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Lignoseliilozik biyokiitle, monomerik sekerlerin seliilotik enzimlerle
hidrolizi ile tretiminde, potansiyel yenilenebilir kaynaklardir. Endoglukanaz,
ekzoglukanaz ve B-glikozidaz enzim karisimlarindan olusan seliilaz enzimi, bu
enzimlerin sinerjik etkileriyle selillozu glikoza parcalar. Bu enzimler basta
mantarlar olmak tizere ¢ok ¢esitli mikroorganizmalar ile iiretilebilmektedir.

Bu c¢alismada, termofililik Myceliophthora hinnulea kullanilarak yanit
yiizey yontemi ile seliilaz enziminin batik hal fermantasyon iiretim parametreleri
optimize edilmistir. pH (4.0 - 5.25 - 6.5), sicaklik (35°C - 45°C - 55°C), spor
sayist (1x10° - 5x10° - 1x10'°) ve kiiltiir yasimin (24 h — 60 h — 96 h) filtre kagidi
birimi cinsinden seliilaz aktivitesi iizerine etkileri gézlenmistir. Optimize edilmis
kosullarda Onislem gormiis iic ayr1 lignoseliilozik biyokiitle (findik kabugu,
augicek sap1 ve hashas sap1) kullanilarak Myceliophthora hinnulea kiiltiire alinmig
ve bu biyokiitlelerin seliilaz aktivitesi ve monomerik seker verimine etkileri
incelenmistir.

Optimum enzim aktivitesine (0,216 FPU/mI), pH 6,1, 38°C, 1x10'%spor/ml
ve 24 sa kiltiir yas1 sartlarinda ulasilmis, farkli karbon kaynaklarindan da %2’lik
Onislem gormiis findik kabugu ile 7.giin sonunda en yiiksek seliilaz aktivitesi

(0,181 FPU/ml) elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Seliillaz, Yamit Yiizey Yontemi, Myceliophthora

hinnulea.



ABSTRACT
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Lignocellulosic biomass is potential renewable resource for monomeric
sugars which can be produced by the enzymatic hydrolysis of cellulose with
celluloytic enzyme. Cellulase is a group of enzymes including endoglucanase,
exoglucanase and B-glucosidase, which act synergistically to hydrolyze cellulose
to glucose. These enzymes can be produced by a large diversity of
microorganisms. mainly by funguses.

In this study, production of cellulase enzyme was optimized by response
surface methadology under submerge conditions using thermophilic
Myceliophthora hinnulea. The effect of pH (4.0 - 5.25 - 6.5), temperature (35°C -
45°C - 55°C), spore size (1x10° - 5x10° - 1x10'°) and culture age (24 h— 60 h — 96
h) on the cellulase production in terms of filter paper activity was investigated. At
optimum conditions, three pretreated lignocellulosic feedstocks (hazelnut shells,
sunflower stalks and poppy stalks) were used to culture Myceliophthora hinnulea.

The optimum levels of parameters for maximizing cellulase activity were
found as 6.1 for pH, 38°C, 1x10% inoculum size and of 24 h culture age. At these
conditions, the cellulase activity was 0.216 FPU/ml. Maximum cellulase activity
(0.181 FPU/mlI) was reached using 1 % hazelnut shells after 7 days.

Key words: Cellulase, Responce Surface Optimization, Myceliophthora

hinnulea.
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1. GIRIS

Enzimler biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen protein yapisindaki
biyolojik katalizorlerdir. Hiicre i¢inde ve hiicre disinda sentezlenen enzimler
aktivasyon enerjisini diisiirerek hiicre icerisindeki reaksiyonlarin hizlanmasini
saglamaktadirlar. Hiicre disarisinda da genellikle etkinliklerini korumaktadirlar
(Zoppas ve ark., 2013).

Enzimler ilk caglardan bu yana ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir.
Teknolojinin geligsmesi ile birlikte daha saf enzimler elde edilmeye baslanarak,
daha genis Olgekli tretimler gergeklestirilmektedir. Bu ilerlemelerle birlikte
enzimlerin endiistriyel alanlarda kullaniminin 6nii agilmaktadir. Enzimler, tekstil,
gida, kagit, bira, sarap ve deterjan gibi bir c¢ok endiistriyel alanda
kullanilmaktadir.

Otuz yildan fazla stiredir endiistriyel alanlarda kullanilmakta olan seliilaz,
selillozun hidrolizini katalizleyen mantar, bakteri ve protozoalardan firetilen
enzimlerdir. Gida, hayvan yemi, tarim, biyokiitle degerlendirilmesi (aritim1), kagit
hamuru, tekstil ve deterjan endiistrisi gibi bir ¢ok alanda kullanilan seliilaz,
endistriyel enzimlerin en yaygin olanidir. Meyve sularinin berraklagtirilmasi,
kotlarin biyolojik olarak taslanmasi, kumaslarin agartilmasi, atik kagittan
miirekkebin uzaklastirilmasi gibi uygulamalarda seliilaz kullanilmaktadir.

Fosil kaynaklarin azalmasi ile yenilenebilir enerji kaynaklarma duyulan
ihtiya¢ artmaktadir. Seliilazlarin, biyoetanol ve biyolojik tirinlerin iiretimi ig¢in 6n
islem gormiis lignoseliilozik maddelerin fermante sekerlere hidrolizinde
kullanilmasi seliilaz pazarini onemli dlgiide genisletmektedir. Endiistriyel alanda
kullanilan seliilazin en Onemli dezavantaji {retimindeki yliksek maliyettir.
Seliilazlarin maliyetini diistirmek icin ¢esitli calismalar yapilmaktadir. Bunlardan
biri de yiiksek maliyetli olan seliiloz, karboksimetil seliilloz gibi ticari karbon
kaynaklar1 yerine daha az maliyetli lignoseliilozik atiklarin kullanimidir. Muz
kabuklari, bugday sapi, misir kogani, testere tozu, pamuk tozu gibi c¢esitli
lignoseliilozik atiklar seliilaz iiretiminde substrat kaynagi olarak kullanilmaktadir.

Bakteri veya mantarlardan c¢esitli yollarla iiretilen seliilazin en sik

kulanilan tiretim sekli kat1 hal fermantasyonu (Solid state fermantation, SSF) ve



batik hal fermantasyonu (Submerged, SmF) dur. Kati hal fermantasyonu az atik su
cikmasi, diisiik maliyeti dolayisiyla daha avantajli goziikse de batik hal
fermantasyonu siirecinin kontrol edilebilirliginin kolay olmasindan dolay1 daha
¢ok tercih edilmektedir (Pandit ve Maheshwari, 2012; Shobana ve Maheswari,
2013).

Seliilaz {iretiminde mantarlar, bakterilere gore daha ¢ok tercih
edilmektedirler. Seliilaz tretiminde siklikla kullanilan bakteri ve mantarlar

Cizelge 1.1 de verilmektedir.

Cizelge 1.1. Seliilaz tiretiminde kullanilan bakteri ve mantar tiirleri (Sharada ve ark., 2013)

Bakteri Mantar
Bacillius subtilis (CBTK 106) Trichoderma viride
Pseudomanas sp. Trichoderma harzianum
Bacillius subtilis KO Trichoderma reesei
Ruminococcus albus Aspergillius niger
Pseudomanas fluorescens Alterneria alternate
Geobacillus pallidus Penicillium chrysogenum

Bu calisgmanin amacini daha 6nce hi¢ bir calismada kullanilmayan
termofilik bir mantar olan Myceliophthora hinnulea’dan seliilaz enziminin
iretiminin ~ optimizasyonu  olusturmaktadir. M. hinnulea’nin  gelisimi
gergeklestirildikten sonra ilk olarak karbon kaynagi olarak karboksimetil seliiloz
kullanilarak 6nceden belirlenen parametreler seliilaz aktivitesi lizerinden optimize
edilmistir. Daha sonra optimize edilen kosullarda, karbon kaynag olarak
karboksimetil seliiloz yerine, hashas sapi, aycicegi sap1 ve findik kabugu gibi
lignoseliilozik atiklar kullanilarak farkli karbon kaynaklarinin seliilaz iiretimi

tizerine etkisi incelenmistir.



2.LITERATUR TARAMASI
2.1. Seliilaz Enzimi

Seliilazlar, seliilozik materyallerin biyoyakitlara donilistimiinde énemli bir
rol oynayan glikozil hidrolazlardir (Goldbeck ve ark.,2013). Lignoseliilozik
biyokiitlelerden alternatif yakitlarin ve kimyasallarin iiretiminde kullanilan
anahtar kaynaklardan olan seliilazlar ve hemiseliilazlar lignoseliilozlarin glikoz,
mannoz, arabinoz ve ksiloz gibi fermante sekerlere hidrolizi i¢in gereklidirler

(Hideno ve ark., 2011).

Diinya endiistriyel enzim talebinin %8’ini olusturan seliilazlar biyoetanol
ve biyolojik iirtinlerin {iretimi i¢in on islem gormiis lignoseliilozik maddelerin
fermante sekerlere hidrolizinde kullanildiklar1 siirece, seliillaz pazari Onemli
Olglide genisleyecektir. Genencor International ve Novozymes Biotech gibi
biyoteknoloji firmalari seliillozdan etanol {iretim siireci igin seliilaz maliyetinin
azaltilmasi i¢in bir rapor sunmuslardir. Bu raporda iki ana strateji bulunmaktadir.
Bunlarin ilki, seliilaz iiretiminde islem ve sekil arttirilmasiyla seliilaz enzimin
gram1 bagina fiyatinin azaltilmasi ig¢in ekonomik iyilestirmelerin yapilmasi, bir
digeri ise karigimlar ve bilesen iyilestirilmesiyle esdeger hidrolizin gergeklesmesi
icin enzimin graminin azaltilmast amaciyla selillaz enzim performansinda
iyilestirme yapilmasidir (Sadhu ve ark., 2013). Seliilazlarin maliyeti toplam
biyoetanol {iretim maliyetiningenis bir kismin1 kapsamaktadir. Seliilaz tiretiminde;
hammadde maliyetinin, tasima ve saflastirma maliyetlerinin azaltilmasi i¢in bir
yol bulunmasi gerekmektedir. Seliillazin yiiksek iiretimde gerceklesmesi icin
yiiksek tiretimli mantar ve pahali olmayan karbon kaynagi gereklidir (Hideno ve
ark., 2011).Seliilaz tiretim maliyeti i¢in substratin maliyeti en onemli etkendir. Bu
yiizden substrat olarak ucuz biyokitlelerin kullanimi seliilaz maliyetinin
azalmasina yardim etmektedir (Singh ve ark., 2009).

Mikroorganizmalarin bir ¢gogu seliilozu pargalayabilmesine ragmen sadece
bir kismi kristal seliilozu tamamen hidrolize edebilen biyoaktif bilesenleri 6nemli
bir miktarda iiretebilmektedir (Bail ve ark., 2011). Seliilaz {iretiminde genellikle
bakteriler ve mantarlar kullanilmaktadir. Gelisim hizlarmin yavas olmasi

nedeniyle mantarlardaniiretilen seliilazin maliyeti yiiksektir. Bunun yani sira



mantarlar kolay saflagtirma ve ayrim igin yetistirme ortamina salinacak bol
miktarda seliilaz ve hemiseliilaz iiretme kapasitesine sahiptir. Mantarlarin uzamis
lifleri seliiloz yapis1 tizerine mekanik baski olustururak seliilazin bol miktarlarda
iiretimini saglamaktadir. Cogu mantarlardan iiretilmis seliilazlar hidrolitik ve
oksidatif enzimleri salgilayarak, seliiloz, hemiseliilloz ve ligninin dagilmasini
saglayabilirmektedir (Pandit ve Maheshwari, 2012). Mantarlardan iiretilen
enzimler bakteriyel enzimlere gére daha az komplekstirler (Otajevwo, 2011).
Yiiksek gelisim hizina sahip bakteriler ise mantarlar ile karsilastirildiginda seliilaz
tiretimi i¢cin daha iyi bir potansiyel olmalarima ragmen seliilaz {iretiminde
bakteriler siklikla kullanilmamaktadirlar. Bakteriyel seliilazlar genellikle tig
seliilaz aktivitesinin birinden yoksundurlar. Yoksun olunan bu aktivite FPase' dir.
Bununla birlikte bakterilerden iiretilen seliilazlar daha verimli katalizorlerdir ve
maddenin daha azinhibe olmasini saglamaktadirlar (Ariffin ve ark., 2006). Bu
enzimler daha hizli gelismekte ve daha kompleks yapida olduklari igin Sinerjiyi ve

islevi artirmaktadirlar (Otajevwo, 2011)

Karbon kaynagi, seliiloz kalitesi, pH degeri, sicaklik, uyaricilarin varligi,
besi yerinin eklenmesi, havalandirma ve yetistirilme siiresi seliilaz {iretimin
optimize edilmesinde en 6nemli parametrelerdir. Bunlarin arasinda pH en ¢ok
dikkat edilendir (Otajevwo, 2011).

2.1.1 Seliilazlari siiflandirilmasi

Seliilozik substrattaki hareket kisimlarina gore seliilazlar ii¢ grupla
kategorize edilebilmektedirler. Bunlar, igteki selilloz ile lif baglarmi bdlen
endoglukanazlar, selillozun dis bolgesinde calisan ekzoglukanazlar ve
sellobiyohidrolazlar ile ¢oziinebilir glikoz oligosakkaritlerini hidroliz eden beta-
glikosidazlardir.

Endoglukanazlar: Bunlar, endo B-1-4 glukanaz ve karboksi metil seliilaz
olarak bilinirler. Seliilozun -1-4 glukosidaz i¢ baglarimin hidrolizini katalizlerler.
Seliiloz onlarin  dogal substratlar1 olarak calisir. Endoglukanazlar; sadece
seliilozun sekilsiz kismindahareket edip ve aktivitesi seliiloz zincirinin uzunlugu

boyunca azalmaktadir.



Ekzoglukanazlar: Seliiloz zincirinin indirgen ve indirgen olmayan
kisimlart igerisinde ilerleyen bir yolda hareket etmektedirler. Ana iiriin olarak
glikoz ve sellobiyohidrolazlar1 serbest birakirlar. Mikrokristal seliiloz iizerinde
hareket ederler ve dolayisiyla polisakkarit zinciri kisalir. Bunlar karboksimetil
seliiloz (CMC) ve hidroksietilselilloz (HEC) gibi zincirler {izerinde sinirh etkiye
sahiptir.

p- glikosidazlar: Kisa oligosakkarit zinciri ve ¢0Oziinebilir sellobiyozu
glikoza hidroliz etmek i¢in gereklidir. Ayrica - D- glikozid glukohidrolaz olarak
da adlandirilabilirler. Seliiloz zincirinin boyunun artmasi ile aktivitesini kaybeder
ve ayrica ugta 3-D- glikoz oligasakkaritlerinin hidrolizini gerceklestirir (Sharada
ve ark., 2013).

2.1.2. Seliilazlarin karakterizasyonu ve ozellikleri

Seliilazlarin endiistride en iyi performans kosullari altinda kullanabilmek
icin Ozelliklerinin belirlenmesi ¢ok onemlidir. Seliilotik enzimlerin bir diger
Ozelligi metal gibi baska molekiillerden etkilenmesidir. Bu karakteristik inhibitor
etkiye yol agmaktadir. Civa, bakir, glimiis ve ¢inko seliilazi inhibe edip toplam
katalitik ~ aktiviteyi diisiiren iyonlardandir. Aktiviteleri agisindan ham
seliilazinkarakterizasyonu i¢in endoglukanazin farkli substratlar1 kullanilmaktadir.
Bununla birlikte, enzimin iki tiirii arasindaki sinerji, hassas bir Ol¢limi
onlemektedir. Karboksimetil seliiloz gibi ¢6ziiniir bir seliiloz tiirevi endoglukanaz
aktivitesi i¢in substrat olarak kullanilabilmektedir. Enzim rastgele sekilde
polimere saldirir ve polimerizasyon derecesinde hizli bir degisiklik yaratir.
Enzimatik reaksiyondan sonra karboksimetil seliillaz aktivitesi olarak bilinen
indirgen seker olusumlarinin miktar1 belirlenir. Ekzoglukanazlarin aktivitesinin
Olglimii i¢in substratlardan biri olan mikrokristal seliiloz kullanilir (Zoppas ve
ark., 2013)



2.1.3. Seliilazlarin uygulama alanlari

Bu enzimler, gida, bira ve sarap, tarim, kagit, tekstil, deterjan, hayvan
yemi gibi ¢esitli endiistriyel alanlarda kullanilirlar (Zoppas ve ark., 2013). Seliilaz

enzimi, bitki protoplastinin izolasyonu i¢in yardimcidir.

2.1.3.1. Gida endiistrisi

Seliilazlar gida endiistrisinde hemiseliilaz ve pektinazlarla birlikte meyve
sularinin ve yagl tohumlarin ekstraksiyonunda kullanilmaktadirlar. Ayrica meyve
sularinin filtrasyonunda ve berraklastirilmasinda da 6nemli bir role sahip olan
seliilazlar, rengin ve nektarin ektraksiyon etkinligini artirip, meyvelerden
pigmentlerin daha iyi sekilde ekstre olmasina olanak saglamaktadirlar (Zoppas ve
ark., 2013).

Seliilazin eklenmesiyle nektar verimi artirilabilir ve yiiksek sicaklarda
gerceklesen nektar hazirlanmasi sirasindaki  kirlenme  Onlenebilmektedir
(Saravanan ve ark., 2008).

Seliilazlar, nisasta, slikroz gibi alternatif tatlandiricilarla rekabet halinde
olan seliilozik materyallerden glikoz suruplarinin tiretiminde de kullanilirken,
hidroliz edilmis seliiloz fermantasyonla degisik kimyasallarin tiretimi igin de
besin kaynagi olarak da kullanilabilmektedir. Ayrica sitrik asit, asetik asit ve
amino asit gibi gida igeriklerini ve gida siiregleri igin kullanilan enzimleri

icermektedirler (Zoppas ve ark., 2013).

2.1.3.2. Tekstil endistrisi

Tekstil endistrisinde seliilazlar, Biyotas Yikama olarak adlandirilan bir
uygulama olan kot kumaglarinda fazla boyalarin ¢ikartilmasinda kullanilirlar. Bu
sellilazlarin eklenmesiyle iligkili diger yararlar ise iiretimi artirmasi, ig ¢cevresinde
giivenlik kosullarin1 gelistirmeleridir. Seliilazlar ayrica pilosite ile olusan ylizey
liflerinin uzaklastirilmasinda da kullanilmaktadirlar (Zoppas ve ark., 2013).

Bunlara ek olarak tekstil endiistrisinde seliilazlar, deterjanlar igerisinde kullanilip,



kumasin renginin, parlakliginin korunmasini ve kotlarin taglasmis goriinmesini
saglar. Cok fazla yikamadan sonra, giysiler soluk ve bulanik goriinlime sahip
olma egilimi gosterebilirler. Deterjan fabrikalar tiriinlerine seliilaz ekleyerek renk
kaybin1 azaltmayr amacglamaktadir (Saravanan ve ark., 2008). Seliilaz
eklenmesiyle kumasin yumusakligi daha da artmaktadir.

Pamuk kumas siireglerinde taslama ve alkali yikama gibi fiziksel ve
kimyasal yontemlerle yer degistirilip seliilaz enzimlerinin kullanilmasi1 daha
etkilidir. Kumas tizerinde daha az asinma olmasini saglamakta, daha ucuzdur ve
cevresel etkiyi azaltmaktadirlar. Enzimatik temizlemede, pektinazlar, seliilazlar ve
proteazlarin kullanimi1 Olgiilmiistiir ve bunlar arasinda sinerjik etki oldugu
belirlenmigtir. Seliilazlar ve pektinazlarin karigimi diger birlesimlere gére daha
etkilidir. Enzimatik temizlemeler genellikle notral pH’da gerceklestirilmektedirler
ve pektinazlar bu pH’da optimum olarak calisiyor olmalarina ragmen ¢ogu ticari
seliilaz, optimum aktivitesine asidik pH’da ulagsmaktadir. Bu nedenle her asamada
pH ayarlamanin yapilmasi gerekmektedir. Seliilazlar optimum aktivitelerine notr
ve alkali pH da ulasmislardir ve yavas yavas lif islem prosesi igine dahil
edilmislerdir. Ozellikle kotlarin boyama ve yikama siireglerinde alkali ve notral

pH lekelenmeleri azaltmaktadir (Vega ve ark., 2012).

2.1.3.3. Camasir ve deterjan endiistrisi

Seliilazlar genellikle deterjanlarda tekstil iriinlerinin temizlenmesinde
kullanilmaktadirlar. Trichoderma reesei ‘den iiretilen seliilazlar deterjan iginde
kullanima daha uygundur. Ayrica Trichoderma viride ve Trichoderma harzianum
endiistiride seliilazlarin dogal kaynaklar1 olarak kullanilmaktadirlar. Hafif alkali
kosullar1 altinda ve yiiksek sicakliklarda aktif Humicola tiirlerinden {iretilen
selillazlar genellikle yikama tozlarma ve deterjanlarina eklenmektedirler

(Sukumaran ve ark., 2005).



2.1.3.4. Hayvan yemi endiistrisi

Hayvan yemi sektorii diinya ¢apinda 50 milyar dolardan fazla bir pazar
payina dogru hareket etmektedir. Gevig getiren hayvan yemlerinde, pektinazlar ve
hemiseliilazlar ile birlikte seliilazlarin kullanimi, yem bitkilerinin sindirimini
artirmakta, boylece yemin sindirilebilirligini ve kalitesini de artmaktadir (Zoppas
ve ark., 2013)

2.1.3.5. Kagit endiistrisi

Kagit hamuru imalatinda seliilaz, hamurun kalitesine zarar veren odunsu
maddelerin uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir. Bu siiregte, Trichoderma
seliilazlarinin kullanimi % 20 den % 40 a ulasabilen bir enerji korunumuna olanak
saglamaktadir. Bu olay zamana ve uygulanan enzimin tiirtine baghidir (Zoppas ve
ark., 2013). Ayrica mirekkebin kullanilmis kagittan biyolojik olarak

uzaklastrilmasinda da seliilazlar kullanilmaktadir (Sukumaran ve ark., 2005).

2.1.3.6. Bira ve sarap endiistrisi

Enzim teknolojisi bira ve sarap liretiminde de dnemli bir rol oynamaktadir.
Bu enzimler biranin kalitesini ve filtrasyonunu artirmaktadirlar. Seliilazlar sarap
endiistrisinde ise sarabin berrakligini, filtrasyonunu, kalitesini ve aromasini

artirmaktadirlar (Bhat ve 2000).

2.1.3.7. Biyoyakiat endiistrisi

Fosil yakitlarin azalmasi ve yenilenebilir enerji kaynaklarina duyulan
thtiyacin artmasi ile seliilaz biyoyakit iiretiminde de kullanilmaya baglanmistir. Bu
amagla seliilazlar lignoseliilozik biyokiitlenin hidrolizini saglamislardir.

Lignoseliilozik atiklar en yaygin yenilenebilir enerji kaynaklar1 olmasina
ragmen kullanimlar1 maliyetli teknolojilerinden dolay: kisitlanmaktadir. Seliilaz,
seliilozik maddenin glikoza ve diger basit sekerlere doniismesini saglamakta ve

mikrobiyal substrat olarak tek hiicreli proteinlerin ve etanol gibi degisik



fermantasyon {riinlerinin  iiretiminde  kullanilabilmektedirler.  Biyokiitleyi
dontistiiren seliilaz sistemlerinin higbiri ticari bir proses i¢in yalniz basina etkili
degildirler. Lignoseliilozik atiklardan biyoetanol iiretiminde biyokiitle belli
proseslerden ge¢mektedir ve hemiseliiloz ile lignini uzaklastirmak i¢in on iglem,
seltilozik atig1 fermante sekerlere indirgemek i¢in 50°C de enzimatik hidroliz ve
son olarak hidroliz edilmis maddeden alkol iiretmek igin fermantatif bir
mikroorganizma kullanilmaktadir.

Biyokiitlenin etanol iiretimi i¢in veya fermantasyon {riinleri igin
doniistimiinde saf enzimlerin kullanilmasi ticari enzimin yiiksek maliyetinden
dolay1 ekonomik degildir. Ticari enzim yerine iirettigimiz enzimi kullanmak daha
uygun olacaktir.

Yaygin kullanimlarindan ayr1 olarak seliilazlar endiistriyel camurlarin
gideriminde, protoplast neslinin arastirllmasinda ve gidalarin korunmasinda
kullanilan antibakteriyel kitooligasakkaritlerin aragtirtlmasinda da

kullanilmaktadirlar (Sukumaran ve ark., 2005).

2.1.4. Seliilaz enzimi iiretimini etkileyen faktorler

Seliilaz enzimi kat1 hal fermantasyonu ve batik hal fermantasyonu gibi
cesitli yontemlerle tiretilebilmektedir.

Seliilaz enzimi iiretimi; karbon kaynagi, azot kaynagi, seliiloz kalitesi,
substratin nem igerigi ve konsantrasyonu, karistirma hizi, inokulum boyutu ve
yas1, inkiibasyon siiresi, sicaklik, pH gibi c¢esitli faktorlerden etkilenmekte ve bu
faktorlerin ~ {retilen seliilaz  aktivitesi  lizerindeki etkileri  kullanilan

mikroorganizmalara gore degismektedir (Otajevwo, 2011).

2.1.4.1. Karbon kaynag

Karbon kaynagi mikrobiyal fermantasyon ortammin en Onemli
bilesenlerinden biridir ve biitiin hiicre 1i¢i gelisimi ve metabolizmayi
etkilemektedir (Nagar ve ark., 2010). Seliilaz iiretiminde karboksimetil seliiloz,

nisasta, maltoz, siikroz, fruktoz, laktoz, galaktoz gibi farkli ticari karbon



kaynaklart kullanilabilmektedir. Karboksimetil seliiloz ve laktoz enzim iiretimi
veriminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Yapilan bir¢ok ¢alismada ticari karbon
kaynaklar1 arasinda karboksimetil seliilazin en dogru karbon kaynagi oldugu
belirlenmistir (Muthuvelayudham ve Viruthagiri, 2010).

Karbon kaynagi enzim {iiretim maliyetini belirleyen en 6nemli faktordiir.
Seliilaz enzim iiretimi pepton, glikoz, maya Oziitii, potasyun fosfat (KH,POy),
amonyum siilfat ((NH;)2SO,4), magnezyum siilfat (MgSQO,4) gibi pahali besi
ortami bilesenlerini gerektirmektedir. Bu yiizden karbon kaynagi olarak
lignoseliilozik atiklarin kullanilmasi seliillaz enzim maliyetinin digiiriilmesi i¢in
onemli bir adimdir (Rashid ve ark., 2009). Bir ¢ok calismada seliilaz iiretiminde
karbon kaynagi olarak degisik lignoseliilozik biyokiitleler kullanilmistir ( Jadhav
ve ark., 2013), (Purwadaria ve ark., 2004).

2.1.4.2. Azot kaynag

Enzim tiretimi farkli organik ve inorganik azot kaynaklarinin derisiminden
onemli Ol¢lide etkilenmektedir. Bacillius tiirleri i¢cin amonyum kloriir (NH4CI)
kullanim1 optimum degerleri verirken bazi tiirlerde optimum deger potasyum
nitrat (KNO3) veya amonyum nitrat (NHs;NO3) ile saglanmaktadir
(Muthuvelayudham ve Viruthagiri, 2010). Yapilan ¢ogu c¢alismada amonyum
stilfatin en uygun azot kaynagi oldugu gozlenmistir (Padmavathi ve ark., 2012).

2.1.4.3. Substratin nem icerigi

Enzim iiretimini etkileyen parametrelerden olan nem miktarinin % 40 — 50
arasinda olmas1 seliilaz tretimi i¢in ideal bir degerdir. Seliilaz iiretiminde
kullanilan substratlarin daha yiiksek nem igeriginde olmasi oksijenin igeriye
girmesini Onler ve bu da kontaminasyona sebep olabilmektedir. Diisiik nem
icerikli substratlar ise gelisim seviyesini, enzim aktivitesini diisiirmekte ve

besinlerin ulagilabilirligini azaltmaktadir (Maurya ve ark., 2012).
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2.1.4.4. Substrat konsantrasyonu

Substrat  konsantrasyonunun etkisi substrat ¢esidine bagli olarak
degismektedir. Genellikle % 1 lik konsanstrasyona kadar artan aktivite degerleri
bu konsantrasyondan sonra azalmaya ge¢mektedir (Muthuvelayudham ve
Viruthagiri, 2010). Yiiksek substrat konsantrasyonlart enzimin inhibe olmasina
neden olurken, diisiik substrat konsantrasyonlar1 ise verimi ve hidroliz sirasindaki

reaksiyon hizini artirmaktadir (Igbal ve ark., 2009).
2.1.4.5. inokulum boyutu ve yas1

Inokulum boyutunun yaklasik %10 ve inokulum yasmin yaklasik 20 saat
oldugu durumlarda enzim aktivitesi optimum degerlerine ulagsmaktadir (Igbal ve
ark., 2009, Nagar ve ark., 2010). Bu boyutun artis1 aktivitede azalmaya yol
acabilmektedir. Fermantasyon siireclerinde optimum spor yogunlugu 6nemli bir
faktordiir. Daha yiiksek miktarda asilama boyutu nem igerigini artirtp enzimin

diistik aktiviteye sahip olmasina neden olabilmektedir.
2.1.4.6. Inkiibasyon siiresi

Hidrolitik enzimlerin iiretimi genellikle mikroorganizmanin gelisim
evresiyle paralel bir sekilde ilerlemektedir. Enzim aktivitesi optimum inkiibasyon
stiresine kadar artmakta ve sonrasinda sabitlenip azalmaya baslamaktadir. Bu
azalma substrat igerisindeki besinin tikenmesinden kaynaklanabilmekte ve bu
inkiibasyon siiresi substrat konsantrasyonuna bagli olarak degisebilmektedir.
Enzim {retiminde yiiksek konsantrasyonlu substratlar kulanildiginda distik
oksijen transferinden dolay1 inkiibasyon siiresi daha uzundur (Purwadaria ve ark.,
2004).

Inkiibasyon siiresi enzimlerin optimum kosullarda iiretiminde en 6nemli
parametrelerden birisidir. Seliillaz enzimi iretimi sirasinda ortalama 5 giinde

maksimum aktiviteye ulasilmaktadir (Muthuvelayudham ve Viruthagiri, 2010).
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2.1.4.7. Inkiibasyon sicaklig

Sicaklik, mikroorganizmanin gelisim hizin1 ve miktarin1 etkileyen ana
faktorlerden birisidir. Sicakligin artmasi ile enzim aktivitesinin artisinda dnemli
bir degisim meydana gelmektedir fakat daha yiliksek sicakliklarda enzim inaktive
olmaya baglamaktadir ( Thomas ve Ambikapathy, 2011).

Fungal seliilazlar ile yapilan ¢alismalarda en uygun sicaklik kosullarinin

28°C ile 37°C arasinda degistigi gozlenmistir. Sicaklik bu degerlerin iizerine

ciktiginda aktivitenin azaldig1 gorilmektedir (Padmavathi ve ark., 2012).

2.1.4.8. Ortam pH’ mn etKisi

Fungal seliilazlar i¢in optimum pH aralig1 tiirden tiire deg§ismesine ragmen
en uygun araligin 3-6 olduguna karar verilmistir (Padmavathi ve ark., 2012).
Bakteriyel izolatlardan iiretilen seliilazlar iginde en yiiksek seker verimi pH 1n 6
oldugu ortamda elde edilmistir. pH' in azalmasiyla seker verimi de azalmis ve pH
i 3 oldugu kosulda en diisiik degeri elde edilmistir (Otajevwo, 2014). Bacillius
tirlerinden {retilen seliilazlarda ortam pH' 1 7 nin {izerine c¢iktikga enzim
aktivitesinin azaldig1 goriilmiistiir (Muthuvelayudham ve Viruthagiri, 2010).

Ayrica; pH ortamdaki metabolik iyonlar1 ve hiicre zarinin gegirgenligini
etkilemektedir. ( Thomas ve Ambikapathy, 2011).

2.1.5. Seliilaz iiretim yontemleri

Herhangi bir siirecte, biyokiitle, hiicre gelisiminin karakterizasyonu ig¢in
onemli bir parametredir. Biyosiiregler ikiye ayrilmaktadirlar ve bunlarmn ilki,
biyokiitlenin iiretimini gosterirken, ikincisi metabolitlerin liretimini saglamaktadir.
Birinci durumda, biyokiitlenin dl¢limii ¢ok 6nemlidir. Ciinkdi, kati-hal veya batik
fermantasyon siire¢lerininin asil amaci budur. Bu metabolitlerin iiretimi
biyokiitlenin miktar1 ile orantili olabilmektedir. Boylece metabolitler, 6zellikle
ikincil metabolitlerin iiretiminin gelistirilmesi i¢in hiicre biiylimesini gelistirmek

amaciyla gereklidirler.
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Sicaklik, pH, su aktivitesi, oksijen seviyesi, besin ve lriinlerin derisimleri
gibi ¢evresel faktdrler mikrobiyal gelisimi ve iiriin olusumunu 6nemli bir sekilde
etkilemektedirler (Zoppas ve ark., 2013).

Kat1 substrat fermantasyonu ile batik fermantasyon arasinda dogrudan bir
karsilagtirma yapmak hala zordur. Ciinkii her iki sistem de birbirinden farklidir.
Omnegin, Aspergillius’tan nétral proteaz iiretiminde substrat konsantrasyonu ve
fermantasyon hacmi her iki yontemde de farklidir. Ayn1 problem Aspergillius tan

ekzopektinaz tiretiminde de gegerlidir (Zhanga ve ark., 2013).

2.1.5.1. Kat1 hal fermantasyonu

Kati-Hal Fermantasyonu ( SSF) terim olarak, serbest formda sivi olmadan
kat1 substrat varhiginda mikroorganizmlarin gelisimiyle meydana gelen
fermantasyon olarak tamimlanmaktadir. Ipliksi mantarlar, lifsel gelisimlerinden
otiiri SSF konusunda en ¢ok calisilan mantarlardir. Mantarlarin yiizeyde ve
substrat tanecikleri igerisinde gelisme oOzellikleri vardir. Mikroorganizmanin
gelismesi igin serbest su esastir, bu su kat1 destek iizerinde adsorblanmakta ya da
kat1 matris i¢inde kompleks hale getirilmektedir. Bu yontem, gida endiistrisi, yakit
endistrisi, ila¢ endiistrisi gibi mikrobiyal lriinlerin iretildigi sektorler i¢in ne
kadar potansiyelli oldugunu kamtlamistir (Toor ve Ilyas, 2013).

SSF, diger fermantasyon cesitlerine gore daha dogal olarak kabul
edilmektedir. Ciinkii bu siirecin kosullari, dogadaki ¢ogu mikroorganizmanin
yetisme kosullarina benzemektedir (Zoppas ve ark., 2013). Az miktarda atik
suyun ortaya ¢iktig1, diisilk miktarda enerji gerektiren ¢evre dostu bir yontemdir.
Diisiik su miktar1 gerektirdiginden kontaminasyon riski daha azdir. Bu
fermantasyon sirasinda sivi atik ¢ikmamaktadir (Manpreet ve ark., 2005). Bu
fermantasyonun kiiltiir ortam1 daha kolaydir ve ¢ogu kati ortam uygun besinlerle
birlikte direkt gelistirilme ortami olarak kullanilabilmektedir. Gelisim igin
siirlayict faktdor besinlerin diflizyonudur. Ayrica saflastirmayr daha kolay,
maliyeti daha uygun hale getiren iiriin daha yliksek konsantrasyonlarda elde
edilebilmektedir. Bu yontem diisiik sermaye yatirimi, disiik isletim giderleri,

kolay ekipman ve reaktdr hacmi bagina yiiksek iiretiminden dolayr da ekonomik
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bir yontemdir (Igbal ve ark., 2011). Bu islem sirasinda kii¢iik boyutlu reaktorler
kullanilabilmektedir.

Kat1 substratlar; bakteri, mantar ve maya igeren mikrobiyal ortama
muhtesem bir destekleyici ve besleyici bir ¢evre saglamaktadirlar (Toor ve Ilyas,
2013). Kat1 hal fermantasyonunun en 6nemli avantaji ise lignoseliilozik atigin
substrat olarak kullanilmasidir. Ek olarak, gelisim kosullarinin ipliksi mantarlarin
dogal cevrelerine benzer olmasini saglamaktadirlar. Kati hal fermantasyonunun
kullanilmasiyla mikroorganizmayla substrat arasinda daha iyi bir etkilesim
gerceklesmekte, boylece daha yiiksek enzim konsantrasyonlart elde
edilebilmektedir (Cunha ve ark., 2011).

Substrat se¢imi, esas olarak maliyet ve kullanilabilirlik gibi faktorlere baglidir.
Diger faktorler ise tanecik boyutu ve nem miktaridir. Daha kiigiik substrat
tanecikleri, mikroorganizmalarin ¢ogalmasi i¢in daha genis yiizey alani
yaratmaktadirlar. Fakat substrat taneciklerinin ¢ok kiigiik olmasi da, solunum
verimini engelleyip gelisimin yavas gergeklesmesiyle az miktarda enzim
tiretilmesine neden olacaktir. Genis partikiil ile daha verimli bir havalandirma ve
solunum gerceklesebilmektedir. Bu da yiizey alaninda diisis meydana
getirmektedir. Bu yontemde substratin nem igerigi optimize edilerek, su
miktarinin daha yiiksek veya daha diisiik olmasinin mikrobiyal aktiviteyi ters
yonde etkileyebilmesi 6nlenmelidir (Sadhu ve Maiti, 2013).

Kat1 hal substrat fermantasyonunda daha iyi oksijen sirkiilasyonu mevcuttur.
Fakat batik fermantasyona gore siire¢ parametrelerinin kontrolii daha zordur.
Daha yiiksek kirlilikte tiriin tiretimi gerceklestigi i¢in daha yiiksek maliyetli liriin

geri doniisiimii gergeklesmektedir (Demir ve ark., 2011).

2.1.5.2. Batik substrat fermantasyonu

Batik fermantasyon, batik yetistirme olarak da bilinir ve esas ozelligi
¢ozilinebilir besinlerle birlikte sivi bir fermantasyon ortami kullanilmasidir. Bu
fermantasyon siireci ¢alkalanabilir erlenlerde, fermantdr {izerinde veya endiistriyel
Olgekli bir fermantorde gerceklestirilebilmektedir. Kuvvetli karistirma, difiizyonu

kolay hale getirmektedir. Bu tip fermantasyonda substrat, suyun limitleyici faktor
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olmadigi bir su kaynaginda ¢oziiliir veya asilir. Ayrica bu fermantasyon tiirii farkl
metabolitlerin olusumunu da saglayabilmektedir. Bunlarin arasinda, enzimler,
antibiyotikler, organik asitler, amino asitler ve yeniden birlestirilmis proteinler
bulunmaktadir.

Cogu ticari enzim, fermantasyon kontroliiniin daha kolay olmasi, verimin
yiiksekligi, maliyetin ve kontaminasyon riskinin daha diisiik olmasi dolayisiyla
batik fermantasyon ile iiretilmektedir. Bu islemde sivi miktar1 fazla oldugundan
genis Olgekli biyoreaktorler gerekmektedir. Dolayisiyla bol miktarda sivi atik
ortaya ¢ikmaktadir (Manpreet ve ark., 2005).

Su altinda ipliksi mantarlarin basarili bir sekilde yetistirilmesi igin ¢esitli
degiskenlerin ¢alisilmas1 gereklidir. pH, sicaklik, oksijen tiikketimi ve
karbondioksit olusumu gibi parametreler Olgiiliip, siki bir sekilde kontrol
edilmektedir.

Batik yetistirme iki yolla gergeklestirilebilmektedir. Bunlar, pH ve oksijen
transferinin kontroliiniin zor oldugu karistirmali inkiibatér igerisinde veya
sicaklik, pH, karistirma hizi ve basing gibi degisken parametrelerin kontroliinii
saglayan biyoreaktorlerde gerceklestirilmesidir. Batik prosesin en Onemli
avantajlari, fizikokimyasal ozelliklerin kolayca kontrol edilmesi, besin
absorpsiyonunun yiiksek verimi ve hiicre boyunca metabolitlerin salgilanmasi ve
verimlilik kazanglaridir.

Fakat yiiksek viskoziteli reaksiyon ortami kullanildiginda havalandirma ve
karigtirma maliyeti ¢ok yiiksektir. Bu durum batik prosesin dezavantaji olarak
sayilabilmektedir (Zoppas ve ark., 2013).

Batik fermantasyonda kullanilan organizmanin genotipine ve kiiltiir
sartlarma bagl olarak ipliksi mikroorganizmalarin morfolojisi, pelletlenmis ve
daginik bigimler arasinda degismektedir. Daginik bigimler serbestge dagilmis ve
kiimelenmis organizmalar1 igerirken, pelletler iyice dolanmis, birka¢ yliz
mikrometre ve birka¢g milimetre boyut araliklarindaki hiflerin 6l¢iilmiis
kiitlelerinden olugmaktadir. Serbest ipliksi miselyum, yiiksek viskoza ve gaz-sivi
kiitle transferininin azaldig1 fermantasyon ortamina yol agmakta ve fermantor
icerisindeki besi ortaminin homojenitesini saglar. Pelletler i¢ kiitle transferini

limitlemektedirler (Dominguesa ve ark., 2000).

15



Besince zengin besin ortamlarinda kapali kaplar igerisinde gelismekte ve
yiiksek oksijen derisimine ihtiya¢ duyan mikroorganizmalar besinleri yikarak,
istenen enzimleri ¢Ozeltinin i¢ine salmaktadirlar. Genis Olgekli fermantasyon
teknolojilerinin  gelisimiyle mikrobiyal enzimlerin iiretimi biyoteknolojik
endistrilerin ~ toplam  giderlerinin  6nemli bir kismini  olusturmaktadir.
Fermantasyon genis hacimli fermantoérlerde gerceklesmektedir. Fermantasyon
ortami; seker, soya gibi yenilenebilir hammaddelere bagli olarak besinleri sterilize
ederken, ¢ogu endiistriyel enzim karbon ve azot kaynaklarmni pargalamak {izere
mikroorganizmalar tarafindan fermantasyon ortamina salgilanmaktadirlar. Kesikli
beslemeli ve siirekli fermantasyon siireci yaygin olarak kullanilmaktadir. Kesikli
beslemeli siiregte, sterilize edilmis besinler biyokiitlenin gelisimi sirasinda
fermantdre eklenirken, siirekli siiregte, sterilize sivi besinler, fermantasyon ortami
sistemi terk ederken ayni akis hizinda fermantdre beslenmektedirler. Fermantor
boylece yatiskin bir hale gelmektedirler. Sicaklik, pH, oksijen tiiketimi ve
karbondioksit olusumu fermantasyon siirecinin optimizasyonu i¢in dl¢iilmekte ve
kontrol edilmektedirler (Renge ve ark., 2012).

Ik olarak, fermantasyon ortamindan enzimlerin alinma islemi genellikle
santrifiij ile gerceklesmektedir. Biyokiitle, giibre olarak geri kazanilabilir, fakat ilk
olarak, icerisindeki mikroorganizmalar inaktive edilmelidirler. Geri kalan
cozeltideki igindeki enzimler evaporasyon, membranfiltrasyon ve kristalizasyon

ile geri kazanilabilmektedir.

2.2. Myceliophthora hinnulea

Ilk olarak Awao ve Udagawa tarafindan 1983 yilinda belirlenen
Myceliophthora hinnulea termofilik bir mantardir. Bu mantar PDA ortaminda
yetistirilmektedir ve sporlanmasi 40°C ve 50°C sicakliklari arasinda daha
yaygindir. Bu tiirlin minimum yetistirilme sicakligi 22°C iken, optimum sicakligi
45°C, ve maksimum yetistirilme sicakligi ise 55°C’dir.

(http://www.bcrc.firdi.org.tw/fungi/ fungal detail.jsp?id=FU200802250027)
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2.3. Lignoseliilozik Biyokiitle

Bu yap1 esas olarak, seliiloz ve hemiseliiloz gibi yapisal karbonhidratlar

ve heterojen fenolik polimer olan ligninden olusmaktadir.

Seliiloz

/ Lignin

—

> Hemiseliiloz

Sekil 2.1. Lignoseliilozik biyokiitle

Bununla birlikte lignoseliilozik biyokiitlenin igerigi tiirlere, iklime, toprak
verimiligine ve giibrelemeye bagli olarak degismektedir. Misir kocani, bugday ve
piring sap1 gibi tarimsal atiklar yaklasik olarak %40 seliiloz, % 30 hemiseliiloz ve
%15 lignin icermektedirler. Birincil hiicre duvar1 hiicre bdliinmesiyle
gelistirilmistir. Kristal seliiloz; mikrolifler ile hemiseliilloz polisakkaritlerinin
matrisi igerisine gomiilmiistiir. Komsu hiicrelerin temel duvarlari orta lamel olarak
adlandirillan pektinlerden olusan yapiskan bir tabaka ile tutturulmus olup bunun
amaci, iletken doku olusturmak iizere cok sayida vaskiiler demetler halinde

diizenlenmesidir (Zhao ve ark., 2012).
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Cizelge 2.1. Lignoseliilozik biyokiitle kaynaklari ve bilesimleri

Ham Madde Hemiseliiloz (%) Seliiloz (%) Lignin (%) Diger (kiil, v.S.)
Tarimsal Atiklar 25-50 37-50 5-15 12-16
Sert odun 25-40 45-47 20-25 0,80
Yumusgak odun 25-29 40-45 30-60 0,50
Cimler 35-50 25-40 - -
Atik Kagitlar 12-20 50-70 6-10 -
Gazete 25-40 40-55 18-30 -

2.3.1. Hemiseliiloz

Hemiseliiloz; glikoz, galaktoz, mannoz gibi heksozlari, ksiloz, arabinoz
gibi pentozlart ve glukuronik, galakturonik ve metil galakturonik asit gibi seker
asitlerini igeren sekilsiz, degisken yapida formlar1 olan bir heteropolimerdir.
Hemiseliilozun ana zinciri, birincil olarak ksiloz (%90) ve arabinoz (%10) igeren
B-1-4 bagl ksilandan olusmaktadir. Hemiseliiloz icerisinde en ¢ok bulunan
bilesen ksilan olmasina ragmen ksilan derisimi her biyokiitlede degismektedir
(Zhao ve ark., 2012). Selillozdan daha diisilk molekiil agirligina sahip olan
hemiseliiloz farkli sekerlerden olusan kolay hidroliz edilebilir kisa zincirlerden
olugmaktadir. Seliiloza gore daha sekilsizdirler, seliilloz ve lignin lifleri arasinda
baglant1 gorevi gérmektedirler. Biitlin seliiloz, hemiseliiloz lignin agina sertlik
vermektedirler (Limayem ve Ricke, 2012). Hemiseliilozun en 6nemli bileseni olan
ksilan hemiseliilozun kolay ekstre edilebilir kismidir ve asit veya alkali bir

ortamda daha iyi sekilde ekstre edilebilmektedir.

HO _L —L
Ve Il_{.r""n .n"( "\.

Sekil 2.2. Hemiseliiloz yapis1
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2.3.2. Lignin

Lignin, kovalent baglar aracilig: ile hemiseliiloza baglanmis 10000 Dalton
molekiill agirhigma sahip aromatik, sert ve suda ¢Oziinmeyen inaktif bir
biyopolimerdir. Esas olarak ii¢ ana bilesenden meydana gelen ligninin ana
bilesenleri, koniferil alkol, sinapil alkol ve p-kumaril alkoldiir (Zhao ve ark.,
2012). Seliiloz ve hemiseliillozdan sonra dogada en fazla bulunan polimer olan
lignin hiicresel duvar igerisinde yer almaktadir. Uc farkli fenilpropan
birimlerinden olusurve sekilsizdir. Ligninin asil amaci bitkiye destek saglamak,
mikrobiyal saldir1 ve strese karsi diren¢ saglamaktir. Orman agaglar1 birincil
olarak selilloz ve lignin polimerlerinden olusmaktadirlar. En yiiksek lignin
seviyesine sahip olan bitkiler yumusak agacglardir. Ligninin biyodoniisiim
stirecinin ekonomik performansi iizerinde onemli bir etkisi vardir. Ciinki
mikrobiyal gelisim ve fermantasyondaki ¢ogu inhibitorler 6n islem ve enzimatik
hidroliz sirasinda bu bilesenden gelmektedirler. Bu arada seliilozdan sonra
biyokiitle igerisinde en ¢ok bulunan bilesen olan lignin, yakildiginda bol miktarda
enerji vermekte ve ¢evre dostu bir teknoloji olan kombine 1s1 ve gii¢ iiretimi i¢in
iyi bir se¢imdir. Ayrica tasima yakitlar ve katma deger kimyasallar1 i¢eren degisik
driinler i¢in lignin harika bir baslangic materyalidir. Biyoetanol liretimini daha

ekonomik hale getirebilmektedir (Hendriks ve Zeeman, 2009).

Sekil 2.3. Lignin yapisi
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2.3.3. Seliiloz

Seliilloz B-1-4 glikosidik baglarla baglanmis B-1-4 glikoz birimlerinden
olusan dalsiz bir glikoz polimeridir. Yilda 10" ton sentezlenme hiziyla biyo
dontsimlerde en ¢ok kullanilan molekiildir. Mantar ve bakteriler, hidrolitik ve
oksidatif enzimleri kullanarak bu makro molekiilleri pargalayabilmektedirler
(Acharya ve ark., 2008).

Ayrica, bu polimer yenilenebilir enerji tiretiminde de ¢ok 6nemli bir role
sahiptir (Jeya ve ark., 2009). Seliiloz molekiilleri enzimatik hidroliz i¢in dayanikli,
yiiksek mukavemetli kristal bolge ve kristal olmayan (sekilsiz) bolgeden
olusmaktadirlar. Ozellikle kristal bolgeler enzimatik hidroliz igin daha
dayaniklidir (Howard ve ark.,2003). Bu bolgeler, ¢ok serttir ve dogrusal zincirin
paralel yapilanmasiyla olugsmaktadirlar. Onlarin bu paralel yapilanmasi seliilozun
¢ozlinmezligini saglamaktadir. Sekilsiz bolgeler ise diger kisimlara gore, daha
zayif bagl seliiloz zincirinden olusmaktadir ve bu onlar1 enzimatik hidroliz i¢in
daha elverigli hale getirmektedir (Kiramanyi ve ark., 2012).

Seliilozlar, seliilaz enzimleriyle glikoza hidroliz edilen lignoseliilozik
biyokiitlenin ana bilesenidirler. Seliilozik biyokiitle sik kullanilan yenilenebilir bir
enerji kaynagidir ve genis malzeme cesitliligi i¢ermektedir. Diinya capinda
kullanilabilirligi, sekerlere, alternatif yakitlara ve kimyasal hammaddelere
doniisim potansiyeli seliilozik materyallerin  bozunmasimin arastiriimasini
artirmaktadir (Jeya ve ark., 2009). Bu yontem maliyeti de azaltmasindan dolay1
ekonomik olarak da ¢ok elveriglidir. Seliiloz bitki derisiminin yaklasik olarak %30

unu kapsamaktadir (Limayem ve ark., 2009).

CH,OH CH,OH CH,OH
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Sekil 2.4. Seliilozun yapisi
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2.4. Yanit Yiizey Yontemi

Yanit Yiizey Yontemi (Response Surface Methodology, YYY)
matematiksel ve istatiksel yontemlerin bir birlesimidir. Cesitli degiskenlerden
etkilenen ilgilenilen cevaptan olusan problemin analizinde ve modellenmesinde
kullanilan bir tekniktir. Bu ydntemin amac1 cevabin optimize edilmesidir. Ornegin
bir kimya miihendisinin bir siirecin veriminin (y) maksimize edilmesi i¢in sicaklik

(X1) ve basincin (x7) seviyelerini bulmaya ¢alistigini diisiinelim:
y="f(x1, x2) + ¢ (2.1)

€; y cevabinda gozlenen giirliltii veya hata olarak gosterilmektedir. Eger
beklenen cevap E(y) = f (X1, X2) = n ile gosterilirse, yiizey n=f (X1, X2) olarak ifade

edilmekte ve yanit yiizeyi olarak adlandirilmaktadir.

Cogu Yanit Yiizey Yontemi probleminde cevap ve bagimsiz degiskenler
arasindaki iligki bilinmemektedir. Buna gore Yanit Yiizey Yontem’ lerinde ilk
adim y ve bagimsiz degiskenler arasindaki dogru kullanigh yaklasimi bulmaktir.
Genellikle bagimsiz degiskenlerin bazi bolgelerinde diisiik dereceli polinom
calisilmigtir. Eger cevap bagimsiz degiskenin lineer fonksiyonu ile iyi bir sekilde

modelleniyorsa fonksiyon birinci derece modeldir.
y=Bo+ PXa+Paxa+ ...+ PuXk + € (2.2)

Eger sistemde bir egrilik varsa ikinci derece model gibi daha yiiksek

dereceli polinomla ¢alisilmalidir.

k k
y=po+ I; Bixi + I; Bixi® + %JZ BijXiXj + € (2.3)

Neredeyse biitlin Yanit Yiizey YoOntemi problemleri bunlarin biri ya da
ikisini kullanmaktadir. Tabiki de polinom model tim bagimsiz degiskenlerin
dogru fonksiyonel iliskisine uygun bir yaklasim olusturmasi imkansizdir fakat;
kiiciik bir bolgede iyi c¢aligmaktadir. Yanit yiizey analizleri dosenmis ylizey
kullanilarak gergeklestirilmektedir. Eger uygun yiizey dogru cevap fonksiyonunun

yeterli bir yaklagimi ise uygun yiizeyin analizi yaklasik olarak giincel sistemin
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analizlerine uygun olacaktir. Verilen toplanmasinda uygun deneysel tasarimlari
kullanilirsa model faktorleri en etkili bicimde tahmin edilebilmektedir. Uygun
cevap ylizeyleri i¢in tasarimlar cevap ylizey tasarimlart  olarak
adlandirilmaktadirlar.

Yanit Yiizey Yontemi ardisik bir prosediirdiir. Genellikle cevap ylizeyinde
optimumdan uzak bir nokta ele alindiginda sistemde kii¢iik bir egim olusturmakta
ve birinci derece model bu durumda daha uygun hale gelmektedir. Burada amag
deneyin hizli yapilmasina ve optimum nokta etrafinda verimli bir sekilde
gelisimine yol agmaktir.

Yanit Yiizey YoOnteminin asil amaci; sistemin optimum c¢alisma
kosullarinin belirlenmesi veya calisma gerekliliklerini karsilayan faktor bolgesini

belirlemektir (Montgomery, 2000).

2.5. Onceden Yapilmis Calismalar

Muthuvelayudham ve Viruthagiri (2010), Trichoderma reesei’den seliilaz
tiretimini gergeklestirirken karbon kaynagi olarak muz lifi ve piring samanini
kullanmiglardir. Yanit Yiizey Yontemini kullanarak sicaklik, substrat derigimi,
indiileyici derisimi, pH, inokulum yas1 ve karistirma hiz1 faktorlerinin
optimizasyonunu saglamislardir. Substrat konsantrasyonu en etkili parametre
olarak belirlenmistir.

Murad ve Azzaz (2013), Aspergillius flavus NRRL 5521 seliilaz
tiretiminde %10 pirin¢ samant, %7 inokulum boyutu, 48 saatlik inkiibasyon siiresi
pH 7 olan gelisim ortami ve azot kaynagi olarak maya oOziiti kullanarak
maksimum seliilaz iiretimine ( 0,11 IU/ml/dak) ulasmiglardir.

Ramanathan ve ark. (2010), Fusarium oxysporum ‘dan seliilaz tiretiminde
optimum kosullar1 50°C sicaklik, pH 6 olan ortam, 12 giinliik inkiibasyon siiresi
olarak belirlemislerdir. Bu kosullar altinda karbon kaynagi olarak da %1
karboksimetil seliiloz kullanilmistir.

Thomas ve Ambikapathy (2011), Hormodendrum cladosporioides dan
farkli ii¢ yaprak sapi karbon kaynagi olarak kullanilarak seliilaz enzimini
tretmiglerdir. Seliilaz aktivitesi 1,832 IU/ml bulunmustur. Seliilaz iiretimi igin

optimum pH 5, sicaklik 30°C, inkiibasyon siiresi ise 5 giin olarak gézlenmistir.
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120 rpm c¢alkalama hizinda batik fermantasyon daha yiiksek seliilaz verimine
olanak saglamistir.

Malik ve ark. (2010), maksimum seliilaz tiiretimini (CMCase 1.57
U/ml/dak, FPase 0.921 U/ml/dak) 72 saatlik fermantasyon siiresi sonunda 30°C
sicaklik ile elde etmislerdir. Sonrasinda besi ortaminin pH 1 optimize edilmis ve
en iyi gelisim ve enzim ftretimi (CMCase 1.66 U/ml/dak ve FPase 0.932
U/ml/dak) pH 5,5 iken elde edilmistir. Mikroorganizma olarak ise Trichoderma
viride tirtini kullanmislardir.

Kiranmayi ve ark (2012), Trichoderma reesei’ den selillaz enzimi
tiretirken karbon kaynagi olarak muz kabugu tozu ve hindistan cevizi tozu
kullanmiglardir. En yiiksek aktiviteye her iki karbon kaynaginda da pH 6, sicaklik
40°C iken 144 saatlik inkiibasyon sonunda ulagsmislardir.

Maurya ve ark. (2011), farkli karbon kaynaklar1 kullanarak Trichoderma
reesei ‘den seliilaz iretmislerdir. pH, sicaklik, nem igerigi, substratin partikiil
boyutu gibi parametrelerin etkisini incelemislerdir. Maksimum seliilaz aktivitesini
karbon kaynagi olarak bugday kepegi kullanip 2,63 U/ml olarak elde etmislerdir.
Bugday kepegi i¢in optimum kosullar1 baslangic nem miktar1 %70, ortam pH 1 5,
sicaklik 30°C ve substratin partikiil boyutu 500 um olarak belirlemislerdir.

Devi ve Kumar (2012), Aspergillius niger ‘den selillaz enzimi
tiretmislerdir. Maksimum seliilaz aktivitesine ( 3,9 IU) 45°C sicaklikta, ortam pH 1
5 iken 7 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda ulagmislardir. Substrat olarak kagit
seliilozu kullanmiglardir.

Singh ve ark (2009), Aspergillus Heteromorphus'dan substrat olarak
bugday sap1 kullanarak seliilaz enzimi {iretmislerdir. En yiliksek sonuca ( 3,2
IU/ml) 5 giinliik inkiibasyon sonunda pH 5 iken 30°C sicaklikta ulasmiglardir.

Niranjane ve ark (2007), selilaz enzim iretimine farkli karbon
kaynaklarininetkisini  incelemislerdir. ~ Maksimimum  seliilaz ~ verimini
karboksimetil seliiloz kullanimi vermistir.

Al-Ka’aby (2012), karbon kaynagi olarak testere talasini kullanarak
Aspergillius niger ‘den seliilaz enzimi tretmislerdir. Bu iiretimde optimum pH

degeri 4-5, sicaklik 35°C, inkiibasyon siiresi ise 96 saat olarak belirlenmistir.
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Folakemi ve ark. (2008), Trichoderma longibrachiatum, Aspergillus niger
ve Saccharomyces cerevisiae kullanarak seliilozik ananas atigindan seliilaz
iretmislerdir. pH, substrat konsantrasyonu, inokulum boyutu ve sicaklik
parametrelerinin  degisimiyle {iretilen glikoz miktarin1 optimize etmislerdir.
Trichoderma longibrachiatum' la yapilan iretimde en yiiksek miktar1 pH 4,5,
sicaklik 45°C ve 7 giinliik fermantasyon sonunda elde etmislerdir. Aspergillus
niger’ le yapilan iiretimde ise en yiiksek miktar1 pH 3,5, sicaklik 40°C sicaklik ve
5 gilinliik fermantasyon siiresinde belirlemislerdir. Saccharomyces cerevisiae ile
yapilan iiretimde pH 4,5, sicaklik 45°C ve iiretim siiresi 5 giin iken en yiiksek
miktara ulagsmiglardir.

ljaz ve ark. (2011), Alternaria alternata kati hal fermantasyonu ilekiiltiir
edilp, musir kogani gibi tarimsal atiklar1 kullanarak seliilaz {iretimini
amaclamuslardir. Optimum kiiltiir sartlarini 35°C ve pH 6.0’da 96 saat inkiibasyon

olarak belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Bu calismada seliilaz iiretiminde kullanilan Myceliophthora hinnulea
Anadolu Universitesi Biyoloji Béliimii Laboratuarlari’ nda izole edilmistir. Bu
mikroorganizma Tiirkiye’ de kaplica sularindan izole edilerek tanimlanmistir.

Uretilen seliilazin FPU aktivitesi belirlenirken Whatman 1 no ‘lu filtre
kagidi kullanilmistir. Aktivite tayini sirasinda kullanilan kimyasallardan 3-5
dinitrosalisilik asit, potasyum sodyum tartarat tetrahidrat, sodyum metabisiilfit ve
fenol Merck Millipore’dan, sodyum hidroksit ise Sigma Aldrich’den satin
alinmustir.

Farkli karbon kaynaklar1 olarak kullanilan findik kabugu Trabzon
Besikdiizii’nden, hashas sap1 Afyon Alkaloid Fabrikasindan ve aygigek sap1 da
Trakya Bolgesi’nden temin edilmistir.

Findik kabuguna uygulanan 6n islemler yiiksek basing (3000 psi) ve
sicakliga (350°C) dayanikli paslanmaz celik kesikli Parr (Illinois, USA) reaktorde
gerceklestirilmistir. Diger on islemler igin GFL (Burgwedel, Almanya) marka su
banyosu kullamilmistir. Inkiibasyon islemleri Sartorius marka ¢alkalamali
inkiibatorde (Goettingen, Almanya) gerceklestirilmis, seliiloz aktivitesi Shimadzu
UV-Vis 1800 spektrofotometresi (Kyoto, Japonya) kullanilarak olctilmiistiir.
Hidroliz {iriinleri olan monomerik sekerlerin miktar tayinleri Agilent marka

(Almanya) Yiiksek Basin¢li S1vi Kromatografisi cihazi ile gergeklestirilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Mikroorganizmanin tanimlanmasi

[lk olarak mikroorganizmanin Cooney ve Emerson ‘a gére mikroskobik ve
makroskobik testler kullanilarak morfolojik tanimi gergeklestirilmistir (1964).
Mantar genomik DNA, cam boncuk ezme yontemi kullanilarak vortexleme
yontemi ile ¢ikartilmistir (Van Burik et al, 1998). ITS (ITS I, ITS II, ve 5.8S
rRNA geni) bolgesi i¢in kodlanmig DNA genel Onciiller kullanilarak
giiclendirilmigtir. Genis alt birim rDNA’nin asir1 degisken D1/D2 bdlgesinin
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giiclendirilmesi LROR ve LR3 birincil ¢iflerinin kullanimi ile gergeklestirilmigtir
(Sharma et al, 2009). Seri analizler, Boya Terminator Dongiisiinii Siralayan Hizli
Baslangig Seti (Dye Terminator Cycle Sequencing Quick Start Kit) (Beckman
Coulter)ile gerceklestirilmis ve reaksiyonlar, Agencourt CleanSEQ Kit (Beckman
Coulter)kullanilarak saflagtirilmistir. Saflastirilmis sirali reaksiyonlar Beckman
Coulter CEQ 8000 Genetik Analiz Sistemi’nde analiz edilmistir. ITS ve D1/D2
bolgelerinin tanimlanmasi, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi veri tabanindan
aliman benzer dizilerin BLAST kullanilarak siralanmasi ile gerceklestirilmistir.

(Berikten ve Kivang, 2014).
3.2.2. Mikroorganizmalarin hazirlamasi

Seliilaz iiretimi ic¢in kullanilacak olan funguslar Potato Dextrose Agar
(PDA) ortamina inokule edilip ve 45 °C* de 7 giinde gelistirilmistir. Bu fungus
kolonilerinden alinan sporlar % 0,1°lik steril tween 80 siispansiyonu igerisine
alinmis ve thoma lam1 yardimi ile mikroskopta spor sayimlar1 gerceklestirilmistir

ve spor sayilari 108 spor/ml olacak sekilde ayarlanmistir.
3.2.3. inokulantin hazirlanmasi

Belirli sayidaki spor miktarina ayarlanmis olan fungus spor
stispansiyonlari takip edilecek olan deney sayisina bagi olarak hacmi ayarlanan ve
Cizelge 3.1°de bilesimi verilmis olan inokulasyon besiyerine inokule edilmistir ve
150 rpm’de ve 45°C ‘de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda
gelistirilmis olan inokulanttan her 25 ml selillaz iiretim ortami i¢in 1 ml

kullanilmistir.
3.2.4. Seliilaz iiretimi

Myceliophthora hinnulea kullanilarak seliillaz enzimi iiretiminde karbon
kaynagi olarak karboksimetil seliiloz igeren besiyeri (Cizelge 3.2) kullanilmistir.
Besiyeri ortami igerisinde belirli spor/ml miktarinda spor olacak sekilde
ayarlanmis inokulant agilanmistir. 45°C, 150 rpm, pH 4,5 ile sabit tutulan ortamda
7 giin siiren inkiibasyon siiresi boyunca alinan numunelerde seliilaz aktivitesi

belirlenmis ve maksimum aktivite miktarina 5.gilin sonunda ulasilmistir.
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Daha sonra 5 giinlilkk inkiibasyon siiresi sabit tutularak {iretim
parametrelerinin - Box Behnken Deney Tasarimi ile optimizasyonu

gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.1. Seliilaz inokulasyon Besiyeri Igerigi

Kimyasal Adi Miktar (g/1000 ml distile su)

TrisodyumSitrat (NazCgHs07) 5
Potasyum Fosfat (KH,PQO,) 5
Amonyum Nitrat (NH4NO3) 2
Amonyum Siilfat (NH4)>SO4 4

Magnezyum Siilfat (MgSO,) 0,2
Pepton 1
Maya Oziitii 2

Glikoz 10

Cizelge 3.2. Seliilaz Uretim Besiyeri Igerigi

Kimyasal Adi Miktari (g/1000 ml distile su)

TrisodyumSitrat (Na3CsHs07) 5
Potasyum Fosfat (KH,PO,) 5
Amonyum Nitrat (NH4NOs3) 2
Amonyum Siilfat ((NH4)>SO4 4

Magnezyum Siilfat (MgSO,) 0,2
Pepton 1
Maya Oziitii 2
Karboksimetilseliiloz 10
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3.2.5. Seliillaz iiretim parametrelerinin yamt yiizey yontemi ile

optimizasyonu

Selillaz iiretim parametrelerinin yanit yiizey yontemi ile optimizasyonu

deneylerinde 27 deneysel noktadan ii¢ tekrarli 4 degiskenden olusan Box Behnken

Deney Tasarimi Yontemi kullanilmistir. Incelenen pH (X3), sicaklik (°C) (X2),

spor sayisi (X3) ve kiiltiir yas1 (saat) (X4) parametrelerinin seviyeleri Cizelge 3.3.

de, bagimsiz degiskenlerin istatiksel kombinasyonu ise Cizelge 3.4. de

gosterilmistir.

Cevap (Y) degerini belirlemek icin onerilen ikinci derece polinom model

esitligi Esitlik 3.1°de gosterilmistir.

Y = Bo + BiXy + BoXo + BaXz + BaXy+P11XT + BoaXF + PasX5+PuaXz
+ B12X1X5 + B13X1 X5 + P1aX1 X4 + P23 X2 X5 + BraX2X,

+ B34X3X,

(3.1)

Verilerin istatistiki olarak modele uygunluk analizleri %95 giliven

araliginda  ANOVA testi ile Minitab

gerceklestirilmistir.

16

istatistik programi kullanilarak

Cizelge 3.3. Seliilaz iiretiminde incelenen parametreler ve seviyeler

Seviyeler
Faktorler
-1 0 1
Xy :pH 4 5,25 6,5
X3 1 Sicaklik (°C) 35 45 55
X3 : Spor sayisi( spor/ml ) 1x10° 5x10° 1x10"°
X, :Kiiltiir yasi (saat) 24 60 96
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Cizelge 3.4. Seliilaz iiretiminde bagimsiz degiskenlerin istatiksel kombinasyonlari

Deney pH T(°C) Sporsayist Kiiltiir
No (spor/ml ) (Z;‘;)
1 5,25 35 1x10™ 60
2 4,00 35 5x10° 60
3 5,25 45 1x10° 96
4 5,25 45 5x10° 60
5 5,25 35 5x10° 96
6 5,25 55 1x10° 60
7 5,25 45 5x10° 60
8 6,50 45 5x10%° 24
9 4,00 45 1x10% 60
10 5,25 55 1x10™ 60
11 6,50 45 5x10° 96
12 5,25 55 5x10° 96
13 5,25 45 5x10° 60
14 5,25 35 5x10° 24
15 5,25 55 5x10° 24
16 5,25 45 1x10™ 24
17 6,50 45 1x10% 60
18 6,50 45 1x10° 60
19 4,00 45 5x10° 926
20 5,25 35 1x10° 60
21 4,00 55 5x10° 60
22 4,00 45 1x10° 60
23 6,50 35 5x10° 60
24 5,25 45 1x10™ 96
25 4,00 45 5x10° 24
26 6,50 55 5x10° 60
27 5,25 45 1x10° 24

3.2.6. Seliilaz iiretiminde farkh karbon kaynaklarimin kullanim

Optimizasyon sonucunda belirlenen seliilaz iiretimini maksimize edecek
kosullar altinda farkli lignoseliilozik karbon kaynaklari kullanilarak seliilaz
iretimi gergeklestirilmistir (pH = 6,1, sicaklik = 38°C, spor sayis1 = 1x10%°
spor/ml, kiiltiir yas1 = 24 saat). Substrat olarak ticari karboksimetil seliiloz yerine

%1 ve %2 oranlarinda alkali 6n islem goérmiis findik kabugu, aygigegi sap1 ve
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hashas sap1 gibi lignoseliilozik atiklar kullanilmis, yedi giinliik inkiibasyon siiresi

boyunca alinan numunelerde ve seliilaz enzimi aktivitesi belirlenmistir.

Cizelge 3.5. %1 lik farkli karbon kaynaklarinin seliilaz iiretim besi yeri igerigi

Kimyasal Adi Miktar: (g/100 ml distile su)
TrisodyumSitrat (NazCsHs07) 0,5
Potasyum Fosfat (KH,PO, ) 0,5
Amonyum Nitrat (NH4NO3 ) 0,2
Amonyum Siilfat (NH4),SO4 0,4
Magnezyum Siilfat (MgSO,) 0,2
Pepton 0,1
Maya Oziitii 0,2

Lignoseliilozik biyokiitle 1

Cizelge 3.6. %2 lik farkli karbon kaynaklarinin seliilaz iiretim besi yeri igerigi

Kimyasal Adi Miktart (g/100 ml distile su)
TrisodyumSitrat (Na3CsHs0-) 0,5
Potasyum Fosfat (KH,PO, ) 0,5
Amonyum Nitrat (NH4;NO3 ) 0,2
Amonyum Siilfat ((NH4)>SO4 0,4
Magnezyum Siilfat (MgSOy,) 0,2
Pepton 0,1
Maya Oziitii 0,2

Lignoseliilozik biyokiitle 2

3.2.7. Lignoseliilozik biyokiitlenin seliilozca zenginlestirilmesi

Biyokiitlenin seliillozca zenginlestirilmesi icin, lignoseliilozik atiklara,

deneysel kosullar1 daha o6nce yapilmis caligmalarla belirlenmis alkali 6n islem

uygulanmistir. Biitiin 6n islemler sonrasinda hammadde filtre kagidiyla siiziiliip

saf su ile notrlestirildikten sonra kurutulmus ve Esitlik 3.2.’deki gibi yilizde toplam




gravimetrik geri kazanim hesaplanmistir. On islem sonrasi hammaddedeki

seliiloz, hemiseliiloz ve lignin miktarlar1 belirlenmistir.

On islem Sonrasinda Kalan Kati (gr)

x100 (3.2

% Toplam Grav. Kazanim =
p Baslangigtaki Kuru Madde Miktar: (gr)

3.2.7.1. Findik kabuguna uygulanan alkali 6n islem

Alkali 6n islem i¢in % 5,25 (a/h) konsantrasyonundaki NaOH ¢dozeltisi
kullanilmustir. Ogiitiilmiis (ortalama partikiil boyutu 0,224 - 0,850 pum) findik
kabuguna uygulanan 6n iglem 180°C de, 1:5 kati sivi oraninda, 30 dak kesikli Parr

reaktorde gerceklestirilmistir.
3.2.7.2. Aycicegi sapina uygulanan alkali 6n islem

Alkali 6n iglem icin % 2 (a/h)’lik sodyum hidroksit ¢ozeltisi kullanilmistir.
Ogiitiilmiis (ortalama partikiil boyutu 0,224 - 0,850 pm) aygcicedi sapima
uygulanan 6n islem %2 lik NaOH ile 1:20 kat1 s1v1 oran1 kullanilarak, 90 °C de,
60 dak su banyosunda gergeklestirilmistir.

3.2.7.3. Hashas sapina uygulanan alkali 6n islem

Ogiitiilmiis hashas saplar1 (ortalama partikiil boyutu 0,224 - 0,850 um) %
2,4 (a/h)’ lik NaOH cozeltisi ile 80°C de, 1:20 kat1 siv1 oraninda, 70 dak su

banyosunda 6n isleme tabi tutulmustur.
3.2.8 Seliilaz aktivitesinin belirlenmesi

Seliilaz aktivitesi filtre kagidi tinitesi (FPU) cinsinden belirlenmistir.
Seliilozun hidroliz iiriinii olan glikoz miktar indirgen seker olarak Dinitrosalisilik
(DNS) reaktifi kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir.  (Miller,
1959, Ghose, 1987). Glikoz miktarlar1 saf glikoz ¢ozeltileri kullanilarak
hazirlanmis mg/ml glikoz-absorbans kalibrasyon dogrusu (R2 =0,996) (Sekil 3.1.)

kullanilarak belirlenmistir.
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Sekil 3.1. DNS kalibrasyon dogrusu

FPU aktivite Ol¢limiinde, substrat olarak Whatman no:1 filtre kagidiseliiloz
kaynagi kullanilmistir. Seritler halinde kesilen filtre kagitlarindan 50 mg tartilip
santrifiij tliplerine yerlestirilmis ve iizerine 0,5 mL farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan mikrobiyal enzim 6rnegi ve 1 mL (pH= 4,8'lik) asetik asit — sodyum
asetat tampon ¢ozeltisi eklenmistir. Bu karisim 50°C’lik ¢alkalamali inkiibatorde
60 dak boyunca ¢alkalanmig vesonra her bir tiipe 3 ml DNS ¢ozeltisi eklendikten
sonra tiipler 5 dak sicak su banyosunda bekletilmigtir. Daha sonra reaksiyonu
durdurmak i¢in tiipler akan su altinda bir dak tutularak sogutulmus ve 540 nm

dalga boyunda absorbanslari okunmustur ( Ghose, T.K., 1987).

Filter Paper Unit (FPU) birimi, Uluslararasi Birime (IU) bagl bir birimdir.
1U=1 %kol substrat dontistimiidiir.

Eger hidroliz sirasindaki tirtin glikoz ise
11U = 0,18 22dur.
dk

Kritik seyreltmede FPU belirlenirken serbest glikoz miktar1 2 mg dir.

2mg glikoz = umol

0,18
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o Bu glikoz miktar1 60 dakikada 0,5 ml enzim ile tiretilmistir.

2
0,18 x0,5ml x 60 dk

2mg glikoz = umol

umol IU

=037 rxar G

e Bir FPU reaksiyonunda 2 mg glikozu doniistiiren tahmini enzim

miktari;

FPU = 037 U/ml (3.3)

T2 mg glikozu doniistiiren enzim konsantrasyonu

3.2.9. yiiksek basin¢ch sivi kromatografisi yontemi ile monomerik

sekerlerin analizleri

Monomerik seker bilesiklerinin Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi
yontemi ile miktarlarinin belirlenmesi ¢alismalarinda dortli pompa, Refraktif
indeks dedektor, otomatik enjeksiyon tinitesi ve kolon firmindan olusan Agilent
1100 serisi YBSK sistemi kullanilmistir. Ayirimlar 80°C de Aminex HPX 87P
kolonda (Biorad, Hercules, USA) gergeklestirilmistir. Hareketli faz olarak 0,6
mlL/dakakis hizinda saf su kullanilmigtir. Miktar tayinleri ticari olarak saglanan
standart monomerik ve dimerik seker (glikoz, sellobiyoz, ksiloz, mannoz,
arabinoz, galaktoz) kalibrasyon dogrulari kulanilarak gergeklestirilmistir.
Ornekler kolona verilmeden énce Nylon membran (40um) filtrelerden siiziilmiis
ve 1ki enjeksiyonun ortalama degerleri kullanilarak miktar tayinleri
gerceklestirilmistir. Orneklerin kromatogramindan alinan piklere ait bilesikler
standart bilesiklerin alikonma zamanlar1 (tR) ile karsilastirilarak belirlenmistir.
Standart seker bilesiklerine ait 6rnek bir kromatogram Sekil 3.2°de gosterilmistir.
Monomerik sekerlere ait kalibrasyon dogrulart Sekil 3.3°, 3.4, 3.5, 3.6, 3.7 ve 3.8

de ve kalibrasyon dogrularinin denklemleri de Cizelge 3.7 de verilmistir.
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Sekil 3.2.Standart seker bilesiklerine ait 6rnek bir kromatogram

YBSK ile glikoz, ksiloz, sellobiyoz, galaktoz, arabinoz ve mannoz
miktarlar1 saf c¢ozeltiler kullanilarak hazirlanmis ve mg/ml ¢ozelti-alan

kalibrasyon grafikleri kullanilarak sirasiyla asagidaki sekillerde verilmektedir.

Alan

1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000
0

mg/ml

y=338581x-27611
R?=0,9974

Sekil 3.3. YBSK analizi sonucu glikoz bileseninin kalibrasyon dogrusu
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1200000 y=242509x - 8058,2
R?=0,9988
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Sekil 3.4. YBSK analizi sonucu ksiloz bileseninin kalibrasyon dogrusu

1600000 y = 354145x - 21743
1400000 *=0,9983
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000
0

200000 © 1

Alan

N
w
N
(5]

mg/ml

Sekil 3.5. YBSK analizi sonucu sellobiyoz bilegeninin kalibrasyon dogrusu

1200000 y=272071x-20228
2=0,9986

1000000
800000

600000

Alan

400000
200000

0

mg/ml

Sekil 3.6. YBSK analizi sonucu galaktoz bileseninin kalibrasyon dogrusu



1200000 y =254014x-37543
R*=0,995

1000000
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Sekil 3.7. YBSK analizi sonucu arabinoz bileseninin kalibrasyon dogrusu

1200000 y =254606x-41721
R?=0,9963
1000000
800000

600000

Alan

400000

200000

mg/ml

Sekil 3.8. YBSK analizi sonucu mannoz bileseninin kalibrasyon dogrusu

Cizelge 3.7. YBSK analizi sonucu standart seker bilesiklerinin kalibrasyon dogrularinin denklemleri

Standart Seker Bilesigi Kalibrasyon Dogrusu Denklemi
Glikoz y = 338581x - 27611
Ksiloz y = 242509x - 8058,2
Sellobiyoz y = 354145x - 21743
Galaktoz y = 272071x - 20228
Mannoz y = 254014x - 37543
Arabinoz y = 254606x - 41721
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3.2.10. Nem, lignin, seliiloz ve hemiseliiloz miktarlarimin belirlenmesi

Nem tayini

Substrat olarak kullanilan findik kabugu, aygigegi sap1 ve hashas sapi
nemli numunelerinden 0,5-0,6 g arasi Ornek alinarak Mettler Toledo marka
(Liebestrasse/ISVICRE)nem tayini cihazinda kurutularak nem &lgiimleri

yapilmustir.

Lignin tayini

Lignin tayini i¢in, analizi yapilacak hammaddeden 300 mg tartilarak
erlenlere konulmus, tlizerine 3 ml %72’lik siilfiirik asit eklenmis ve 1 dak
kanistirilmistir.  30°C°de, 60 dak calkalamali su banyosunda karistirilan
orneklerdeki H,SO,4 konsantrasyonu daha sonra 84 ml saf su ile % 4 oluncaya
kadar seyreltilmistir ve 121°C’de otoklavda 60 dak hidroliz islemine devam
edilmistir. Otoklav isleminden sonra, erlenlerin agzi ac¢ilmadan Once oda
sicakligina gelmeleri beklenmis ve daha sonrafiltrekagidindan gegirilerek
siiziilmiistiir. Filtre kagidinda kalan kat:1 su ile yikandiktan sonra 4 sa 105°C’de
etiivde kurutulup ardindan tekrar tartilmistir. Kurutulmus érnek daha sonra600 °
Ckiil firminda 24 saat yakilarak ve krozede kalan kiil tartilip kaydedilmistir.

Lignin miktar1 kuru baz iizerinden asagida verilen formiil ile hesaplanmustir.

Lignin miktart (%) = 2-22x100 (3.3)

mo

Mo = baslangictaki hammadde
m;= 105°C* de kurutulduktan sonra kalan miktar

m, = 575°C’ de yakildiktan sonra kalan miktar

Lignin tayininde filtre kagidindan ayrilan siiziintii biyokiitlede bulunan
selilloz ve hemiseliillozun konsantre asit ile hidroliz iiriinleri olan monomerik
sekerleri igermektedir. Bu sivida bulunan ve Bolim 3.2.9°da verilen YBSK
yontemi ile belirlenen glikoz ve sellobiyoz miktarinlarindan biyokiitlede bulunan
seliiloz (Esitlik 3.4); ksiloz, arabinoz, mannoz ve galaktozun miktarlarinin toplami

tizerinden ise katida bulunan hemiseliiloz miktarlar1 (Esitlik 3.5) hesaplanmustir.
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9seliiloz — glukoz +sellobiyoz 100 (3.4)
0,3
YeHemiseliiloz — Ksiloz + Arabinoz + Galaktoz + M annoz %100 (3.5)

0,3
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4.DENEYSEL BULGULAR
4.1. Seliilaz Uretiminde Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Termofilik Myceliophthora hinnulea’dan seliillaz enzimi {iiretiminde
oncelikle inkiibasyon siiresi belirlenmistir. Bu ¢alismalar, 45°C, 150 rpm, pH 4,54
ve spor sayisinin 10% olan ortamda gerceklesmis ve yedi giin boyunca seliilaz
aktivitesi kontrol edilmistir. Enzim aktivitesi 0,063 - 0,178 FPU/ml arasinda
degismis ve beklendigi ilizere zamanla enzim aktivitesi artmistir. En yiiksek
aktiviteye besinci giinde erigilmis ve bu zamandan sonra aktivitenin degismedigi
goriilmistiir. Diger parametrelerin incelenmesinde inkiibasyon siiresi bes giin

olarak kullanilmistir.

o
)

0,18
0,16
0,14
0,12

o
il

0,08
0,06
0,04
0,02

SELULAZ AKTIVITESI (FPU/ML)
o

0 1 2 3 4 5 6 7 8
INKUBASYON SURESI (GUN)

Sekil 4.1. Seliilaz aktivitesinin giinliik deneysel verileri
4.2. Seliilaz Uretiminde Incelenen Parametrelerin EtKisi

pH, sicaklik, spor sayis1 ve kiiltiir yas1 parametrelerinin seliilaz {iretimi

tizerinde tekli ve ¢oklu etkileri incelenmistir.
4.2.1. Seliilaz iiretiminde sicakh@in etkisi

Diger parametreler sabit tutulup enzim aktivitesinde sicakligin etkisi
incelenildiginde en yiiksek degere (0,121 FPU/ml) 45°C de ulasildig
goriilmektedir (Sekil 4.2). Sicaklik arttikca selillaz enziminin aktivitesi
azalmaktadir. Bunun nedeni belirli sicakliktan sonra enzimlerin inaktive

olmasidir.
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Sekil 4.2. Seliilaz aktivitesinin sicakliga bagl olarak degisimi
4.2.2. Seliilaz iiretiminde pH etkisi

Diger parametreler sabit tutulup enzim aktivitesinde pH etkisi incelendiginde
en yiiksek degere (0,153 FPU/ml) 5,25 de ulasildig goriilmektedir (Sekil 4.3.). pH

arttikca seliilaz enziminin aktivitesi azalmaktadir.
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Sekil 4.3. Seliilaz aktivitesinin pH a bagli olarak degisimi
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4.2.3. Seliilaz iiretiminde spor sayisinin etkisi

Seliilaz aktivitesinin spor sayisina bagli olarak degisimi Sekil 4.4. de
verilmektedir. Diger parametreler sabit tutulup enzim aktivitesinde spor sayisinin
etkisi incelenildiginde en yiiksek degere (0,183 FPU/mI) 1x10™ da ulasildig:
goriilmektedir. Spor sayisi arttikca enzim aktivitesinin de arttig1 gozlenmektedir.

Seliilaz aktivitesinin spor sayisina bagli olarak degisimi Sekil 4.4. de
verilmektedir. Inokulum boyutunun daha fazla artmasi seliilaz aktivitesinde
kademeli olarak bir azalmaya neden olabilmektedir. Diisiik boyutlu inokulum
boyutlarinda ise hiicreler femantasyon ortamini yeterli miktarda iyi bir yolla
kullanamadiklarindan seliilaz biyosentezi daha diislik bir gelisim gostermektedir
(Malik ve ark., 2010). Daha yiiksek inokulum boyutlarinda ise besi ortami
igerisindeki besinin yetersiz kalmasi ve oksijen geriliminin artmasi nedeniyle

seliilaz iiretimi yavaglayabilmektedir (Bhattacharya ve ark., 2014).
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Sekil 4.4. Seliilaz aktivitesinin spor sayisina bagli olarak degisimi

Trichoderma viride mikroorganizmasindan selillaz enzimi iretilirken
maksimum seliilaz aktivitesi degerine (0,093 U/ml) igerigi 2,1x10’ spor/ml olan

%4 liik inokulum ile ulagilmistir.
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4.2.4. Seliilaz iiretiminde kiiltiir yasinin etkisi

Diger parametreler sabit tutulup enzim aktivitesinde kiiltiir yasinin etkisi
incelenildiginde en yiiksek degere (0,183 FPU/ml) 24 saatte ulasildigi
gorilmektedir (Sekil 4.5.). Kiiltiir yas1 arttik¢a aktivite azalmaktadir.
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Sekil 4.5. Seliilaz aktivitesinin kiiltiir yagina bagli olarak degisimi

4.3. Seliillaz iiretim parametrelerinin yanmit yiizey yontemi ile

optimizasyonu

Seliilaz tiretim parametrelerinin yanit yiizey yontemi ile optimizasyonu
deneylerinde 27 deneysel noktadan ii¢ tekrarli 4 degiskenden olusan Box Behnken
Deney Tasarimi Yontemi kullanilmis, Cizelge 3.3. de seviyeleri verilen pH (X3),
sicaklik (°C) (Xy), spor sayis1 (X3) ve kiiltiir yas1 (saat) (X4) parametrelerinin
istatiksel kombinasyonuna karsi elde edilen seliilaz aktivitesi Cizelge 4.1. de

gosterilmistir.

Myceliophthora hinnulea’dan seliilaz iiretimi ¢alismalar1 sonucunda, filtre
kagidilinitesi tizerinden belirlenen seliilaz aktivitesi (FPU/ml) 0,0367 ile 0,183
arasinda degismistir. Yapilan deneylerle 5.giin sonunda en yiiksek aktivite olan
0,183 FPU/ml’ye pH= 5,25, 45°C, 1x10™ spor sayisi ve 24 sa kiiltir yasinda
ulagilmistir (Cizelge 4.1). Benzer ¢alismalarda Aspergillius niger den elde edilen
seliilazlarda optimum aktiviteye 5 giin sonunda ve pH 5 de ulasilmistir. Seliilaz

aktivitesindeki azalma sellobiyozun birikmis etkisinden kaynaklanabilmektedir.
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Ciinkii sellobiyoz endoglukanaz ve glukosidazin her ikisini de inhibe etmesiyle
bilinen bir glikozdur (Singh ve ark., 2009).

Cizelge 4.1. Uretilen seliilazin aktivitesinin deneysel verileri

Deney | pH | T(°C) Sporsayist Kiiltiir Seliilaz

No ('spor/ml) yasi aktivitesi
(saat) (FPU/mI)

1 525 | 35 1x10% 60 0,144
2 400 | 35 5x10° 60 0,043
3 525 | 45 1x10° 96 0,128
4 525 | 45 5x10° 60 0,121
5 525 | 35 5x10° 96 0,082
6 525 | 55 1x10° 60 0,079
7 525 | 45 5x10° 60 0,169
8 6,50 | 45 5x10° 24 0,119
9 4,00 | 45 1x10" 60 0,095
10 [525]| 55 1x10" 60 0,087
11 [ 650 | 45 5x10° 96 0,118
12 |525| 55 5x10° 96 0,102
13 | 525 | 45 5x10° 60 0,153
14 |[525| 35 5x10° 24 0,135
15 |525| 55 5x10° 24 0,073
16 [525| 45 1x10% 24 0,183
17 [ 650 | 45 1x10% 60 0,179
18 | 650 | 45 1x10° 60 0,107
19 | 400 45 5x10° 96 0,074
20 [525| 35 1x10° 60 0,050
21 [ 400]| 55 5x10° 60 0,037
22 | 400 45 1x10° 60 0,057
23 | 650 | 35 5x10° 60 0,123
24 [ 525 | 45 1x10™ 96 0,121
25 | 4,00 | 45 5x10° 24 0,061
26 [650]| 55 5x10° 60 0,066
27 | 525 | 45 1x10° 24 0,065
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Box Behnken yanit yiizey modelinin uygulandigi deneysel tasarimda,
parametrelerin seliilaz aktivitesi lizerine etkisi varyans analizi (ANOVA) ile
belirlenmistir (Cizelge 4.2). pH (X31), sicaklik (X3) ve spor sayisinin (X3) degisimi
ile seliilaz aktivitesi dogrusal olarak degismistir (p<0,05). Kiiltiir yasinin ise
dogrusal etkisi goriilmemistir. pH ve sicakligin ayn1 zamanda kuadratik (2. derece
polinom) etkisi de vardir. Kiiltiir yasimin etkisi de sicaklik ve spor sayisinin
degisimi ile birlikte (ikili etki) goriilmiistiir (p<0,05). Deneysel verilerin model

uygulamasi sonucunda elde edilen denklem Esitlik 4.1. de virilmistir.

Y seliitazepusmi = 0,147514 + 0,028880X;, - 0,011168X,+ 0,26963X5- 0,000906X, - 0,035855X X, -
0,043372X,X,- 0,008929X3X; - 0,013116 X,X,4- 0,012671X,X; + 0,008512 X;X5-0,003501 X; X,
-0,021621 X,X3 +0,020689 X,X, -0,0311035 X3X,
(4.1)

%95 giiven araliginda (p=0,05) 6n goriilen modele ait olabilirlik degeri
p<0,001 den kii¢iik bulunmustur (p<0,0001). Yani ongoriilen model istatistiksel
olarak anlamlidir. Modelin bu hali ile uygunlugu regresyon katsayisi iletest
edilebilir. Modelin regresyon katsayisi R?=0,9492 (diizenlenmis R?=0,8899),uyum
eksikligi (lack of fit) ise 0.973 (p>0,05) bulunmustur.Modelden elde edilen

seliilaz aktivite verileri Cizelge 4.3 de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Seliilaz Aktivitesinin (FPU/ml) Box Behnken yanit yiizey yontemi ANOVATesti

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Regression 14 0,042328 | 0,042328 | 0,003023 16,02 0,000
Dogrusal 4 0,020239 | 0,020239 | 0,005060 26,80 0,000
X pH 1 0,010009 | 0,010009 53,02 0,000 0,010009
X,: T (°C) 1 0,001497 | 0,001497 | 0,001497 7,93 0,016
Xs: spor sayisi (spor/ml) 1 0,008724 | 0,008724 | 0,008724 46,21 0,000
X, : kiiltiir yas1 (saat) 1 0,000010 | 0,000010 | 0.000010 0,05 0,823
Ikinci derece polinom 4 0,013673 | 0,003418 18,11 0,000 0,013673
X1*Xy 1 0,003457 | 0,006856 | 0,006856 36,32 0,000
X*X, 1 0,010033 | 0,010033 53,15 0,000 0,009174
X3*X3 1 0,000125 | 0,000425 | 0,000425 2,25 0,159
X4*Xy 1 0,000917 | 0,000917 | 0,000917 4,86 0,048
Ikili etkilesim 6 0,008416 | 0,008416 | 0,001403 7,43 0,002
X1*X, 1 0,000642 | 0,000642 | 0,000642 3,40 0,090
X1*X3 1 0,000290 | 0,000290 | 0,000290 1,54 0,239
X=Xy 1 0,000049 | 0,000049 | 0,000049 0,26 0,620
Xo*X3 1 0,001870 | 0,001870 | 0,001870 9,91 0,008
Xo* Xy 1 0,001712 | 0,001712 | 0,001712 907 0,011
X3*X4 1 0,003853 | 0,003853 | 0,003853 20,41 0,001
Kalan Hata 12 0,002265 | 0,002265 | 0,000189

Uyum Eksikligi 10 0,001101 | 0,001101 | 0,000110 0,19 0,973
Saf Hata 2 0,001165 | 0,001165 | 0,000582

Toplam 26 0,044594
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Cizelge 4.3. Deneysel ! ve modelden ? bulunan seliilaz enzim aktivitesi

Deney | pH | T(°C) Sporsayist Kiiltiir Seliilaz Seliilaz
No (spor/ml) yasi aktivitesi' | aktivitesi?
(saat) (FPU/ml) | (FPU/mI)

1 525 | 35 1x10% 60 0,144 0,155

2 400 | 35 5x10° 60 0,043 0,038

3 525 | 45 1x10° 96 0,128 0,129

4 525 | 45 5x10° 60 0,121 0,147

5 525 | 35 5x10° 96 0,082 0,081

6 525 | 55 1x10° 60 0,079 0,079

7 525 | 45 5x10° 60 0,169 0,148

8 6,50 | 45 5x10° 24 0,119 0,132

9 4,00 | 45 1x10" 60 0,095 0,092

10 [525| 55 1x10" 60 0,087 0,089

11 [ 650 | 45 5x10° 96 0,118 0,123

12 [525| 55 5x10° 96 0,102 0,099

13 | 525 | 45 5x10° 60 0,153 0,148

14 |525| 35 5x10° 24 0,135 0,124

15 |[525| 55 5x10° 24 0,073 0,060

16 [525| 45 1x10% 24 0,183 0,184

17 650 | 45 1x10% 60 0,179 0,167

18 | 650 | 45 1x10° 60 0,107 0,096

19 | 400 45 5x10° 96 0,074 0,072

20 [525| 35 1x10° 60 0,050 0,058

21 [ 400]| 55 5x10° 60 0,037 0,041

22 400 45 1x10° 60 0,057 0,055

23 [ 650 | 35 5x10° 60 0,123 0,121

24 [ 525 | 45 1x10% 96 0,121 0,120

25 | 4,00 | 45 5x10° 24 0,061 0,067

26 | 650 | 55 5x10° 60 0,066 0,073

27 | 525 | 45 1x10° 24 0,065 0,068

Incelenen parametrelerin seliilaz aktivitesi iizerine etkisinin yanit yiizey
grafikleri Sekil 4.6 da verilmistir. Parametrelerin orta noktalar1 sabit alinarak
cizilen grafiklerde diisiik kiiltiir yasinda spor sayisi arttik¢a seliilaz aktivitesinin

arttigr goriilmektedir. Ancak bu etki kiiltiir yas1 biiylidiiglinde goriilmemektedir
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(A). Sicaklikla kiiltiir yaginin degisimi grafiginde sicaklikla belli bir degere kadar
seliilaz aktivitesi artarken, artan sicakliklarla aktivite diismektedir (B). Aym
durum pH etkisi i¢in de gecerlidir (C). Spor sayisi tim pH ve sicaklik
degerlerinde aktiviteyi pozitif yonde etkilemektedir (D). Sicaklik ve pH grafiginde
ise yine her iki parametre arttikga seliilaz aktivitesi artmakta ancak belli bir
degerden sonar azalmaktadir (E). Yiiksek sicakliklarda spor sayisinin seliilaz

aktivitesi iizerine etkisinin diistik sicakliga gore ¢ok az oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.6. Parametrelerin seliilaz aktivitesi tizerine etkileri
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4.4. Seliilaz Aktivitesi Uzerine Etki Eden Parametrelerin Optimizasyonu

On goriilen {iretim parametreleriyle seliilaz aktivitesinde maksimum
verimi elde etmek icin MINITAB 16 programinin yiizey optimizeri kullanilmistir.
Optimum iiretim kosullar;, pH 6,1, sicaklik 38°C, spor sayisi 1x10" spor/ml ve
kiiltiir yas1 24 saat olarak belirlenmistir. Optimum kosulda beklenilen seliilaz
aktivitesi 0,218 FPU/ml dir. Beklenilen bu degeri dogrulamak amaciyla yapilan

deneyler sonucunda ise seliilaz aktivitesi 0,216 FPU/ml olarak bulunmustur.

4.5. Farkl Karbon Kaynaklar1 Kullamlarak Uretilen Seliilaz Enzimi Verileri

Karbon kaynagi olarak kullanilan lignoseliilozik yapidaki findik kabugu,
aycicegi sap1t ve hashas sapinin alkali 6n islem sonucu elde edilen kimyasal
kompozisyonlar1 Sekil 4.7.’de gosterilmistir. On islemler sonrasinda belirlenen
hammadde  igeriklerine  bakildiginda en  fazla  selilozun  findik
kabugundabulundugu gériilmektedir. Uretilen seliilaz aktivitesinin en yiiksek

degerine findik kabugu varliginda ulagmasi beklenilen bir sonugtur.

60,00

50,00

40,00 -

30,00 - & Findik kabugu

20,00 - W Hashas sapi

Kimyasal Bilesimi %

B Aycicegi sapi
10,00 -

0,00 -
Sellloz hemiseliiloz lignin

Karbon kaynagi bilesenleri

Sekil 4.7. Karbon kaynaklarinin alkali 6n islem sonrasinda kimyasal bilesimi

Agirlikca % 1 ve % 2 oraninda karbon kaynagi olarak kullanilan

hammaddeler ile yapilan seliilaz {iretimi, optimize edilmis kosullarda (pH 6,1,

48



sicaklik  38°C, spor sayist 1x10' spor/ml ve Kkiiltir yasi 24 saat)
gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.8. % 1' lik karbon kaynaklarinin kullanimu ile ulasilan seliilaz aktivitesi

%1 lik karbon kaynaklar1 birbirleri ile kiyaslandigi zaman en yliksek
aktiviteye findik kabugu ile 7. giin sonunda ulagilmigtir ( 0,11 FPU/ml). Findik
kabugu bu sirasiyla aygicegi sap1 ve hashas sapi1 takip etmektedir (0,097 FPU /ml,
0,098 FPU/ml).
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Sekil 4.9. % 2 lik karbon kaynaklariin kullanimi ile ulasilan seliilaz aktivitesi
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Maksimum seliilaz aktivitesine karbon kaynagi olarak %2 findik kabugu
kullanimut ile 7. glin sonunda ulasilmistir (0,181 FPU/mI). Diger karbon kaynaklari
hashas sap1 ve aygicegi sap1 kullaniminda da en yiiksek degerlere % 2 lik substrat
ile 7. giin sonunda ulasilmistir. Hashas sap1 ve aygicegi sap1 kullanilarak iiretilen

seliilazin aktiviteleri sirasiyla 0,167 FPU/ml ve 0,181 FPU/mI’dir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.10. % 1 ve % 2’lik findik kabugunun karbon kaynagi oldugu durumlarda seliilaz aktivitesi
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Sekil 4.11. % 1 ve % 2’lik hashas sapinin karbon kaynagi oldugu durumlarda seliilaz aktivitesi
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Sekil 4.12. % 1 ve % 2’lik aygicegi sapinin karbon kaynagi oldugu durumlarda seliilaz aktivitesi

Yapilan tim deneyler sonucunda % 2 lik karbon kaynaklar1 kullanilarak
elde edilen iriinlerin aktivitesinin % 1 ‘lik kullanima goére daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Substrat miktar1 arttikca enzim aktivitesi de artmistir. Yapilan
calismalar gostermistir ki substrat miktarinin siirekli artmasi ile enzim aktivitesi
azalmaya baglamaktadir. Ortamda substrat miktarmin fazla olmasiyla enzim
inhibe olabilmektedir. Substratin fazla olmasi enzim molekiillerine baglanmay1
azaltr ve retim diser (Jadhav ve ark., 2013). Degisik substrat
konsantrasyonlarinda seliilaz {iretiminin gerceklestirildigi bir bagka ¢aligmada ise
maksimum seliilaz aktivitesine (0,085 FPU/ml). % 2,5 ‘luk konsantrasyonda

ulastimistir (Thekra, 2012).
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5. SONUC, TARTISMA ve ONERILER

Bu ¢alismada Myceliophythora hinnulea mantar ile karbon kaynagi olarak
karboksimetil selilloz kullanilarak seliilaz {iretiminin yanit yiizey yontemi ile
optimizasyonug ergeklestirilmistir. Belirlenen optimum kosullarda karbon
kaynagi olarak lignoseliilozik atiklarin kullanimi ile de iiretim gergeklestirilmis ve
iiretilen seliilazin aktiviteleri belirlenmistir.

45°C, 150 rpm, pH 4,5 de gerceklestirilen tiretimde 5. giin sonunda 0,178
FPU/ml aktiviteye ulagilmistir. Sekil 4.1.’de de goriildiigii gibi 5. glinden sonra
aktivitenin azaldig1 gézlenmektedir.

Farkli karbon kaynaklar1 kullanilarak yapilan benzer ¢alismalarda da en
yiiksek aktiviteye 5.glin sonunda ulasilmistir. Piring kabugu, muz kabugu ve
bugday kepegi gibi lignoseliilozik kaynaklar kullanilarak Aspergillius niger’ den
elde edilen seliilazlarda aktivite sirasiyla 12,2 U/ml, 12,4 U/ml ve 9,2 U/ml' dir
(Jadhav ve ark., 2013). Batik hal fermantasyonu ile Fusarium oxysporum’dan
tiretilen seliilaz maksimum seviyeye 8.giin sonunda ulasmis ve aktivitesi 1,34
U/ml olarak hesaplanmistir (Ramanathan ve ark., 2010).

Muz kabugu (0,574 0,03 U/ml) ve Hindistan cevizi kabugu (0,42+0,02
U/ml) tozlarmin karbon kaynagi olarak kullanildigt ve Trichoderma
reeseimantarindan elde edilen selillazda maksimum aktiviteye pH' 6 da 144 saatlik
inkiibasyon sonunda ulasilmistir. iki karbon kaynag birbiri ile kiyaslandiginda
maksimum aktiviteye ( 0,69 + 0,02 U/ml) % 1,5 oraninda muz kabugu tozu
kullanilarak ulagilmistir (Kiranmayi, ve ark.,2012).

Yapilan bagka bir ¢alismada alkali 6n islem gérmiis ii¢ farkli ¢esit yaprak
kullanilarak yapilan deneylerde en yiiksek seliilaz aktivitesi degerine 6 giinliik
inkiibasyon siiresi sonunda ulasilmistir. Bu siirenin artmasi ile aktivite diisiise
gecmigstir. Siire uzadikca liretimin azalmasi substratin bitmesi, zamanla olusan
inhibe iriinler gibi nedenlerden kaynaklanabilmektedir (Thomas ve Ambikapathy,
2011).

Maksimum inkiibasyon stiresi belirlendikten sonra pH, sicaklik, spor sayisi
ve kiiltiir yas1 parametreleriyle optimizasyon gerceklestirilmistir. Bu

parametrelerin etkisi incelendiginde sicaklik arttikga aktivitenin arttigi fakat
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sicakligin daha da artmasiyla aktivitenin azaldigi gozlenmistir. Bu da sicaklik
artttkga enzimlerin protein yapisinin bozulmast ve inaktive olmasi ile
aciklanabilmektedir ( Thomas ve Ambikapathy, 2011).

Yapilan bazi caligmalarda karbon kaynagmin piring kabugu oldugu
tiretimler i¢in en uygun sicaklik 30°C, talas ve hindistan cevizi atiklari i¢in 40°C
olarak belirlenmistir (Jadhav ve ark., 2013). Yaprak atig1 kullanilarak tiretilen
seliilazlarda en yiiksek aktivite degerine 30°C de ulasilmistir. Sicaklik arttikca
enzim aktivitesinin azaldigir goriilmiistir (Thomas ve Ambikapathy, 2011).
Aspergillius niger mikrorganizmasiyla seliilaz tiretiminde maksimum aktiviteye
(0,081 1U/ml) 35°C de ulasilmistir (Al-Ka’aby, 2012). Fusarium oxysporum
tiretilen selillazda maksimum gelisim ve enzim tretimi 50°C de goriilmiistiir
(Ramanathan ve ark., 2010).

Fusarium oxysporum ile karbon kaynagi olarak karboksimetil seliiloz
kullanimut ile elde edilen seliilazda maksimum gelisim ve enzim iiretimi 50°C de
goriilmiistiir.  Sicaklik arttikca enzim aktivitesinde diisiis gdzlenmistir
(Ramanathan ve ark., 2010). 8 giin inkiibasyon siiresi, 37°C sicaklik ve 150 rpm
de Penicillium echinulatum ile substratin karboksimetil seliiloz oldugu seliilaz
enzimi Uretiminde enzim aktivitesi 1,53 U/ml olarak belirlenmistir (Martins ve
ark., 2007).

pH m artmasi ile de seliilaz aktivitesi artarken maksimumu buldugu
noktadan sonra aktivitenin azalmaya basladig1 goriilmiistiir. pH 1 c¢ok yiiksek
veya ¢ok diisiik olmasi aktiviteyi olumsuz etkilemektedir. Kiiltiir ortaminin pH 1
metabolik iyonlarmm varliint ve mantar hiicre zarlarmin gecirgenligini
etkilemektedir ( Thomas ve Ambikapathy, 2011).

Aspergillius niger kullanilarak yapilan bir bagka iiretimde ise seliilaz
tiretimi i¢in optimum pH 4 ve 4,5 aralig1 olarak belirlenmistir. Maksimum seliilaz
aktivitesi pH 4 te ulasilan 0,093 IU/ml dir. pH 1n 3 ve 9 araliklarinda oldugu
ortamlarda seliilazin etkin oldugu gozlenmistir (Acharya ve ark., 2008). Fusarium
oxysporum’ un secilmis kiif hiicreleri pH 6 ve 7 'de agir bir gelisim ve daha
yiiksek miktarda enzim aktivitesi gostermislerdir (Ramanathan ve ark., 2010).

3 farkli yaprak atiginin karbon kaynagi olarak, Hormodendrum

cladosporioides’in mikroorganizma olarak kullanildigi bir ¢alismada en yiiksek
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seliilaz aktivitesi i¢in en uygun pH'in 6 oldugu belirlenmistir (Thomas ve
Ambikapathy, 2011). Aspergillius niger mikroorganizmasiyla karbon kaynagi
olarak talas tozu kullanimi ile elde edilen seliilazlarda maksimum deger olan
0,083 IU/ml' ye pH 4 te ulasilmistir (Al-Ka’aby, 2012). Yine Aspergillius niger
kullanilarak yapilan bir baska iiretimde ise seliilaz iiretimi i¢in optimum pH 4 ve
4,5 araligr olarak belirlenmistir. Maksimum seliilaz aktivitesi pH 4 te ulasilan
0,093 TU/ml dir. pH 1 3 ve 9 araliklarinda oldugu ortamlarda seliillazin etkin
oldugu gozlenmistir (Acharya ve ark., 2008). Benzer ¢alismalarda farkli karbon
kaynaklarinin kullanimi ile benzer sonuglar elde edilmistir. Karbon kaynaginin
bugday samani oldugu seliilaz iiretiminde en yiiksek degere 30 °C de 5.giin
sonunda ulasilmistir. Hesaplanan aktivite 3,2 U/ml dir (Singh ve ark., 2009).

Spor sayisinin artmasi ile enzim aktivitesinin de arttigi gézlenmektedir
(Sekil 4.4). Spor sayis1 daha fazla arttirilsa mantarlarin asir1 biiyiimesi dolayistyla
fermantasyon ortaminin da viskozitesi artabilir bu da ortam igerisinde besinsel
dengesizlik yaratabilmektedir (Dinarvand ve ark., 2012). Kiiltiir yasinin artmasi
ise enzim aktivitesini azaltmistir. Bu da zamanin artmasi ile mikroorganizmanin
gelisiminin yavaslamasi ile agiklanabilmektedir. Inokulum boyutunun daha fazla
artmasi seliilaz aktivitesinde kademeli olarak bir azalmaya neden olabilmektedir.
Diisiik boyutlu inokulum boyutlarinda ise hiicreler femantasyon ortamini yeterli
miktarda iyi bir yolla kullanamadiklarindan seliilaz biyosentezi daha diisiik bir
gelisim gostermektedir (Malik ve ark., 2010). Daha yiiksek inokulum boyutlarinda
ise besi ortami igerisindeki besinin yetersiz kalmasi ve oksijen geriliminin artmasi
nedeniyle seliilaz iiretimi yavaslayabilmektedir (Bhattacharya ve ark., 2014).

Cizelge 4.1. de MINITAB 16 programi kullanilarak elde edilen deney
tablosu ve deneysel calismalar sonucunda elde edilen veriler gdsterilmektedir.
Analiz edilen optimizasyon degerleri sonucunda Cizelge 4.2. ye bakacak olursak
selillaz aktivitesinin (FPU/ml) Box- Behnken yanit yiizey yontemi ANOVA
tablosundan parametrelerin etki diizeyleri goriilmektedir. Ayrica pH, sicaklik ve
kiiltiir yaginin karelerinin etkileri (p < 0,05), sicaklik-spor sayisi, sicaklik- kiiltiir
yast ve spor sayisi-kiiltlir yasinin ikili etkilerinin de seliilaz iiretimini etkileyen

faktorlerden oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.3’ e bakildiginda seliilaz aktivitesinin deneysel olarak bulunan
sonuglar1 ve istatiksel olarak beklenilen sonucglar goriilmektedir. Bu degerler
birbirine olduk¢a yakindirlar. Deney tasariminin analiziyle elde edilen R? degeri
%94,92 iken uyum eksikligi ise 0,001 dir.

En yiiksek seliilaz aktivitesi 0,181 FPU/ml olarak pH 5,25, sicaklik 45°C
olan ortamda spor sayis1 1.10"spor/ml ve kiiltiir yas1 24 saat iken elde edilmistir.
Sicaklik, spor sayisi ve pH 1n artmasi belirli seviyeye kadar aktiviteyi olumlu
etkilerken Kkiiltiir yasinin artisinin iiretimi  olumsuz etkiledigi gozlenmistir.
Aktivite disiik kiiltiir yasi, yiikksek spor sayisinda maksimumdur. Benzer
calismalarda Aspergillius niger den elde edilen seliilazlarda optimum aktiviteye 5
giin sonunda ve pH 5 de ulagilmistir. Seliilaz aktivitesindeki azalma sellobiyozun
birikmis etkisinden kaynaklanabilmektedir. Ciinkii sellobiyoz endoglukanaz ve
glukosidazin her ikisini de inhibe etmesiyle bilinen bir glikozdur (Singh ve ark.,
2009).

Yiizey optimizeri ile optimum kosullar pH 6,1, sicaklik 38°C, spor sayisi
1.10105p0r/m1 ve kiiltlir yas1 24 saat olarak belirlenmistir. Optimizasyon sonucu
beklenilen seliilaz aktivitesi degeri 0,218 FPU/ml dir. Dogrulama deneyleri
kapsamindabu optimum kosullarda iiretilen seliilazin aktivitesi de 0,216 FPU/ml
olarak bulunmustur. Bu da sonuglarin tutarli oldugunu géstermektedir.

Uygulanan alkali 6n islem sonucunda hammaddelerin icerikleri Sekil 4.7.
de gortilmektedir. En yiiksek seliiloz findik kabuguna uygulanan 6n iglemle elde
edilmistir.Karbon kaynagi olarak 6n islem gormiis hashas sapi, findik kabugu ve
aycicegi sapmin kullanimi ile optimum kosullarda gerceklestirilen iiretimde en
yiiksek aktiviteye %2 findik kabugu kullanimi ile 7. giin sonunda ulagilmstir.
Elde edilen en yiiksek seliilaz aktivitesi 0,181 FPU/mI dir.

Sekil 4.10, 4.11 ve 4.12 incelenildiginde her bir karbon kaynagi i¢in
substrat miktar1 arttikga seliilaz aktivitesinin de arttigi goriilmiistir. Ortamda
substratin daha fazla olmasiyla besi ortaminin substrata yetersiz gelmesi
dolayisiyla iiretim diisebilmekte ve mantar gelisimi inhibe olabilmektedir

(Romero ve ark., 1999).
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Uretilen seliilazin aktivitesinin artirlmas1 icin enzimin saflastirilarak
yabanci maddelerden arindirilmast ¢ok Onemli bir asamadir. Kromotografik

yontemlerle bu saflastirma gergeklestirilerek enzim daha aktif hala getirilmelidir.
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