyal üreme üzerine inhibisyonun etkisi enzim inhibisyonuna benzer olarak 

tanımlanır. Mikroorganizmaların spesifik üreme hızına inhibitörlerin etkisi yarıĢmalı, 

yarıĢmasız ve kısmi yarıĢmalıdır.  

Maksimum spesifik üreme hızı (m)  ve  Monod doygunluk sabitlerinin  (Ks) 

artan Ni(II) iyonu deriĢimi ile değiĢimi, Ni(II) iyonu içermeyen ortamla karĢılaĢtırılarak 

Çizelge 4.7.„de verilmiĢtir. R. delemar‟ ın üreme hızı üzerine, Ni(II) inhibisyonunun 

etkisini araĢtırmak için çift taraflı (double-reciprocal) doğrusallaĢtırılmıĢ Monod eĢitliği 

kullanılmıĢtır. 1/S değerine karĢı çizilen 1/µ grafiğinin, eğiminden Ks/m, y eksenini 

kesim noktasından ise 1/m değeri bulunmaktadır. Mikroorganizmanın metalsiz ortamda 

maksimum spesifik üreme hızı (m) ve doygunluk sabiti (Ks) 0.0649 sa
-1

 ve 1.8928 g/L 

olarak bulunmuĢtur. Çift taraflı doğrusallaĢtırılmıĢ Monod grafiklerinden, Ni(II) iyonu 

konsantrasyonunun 10-50 mg/L aralığında arttırılmasının, R. delemar‟ ın üreme hızı 

üzerine etkisinin, yarıĢmalı inhibisyon olduğu sonucuna varılmıĢtır (ġekil 4.15). 

  YarıĢmalı inhibisyonun net etkisi görünür Monod sabitlerinin, Ks,app, değerlerinin 

artması ve buna bağlı olarak da reaksiyon  hızının azalmasıdır. Doygunluk sabitinin 

veya yarı hız sabiti Ks‟ in düĢük değerleri mikroorganizmanın substrat için yüksek bir 

ilgiye sahip olduğunu gösterir. Maksimum spesifik üreme hızları Ni(II) iyonlarının artan 

konsantrasyonlarıyla yaklaĢık olarak sabit kalmakta ve 0.0652 sa
-1 

olarak elde 

edilmektedir ve elde edilen bu değer Ni(II) içermeyen ortamda elde edilen maksimum 

spesifik üreme hızı ile aynıdır. YarıĢmalı inhibisyon substratın yüksek 

konsantrasyonları kullanılarak engellenebilir. 

CNi,i  

(mg/L) 

Spesifik üreme hızı                         

µ(sa
-1

) 

Biyokütle konsantrasyonu 

(g/L) 

0 0.0499 3.3427 

10 0.0497 2.8838 

25 

50 

0.0487 

0.0478 

2.6648 

1.6770 
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.  

 

ġekil 4.15 Ni(II) içermeyen ortam ve 0-50 mg/L aralığında, artan konsantrasyonlarda 

Ni(II) iyonları içeren ortamlarda,  R. delemar’ın üreme hızı için çift taraflı 

doğrusallaĢtırılmıĢ Monod grafikleri (PH=5.0; T= 30 
ͦ
C). 

 

4.2.4 Ni(II) Ġyonunun R.delemar’ ın Üreme Hızı Üzerindeki Ġnhibisyon Sabitinin 

Belirlenmesi 

YarıĢmalı inhibisyon için ġekil 4.16‟ daki çift taraflı doğrusallaĢtırılmıĢ Monod 

grafiklerinden hesaplanan görünür Ks,app değerleri Ni(II) konsantrasyonlarına karĢı 

grafiğe geçirilmiĢtir. Elde edilen doğrunun eğiminden Ks/Kı kesim noktasından Ks 

bulunmuĢtur. R. delemar‟ ın spesifik üreme hızı için Ni(II) iyonlarının inhibisyon sabiti 

67.11 mg Ni(II)/L olarak bulunmuĢtur. YarıĢmalı inhibisyonda inhibisyon sabiti 

inhibitör konsantrasyonundan daha büyüktür. Görünür Monod sabitinin artıĢı üzerine 

daha düĢük inhibitor konsantrasyonlarındaki INi/KNi  inhibisyon teriminin katkısı daha 

yüksek inhibitor konsantrasyonlarındakinden daha düĢüktür. 
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Çizelge 4.7 Ni(II) içermeyen ortamda ve Ni(II) iyonlarının artan konsantrasyonlarının 

varlığında elde edilen maksimum spesifik üreme hızları ve inhibisyon sabitlerinin 

karĢılaĢtırılması (PH=5.0; sıcaklık= 30 
ͦ
C) 

 
CNi,i 

(mg/L) 

µmaks 

(1 /sa) 

Ks 

(g/L) 
R

2
 

0 0.0649 1.8928 0.9827 

10 0.0654 2.1442
a
 0.9721 

25 0.0644 2.6407
a
 0.9835 

50 0.0662 3.3102
a
 0.9990 

 a
: Görünür Monod sabitleri 

 

4.2.5 R. delemar’ ın Asit Fosfataz Aktivitesine Ni(II) Ġyonlarının Etkisi  

Asit fosfataz aktivitesi Ni(II) içeren fermentasyon ortamlarında pek az azalmaktadır. 25 

mg/L Ni(II) iyonları içeren ortamda maksimum fosfataz aktivitesi, üstel üreme evresinin 

sonunda (48 sa), 164.4 µmol/L-dak olarak bulunmuĢtur  (ġekil 4.14). Ni(II) iyonlarının 

konsantrasyonunun arttırılmasıyla asit fosfataz aktivitesinin azaldığı görülmüĢtür. R. 

delemar‟ la asit fosfataz enziminin biyosentezinde Ni(II) iyonlarının varlığında gecikme 

evresi oluĢmamıĢtır. Asit fosfataz biyosentezi Ni(II) iyonları tarafından bastırılmamıĢtır. 

Maksimum enzim aktivitesi Ni(II)‟ siz ortamla aynı zamanda elde edilmiĢtir.  

Enzimin p-nitrofenilfosfataz aktivitesine Ni(II) iyonlarının  inhibisyon etkisi, 

reaksiyon karıĢımındaki Ni(II) iyon konsantrasyonu 25-50 mg/L arasında arttırılarak 

araĢtırılmıĢtır.  Enzimin p-nitrofenilfosfataz aktivitesi üzerine Ni(II) inhibisyon tipinin 

belirlenmesi için Michaelis-Menten kinetiği uygulanmıĢtır. 1/S‟e karĢı 1/V grafiği, 

eğimi Km/Vm ve y eksenini kesim noktası  1/Vm olan bir doğru verir (ġekil 4.16). Bu 

çalıĢmada bulunan Michaelis-Menten sabiti Çizelge 4.8„ de literatürde daha önceden 

farklı mikroorganizmaların asit fosfataz aktivitesi için bulunmuĢ olan Michaelis-Menten 

sabitleri ile karĢılaĢtırmalı olarak verilmektedir. Michaelis-Menten sabiti, Km ve 

reaksiyonun ileri yöndeki maksimum hızı, Vm, Ni(II) içermeyen ortamda 3.17 mM ve 

833.3 µmol/L-dak olarak bulunmuĢtur (Çizelge 4.9). 
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ġekil 4.16  Ni(II) içermeyen ortamda ve  10-50 mg/L aralığında Ni(II) iyonlarının artan 

konsantrasyonlarını içeren ortamlarda asit fosfataz enzimi için Lineweaver-Burk 

grafikleri (PH=5.0; T= 30 
ͦ
C). 

 

Ni(II) iyonlarının artan konsantrasyonlarda eklenmesi, maksimum reaksiyon hızını 

önemli derecede azaltmıĢ, fakat enzim kompleksinin substrata ilgisini etkilememiĢtir. 

Bu durumda Michaelis-Menten sabitleri yaklaĢık olarak sabit kalmaktadır. Bu tip 

inhibisyon yarıĢmasız inhibisyon olarak bilinmektedir. Civa, bakır ve gümüĢ gibi  ağır 

metal bileĢiklerinin çeĢitli enzimler için yarıĢmasız inhibitörler olduğu rapor edilmiĢtir 

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

 

Çizelge 4.8 Farklı mikroorganizma türlerinden elde edilen asit fosfataz aktivitesi için 

Km sabitlerinin değerleri 

 

Mikroorganizma adı 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 çalıĢması 
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Çizelge 4.9 Metal içermeyen ve artan Ni(II) iyonu deriĢimlerinde maksimum aktivite ve 

maksimum Michaelis-Menten sabitleri karĢılaĢtırılması (PH=5.0; T= 30 
ͦ
C) 

 

CNi,i 

(mg/L) 

νmaks 

(µmol/L-dak) 

Km 

(mM) 
R

2
 

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 Ġçin Ni(II) Ġnhibisyon Sabitinin Belirlenmesi 

Inhibitor konsantrasyonuna karĢı grafiğe geçirilen 1/Vm.app değerleri eğimi 1/VmKı 

kesim noktası 1/Vm olan düz bir doğru verir. Enzimatik reaksiyon hızı üzerine Ni(II) 

iyonları için inhibisyon sabiti 50 mg Ni(II)/L olarak saptanmıĢtır. 

4.2.7 R. delemar’ ın Ni(II) Biyobirikimi 

R. delemar’ la Ni(II) iyonlarının maksimum biyobirikimi pH 5.0-5.5 aralığında elde 

edilmiĢtir. Bu pH aralığında aynı zamanda maksimum enzim aktivitesi değerleri elde 

edilmiĢtir (ġekil  4.17 ve 4.18). 50 mg/L  baĢlangıç Ni(II) iyonu konsantrasyonunda 

CNi,i, pH 5.0 ve 25
o
C sıcaklıkta, biyobiriktirilen Ni(II) iyonu konsantrasyonu (mg/L), 

kuru ağırlık temeli üzerinde biyokütlenin birim kütlesi baĢına biyobiriktirilen Ni(II) 

iyon miktarları (mg Ni(II)/g kuru ağırlık) ve asit fosfataz aktivitesinin zamanla değiĢimi 

ġekil 4.19‟ da gösterilmiĢtir.  
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ġekil 4.17  Ni(II) iyonu için biyobiriken Ni(II) iyonu konsantrasyonu (mg / L) ve birim 

kuru ağırlık temelinde biyobiriken Ni(II) iyonu miktarının (mg Ni(II) / g kuru ağırlık) 

pH  ile değiĢimi (niĢasta konsantrasyonu= 20 g/L; sıcaklık= 30 
ͦ
C; CNi,i= 50 

mg/L).

 
ġekil 4.18 Enzim aktivitesi (µmol/L-dak) ve biyokütle konsantrasyonunun pH ile 

değiĢimi (g/L) (niĢasta konsantrasyonu= 20 g/L; sıcaklık= 30 
ͦ
C; CNi,i= 50 mg/L). 
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ġekil 4.19  Biyobiriken Ni(II) iyonlarının konsantrasyonu (mg/L), birim kuru ağırlık 

için biyobiriken Ni(II) iyonlarının miktarı (mg Ni(II)/ g kuru ağırlık) ve enzim 

aktivitesinin zamanla değiĢimi (CniĢasta = 20 g/L; T= 30 
ͦ
C; CNi,i= 50 mg/L). 

 

Biyobiriktirilen Ni(II) iyonu konsantrasyonu gecikme evresi süresince yavaĢ, üstel 

üreme evresinde hızlı bir Ģekilde artmıĢtır ve üremenin 48. saatinde yani üstel üreme 

evresinin sonunda maksimum değerine  ulaĢmıĢtır. Maksimum asit fosfataz aktivitesi de 

R. delemar üremesinin aynı basamağında elde edilmiĢtir. Asit fosfataz Ni(II) 

biyobirikiminde doğrudan rol oynadığından bu beklenen bir sonuçtur. Daha sonra 

biyobiriktirilen Ni(II) iyon konsantrasyonu üremenin yavaĢlama ve durgun evreleri 

(stationary growth phase) boyunca yaklaĢık olarak sabit kalmıĢtır. Üremenin ölüm 

fazının (death phase) baĢlangıcında (126 sa) biyobiriktirilen Ni(II) iyonu 

konsantrasyonu azalmaya baĢlamıĢ, metal giderimini ve üremenin durgun fazının veya 

denge basamağının ardından Ni(II) iyonlarının  ortama geri bırakıldığı saptanmıĢtır. 

Zamanla biyokütlenin birim kütlesi baĢına biyobiriktirilen Ni(II) iyon miktarlarının 

değiĢimine gelince, biyobirikim eğrisinin görüntüsü pek az değiĢmiĢtir. Genç hücre 

konsantrasyonu göreceli olarak düĢük olduğundan, biyokütlenin birim kütlesi baĢına 

biyobiriktirilen Ni(II) iyon miktarlarında hızlı bir artıĢ, gecikme evresinde ve üstel 

üreme evresinin baĢlangıcında gözlenmiĢtir. Mikroorganizma konsantrasyonu arttığında 
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ve yaklaĢık olarak sabit bir değere ulaĢtığında zamanla biyokütlenin birim kütlesi baĢına 

biyobiriktirilen Ni(II) iyon miktarlarındaki artıĢ azalmıĢtır. 

4.2.8 R. delemar’ ın Üreyen (Growing), Üreme Periyodunu TamamlamıĢ (Resting) 

ve Ölü (Dead) Hücrelerinin Ni(II) Sorpsiyon Kapasitelerinin KarĢılaĢtırılması 

R. delemar  ‟ın üreyen (growing), üreme periyodunu tamamlamıĢ (resting) ve ölü (dead) 

hücrelerinin Ni(II) sorpsiyon kapasiteleri, sorpsiyon izotermlerine uyumu araĢtırılmıĢtır 

(Çizelge 4.10). Deneysel ve yöntem tarafından önerilen denge giderimi arasındaki en iyi 

uyum Freundlich modeli kullanılarak elde edilmiĢtir. Freundlich izotermlerinden elde 

edilen KF ve n değerleri Çizelge 4.11‟ de sunulmaktadır. Kesim noktası KF sorpsiyon 

kapasitesine iĢaret eder. Eğim sorpsiyon kapasitesi üzerine konsantrasyonun etkisini ve 

sorpsiyon Ģiddetini temsil eder. Ni(II) iyonları ölü hücrelerle düĢük baĢlangıç metal 

iyonu konsantrasyonlarında etkin biçimde sorbe edilmektedir. 48 saatin sonunda R. 

delemar ‟ın mikroorganizma üremesinin yüksek olması nedeniyle Ni(II) iyonlarının 

daha düĢük konsantrasyonlarında üreyen hücrelerle biyokütlenin birim kütlesi baĢına 

biyobiriktirilen Ni(II) iyon miktarları ölü hücrelerle elde edilene göre daha düĢüktür. 

Üreyen, üreme periyodunu tamamlamıĢ ve ölü hücreler için sorpsiyon izotermlerinin 

karĢılaĢtırılması iyi sorbe edilen Ni(II) iyonlarının dik eğimlerle yükselen izotermlere 

sahip olduklarını ve daha yüksek sorbe edilen konsantrasyon değerlerine, qeq, karĢı 

geldiklerini göstermektedir (ġekil 4.20). Biyosorpsiyon metabolizmadan bağımsız bir 

prosestir. Dolayısıyla hem yaĢayan hem ölü hücrelerle gerçekleĢtirilebilir. Üstel üreme 

fazının sonunda, fermentasyon ortamlarından santrifüjlenerek ayrılan yaĢ R. delemar 

hücreleriyle, Ni(II) iyonlarının gideriminin, üreyen hücrelerin biyobirikiminden ve ölü 

hücrelerin biyosorpsiyonundan daha düĢük olduğu görülmektedir. Bu durum Ni(II) 

gideriminin asit fosfataz enziminin aktivitesi aracılığıyla gerçekleĢtiğini göstermektedir. 

Asit fosfataz enzimi R. delemar‟ ın üreme periyodunu tamamlamıĢ, suda suspense hale 

getirilmiĢ yaĢ hücrelerinde de fonksiyonunu göstermiĢtir. Bununla beraber R. delemar 

üreme ortamından ayrıldıktan sonra asit fosfataz enziminin aktivitesi azalmaktadır. R. 

delemar‟ ın üreyen üreme peryodunu tamamlamıĢ ve ölü hücrelerinin metal giderim 

yolları hemen hemen aynıdır. Biyokütlenin birimkütlesi baĢına biyobiriktirilen Ni(II) 

iyonu miktarları, artan Ni(II) konsantrasyonu ile artmasına rağmen daha yüksek Ni(II) 

iyon giderim verimlilikleri bütün biyokütle tipleri için daha düĢük Ni(II) konsantrasyon 

değerlerinde elde edilmiĢtir. 25 mg/L Ni(II) iyon konsantrasyonunun üzerinde Ni(II) 
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biyobirikim verimliliklerinde azalma gözlenmektedir.  

 

Çizelge 4.10  Biyobiriken Ni(II) iyonu konsantrasyonu ve birim biyokütle miktarı için 

biyobiriken Ni(II)iyonu miktarının, Ni(II) iyonu içeren asit fosfataz üretim ortamında 

ortamda yaĢayan, tutuklu ve ölü hücre için karĢılaĢtırılması (CniĢasta = 20 g/L; PH=5.0; 

T= 30 
ͦ
C; tinkübasyon = 48 sa) 

 

 

 

 

Çizelge 4.11  R. Delemar’ ın Ni(II) gideriminde  üreyen, üreme peryodunu tamamlamıĢ 

ve ölü hücreleri için Freundlich sorpsiyon sabitleri (CniĢasta = 20 g/L; pH= 5.0; pH= 5.0; 

T= 30 ◦C; tinkübasyon = 48 sa). 

 

 KF n 

Üreyen hücreler 0.318797 0.9299 

Üreme periyodunu 

tamamlamıĢ hücreler 

 

0.146139 0.9207 

Ölü hücreler 1.357847 0.5669 

 

 

 
Üreyen hücreler için biyobirikim 

Üreme periyodunu tamamlamıĢ 

hücreler için biyosorpsiyon 
Biyosorpsiyon 

CNi.i(II) 

(mg/L) 

Enzim 

aktivitesi 

(µmol/L-

dak) 

Cbiyob. 

(mg/L) 

qbiyob. 

(mg/g) 

Yver. 

(%) 

Enzim 

aktivitesi 

(µmol/L-

dak) 

Cbiyos. 

(mg/L) 

qbiyos. 

(mg/g) 

Yver. 

(%) 

Cbiyos. 

(mg/L) 

qbiyos. 

(mg/g) 

Yver. 

(%) 

10.29 162.70 5.43 1.72 52.77 10.87 3.72 0.64 36.15 3.80 3.80 36.93 

25.15 164.40 8.29 3.11 32.96 9.87 5.12 2.86 20.36 7.88 7.88 31.33 

50.86 78.00 14.63 8.72 28.76 7.52 9.43 5.61 18.54 11.20 11.20 22.02 

74.57 55.46 17.43 13.69 23.37 6.31 10.29 6.31 13.80 12.29 12.29 16.48 

100.86 45.47 20.00 19.94 19.83 5.85 13.19 10.78 13.08 14.79 14.79 14.66 

147.43 43.47 26.87 31.74 18.23 5.85 19.43 12.52 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 31.75 31.75 15.85 
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ġekil 4.20  R. Delemar’ ın Ni(II) gideriminde  üreyen, üreme peryodunu tamamlamıĢ ve 

ölü hücreleri için Freundlich sorpsiyon izotermleri (CniĢasta= 20 g/L; pH= 5.0; T= 30 ◦C; 

tinkübasyon = 48 sa). 
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4.2.9 Cu(II) Ġyonları Varlığında ve Metalsiz Ortamda  R. delemar’ ın Asit Fosfataz 

Üretimi 

R. delemar‟ ın asit fosfataz üretiminde aĢılama sonrasında gözlemlenen gecikme evresi 

ortamda Cu(II) iyonları konsantrasyonunun artmasıyla 4. saatin sonuna kadar uzamıĢtır. 

Bu adaptasyon periyodundan sonra R. delemar hücreleri hızlı bir Ģekilde büyümüĢ ve 

biyokütle konsantrasyonu zamanla üstel olarak artmıĢtır. Üremenin yavaĢlama evresi, 

üstel evresini takip etmiĢ 48-72 saatlar arasında gerçekleĢmiĢtir.  

Maksimum biyokütle konsantrasyonu  pH 5.0‟ de, yavaĢlama evresinin sonunda 

(48–72 sa) 2,833 g/L  olarak elde edilmiĢtir. Bu evreden sonra maksimum biyokütle 

konsantrasyonu yaklaĢık sabit kalmıĢtır (ġekil 4.21).  

 

 

ġekil 4.21 Metal iyonu içermeyen ve 25 mg/L Cu(II) iyonu içeren fermentasyon 

ortamlarında,  asit fosfataz aktivitesinin ve biyokütle konsantrasyonunun zamanla 

değiĢimi (pH=5.0; CniĢasta = 20 g/L; T= 30 
ͦ
C). 

 

Asit fosfataz üretimi kültüvasyon zamanıyla artmıĢtır. Maksimum enzim 

aktivitesine ikinci günde ulaĢılmıĢtır. R. delemar’ın maksimum asit fosfataz üretimi, 

mikroorganizma üretiminin çok olduğu üstel üreme fazının son evresinde 
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gerçekleĢmiĢtir (48 sa). Asit fosfataz üretimi mikroorganizmanın durgun evresine kadar 

artmıĢtır. Kültür koĢullarına bağlı olarak enzim aktivitesi 72. saate kadar devam 

etmiĢtir. Ancak bu saatten sonra aktivite hızla azalmıĢtır. 

Fermantasyon ortamının pH‟ı R. delemar‟ın  üremesi süresince bir miktar  

azalmıĢtır.  Maksimum asit fosfataz aktivitesinin elde edildiği, kültüvasyonun 48. 

saatinde fermentasyon ortamının pH‟ı 4.85 olarak kaydedilmiĢtir. 

 

4.2.10 Cu(II) Iyonlarının R. Delemar’ ın Üremesine Etkisi  

Fermentasyon ortamında Cu(II) iyonlarının varlığı R. delemar üremesini inhibe etmiĢtir. 

Üstel üreme evresinin sonunda (48 sa) biyokütle konsantrasyonu Cu(II) iyonlarının 

konsantrasyonunun 10–100 mg/L aralığında arttırılmasıyla 3.3427‟ den 1.943 g/L‟ ye 

azalmıĢtır (Çizelge 4.12). Ġnhibitör konsantrasyonuna bağlı olan biyokütle 

konsantrasyonu ve spesifik üreme hızı da Cu(II) iyonu konsantrasyonu arttıkça 

azalmıĢtır. En düĢük spesifik üreme hızı ve biyokütle konsantrasyonu, 100 mg/L Cu(II) 

iyonunun bulunduğu ortamda sırasıyla 0.0345 sa
-1

 ve 1.943 g/L, olarak bulunmuĢtur. 

 

Çizelge 4.12 Spesifik üreme hızı ve maksimum biyokütle konsantrasyonunun metal 

içermeyen ve içeren ortamlar için karĢılaĢtırılması (pH=5.0; CniĢasta = 20 g/L; T= 30 
ͦ
C; 

tinkübasyon = 48 sa) 

 

CCu,i 

           (mg/L) 

   Spesifik üreme 

   hızı    

    µ(sa
-1

) 

Biyokütle 

konsantrasyonu 

        (g/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’ ın Üreme Hızı Üzerine Cu(II) Ġnhibisyon Tipinin Belirlenmesi 

Maksimum spesifik üreme hızı (m)  ve  Monod doygunluk sabitlerinin  (Ks) artan 
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Cu(II) iyonu deriĢimi ile değiĢimi, Cu(II) iyonu içermeyen ortamla karĢılaĢtırılarak 

Çizelge 4.13„ de verilmiĢtir.  

R. delemar‟ın üreme hızı üzerine, Cu(II) inhibisyonunun etkisini araĢtırmak için 

çift taraflı (double-reciprocal) doğrusallaĢtırılmıĢ Monod eĢitliği kullanılmıĢtır. 

Mikroorganizmanın metalsiz ortamda maksimum spesifik üreme hızı (m) ve doygunluk 

sabiti (Ks) 0.0649 sa
-1

 ve 1.8928 g/L olarak bulunmuĢtur. Çift taraflı doğrusallaĢtırılmıĢ 

Monod grafiklerinden, Cu(II) iyonu konsantrasyonunun 10-100 mg/L aralığında 

arttırılmasının, R. delemar‟ ın üreme hızı üzerine etkisinin, yarıĢmalı inhibisyon olduğu 

sonucuna varılmıĢtır (ġekil 4.22). YarıĢmalı inhibisyonun net etkisi görünür Monod 

sabitlerinin, Ks,app, değerlerinin artması ve buna bağlı olarak da reaksiyon  hızının 

azalmasıdır. Maksimum spesifik üreme hızları Cu(II) iyonlarının artan 

konsantrasyonlarıyla yaklaĢık olarak sabit kalmakta ve 0.0590 sa
-1 

olarak elde 

edilmektedir ve elde edilen bu değer Cu(II) içermeyen ortamda elde edilen maksimum 

spesifik üreme hızı ile yakındır.  

 

 

ġekil 4.22 Cu(II) içermeyen ortam ve 0-100 mg/L aralığında, artan konsantrasyonlarda 

Cu(II) iyonları içeren ortamlarda, R. delemar’ ın üreme hızı için çift taraflı 

doğrusallaĢtırılmıĢ Monod grafikleri (PH=5.0; T= 30 
ͦ
C). 
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4.2.12 Cu(II) Ġyonunun R.delemar’ ın Üreme Hızı Üzerindeki Ġnhibisyon Sabitinin 

Belirlenmesi 

YarıĢmalı inhibisyon için ġekil 5.22‟ deki çift taraflı doğrusallaĢtırılmıĢ Monod 

grafiklerinden hesaplanan görünür Ks,app değerleri Cu(II) konsantrasyonlarına karĢı 

grafiğe geçirilmiĢtir. Elde edilen doğrunun eğiminden Ks/Kı kesim noktasından Ks 

bulunmuĢtur (Çizelge 4.13). R. delemar‟ ın spesifik üreme hızı için Cu(II) iyonlarının 

inhibisyon sabiti 82.30 mg Cu(II)/L olarak bulunmuĢtur. Görünür Monod sabitinin artıĢı 

üzerine daha düĢük inhibitor konsantrasyonlarındaki INi/KNi  inhibisyon teriminin katkısı 

daha yüksek inhibitor konsantrasyonlarındakinden daha düĢüktür. 

 

Çizelge 4.13 Cu(II) içermeyen ortamda ve Cu(II) iyonlarının artan konsantrasyonlarının 

varlığında elde edilen maksimum spesifik üreme hızları ve inhibisyon sabitlerinin 

karĢılaĢtırılması (PH=5.0; T= 30  
ͦ
C) 

 

CCu,i 

(mg/L) 

µmaks 

(1/sa) 

Ks 

(g/L) 
R

2
 

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 

    
 a
: Görünür Monod sabitleri 

 

4.2.13 R. delemar’ ın Asit Fosfataz Aktivitesine Cu(II) Ġyonlarının Etkisi  

Asit fosfataz aktivitesi Cu(II) içeren fermentasyon ortamlarında azalmaktadır. 25 mg/L 

Cu(II) iyonları içeren ortamda maksimum fosfataz aktivitesi, üstel üreme evresinin 

sonunda (48 sa), 164.70 µmol/L-dak olarak bulunmuĢtur (ġekil 4.21). Cu(II) iyonlarının 

konsantrasyonunun arttırılmasıyla asit fosfataz aktivitesinin azaldığı görülmüĢtür. R. 
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delemar‟ la asit fosfataz enziminin biyosentezinde Cu(II) iyonlarının varlığında 

gecikme evresi oluĢmamıĢtır. Asit fosfataz biyosentezi Cu(II) iyonları tarafından 

bastırılmamıĢtır. Maksimum enzim aktivitesi Cu(II)‟ sız ortamla aynı zamanda elde 

edilmiĢtir.  

Enzimin p-nitrofenilfosfataz aktivitesine Cu(II) iyonlarının  inhibisyon etkisi, 

reaksiyon karıĢımındaki Cu(II) iyon konsantrasyonu 10-100 mg/L arasında arttırılarak 

araĢtırılmıĢtır (Çizelge 4.14).  Enzimin p-nitrofenilfosfataz aktivitesi üzerine Cu(II) 

inhibisyon tipinin belirlenmesi için Michaelis-Menten kinetiği uygulanmıĢtır (ġekil 

5.24). 

 

 

ġekil 4.23  Cu(II) içermeyen ortamda ve  0-100 mg/L aralığında Cu(II) iyonlarının artan  

konsantrasyonlarını içeren ortamlarda asit fosfataz enzimi için Linewear-Burk grafikleri 

(PH=5.0; T= 30  
ͦ
C). 

 

Cu(II) iyonlarının artan konsantrasyonlarında eklenmesi, maksimum reaksiyon hızını 

oldukça fazla azaltmıĢ, ancak enzim kompleksinin substrata ilgisini etkilememiĢtir. Bu 

nedenle Michealis-Menten sabitleri yaklaĢık olarak sabit kalmıĢtır. Cu(II) iyonun çeĢitli 

enzimler için yarıĢmasız inhibitör olduğu bilinmektedir  (Shuler ve Kargı, 1992). 

Ag(II), Hg(II), Cu(II) veya Pb(II) gibi iki değerlikli iyonlar protein zincirindeki cysteine 
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uzantılarının yan gruplarındaki -SH gruplarıyla reaksiyona girmektedir (Chandan ve 

Shahani, 1965; Liebeton vd, 2001). Cu(II) ile yapılan bazı çalıĢmalarda Cu(II) iyonunun 

R. delemar’ dan üretilen asit fosfataz aktivitesini arttırdığı belirtilirken (Tsekova ve 

Galabova, 2003), bazı çalıĢmalarda aktiviteyi olumsuz yönde etkileyerek azalttığı 

gösterilmiĢtir (Huang ve Shindo, 2000). Literatürde çeĢitli enzimler için ağır metal 

iyonlarının Km ve Vmax değerlerini arttırdığı, azalttığı ve değiĢtirmediği birçok çalıĢma 

bulunmaktadır. Huang ve Shindo (2000), yaptıkları çalıĢmada, fermantasyon ortamına 

eklenen Cu(II) iyonlarının asit fosfataz için  maksimum reaksiyon hızını azalttığı ancak 

enzim kompleksinin substrata olan ilgisini arttırdığını göstermiĢtir. Bu nedenle asit 

fosfataz için Cu(II) iyonlarının inhibisyon etkisi, kimi çalıĢmalarda yarıĢmasız- kısmi 

yarıĢmalı (mixed) tip inhibisyon olarak rapor edilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.14 Metal içermeyen ortam ve artan Cu(II) iyonu deriĢimlerinde maksimum 

aktivite ve maksimum Michaelis-Menten sabitleri karĢılaĢtırılması (pH=5.0; T= 30 
ͦ
C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.14 Asit Fosfataz Aktivitesi Ġçin Cu(II) Ġnhibisyon Sabitinin Belirlenmesi 

Ġnhibitor konsantrasyonuna karĢı grafiğe geçirilen 1/Vm.app değerleri eğimi 1/VmKı, 

kesim noktası 1/Vm olan düz bir doğru verir. Enzimatik reaksiyon hızı üzerine Cu(II) 

iyonları için inhibisyon sabiti 100 mg Cu (II)/L olarak saptanmıĢtır. 

4.2.15  R. delemar’ ın Cu (II) Biyobirikimi 

R. delemar için Cu(II) iyonlarının maksimum biyobirikimi pH 5.0-5.5 aralığında elde 

edilmiĢtir. Bu pH aralığında aynı zamanda maksimum enzim aktivitesi değerleri elde 

CCu,i 

(mg/L) 

νmaks 

(µmol/L-dak) 

Km 

(mM) 

R
2
 

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 
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edilmiĢtir (ġekil 4.24 ve 4.25). 50 mg/L  baĢlangıç Cu(II) iyonu konsantrasyonunda 

CCu,i, pH 5.0 ve 25 
o
C sıcaklıkta biyobiriktirilen Cu(II) iyonu konsantrasyonu (mg/L), 

kuru ağırlık temeli üzerinden biyokütlenin birim kütlesi baĢına biyobiriktirilen Cu(II) 

iyonu miktarları (mg Cu(II)/g kuru ağırlık) ve asit fosfataz aktivitesinin zamanla 

değiĢimi ġekil 4.26‟ de gösterilmiĢtir. Biyobiriktirilen Cu(II) iyonu konsantrasyonu 

gecikme evresi süresince yavaĢ ve üstel üreme evresinde hızlı bir Ģekilde artmıĢtır ve 

maksimum değerine 48 sa‟ de ulaĢılmıĢtır. Maksimum asit fosfataz aktivitesi de R. 

delemar üremesinin aynı basamağında elde edilmiĢtir. Asit fosfataz Cu(II) 

biyobirikiminde doğrudan rol oynadığından bu beklenen bir sonuçtur. Daha sonra 

biyobiriktirilen Cu(II) iyon konsantrasyonu üremenin yavaĢlama ve durgun evreleri 

boyunca yaklaĢık olarak sabit kalmıĢtır. Zamanla biyokütlenin birim kütlesi baĢına 

biyobiriktirilen Cu(II) iyon miktarlarının değiĢimine gelince, biyobirikim eğrisinin 

görüntüsü çok benzerdir. 

 

 

ġekil 4.24 Cu(II) iyonu için biyobiriken Cu(II) iyonu konsantrasyonu (mg / L) ve birim 

kuru ağırlık temelinde biyobiriken Cu(II) iyonu miktarının (mg Cu(II) / g kuru ağırlık) 

pH  ile değiĢimi (CniĢasta = 20 g/L; T= 30  
ͦ
C; CCu,i= 50 mg/L). 
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ġekil 4.25 Enzim aktivitesi (µmol/L-dak) ve biyokütle konsantrasyonunun pH ile 

değiĢimi (g/L) (CniĢasta = 20 g/L; T= 30 
ͦ
C; CCu,i= 50 mg/L). 

 

 

ġekil 4.26  Biyobiriken Cu(II) iyonlarının konsantrasyonu (mg/L), birim kuru temel için 

biyobiriken Cu(II) iyonlarının miktarı (mg Cu(II)/g kuru ağırlık) ve enzim aktivitesinin 

zamanla değiĢimi (CniĢasta = 20 g/L; T= 30 
ͦ
C; CCu,i= 50 mg/L). 
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 Genç hücre konsantrasyonu göreceli olarak düĢük olduğundan, biyokütlenin 

birim kütlesi baĢına biyobiriktirilen Cu(II) iyon miktarlarında hızlı bir artıĢ, gecikme 

evresinde ve üstel üreme evresinin baĢlangıcında gözlenmiĢtir. Mikroorganizma 

konsantrasyonu arttığında ve yaklaĢık olarak sabit bir değere ulaĢtığında zamanla 

biyokütlenin birim kütlesi baĢına biyobiriktirilen Cu(II) iyon miktarlarındaki artıĢ 

azalmıĢtır.  

R. delemar ile Cu(II) giderimi, üstel üreme evresinde ve canlı hücrenin olduğu 

fermantasyon ortamında en fazladır. KurutulmuĢ-ölü hücrelerle elde edilen Cu(II) 

giderimi üreme periyodunu tamamlamıĢ, yaĢ hücrelerle elde edilen Cu(II) gideriminden 

daha fazladır. Bunun nedeni üreme periyodunu tamamlamıĢ yaĢ hücrelerin, asit fosfataz 

aktivitesinin düĢük olması yani metal gideriminde enzimatik mekanizmaların rol 

oynamamasıdır. Öte yandan hücreler hala canlı olduğundan Cu(II) inhibisyonu yüksek,   

Cu(II) giderim kapasitesi düĢüktür. Ölü hücrelere uygulanan kimyasal ve ısıl iĢlemler 

metal biyosorpsiyon kapasitesini arttırır. 

 

4.2.16 R. delemar’ ın Üreyen, Üreme Periyodunu TamamlamıĢ ve Ölü Hücrelerinin 

Cu(II) Sorpsiyon Kapasitelerinin KarĢılaĢtırılması 

R. delemar‟ ın üreyen, üreme periyodunu tamamlamıĢ ve ölü hücrelerinin Cu(II) 

sorpsiyon kapasiteleri, sorpsiyon izoterm sabitleri hesaplanarak karĢılaĢtırıldı (Çizelge 

4.15). Deneysel ve yöntem tarafından önerilen denge giderimi arasındaki en iyi uyum 

Freundlich izotermi kullanılarak elde edildi. Freundlich izotermlerinden elde edilen KF 

ve n değerleri Çizelge 4.16‟ da sunulmaktadır. Üreyen, üreme periyodunu tamamlamıĢ 

ve ölü hücreler için, Freundlich adsorpsiyon izoterminden elde edilen sabitlerin 

değerleri karĢılaĢtırıldığında görülmektedir ki, en yüksek kapasite ve Ģiddetle üreyen 

hücreler Cu(II) giderimi yapmakta, bunu ölü hücreler ve üreme periyodunu tamamlamıĢ 

hücreler izlemektedir.  Enzimatik aktivitenin özellikle yüksek Cu(II) deriĢimlerinde, 

ortamdan uzaklaĢtırılan Cu(II) miktarını arttırmada etkili olduğu, üreyen hücreler için 

elde edilmiĢ olan adsorpsiyon izoterminin daha dik yükselmesinden anlaĢılmaktadır 

(ġekil 4.27).   
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Çizelge 4.15 Biyobiriken Cu(II) iyonu konsantrasyonu ve birim biyokütle miktarı için 

biyobiriken Cu(II)iyonu miktarının, Cu(II) iyonu içeren asit fosfataz üretim ortamında 

ortamda yaĢayan, tutuklu ve ölü hücre için karĢılaĢtırılması (CniĢasta= 20 g/L; PH=5.0; T= 

30 
ͦ
C; tinkübasyon= 48 sa) 

 

Üreyen hücreler için biyobirikim Üreme periyodunu tamamlamıĢ  

hücreler için biyobirikim 

        Biyosorpsiyon 

CCu,.i  

(mg/L) 

Enzim 

Aktivitesi 

(µmol/L-

dak) 

Cbiyobir. 

(mg/L) 

qbiyobir. 

(mg/g) 

Yver.   

(%)  

Enzim 

Aktivitesi 

(µmol/L-

dak) 

Cbiyos. 

(mg/L) 

qbiyos. 

(mg/g) 

Yver.    

(%) 

Cbiyos. 

(mg/L)         

qbiyos. 

(mg/g) 

Yver.  

(%)   

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 

74.13 139.9 53.82 28.14    60.94 8.91     18.99     8.23      16.12 24.31 24.31 32.14 

100.05 52.95 60.69 28.36   60.62 8.08        28.74              12.64    28.27 30.18 30.18 30.18 

 

 

 

Çizelge 4.16  R. Delemar’ ın Cu(II) gideriminde  üreyen, üreme peryodunu tamamlamıĢ 

ve ölü hücreleri için Freundlich sorpsiyon sabitleri (CniĢasta = 20 g/L; pH= 5.0; T= 30 
◦
C; 

tinkübasyon = 48 sa). 

 

 KF n 

Üreyen hücreler 1.6837 1.148 

Üreme periyodunu tamamlamıĢ 

hücreler 

 

0.7261 1.620 

Ölü hücreler 1.6820 2.016 
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ġekil 4.27  R. Delemar’ ın Cu(II) gideriminde üreyen, üreme peryodunu tamamlamıĢ ve 

ölü hücreleri için Freundlich sorpsiyon izotermleri (CniĢasta= 20 g/L; pH= 5.0; T= 30 ◦C; 

tinkübasyon = 48 sa). 

 

4.2.17 Zn(II) Ġyonları Varlığında ve Metalsiz Ortamda  R. delemar’ ın Asit 

Fosfataz Üretimi 

Bazı ağır metallerin enzim üretimine aktivatör etkisi gösterebildiği bilinmektedir. Zn(II) 

da bu metallerden birisidir. Zn(II) iyonları R.delemar‟ ın asit fosfataz üretimine iki 

Ģekilde etki etmiĢtir. DüĢük konsantrasyonlarda (10-25 mg/L) aktivator etki gösterirken, 

artan Zn(II) konsantrasyonlarında (50-100 mg/L)  inhibisyon etkisi görülmüĢtür. Bu 

nedenle düĢük deriĢimlerde Zn(II) için inhibisyon kinetiğine uyum gözlenmemiĢtir. 

R. delemar‟ın asit fosfataz üretiminde aĢılama sonrasında gözlemlenen gecikme 

evresi ortamda Zn(II) iyonları konsantrasyonunun artmasıyla 4. saatin sonuna kadar 

uzamıĢtır. Eklenen Zn(II) iyonlarının gecikme evresini uzattığı görülmüĢtür. Bu 

adaptasyon periyodundan sonra R. delemar hücreleri hızlı bir Ģekilde üremiĢ ve 

biyokütle konsantrasyonu zamanla üstel olarak artmıĢtır. Üremenin yavaĢlama evresi, 

üstel evresini takip etmiĢ 88-120 saatlar arasında gerçekleĢmiĢtir.  
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Maksimum biyokütle konsantrasyonu  pH 5.0‟de, yavaĢlama evresinin sonunda 

(48–76 sa) 2.736 g/L  olarak elde edilmiĢtir. Bu evreden sonra maksimum biyokütle 

konsantrasyonu yaklaĢık sabit kalmıĢtır (ġekil 4. 28).  

Asit fosfataz üretimi kültüvasyon zamanıyla artmıĢtır. Maksimum enzim 

aktivitesine ikinci günde ulaĢılmıĢtır. R. delemar’ın maksimum asit fosfataz üretimi, 

mikroorganizma üretiminin çok olduğu üstel üreme fazının son evresinde 

gerçekleĢmiĢtir (48 sa). Asit fosfataz üretimi durgun evresine kadar artmıĢtır. Kültür 

koĢullarına bağlı olarak enzim aktivitesi 72 sa devam etmiĢtir. Ancak bu saatten sonra 

aktivite hızla azalmıĢtır. 

Fermantasyon ortamının pH‟ı R. delemar‟ın  üremesi süresince bir miktar  

azalmıĢtır.  Maksimum asit fosfataz aktivitesinin elde edildiği, kültüvasyonun 48. 

saatinde fermantasyon ortamının pH‟ı 4.89 olarak kaydedilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.28 Metal iyonu içermeyen ve 50 mg/L Zn(II) iyonu içeren fermentasyon 

ortamlarında,  asit fosfataz aktivitesinin ve biyokütle konsantrasyonunun zamanla 

değiĢimi (pH=5.0; CniĢasta= 20 g/L; T= 30 
ͦ
C). 
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4.2.18 Zn(II) Ġyonlarının R. Delemar’ ın Üremesine Etkisi  

Fermentasyon ortamında Zn(II) iyonlarının varlığı R. delemar üremesini genellikle 

inhibe etmiĢtir. 10-25 mg/L Zn(II) iyonlarının varlığı mikroorganizmanın spesifik 

üreme hızını arttırmıĢtır. Üstel üreme evresinin sonunda (48 sa) biyokütle 

konsantrasyonu Zn(II) iyonlarının konsantrasyonunun 10-100 mg/L aralığında 

arttırılmasıyla 2.68 g/L „den 2.53 g/L‟ ye azalmıĢtır (Çizelge 4.17). Biyokütle 

konsantrasyonu ve spesifik üreme hızı inhibitör konsantrasyonuna bağlıdır. Zn(II) iyonu 

konsantrasyonu arttıkça her ikisi de azalmaktadır. En düĢük spesifik üreme hızı ve 

biyokütle konsantrasyonu, 100 mg/L Zn(II) iyonunun bulunduğu ortamda sırasıyla 

0,0430 sa
-1

 ve 2.530 g/L olarak bulunmuĢtur. 

 

Çizelge 4.17 Spesifik üreme hızı ve maksimum biyokütle konsantrasyonunun metal 

içermeyen ve içeren ortamlar için karĢılaĢtırılması (pH=5.0; CniĢasta= 20 g/L; T= 30 
ͦ
C; 

 tinkübasyon= 48 sa) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.19 R. delemar’ ın Üreme Hızı Üzerine Zn(II) Ġnhibisyon Tipinin Belirlenmesi 

Maksimum spesifik üreme hızı (m)  ve  Monod doygunluk sabitlerinin  (Ks) artan 

Zn(II) iyonu deriĢimi ile değiĢimi, Zn(II) iyonu içermeyen ortamla karĢılaĢtırılarak 

Çizelge 4.17„ de verilmiĢtir. Çift taraflı doğrusallaĢtırılmıĢ Monod grafiklerinden, Zn(II) 

iyonu konsantrasyonunun 50-100 mg/L aralığında arttırılmasının, R. delemar‟ ın üreme 

hızı üzerine etkisinin kısmi yarıĢmalı tip inhibisyon olduğu sonucuna varılmıĢtır. Kısmi 

yarıĢmalı  inhibisyonun net etkisi görünür Monod sabitlerinin Ks.app. değerlerinin 

CZn,i                                                 

(mg/L) 

Spesifik üreme  hızı 

µ(sa
-1

) 

Biyokütle 

konsantrasyonu 

(g/L) 

 0 0.0499 3.34 

10 0.0511 2.51 

25 0.0582 2.68 

50 0.0465 2.57 

75 0.0457 2.53 

100 0.0430 2.53 
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azalması ve buna bağlı olarak da reaksiyon  hızının azalmasıdır (ġekil 4.29). Doygunluk 

sabitinin veya yarı hız sabiti Ks‟ in düĢük değerleri mikroorganizmanın substrat için 

yüksek bir ilgiye sahip olduğunu gösterir (Shuler ve Kargı, 2002). Maksimum spesifik 

üreme hızları Zn(II) iyonlarının düĢük konsantrasyonlarıyla (10-25 mg/L) artarken, 

yüksek  konsantrasyonlarıyla (50-100 mg/L) azalmaktadır. 

.  

 

ġekil 4.29  Zn(II) içermeyen ortam ve 0-100 mg/L aralığında. artan konsantrasyonlarda 

Zn(II) iyonları içeren ortamlarda.  R. delemar’ ın üreme hızı için çift taraflı 

doğrusallaĢtırılmıĢ Monod grafikleri (pH=5.0; T= 30  
ͦ
C). 

  

4.2.20 Zn(II) Ġyonunun R.Delemar’ ın Üreme Hızı Üzerindeki Ġnhibisyon Sabitinin 

Belirlenmesi 

Kısmi yarıĢmalı inhibisyon için ġekil 4.30‟ daki çift taraflı doğrusallaĢtırılmıĢ Monod 

grafiklerinden hesaplanan görünür Ks.app değerleri Zn(II) konsantrasyonlarına karĢı 

grafiğe geçirilmiĢtir. Elde edilen doğrunun eğiminden Ks/Kı kesim noktasından Ks 

bulunmuĢtur (Çizelge 4.18). R . delemar‟ ın spesifik üreme hızı için Zn(II) iyonlarının 

inhibisyon sabiti 179.21 mg Zn(II)/L olarak bulunmuĢtur.  

Zn(II) iyonları varlığında spesifik üreme hızının azalan substrat 

konsantrasyonunu ile azaldığı  görülmüĢtür.  Kısmi yarıĢmalı inhibisyon modeline göre. 
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R. delemar’ ın  maksimum spesifik üreme hızı Zn(II) ve Ks değerlerinde azalmadır. Zn 

(II) iyonlarının kısmi yarıĢmalı inhibisyon modeline uyan değerleri için spesifik üreme 

hızları Çizelge 4.18 „de verilmiĢtir.  

 

Çizelge 4.18 Zn(II) içermeyen ortamda ve Zn(II) iyonlarının artan konsantrasyonlarının 

varlığında elde edilen maksimum spesifik üreme hızları ve inhibisyon sabitlerinin 

karĢılaĢtırılması (pH=5.0; T= 30  
ͦ
C) 

 

CZn,i µmaks Ks R
2
 

(mg/L) (L/sa) (g/L) 0,982 

0 0,0649 1,8928 0,982 

10 0,0812 4,1007
 a
 0,977 

25 0,0834 3,9123
 a 

 0,989 

50 0,0534 1,4119
 a
 0,953 

75 0,0501 1,2674
 a
 0,992 

100 0,0489 1,1978
 a
 0,990 

a
: Görünür Monod sabitleri 

4.2.21  R. delemar ’ ın Asit Fosfataz Aktivitesine Zn(II) Ġyonlarının Etkisi  

Enzimin p-nitrofenilfosfataz aktivitesine Zn(II) iyonlarının  inhibisyon etkisi, reaksiyon 

karıĢımındaki Zn(II) iyon konsantrasyonu 10-100 mg/L arasında arttırılarak 

araĢtırılmıĢtır. Enzimin p-nitrofenilfosfataz aktivitesi üzerine Zn(II) inhibisyon tipinin 

belirlenmesi için Michaelis-Menten kinetiği uygulanmıĢtır. 

Zn(II) iyonunun (10-25 mg/L) deriĢimleri için aktivasyon etkisi ġekil 4.30‟ da 

görülmektedir. Görüldüğü gibi 10 mg/L substrat deriĢiminde,  enzim aktivitesi oldukça 

artmıĢtır. artan Zn(II) konsantrasyonlarında (50-100 mg/L)  inhibisyon etkisi 

görülmüĢtür. Bu nedenle düĢük deriĢimlerde Zn(II) için inhibisyon kinetiğine uyum 

gözlenmemiĢtir. Ancak 25 mg/L Zn(II) iyonu eklenen ortamda aktivitenin azalmaya 

baĢladığı görülmektedir. 50 mg/L Zn(II) iyonu eklendiğinden itibaren inhibisyon etkisi 

baĢlamıĢtır. 50-100 mg/L deriĢimleri için inhibisyon kinetiği uygulanabilmiĢtir. 

Asit fosfataz aktivitesi (50-100 mg/L) Zn(II) içeren fermentasyon ortamlarında 

azalmaktadır. 50 mg/L Zn(II) iyonları içeren ortamda maksimum fosfataz aktivitesi, 

üstel üreme evresinin sonunda (48 sa), 171,393 µmol/L-dak olarak bulunmuĢtur  (ġekil 

4.28). Zn(II) iyonlarının konsantrasyonunun arttırılmasıyla asit fosfataz aktivitesinin 
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azaldığı görülmüĢtür. R. delemar‟ la asit fosfataz enziminin biyosentezinde Zn(II) 

iyonlarının varlığında gecikme evresi oluĢmamıĢtır. Asit fosfataz biyosentezi Zn(II) 

iyonları tarafından bastırılmamıĢtır. Maksimum enzim aktivitesi Zn(II)‟ suz ortamla 

aynı zamanda elde edilmiĢ ancak düĢük deiĢimlerde aktivite artmaya devam etmiĢtir 

(Çizelge 4.19).  

Zn(II) konsantrasyonu 50 ile 100 mg/L arasında değiĢtirilerek enzimin p-

nitrofenilfosfataz aktivitesine inhibisyon tipi Michaelis-Menten kinetiği uygulanarak 

belirlenmiĢtir. Çizilen 1/V-1/S doğrusal grafiğinden eğim Km/Vm ve y ekseninin kestiği 

noktadan  1/Vm bulunmuĢtur (ġekil 4.31).  

Artan Zn(II) iyonlarına rağmen maksimum tepkime hızı önemli derecede 

azalmakta ve bununla beraber Michaelis-Menten sabitleri belirgin derecede artmaktadır. 

Bu tip inhibisyon yarıĢmasız karıĢık (mixed) tip inhibisyon olarak bilinmektedir.  

 

 

 

ġekil 4.30 Metal içermeyen ortam ve artan konsantrasyonlarda 0-25 mg/L Zn(II) 

iyonları içeren ortam için R. delemar mantarının Monod eĢitliği (pH=5.0; T= 30  
ͦ
C). 

 

 

 

 



88 

 

 

ġekil 4.31 Zn(II) içermeyen ortam ve 50-100 mg/L aralığında Zn(II) iyonlarının artan 

konsantrasyonlarını içeren ortamlarda asit fosfataz enzimi için Linewear-burk grafikleri 

(pH=5.0; T= 30 
ͦ
C). 

 

Çizelge 4.19 Metal içermeyen ortam ve artan Zn(II) iyonu deriĢimlerinde maksimum 

aktivite ve maksimum Michaelis-Menten sabitleri karĢılaĢtırılması (pH=5.0; T= 30 
ͦ
C) 

 

 

 

 

 

CZn.i 

 (mg/L) 

max  

(µmol/L-dak) 

Km 

 (mM)  R
2
 

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 Ġçin Zn(II) Ġnhibisyon Sabitlerinin Belirlenmesi 

Ġnhibitor konsantrasyonuna karĢı grafiğe geçirilen 1/Vm.app değerleri eğimi 1/VmKı 

kesim noktası 1/Vm olan düz bir doğru verir. Enzimatik reaksiyon hızı üzerine Zn(II) 

iyonları için inhibisyon sabiti 100 mg Zn(II)/L olarak saptanmıĢtır. 

4.2.23 R. delemar’ ın Zn (II) Biyobirikimi 

R. delemar için Zn(II) iyonlarının maksimum biyobirikimi pH 5.0-5.5. aralığında elde 

edilmiĢtir. Bu pH aralığında aynı zamanda maksimum enzim aktivitesi değerleri elde 

edilmiĢtir (ġekil 4.32 ve 4.33). 50 mg/L  baĢlangıç Zn(II) iyonu konsantrasyonunda 

CCu,i, pH 5.0 ve 25 
o
C sıcaklıkta biyobiriktirilen Zn(II) iyonu konsantrasyonu (mg/L), 

kuru ağırlık temeli üzerinden biyokütlenin birim kütlesi baĢına biyobiriktirilen Zn(II) 

iyonu miktarları (mg Zn(II)/g kuru ağırlık) ve asit fosfataz aktivitesinin zamanla 

değiĢimi ġekil 4.33‟ de gösterilmiĢtir. Biyobiriktirilen Zn(II) iyonu konsantrasyonu 

gecikme evresi süresince yavaĢ ve üstel üreme evresinde hızlı bir Ģekilde artmıĢtır ve 

maksimum değerine 48 sa‟ de ulaĢılmıĢtır.  

Maksimum asit fosfataz aktivitesi de R. delemar üremesinin aynı basamağında 

elde edilmiĢtir. Asit fosfataz Zn(II) biyobirikiminde doğrudan rol oynadığından bu 

beklenen bir sonuçtur. Daha sonra biyobiriktirilen Zn(II) iyon konsantrasyonu üremenin 

yavaĢlama ve durgun evreleri boyunca yaklaĢık olarak sabit kalmıĢtır. Zamanla 

biyokütlenin birim kütlesi baĢına biyobiriktirilen Zn(II) iyon miktarlarının değiĢimine 

gelince, genç hücre konsantrasyonu göreceli olarak düĢük olduğundan, biyokütlenin 

birim kütlesi baĢına biyobiriktirilen Zn(II) iyon miktarlarında hızlı bir artıĢ, gecikme 

evresinde ve üstel üreme evresinin baĢlangıcında gözlenmiĢtir. Mikroorganizma 

konsantrasyonu arttığında ve yaklaĢık olarak sabit bir değere ulaĢtığında zamanla 

biyokütlenin birim kütlesi baĢına biyobiriktirilen Zn(II) iyon miktarlarındaki artıĢ 

azalmıĢtır.  

R. delemar ile Zn(II) giderimi, üstel üreme evresinde ve canlı hücrenin olduğu 

fermantasyon ortamında en fazladır. Biyosorpsiyonun gerçekleĢtirildiği fermantasyon 

ortamında elde edilen biyosorpsiyon değeri ise biyobirikimin olduğu enzim üretilmeyen 

canlı ortama göre daha fazladır. Bunun nedeni olarak Zn(II) iyonun R. delemar’ ın 

biyogiderimde inhibisyon etkisi yapması olarak düĢünülebilir. 
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ġekil. 4.32 Zn(II) iyonu için biyobiriken Zn(II) iyonu konsantrasyonu (mg/L) ve birim 

kuru ağırlık temelinde biyobiriken Zn(II) iyonu miktarının (mg Zn(II)/g kuru ağırlık) 

pH  ile değiĢimi (CniĢasta= 20 g/L; T= 30 
ͦ
C; CZn.i= 50 mg/L). 

 

 

ġekil 4.33 Enzim aktivitesi (µmol/L-dak) ve biyokütle konsantrasyonunun pH ile 

değiĢimi (g/L) (CniĢasta = 20 g/L; T= 30 
ͦ
C; CZn.i= 50 mg/L). 
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ġekil 4.34 Biyobiriken Zn(II) iyonlarının konsantrasyonu (mg/L). birim kuru temel için 

biyobiriken Zn(II) iyonlarının miktarı (mg Zn(II)/g kuru ağırlık) ve enzim aktivitesinin 

zamanla değiĢimi (CniĢasta = 20 g/L; T= 30  
ͦ
C; CZn.i= 50 mg/L). 

 

4.2.24 R. delemar’ ın Üreyen, Üreme Periyodunu TamamlamıĢ ve Ölü Hücrelerinin 

Zn(II) Sorpsiyon Kapasitelerinin KarĢılaĢtırılması 

R. delemar‟ ın üreyen, üreme periyodunu tamamlamıĢ ve ölü hücrelerinin Zn(II) 

sorpsiyon kapasiteleri, sorpsiyon izotermlerine uyumu araĢtırıldı (Çizelge 4.20). 

Deneysel ve yöntem tarafından önerilen denge giderimi arasındaki en iyi uyum 

Freundlich izotermi kullanılarak elde edildi. Freundlich izotermlerinden elde edilen KF 

ve n değerleri Çizelge 4.21‟ de sunulmaktadır. Zn(II) iyonları ölü hücrelerle düĢük 

baĢlangıç metal iyonu konsantrasyonlarında etkin biçimde sorbe edilmektedir. 48 saatin 

sonunda R. delemar‟ ın mikroorganizma üremesinin yüksek olması nedeniyle Zn(II) 

iyonlarının daha düĢük konsantrasyonlarında üreyen hücrelerle biyokütlenin birim 

kütlesi baĢına biyobiriktirilen Zn(II) iyon miktarları ölü hücrelerle elde edilene göre 

daha düĢüktür. Üreyen, üreme periyodunu tamamlamıĢ ve ölü hücreler için sorpsiyon 

izotermlerinin karĢılaĢtırılması iyi sorbe edilen Zn(II) iyonlarının dik eğimlerle yükselen 

izotermlere sahip olduklarını ve daha yüksek sorbe edilen konsantrasyon değerlerine, 

qeq, karĢı geldiklerini göstermektedir (ġekil 4.35). Üstel üreme fazının sonunda, 
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fermentasyon ortamlarından santrifüjlenerek ayrılan yaĢ R. delemar hücreleriyle, Zn(II) 

iyonlarının gideriminin, üreyen hücrelerin biyobirikiminden ve ölü hücrelerin 

biyosorpsiyonundan daha düĢük olduğu görülmektedir. Bu durum Zn(II) gideriminin 

asit fosfataz enziminin aktivitesi aracılığıyla gerçekleĢtiğini göstermektedir. R. delemar 

üreme ortamından ayrıldıktan sonra asit fosfataz enziminin aktivitesi azalmaktadır. R. 

delemar‟ ın üreyen üreme peryodunu tamamlamıĢ ve ölü hücrelerinin metal giderim 

yolları hemen hemen aynıdır. Biyokütlenin birimkütlesi baĢına biyobiriktirilen Zn(II) 

iyonu miktarları, artan Zn(II) konsantrasyonu ile artmasına rağmen daha yüksek Zn(II) 

iyon giderim verimlilikleri bütün biyokütle tipleri için daha düĢük Zn(II) konsantrasyon 

değerlerinde elde edilmiĢtir. 25 mg/L Zn(II) iyon konsantrasyonunun üzerinde Zn(II) 

biyobirikim verimliliklerinde azalma gözlenmektedir. Ancak enzim aktivitesi olan 

ortam için verimlilik 50 mg/L Zn(II) iyonu içeren ortama kadar azalmamıĢtır. 

Biyobiriken Zn(II) iyonu miktarı üreyen hücre için ölü hücrede bulunan değerden daha 

büyüktür. Zn(II) giderim kapasitesi üreyen hücre için en fazladır bunu ölü hücre takip 

etmektedir.  

Özdemir ve arkadaĢları (2009), Cd(II), Cu(II), Ni(II), Mn(II) ve Zn(II) gibi ağır 

metallerin termofilik bakteriler Geobacillus toebii sub. Sp. Decanicus (G1) ve 

Geobacillus thermoleovorans sub sp. Stromboliensis (G2) tarafından biyosorpsiyonunu 

incelemiĢ ve karĢılaĢtırmıĢlardır. 100 ml hacmindeki kesikli reaktörlerde 20 ml 

hacmindeki metal çözeltilerde ölü hücrelerle gerçekleĢtirilen deneylerde 30-38 
0
C 

sıcaklık ve 15-120 dakika sürede gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen sonuçlardan G1 için 

10-50 mg/L baĢlangıç metal hacmine kadar Zn için elde edilen q(mg/g) değerlerinin 

daha yüksek olduğu (15.2 mg/g), ancak 250 mg/L metal iyonu deriĢimlerinde Cu(II) 

biyosorpsiyonunun (38.4 mg/g) ve Ni(II) biyosorpsiyonunun (35.6 mg/g). Zn(II) 

iyonuna (28.0 mg/g) gore daha fazla olduğu görülmektedir. G2 için yapılan 

çalıĢmalarda ise 10-190 mg/L metal içeren ortamlarda Zn biyosorpsiyonun (20.7mg/g). 

Cu(II) (20.6mg/g) ve Ni(II) (13.4mg/g)‟e göre daha iyi olduğu görülmektedir. Bu 

sonuçlardan G1 ve G2 için Zn‟nun diğer metallerden daha az inhibisyon etkisi olduğu 

söylenebilir. Ancak baĢlangıç metal konsantrasyonunun da biyosorpsiyon verimliliğini 

değiĢtiren bir unsur olduğu da görülmektedir.  

Huang ve Shindo (2000), ise toprakta bulunan ağır metallerin asit fosfataz 

aktivitesine inhibisyon etkisini serbest ve immobilize enzim için incelemiĢlerdir. pH 5 

ve 5.5 için kısmi yarıĢmalı inhibisyon etkisini gözlemlerken pH 6 için karıĢık tip 
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inhibisyon modeli elde edilmiĢtir. Abdallah ve arkadaĢları (1999) yaptıkları çalıĢmada 

lactobacillus plantarum DPC2739 isimli mikroorganizmadan asit fosfataz elde etmiĢ ve 

ağır metallerin inhibisyon etkisini incelemiĢtir. Optimum pH aralığı 3.5-5.5 aralığında 

elde edilmiĢ. bu aralıkta kültür ortamına eklenen BaCl2, CaCl2, CoCl2, CuCl2, MgO2, 

MnCl2 ve ZnCl2 gibi ağır metallerin asit fosfataz üzerindeki inhibisyon etkisi 

incelenmiĢtir. Sonuçlardan ZnCl2 ve MgO2 „in aktiviteyi değiĢtirmediği. CoCl2 „nin 

aktiviteyi %4 oranında düĢürdüğü ve diğer metallerin de aktiviteyi bir miktar artırdığı 

görülmüĢtür. Bu tez çalıĢmasında Zn(II) iyonlarının düĢük deriĢimlerde (0-25 mg/L) 

aktivatör ve yüksek deriĢimlerde (50-100 mg/L) inhibitör olarak etki ettiği ve Cu(II) 

iyonlarının inhibisyona neden olduğu görülmüĢtür. Aynı Ģekilde Ni(II) iyonları da asit 

fosfataz enzimi için inhibisyona neden olmuĢ, diğer metallerden daha fazla enzimatik 

reaksiyon hızını azaltmıĢtır. Biyobirikim için en düĢük değerler de Ni(II) iyonlarıyla 

elde edilmiĢtir.  

Metal iyonlarının giderimi üstel üreme evresini sonunda R. delemar „ın 

aktivitesinin olduğu ortam, aktivitesinin olmadığı ortam ve ölü hücre için aĢağıdaki 

tabloda kıyaslanmıĢtır. Elde edilen sonuçlardan aktivitenin en yüksek olduğu ortamda 

verimliliğin de buna bağlı olarak en yüksek değerine ulaĢtığı görülmüĢtür. 

 

Çizelge 4.20 Biyobiriken Zn(II) iyonu konsantrasyonu miktarı ve birim biyokütle 

miktarı için biyobiriken Zn(II)iyonu miktarının. Zn(II) iyonu içeren asit fosfataz üretim 

ortamında ortamda yaĢayan. tutuklu ve ölü hücre için karĢılaĢtırılması (CniĢasta = 20 g/L; 

pH=5.0; T= 30 
ͦ
C; tinkübasyon = 48 sa) 

 

 

  

Üreyen hücreler için 

biyobirikim 

  Üreme periyodunu 

tamamlamıĢ hücreler 

için biyobirikim 

    Biyosorpsiyon       

CZn.i Enzim Cbiyobir. qbiyobir. 

(mg/g) 

Yver.     Enzim Cbiyobir. qbiyobir. 

(mg/g) 

Y ver.     Enzim Cbiyobir. qbiyoabir. 

(mg/g) 

Y ver.     

 (mg/L) Aktivitesi 

(µmol/L-

dak) 

(mg/L) (%) Aktivitesi 

(µmol/L-

dak) 

(mg/L) (%)  Aktivitesi 

 (µmol/L-

dak) 

(mg/L)         (%) 

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 5.59      74.99 21.40  7.03 4.02   34.89 3.42 11.23 11.23 41.81 

50.86 171.39 41.11 24.5     80.83 20.34        15.75 7.25      31. 3 2.62 16.04 16.04 38.94 

74.01 167.77 51.82 26.03    69.90 11.705      18.89     8.41      25.52 2.39 25.28 25.28 32.18 

100.10 58.52 58.85 26.12    58.82 13.66        23.31              12.15    23.34 1.03 31.22 31.22 31.22 
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Çizelge 4.21  R. Delemar’ ın Zn(II) gideriminde  üreyen. üreme peryodunu tamamlamıĢ 

ve ölü hücreleri için Freundlich sorpsiyon sabitleri (CniĢasta = 20 g/L; pH= 5.0; T= 30 ◦C; 

tinkübasyon= 48 sa). 

 

 KF n 

Üreyen hücreler 1.8094 1.2771 

Üreme peryodunu 

tamamlamıĢ hücreler 

 

0.9579 1.7921 

Ölü hücreler 1.6702 2.004 

 

  ġekil 4.35  R. Delemar’ın Zn(II) gideriminde üreyen, üreme peryodunu 

tamamlamıĢ ve ölü hücreleri için Freundlich sorpsiyon izotermleri (CniĢasta = 20 

g/L; pH= 5.0; T= 30 ◦C; tinkübasyon= 48 sa). 
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4.3 Yüzey Cevap Yöntemiyle Yapılan Tasarım ÇalıĢmaları 

Klasik biyobirikim deneyleri sonucunda belirlenen en uygun pH ve sıcaklık aralıkları 

dikkate alınarak, deney sisteminin yüzey cevap yöntemiyle, deneysel çalıĢma aralıkları, 

en düĢük pH değeri olarak 4.0 en yüksek pH değeri olarak 5.5, en düĢük sıcaklık değeri 

olarak 25 
0
C, en yüksek sıcaklık değeri olarak 36 

0
C seçilmiĢtir. Tasarım çalıĢmaları 

için düĢük deriĢimlerde aktivator etkisi göstermesi nedeniyle ağır metal olarak Zn(II) 

seçilmiĢtir. Sisteme eklenen Zn(II) deriĢimi 10-50 mg/L deriĢim aralığında 

değiĢtirilmiĢtir. Kullanılan değerler ve cevap değiĢkenleri Çizelge 4.22‟ de 

gösterilmiĢtir. 

Design Expert 7.00 (deneme versiyonu, Stat Ease Inc., Minneapolis, USA)  

paket program ile yapılması gereken deney setleri belirlenmiĢ, elde edilen sonuçlar 

programa uygulanmıĢtır (Açıkel vd., 2010). pH, sıcaklık ve baĢlangıç Zn(II) deriĢimi 

bağımsız değiĢkenlerine karĢı, cevap değiĢkenleri, asit fosfataz aktivitesi, 

mikroorganizma deriĢimi ve metal biyobirikimi için elde edilen deneysel ve yöntem 

tarafından öngörülen değerler Çizelge  4.23‟ de karĢılaĢtırılmaktadır. 

 

Çizelge 4.22 Bağımsız değiĢken aralıkları ve cevap değiĢkenleri 

 

Bağımsız 

değiĢken 

Semboller KodlanmıĢ düzeyler 

KodlanmamıĢ KodlanmıĢ -1 0 1 

pH X1 x1 4.00 4.75 5.50 

T (
0
C) X2 x2 25.0 30.5 36.0 

CZn,i (mg/L) X3 x3 10 30 50 
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Çizelge 4.23 Uygulanan pH, sıcaklık ve Zn(II) deriĢimleri ile elde edilen cevap 

değiĢkenleri 

 

 

 

 

 

SET 

Gerçek  

Değerler 

Asit fosf. 

Aktivitesi 

(µmol/L-dak) 

Mikroorg. 

DeriĢimi (g/L) 
 

Metal 

Biyobirikimi (mg/L) 

pH T CZn,i 
 

Yöntem 

değerler 

 
Deneysel  

değerler 

 

 

% 
Hata 

 
Yöntem 

değerler 

 
Deneysel 

değerler 

 

 

% 
Hata 

 
Yöntem 

değerler 

 
  Deneysel 

değerler 

 

 

% 
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 Ġçin Deney 

KoĢullarının Belirlenmesi 

EĢitlik 4.1 tarafından ifade edilen yöntem pH, sıcaklık ve baĢlangıç Zn(II) 

konsantrasyonunun fonksiyonu olarak asit fosfataz aktivitesini göstermektedir. Elde 

edilen eĢitlik lineer eĢitliktir ve denklemi aĢağıdaki gibidir. 

 

Enzim aktivitesi = 757.73 + 81.08x1 + 30.83x2 - 159.14x3
                      (4.1) 

 

EĢitlik 5.1‟ in istatiksel anlamı F testiyle kontrol edildi. Cevap yüzeyi lineer eĢitlik için 

varyans analizi (ANNOVA) Çizelge 4.24 „de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.24  Cevap yüzeyi lineer eĢitlik için, sıcaklık, pH ve Czn,i fonksiyonu olarak 

asit fosfataz aktivitesinin varyans analizi (ANNOVA)   

 
Kaynak Kareler 

toplamı 

(Sum of 

squares) 

DF Ortalamanın 

Karesi (Mean 

square) 

F- Değeri Probobilite 

(P)>F 

 

Model 2.628 .10
5
 3 87599.58 55.46 0.0001 uyumlu 

Arta kalan 

(Residual) 

20531.86 13 1579.37    

Uyum eksikliği 

(Lack of fit) 

18423.91 9 2047.10 3.88 0.1021  

Hata (Pure eror) 2107.95 4 526.99    

DüzeltilmiĢ 

toplam 

2.833.10
5
 16     

R
2 
=

   
0.9275

            
R

2
Adj= 0.9108    R

2
Pred= 0.8564          R=0.9632 

 

Elde edilen sonuçların anlamlı olabilmesi için yöntemde Prob>F diye ifade edilen 

olasılık değerinin 0.05‟ten küçük olması gerekir. 0.1000‟ den büyük olduğu durumlarda 

tasarım cevap değiĢkenleri için anlamsız olur. F değeriyle birlikte R
2 

değerinin de 

incelenmesi ANNOVA tarafından öngörülen eĢitliğe uyumu için önemli bir 

parametredir. Elde edilen verilerle tasarım uyumlu değilse uyum eksikliği vardır (not 

significant). Uyumlu ise (significant) yöntem uyumludur denir. Öngörülen eĢitliğe 
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uyumu için R
2 

değeri incelendiğinde ise yöntem değer ile gerçek değeri arasında çok 

büyük bir fark olmaması gereklidir. R
2 

ne kadar 1‟e yakınsa yöntem o kadar gerçekçidir.  

Yöntem için F değeri 55.46 olarak bulunmuĢtur. Öngörülen F değerinden ve 

probabilite değerininin 0.0001‟den küçük olmasından yöntemin uyumlu olduğu 

anlaĢılmaktadır. Asit fosfataz aktivitesi için 0.9275‟ lik R
2
 değeri yöntemin doğruluğuna 

iĢaret eder. Yüzde olarak ifade edildiğinde, R
2
 enzim aktivitesi için %90.30 toplam 

değiĢimin bağımsız değiĢkenlere atfedilebileceğini, toplam değiĢimin yanlız %9.7‟ sinin 

yöntemle ifade edilemediğini göstermektedir.  R
2
Pred (0.8564),  R

2
Adj (0.9108) ile iyi bir 

uyum içerisindedir. Eğer yöntemde pekçok değiĢken varsa ve örnek miktarı çok değilse 

R
2

Adj,   R
2‟ 

den belirgin Ģekilde küçük olabilir. Sonuç olarak bu değerlerin birbirine ve 1‟ 

e yaklaĢması yöntemin baĢarısını göstermektedir.  

Yeterli kesinlik (adequate precision), sinyal gürültü oranını gösterir. Sinyal 

gürültü oranının ise 4„ ün üstünde olması beklenir. Bu çalıĢmada bulunan sinyal gürültü 

oranı 24.922 yeterli sinyale iĢaret etmektedir. Uyum eksikliği (lack of fit), regresyonda 

içerilmeyen noktalarda deneysel kümedeki verileri göstermek için  yöntemin baĢarısını 

ölçer. EĢitlik 5.1‟ in regresyonundan elde edilen uyum eksikliği anlamlı değildir 

(P=0.1021). Anlamlı olmayan uyum eksikliği iyidir ve öngörülen eĢitliğinin 

değiĢkenlerin değerlerinin herhangi bir kombinasyonunda asit fosfataz aktivitesini 

önermek için yeterli olduğunu göstermektedir. Asit fosfataz aktivitesi için lineer bir 

eĢitlik elde edilmiĢ olması incelenen parametrelerin birbirini etkilemediğini 

göstermektedir. Bir baĢka deyiĢle örneğin asit fosfataz aktivitesi için elde edilen pH 

optimumu, çalıĢılan sıcaklık aralığında değiĢmez. 

EĢitlik 4.1‟ in regresyonunun grafiksel gösterimlerine cevap yüzeyleri denir. Üç 

boyutlu cevap yüzeyleri ve kontur grafikleri design expert kullanılarak elde edilmiĢ ve 

ġekil 4.36, 4.37 ve 4.38 ile gösterilmiĢtir. Grafiklerden de görüldüğü gibi ortam pH‟ ı 

5.03‟ e, sıcaklık 31.82 
o
C‟ ye ve baĢlangıç metal iyonu deriĢimi 30.15 mg/L‟ ye kadar 

arttırılmasıyla, asit fosfataz aktivitesinin 794.098 µmol/L-dak‟ ya kadar arttığı 

gözlenmiĢtir.   
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(b) 

 

 

ġekil 4.36-(a) CYY ile, enzim aktivitesinin pH ve sıcakla değiĢimini gösteren kontür 

grafiği (b) CYY ile, enzim aktivitesinin pH ve sıcaklıkla değiĢimini gösteren üç boyutlu 

grafiği 

 

 

pH 

pH 

T (
o
C) 

T (
o
C) 

Enzim akt. 

(µmol/L-dak) 

Enzim akt. (µmol/L-dak)
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ġekil 4.37-(a) CYY ile, enzim aktivitesinin CZn,i ve sıcaklıkla değiĢimini gösteren kontür 

grafiği (b) CYY ile, enzim aktivitesinin, CZn,i ve sıcaklıkla değiĢimini gösteren üç 

boyutlu grafiği 

CZn,i 

(mg/L) 

T (
o
C) 

Enzim akt. (µmol/L-dak) 

CZn,i 

T (
o
C) 

Enzim akt. 

(µmol/L-dak) 

   CZn,i (mg/L) 
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ġekil 4.38-(a) CYY ile, enzim aktivitesinin CZn,i ve pH ile değiĢimini gösteren kontür 

grafiği (b) CYY ile, enzim aktivitesinin CZn,i ve pH ile değiĢimini gösteren üç boyutlu 

grafiği 

 

 

Enzim akt.  (µmol/L-dak) 

CZn,i (mg/L) 

CZn,i (mg/L) 

pH 

pH 

Enzim akt. 

(µmol/L-dak) 
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4.3.2 R. delemar Üremesi Ġçin Deney KoĢullarının Belirlenmesi 

EĢitlik 4.2 tarafından ifade edilen yöntem pH, sıcaklık ve baĢlangıç Zn(II) 

konsantrasyonunun fonksiyonu olarak R. delemar konsantrasyonunu göstermektedir. 

Elde edilen eĢitlik kuadratik bir eĢitliktir ve denklemi aĢağıdaki gibidir. 

 

Mikroorganizma konsantrasyonu = 3.08 + 0.048 x1 + 0.33 x2 - 0.40 x3  + 0.07 x1x2  + 

0.21x1x3 -0.24  x2 x3 + 0.12 x1
2 - 0.16  x2

2 - 0.35 x3
2                                                       (4.2) 

 

EĢitlik 4.2‟ nin istatiksel anlamı F testiyle kontrol edildi. Cevap yüzeyi quadratik eĢitlik 

için varyans analizi (ANNOVA) Çizelge 5.25 „de verilmiĢtir. 

        

Çizelge 4.25  Cevap yüzeyi kuadratik eĢitlik için, sıcaklık, pH ve Czn,i fonksiyonu olarak 

R. Delemar üremesinin varyans analizi (ANNOVA)  

 

Kaynak Kareler 

toplamı 

(Sum of 

squares) 

DF Ortalamanın 

Karesi (Mean 

square) 

F- Değeri Probobilite 

(P)>F 

 

Model 3.20 9 0.36 273.75 <0.0001 uyumlu 

Arta kalan 

(Residual) 

9.089.10
-3

 7 1.29.10
-3

    

Uyum eksikliği 

(Lack of fit) 

9.75.10
-4

 3 3.25.10
-4

 0.16 0.9178  

Hata (Pure eror) 8.11.1
0-3

 4 2.082.10
-3

    

DüzeltilmiĢ 

toplam 

3.21 16     

R
2 
=

   
0.9972

           
R

2
Adj= 0.9935     R

2
Pred= 0.9912    R=0.9986 

           

Model için F değeri 273.75 olarak bulunmuĢtur. Model F değerinden ve probabilite 

değerininin küçük olmasından yöntemin uyumlu olduğu anlaĢılmaktadır. 

Mikroorganizma konsantrasyonunun öngörülmesi için R
2 

= 0.9972 değeri yöntemin 

doğruluğuna iĢaret eder. Yüzde olarak ifade edildiğinde, R
2
 enzim aktivitesi için % 

99.72 toplam değiĢimin bağımsız değiĢkenlere atfedilebileceğini, toplam değiĢimin 

yalnız %0.0028‟ sinin yöntemle ifade edilemediğini göstermektedir. Bire yakın  
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regresyon katsayısı değerleri deneysel verilerin yöntemle iyi bir uyum içerisinde 

olduğunu göstermektedir.  

   Bu çalıĢmada bulunan sinyal gürültü oranının 56.674 olarak bulunmuĢtur. Bu 

değerin 4‟ den büyük olması yeterli sinyale iĢaret etmektedir. EĢitlik 4.2‟ in 

regresyonundan elde edilen uyum eksikliği anlamlı değildir (P=0.9178). Anlamlı 

olmayan uyum eksikliği iyidir ve model eĢitliğinin değiĢkenlerin değerlerinin herhangi 

bir kombinasyonunda mikroorganizma konsantrasyonunu aktivitesini önermek için 

yeterli olduğunu göstermektedir.  

Sıcaklık, pH ve  Zn(II) deriĢiminin hem lineer etkisinin hem de ikinci derceden 

etkisinin mikroorganizma konsantrasyonu üzerinde önemli olduğu 0.05‟ den daha 

küçük probobilite değerlerinden anlaĢılmaktadır. Öte yandan çalıĢılan baĢlangıç Zn(II)  

konsantrasyonunun pH ya da sıcaklığa bağlı olarak da etki ettiği, pH ve sıcaklığın da 

birlikte etki ettiği görülmektedir. ÇalıĢılan aralıkta sıcaklık, pH ve  Zn(II) deriĢiminin 

artmasıyla mikroorganizma deriĢiminin artması beklenmektedir. 

EĢitlik 4.2‟ nin regresyonunun grafiksel gösterimlerine cevap yüzeyleri denir. Üç 

boyutlu cevap yüzeyleri ve kontur grafikleri design expert kullanılarak elde edilmiĢ ve 

ġekil 4.39, 4.40 ve 4.41 ile gösterilmiĢtir. Grafiklerden de görüldüğü gibi ortam pH‟ ı 

5.03‟ e, sıcaklık 31.82 
o
C‟ ye ve baĢlangıç metal iyonu deriĢimi 30.15 mg/L‟ ye kadar 

arttırılmasıyla, mikroorganizma konsantrasyonunun 3.2038 g/L‟ ye kadar arttığı 

gözlenmiĢtir.   
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      (b) 

ġekil 4.39-(a) CYY ile, mikroorganizma konsantrasyonunun sıcaklık ve pH ile 

değiĢimini gösteren kontür grafiği (b) CYY ile, mikroorganizma konsantrasyonunun 

sıcaklık ve pH ile değiĢimini gösteren üç boyutlu grafiği 
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ġekil 4.40-(a) CYY ile, mikroorganizma konsantrasyonunun CZn,i ve sıcaklık ile 

değiĢimini gösteren kontür grafiği (b) CYY ile, mikroorganizma konsantrasyonunun 

CZn,i ve sıcaklık ile değiĢimini gösteren üç boyutlu grafiği 
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ġekil 4.41-(a) CYY ile, mikroorganizma konsantrasyonunun CZn,i ve pH ile değiĢimini 

gösteren kontür grafiği (b) CYY ile, mikroorganizma konsantrasyonunun CZn,i ve pH ile 

değiĢimini gösteren üç boyutlu grafiği 
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4.3.3  R. Delemar’ ın Zn(II) Biyobirikimi Ġçin Deney KoĢullarının Belirlenmesi 

EĢitlik 4.3 tarafından ifade edilen model pH, sıcaklık ve baĢlangıç Zn(II) 

konsantrasyonunun fonksiyonu olarak R. delemar konsantrasyonunu göstermektedir. 

Elde edilen eĢitlik quadratik bir eĢitliktir ve denklemi aĢağıdaki gibidir. 

 

Zn(II) biyobirikimi =16.69 – 0.25 x1 + 3.83  x2 + 11.24  x3 -0.28  x1x2 + 0.25  x1x3 + 

2.42 x2x3- 9.5 10
-3

 x1- 0.15  x2
2 + 0.013 x3

2           (4.3) 

 

EĢitlik 4.3‟ nin istatiksel anlamı F testiyle kontrol edildi. Cevap yüzeyi quadratik eĢitlik 

için varyans analizi (ANNOVA) Çizelge 4.26 „da verilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.26  Cevap yüzeyi kuadratik eĢitlik için, sıcaklık, pH ve Czn,i fonksiyonu olarak 

R. Delemar‟ ın Zn (II) biyobirikimi için varyans analizi (ANNOVA)  

 
Kaynak Kareler 

toplamı 

(Sum of 

squares) 

DF Ortalamanın 

Karesi (Mean 

square) 

F- Değeri Probobilite 

(P)>F 

 

Model 1152.72 9 128.08 4008.86 <0.0001 uyumlu 

Arta kalan 

(Residual) 

0.22 7 0.032    

Uyum eksikliği 

(Lack of fit) 

0.14 3 0.046 

 

2.15 0.2362  

Hata (Pure eror) 0.086 4 0.021    

DüzeltilmiĢ 

toplam 

115295 16     

R
2 
=

   
0.9998

            
R

2
Adj= 0.9996     R

2
Pred= 0.9980     R=0.9989 

 

  Yöntem için F değeri 4008.65 olarak bulunmuĢtur. Yöntem F değerinden ve 

probabilite değerininin 0.0001‟den küçük olmasından modelin uyumlu olduğu 

anlaĢılmaktadır. Asit fosfataz aktivitesi için 0.9998‟ lik R
2
 değeri yöntemin doğruluğuna 

iĢaret eder. Yüzde olarak ifade edildiğinde, R
2
 enzim aktivitesi için %99.98 toplam 

değiĢimin bağımsız değiĢkenlere atfedilebileceğini, toplam değiĢimin yanlız %0.02‟ 

sinin modelle ifade edilemediğini göstermektedir.  R
2
 Pred (0.9980),  R

2
Adj (0.9996) ile iyi 



108 

 

bir uyum içerisindedir. Eğer eĢitlikte pekçok değiĢken varsa ve örnek miktarı çok 

değilse R
2

Adj, R
2‟ 

den belirgin Ģekilde küçük olabilir. Sonuç olarak bu değerlerin 

birbirine ve 1‟ e yaklaĢması yöntemin baĢarısını göstermektedir.  

Yeterli kesinlik (adequate precision), sinyal gürültü oranını gösterir. Sinyal 

gürültü oranının ise 4„ ün üstünde olması beklenir. Bu çalıĢmada bulunan sinyal gürültü 

oranı 219.819 yeterli sinyale iĢaret etmektedir. Uyum eksikliği (lack of fit), regresyonda 

içerilmeyen noktalarda deneysel kümedeki verileri göstermek için  yöntemin baĢarısını 

ölçer. EĢitlik 4.3‟ ün regresyonundan elde edilen uyum eksikliği anlamlı değildir (P=0. 

2362). Anlamlı olmayan uyum eksikliği iyidir ve model eĢitliğinin değiĢkenlerin 

değerlerinin herhangi bir kombinasyonunda asit fosfataz aktivitesini önermek için 

yeterli olduğunu göstermektedir. Asit fosfataz aktivitesi için quadratik bir eĢitlik elde 

edilmiĢ olması incelenen parametrelerin birbirini etkilediğini göstermektedir.  

Katsayıların herbirinin anlamlı olup olmadığını kontrol etmek için p değeri 

kullanılmıĢtır. pH‟ ın, sıcaklığın ve baĢlangıç Zn(II) deriĢiminin birinci dereceden 

biyobirikim üzerinde etkisili olduğu 0.05‟ den daha küçük probobilite değerlerinden 

anlaĢılmaktadır. Öte yandan çalıĢılan baĢlangıç Zn(II)  konsantrasyonu aralığında, 

biyobirikim  üzerine pH ve sıcaklığın, pH ve deriĢimin, sıcaklık ve deriĢimin birlikte 

etki ettiği görülmektedir. BaĢlangıç Zn(II) deriĢimi, ortam sıcaklığı azaldıkça ve en 

uygun pH değerinden uzaklaĢıldıkça biyobirikimin azalması beklenir.   

EĢitlik 5.3‟ ün regresyonunun grafiksel gösterimlerine cevap yüzeyleri denir. Üç 

boyutlu cevap yüzeyleri ve kontur grafikleri design expert kullanılarak elde edilmiĢ ve 

ġekil 4.42, 4.43 ve 4.44 ile gösterilmiĢtir. Grafiklerden de görüldüğü gibi ortam pH‟ ı 

5.03‟ e, sıcaklık 31.82 
o
C‟ ye ve baĢlangıç metal iyonu deriĢiminin 30.15 mg/L‟ ye 

kadar arttırılmasıyla, Zn(II) biyobirikiminin 17.622  mg/L‟  ye kadar arttığı 

gözlenmiĢtir.   
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(b) 

 

ġekil 4.42-(a) CYY ile, Zn(II) biyobirikiminin sıcaklık ve pH ile değiĢimini gösteren 

kontür grafiği (b) CYY ile, Zn(II) biyobirikiminin sıcaklık ve pH ile değiĢimini 

gösteren üç boyutlu grafiği 
 

pH 

 

(mg/L

) 

T (
o
C) 
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pH 
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) 

T (
o
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(b) 

 

ġekil 4.43-(a) CYY ile, Zn(II) biyobirikiminin sıcaklık ve CZn,i ile değiĢimini gösteren 

kontür grafiği (b) CYY ile, Zn(II) biyobirikiminin sıcaklık ve CZn,i ile değiĢimini 

gösteren üç boyutlu grafiği 

 

Cbiyob (mg/L) 

T (
o
C) 

CZn,i (mg/L) 

Cbiyob.  

(mg/L) 

CZn,i (mg/L) 

T (
o
C) 
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ġekil 4.44-(a) CYY ile, Zn(II) biyobirikiminin pH ve CZn,i ile değiĢimini gösteren 

kontür grafiği (b) CYY ile, Zn(II) biyobirikiminin pH ve CZn,i ile değiĢimini gösteren üç 

boyutlu grafiği 
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4.3.4 Deney Doğrulama 

 

CYY ile elde edilen deney sonuçlarını doğrulamak ve deneysel değerlerden sapmayı 

görebilmek için optimum koĢullarda (pH=5.03, T = 31.82
 o

C, CZn,i = 30.15 mg/L) deney 

tekrarlanmıĢtır. Elde edilen sonuçlar Çizelge  4.27 ile gösterilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.27 CYY ile elde edilen deneysel sonuçlar ile deney doğrulama değerlerinin 

karĢılaĢtırılması 

Deney parametreleri Tasarım 

sonuçları 

Deney doğrulama 

sonuçları 

    % Hata 

Asit fosfataz aktivitesi 

(µmol/L-dak) 
798.098 791.420 0.84 

 

Mikroorganizma 

konsantrasyonu (g/L) 

3.2038 3.401 5.79 

 

Zn(II) biyobirikimi 

(mg/L) 

17.62 16.98 3.77 
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5 SONUÇLAR 

Bu çalıĢmada R. delemar ile lipaz enziminin üretimi için en uygun fermentasyon 

Ģartlarının bulunmasına çalıĢılmıĢtır. Karbon kaynağı olarak 1.0 g/L melas sakkarozu 

içeren ortamda, indükleyicilerin etkisini incelemek için ticari yağlar ve tributirin 

kullanılmıĢtır. Ticari yağlar melas ile birlikte kullanıldığında enzim aktivitesinde 

belirgin bir artıĢ gözlenmiĢ ve elde edilen aktiviteler sırasıyla ayçiçeği yağı, soya yağı, 

fındık yağı, mısır yağı, tributirin ve  zeytin yağı  Ģeklinde azalmıĢtır. 

 

Yüzey aktif madde olarak tween-80 (%1) içeren ortamda elde edilen maksimum enzim 

aktivitesi, 91.73 µmol/L-dak, rhamnolipid içeren ortamda 58.88 µmol/L-dak ve 

tribütirin içeren ortamda 21.22 µmol/L-dak olarak bulunmuĢtur. 

 

Karbon kaynağı olarak melas sakkarozu içeren ortamda sıcaklığın etkisi incelenmiĢ ve 

en uygun sıcaklık aralığı, 30-35 
o
C olup, bu sıcaklık aralığında elde edilen en yüksek 

enzim aktiviteleri sırasıyla 93.07 ve 74.17 µmol/L-dak olarak saptanmıĢtır.  

 

Karbon kaynağı olarak melas sakarozu ve indükleyici olarak ayçiçeği yağı kullanılan 

ortamda karıĢtırma hızının (50-250 devir/dak) etkisi incelenmiĢ ve en yüksek enzim 

aktivitesi değeri olarak 200 devir/dak karıĢtırma hızında, 103.12 µmol/L-dak olarak elde 

edilmiĢtir. 

 

Karbon kaynağı olarak melas sakarozu ve indükleyici olarak ayçiçeği yağı kullanılan 

ortamda maksimum enzim aktivitesi 2 vvm hava giriĢ hızında, fermentasyonun 4. 

gününde 102.83 µmol/L-dak olarak elde edilmiĢtir. Havalandırmanın varlığı hem enzim 

aktivitesini arttırmıĢ, hem de daha erken ve uzun süreli enzim aktivitesi gözlenmesini 

sağlamıĢtır. Melas ve sakarozun (1, 2, 5, 10 g/L) birlikte kullanılması, karbon kaynağı 

etkisini arttırırken maksimum enzim aktivitesi 5.0 g/L sakaroz kullanılan ortamda 92.27 

µmol/L-dak, mikroorganizma konsantrasyonu ise 7.95 kuru mikrorganizma  ağ./L 

olarak elde edilmiĢtir. 

 

Melas, sakkaroz ve ayçiçeği yağı birlikte kullanılark enzim aktivitesine  etkisi 

incelenmiĢtir. Sakkaroz ve melası birlikte içeren ortamda elde edilen enzim 
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aktivitesinden 2.38 kez daha büyük değer elde edilmiĢtir.  

 

Aktivatörlerin R. delemar’ ın üremesi ve lipaz enzimi üretmesi üzerine etkilerini 

incelemek için NaCl, KCl, CaCl2, MgCl2, arap zamkı ve EDTA gibi farklı aktivatörler 

kullanılmıĢtır. Lipaz aktivitesi aktivatörlerin varlığında NaCl>KCl>CaCl2>MgCl2>arap 

zamkı>EDTA Ģeklinde azalmıĢ ve en fazla aktivite 964.55 µmol/L-dak olarak NaCl 

kullanıldığında elde edilmiĢtir. Maksimum biyokütle konsantrasyonu CaCl2  eklenen 

fermantasyon ortamında 4.44 g kuru mikroorganizma ağırlığı/L olarak elde edilmiĢtir.  

Aktivatörlerin varlığında mikroorganizma konsantrasyonu sırasıyla CaCl2>KCl> 

NaCl>arap zamkı>MgCl2>EDTA Ģeklinde azalmıĢtır. 

 

Ağır metal iyonlarının lipaz aktivitesine etkisinin incelenmesi için, fermantasyon 

ortamlarına Fe(II), Mn(II), Co(II) ve Ni(II)  metal iyonları eklenmiĢtir. Lipaz aktivitesi, 

ağır metal iyonları varlığında Fe>Mn>Co>Ni Ģeklinde azalmıĢtır. Co(II) ve Ni(II)
 

tuzları lipaz aktivitesini oldukça fazla düĢürdüğünden enzimin yapısını değiĢtirdiği 

düĢünülmektedir. Karbon kaynağı olarak melas ve indükleyici olarak ayçiçeği yağı 

kullanıldığında enzim aktivitesi Fe(II)
  

içeren ortamda (85.23 µmol/L-dak) ve Mn(II)
  

içeren ortamda (71.25 µmol/L-dak) yaklaĢık olarak aynı elde edilmiĢtir. 

Mikroorganizma konsantrasyonu ağır metal iyonu varlığında, enzim aktivitesinde 

olduğu gibi sırasıyla Fe>Mn>Co>Ni Ģeklinde elde edilmiĢtir. 

 

ÇalıĢmanın ikinci kısmında  R. delemar’ ın asit fosfataz üretimi ve ağır metallerle 

biyogiderimi  incelenmiĢtir. Ġlk olarak Ni(II) iyonları varlığında ve metalsiz ortamda  R. 

delemar’ ın asit fosfataz üretimi incelenmiĢtir. Maksimum asit fosfataz aktivitesi metal 

iyonu içermeyen kültür ortamında, pH 5.0 değerinde, 176.41 µmol/L-dak  olarak elde 

edilmiĢtir. Ni(II) iyonlarının varlığında, maksimum asit fosfataz aktivitesi üremenin 

üstel üreme evresinin sonunda (48 sa) elde edilmiĢtir. Maksimum biyokütle 

konsantrasyonu  pH 5.0‟de, yavaĢlama evresinin sonunda (72–76 sa) 3.515 g/L  olarak 

elde edilmiĢtir. Bu fazdan sonra maksimum biyokütle konsantrasyonu yaklaĢık sabit 

kalmıĢtır. 

  

Fermentasyon ortamında Ni(II) iyonlarının varlığı R. delemar üremesini inhibe etmiĢtir. 

20 g/L niĢasta konsantrasyonunda pH 5.0‟de üremenin 48. saatinde biyokütle 
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konsantrasyonu 3.3427 g/L ve spesifik üreme hızı da 0.0499 sa
-1

 olarak elde edilmiĢtir. 

En düĢük spesifik üreme hızı ve biyokütle konsantrasyonu, 50 mg/L Ni(II) iyonunun 

bulunduğu ortamda sırasıyla 0.0478 sa
-1

 ve 1.677 g/L, olarak bulunmuĢtur. 

 

Mikroorganizmanın metalsiz ortamda maksimum spesifik üreme hızı (m) ve doygunluk 

sabiti (Ks) 0.0649 sa
-1

 ve 1.8928 g/L olarak bulunmuĢtur. 

 

R. delemar‟ın üreme hızı üzerine Ni(II) inhibisyon tipinin belirlenmesi için, maksimum 

spesifik üreme hızı (m)  ve  Monod doygunluk sabitlerinin  (Ks) artan Ni(II) iyonu 

deriĢimi ile değiĢimi, Ni(II) iyonu içermeyen ortamla karĢılaĢtırılmıĢtır.  Çift taraflı 

doğrusallaĢtırılmıĢ Monod grafiklerinden, Ni(II) iyonu konsantrasyonunun 10-50 mg/L 

aralığında arttırılmasının, R. delemar‟ ın üreme hızı üzerine etkisinin, yarıĢmalı 

inhibisyon olduğu sonucuna varılmıĢtır. 

 

Ni(II) iyonunun R.delemar‟ ın üreme hızı üzerindeki inhibisyon sabitinin belirlenmesi 

için Monod grafikleri kullanılmıĢ ve R . delemar‟ ın spesifik üreme hızı için Ni(II) 

iyonlarının inhibisyon sabiti 67.11 mg Ni(II)/L olarak bulunmuĢtur. 

 

Asit fosfataz aktivitesinde Ni(II) inhibisyon sabitinin belirlenmesi için, inhibitör 

konsantrasyonuna karĢı 1/Vm.app değerleri grafiğe geçirilmiĢ ve enzimatik reaksiyon hızı 

üzerine Ni(II) iyonları için inhibisyon sabiti 50 mg Ni(II)/L olarak saptanmıĢtır. 

 

R. delemar‟ ın üreyen, üreme periyodunu tamamlamıĢ ve ölü hücrelerinin Ni(II) 

sorpsiyon izotermlerine uyumu araĢtırılmıĢ ve deneysel ve yöntem tarafından önerilen 

denge giderimi arasındaki en iyi uyum Freundlich izotermi kullanılarak elde edilmiĢtir. 

Biyokütlenin birimkütlesi baĢına biyobiriktirilen Ni(II) iyonu miktarları, artan Ni(II) 

konsantrasyonu ile artmasına rağmen daha yüksek Ni(II) iyon giderim verimlilikleri 

bütün biyokütle tipleri için daha düĢük Ni(II) konsantrasyon değerlerinde elde 

edilmiĢtir.  

 

Cu(II) iyonları varlığında ve metalsiz ortamda  R. delemar‟ ın asit fosfataz üretimi 

incelenmiĢ, maksimum biyokütle konsantrasyonu  pH 5.0‟de, yavaĢlama evresinin 

sonunda (48–72 sa) 2.833 g/L  olarak elde edilmiĢtir. Bu evreden sonra maksimum 
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biyokütle konsantrasyonu yaklaĢık sabit kalmıĢtır.  

 

Fermentasyon ortamında Cu(II) iyonlarının varlığı R. delemar üremesini inhibe etmiĢtir. 

En düĢük spesifik üreme hızı ve biyokütle konsantrasyonu, 100 mg/L Cu(II) iyonunun 

bulunduğu ortamda sırasıyla 0.0345 sa
-1

 ve 1.943 g/L, olarak bulunmuĢtur. 

 

R.delemar’ ın üreme hızı üzerine Cu(II) inhibisyon tipinin belirlenmesi için çizilen 

Monod grafiklerinden, Cu(II) iyonu konsantrasyonunun 10-100 mg/L aralığında 

arttırılmasının, R. delemar‟ın üreme hızı üzerine etkisinin, yarıĢmalı inhibisyon olduğu 

sonucuna varılmıĢtır. Maksimum spesifik üreme hızları Cu(II) iyonlarının artan 

konsantrasyonlarıyla yaklaĢık olarak sabit kalmakta ve 0.0590 sa
-1 

olarak elde 

edilmiĢtir.  

 

Cu(II) iyonunun R.delemar‟ ın üreme hızı üzerindeki inhibisyon sabitinin belirlenmesi 

için yarıĢmalı inhibisyona ait olan çift taraflı doğrusallaĢtırılmıĢ Monod grafikleri 

kullanılmıĢtır ve R. delemar‟ ın spesifik üreme hızı için Cu(II) iyonlarının inhibisyon 

sabiti 82.30 mg Cu(II)/L olarak bulunmuĢtur.  

 

Asit fosfataz aktivitesi için Cu(II) inhibisyon sabitinin belirlenmesine çalıĢılmıĢ ve 

enzimatik reaksiyon hızı üzerine Cu(II) iyonları için inhibisyon sabiti 100 mg Cu (II)/L 

olarak saptanmıĢtır. 

 

R. delemar için Cu(II) iyonlarının maksimum biyobirikimi pH 5.0-5.5. aralığında elde 

edilmiĢtir. 50 mg/L  baĢlangıç Cu(II) iyonu konsantrasyonunda CCu,i, pH 5.0 ve 25
o
C 

sıcaklıkta incelenmiĢtir. Biyobiriktirilen Cu(II) iyonu konsantrasyonu gecikme evresi 

süresince yavaĢ, üstel üreme evresinde hızlı bir Ģekilde artmıĢ ve maksimum değerine 

48 sa‟de ulaĢılmıĢtır.  

 

Üreyen, üreme periyodunu tamamlamıĢ ve ölü hücreler için, Freundlich adsorpsiyon 

izoterminden elde edilen sabitlerin değerleri karĢılaĢtırıldığında görülmektedir ki, en 

yüksek kapasite ve Ģiddetle üreyen hücreler Cu(II) giderimi yapmakta (1.6837), bunu 

ölü hücreler (1.6820) ve üreme periyodunu tamamlamıĢ hücreler (0.7261) izlemektedir. 
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En düĢük spesifik üreme hızı ve biyokütle konsantrasyonu, 100 mg/L Zn(II) iyonunun 

bulunduğu ortamda sırasıyla 0.0430 sa
-1

 ve 2.530 g/L olarak bulunmuĢtur. 

 

 R. delemar‟ın üreme hızı üzerine Zn(II) inhibisyon tipinin belirlenmesi için, çift taraflı 

doğrusallaĢtırılmıĢ Monod grafikleri kullanılmıĢtır. Zn(II) iyonu konsantrasyonunun 50-

100 mg/L aralığında arttırılmasının, R. delemar‟ ın üreme hızı üzerine etkisinin kısmi 

yarıĢmalı tip inhibisyon olduğu sonucuna varılmıĢtır.  

 

Zn(II) iyonunun R.delemar‟ ın üreme hızı üzerindeki inhibisyon sabitinin belirlenmesi 

için kısmi yarıĢmalı inhibisyon ait olan çift taraflı doğrusallaĢtırılmıĢ Monod grafikleri 

kullanılmıĢ ve R . delemar‟ ın spesifik üreme hızı için Zn(II) iyonlarının inhibisyon 

sabiti 179.21 mg Zn(II)/L olarak bulunmuĢtur.  

 

R. delemar‟ın asit fosfataz aktivitesine Zn(II) iyonlarının etkisi 10-100 mg/L aralığında 

incelenmiĢ ve 50 mg/L Zn(II) iyonu eklendiğinden itibaren inhibisyon etkisi baĢlamıĢtır. 

50-100 mg/L deriĢimleri için inhibisyon kinetiği uygulanabilmiĢtir. 

 

Artan Zn(II) iyonlarına rağmen maksimum tepkime hızı önemli derecede azalmakta ve 

bununla beraber Michaelis-Menten sabitleri belirgin derecede artmaktadır. Bu tip 

inhibisyon yarıĢmasız karıĢık (mixed) tip inhibisyon olarak bilinmektedir.  

 

Asit fosfataz aktivitesi için Zn(II) inhibisyon sabitlerinin belirlenmiĢ ve enzimatik 

reaksiyon hızı üzerine Zn(II) iyonları için inhibisyon sabiti 100 mg Zn(II)/L olarak 

saptanmıĢtır. 

 

R. delemar için Zn(II) iyonlarının maksimum biyobirikimi pH 5.0-5.5. aralığında elde 

edilmiĢtir. 50 mg/L  baĢlangıç Zn(II) iyonu konsantrasyonunda CCu,i, pH 5.0 ve 25 
o
C 

sıcaklıkta, biyobiriktirilen Zn(II) iyonu konsantrasyonu gecikme evresi süresince yavaĢ 

ve üstel üreme evresinde hızlı bir Ģekilde artmıĢtır ve maksimum değerine 48 sa‟ de 

ulaĢılmıĢtır.  

 

Deneysel ve yöntem tarafından önerilen denge giderimi arasındaki en iyi uyum 

Freundlich izotermi kullanılarak elde edilmiĢtir. KF değerlerine bakıldığında Zn(II) 
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giderim kapasitesi üreyen hücre için en fazladır (1.8094), ölü hücre (1.6702) bunu takip 

etmektedir.  

 

Design Expert 7.0 kullanılarak Zn(II) için en iyileme deneyleri yapılmıĢ ve asit fosfataz 

aktivitesi için lineer, mikroorganizma konsantrasyonu ve Zn(II) biyobirikimi için 

kuadratik eĢitliğe tam bir uyum gözlenmiĢtir. 

 

CYY ile yapılan çalıĢmalar sonucunda pH 5.03, 31.82 
o
C ve 30.15 mg/L baĢlangıç 

değerleri için deneyler tasarlanmıĢ, asit fosfataz aktivitesi 794.098 µmol/L-dak, 

mikroorganizma konsantrasyonu  3.2038 g/L ve biyosorplanan Zn(II) miktarı 17.62 

mg/L olarak öngörülmüĢtür.  Deney doğrulama deneyi yapılarak sonuçların duyarlılığı 

ve geçerliliği gösterilmiĢtir. 
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EKLER 

EK 1 Sakkaroz DeriĢiminin Tayini 

Besin ortamdaki melas sakkarozunun derişimi sakkarozun dinitro salisilik asit ile 

yaptığı koyu turuncu renkli kompleks yardımı ile tayin edilir (Miller yöntemi). Bu 

yöntemde kullanılan analiz çözeltileri. hazırlama şekilleri ve analiz yöntemi aşağıda 

verilmiştir.  

Analiz Çözeltileri: 

a-DNS Çözeltisi: 10 g dinitro salisilik asit. 10 g sodyum hidroksit ve 1.6 g  

fenol 1 L damıtık suda çözülür (Bu çözeltiyi kullanmadan hemen önce 100 mL‟sine 1 

ml %10‟luk sodyum sülfit ilave edilir. 

b-Rochella Tuzu Çözeltisi: 400 g potasyum sodyum tartarat 1 L damıtık suda çözülür. 

c-Sodyum sülfit çözeltisi: 1 g sodyum sülfit 100 mL damıtık suda çözülür. 

 

Yöntem 

Besin ortamından alınan örnek santrifüjlenerek mikroorganizmadan ayrılır. Çözelti 

içerisindeki Ģeker deriĢimi 0-0.5 g/L aralında olacak Ģekilde seyreltilir. Seyreltilen 

çözeltiden alınan 2 ml örnek bir deney tüpüne konur ve üzerine 2 mL DNS çözeltisi 

eklenerek kaynar suda 15 dk bekletilir. Kaynar su banyosundan alınan örneğin üzerine 1 

mL Rochella tuzu çözeltisi konularak musluk suyunda soğutulur. Üzerine 5 mL damıtık 

su ilave edilerek 575 nm‟de absorbansı ölçülür (Forouchi ve Gunn, 1983).  
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A.1 Sakkaroz çalıĢma doğrusu 

Absorbans değeri = a.Cglikoz+b 

Csakkaroz= (Absorbans değeri - b)/a 
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Ek 2 Biyokütle DeriĢimi Tayini 

Mikroorganizma deriĢimi spektrofotometrik olarak da tayin edilmiĢtir. Bunun için 

öncelikle 1 g/L‟ye kadar farklı deriĢimlerde mikroorganizma içeren çözeltilerin. uygun 

dalga boyu olarak seçilen 360 nm‟ de absorbanslarının okunmasıyla R. delemar için yaĢ 

mikroorganizma çalıĢma doğruları oluĢturulmuĢtur. 

 

 

B.1 YaĢ mikroorganizma deriĢimi çalıĢma doğrusu 

 

Verilerin değerlendirilmesinde kuru mikroorganizma ağırlığı kullanıldığından. yaĢ ve 

kuru ağırlık arasındaki iliĢkiyi belirlemek gerekmektedir. Bunun için mikroorganizma 

sıvı ortamda üretilip santrifüjlenerek ayrılmıĢ, ayrılan mikroorganizmalar farklı 

ağırlıklarda tartılarak 50
o
C‟deki etüvde sabit tartıma gelinceye kadar kurutulmuĢ ve 

tekrar tartılarak kuru ağırlıkları belirlenmiĢtir. Kuru ağırlığa karĢı yaĢ mikroorganizma 

ağırlığı grafiğe geçirilerek R. delemar mantarı için yaĢ-kuru mikroorganizma çalıĢma 

doğruları elde edilmiĢtir. 
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B.2 YaĢ mikroorganizma ağırlığı kuru mikroorganizma ağırlığı çalıĢma doğrusu 

 

Analiz için besin ortamından alınan belirli hacimdeki örnek 5000 devirde 10 dk 

santrifüjlenmiĢ. tüpte kalan mikroorganizma kütlesi saf su ile tekrar aynı hacme 

seyreltilerek 360 nm‟de kör çözeltiye karĢı absorbans okunmuĢ ve çalıĢma doğruları 

kullanılarak kuru mikroorganizma ağırlığı saptanmıĢtır. 
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Ek 3 Lipaz Aktivitesi Tayin Yöntemi  

p-NPP ve propan-2-ol içeren A çözeltisi ile triton x-100 ve arap zamkı içeren pH‟ ı 8‟ e 

ayarlanmıĢ B çözeltisi yavaĢça birbirine karıĢtırılır ve bir süre beklenir. Daha sonra 

karıĢımın pH değeri tris tamponu aracılığı ile 8.5 değerine ayarlanır. Diğer taraftan 

enzim aktivitesi tayin edilecek fermentasyon ortamından örnek alınarak mavi band 

süzgeç kağıdında filtre edildikten sonra. gelebilecek safsızlıkları önlemek amacı ile 

5000 devir/dak‟ da 5 dakika süre ile santrifüjlenir. Enzim aktivitesi tayin edilecek örnek 

çözelti. A ve B çözeltisi karıĢımına eklenerek. reaksiyon 37
 o

C‟ de 150 devir/dak 

karıĢtırma hızında. sıcak su banyosunda karıĢtırılarak 30 dakika süre ile gerçekleĢtirilir. 

Reaksiyon ortamından alınan örneklerin absorbansı 410 nm‟ de okunur. 1 U lipaz 

aktivitesi  37
 o

C‟ de,  1 dakikada açığa çıkan 1 µmol  p-nitrophenol olarak ifade edilir 

(Wonderwülbecke vd., 1992, Jain vd., 2005). 

Hesaplamalar: 

Lipaz enzimi  için molar tükenme katsayısı e= 15 mM
-1

 cm
-1

 

Zamanla pNP konsantrasyonundaki değiĢim 

 

)1.(

/)/(
)/(

11 cmcmmMe

dakdtda
dakmM

dt

dc


  

 

Bir enzim birimi (Units), belirli bir pH ve sıcaklıkta dakikada 1 mmol substratı ürüne 

dönüĢtüren enzim miktarı olarak tanımlandığından 

Küvetteki enzim birimi (mmol/dak) 

U= )/( dakmM
dt

dc
(küvetteki hacim)(L)  

 

Bu değer küvetteki enzimin hacmine bölünerek küvetteki enzimin mL‟ si baĢına enzim 

birimine dönüĢtürülür. 

 

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

Enzim aktivitesi ölçümü için spektrofotometrik yöntem kullanılmıĢtır. Fosfataz 

aktivitesi için substrat olarak p-nitrofenil fosfat kullanılmıĢtır. Substrat çözeltisi 0.5 mL 

A çözeltisinin (90 mM sitrat pH 4.8. 37 
o
C), 0.5 mL B (15.2 mM p-nitrofenil fosfat) 

çözeltisine eklenmesi ve karıĢtırılmasıyla elde edilmiĢtir. Kör çözeltisi için aynı 

reaksiyon karıĢımı kullanılmıĢ fakat enzim çözeltisi bu aĢamada eklenmemiĢtir. 

Reaksiyon çözeltisinin sıcaklığı 37 
o
C „ye ayarlanmıĢ ve 0.10 mL enzim çözeltisi 

eklenerek 10 dakika karıĢtırılmıĢtır. Daha sonra  4.0 mL NaOH eklenmiĢ. kör deneme 

için enzim çözeltisinden 0.1 mL alınarak kör çözeltisine eklenmiĢtir. p-nitrofenol 

aktivitesi 410 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçülmüĢtür. Bir ünite 

fosfataz aktivitesi 1 µmol p-nitrofenolün bir dakikada pH 4.8 ve 37 
o
C sıcaklıkta 

belirlenen enzim miktarıdır (Bergmeyer vd., 1974).  

 

Hesaplamalar: 

 

µmol/L-dak= (A410nm test-A410nm kör)(VT)(df) / (t)(e)(Ve) 

 

VT : Çözeltinin toplam hacmi (mL) 

df  : Seyrelme faktörü 

t   : Birim dakika baĢına dakika olarak analiz süresi 

e  : 410 nm‟ de p-nitrofenolün milimolar tükenme katsayısı 

Ve: mL olarak kullanılan enzim hacmi
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EK 5 Design Expert Paket Programına 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 III] 

  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 

 C.V. % 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                             14.05       -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 III] 

 Sum of  Mean F p-value 

 Source Squares df Square Value Prob > 

F 

 Model 3.20 9 0.36 273.75 < 0.0001 significant 

 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 

 AB0.020 1 0.020 15.10 0.0060 

 AC0.18 1 0.18 135.86 < 0.0001 

 BC0.23 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 not significant 

 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, A2, B2, C2 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 

 C.V. % 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  Standard 95% CI 95% CI 

 Factor Estimate df Error Low High VIF 
  Intercept 3.08 1 0.016 3.04 3.12 

  A-pH0.048 1 0.013 0.017 0.078 1.00 

  B-T0.33 1 0.013 0.30 0.36 1.00 

  C-Cb-0.40 1 0.013 -0.43 -0.37 1.00 

  AB0.070 1 0.018 0.027 0.11 1.00 

  AC-0.21 1 0.018 -0.25 -0.17 1.00 

  BC-0.24 1 0.018 -0.28 -0.19 1.00 

  A20.12 1 0.018 0.074 0.16 1.01 

  B20.16 1 0.018 0.12 0.20 1.01 

  C2-0.35 1 0.018 -0.39 -0.30 1.01 

 

 

 

  Final Equation in Terms of Coded Factors: 
 

  Mikroorganizma konsantrasyonu=   

 +3.08 

 +0.048   * A 

 +0.33   * B 

  -0.40   * C 

 +0.070   * A * B 

  -0.21   * A * C 

  -0.24   * B * C 

 +0.12   * A2 

 +0.16   * B2 

  -0.35   * C2 

 

 

  Final Equation in Terms of Actual Factors: 
 

  Mikroorganizma konsantrasyonu =  

 +8.80255 

 -1.99302   * pH 

 -0.27609   * T 

 +0.16439   * Cb 

 +0.016970   * pH * T 

 -0.014000   * pH * Cb 

 -2.15909E-003   * T * Cb 

 +0.20619   * pH2 

 +5.23901E-003   * T2 

 -8.66300E-004   * Cb2 
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  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 Metal biyobirikimi 

         ANOVA for Response Surface Quadratic Model 
  
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type III] 

  Sum of  Mean F p-

value 

 Source Squares df Square Value       Prob> F   
 Model 1152.72 9 128.08 4008.86 < 0.0001 significant 

 A-pH0.49 1 0.49 15.34 0.0058 

 B-T117.12 1 117.12 3665.86 < 0.0001 

 C-Cb1010.93 1 1010.93 31641.57 < 0.0001 

 AB0.32 1 0.32 9.99 0.0159 

 AC0.25 1 0.25 7.67 0.0277 

 BC23.52 1 23.52 736.24 < 0.0001 

 A23.800E-004 1 3.800E-004 0.012 0.9162 

 B20.097 1 0.097 3.04 0.1245 

 C27.116E-004 1 7.116E-004 0.022 0.8856 

 Residual 0.22 7 0.032 

 Lack of Fit 0.14 3 0.046 2.15 0.2362 not significant 

 Pure Error 0.086 4 0.021 

 Cor Total 1152.95 16 

 

 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. 0.18  R-Squared 0.9998 

 Mean 16.62  Adj R-Squared 0.9996 

 C.V. % 1.08  Pred R-Squared 0.9980 

 PRESS 2.34  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  Standard 95% CI 95% CI 

 Factor Estimate df Error Low High VIF 
  Intercept 16.69 1 0.080 16.50 16.88 

  A-pH-0.25 1 0.063 -0.40 -0.098 1.00 

  B-T3.83 1 0.063 3.68 3.98 1.00 

  C-Cb11.24 1 0.063 11.09 11.39 1.00 

  AB0.28 1 0.089 0.071 0.49 1.00 

  AC0.25 1 0.089 0.036 0.46 1.00 

  BC2.42 1 0.089 2.21 2.64 1.00 

  A2-9.500E-003 1 0.087 -0.22 0.20 1.01 

  B2-0.15 1 0.087 -0.36 0.054 1.01 

  C20.013 1 0.087 -0.19 0.22 1.01 

 

 

 

 

  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   * pH 

 +0.015528   * T 

 -0.19065   * Cb 

 +0.068485   * pH * T 

 +0.016500   * pH * Cb 

 +0.022045   * T * Cb 

 -0.016889   * pH2 

 -5.02479E-003   * T2 

 +3.25000E-005   * Cb2 
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  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. 

 

 


