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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Aspergillus terreus KSILANAZ URETIM KOSULLARININ BATIK ve KATI
KULTURDE iSTATISTIKi METODLARLA OPTIMIiZASYONU ve
KARSILASTIRILMASI

Nermin GUMUSTAS

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Yrd. Do¢. Dr. Aytac KOCABAS
Eyliil, 2015, 62 sayfa

Bu c¢alismanin amaci Oncelikle, ksilanaz iiretim sartlarinin tarimsal atik olan muisir
kocani kullanilarak Aspergillus terreus NRRL 1960 ile hem batik hem de kati
fermentasyon kiiltiirlerinde istatistiki metod olarak Box-Behnken deney tasarimi
kullanilarak Tepki Yiizey Metodolojisi yardimiyla optimizasyonu ve sonrasinda her iki
kiiltiirlin ksilanaz tiretim seviyelerine gore kiyaslanmasidir.

Her iki kiiltiir ortami i¢in bes farkli degiskenin ii¢ seviyesi belirlenmistir. Batik kiiltiir
icin bu degiskenler as1 orani, potasyum fosfat, NaCl, karbon kaynagi (misir kogani) ve
azot kaynagi konsantrasyonlaridir. Potasyum fosfat, NaCl konsantrasyonlari yerine
nem orani ve pH degiskenleri diger {i¢ degisken ile birlikte kat1 kiiltiir i¢in kullanildi.
Optimize edilmis sonuglar ksilanaz aktivitesini batik kiiltiir i¢in 21 TU/mL ve kat1 kiiltiir
icin 24 IU/mL olarak gosterdi. Degiskenlerin seviyeleri batik kiiltiir i¢in, karbon
kaynagi 4 g/mL, as1 oran1 %10, azot kaynagi 0,4 g/mL, potasyum fosfat 0,02 g/mL ve
sodyum kloriir 0,02 g/mL; kat1 kiiltiir i¢in, karbon kaynagi 2 g, nem oran1 6 mL (3X),
azot kaynagi1 0,2 g/mL, as1 oran1 3 mL ve pH 5 olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Ksilanaz, Aspergillus terreus, Tepki yilizey metodolojisi,

Optimizasyon, Batik kiiltiir fermantasyonu, Kat1 kiiltiir fermantasyonu.



ABSTRACT

Ms Thesis

Aspergillus terreus KSTLANAZ URETIM KOSULLARININ BATIK ve
KATI KULTURDE ISTATISTiKi METODLARLA OPTIiMiZASYONU ve
KARSILASTIRILMASI

Nermin GUMUSTAS

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Aytac KOCABAS
September, 2015, 62 pages

The aim of this study was firstly, optimization of xylanase production conditions on
corn cob as a agricultural waste from Aspergillus terreus NRRL 1960 in both
submerged and solid state fermentation cultures by the help of Responce Surface
Methodology using Box-Behnken experimental design as a statistical method and after
that, the comparison of both fermentation culture with respect to xylanase production
level.

Three levels of five different variables were tested for both fermentation culture. The
variables for submerged fermentation culture were inoculation amount, potassium
phosphate, NaCl, carbon source (corn cob) and nitrogen source concentrations. Instead
of potassium phosphate, NaCl concentrations, moisture content and pH were used as
the variables besides other three variables for solid state fermentation culture.

The optimized results showed that the xylanase activity of submerged culture was 21
IU/mL and 24 1U/mL for solid-state culture. The variables levels were determined as 4
g/mL corn cob, 10 % inoculation, 0.4 g/mL nitrogen source, 0.02 g/mL potassium
phosphate and 0.02 g/mL NaCl for submerged culture and 2g corn cob, 6 mL (3X)
moisture content, 0.02 g/mL nitrogen source, 3 mL inoculation amount and pH 5 for

solid-state culture.

Key Words: Xylanase, Aspergillus terreus, Response surface methodology,

Optimization, Submerged fermentation, Solid state fermentation



ON SOZ

Bu c¢alismada batik ve kati kiiltiir fermantasyon yontemleriyle elde edilen ksilanaz
enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi iiretim kosullarinin tespiti ve karsilastirilmasi
amaglanmistir. Elde edilen sonuglar ile en yiiksek aktiviteyi saglayan faktorler ve
miktarlari, geleneksel kullanima sahip olan batik kiiltiire alternetif olarak yakin zamanda
kullanilmaya baslanmistir. Kat1 kiiltiiriin verimlilik iistlinliigli sayesinde bundan sonraki
birgok bilimsel c¢alismalara 1s1k tutarak zaman, is giicii ve maddi kayb1 6nleyecegi ve
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1. GIRIS

Yeryiiziiniin neredeyse her yerinde bulunan Aspergilluslar toprakta ve 6zellikle ¢iiriiyen
organik maddeler iizerinde yayilim gosterirler. Cok diisik nem diizeylerinde
gelisemeyen  birgok  mikroorganizmanin  aksine  Aspergilluslar  rahatlikla
gelisebilmektedirler. Depolanmis tahil ve tohumlar, unlar, deri ve tekstil triinleri,
orman, ev, endiistriyel ve tarim atiklar1 lireme goOsterdigi materyaller arasinda yer
almaktadir. Bu kadar genis yayilim alanina sahip Aspergillus cinsi 185’in iizerinde tiire
sahiptir (Borsa ve ark., 2015). Koloni renkleri gelisim kosullarina ve tiiriine gore
farklilik gostermektedir. Cok ¢ekirdekli hiflere sahip olan Aspergilluslar bolmeli, ince
veya kalin hifli olabilmektedirler. Ayrica miselyumlarindan bir¢ok enzim iiretme
yetenegine de sahiplerdir. Bu enzimler arasinda endiistrinin bir¢ok alaninda kullanilan
enzimler yer almaktadir. Urettikleri ksilanaz ve seliilaz gibi ekonomik degeri yiiksek
endiistriyel enzimler sayesinde Aspergillus tiirlerinin degeri artmaktadir (Kantarcioglu
ve Yiicel, 2003). Aspergillus tiirlerinden biri olan Aspergillus terreus, Aspergillus cinsi,
Nidulantes alt cinsine ait ve morfolojik yontemler kullanilarak laboratuvarda tespit
edilebilen, ¢6l topragi, mera ve kompost yiginlar1 yani sira depolanan musir, arpa ve
fistik kontaminasyonlarindan izole edilebilen, ayni zamanda insanlarda invazif
enfeksiyonlara neden olabilen bir toprak saprofitidir. Ayrica endiistriyel alanda A.
terreus lovastatin, antihiperkolesterolemik ilaglar gibi ekonomik olarak 6nemli olan
cesitli sekonder metabolitleri iirettiginden bu alanda kullanimi olan bir tiir olarak
bilinmektedir. Bu tiirlin iiyeleri kolonyal morfolojilerinde cesitlilik gostermektedir.
Koloniler parlak turuncudan c¢esitli tar¢cin kahverengi tonlarindaki kolonilere kadar
farkli farkli renk cesitliligi gostererek biiyiiyebilir. Agar lizerinde, A. terreus, agirlikli
sporlanan kolonilerden, kabarik, yetersiz sporlanan fenotiplere kadar ¢ok degisken
koloni goriiniimleriyle hizla biiyliyebilmektedir (Balajee, 2009).

Canli hiicreler tarafindan sentezlenen enzimler, hiicre disinda da etkinlik gosterebilen ve
biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen, protein yapida molekiillerdir. RNA’nin
katalitik 6zelligine sahip olan kii¢iik bir grubu hari¢ biitiin enzimler protein yapidadir.
Enzimler spesifik olup sadece indiiklenmis uyum igerisindeki substratlara etki
edebilirler. Yasamin devamliligi i¢in canlinin biinyesindeki reaksiyonlari enzimler
diizenlenmektedir. Olaganiistii katalitik aktiviteye sahip olan enzimler canlinin yasamini

siirdiirebilmesi icin olmazsa olmazlari arasindadir. Ornek olarak karbonik anhidraz C
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enzimi dakikada 36 milyon molekiile etki ederek iiriine doniistiirebilmektedir. Enzimler
subsutratlarinin ancak belirli bir kismina etki ederek 0 bolgeden bir veya birkag atomu
veya fonksiyonel bir grubu koparmakta veya eklemektedirler (Anonim, 2015a).
Gegmisten glinlimiize ¢ok fazla enzim tanimlanmis olmasina ragmen bunlardan belli bir
kismi ticari olarak kullanima uygun bulunmustur. Ancak uygun oldugu diisiiniilen
enzimlerin yaklasik 18 tanesi endiistriyel amagcla iiretilmektedir ¢linkii endiistriyel
alanda faydali olan ve ticari amagla kullanilan enzimlerin bazi avantajlara sahip olmasi
gerekir. Bu avantajlar; islem maliyeti bakimindan ucuz olmasi, fiziksel ve kimyasal
kosullara bagli kalmadan en yiiksek diizeyde aktivite gostermesi, durabilitesinin
(dayaniklilik) yiiksek olmasi, farkli alanlarda kullanilabilmesi, allerjik ya da toksik
etkiye sahip olmamasi yani giivenilir olmasi gerekir (Saltik, 2014).

Endiistrinin neredeyse her alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizma
kaynaklidirlar. Bunun sebebi mikroorganizma kokenli enzimlerin, bitkisel veya
hayvansal kaynakli enzimlere gore Kkatalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi,
istenmeyen yan triinleri olusturmamalari, daha ucuz olmalari, ekstrem kosullarda
aktivite gosterebilmeleri ve ¢ok miktarda {iretilebilmeleridir. Yiiksek yapili bitkiler
vakuollerinde enzim inhibitor benzeri toksik karakterli maddeleri depoladiklari
bilinmektedir. Bitkilerden enzim elde edilmesi sirasinda vakuollerinde depoladiklari
maddeler iiriine karistiklari igin, bitki enzimleri, endiistride enzim kaynagi olarak tercih
edilmemektedirler. Diinya genelinde mikrobiyal enzimlerin yiizdelik dagilimlart,
farmasotik enzimler % 10, toplam proteaz % 46, trypsin % 3, lipaz % 3, amilaz % 18,
karbonhidrat parcalayan enzimler % 10 (seliilaz ve ksilanaz vs) olarak belirlenmistir.
Enzimlerin endiistriyel kullanim alanlari ise gidadan tekstile, ekmekten deterjana,
icecek TUretiminden saflastirilmasina, yenilenebilir enerji kaynaklarindan alkol
iretimine, kimya endiistrisinden belki de en onemlisi farkli tekniklerle hastaliklarin
tedavisinde kullanimi gibi neredeyse tiim alanlara yayilmistir. (Aygan, 2008).

Ozellikle ekmek yapiminda enzimler yaygin olarak kullanilmaktadir. Ekmek cesidine,
ekmek yapim yontemine ve un kalitesine bagli olarak ¢esitli enzimlerin tek tek veya
birlikte kullanilmasi ile ekmegin bazi 6zelliklerini iyilestirdigi goriilmiistir. Ekmek
yapiminda kullanilan enzimlerden birisi de ksilanaz’dir. Ksilanaz enzimi, hemiseliiloz
molekiiliine etki ederek hamurun Kkalitesini yiikseltmeleridir (Giiner ve Daglioglu,
2008). Ayrica son yillarda ozellikle seliilozdan biyoetanol iiretimi en fazla galisilan

konular arasinda yer almaktadir. Lignoselillozdan tamamen oligosakkaritlere
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doniistimiiniin  saglanmasinda endoglukanaz ve ksilanaz enzimlerinin birlikte
kullanilmasiin bagar1 oranmi yiikselttigi goriilmiistiir. Bu alanin giderek 6nem
kazanmasi seliilozu ve hemiseliillozu kisa siirede hidrolize edecek enzimlere olan
ihtiyac1 arttirmaktadir. Ksilanazin diger ve en oOnemli kullanim alanmi ise kagit
endistrisidir.  Kagit endistrisinde normal siiregte  hemiseliilozdan  ligninin
uzaklagtirllmasi i¢in NaOH ¢ozeltisinde yaklagik 170°C’lik sicaklikla iki saat
parcalamak gereckmektedir. Buna ragmen molekiilden lignin tamamen ayrilmamakta ve
kalan lignin kalintilar1 nedeni ile elde edilen kagidin rengi kahverengi goriilmektedir.
Bu nedenle birgok kimyasal islem uygulanarak renk giderme islemi gergeklestirilir.
Beyazlatma islemlerinde klor da kullanilmakta fakat ligninin tamamen
uzaklastirllmasinin miimkiin olmadig1 bilinmektedir. Klor uygulamasina alternatif
olarak son yillarda ksilanaz enzimi kullanimi hizla yaygimlagmistir. Giiniimiizde
ozellikle ¢evreyi koruma amaciyla kagit endiistrisinde kasilanaz uygulanarak kimyasal
kirliligin 6niine gecilmeye ¢alisilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir. Ksilanaz enzim
kullanimiyla toksik organik klorlu bilesiklerin (dioxin gibi) kagit endistrisindeki
tilketimi azalmus, seliilloza zarar vermedigi i¢in uygulamada daha basarili sonuglar elde
edilmistir. Enzimin hidroliz {irilinleri arasinda yogun sekilde ksiloz, uzun zincirli ksilo-
oligosakkarit tirlinleri agiga ¢ikmaktadir. Olusan bu iiriinler enzimin besin endiistrisinde
prebiyotik {iretimi i¢in son derece uygun olmasiyla da dikkatleri {izerine ¢ekmeyi
basarmistir. Ksilanaz enzimi meyve suyu {liretiminde selillaz ve pektinaz enzimi
kullanilmadan tek basma berraklastirma o6zelliginde olup, etkin sekilde
kullanilabilmektedir. Ayrica gida (unlu mamuller) ve i¢cecek (meyve suyu, kahve), et
tavukgulugunda (yem verimini arttirmak amaciyla, besin katki maddesi), yem sanayinde
(silaj etkinligini artirmada) ve biyoteknolojide (protoplast olusumu, tek hiicre protein
iretimi, diisiik kalorili tatlandiricilar ve sivi yakit tiretimi gibi) 6nemli bir yere sahiptir
(Aygan, 2008).

Ksilanaz enzim iretimi {izerinde yapilan ¢aligmalarda genel olarak sivi kiiltiir
fermentasyon yontemi kullanilirken, giinimiizde kati kiiltiir fermentasyon yonteminin
kullaniminda da 6nemli bir artis s6z konusudur. Kati kiiltiir fermantasyonu (KKF),
birgok arastirmaci tarafindan tanimlanmaktadir. Bu tanimlamalarin hepsi, biinyesinde
yok denecek kadar az siviya sahip katt maddelerle ilgili oldugu konusunda ayni
fikirdelerdir (Demir ve Tari, 2014). Verimi yiiksek, maliyeti diisiik, basit alet ekipman

kullanim1 ve saflagtirmanin kolay olmasit kati kiltiir kullaniminin batik  kiiltiir



kullanimindan {stlin kilmaktadir. Ayrica ¢ok az bir ekonomik degeri olan tarimsal
materyaller ve endiistriyel atiklar kat1 ortamda kullanilarak yiiksek ticari degere sahip
olan organik asit, protein ve ¢esitli enzimlerin {iretilmesine olanak saglamaktadir
(Ustok ve ark., 2006).

2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Lignoseliilozik Yapilar

Ulkemiz yaklasik 26.350 milyon hektarlik bir tarim alanma sahiptir. Onemli ulusal
geliri saglayan ekonomik kaynagimiz tarim sektoriidiir. Bu sektorde ise endiistriyel
bitkiler biiylik ilgi odagi olmustur. Bdylece biiyilkk miktarda iiretilen bu bitkilerin
atiklarida ¢ok fazladir ve bunlarin ¢ogu hasat edildigi yerlerde birakilmaktadir.
Tiirkiyedeki endiistriyel bitkiler ve atik miktarlar1 Cizelge 2.1. verilmistir. Cizelgedeki
verilere gore en fazla atik bugday ve arpa sapidir daha sonra misir ve pamuk atiklari
takip etmektedir. Ancak misir ve pamuk atiklarinin yenilenebilir olarak kullanilabilir
oldugu icin bugday ve arpa atiklarina gore 4 kat daha fazladir. Bunun nedeni bugday ve
arpa atiklarin hayvan yemi olarak da kullanilmasidir. (Kocabas, 2010). Bu nedenle
tarim ve orman endiistrisinden yilda yaklasik 40 milyon ton lignoseliiloz atik meydana
gelmektedir. Olusan bu lignoseliillozik atiklarin  kiiresel karbon dongiiniin
gerceklestirilebilmesi igin ayristirilmas1  gerekmektedir (Ozben, 2014).Dogadaki
karbonun ana deposu olan bitki hiicre duvarlar1 ii¢ temel polimerik bilesene sahiptir.
Hiicre duvarmi olusturan ve hiicreye sertlik veren lignoseliilozik yapi; seliiloz,
hemiseliiloz, lignin ve diger (protein, ¢Ozilinlir seker, mineraller gibi) kiiciik
bilesenlerinden olusmaktadir. Lignoselillozun iki temel bileseni olan seliiloz ve
hemiseliiloz fotosentezle olusturulmaktadir. Bu iki karbonhidrat molekiilii kovalent
capraz baglar araciligiyla karbonhidrat olmayan lignin molekiilii baglanir (Sekil 2.1.)
(Ozben., 2014). Bununla beraber hiicre duvarindaki bu bilesenlerin orani biiyiime
mevsimi boyunca degisiklik gosterir. Bu degisikligin nedenleri ise bitkinin doku tipine,
yasina, tilirlerine ve tiir i¢i farkli dokulara sahip olmasina baghdir. Sert odunlardaki
seliloz ve hemiselilloz oranlar1 yumusak odunlardan daha yiiksektir. Yumusak

odundaki lignin igerigi ise sert odundan daha yiiksektir. Otlar odunsu bitkilere oranla



hemiseliiloz bakimindan zengin (% 25-50), lignin (% 10-30) ve seliiloz (% 25-40)
bakimindan ise daha fakirdir (Cizelge 2.1.) (Giider, 2014).

Cizelge 2.1. Tiirkiye'de toplam ekin tiretimleri ve atik miktarlar1 (Kocabas, 2010)

. . .| Uretim Toplam Atik (ton) Kullanilabilir -
Ekin Atik Tipi Kullanilabilirlik (%
P (ton) Teorik | Gergeklesen | Atik (ton) )
Bugday Saman | 22.439.042 | 29.170.755 | 23.429.907 3.514.486 15
Arpa Saman 8.327.457 9.992.98 8.963.012 1.344.452 15
M Sap 2.209.601 | 5.911.902 4.970.259 2.982.155 60
1811
Kogan 596.592 1.907.307 1.144.384 60
Pamuk Sap 2.292.988 | 6,317,181 2.520.281 1.512.169 60
Aycigegi Sap 836.269 2.341.554 2.259.121 1.355.472 60
Cizelge 2.1. Farkli lignoseliilozik yapilardaki bilesenlerin orani (Giider, 2014)
Materval Lignin Seliiloz Hemiseliiloz
4 (%) (%) (%)
Yumusak 25-35 45-50 25-35
Sert odun 18-25 45-55 24-40
Sefilloz

Bitki hiicre ¢eperi

Sekil 2.1. Genel lignoseliilozik yapilar (Ozben, 2014; Kocabas, 2010)



2.1.1. Seliiloz

Bitki hiicrelerinde bulunan hiicre duvarmin temel bilesenini olusturan seliiloz, glikoz
molekiillerinin ~ -1,4-glikozidik  baglarla baglanarak meydana getirdigi  bir
polisakkarittir (Sekil 2.2.). Seliiloz zincirleri, lifli yapiy1 olusturmak igin, mikrofibriller
tizerine kiimelenmistir (Sekil 2.3.) (Ratanakhanokchai ve ark., 2013). Seliiloz bitkilerde
destek gorevinin yaninda ototrof canlilarin besin kaynagni olusturmaktadir. Ayrica kagit

ve tekstil endriistrisinde de ¢ok fazla kullanilmaktadir (Kulkarni ve ark., 1999).

Hiicre geperi -

Mikrofibrillerin bitki |[Mikrofibril yapis1
hiicre duvarinda ag
seklinde
olusturdukler:
katman

Bir adet mikrofibril — |

Kristalin selilloz

Seliiloz molekiilii
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Sekil 2.2. Seliilozun genel yapis1 (Ozben, 2014)
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Sekil 2.3. Seliilozun molekiiler yapisi (Kocabas, 2010)



2.1.2. Lignin

Hiicre duvarinin bir diger bileseni de lignindir. Bitkiye sertlik ve su gegirmezlik
Ozelligini veren, dogada selilloz ve hemiselilozdan sonra en fazla bulunan
polimerlerden birisidir. Ligninler 4-O-metil-D glukuronik asit ester baglariyla ksilana
baglanmaktadir (Ratanakhanokchai ve ark., 2013; Subramaniyan, 2002). Ug farkl
fenilpropan birimlerini (p-kumaril, koniferil ve sinapil alkol) i¢eren amorf yapida bir
heteropolimerdir (Sekil 2.4.) (Giider, 2014).

OoCH, H, CO OCH

3

Koniferil alkol Kumaril alkol Sinapil alkol

Sekil 2.4. Ligninin yapisinda bulunan fenilpropan birimleri (Kocabas, 2010)

2.1.3. Hemiseliiloz

Hemiseliiloz, tek ve c¢ok yillik bitkilerin hiicre duvarinda seliiloz ve ligninle beraber
bulunan dall1 bir heteropolisakkarittir. Hemiseliilozlar, dogadaki toplam biyokiitlenin %
30-35’ini olugturmaktadir. Ayrica ksilan, hemiseliilozun yapisini olusturan en biiyiik
bilesenidir (Kulkarni ve ark., 1999). Hemiseliilozun temel bileseni ksilan olmakla
birlikte, mannan, galaktan ve arabinanlari da igeren bir heteropolimerden meydana
gelmektedir. Yapisinda bu heteropolimerlerle bagli bulunan, D-ksiloz, D-mannoz, D-
galaktoz ve L-arabinoz gibi seker birimleri de yer almaktadir (Sekil 2.5.). Dolayisiyla
seker asitleri, mannoz, glikoz, galaktoz gibi heksozlar ile ksiloz ve arabinoz gibi
pentozlardan olusan farkli polimerik yapilara sahip kompleks bir karbonhidrattir. Sert
odun ve tarimsal bitkilerden (ot ve saman gibi) elde edilen hemiseliilozun temel yapisini
ksilan olugturmaktadir. Yumusak odunda ise bu bileseni glukomannan olusturmaktadir.
Hemiseliiloz, seliilozdan daha diisiik bir molekiil agirliginda, farkli sekerlerden olusan,
kisa yan zincirler seklinde dallanmaya sahip kolay hidroliz olabilen bir polimerdir.
Seliilozun tersine kimyasal agidan homojen bir yap1 gostermemektedir. Hemiseliiloz,

lignin ve seliiloz fibrilleri arasindaki baglantiyr saglamaktadir. Seliiloz, hemiseliiloz ve



lignin biitiinligiine daha fazla sertlik kazandirmaktadir. Farkli hemiseliiloz bilesenlerin
¢oziinlrligi sirasiyla mannoz, ksiloz, glikoz, arabinoz ve galaktoz olarak azalmaktadir.
Sicaklik artisiyla hemiseliillozun ¢oziiniirliigii ise artmaktadir. Dallanma tekrar1 ksilanin
kaynagima baghdir. Degisik kaynaklardaki ksilanlarin kompozisyonlar1 farklilik
gostermektedir. Ornegin: hus agaci ksilan1 % 89,3 ksiloz, % 1 arabinoz, % 1,4 glikoz, %
8,3 anhidrouronik asit igermektedir. Piring kepegi ksilan1 % 46 ksiloz, % 44,9 arabinoz,
% 6,1 galaktoz, % 1,9 glukoz, % 1,1 anhidrouronik asit i¢erirken, bugday arabinoksilani
% 65,8 ksiloz, % 33,5 arabinoz, % 0,1 mannoz, % 0,1 galaktoz, % 0,3 glikoz
icermektedir. Misir lifi ksilanm1 B-1,4 bagi ile bagli ksiloz birimlerinden olugmus
karmasik yapidaki heteroksilanlardan biridir ve % 48-54 ksiloz, % 33-35 arabinoz, % 5-
11 galaktoz, % 3-6 glukouronik asit bilesimine sahiptir (Giider, 2014).

(o}

Sekil 2.5. Hemiseliilozun yapisi (Ozben, 2014)

2.3.1.1. Ksilan

Esas olarak -1,4 bagli D-ksilopiranoz iinitelerinden olusan ksilanlar ¢ogunlukla zincir
yapida farkli gruplar igermekle beraber dallanmis polimerik heteropolisakkaritlerdir
(Beg ve ark., 2001). Ksilan, ksilanaz enzimleri ile ksiloz basta olmak iizere diger
oligosakkaritlere pargalanirlar (Aygan, 2008). Hemiseliilozun ana bilesenini olusturan
ve bitki hiicresinin seliilozdan sonraki en biiyiik yapisal polisakkaritidir. Ayrica ksilanaz
enzimlerinin substratidir. Ksilan dogada en c¢ok bulunan ikinci polisakkarit olup
diinyada yenilenebilir karbonun ii¢te birini olusturmaktadir (Collins ve ark, 2005).
Ayrica yiiksek yapili bitkilerin hiicre duvarindaki hemiseliilozik kismin temel bileseni
olup yiiksek potansiyelde kullanigli son iirlinlere parcalanabilen ikinci en biiylik

kaynaktir (Karakose ve Esen, 2011). Hiicre duvarmin ikincil halkasinda bulunan ksilan,

8



fenolik lignin kalintilar1 ve diger polisakkaritlere (glukan, pektin gibi) kovalent
baglanmaktadir. Ksilan molekiilii, az miktarda L-arabinoz ve genel olarak da D-ksiloz
monomerik biriminden olusmaktadir (Dhiman ve ark., 2008). Ksilan omurgasini
olusturan temel yapiya bagli gruplardan en yaygin olanlar1 asetil, arabinozil, galaktozil
ve glukuronozil gruplaridir (Sekil 2.6.) (Ince, 2006).

oA O-Me Glel A
HOOC o
Endoksilanaz HyCO . Asetil ksilan esteraz
i % o-Glukuronisidaz
O—AC

SVARTAGIAVAY m AVAL A

é:: ; FJ o-Arabinofuranosidaz

oAl

AACIAL

o=Araf

Sekil 2.6. Ksilanin yapisi ve ksilanaz enzimlerinin etki bolgeleri (Motta ve ark., 2014)

Seliiloz, hemiseliiloz ve ligninin genel 6zellikleri ve bu 6zellikler arasindaki farkliliklart
bir arada gostermek i¢in Cizelge 2.3. hazirlanmistir. Cizelge incelendiginde seliiloz ve
hemiseliilozun polisakkarit, ligninin ise heteropolimer yapida oldugu, seliilozun tek
seker grubundan ve bu seker grubunun ise glikoz oldugu, hemiseliilozun farkli seker
gruplarindan meydana geldigi verilmistir. Monomerler arasinda glikozidik baglar
oldugu gosterilmistir. Ligninin ise farkli alkol gruplarinin ester baglariyla baglanarak
meydana geldigi verilmistir. Seliillozun yapisinda dallanmanin olmadigin1 bunun aksine
hemiseliiloz ve ligninin yapisinda dallanmalarin oldugu verilmistir. Dogada
polimerlerin bulunma sirasina bakildiginda ise seliiloz ilk, hemiseliiloz ikinci ve ligninin

ticiincii sirada oldugu gosterilmistir.



Cizelge 2.2. Lignoseliilozik yapilar, genel 6zellikleri ve bu 6zelliklerin farkliliklar

Lignoseliilozik Yapilar

Seliiloz Hemiseliiloz Lignin
% Ksilan Kumaril Alkol
Bi 'apll . Glikoz Ksiloz  Arabinoz Uronik 6 C’lu Galaktan | Arabinan | Koniferil Alkol
Irimiert Asit Monomerler Sinapil Alkol
Bag Glikozidik Glikozidik Ester
Dallanma Yok Var Var
Durumu
Dogada
Polimerlerinin 1. Sirada 2. Sirada 3. Sirada
Bulunma
Sirasi
Polimer Yap1 = Polisakkarit Heteropolisakkarit Heteropolimerik

2.2. Enzimler ve isimlendirilmesi

Enzimler girdigi tepkimelerde denge konumunu ve denge sabitini degistirmeden,
aktivasyon enerjisini  digsiirerek  kisa  siirede  tepkimenin  ger¢eklesmesini
saglamaktadirlar (Wilson ve Walker, 2010). Bagka bir deyisle enzimler canli
organizmalar tarafindan sentezlenen, yan iriin olusturmadan biyokimyasal tepkimeleri
katalizleyerek % 100 iiriin verimi saglayan genel olarak protein yapidaki molekiillerdir.
Hiicre i¢i kosullar saglandiginda, laboratuvar kosullarinda da  tepkime
gosterebilmektedirler. Normalde laboratuvar kosullarinda gergeklesmesi uzun siiren
bazen de yiiksek basing, sicaklik, asidik ve bazik ortam gerektiren tepkimeler enzimler
sayesinde ¢ok kisa siirede gergeklesebilmektedir. Hiicre igerisinde binlerce tepkimenin
hizin1 diizenleyen enzimler 6zgiin molekiillerdir (Kiran, 2006). Ayrica birden fazla
gruptan olusmaktadirlar. Enzimin tamamina holoenzim denir. Holoenzim iki ana
kisimdan olugmaktadir. Protein yapida olan apoenzim ve protein yapida olmayan, metal
iyonlarindan olusan kofaktdr ile organik molekiil kompleksinden olusan koenzim
kismidir. Kalsiyum, magnezyum, potasyum ve ¢inko gibi mineraller kofaktor olarak
bazi enzimlerin aktiviteleri i¢in sarttir (Yildirim ve ark., 2010). Her enzimin farkh
yapida aktif bolgesi bulunmaktadir. Bu bdlgelere spesifik olarak baglanabilen
maddelere substrat denir. Aktif bolge ise belirli aminoasitlerin olusturdugu fonksiyonel
yan grup tasiyan substrati iirline doniistirmek icin baglanan ve enzimin katalitik

potansiyelinde gorevli bolgesidir (Nelson ve Cox, 2005).
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2.3. Enzimlerin Smmiflandirilmasi ve Ksilanazlar

Cogu enzimler substratlarinin sonuna —az ekini alarak (lipaz, iireaz, fosfataz, maltaz,
amilaz, ksilanaz vb.) ve genel adlariyla (pepsin, tripsin) da isimlendirilebilmektedirler
(Yildirim ve ark., 2010). Ayrica Uluslararast Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan
enzimlerin aktivite gosterdigi kimyasal tepkimenin tipine gore sistematik olarak
isimlendirilirler. Bu isimlendirme dort sayili bir kod numarasi ve basinda enzim
komisyonundaki bas harflerini temsil eden (Enzim Comission (EC)) eki konularak
isimlendirilmektedir. Ornegin ekzo p-1,4-D ksilosidaz enzimi (EC 3.2.1.37) (Wilson ve
Walker, 2010). Enzim komisyonu raporuna gore enzimler katalizledikleri reaksiyona
gore 6 ana guruba ayrilir ve kod numaralar: ile tanimlanirlar. E.C. (Enzim Comission )
on eki ile baglayan numaralar noktalarla birbirinden ayrilmis 4 temel 6geyi ifade
etmektedirler.

1. ilk rakam, enzimin alt: siniftan hangisine ait oldugunu belirtir

2. Ikincisi, enzimin alt sinifin1 (Subclass) ifade eder

3. Ugiincii rakam, ikinci alt grubu (Sub-Subclass)

4. Dordiincti rakam ise enzimin sub-subclass i¢indeki seri numarasini ifade eder.
Ornegin E.C. 3.2.1.1 fungal alfa-amilaz enziminin kod numaras ile ifade edilmesidir.
Bu sisteme gore ilk rakamin ifade ettigi simiflar kisaca asagidaki gibidir.

E.C.1. Oksidorediiktazlar : Oksidasyon rediiksiiyon reaksiyonlarinda

E.C.2. Transferazlar : Grup transferilerinde

E.C.3. Hidrolazlar : Hidrolitik reaksiyonlarda

E.C.4. Liyazlar : Cift baglara grup ekleme veya grup ayirmada

E.C.5. izomerazlar : Izomerizasyon reaksiyonlarinda

E.C.6. Ligazlar : ATP’nin par¢alanmasiyla bag yapan enzimlerdir ya da diger
fosfatlardan yararlanarak bunlardaki pirofosfat baginin par¢alanmasi sonucu iki molekiil

arasindaki yeni baglarin meydana gelmesini saglayan enzim gruplaridir (Aygan, 2008).

2.3.1. Ksilanazlar

Ksilanaz, hemiseliilozun ana bileseni olan ksilanin hidrolizinde gorevli olan enzimdir.
Ancak kompleks molekiiler yapiya sahip olan ksilanin tamamen ksiloza doniistimiinii
saglamak i¢in farkli enzim gruplari gerekmektedir. p-1,4-Endoksilanaz, [-1,4-
Ksilozidaz, a-L-Arabinofuranozidaz, a-Glukuronidaz, Asetil Ksilan Esteraz ve Fenolik
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Asit (Ferulik ve p-Kumarik asit) Esteraz gibi enzimlerin bulundugu ksilani pargalayan
sisteme ksilanolitik enzim sistemi denir (Subramaniyan ve Prema, 2000).

1.E.C.3.2.1.8: Ksilan iskeletindeki i¢ glikozid baglar1 rast gele kiran [-1,4-
endoksilanazlar

2.E.C.3.2.1.37: Ksilooligosakkaritleri indirgen olmayan uglarindan kiran B-D-
ksilosidazlar

3.E.C.3.2.1.55: Ksilandaki arabinoz yan zincirlerini hidrolize eden a-L-
arabinofuranosidazlar

4. E.C.3.1.1.72: Asetat gruplarimi serbestlestiren asetil-ksilan esterazlar

5. E.C. 3.1.1.73: Ferulik asit esterazlar

6.E.C.3.2.1.139: Ksiloz gruplarindan glukuronik asit yan zincirlerini ayiran a-D-
glukuronidazlar

7. p-kumarik asit esterazlar (E.C. 3.1.1.-)

8. Ekzo-B-1,4-ksilanazlar (a -1,4-D-ksilan ksilohidrolazlar) (Ince, 2006).
Endoksilanazlar mikroorganizma ve bitkisel kaynakli olabilmektedirler. Buna bagh
olarak bitkisel kaynakli endoksilanazlarin meyve olgunlasma dénemi sonlarina dogru
tiretildikleri belirlenmistir. Bazi yiiksek yapili hayvanlarinda ksilanaz iretebildigi
saptanmigtir. EKz0-1,4-B-D Ksilosidaz enzimi (EC 3.2.1.37) indirgen olmayan ugtan D-
ksiloz birimlerini kopararak 1,4-B-D-ksilo-oligosakkarit hidrolizini katalizler. Ksilanin
hidrolizi sirasinda ksilozun koparilmasini saglayan endoksilanazlarm, p-ksilosidaz
tarafindan kolayca hidrolize edilebilen ksilobioza (Xylobiose) karsi1 aktiviteleri yoktur.
a-Arabinofuranosidazlar (EC  3.2.1.55), arabinanlarin, arabinoksilanlarin  ve
arabinogalaktanlarin indirgenmeyen a-L-Arabinofuranosil ucunu hidrolize ederler

(Subramaniyan ve Prema, 2000).

2.3.1.1. Ksilanaz iireten mikroorganizmalar

Ksilanin hidrolizinden sorumlu olan enzim ksilanaz gruplaridir. Bu enzim ancak
hemiselulozun biiyiik bir kismin1 olusturan ksilanin varliginda ve bu ortamlarda ¢ogalan
mikroorganizmalar tarafindan iiretilmektedir. Bakteriler, mayalar, filamentli kiifler gibi
pek c¢ok mikroorganizma, ksilanin kolayca hidrolize olmasin1 saglayan (-1,4-
endoksilanaz ve B-1,4-ksilosidaz1 iiretmektedir (Kanwar ve Devi, 2012; Juturu ve Wu,

2012). Mikroorganizma kaynakli enzimlerin daha ¢ok tercih nedenleri; yiiksek aktivite,
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diisilk maliyet, stabilite, az yan {iriin, yiiksek oranda {iretim ve istenilen safliga sahip
olmasidir (Saltik, 2014).

Bakteriyel ksilanazlar, genis bir pH ve sicaklik araliginda kararliligini koruyabilme
ozelligine sahiptir. Bu nedenle endiistride en ¢ok tercih edilen enzim kaynaklar
ksilanazlardir. Benzer sekilde aktinomisetlerden izole edilen ksilanazlar, tepkime
parametrelerinin genis araliginda aktif durumda olmaktadirlar. Fungal ksilanazlar ise
pH 4-6 arasinda degisen asidik pH sartlarinda kararhidirlar. Bununla beraber, sayica
daha az olan baz1 kiif tiirlerinden iretilen ksilanazlar, yiiksek alkali pH degerlerinde
aktiftirler ve bunlar asidik fungal ksilanazlara gore verimleri daha azdir (Dhiman ve
ark., 2008). Ksilanaz iireten bazi mikroorganizmalar Cizelge 2.4. de verilmektedir.
Cizelge incelendiginde kiiflerin daha fazla tirii ksilanaz enzim {drettigi ifade

edilmektedir. Bu kiiflerden biriside Aspergillus terreus’tur.

Sekil 2.7. Aspergillus terreus 'un mikroskobik gorintiisii (Anonim, 2015b)

Sube: Mantarlar
Bolim: Ascomycota
Sinif: Eurotiomycetes
Takim: Eurotiales
Aile: Trichocomaceae
Cins: Aspergillus
Tur: A. Terreus

A. Terreus yukarida verilen sistematige sahiptir (Anonim, 2015b).
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Cizelge 2.4. Ksilanaz iireten mikroorganizmalar (Kocabas, 2010)

KUF BAKTERI MAYA
Filamentous fungi Aeromonas caviae Aureobasidium
Aeromanas sp. Bacillus sp. pullulans
Aspergillus sp. B. acidocaldarius Pichia stipitis
A. awamori B. circulans Trichosporon cutaneum
A. fumigatus B. pumilus
A. kawachii B. stearothermophilus
A. nidulans B. subtilis
A. niger Cellulomanas fimi
A. oryzae Clostridium sp.
A. terreus C. acetobutylicum

Chaetomium globosum
Humicola insolens
Neurospora crassa
Penicillium sp.

P. chrysogenum

P. purpurogenum
Rhizoctonia solani
Rhizomucor pusillus
Rhizopus oryzae
Schizophyllum commune
Trichoderma sp.

T. harzianum

T. koningii

T. longibrachiatum

T. reesei
Thermomyces
Lanuginosus

C. stercorarium
Micrococcus sp.
Staphylococcus sp.
Thermoanaerobacterium sp.
Thermotoga sp.

T. maritima

T. thermarum
Actinomycete
Streptomyces sp.

S. thermoviolaceus
Archaea
Thermococcus zilligii
Pyrodictium abyssi

2.3.1.2. Ksilanaz Enzimlerinin Ozellikleri

Ksilanaz enzimlerinin 6zelliklerini asagidaki gibi 10 madde olaraka siralanabilir.

1. Ksilanazlarin, hem hidrolitik aktiviteden sorumlu olan katalitik boliimlerinin hem de
substrat baglama ve termal stabiliteden sorumlu olan katalitik etkisi bulunmayan
boliimlerinin olduklar

2. Genel olarak, fungal orijinli ksilanazlarin asidik pH’da (pH 4-6), bakteri ve
aktinomiset kaynakli ksilanazlarin ise daha genis bir pH araliginda (pH 5-9) etkili
olduklar1

3. Farkli kaynaklardan elde edilen endoksilanazlarinin izoelektrik noktalarinin pI 3-10
araliginda degistigi

4. Fungal ksilanazlarin genellikle bakteriyel ksilanazlardan daha diisiik 1s1l dirence sahip
olduklar1

5. Ksilanazlarin optimum sicakliginin 35-60°C gibi ¢ok genis bir aralikta degistigi,
bununla beraber, optimum sicakligin 70-90°C olan ksilanazlarin da bulundugu

6. Ksilanazlarin ¢oziiniirliiglintin diisiik amonyum siilfat konsantrasyonlarinda sicaklikla

birlikte arttig
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7. Cesitli kaynaklardan saglanan ksilanazlarin bilesimlerinde baskin olarak aspartik ve
glutamik asitler, glisin, serin ve treonin bulundugu

8. Ksilanaz ve PB-ksilosidaz aktivitelerinin ksilooligosakkaritlerin zincir uzunluguna
bagli oldugu; ksilanaz aktivitesinin azalan zincir uzunluklariyla genel olarak azalirken,
B-ksilosidaz aktivitesinin arttig1

9. Dallanma derecesi yiiksek ksilozun, polisakkaritlerin ksilanaz aktivitesini genellikle
engelledigi

10. Ksilanaz cesitliliginin incelendigi calismalarda, molekiil agirliklart ve pH degerleri
arasinda, sabit bir iliski bulunmasi dikkat ¢ekmis; kiiciik molekiil agirliklt ksilanazlarin

bazik, biiyiik molekiil agirhiklilarin ise asidik oldugu saptanmustir (Ince, 2006).

2.3.1.3. Ksilanaz Enziminin Molekiiler Yapisi

Aspergilus terreus’a ait ksilanaz enziminin molekiiler yapisi incelendiginde, tam
uzunluktaki ksilanaz geni 326 aminoasit dizisi uzunlugunda proteini sentezleyen fungal
glikozil hidrolaz aile 10 ait olarak tespit edilmistir. Ksilanazlarin Aile 10 tiiyeleri
cogunlukla endo-ksilanazlardan olusur ve yiiksek bir molekiiler agirliga (>30kDa)
sahiplerdir. Aile 11 ksilanaz tyeleri ise diisik molekiil agirligindan (<30kDa)
olusmaktadirlar (Chantasingh, 2006). Asagida Aspergillus terreus BCC129 susunun
Aile 10 iyelerine ve Aspergillus terreus Li-20 susunun Aile 11 iiyelerine ait ksilanaz

enzimlerinin tam kodlar1 verilmektedir.

Aspergillus terreus BCC129 susunun ksilanaz aile 10 mRNA, tiim kodu;

ATGGTTCGTCTTACTGTTCTTGCAGGATTCCTTTTGACCTCAGCAGCATGCTCTGCTTGCGTAATTGGCG
AGCGCCAGGCGGCTTCGAGCATCAACAATGCCTTCAAAGCCAAAGGCAAGAAGTACTTTGGCACCTGTGG
TGACCAGGGCACGCTGTCCGACTCGACCAACTCGGCCATCGTCAAGGCCGATTTTGGACAGCTCACCCCG
GAAAACAGCATGAAGTGGGATGCGACTGAGCCGAATCGCGGTCAGTTCAGCTTTGGTGGTGCTGATTACT
TGGTTAACTACGCCGCATCGAACGGCAAGATGATCCGCGGTCACACTCTAGTGTGGCATTCCCAGCTTCC
GGGATGGGTCCAGGGCATCACGGACAAGAATACGTTGACCTCGGTCTTGAAGAACCACATCACCACCGTC
ATGCAGCGCTACAAAGGCAAGGTCTATGCATGGGACGTGGTGAATGAGATCTTCAACGAGGATGGCTCCT
TGCGAAAGAGTGTGTTCTACAACGTCCTCGGCGAGGACTTTGTCCGCATTGCCTTTGAGACCGCCCGGTC
GGTCGATCCCCAGGCTAAGCTCTACATCAATGATTACAACCTCGATAATGCCAACTACGCAAAGACCAAG
GGAATGGCCGATCATGTCCGCAAGTGGATCTCACAGGGTATTCCAATTGACGGAATCGGATCGCAGACCC
ATCTTGGTTCTGGCGGATCCTGGACCGTTAAAGATGCCTTGAACACTCTTGCTTCCTCCGGTGTTTCTGA
AGTCGCCATTACCGAGCTCGACATTGCCGGTGCCAGCTCTACCGACTACGTGAACGTTGTCAACGCCTGC
CTGAGTGTCTCCAAATGTGTTGGAATTACTGTCTGGGGCGTTTCTGATAAGTACTCCTGGCGCTCGAACG
ACAAGCCTTTGTTGTTTGATAGCAACTTCCAGCCCAAGGCTGCTTACAACGCAATTATCTCCGCCTTGTA

a (Anonim, 2015c).
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Aspergillus terreus Li-20 susunun endo-beta-1,4-ksilanaz mRNA, tiim kodu;

ATGGTTCGTCTTACTGTTCTTGCAGGATTCCTTTTGACCTCAGCAGCATGCTCTGCTTGCGTGATTGGCG
AGCGCCAGGCGGCTGCGAGCATCAACAATGCCTTCAAAGCCAAAGGCAAGAAGTATTTTGGCACCTGTGG
TGACCAGGGCACGCTGTCCGACTCGACCAACTCGGCCATCGTCAAGGCCGATTTTGGACAGCTCACCCCG
GAAAACAACATGAAGTGGGATGCGACTGAGCCGAATCGCGGTCAGTTCAGCTTTGGTGGTGCTGATTACT
TGGTTAACTACGCCACATCGAACGGCAAGATGATCCGTGGTCACACTCTAGTGTGGCATTCCCAGCTTCC
GGGATGGGTCCAGGGCATCACGGACAAGAATACGTTGACCTCGGTCTTGAAGAACCACATCACCACCGTC
ATGCAGCGCTACAAAGGCAAGATCTATGCATGGGACGTGGTGAATGAGATCTTCAACGAGGATGGCTCCT
TGCGAAAGAGTGTGTTCTACAACGTCCTCGGCGAGGACTTTGTCCGCATTGCCTTTGAGACCGCCCGGTC
GGTCGATCCCCAGGCTAAGCTCTACATCAATGATTACAACCTCGATAATGCCAACTGCGCAAAGACCAAG
GGAATGGCCGATCATGTCCGCGAGTGGATCTCACAGGGTATCCCAATTGACGGAATCGGATCCCAGACCC
ATCTTGGTTCTGGCGGATCCTGGACCGTTAAAGATGCCTTGAACACTCTTGCTTCCTCCGGTGTTTCCGA
AGTCGCCATTACTGAGCTTGACATTGCTGGTGCCAGCTCTACTGACTACGTGAACGTTGTGAACGCCTGC
CTGAGTGTCTCCAAATGTGTTGGAATTACTGTCTGGGGCGTTTCTGATAAGTACTCCTGGCGCTCGAACG
ACAAGCCTTTGTTGTTTGATAGCAACTTCCAGCCCAAGGCTGCTTACAACGCAATTATCTCCGCCTTATA

a (Anonim, 2015d).
2.3.1.4. Ksilanazlarin Baz1 Uygulama Alanlari

Mikroorganizma  kaynakli  ksilanolitik ~ enzimler, endiistriyel islemlerindeki
biyoteknolojik potansiyellerinden dolayr biyiik bir ilgi odagi haline gelmistir.
Ksilanazlar kagit, kagit hamuru, gida ve hayvan yemi gibi endiistrilerde yogun olarak
kullanilmasindan dolay1 temel endiistriyel enzim olma yolunda 6nemlidir. Bu enzim
tiirli, endiistride ekonomik degeri yliksek triinlerin elde edilmesinde biiyiik bir 6neme
sahiptir (Beg ve ark, 2001). Ksilanaz enziminin kullanim alanlar1 kisaca asagidaki gibi
maddelenebilir.

1. Pektinolitik enzim sistemleriyle birlikte calisan ksilanolitik enzim sistemleri, jiit ve
kenevir gibi lif bitkilerinin re¢ine benzeri maddelerden ayristirilmasidir. Ksilanaz-
pektinaz kombinasyonu sayesinde odun isleme sektoriindeki ilk basamak olan kabuktan
ayirma isleminde kullanilabilmektedir (Aygan, 2008).

2. Tavuk eti elde etmek i¢in tretilen tavuklarin, kaynagi cavdar olan yemlerle
beslenmesi kilo kaybina neden oldugu belirlenmistir. Bunun nedeni olarak da c¢avdar
kaynakli yemlerin bagirsak akiskanligini arttirma etkisine sahip oldugu bildirilmistir.
Bu sektorde cavdar ile yapilan yemlere ksilanaz uygulanarak bagirsak viskozitesini
diistirdiigii ve boylece yemden daha fazla yarar elde edildigi gériilmiistiir. Dolayisiyla
kilo artig1 saglanmistir.

3. Diger bir uygulama alani olan kagit hamuru beyazlatma amaciyla kullanimidir.
Geleneksel beyazlatma ajani olarak klor kullanilirken c¢evreye verdigi fazla zarardan

otirtt bu kimyasalin kullanimin1 azaltmak ve kagit hamurundan lignini ayirmak igin
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ksilanaz enzimi en giizel alternatif bir yol olmustur. Enzim uygulamasi kagit
hamurunun fibrilasyonunu ve su tutusunu artirir, islenmemis kagit hamurunda ¢irpma
ya da dovme sayisini diisiiriir, hurda kagit hamurunda baglar1 onarir, ¢6ziinen hamurdan
ksilanin selektif giderimini saglar. Ksilanazlardan ayrica odun hamurunda
biyobeyazlatma, sentetik ipek liretiminde ise hamurdan seliiloz eldesinde faydalanilir
(Beg ve ark., 2001).

4. Ksilanazlarin ekmek tiretimine katkisi; tadi ve aromasi, kabuk ve ekmek i¢i yapisi,
tazeligi ve raf omri, {irtin hacmini arttirmak gibi olumlu yonde etkileri siralanabilir.
Ayrica enzimler sadece son iriiniin kalitesini degil hamur isleme ozelligini de
iyilestirirler (Giiner, 2008). Ekmek hacminin kaliteye etkisini arastiran Maat ve
arkadaglarmin  1992’de yaptigi ¢alismada, ekmegin hacmini arttirmak kalitesini
yiikselttigini tesbit etmislerdir.

5. Meyve sularmin iiretimi ve berraklastirilmasi amactyla pektinaz ve seliilaz ile birlikte
ayni anda ksilanaz da kullanilir. Ayrica gevis getiren hayvanlarin beslenmesinde yem
bitkilerin 6n islemlerinde ksilanaz kullanilarak yemlerin sindirimini kolaylastirdigi ve
dolayisiyla yemlerden daha yiiksek oranda fayda saglandigi gorilmiistir (Gilbert ve
Hazlewood, 1993).

6. Ksilanolitik enzim sistemindeki enzim gruplart lignoseliilozik materyallerden etanol
gibi biyolojik yakit iiretimi saglamaktadir. Karbonhidrat polimerlerinin ayrismasin
takiben lignin, hemiseliilloz ve selillozun da ayrisarak etanol iiretiminde kullanilacak
serbest sekerlerin {iretimi gergeklestirilir. Sonugta etanol liretimi igin bes ve alti
karbonlu seker olan pentozlar ve heksozlardan olusan karisim fermentasyon igin
kullanilir. Ikinci nesil biyoyakitlar lignoseliilozik maddelerin déniisiimii sonucu olusan
temel drinlerdir. Yenilenemeyen kaynak olan fosil yakitlara, piyasa degeri agisindan
yiiksek ve yenilenebilir bir yakit olan etanol alternatif olarak tespit edilmistir.
Biyoetanol iiretiminde ilk adim, lignoseliilozik hammaddeden seliiloz ve hemiseliilozu
serbest birakmak igin ligninin giderilmesini igerir. Ikinci adimda ise, serbest sekerlerin
olusumu i¢in karbonhidrat polimerinin yikimi ve daha sonra etanol iiretimi i¢in bes ve
alt1 karbonlu sekerlerin karisimi ile fermantasyon gerceklestirilmektedir (Motta ve ark.,

2013).
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Ozetle ksilanaz enziminin endriistriyel kullanim alanlar1 asagidaki Cizelge 2.5.’te
verilmisgtir.

Cizelge 2.5. Ksilanazlarin potansiyel uygulama alanlar (Saltik, 2014)

ENDUSTRISI UYGULAMA ALANI FONKSIYONU
. Jut, kendir, keten ve rami Enzimatik reaksiyonlar ile
Tekstil . . .. N e
islenmesi yiizey diizlestirimi

Hayvan beslemesi

Domuz, kiimes hayvanlari
gibi gevis getirmeyen ve
gevis getiren hayvan
yemleri

Nisasta icermeyen
polisakkaritlerin igerigini
azaltir, bagirsak
akiskanligin1 azaltarak
hayvanin protein ve
nisastadan maksimum
faydalanmasini saglar.

Kagit ve kagit hamuru
iiretimi

Kagit hamuru agartilmasi

Kagit imalat1 esnasinda
klorun ve toksik
disakkaritlerin
kullanimlarinin azaltilmasi

Biyolekelerin giderilmesi

Alkali 6zellikteki kimyasal
maddelerin kullanimini
azaltmak ve biyoleke
¢ikarilmasi siireglerinin
kolaylastirmak

Firincilik ve ekmek

Hamur ve pastacilik
iirlinleri ve nisastadan
gluten ayrigtirilmasi

Pasta hamuru
akiskanliginin azaltilmasi
ve gluten topaklanmasinin
artirllmasini saglayarak
ayrimi.

Hamur esneklik ve
dayanikliligini artirir.

Meyve ve sebze isleme
siirecleri, demleme, sarap

Meyve ve sebze suyu,
nektar ve piire eldesi ile

Meyve sular1 akigkanligini
azaltic1 ve yumusatict

imalati bitkisel yag, sarap imalati ozelligi ile kaliteyi artirir.
Evsel, endiistriyel ve
tarimsal atiklarin ¢evreyi Cop aritimi, biyoetanol,
Biyodéniisiim koruma amagcli yapilan biyolojik yakit ve zararsiz

girisimlerin yaninda bu
atiklardan kullanilabilir
uriinlerin tretimi

kimyasallar gibi fermente
edilebilen iiriinlerin {iretimi
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MATERYAL ve METOT

3.1. Materyaller

Bu ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler Sigma Aldrich (Almanya) ve Merck
(Almanya) kimyasal sirketlerinden; lignoselillozik madde olarak misir kogani
kullanilmis olup Adana ilinden temin edilmistir. Misir koganlart ogiitiilerek 2 mm
capindaki eleklerden gegirilmistir (Sekil 3.1.). Ogiitiilen misir kocanlar1 cesme suyuyla
yikanarak kurutma isleminden gecirilmistir. Misir kogant % 35 hemiseliilloz % 32

seliiloz ve % 20 lignin igermektedir (Kocabas, 2010).

Sekil 3.1. Misir koganlarnin 6giitiilmiis goriintiisti

3.2. Metodlar

3.2.1. Mikroorganizma ve Fermantasyonu

Calismalarda mezofilik bir kiif olan Aspergillus terreus NRRL 1960 kullanilmustir.
Mikroorganizma yayma plak yontemiyle Saboroz Dextroz Agar (Ek A, Cizelge A.1)
ekimi yapilarak 35°C sicaklikta bir hafta boyunca, spor olusturana kadar inkiibe
edilmistir. Olusan sporlar steril kosullarda uygun hacimde izotonik soliisyon (% 0,9
NaCl) ile toplanarak stoklanmistir. Stoklardaki spor sayisinin belirlenmesinde Thoma
lam1 ile mikroskobik sayim yontemi kullanilmistir. Sayim islemi bittikten sonra

+4°C’de saklanmuistir.
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Agar Uzerinde Spor Uretimi Sporlarin Toplanmast Thoma Laminda Sayim

Sekil 3.2. Spor iiretim ve sayim agamalari

Sporlarin uyandirilmasi ve ana kiiltiirlere asilanmasi i¢in % 10 glikoz igeren 6n kiiltiir
(Cizelge 3.2.) hazirlanmustir. Spor stoklarmdan 6n kiiltiire 107 spor/mL olacak sekilde
ekilmistir. Calkalamali inkiibatorde 24 saat siireyle 35°C ve 175 rpm ¢alkalama hizinda
inkiibe edilmistir. Siire sonunda On kiiltiirden ana kiiltiirlere asilama islemi, setlerde

verilen miktara gore gergeklestirilmistir (Sekil 3.3.).

Stok spor On kiiltiir

Kati kiilttr

Sekil 3.3. Spor ekim agamalari

Batik kiiltlir fermantasyonu i¢in son hacim 100 mL olacak sekilde ana kiiltiire (Cizelge
3.1) uygun agilama yapilmisgtir. Kati kiiltiir (Cizelge 3.1.) fermantasyonunda ise
belirlenen miktarda asilama yapilmistir. Batik ve kati kiiltlir fermantasyonu i¢in ana
kiiltiir ortaminda; 1000 mL hacimde; MgS0O4.7H.0, 5 g/L; CuSQOas. 5H,0, 0,06 g/L;
CaCl.2H20 1 g/L; ZnS04.H20 0,033; CSL (Corn Steep Liquor) 0,5 mL olarak sabit
tutulmustur (Cizelge 3.1.). CSL (Misir surubu); ¢ozliniir misir, zengin vitamin, mineral,
aminoasit ve diger biilylime uyaricilari iceren % 50 (a/a) vizkoziteye sahiptir (Anonim,

2015e). Batik kiiltiirde ¢alismanin amacina gore asilama orani 10-30 mL, KH2PO4
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konsantrasyonu 0,2-0,8 g/L, NaCl konsantrasyonu 0,2-0,6 g/L, karbon kaynagi (muisir
kogani) 20-40 g/L, azot kaynagi (NH4NO3) ise 2-4 g/L araliklarinda degisen degerler
kullanilmigtir. Kati kiiltiirde ise asilama orani 1-3 mL; nem orani1 [100*(g su/g substrat
kuru agirlik)] % 2-3; baslangi¢ pH degeri 5-9; karbon kaynagi (misir kogani) 20-40 g/L;
azot kaynagi (NHsNO3) orani (g NH4sNOs3 / g substrat kuru agirlik) 0,2-0,6 araliklarinda
degisen degerlerde kullanilmistir. Misir kogani 6giitiiliip, 2 mm elekten gegirilerek ana

kiltiirlerde karbon kaynagi olarak kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Batik, kat1 ve 6n kiiltiir besiyeri igerikleri

Kimyasal On Kiiltiir Konsantrasyon Batik Ana Kiiltiir Kati Ana Kiiltiir
(g/L) Konsantrasyon (g/L) Konsantrasyon (g/L)
Glikoz 25 - -
Misir Kogam* 30 30
CSL(Misir Surubu) 0,5 0,5 0,5
MgS0,.7H,O 5 5
NH:NO;* 2 3 4
NaCl* 0,4 0.4 04
ZnS0O4.HO 0,004 0,033 0,033
KH,PO4* 0,1 05 0,5
CaCl.2H,0 - 1 1
CuS0,.5H,0 - 0,06 0,06

*Degiskenlerin “0” kodlu konsantrasyonlar1 verilmistir.

Optimizasyon c¢aligmalar1 istatiksel yontemlerle analiz edilmistir. Bunun igin Tepki
Yiizek Metodu (Response Surface Methodology) Box-Behnken (Box ve Behnken,
1960) deney tasarimi kullanilmis ve tepki olarak ksilanaz iiretimi iizerinden analizler R-
Studio program araciligiyla yapilmistir. Her bir kiiltiir ortami i¢in denenen degisken
sayis1 asagida belirtildigi gibi 5°tir ve her bir degisken 3 seviyede denenmistir (Cizelge
3.2)).

Cizelge 3.2. Box-Behnken deney tasarim degerleri

-1 0 +1

Batik Kat1 Batik Kat1 Batik Kat1
Karbon Kaynag1 Miktar: % 20 209 % 30 309 % 40 409
As1 Miktari % 10 1mL % 20 2mL % 30 3mL
Azot Kaynag Miktari 2¢g/L 2¢g/L 3g/L 4 g/L 4 g/L 6 g/L
KH2PO4 Konsantrasyonu 0,2 g/L - 0,59/L - 0,8 g/L
NaCl Konsantrasyonu 0,2 g/L - 0,4 g/L - 0,6 g/L
Nem Oram - 2 - 2,5 - 3
Baslangi¢c pH Degeri - 5 - 7 - 9
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3.2.2. Ksilanaz Uretimi icin Kiiltiir Ortamimin Kati ve Batik Kiiltiir Ortamlarinda

Optimizasyon Calismalar:

Batik kiltiir i¢in belirlenen degiskenler; karbon kaynagi konsantrasyonu, asi miktari,
azot kaynagi, fosfat kaynagi ve tuz konsantrasyonudur. Box-Behnken deney tasariminda
kullanilacak degerler Cizelge 3.3.’de verilmistir. Bunun yaninda kati kiiltliir i¢in
belirlenen degiskenler; karbon kaynagi konsantrasyonu, nem miktari, azot kaynagi
konsantrasyonu, (pH) asit-baz konsantrasyonu, as1 miktaridir ve tasarimda kullanilacak
degerler Cizelge 3.5.’de verilmistir. Her bir degisken i¢in 3 seviye mevcuttur ve bu
seviyeler “-17, “0” ve “+1” olarak kodlanmistir. Kodlama su sekilde gerceklestirildi:
belirlenen degiskenin orta degeri “0” olarak segilir ve kodlanir. Degisken igin
kullanilacak diger parametreler eger “0”dan az veya alt seviyede ise “-1” ve eger “0”’dan
cok veya iist seviyede ise “+1” olarak kodlanir. Ornegin, azot kaynag: kosantrasyonu
parametresi i¢in belirlenen seviyeler 3, 4 ve 5 g/L’dir. Bu degerlerden 4 g/L “0” olarak
kodlanir ve daha az miktari ifade eden 3 g/L “-1” olurken, daha ¢ok miktar: ifade eden 5
g/L “+1” olarak kodlanir. Bu kodlama sistemindeki “-17, “0” ve “+1” kodlar
degiskenin seviyelerini gosterir.

Her bir kiiltiir ortaminin optimizasyonunda 5 farkli degisken ve bunlarin 3 seviyesi
mevcut oldugundan Box-Behnken deney tasariminda 2 merkezli bir plan
olusturuldugunda her bir kiiltlir icin 42 setlik bir deney plam1 ortaya g¢ikmaktadir
(Cizelge 3.4. ve Cizelge 3.6.).

Cizelge 3.3. Batik kiiltiir fermantasyonu i¢cin Box-Behnken deney tasarim degisken ve seviyeleri

Kodu -1 0 1
Karbon kaynag: konsantrasyonu (g/L) CS 20 30 40
Ast orani (mL) 1A 10 20 30
Azot kaynagi konsantrasyonu (g/L) NS 2 3 4
Potasyum fosfat kaynagi konsantrasyonu KP 02 05 0.8
(9/L)
Tuz (NaCl) konsantrasyonu (g/L) NA 0,2 0,4 0,6
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Cizelge 3.4. Batik kiiltiir i¢in olusturulan deney setleri (IA:As1 miktari, CS:Karbon, NS:Azot ,

KP:Potasyum Fosfat ve NA: Sodyum kloriir konsantrasyonunu simgelemektedir)

Std.No Cs 1A NS KP NA

Run.No

-1

22
24
17

-1

23

33
38
40

21

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

-1

25
35
20
41

36
32
31

34
12
11
13
14
29

22
23
24
25
26
27

-1

39
27

28
29
30
31

10
18
30
42

32

33
34
35

26

36
37

16
15
37
19
28

38
39
40

41

42
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Cizelge 3.5. Kat1 kiiltiir icin Box-Behnken deney tasarim degisken ve seviyeleri

Kodu -1 0 1
Karbon konsantrasyonu (g) CS 20 30 40
Nem Oram (mL) MR 2X 2,5X 3X
Azot kaynag (g/L) NS 0,2 0,4 0,6
pH pH 5 7 9
As1 Oram (mL) 1A 1 2 3

Yukarida verilen Cizelge 3.5. incelendiginde nem orani satirindaki X, C kaynaginin
kuru agirligini temsil etmektedir. Kati hal fermantasyonu igin hazirlanan ana kiiltiiriin
degiskenlerinden biri olan nem oraninin ayarlanmasi sirasinda, musir kogani kuru
agirligimim (X’in) onitindeki katsayisi katt hacmi (mL olarak) kadar ana kiiltiir misir

koganina eklenip karistirilarak ortamin nemliligi saglanmustir.
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MR: Nem miktar1; NS:Azot kaynagi konsantrasyonu; pH: Asit-baz konsantrasyonu; 1A: Asi

Cizelge 3.6. Kat1 kiiltiir i¢in olusturulan deney setleri (CS: Karbon kaynag1 konsantrasyonu;
miktart)

Std.No CS MR NS pH 1A

Run.No

22
24
17

23

-1

33
38
40

21

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

25

35

20
41

36
32
31

-1

34
12
11
13
14
29

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

39
27

10
18
30
42

32
33
34
35
36
3

26

16
15
37

38
39
40

-1

19
28

41

42
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3.2.3. Ksilanaz Aktivite Ol¢iimii

Ana kiiltiirden her giin 2 mL 6rnek alinmistir. Batik kiiltiirden 6rnekler direk 2 mL’lik
ependorflara almmistir. Kati kiltlirden 6rnek aliminda ise yikama ydntemi
kullanilmistir. Yikama yonteminde; kat1 kiiltiir fermantasyon ortamina 5-15 mL sodyum
fosfat tamponu ilave edilerek calkalanmistir. Tamponlu kiiltliriin tamami kurutma
kagidiyla siiziilmistiir. Siiziilerek elde edilen ham enzim 6rnekleri 5000 g de 4-6°C” de
5 dakika santrifiij edilerek hiicreler ve besiyerindeki ¢oziinmeyen parcaciklar
ayrilmistir.  Pellet kismi atilarak siipernatant kismi ham enzim kaynagi olarak
kullanilmistir. Enzim aktivitesi igin substrat olarak % 1°lik kayin agaci ksilan1 50 mM
pH 7,0 fosfat tampon c¢ozeltisi kullanimistir. Ksilanin ¢oziiniirliigliniin az olmasi
sebebiyle 1 g kayin agaci ksilam1 80 mL tampon ¢ozeltisinde manyetik karistirict
tizerinde kaynayincaya kadar karistirilmis ve 2-3 dakika kaynama sonrasi 1sitma iglemi
durdurulmus ancak karistirma islemine gece boyu oda sicakliginda devam edilmistir.
Hazirlanan soliisyon ayni tampon ¢ozeltiyle 100 mL’> ye tamamlanmis, 5000 g’ de 20
dakika santrifiij edilerek ¢oziinmeyen ksilan parcaciklari uzaklastirilmistir. Hazirlanan
substrat ¢ozeltisi 1 hafta 4-6 °C’de saklanarak kullanilmistir (Bailey ve ark., 1992).
Ksilanaz aktivitesi, enzimatik reaksiyon sirasinda ortaya c¢ikan, indirgenmis seker
konsantrasyonu Olgiilerek belirlenmistir. Aspergillus terreus’tan elde edilen ksilanaz
enziminin optimum aktivite sicakligi daha once yapilan ¢aligmalarda 40 °C oldugu
gorilmistiir. Bu sebeple her ikiside 40 °C sicaklikta dengelenmis; uygun sekilde
seyreltilmis 1 mL enzim ve 10 mL substratin karistirilmasi ile gergeklestirilmistir
(Ozben, 2014). Uygun zamanlarda reaksiyon ¢ozeltisinden alman 1 mL &rnek iizerine
1,5 mL dinitrosalisilik asit ¢ozeltisi (DNSA) eklenerek hemen durdurulmustur. Renk
olusumu igin tiipler kaynayan suya yerlestirilmis, 5 dakika bekletilmistir. Siire sonunda
ornek tiipler buz banyosunda hemen sogutulmustur. Lp Italy 96 pleytlere énce blank
(kor) bulunan tiipten 200 pL alinarak kuyucuga yerlestirilmistir. Bu islemi takiben
enzimlerin  bulundugu tiiplerden ayni sekilde 200 pL alinarak kuyucuklara
yerlestirilmistir. 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak absorbans degerleri
Ol¢iilmiistiir. Ksilanaz aktivitesi olusturulan ksiloz standart grafigi ve elde edilen
absorbans degerleri kullanilarak hesaplanmistir (Miller, 1959).

DNSA reaktifi Ek B’de verilen igerik ve oranlari ile hazirlanmigtir. DNSA yonteminde

indirgeyici sekerlerin belirlenebilmesi i¢in standart olarak ksiloz kullanilmistir (Ek B).
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Bir birim ksilanaz aktivitesi (IU) 40°C’de reaksiyon sartlarinda 1 dakikada 1 pmol

ksiloz liretebilen enzim miktari olarak tanimlanmaktadir.

4. BULGULAR

4.1. Tepki Yiizey Metodolojisi Kullanilarak Batik Kiiltiirde Ksilanaz Uretiminin
Optimizasyonu

Oncelikle ¢alismalara batik kiiltiir setleriyle baslandi. Ana kiiltiire ekim yapilip iiretim
asamas! basladiktan sonra ksilanaz aktivitesi giinliik olarak takip edildi. Olgiimler,
aktivitelerin diistiigii giine kadar takip edilip her setin en yiiksek aktivitesi tespit edildi.
Batik kiiltiir 6rnek set profilleri Sekil 4.1.”de sunulmaktadir.
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Sekil 4.1. Batik kiiltiir 6rnek set profilleri
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Sekil 4.1. Batik kiiltiir 6rnek set profilleri (Devami)

28

=y
=]
|

I 16 4

U
=

1
=y
]

L

esi (IUW/m

Ksilanaz Aktivit

Y
(=B L
L

—
]
)

Ksilanaz Aktivitesi (IU/mL})

210 4

Ksilanaz Akt

-
) B o =] =1
L L L L L

=1

Ksilanaz Aktivitesi {(IU/mL)

24.8et

6 8 10
Fermentasyon Siiresi {Giin)

40.8et

iy
w
L

FS

6 8 10 12
Fermentasyon Siiresi (Giin)

28.8et

6 8 10
Fermentasyon Siiresi {Giin)

33.8et

6 8 10 12
Fermentasyon Siiresi (Giin)



34.Set 37.Set

o]
w
|
a
=

E :12
52 5 B B W
= =2
§15 $ { £ gl } &
2 } > 3
510 ¢ = 61
: } oy
554 £ .
g i 1® s a8

0 T T T T 1 0 : T T T 1

2 4 6 8 10 12 9 4 6 8 10 12
Fermentasyon Siiresi (Giin) Fermentasyon Siiresi (Giin)
38.8et 40.8et

12 4 12
7 ¢ 3 z
E10 4 £
5 } i 3 En : ¥ 5 ¥
= 8 - - 8
3 { 8 s
% 61 36
= S
N 4 4 {
: g g
£ 2 5 2
g S g ¢

0 T T T T 0 T T T T 1

2 4 6 8 10 2 4 6 8 10 12
Fermentasyon Siiresi (Giin) Fermentasyon Siresi (Gin)

Sekil 4.1. Batik kiiltiir 6rnek set profilleri (Devami)

Her bir set i¢in en yiiksek aktiviteler belirlendikten sonra Cizelge 4.1. verilen tablo elde
edildi.
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Cizelge 4.1. Batik kiiltiirden elde edilen ilk set sonuglar1

En Yiiksek
Run.No Std.No Cs 1A NS KP NA Aktivite
(1U/mL)
1 22 1 0 0 -1 0 13,97
2 24 1 0 0 1 0 15,3
3 17 0 -1 0 0 -1 9,4
4 7 -1 0 1 0 0 18
5 23 -1 0 0 1 0 14,03
6 1 -1 -1 0 0 0 15,44
7 33 0 -1 0 -1 0 19,61
8 38 0 0 1 0 -1 10,45
9 40 0 0 1 0 1 9,97
10 21 -1 0 0 -1 0 12,92
11 25 -1 0 0 0 -1 11,01
12 35 0 -1 0 1 0 14,64
13 20 0 1 0 0 1 12,63
14 41 0 0 0 0 0 11,32
15 8 1 0 1 0 0 14,41
16 4 1 1 0 0 0 22,24
17 36 0 1 0 1 0 17,41
18 32 0 1 1 0 0 11,22
19 31 0 -1 1 0 0 23,02
20 3 -1 1 0 0 0 13,54
21 34 0 1 0 -1 0 17,38
22 12 0 0 1 1 0 17,3
23 11 0 0 -1 1 0 19,01
24 13 0 0 0 -1 -1 12,27
25 14 0 0 0 1 -1 11,08
26 29 0 -1 -1 0 0 16,26
27 9 0 0 -1 -1 0 17,27
28 39 0 0 -1 0 1 11,88
29 27 -1 0 0 0 1 20,13
30 -1 0 -1 0 0 154
31 1 0 -1 0 0 19,83
32 10 0 0 1 -1 0 18,9
33 18 0 1 0 0 -1 10,39
34 30 0 1 -1 0 0 13,45
35 42 0 0 0 0 0 9,94
36 26 1 0 0 0 -1 22,21
37 2 1 -1 0 0 0 18,38
38 16 0 0 0 1 1 12,03
39 15 0 0 0 -1 1 12,63
40 37 0 0 -1 0 -1 11,8
41 19 0 -1 0 0 1 9,46
42 28 1 0 0 0 1 25,83
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Daha sonra TYM (Tepki Yiizey Metodu) kullanilarak en uygun regresyon modelini
belirlemek {izere mevcut 4 model iizerinde regresyon analizleri gergeklestirildi (Sekil
4.2.-45.). Analizler sirasinda hem modelin uygunlugu hem de optimizasyon
calismalarinin yeterliligini tespit etmek i¢in oncelikle R-kare (R-Sq) degerine bakildi.
R-kare degeri regresyon sabiti olup secilen bagimsiz degiskenler ve uygulanan model
arasindaki etkilesimi gostermektedir. R-kare degerinin 1’e yakin ya da % 90’1n {izerinde
olmas1 gerekmektedir. R-kare degeri, uygulanan modelin elde edilen verilerin ne
kadarmi tanimlayip agiklayabildigini gdstermektedir. Ornek olarak % 90 R-kare degeri
verilerin % 90’nin1 agiklayabilirken % 10’luk bir kismini agiklayamamaktadir. Bunun
yaninda yine uygulanan modelin uygulanabilirligini gosteren diger bir deger ise Lack of
Fit (LOF) (Uyum Eksikligi) degeridir. Dolayisiyla bu degerin anlamli olmamasi
beklenmektedir. Diger bir deyisle, LOF p degerinin 1’e yakin olmasi gerekmektedir.
Diger bir énemli deger ise ayarlanmis R-kare (R-Sq(adj)) degeri olup, bu degerin R-
kare degerinden farkinin % 5’ten fazla olmamasi uygulanan model ile optimizasyonun
anlamli oldugunu gdstermektedir.

Denenen modeller sirasiyla; 1. dogrusal model, 2. dogrusal+kare model, 3.
dogrusal+etkilesimli model ve 4. tam ikinci dereceden modeldir. Bu modellere iliskin
R-kare (R? veya R-Sq) degerleri ve ilgili bilgiler Sekil 4.2.-4.5’te verilmistir. Tepki
ylizey metodunda uygulanan regresyon modelinin tasarimi ne kadar tanimlayip
aciklayabildigini regresyonun R? degeri gostermektedir. Oncelikle Batik kiiltiir
fermantasyonlari igin bakildiginda; Ornek olarak dogrusal regresyonun R-kare degeri %
12°dir. Bunun anlami, uygulanan model, tasarimin sadece % 12’sini agiklayabilmekte
fakat bunun yaninda % 88 uygulanan modelle ag¢iklanamamaktadir. Bu bilgiye
dayanarak elde edilen R-kare degerlerine baktigimizda lineer i¢in % 12, dogrusal+kare
icin % 39, dogrusal+etkilesim i¢in % 21 ve tam 2. dereceden modelde ise % 48’dir. Bu
sonuglardan yola ¢ikarak en anlamli modelin tam 2. dereceden regresyon model oldugu

bulundu ve bundan sonraki tepkiler bu model iizerinden analiz edildi.
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Terimler

Katsay1 SE Katsayis1 T iz
Sabitler 15,0800  0,6410 23,526 0,000
cs 1,9812 1,0385 1,908 0,064
1A 00,4969 1,0385F 0,478 10,635
NS =0, 101% 1,0385 =0,0%38 0,922
KP -0,2504 1,0385 =0,250 0,804
NaCl 0,%965  1,0385 0,960 0,344
5 = 4,154 E-5q = 11,9% E-5g{adj) = 0,0%
Kaynak DF Sea SS Adi SS Adi MS F
Regrasyon 5 83,0498 83,898 1a,7787 D,97
Dogrusal 5 83,898 83,888 1la,7727 0,97
Residuel hata 36 821,253 21,253 17,2570
Lock-of-Fit 35 620,301 820,301 17,7229 18,461
Saf Hata 1 0,952 0,952 ,9522
Toplam 41 705,131
Sekil 4.2. Batik kiiltiir dogrusal regresyon analizi
Terimler Katsay1 SE Katsayisi T P
Sabitler 10,6200 2,5356 4,033 0,000
P 1,9812 0, 2318 2,126 0,042
A —0,4269 0,2318 -0,5%33 0,595
NS -0,1019 0,9318 -0,10% 0,914
Kp -0,2594 0,9316 —-0,278 0O, 783
NaCl O,99549 0, 9318 1,070 0,293
CS*CS 4, 85529 1,5582 2,806 0,009
IAIA 22,3054 1,5582 1,390 0,174
NS*NS 22,5138 1,094582 1,574 0,125
KP*KP 2,4121 1,a658% 1,455 0,158
NaCl*NaCl -0, 30249 1,8582 —0,183 0,458
8 = 3,727 E-Sg = 3Z8,9% B—Sgiadij) = 19,2%
g :‘ég?;on DF Seq SS Adj SS Adj MS
Kare 19 274,474 274,4F1 2V, 4974
; 3 B3, 596 83,3898 16,7797
Residuel hata 5 180,575 184,575 34,1151
Lock-of-Fit 31 420,677 430,677 13,8928
Saf Hata 30 429,725 429,725 14,3242
T0p|am L 0,952 D952 O,9522
471 TOS,151

Sekil 4.3. Batik kiiltiir kare regresyon analizi
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0,948
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0,182

1,98
1,21
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15,04
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Terimler

Sabitler
CS

1A

NS

KP

NaCl
CS*IA
CS*NS
CS*KP
CS*NacCl
IA*NS
IA*KP
I1A*NaCl
NS*KP
NS*NaCl
KP*NaCl
NaCl*NaCl

5 = 4,036

Kaynak
Regrasyon
Dogrusal
Etkilesimli
Residuel hata
Lock-of-Fit
Saf Hata
Toplam

Katsay:

15,0800
1,%9812
-0, 1969
":Ir 1019
-0,2594
0,9969
1,4400
—-2,003%0
0, 0550
-1,3750
-2,2475
1, 2500
0, 3450
=0, 8350
-0, 1400
0,1475

SE Katsayisi T

0,7153
1,1559
1,1589
1,1589
1,1589
1,1589
2,3178
2,3178
32,3178
72,3178
2,3178
2,3178
2,3178
2,3178
2,3178
2,3178

R-85q = 20,5%

DF

15

5
10
26
25

1
41

Seq SS
146,445
B3, 898
62,547
358,706
557,751
0,252
705,151

21,082
1,710
=0,92%
-D: ':]'33
-0, 224
0, 8c0
0,821
-0, BES
0,024
-0, 553
-0,4970
0,539
0,235
=0, 360
-0, 060
0,064

R-5g{ad])

Adj SS
146,445
83, 898
62,547
558, 706
557,754

0,952

P

a,000
a,099
0,672
Q,%31
0,825
0,398
a,540
0,395
Q,%481
0,558
a,341
0,594
0,816
0,722
Q0,952
{0,950

= ad,0%

Adj MS

9, 7630
16,7757
&,2547
21,4887
22,3102
0,9522

Sekil 4.4. Batik kiiltiir dogrusal+etkilesimli regresyon analizi
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23,43

0,943
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Terimler

Sabitler

KP*KP
NaCl*NaCl
CS*IA
CS*NS
CS*KP
CS*NaCl
IA*NS
IA*KP
I1A*NaCl
NS*KP
NS*NaCl
KP*NaCl
NaCl*NaCl

g = 4,187

Kaynak

Regrasyon
Dogrusal
Kare
Etkilesimli
Residuel hata
Lock-of-Fit
Saf Hata
Toplam

Katsay1

10,6300
1,9812
-0, 4969
-0,1019
-0, 2594
0, 9%69
41,5529
#,3054
2,6138
2,4121
-0,3029
1,4400
2,005
0, 0550
-1,3750
-2,2475
1,2500
0, 5450
-0,8350
-0, 1400
0,1475

SE Katsayisi

R-5q = 47,

DF

24
3
5

1a

21

24
1

41

2,946l
1,047

T

3,591
1,833

1,047 -0,475
1,047 -0,097
1,047 -0,248

1,047
1,863
1,863
1,863
1,863

a,952
Z,498
1,238
1,403
1,295

1,883 -0,163

2,033

0,688

2,093 0,958

2,093

0,026

2,093 -0,657
2,093 -1,074

2,033
2,093

0,537
0; 260

2,093 -0,399
2,093 -0,067

2,093

a, 070

P

0,002
0,072
0,640
0,923
0,807
0,352
0,021
0,229
0,175
0,209
0,872
D, 439
0,349
0,979
0,518
0,235
0,557
0,797
0,654
0,947
0,944

2% R-5qi{adj) = 3,0%

Seq SS

337,020
B3, B9E
130,575
B2, 547
388,131
Je7,17%
0,952
705,151

Adj SS

337, 020
83, 898
190, 575
62,547
368,131
367,179
0,952

Adj MS

16,8510
16,7797
38,1151

6,2547
17,5300
18,3589

0,9522

Sekil 4.5. Batik kiiltiir tam 2. dereceden regresyon analizi

Bu modelleme sonucunda R-kare degerlerinin diisiik olmasi sebebiyle tekrar edilecek
setler belirlendi. Tekrar edilecek setlerin belirlenmesinde kullanilan kriter, o setin
tepkisinin residual degerinin biiyilikliiglidiir. Residual deger ne kadar biiylikse modele
uyumlulugu o kadar disiiktiir. Bunun yaninda tekrar setler belirlenirken residual
degerlere ek olarak ylizey egrileri de g6z oniline alindi. Batik kiiltiir fermantasyonlari

icin tekrar edilen set sonuglarindan elde edilen tepkiler Cizelge 4.2. ve bu tepkilerin

analizleri Sekil 4.6.-4.13.”de verildi.
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Cizelge 4.2. Batik kiiltiir tekrarlar sonrasi set tepkileri

En Yiiksek
RonMNo [ Std. Mo | CS 1A NS KPP | NA A ltivite (ILYml)
1 22 1 0 1] -1 4] 2104
2 24 1 0 0 1 0 18,1
3 17 0 -1 0 0 -1 9.4
4 7 -1 0 1 0 0 13,27
5 23 -1 0 0 1 0 14,03
6 1 -1 -1 1] 0 0 15,44
7 33 0 -1 0 -1 0 15,89
8 38 0 0 1 0 -1 10,45
9 40 0 0 1 0 1 9.97
10 21 -1 0 0 -1 0 12,92
11 25 -1 0 1] 0 -1 11,01
12 35 0 -1 0 1 0 14,64
13 20 0 1 1] 0 1 8.3
14 41 i 0 0 0 0 11,32
15 & 1 1] 1 0 0 20,54
16 4 1 1 0 0 0 19,01
17 36 0 1 1] 1 0 11,5
18 32 0 1 1 0 0 11,22
15 31 0 -1 1 0 0 16,14
20 3 -1 1 0 0 0 10,08
21 34 0 1 0 -1 0 12,25
22 12 0 0 1 1 0 15,14
23 11 0 0 -1 1 0 8.01
24 13 0 0 0 -1 -1 12,27
25 14 0 0 1] 1 -1 11,08
26 29 0 -1 -1 0 0 9,79
27 9 0 ] -1 -1 ] 9,31
28 39 0 0 -1 0 1 B2
29 27 -1 0 0 0 1 9,88
30 5 -1 o -1 0 4] 852
31 & 1 0 -1 0 0 13,11
32 10 0 0 1 -1 0 14,52
33 18 o 1 0 0 -1 10,39
34 30 0 1 -1 0 0 [ |
35 42 0 o 0 0 0 9,04
36 26 1 0 0 0 -1 15,38
37 2 1 -1 0 0 0 18,38
38 16 0 0 1] 1 1 12,03
39 15 0 0 0 -1 1 12,63
40 37 0 0 -1 0 -1 g
41 19 0 -1 1] 0 1 14,28
42 28 1 o 0 0 1 18,54
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Tahmin
Durdurma 10,630
Cs 3,078
LA -1.56%9
NS 2,396
KF {1,394
NA {1,494
CS:1a 1,498
CRNE 0,370
CS5:KP -1,013
CE:MA 1,148
[ENS 0,308
[EXB 0,125
[A:NA -1,743
ESER 0,480
NS:NA 0,610
- 0,148
CE2 4,178
[A*2 1,050
Na~2 -1, 104
Kpa2 2,003
MNAM2 -1,185
Anlamh Kodlar [ e

S5=06783 R-5q=935%

Kaynak

Regrasyon
Dogrusal
Kare
Etkilesimli
Residuel hata
Lock-of-Fit
Saf Hata
Toplam

s
L5313

Std. Hata t Degeri Pr(>1d)
0,480 22162 0,000 ok
0170 18,151 0,000 "
0,170 9,254 0,000 ik
0,170 17,075 0,000 ok
0,170 2,322 0,030 *
0,170 2915 0,008 ik
0,339 4415 0,000 b
0,339 2,565 0,018 *
0,339 2,985 0,007 ¥
0,339 3,383 0,003 k
0,339 1,907 373
0,339 0360
0,339 -5,138 0,000 ik
0,339 1415 R
0,339 1,799 0,086
0,339 0435 [
0,302 13,844 0,000 ok
0,302 3,478 0,002 b
0,302 3,658 0,001 i
0,302 6,944 0,000 L
0,302 3928 0,001 LL
0,001 ** 001* 005 0.1

R-Sqiadj) = 97,0%

DF  SeqSS Adj SS AdjMS  F
20 621,758 621,758 31,088
5 331,550 331,550 66310 144,110
5 2537600 2537600 50,752 110,300
10 36448 36448 3,645 7,920
21 9,663 9,663 0,460
20 8,711 8,711 0,436 0,460
1 0,552 0,952 0,452
41 631421

1A NS KP Na

0,621 1,215 0,158 0819

Sekil 4.6. Batik kiiltiir TYM analizi
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Sekil 4.6. Batik kiiltiir TYM analizi (Devami)

Sira

Wi o) oL e LR e

Std.Sira

22
24
17

23

Aktivite

21, 040
18,100
9,400
13,270
14,030
15, 440
15,850
10, 450
9,570
12, 920
11,010
14, 640
8,300
11,320
20, 940
19,010
11, 500
11,220
16,140
10, 080
12,250
15,140
8,010
12,270
11, 080
9,790
9,310
6,020
5,880
8,920
13,110
14,520
10, 390
6,100
9,940
15,380
18,380
12,030
12, 630
4,060
14,280
18, 840

Fit
21,388
18,575

9,827
12, 652
14,444
15,846
15,863
11,352
11,121
13,206
11,198
14,826

7. 677
10, 630
20,548
1B, 864
11, 937
11,595
15,348

9,713
12,474
14, 604

7,852
11,587
10,504

B, 942

3, 600

6,550

9,891

B, 600
13,017
14,431
10,173

6,418
10, 630
15,059
19,008
11,788
12,281

4,341
14,300
18,343

SE Fit

0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0,480
0,480
0,480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
D, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0,480
0,480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
0, 480
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Residuel

-0,348
=0,475
-0,427
0,618
-0,414
-0, 406
0,027
=0,302
-1,151
=0, 286
=-0,188
=0 ] 186
0,623
0,630
0,392
0,146
-0,437
=0,375
0,792
0,368
-0,224
0,536
0,158
0,682
0,576
0,848
=0,250
=-0,530
'U, 011
0,320
0,093
¢,0839
0,217
-0,318
-0, 690
0,321
-0, 628
0,242
0,349
-0, 281
=0,020
0,458

St Resid

-0,72
=0, 99
-0,89
1,29
-0,86
-0, 85
0,06
-1,88
-2,40 R
-0, 60
-0,3%
-0,39
1,30
1,44
0,82
0,30
-0,91
-0,78
1,65
0,77
-0,47
1,12
0,33
1,42
1,20
1,77
-0, 60
-1,10
=-0,02
0,67
0,19
0,1%
0,45
-0, 66
-1, 44
0,67
-1,31
0,50
0,73
-0,5%
-0,04
1,04



Yiizey Egri Grafikler

Degerler

Cs 0

; = 1A 0
a5 L] NS O
nplun r::nn kP 0

a -1 e WA 0

Cevresel Grafikler

Aktivite

[ | < 50
W s0- 75
B 75- 1m0
00 - 125
15 - 150
150 - 175
175 - 0,0

=m0

Degerler

5 0
Ia 0
NS 0
kP O
NA O

: N

-1 o 1

Sekil 4.7. Batik kiiltiir TYM analizi ¢evresel ve yiizey egri grafikleri

Batik kiiltiir i¢cin TYM ile olusturulan deney tasarimindan elde edilen veriler
degerlendirildiginde ikinci dereceden model uygun goriildii ve bu modelin kabul
edilebilirligi ANOVA analizleri sonucu onaylandi. R-Kare degerimiz % 98,5 olarak

bulundu. Buna gore modelimiz sadece etkilesimlerin % 1,5°lik  kismin
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aciklayamamaktadir. Elde edilen sonuglarda F degeri 67,6 olarak ve p degeri 0 olarak
bulundu. F degerinin biiyiik olmasi ve bu degere ait p degerinin ¢ok kiigiik olmasi
uygulanan modelin dogrulugunu ortaya koymaktadir. Bunun yaninda ayarlanmis R-kare
degeri % 97, LOF p degeri 0,845 olarak bulundu. Bu sonuglardan elde edilen veriler ile
uygulanan modelin TYM analizinde anlamli olduklar tespit edildi.

4.2. Tepki Yiizey Metodolojisi Kullamlarak Kati Kiiltiirde Ksilanaz Uretiminin

Optimizasyonu

Batik kiiltiir fermantasyonlar: i¢in uygulanan regrasyon analiz modellerinin hepsi kati
kiiltir fermantasyonlar1 i¢inde birebir takip edildi. Elde edilen R-kare degerlerine
bakildiginda dogrusal i¢in % 22, dogrusal+kare igin % 26, dogrusal+etkilesim i¢in % 40
ve tam 2. dereceden modelde ise % 44 oldugu goriildii. Sonuglara bakildiginda en
anlamli (uygun) modelin tam 2. dereceden regresyon model olduguna karar verildi.
Nedenine bakildiginda ise tepki ylizey metodunda (TYM) uygulanan regrasyon
modelinin, tasarimi en yiiksek yiizdeyle (% 44) agiklayabildigi diger modellere kiyasla
daha giivenilir olmasidir. Bundan sonraki tepkiler tam 2. dereceden regresyon modeli
tizerinden analiz edildi. Analiz sonuglar1 asagidaki Cizelge 4.3. ve Sekil 4.8.-4.13.’da

verilmektedir.
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Cizelge 4.3. Kat1 kdiltiir tekrarlar sonrasi set tepkileri

Ron o | Std.WNoe | CS MR | NS pH TA En Yiiksek Aktivite 1U/g

1 22 1 0 o -1 0 68,18
24 1 1] 4] 1 0 60,02

3 17 L -1 0 0 -1 59,06
4 7 -1 1] 1 Q 0 70.23
5 23 -1 0 0 1 0 56,31
[ 1 -1 -1 4] 0 0 59,99
7 33 Q -1 4] -1 4] 60,01
8 38 0 0 1 Q -1 S |
G 40} O 0 1 0 1 648,88
10 21 -1 0 4] -1 0 90,13
11 25 -1 0 0 0 -1 65,17
12 35 L -1 4] 1 0 51,87
13 20 0 | 0 Q 1 EZ.99
14 41 { 0 0 0 0 710
15 8 1 0 1 Q 4] 50,76
16 4 1 | 0 0 0 72,96
17 36 L | 4] 1 0 57.16
18 32 0 1 1 0 0 56,37
19 31 0 -1 1 0O 0 G, 0
20 3 -1 1 4] 0 0 77.08
21 34 0 1 0 -1 0
22 12 L] 0 1 1 0 49,08
23 11 { 0 -1 1 0 52,60
24 13 O 1] 4] -1 -1 56,98
25 14 0 0 4] 1 -1 61,11
26 29 1Y -1 -1 0 0 45,59
27 g 0 0 -1 -1 ] 82 86
28 g O 0 -1 0 1 65,75
29 27 -1 L 4 0 1 70,22
30 5 -1 0 -1 0 0 9033
31 53 1 0 -1 Q 0 66,27
32 10 L L 1 -1 0 50, 94
33 18 0 1 0 0 -1 &, 300
34 30 0 1 -1 0 o B9, 14
3s 42 0 0 0 0 0 75,50
36 26 1 0 4] 0 -1 49,97
37 2 1 -1 4] Q 0 54.43
38 16 1} 0 0 1 1 40 17
3o 15 L 0 0 -1 1 6,28
40 37 O 0 -1 Q -1 60,15
41 19 0 -1 4] 0 1 50,33
42 28 1 0 4] Q 1 66,23
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Terimler Katsayl SE Katsayisi T P
Sabitler 60, 491 2,479 24,397 0,000
Cs —2,375 4,017 -1,08% 0,283
MR 10,053 4,017 2,503 0,017
NS -1,18%6 1,017 -0,295 0,770
pH -3, 831 4,017 -0,954 0,347
1A 5,489 4,017 1,366 0,180
8 = 16,07 CEEEEEEENEEE B-Sqgiadj) = 11,5%
Kaynak DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
giggfrfs&‘l’” 5 2662,7 ZE6Z, 7T 532,5% 2,06 0,093
5 2662, T ZEEZ, T 53%,5 2,06 0,093
Residuel hata 38 9295, > 5245 2 258, 2
Lock-of-Fit 35 BEEE, & BEEE,E 247,6 0,3% 0,880
Saf Hata 1 623, 6 628,46 628,4
Toplam 41 11957, %
Sekil 4.8. Kat1 kiiltiir set sonucunun dogrusal regresyon analizi
Terimler Katsay1 SE Katsayisi T P
Sabitler 57,1014 11,4954 4,776 0,000
CS —-2,3753 4,227 -1,435 4Q,30%
MR 10,0533 4,227 2,378 0,024
NS -1,1856 4,227 -D,280 0,781
pH =3,8305 4,227 =0,8908 0,372
1A 5,48%0 4,227 1,2%9 0,204
CS*CS 4,6443 7,522 0,617 0,541
MR*MR 4,5524 T, 022 D,606 0,545
NS*NS 2,0376 Ty 522 0,271 Q4,788
pH*pH =0, 6079 7,522 =0,081 Q0,936
IA*IA -1,7343 7,522 0,231 0J,81%
5 = 16,%] CEEEEEEEEER F-Sqiadi) = 2,0%
Kaynak DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Regrasyon 14 3085,3  3095,34  30%,534 1,08 0,404
Dogrusal 5 26682,7 2662,71 53E,541 1,86 0,130
Kare 5 2437, & 437,64 46,527 0,30 0,908
Residuel hata 31  8862,5 B8862,53 285,888
Lock-of-Fit 30 g234,0 B8233,%6 274,465 0,44 0,859
?g;:;?;a 1 25,6 628,57 628,570
41 114957,%9

Sekil 4.9. Kat1 kiiltiir set sonucunun dogrusal+kare regresyon analizi
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Terimler Katsay1 SE Katsayisi T P

Sabitler &0, 4911 2,564 23,389 0,000

CS -4, 3753 4,155 -1,053 0,302
MR 10,0833 1,154 2,920 0,023
NS -1,1856 4,155 =0,285 0,778
oH -3,8305 4,155 -0,922 0,365
1A 5,.48%0 4,155 1,321 0,198
CS*MR 17,6662 8,310 2;12e 0,043
CS*NS -1, 9162 8,310 -0,953 0,350
CS*pH 5,1659 8,310 0,622 0,540
CS*IA 4,08607 g, 310 0,489 0,825
MR*NS -b, 7138 8,310 -0,808 04,426
MR*pH -0,7548 8,310 -0,0%1 0,928
MR*IA 32,7007 g,3110 0,445 04,640
NS*pH -0, 6833 8,310 =0,082 0,535
NS*IA -4,2827 §,310 -0,515 4,611
pH*IA -5, 6908 8,310 -0,485 4,500

§ = 16,6 NSNS R-Sqladj) = 5,3%

Kaynak DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Regrasyon 15 4776,6 4776,6  318,4 1,15 0,363
sz 5 2662,7 2662,7 532,55 1,93 0,124
Etkilesimli 10 2113,% 2113,%  211,4 0,77 0,660
Residuel hata 26 7181.3 7181,3 276,32

Lock-of-Fit 25 B55Z,7 6552,7  262,1 0,42 D,B66
Saf Hata 1 £28,6 628,86 B2E,4

Toplam 41 11957,

Sekil 4.10. Kat1 kiiltiir set sonucunun dogrusal+etkilesimli regresyon analizi
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Terimler Katsay1 SE Katsayisi T P

Sabitler 57,1014 12,576 4,505 0,000
cs -4, 3753 1,482 -0,975 0,340
NS 10,0533 4,482 2,243 0,036
pH -1,14858 4,482 -0,265 0,794
1A -3, 8305 4,482 -0,855 0,402
CS*CS 5, 4850 4,482 1,225 0,234
MR*MR 4, 6443 7,975 0,582 0,547
NS*NS 4,5584 7,975 D572 0,574
oH*pH 2,0376 7,475 0,255 0,841
IASA -0,6079 7,975 -0,076 0,940
CS*MR -1, 7343 7,975 -0,217 0,830
CoxniS 17, 6662 8,963 1,971 0,082

N ~7, 9162 g,963 -0,883 0,387
CS”pH 5, 1659 g,863 0,576 0,571
CS™IA 4, 0607 B, 963 0,453 0,655
MR*NS -5, 7130 8,%63 -0,749 0,462
MR*pH -0, 7549 5,963 -0,084 0,934
MR*IA 3, 7007 B, 963 0,413 0,689
NS*pH -0, 6833 8,963 -0,076 0,940
NS*IA -2, 2827 B, 963 -0,478 0,638
pH*IA -5, 5909 8,963 -0,535 0,532

5= 17,23 EEESSEENEEE F-Sqi{adi) = 0,0%

Kaynak DF  SeqSS  AdjSS Adj MS F P
Regrasyon 200 5209,2  S209,2  ZeU, 46 0,81 0,679
Dogrusal 5 2692, 7 ZeaZ,T 532,54 1,64 0,189
Kare 3 432,46 432,46 26,03 0,27 0,825
Residuel hata 21 6748,7 6748,7 321,34

Lock-of-Fit 20 B120,1 £120,1 306,00 0,4% 0,833
Saf Hata 1 R2E, & R2E, 86 ©28,57

Toplam 41 11857,%

Sekil 4.11. Kat1 kiiltiir set sonucunun tam 2. dereceden regresyon analizi

Elde edilen biitiin regresyon analiz modellerinin sonuglarini birarada goérmek adina

asagidaki tablo olusturulmustur.

Cizelge 4. 4. Batik ve kat1 kiiltiir icin TYM denenen regresyon analiz modelleri ve yiizdeleri

PR 2 2
Tepki Yiizey Metodunda R-kare (R veya R-Sq) R-kare (R veya R-Sq) Degerleri
Denenen Regrasyon Modelleri Degerleri % %
Dogrusal 12 22
Dogrusal+Kare 39 26
Dogrusal+Etkilesimli 21 40
Tam 2. Dereceden 48 44
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Durdurma

C5

MR

NS

pH

[A
ESMR
C5:NS
CSpH
CS:0A
ME:NS
MR:pH
MR:LA
N&:pH
NS:IA
pH:1A
52
MRA2
NE#2
pH*2
[A*2

Anlamli kodlar

5=

Kaynak

Regrasyon
Dogrusal
Kare
Etkilesimli
Residuel hata
Lock-of-Fit
Saf Hata
Toplam

s
11,306

Tahmin Std. Hata
73,300 1Bl
-4,353 0,640

D428 0,640
-3.832 0,640
-10,455 0,540
5,504 0,540
0,360 1,281
-4, 103 1,251
6416 1,251
2802 1,281
-11,819 1,281
6,230 1,281
9,356 1,281
2,351 1,281
4,563 1,281
10,311 1,281
-2 798 1,140
-3,940 1,140
6,563 1,140
3,246 1,140
-6,436 1,140
0,00
U. -5+ g
2,562

MR
3,895

DF

20
5
5
10
21
20
1
41

NS
-6,877

t Degeri

4468
-6,797
14,723
5,984
-16,323
B3935
0,281
-3,204
5,009
2188
0278
-4 804
7,305
1,835
3,562
-8.050
-2,456
-3,458
-5.761
-2.849
-5.647

001

Pr(>1d)

< 2. 2e-16
0,000
0,000
0,000
0,000
{0,000
A |
{0,004
{0,000
(0,040
{0,000
0,000
0,006
L0%1
0,002
0,000
1,023
0,002
(0,000
0,010
0,000

005"

R-Sq(adj) = 95,9%

Seq SS
6366,520
4193910
313,940
1&38,660
137,790
128,110
9,680
6a04,310

pH
6,907

Sekil 4.12. Kati kiiltiir TYM analizi

Adj SS

*¥E

FEE

HH
LE2
LE 2

F*

F¥E

LE 2
LR 2
LE 2

*

ok
#H
HhH

*h
EET

D.I [N

Adj MS

6366,520 318,325
4193910 538,782

330 62,7788
1358,660 185,800
137,790 6,562
128,110 6,406
9,680 9,680
14
-2,230
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F
48 5110
127,830
0370
28,330

0,660

P
{1,000
{1,000}
{1,000}

,767



Sekil 4.12. Kat1 kiiltiir TYM analizi (Devami)

Sira Std.Sira  Aktivite Fit SE Fit Residuel St Resid
1 22 68,178 66,941 1.811 1,236 0,680
2 24 60,020 58,563 1.811 1157 0,040
3 17 59,060 57,348 1.811 1,712 0,950
4 7 70,230 68,561 1,811 1,669 0,920
5 23 56,310 54,738 1,511 1,572 0,870
& 1 59,940 61,546 1.811 -1.856 -1,020
7 33 60,010 60,910 1.811 0,900 0,500
8 38 45,038 46,400 1.811 -1.363 0,750
9 40 68,879 66,534 1.811 2,345 1,280
10 21 0, 130 88,478 1.811 1,652 0,910
11 25 65,170 65,717 1.811 0,547 0,300
12 35 51,866 82,461 1.811 0,595 0,330

13 20 LERLLY 87,212 1.811 1,777 0,930
14 41 71,100 T3,300 1211 -2 200 -1,210
15 g 50,756 51,048 1211 -0.892 0,450
16 4 72,960 71,997 1211 0,963 Q0,530
17 36 57,155 58857 1,811 -1,701 40,940
18 32 36,300 56,572 1.811 0,206 0,110
19 3 60, (K} 61,354 1.811 -1,264 A, 700
20 3 77080 79,083 1211 -2.903 -1,600
21 34 3,220 92,226 1211 -2.006 -1L110
2 12 49,063 51,552 1.811 -2.465 -1,360
23 11 32,590 54,516 1,811 -1,919 -1,060
24 13 36,975 58,258 1.811 -1.283 0,710
25 14 al,110 57,970 1,811 3,140 1,730

25 i 43,59 435,380 1.811 0.210 0,120
27 9 82,855 80,126 1,511 2720 1,510
28 39 63,750 63,073 1,511 0,677 0,370
29 27 70,221 71,121 1,811 0,500 A, 500
30 3 69,333 68,019 1,211 1,314 0,730
3 6 66,272 67,520 1,211 -1,248 A),690)
32 10 69,940 67,761 1,511 2179 1,200
33 18 60,300 57,493 1,511 2,507 1,550
i4 30 £9,142 87,874 1,511 1,268 4,700
35 42 75,500 73,300 1,511 2,200 1,210
35 26 44970 51,407 1,511 -1,437 01,790
37 2 54,430 52420 1,511 200 1,110
38 16 49,172 48,357 1,511 0,815 0,450
i3 15 £6,280 89,887 1,511 -3,607 1,990
40 37 60,160 63,190 1,511 -3, 050 -1,670
41 19 50,327 49,644 1,511 0,682 0,380
42 28 66,230 63,020 1,511 -1, 790 0,500
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Sekil 4.13. Kat1 kiiltiir TYM analizi gevresel ve yiizey egri grafikleri

Batik kiiltiir fermantasyonunda oldugu gibi kat1 kiiltiir fermantasyonu i¢in de Tepki Yiizey
Metodu ile olusturulan deney tasarimindan elde edilen veriler degerlendirildi. En uygun
modelin ikinci dereceden model oldugu goriildii ve bu modelin kabul edilebilirligi
ANOVA analizleri sonucu onaylandi. R-Kare degeri % 98 olarak bulundu. Buna gore
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modelimiz sadece etkilesimlerin % 2’lik kismini agiklayamamaktadir. Elde edilen
sonuglarda F degeri 48,51 olarak ve p degeri 0 olarak bulundu. F degerinin biiyiik
olmas1 ve bu degere ait p degerinin ¢ok kii¢iik olmasi uygulanan modelin dogrulugunu
ortaya koymaktadir ve bu modelin hata yapma ihtimalinin diisiik oldugunu
gostermektedir. Bunun yaninda ayarlanmig R-kare degeri % 96, LOF p degeri 0,767
olarak bulundu. Bu sonuglardan elde edilen veriler ile uygulanan modelin TYM

analizinde anlamli olduklarini tespit edildi.

5. TARTISMA ve SONUC

Batik kiiltiir sonuglarina genel olarak bakildiginda, setlere gore en yiiksek aktivite
giinliniin degiskenlik gosterdigi tespit edildi. Genel olarak en yiiksek aktiviteler, 6. giin
ile 11. glin arasinda ve 9 ile 25 IU/mL araliginda gézlemlendi. Setler arasinda merkez
olarak belirledigimiz (biitiin degiskenler icin “0” sifir degerinin kullanildig1 2 set) en
diisiik aktiviteye sahip olan setler arasinda yer aldi (9,94 ve 11,32 IU/mL). Set sonuglari
arasinda en yiiksek ksilanaz aktivitesi (25,83 IU/mL) merkez sete gore 2,5 kat daha
yiiksek olarak belirlendi. Dolayisiyla, olglilen en yiiksek aktivitedeki artis, merkez
parametrelerle elde edilen ksilanaz aktivitesine gore % 160 fazladir.

Bu sonuglara bakarak, elde edilen veriler ile uygulanan modelin TYM analizinde
anlamli oldugunu sdylemek miimkiindiir. Analizlerin ve modelin uygunlugu kabul
edildikten sonra, artik teorik tepki degeri uygulanan modelin (Tam ikinci derece model)

denkleminden hesaplanabilmektedir.

Tam Ikinci Dereceden modele ait denklem asagida verilmektedir.
K % , %
Y=ot 2B+ Y Byxy +2) 2 By,
A=l J=1 fr f=2

Denklemde;

Y: Tepki degiskeni (Her iki kiiltiir i¢inde ksilanaz aktivite degeri)
Xi, Xj: Stire¢ degiskenleri (1=1,2,....k) ve (j=1,2,....k)

Po, p1, Po, ..., Px: Bilinmeyen regresyon parametreleri (Sekillerde “Estimate” degerine

karsilik gelen degerlerdir)
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B: Analiz programiyla hesaplanan [ degerleri (batik kiiltlir icin Sekil 4.6.da ve kati
kiltir i¢in Sekil 4.12.’de sunulmaktadir.

Cizelge 5.1. Denklemin tez ¢alismasinda incelenen optimizasyon siireglerindeki karsilig1 ve
degerleri

Batik Kiiltiir Kati Kiiltiir
X1 CS -0,513 CS 11,306
X2 1A 0,621 MR 3,895
X3 NS 1,215 NS -6,877
X4 KP -0,159 pH 6,907
X5 NA -0,819 1A -2,250

Batik kiiltiiriin  analizi sonucunda degiskenlerin anlamliliklarina bakildiginda (p
degerinin 0,1’den kiiclik olmas1 gerekir) IA:NS, IA:KP, NS:KP ve KP:NA
etkilesimlerinin anlamsiz olduklar1  goriilmektedir. Dolayisiyla bu degerlerin
denklemden c¢ikarilmas1 gerekmektedir. Bunlar haricindeki tim etkilesimler ve
degiskenler modelin agiklanmasinda anlamli degerlere sahiptir. Yalniz modelin eigen
degerlerine baktigimizda isaretlerin karisik oldugu goriilmektedir. Bunun anlami, kritik
olarak belirlenen noktalarin (stationary points) eger diizlemi (saddle point) iizerinde
oldugudur (Sekil 4.6.). Modelin es yiikseklik (¢evresel) egri ve yiizey grafiklerine
baktigimizda da noktalarin eger yilizeyinde oldugu tespit edilmektedir (Sekil 4.7.) ve bu
kritik degerlere gore aktivite hesaplandiginda teorik tepki degeri 12 IU/mL olarak
bulundu. Kritik noktalarin eger diizlemi tizerinde oldugu zaten eigen analizi sonucunda
biliniyordu. Bu ylizden cevresel egri ve ylizey egri grafikleri incelenereken yiiksek
aktivite verebilecek tahmini ii¢ deney seti belirlendi. Bu setlere ait de8isken ve
seviyeleri Cizelge 5.2. de verilmektedir. Denenen degiskenler igin en yiiksek aktivitenin
karbon kaynagi 4 g/mL, as1 oram1 10 mL, azot kaynagi konsantrasyonu 0,4 g/mL
potasyumfosfat konsantrasyonu 0,02 g/mL, ve sodyumkloriir konsantrasyonu 0,02
g/mL) degerleri oldugu tespit edildi (CS:1, 1A:-1, NS:1, KP:-1 ve NA:-1). Bu degerler
icin tekrar hesaplama yapildiginda ise teorik aktivite 21 1U/mL olarak bulundu. Pratik
aktivite degeri ise 22 IU/mL olarak tespit edildi.

Kat1 kiiltiirtin analizi sonucunda, CS:MR etkilesiminin anlamsiz oldugu, bunun
haricindeki tiim etkilesimler ve degiskenlerin modelin agiklanmasinda anlamli degerlere

sahip oldugu goriildii. Modelin eigen degerlerine bakildiginda isaretlerin karisik oldugu
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goriilmektedir (Sekil 4.12.). Modelin es yiikseklik (cevresel) egri ve ylizey grafiklerine
baktigimizda da noktalarin eger ylizeyinde oldugu tespit edilmektedir (Sekil 4.13.) ve
bu kritik degerlere goére aktivite hesaplandiginda teorik tepki degeri 22 1U/g olarak
bulundu. Kritik noktalarin eger diizlemi lizerinde oldugu zaten eigen analizi sonucunda
biliniyordu. Bu yiizden c¢evresel egri ve yiizey egri grafikleri incelenereken yiiksek
aktivite verebilecek tahmini {i¢ deney seti belirlendi. Bu setlere ait degisken ve
seviyeleri Cizelge 5.2. de verilmektedir. Bu setlerde denendikten sonra en yiiksek
aktivite i¢in denenen degiskenlerin degerleri karbon kaynagi 2 g/mL, as1 oran1 3 mL,
azot kaynagi konsantrasyonu 0,2 g/mL nem orani1 3X mL, ve pH 5 (CS:-1, MR:1, NS:-
1, pH:-1 ve 1A:1) olarak gozlemlendi. Bu degerler igin tekrar hesaplama yapildiginda
ise teorik aktivite 24 1U/mL olarak bulundu. Hem batik kiiltir hem de kat1 kiiltiir i¢in
istatiksel analizler yapilarak optimizasyon c¢aligmasi tamamlandi ve teorik aktivite
degerleri hesaplandi. Kati kiiltiirin analizi sonucunda kritik degerlere gore aktivite
hesaplandiginda teorik tepki degeri 22 IU/g olarak bulunmustur. Pratik aktivite degeri
ise 20 IU/mL olarak tespit edildi.

Cizelge 5. 2. Batik ve kat1 kiiltiirde en yliksek aktivite verebilecegi tahmin edilen deney setleri
ve elde edilen aktivite degerleri

. . . . En yiiksek Te(.)“.k

Batik kiiltiir i¢in yiizey ve ¢evresel egriler grafiginden en yiiksek aktivite Aktivite Aktivite

elde edilebilecegi tahmin edilen degisken ve seviyeleri Degeri

(1IU/mL) (U/mL)

CS 1A NS KP NA
1. set +1 -1 +1 -1 -1 22 21
2.set +1 0 +1 -1 0 21
3. set +1 0 +1 0 0 16
Pratik aktivite degeri 22 TU/mL
.. . . . En yiiksek Tec_)“.k
Kati kiiltiir i¢in ylizey ve gevresel egriler grafiginden en yiiksek aktivite Aktivite Aktivite

elde edilebilecegi tahmin edilen degisken ve seviyeleri Degeri

(V) uimL)

CS MR NS pH 1A
1. set -1 +1 -1 -1 +1 100 24
2.set 0 +1 0 0 0 105
3. set 0 +1 0 -1 0 99

Pratik aktivite degeri 20 IU/mL

Jain ve arkadaslar1 (2012) yaptig1 calismada etanol, asetat ve hidrojen iiretiminde batik
ve kat1 kiiltiir fermantasyonlar1 karsilastirilmistir. Sonuglar incelendiginde kat1 kiiltiiriin
batik kiiltiire iistiin geldigi goriilmiistiir. Bu ¢alismay: destekler niteliginde olan Ustok
ve arkadaslarmin (2006) yaptig1 arastirmaya bakildiginda Tepki Yiizey Yontemi
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kullanilarak kati substrat, asilama orani ve inkiibasyon siiresi gibi faktorlerin enzim
tiretimi, spor miktar1 ve biyokiitle iizerine etkileri incelemislerdir. Ayrica sivi (SMF)
ortamda ayni kiiltiirle yapilan optimizasyon ¢alismalariyla karsilastirildiginda kat1 (SSF)
kiltliriin daha yiiksek enzim aktivitesi elde edildigi goriilmektedir. Ayn1 sekilde Holker
ve arkadaslariin (2009) yaptig1 ¢aligmada 1g karbon kaynagiyla hazirlanan batik (sulu)
ve kati kiltir fermantasyonlarindan elde edilen ksilanaz enzim aktivitesini
karsilastirilmis ve kat1 kiiltiiriin daha verimli oldugunu gériilmiistiir. Bunun nedenini ise
su sekilde ac¢iklamiglardir. Belirli bir siireden sonra suda ¢oziinen partikiiller
biinyelerinde yer alan vakuollerdeki toksik maddeleri ortama ge¢mesi ile fermantasyona
birakilan organizmalarin ve irettikleri enzimlerin toksik maddelerden olumsuz yonde
etkilenmesidir. Benzer sekilde Ang ve arkadaslarinin (2013) yaptigi arastirma
incelendiginde ise batik kiiltirde karbon kaynagi olarak kullanilan substratin
biinyesinde barindirdigi hemiseliilozik yapilar ligninle beraber ksilanin (galkalamali
inkiibatoriin ¢alkalama hizinin biiyiikligi, fermantasyon siiresince besinlerin ve
organizmanin sulu ortamdaki harabiyeti, organizmanin irettigi attk maddeler gibi)
cevresel faktorlerin etkisiyle enzimlerin olumsuz etkilendigini ortaya koymuslardir.
Bunun nedenini ise fiziksel etkilerin ksilan, ksilanaz ve organizma kayiplarina sebebiyet
verdigini sdyleyerek agiklamislardir. Buna karsilik ipliksi mantarlarin biiyiimesi igin
uygun bir dogal ortam kosullar1 saglayan kat1 hal fermantasyonda bu ¢evresel etkiler
yoktur. Kati kiiltiir fermantasyon ortaminda {retilen ksilanaz enzim o6zelliginin
tistiinliigiinii bu sekilde agiklamislardir.

Bu ¢alismada, batik ve kati kiiltiir ortamlarinda karbon kaynagi olarak ekonomik degeri
olmayan tarimsal atik misir koganlart kullanilarak, mezofilik bir kiif olan Aspergillus
terreus’tan hiicre dis1 ksilanazin iiretimi gerceklestirildi. Uretilen ksilanaz aktiviteleri
istatistiksel metodlar ile analiz edilerek karsilastirildi. Batik ve kat1 kiiltiirde en yiiksek
aktivitenin goriildigl degiskenler ve seviyeleri belirlendi. Kat1 kiiltiir ksilanaz enzim
aktivitesinin batik kiiltiir enzim aktivitesinden daha yiiksek oldugu goriildii. Elde edilen
ksilanaz verimi literatiirde verilen sonuglarla genel anlamda uyumlu oldugu bir¢ok
yapilan caligmayla goriildii.

Gawande ve Kamat 2001°de yaptigi calismada A. Terreus kiifiinlin batik kiiltiir
fermantasyonundan (SMF) elde ettigi ksilanaz enzim aktivitesini 68,9 IU/mL, Kocabag
2010’da yaptig1 calismada 70 1U/mL, Sharma ve arkadaslar1 2012 ‘de yaptig1 ¢calismada
10,12 IU/mL -77,54 IU/mL olarak tespit etmistir.
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Lakshmi ve arkadaglarinin 2009’da yapmis oldugu calismada da A. Terreus kiifiiniin
kat1 kiiltiir fermantasyonunundan (SSF) elde ettigi ksilanaz enzim aktivitesini 45-115
IU/g, Umsza-Guez ve arkadaslar1 2011°de yaptigi calismada Aspergillus awamori
kiifinden 80-100 1U/g, Vitcosque ve arkadaslarinin 2012’de yaptigi calismada
Aspergillus Niger kiifiinden elde ettigi ksilanaz enzim aktivitesi 47.7 1U/g, Ang ve
arkadaglarinin 2013’te yaptig1i ¢alismada A. Terreus kiifiiniin 418.70 1U/g olarak

tespitetmislerdi.
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EKLER

EKA

KATI BESi YERI

Cizelge A.1. Saboroz Dextroz Agar Besiyeri Bilesikleri

Kimyasal Konsantrasyon(g/L)
Saboroz dextroz 30
Agar 15
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EKB

DNSA REAKTIFININ iCERIGI VE INDIRGEN SEKER OLCUM YONTEMI
Reaktif Icerigi,
e 36 % Potasyum Sodyum Tartarat (C4sHsKNaOg.4H20)

1 % NaOH

1 % DNSA (dinitrosalisilik asit)

0.2 % Fenol

0.05 % Sodyum siilfit (Na2S03)

Reaktif karanlik sise igerisinde 4°C’de saklanmalidir.

Y Ontem,

e Enzim ve substrat 1:10 oraninda karistirilir.
e 1,5 mL DNSA bulunan tiipler igerisine, 1 mL ornek ilave edilir.

e Tiipler bes dakika kaynayan su banyosunda tutulur ve siire bitiminde hemen buz

banyosunda sogutulur.

Tiipler oda sicakligina dengelenir ve bir kor numuneye karst 540 nm dalga boyuna

ayarlanmis spektrofotometrede okutulur.
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Standart olarak kullanilan 1 mg/mL ksiloz ¢ozeltisi saf su igerisinde hazirlanmis ve -
20°C sicaklikta stoklanarak saklanmistir. Stok ¢ozeltiden distile su ile uygun sekilde
seyreltme yapilarak 0-20-40-60-80-100-120-160 pg/mg konsantrasyonlarinda standart
¢ozeltiler hazirlanmigtir. Konsantrasyona bagli seker miktari, 60°C sicaklikta 1 mL
standart ¢ozeltinin 1,5 mL DNS ile karistirilmasiyla belirlenmistir. Seker miktarina
bagli renk olusumu 5 dakika kaynatilip buz banyosunda sogutularak gézlemlenmistir.

Renk olusumu spektrofotometrik olarak 540 nm dalga boyunda absorbans degeri ile

EKC

KSILOZ STANDART EGRIiSi

Olciilmiis ve standart ksiloz egrisi elde edilmistir.

Cizelge C. 1. Ksiloz Seyreltme

Kons. (ng/mL) Saf su (mL) Stok ksiloz (mL) S(tﬁg/rl?f)s'
0 1 0
40 0,6 0,4
. 04 06 100
80 0,2 0.8
100 05 0.5
120 0,4 0,6 200
150 0,25 0,75
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y=0,004x -0,1212
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Sekil C.1. DNSA Yontemi ile elde edilen ksiloz standart egrisi
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