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OZET

Doktora Tezi

YERLI IZOLAT BAZI BACILLUS TURLERI KULLANILARAK FARKLI GIDA VE
TARIM ATIKLARINDAN KSILANAZ URETIMININ OPTIMIZASYONU

Fatma GULER

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Filiz OZCELIK

Tez caligmas1 kapsaminda toprak, bugday kepegi, ¢iiriimiis saman, fistik kabugu,
bugday sapi, nohut mayasi, bitki atiklari, meyve atiklari, elma posasi, eksi hamur
mayas1 ve fistik kabugundan 66 adet yerli bakteri 6rnegi izole edilmistir. izolatlarin 39
adedinin Gram pozitif ve basil hiicre morfolojisine sahip oldugu, bu izolatlarin Bacillus
cinsine ait olabilecegi; yiiksek ksilanaz aktivitesi gosteren 8 izolatin (3, 39, 45, 46, 64,
65, 66, 67 nolu izolatlar), 16S rRNA testi sonucunda tamaminin Bacillus cinsine ait
oldugu belirlenmistir.

Yiiksek ksilanaz aktivitesi gdosteren 39 numarali (13,33 U/mL) ve 67 numaral (5,57
U/mL) izolatlar segilerek; ¢alismanin Yanit Yiizey YoOntemi ile optimizasyon asamasi
i¢in, ksilanaz aktivitesine sahip referans bakteri Bacillus subtilis ATCC 6633 ile birlikte
kullanilmistir. 39, 67 numarali izolatlar ve referans bakteri ile ksilanaz enziminin
tiretimi i¢in besiyeri baslangic pH degeri, karistirma devri ve inkiibasyon sicakligi
parametreleri bagimsiz degisken olarak secilmis olup; bu parametreler Horikoshi
besiyerinde Yanit Yiizey Yontemi ile optimize edilmistir. Optimizasyon denemeleri
sonucunda, 39 numarali izolatin optimum ksilanaz enzim iiretim noktas1 135 rpm, 30°C
ve pH 8; 67 numarali izolatin optimum ksilanaz iiretim noktasi ise 127 rpm, 30°C, pH 8
olarak belirlenmistir. Optimizasyon ile 39 numarali izolatin enzim aktivitesini 1,31 kat,
67 numarali izolatin ise 4,21 kat arttirdig1 gortiilmiistiir.

Optimum enzim {iretim parametrelerinde, Horikoshi besiyerine %2, %5 ve %7
oranlarinda, ayr1 ayr1 elma posasi, bugday kepegi ve misir kogani ilave edilerek ksilanaz
iiretimi gergeklestirilmistir. En yiiksek ksilanaz aktivitesi degerleri, %5 oraninda elma
posasi ilave edilmis besiyerinde elde edilmis olup; 39 numarali izolat i¢in 12,16 U/mL,
67 numarali izolat i¢in 12,26 U/mL olarak bulunmustur.

Ocak 2020, 135 sayfa

Anahtar kelimeler: Bacillus, ksilanaz, Yanit Yiizey YOntemi, optimizasyon, enzim
iiretimi, gida ve tarim atiklari



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

OPTIMIZATION OF XYLANASE PRODUCTION FROM DIVERSE
AGRICULTURAL WASTES BY INDIGENOUS ISOLATES OF
BACILLUS SPECIES

Fatma GULER

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Filiz OZCELIK

In this thesis, 66 indigenous bacteria samples were isolated from soil, wheat bran, rotten
straw, peanut shell, wheat stalk, chickpea dough, plant waste, fruit waste, apple pomace,
sour dough, peanut shell. 39 of the bacteria isolates were Gram positive, had Bacillus
cell morphology and produced spore. 8 of isolates (isolate number: 3, 39, 45, 46, 64, 65,
66, 67), which showed high xylanase activity, were identified as Bacillus according to
16S rRNA sequence analysis.

The isolates showing high xylanase activity, isolate no. 39 and 67 with xylanase activity
of 13.33 and 5.57 U/mL, respectively, were selected for the optimization step of
xylanase production along with the reference xylanase producing strain, Bacillus
subtilis ATCC 6633. Initial medium pH, agitation speed and incubation temperature
parameters were selected as an independent variable and were optimized by using
Response Surface Methodology in Horikoshi medium. The optimum xylanase enzyme
production points were determined as 135 rpm, 30°C and pH 8 for isolate no. 39; 127
rpm, 30°C, pH 8 for isolate no. 67. With the optimization, isolate no. 39 and 67
increased its xylanase activity 1.31 times and 4.21 times, respectively.

At optimum enzyme production conditions, xylanase production was performed by
adding apple pomace, wheat bran and corn cob separately into medium by the ratio of
2%, 5% and 7%. The highest xylanase activity was achieved by the supplementation of
5% apple pomace to the growth medium, and it was 12.16 U/mL for the isolate no. 39
and 12.26 U/mL for the isolate no. 67.

January 2020, 135 pages

Key words: Bacillus, xylanase, Response Surface Methodology, optimization, enzyme
production, food and agricultural wastes
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SIMGELER DIiZINi

a Alfa
B Beta
dk Dakika
rpm Dakikada devir
U Enzim tinitesi
g g-kuvveti
g Gram
viv Hacim/hacim
KDa Kilodalton
kg Kilogram
wi/v Kiitle/hacim
w/w Kiitle/kiitle
L Litre
m?® Metrekiip
ug Mikrogram
uL Mikrolitre
um Mikrometre
umol Mikromol
mg Miligram
mL Mililitre
mM Milimolar
M Molarite
nm Nanometre
N Normalite
R? Regresyon Katsayisi
sn Saniye
°C Santigrat
cm Santimetre
Kisaltmalar
ABS Absorbans
ATP Adenozin Trifosfat
ATCC Amerikan Tip Kiiltiir Kolleksiyonu (American Type Culture
Collection)
(N H4)2804 Amonyum Siilfat
BSA Bovine Serum Albumin
TSB Tryptic Soy Broth
CuS0O, Bakar Siilfat
FeSO, Demir Sulfat
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DNA
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Na;HPO,4
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CaCl,
CO,
MgSO,
MnClI
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rRNA
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1. GIRIS

Enzimler gida, tekstil, kagit, deri, kozmetik, medikal, deterjan ve yem sanayisi gibi
cesitli sanayi dallarinda islem yardimcisi olarak kullanilan protein yapida biyolojik
katalizorlerdir. Enzimlerin gida ve igecek sanayisinde kullanilma hacmi diger alanlara
gore daha biiylik paya sahiptir. 200 mikrobiyel enzim ticari olarak kullanilmakta olup
bunlardan 20 ¢esit enzimin endiistriyel Olgekte iiretildigi bildirilmistir (Sarrouh vd.
2012). Enzim dretiminin biyokimyasi, fermantasyon prosesi ve geri kazanim
metotlarinin daha detayli anlagilmasiyla endiistriyel {iretimin artacagi diisiiniilmektedir.
Ulkemizde TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu) istatistikleri 2016 yilmin ilk 6 aymda
7500 ton enzim ithalati yapildigimi ve maliyetinin 219,6 milyon TL oldugunu
gostermekte olup, bu istatistiklerden enzim ithalat maaliyetinin oldukc¢a yiiksek oldugu
goriilebilmektedir (Anonim 2016). Bu nedenle, bu alanda gelistirilecek prosesler katma

degerli iirlin tiretimi agisindan gelecek vaadetmektedir.

Enzimler, onceleri bitki ve hayvan dokularindan elde edilirken, giiniimiizde daha ¢ok
mikroorganizmalar kullanilarak iretilmektedir. Endiistride katalitik fonksiyonlari,
belirli substratlara spesifik olmalari, cesitli proses kosullarinda ¢alisabilmeleri ve ¢evre
dostu olmalar1 sebebiyle kimyasallara oranla daha ¢ok tercih edilmektedir. Ksilanaz
enziminin tretimi ilk olarak Aspergillus foetidus kiifii kullanilarak gerceklestirilmis;
ardindan farkl kiif, bakteri ve maya kullanilarak iiretildigi ve saflastirildig: bildirilmistir
(Whistler ve Masak 1955). Uretimde en cok Aspergillus, Penicillium, Bacillus,
Trichoderma ve Streptomyces cinsleri iizerinde durulmus olup, bu tiirlere ait ¢aligmalar
bulunmaktadir (Fengxia vd. 2008, Juturu ve Wu 2012, Kumar vd. 2012, Murugan vd.
2015, Anthony vd. 2016, Adigiizel ve Tuncer 2016a, Boonchuay vd. 2016). Kiifler ile
yapilan enzim {iretiminin uzun generasyon siiresi, yiikksek viskozitedeki polimerleri
sentezlemeleri ve diisiik oksijen transferinden dolayr zor oldugu bildirilmistir
(Annamalai vd. 2009). Enzim iretiminde Bacillus tiirlerinin {iriinii dogrudan
fermantasyon ortamina birakmalari nedeniyle saflastirma maliyeti agisindan avantaj
sagladiklari; kolay izole edilebilme ve tanimlanabilme, hizli gelisme ve kisa

fermantasyon siiresinden dolayi tercih edildikleri bildirilmistir (Cer¢i vd. 2011). Bu



nedenle ksilanaz tiretiminde, diger mikroorganizmalara kiyasla, Bacillus tiirlerinin 6ne

ciktig1 goriilmekte olup; bu ¢alismada Bacillus tiirleri tercih edilmistir.

Ksilanaz enzimi genel olarak gida, kagit, yem iiretimi ve atik su aritim proseslerinde
kullanilmaktadir. Gida sanayiSinde islem yardimcisi olarak kullanilan ksilanaz enzimi,
ekmek tiretiminde hacim artisin1 saglamakta, hamuru daha yumusak hale getirerek
makineyle islenebilirligini kolaylastirmaktadir. Meyve ve sebze suyu iiretiminde
pektinazlarla birlikte berraklagtirma amagh kullanilmaktadir. Bira iiretiminde arpanin
hidrolize olmasin1 kolaylastirmakta, vizkoziteyi diistirerek bulaniklifin azaltilmasin
saglamaktadir. Diger 6nemli bir kullanim alan1 ise yem endiistrisidir (Kiran vd. 2006).
Ayrica, prebiyotik 6zellik gosteren fonksiyonel ksilooligosakkaritlerin tiretiminde de
kullanilmaktadir (Aronsson vd. 2017). Kagit endiistrisinde ksilanazla 6n islem
yapilmasi, agartma kimyasallarindan klor bilesiklerinin 6nemli derecede indirgenmesine

ve cevre kirliliginin azaltilmasina olanak saglamistir (Christov vd. 1999).

Endiistriyel enzim iiretim asamalari; inokiile edilecek mikroorganizmanin aktif hale
getirilmesi, fermantasyon, enzimin fermantasyon ortamindan ayrilmasi, saflastiriimasi
ve piyasada satilabilir ticari formiilasyon haline getirilmesi olarak siralanabilmektedir
(Whitehurst ve Oort 2010). Enzim iretiminde fermantasyon ortaminda substrat olarak
cesitli kimyasal formiilasyonlar kullanilmakta, bu substratlarin enzim tiretim maliyetinin
%30-40’1n1 olusturdugu belirtilmektedir. Dolayisiyla; substrat maliyetini disiirmek
amaciyla gida prosesleri sonucu arta kalan ya da tarimsal faaliyetler sonucu olusan
lignoseliilozik atiklarin enzim {iretiminde substrat olarak degerlendirilmesi hem
ekonomi hem de ¢evre agisindan avantaj saglamaktadir. Bu nedenle; bu ¢alismada da
iilkemizde gida sanayide en fazla agiga ¢ikan atiklardan olan elma posasi ve igerdigi
ksilan miktarindan dolay1 substrat olarak kullanildiginda daha yiiksek ksilanaz aktivitesi
gosterdigi bildirilen tarimsal atiklardan misir kogani ve bugday kepegi atiklart ksilanaz

tiretim ortaminda karbon kaynagi olarak kullanilmistir.

Mikrobiyel enzimler, dogal ya da rekombinant olsalar dahi kontrollii kosullarda
fermantasyon islemiyle iretilmektedirler (Cer¢i vd. 2011). Giiniimiizde endiistriyel

enzimlerin genetigi degistirilmis organizmalardan (GDO) iiretildigi bilinmekle beraber



hem GDO hem de genetigi degistirilmemis organizmalarin bir takim avantaj ve
dezavantajlart bulunmaktadir. Rekombinant olan mikroorganizmalar yiiksek verimde
enzim sentezleme, son iiriin safliginin yiiksek olmasi gibi iiretici igin ¢esitli avantajlar
sunmakta olup, daha ¢ok tercih edilmektedir (Whitehurst ve Oort 2010). Ote yandan,
genetigi degistirilmemis mikroorganizlarin en 6nemli avantaji ise tiiketici tarafindan
yiiksek kabul gérmesidir. Bu ¢alismada yerli izolatlar kullanilarak ksilanaz enziminin

tiretimi ¢aligilmistir.

Enzim {iiretiminde biyoproses kosullarinin optimize edilmesi, proses ekonomisi ve
verimi agisindan Onem tasimaktadir. Bu sebeple, deneysel calismalara etki eden
degiskenlerin belirlenmesi gerekmektedir. Ancak birden fazla degisken bulunmasi ve bu
degiskenlerin etkisini incelemek c¢alismay1 gii¢ hale getirmekte, bu nedenle deneysel
tasarimlardan yararlanilmaktadir (Muluk vd. 2009, Bas 2010). Boylece, bagiml
degisken iizerine etki eden kosullar diizenlenmektedir. Dogru bir tasarim, belirli
sayidaki deneyden maksimum bilgi elde edilmesine olanak vermektedir. Deneysel
tasarim yOntemlerinden bazilari tam faktoriyel tasarimlar, kismi faktoriyel tasarimlar,
rastsallagtirilmis tasarimlar, Plackett-Burman tasarimlari, Yanit Yiizey Tasarimlar1 gibi
tasarimlardir (Biiyliktopcu 2012). Ksilanaz ile ilgili ¢alismalarda enzim aktivitesi ¢ok
cesitli degerlerde bulunmus olup, bu durum enzim iiretiminde basta kullanilan
mikroorganizmanin dzellikleri gibi enzim aktivitesini etkileyen birgok proses degiskeni
oldugunu gostermektedir. Bu calismada, literatiirde ksilanaz tretimi ile ilgili
caligmalarda en yaygin kullanilan Yanit Yiizey Yontemi deneysel tasarimi proses

kosullarin1 optimize etmek amaciyla kullanilmistir.

Bu calismanin temel amaci {lilkemizin farkli bolgelerden ve farkli kaynaklardan izole
edilen Bacillus cinsi bakterilerin ksilanaz aktivitelerinin belirlenmesi, ksilanaz iiretim
potansiyeli gosteren izolatlarin molekiiler olarak tanimlanmasi ve iilkemiz kiltiir
koleksiyonuna kazandirilmasidir. Yanit Yiizey Yontemi deneysel tasarimi ile
inkiibasyon sicakligi, karistirma devri ve besiyeri baslangic pH degeri bagimsiz
degiskenlerinin ksilanaz aktivitesine etkisi incelenmis olup enzim iiretim kosullarinin

optimize edilmesi hedeflenmistir.  Optimum  fermantasyon parametrelerinin



belirlenmesinden sonra, se¢ilen gida ve tarim atiklarimin fermantasyon ortaminda

karbon kaynagi olarak kullanilmasi olanaklari arastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Enzim Uretimi ve Ekonomik Potansiyeli

Enzimler, biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen biyolojik katalizorlerdir. Biiyiik
¢ogunlugu protein yapidadir. Kimyasal reaksiyonlarin hizim1 arttirarak kendileri
degismeksizin reaksiyondan ¢ikmaktadirlar. Enzimler bircok endiistriyel proseste islem
yardimcist olarak kullanilmaktadir. Kimyasal reaksiyonun gergeklesmesi i¢in gereken
aktivasyon enerjisini diislirerek reaksiyonu hizlandirirlar. Enzimler, onceleri bitki ve
hayvan dokularindan elde edilirken biyoteknoloji ¢aligmalarmnin gelismesiyle elde
edildigi kaynaklar ve enzim c¢esitleri de artmustir. Endiistride enzimler Kkatalitik
fonksiyonlar1, belirli substratlara spesifik olmalar1 ve c¢esitli proses kosullarinda
calisabilmelerinden dolayr kimyasallara gore tercih edilebilir hale gelmistir. Analitik
calismalarda yliksek saflikta enzim kullanilirken, sanayide kismi saflastirilmis enzimler

kullanilmakta ve biiylik bir cogunlugu mikroorganizmalardan tiretilmektedir.

Biyoteknolojik yontemler kullanilarak gida proseslerinin iyilestirilmesi yoniindeki
cabalar uzun yillardir siirmektedir. Enzim, emiilsiifayir ve starter kiiltiirler gidanin
fonksiyonunu iyilestirmede, besleyici degeri, tat, tekstiir ve duyusal ozelliklerinin
gelistirilmesinde kullanilan biyoteknolojik tirtinlerdir. Giinlimiizde yeni liriin gelistirme
ve iiretim maliyetinin diisiiriilmesi amaciyla enzimler gida proseslerinde etkin sekilde
rol oynamakta, gida sanayisinde ekmek, peynir ve alkollii igecek {iiretiminde
kullanilmaktadir. Gida proseslerinde enzimler geleneksel liretimde kullanilan sentetik
kimyasallara alternatif olup, reaksiyonlarinin spesifik olmasindan dolayr daha az yan
iriin  olusturmalart ¢evre dostu olmalarmi1 saglamakta ve enerji kullanimini
azaltmaktadir. Enzimlerin belirli kosullarda ¢alisma 6zelligi gidanin bilesimini

bozabilecek proses kosullarinin olusmasini da engellemektedir (Whitehurst ve Oort
2010).

Enzimlerin kullanim alanlar1 gida iiretiminin yanisira, kagit endiistrisi, kisisel bakim
tirtinleri, yem, deri, kozmetik, medikal, deterjan, tekstil sanayileri ve genetik ¢aligmalar

olarak sayilabilmektedir (Schafer vd. 2007). Danimarkal1 arastirmaci Christian Hansen



peynir tretiminde kullanilmak iizere buzagilarin midelerinden rennin (kimosin)
ekstrakte ederek endiistriyel enzim g¢alismalarin ilk adimini atmistir. Tiim diinyada,
1980-1983 yillar1 arasinda bu konuda g¢alisan 300 kiigiik 6lgekli firma mevcut iken,
biyoteknoloji konusunda ¢aligmalarin artmasiyla sirketlerin sayisinda artig gézlenmistir.
Toplam 1200 firmanin enzim iretimi konusunda faaliyet gosterdigi bildirilmektedir.
Firma sayis1 Amerika’da en fazla iken, Japonya ve Kanada da bu konuda 6n siralarda
yer almaktadir (Kiran vd. 2006). Enzim kullaniminin gida ve diger sanayi dallarindaki
yaygmligr ve ekonomik degeri arttikca endiistriyel enzim iiretimi konusu oOnemli
calisma alan1 haline gelmistir. Endiistriyel enzim iiretiminin yapildig: iilke sayisinin
diisiik olmasi, diger pek ¢ok iilkenin bu konuda disa bagimli oldugunu gostermektedir
(Wiseman 1987, Kiran vd. 2006).

Giiniimiizde 4000 adet enzim oldugu bilinmekle beraber 200 mikrobiyel enzim ticari
olarak kullanilmaktadir. Buna karsin yalnmzca 20 g¢esit enzimin endiistriyel olgekte
tiretildigi bilinmektedir. Enzim iiretiminin biyokimyasi, fermantasyon prosesi ve geri
kazanim metotlarinin anlasilmasiyla endiistriyel iiretimin artacagi Ongdriilmektedir.
Diinyada 12 ana enzim {ireticisi bulunmakta ve ticari enzimlerin %75’i 3 ana sirket
tarafindan iretilmektedir. Bunlar; Danimarka kokenli Novozymes (%45), Amerika
kokenli DuPont (Danimarka kokenli Danisco firmasinin 2011°de devralimiyla) ve
Isvigre kokenli Roche firmalaridir. Bolgesel perspektifte degerlendirildiginde, Kuzey
Amerika enzim kullaniminin en yogun oldugu bdlge olup Bat1 Avrupa ikinci sirada yer
almaktadir. Cin’de de enzim kullanim orani yiiksek iken, 2010 yilinda Cin’deki 100
enzim firmasi diinya pazarinin %1’inden daha diisiik oranda (700 bin ton) enzim iiretimi
yapmustir. Avusturya Federal Cevre Ajansi, 2002 yilinda gida sanayisinde 158 enzimin,
teknik amagli ¢alismalarda 64 enzimin, yem sanayisinde 57 enzimin, 24 ¢esit enzimin
ise her li¢ sanayide de kullanildigin1 rapor etmistir. Enzimlerin nisasta prosesi, deterjan
iiretimi, tekstil sanayi, biyoteknoloji ve genetik alanlarindaki bilimsel ¢aligmalar gibi
cesitli alanlarda uygulamalari bulunurken gida ve igecek sanayisi pazarda baskin
konumdadir. Bu durum da gelismekte olan ekonomiye sahip {ilkeler i¢in avantaj
saglamaktadir. Endiistriyel enzimlerin %75’ini hidrolitik enzimler olugturmaktadir.

Enzim pazarinin %70’lik paymnda karbohidraz, proteaz ve lipazlar yer almaktadir.



Ayrica protezlar en hizli biiyliyen grup, lipazlar ise yiiksek biiylime potansiyeline sahip
grup olarak goriilmektedir (Li vd. 2012, Sarrouh vd. 2012).

2.2 Enzimlerin Yapisi1 ve Simiflandirilmasi

Enzimler globiiler yapida proteinlerdir, molekiiler agirligi 6-250 KDa ve 60 ile 2500
adet aminoasitten olusmaktadir. Enzimin reaksiyona girdigi molekiil substrat olarak
adlandirilmaktadir. Bir¢ok enzim substratindan daha biiyiikk boyuttadir ve bu nedenle
enzimin kiiclik bir kisminin dahi reaksiyona girmesi reaksiyonun gerceklesmesi ic¢in
yeterlidir. Genellikle, katalitik prosesi saglayan 3-4 aminoasitten olusan bu kisma aktif
bolge denilmekte ve substrat bu bolgeden enzime baglanmaktadir. Baglanma prensibi
anahtar-kilit modeliyle ag¢iklanmistir (Ficsher 1894). Ancak, enzimlerin substratla
interaksiyonu her baglanmada yeniden sekillendigi icin bu teori enzim substrat iliskisini
aciklamada yetersiz kalmis olup sonralari daha sonra indiiklenen uyum modeli ile
aciklanmaktadir (Koshland 1958). Bu modelde substratin sabit bir aktif bolgeye degil,
aminoasit yan zincirlerinin olusturdugu aktif kisma baglandigi kabul edilmektedir.
Enzimler, katalizledikleri reaksiyonlara gore Enzim Komisyonu (Enzyme Commission)
tarafindan daha oOncesinde 6 ana gruba siniflandirilmakta iken, 2018 yilinda bu
simniflandirmaya translokazlar ismiyle yeni bir simif eklenmistir (Anonymous 2019a).

Enzim simiflar1 ve katalizledikleri reaksiyonlar ¢izelge 2.1°de verilmistir.

Siiflandirmada her bir enzime 4 sayidan olusan bir numara (EC kodu) verilmekte olup
birinci numara siifini, ikinci numara reaksiyona giren bag sayisini, 3 ve 4. numaralar
ise bagin spesifikligini gostermektedir (Tunail 2009). Genellikle, enzimin
isimlendirilmesi enzimin etki ettigi substratin adinin sonuna -az eki getirilmesiyle
yapilmaktadir (Bayindirli 2010). Ksilanazlarin isimlendirilmesi endo-1,4-p-ksilanazlar
olarak yapilmakta olup EC 3.2.1.8 kodu kullanilmaktadir. Ksilanazlar, bitki hiicresinde
hemiseliiloz yapida bulunan ksilanin i¢ baglarin1 parcalayan enzimlerdir. Bu enzimler

ksilan molekiiliiniin polimerizasyon derecesini azaltirlar.



Cizelge 2.1 Enzimlerin smiflandirilmasi

Enzim Simifi Katalizledigi Reaksiyon Ornekler
ECl1: Oksidorediiktazlar A +B < A+ B~ Katalaz
EC2: Transferazlar AB+C < A+BC Transglutaminaz
EC3: Hidrolazlar AB + H,0 <~ AH + BOH Ksilanaz
Seliilaz
Lipaz
EC4: Liyazlar A-B —A=B+X-Y Pektin liyaz
[
X Y
ECS: Izomerazlar XY Y X Glikoz izomeraz
[ [
A-BoA-B
EC6: Ligazlar A+B < AB DNA ligaz
EC7: Translokazlar A+B+ATP <~ AB+ ADP +P; Transporter (ATP fosfohidrolaz)

Hidrolize edilecek bag, substratin zincir uzunlugu ve dallanma derecesine gore
belirlenmektedir (Reilly 1981, Puls ve Poutanen 1989, Li vd. 2000). Glikoz hidrolaz
ailesinin 10 (F grubu) ve 11 (G grubu) grubu iginde siniflandirilmaktadirlar (Collins vd.
2005). Ksilanaz enzimlerinin siniflandirilmasi reaksiyon sonunda olusan son {iriine,
molekiil agirligina, izoelektrik noktasina ve enzimin calistigi optimum kosullara gore
yapilmaktadir (Wong vd. 1988). F grubunda (Grup 10) smiflandirilan endoksilanazlar
yiikksek molekiiler agirlikli, seliiloz baglanti bdlgesine sahip olan ve katalitik kismi
peptitlere bir baglayici ile baglanan enzimlerdir. G grubunda (Grup 11) siniflandirilan
endoksilanazlar ise diisiik molekiil agirligina sahip olup, izoelektrik noktalarina gore
alkalin ve asidik olmak iizere 2 alt gruba ayrilmaktadir (T6rronen and Rouvinen 1997,
Bajpai 2014).

2.3 Gida Sanayisinde Enzim Kullanim

Gida sanayisinde enzimler firincilik, icecek, siit, diyet iriinlerin iiretiminde
kullanilmaktadir (Kirk vd. 2002). Gida sanayiSinde kullanilan enzimlerin endiistriyel

tretimi 1874 yillinda baglamis iken biiyiikk Olgekli iretim 1960’11 yillarda



gerceklestirilmistir (Leisola vd. 2002). Enzimler, peynir prosesinde pihtilastirma gibi
biyokimyasal 6n islemlerde kullanildigi gibi glikoz surubu vb. gesitli {irlinlerin
iiretiminde de kullanilabilmektedir. Gida islemede enzimlerin sayica az bir kismi gida
katkis1 (lizozim, invertaz) olarak kullanilirken, biliyiik ¢ogunlugu islem yardimcisi
olarak kullanilmaktadir (Li vd. 2012). Enzim destekli ekstraksiyon, enzimlerin yeni
kullanim alanlarindan biridir. Organik c¢oziiclilerin ¢evresel risk olusturdugu
bilinmektedir (Teo vd. 2010). Enzim destekli ekstraksiyon islemi ekstraksiyon siiresini
hizlandirirken ayrica polisakkarit, yag, dogal pigmentler, aroma maddelerinin
ekstraksiyon verimini artirmaktadir (Puri vd. 2012). Ornegin pektinaz, seliilaz ve
hemiseliilaz enzimleri meyve suyu ve bira iretiminde hiicre duvarlarini degrade ederek

su ekstrakte edilebilirliginin artirilmasinda kullanilmaktadir (Karasu vd. 2015).

Enzimlerin %59’unu proteazlar, %28’ini karbohidrazlar, %3 linii lipazlar, %10’unu ise diger
enzimler olusturmaktadir. Karbohidrazlar grubunda a-amilaz tiretimi %13 ile dnemli bir yer
tutmaktadir (Wiseman 1987). Gida endiistrisinde proteazlar, invertaz, pektinazlar, amilazlar,
glutaminaz ve tannaz yaygin kullanilmaktadir. Nisasta endiistrisinde enzim kullaniminin,
deterjan endiistrisinden sonra ekonomik olarak 2. sirada geldigi bildirilmistir (Akkara ve
Tosun 2014, Hua ve Yang 2016). Yillik %10,4 biiylime ile 2016 yilinda kiiresel gida sanayi
enzim talebinin 1,8 milyar dolara ulasacagi tahmin edilmistir (Adrio ve Demain 2014). Bu
durum da gelismekte olan ekonomiye sahip {ilkeler i¢in avantaj saglamaktadir. Gida sanayi
enzimlerinde en biiyiik paya 401,8 milyon dolarla siit ve siit {riinleri grubu sahiptir.
Ulkemizde, 2015 yilinda ithal edilen toplam enzim miktar1 10 bin tondur ve maliyeti 285,9
milyon TL dir. Thrag edilen enzim miktar ise 5 bin ton iken getirisi 66,9 milyon TL olarak
verilmigtir. 2016 yilinmn ilk 6 ayma ait rakamlar; 7,5 bin ton enzim ithalatinin maliyetinin
219,6 milyon TL, ihrag edilen 4,6 bin ton enzim miktarmin iilkemize getirisinin 63,6 milyon

TL oldugunu gostermektedir (Anonim 2016).
2.4 Ksilanaz Kullanim Alanlari
Ksilanaz enzimi genel olarak gida, kagit, yem tiiretimi ve atik su aritim proseslerinde

kullanilmaktadir. Giiniimiizde ksilanaz enzimini iireten baslica firmalar ve {iretilen

ksilanazin kullanim amaci ¢izelge 2.2’de verilmistir.



Cizelge 2.2 Ksilanazi ticari olarak tireten baslica firmalar ve kullanildig: tirtinler (Bajpai

2014, Anonymous 2019b, Anonymous 2019c,

Anonymous 2019d,

Anonymous 2019e)
Firma adi  Enziminin ticari ~ Kullanildig1 Kullanim amaci
adr™ iiriin
Novozymes  Panzea Ekmek Ekmekte hacim artigi, hamur stabilitesinin
iyilestirilmesini saglar.

Ultraflo Max, Bira Viskoziteyi diisiiriir, kolay ve hizh filtrasyon

OndeoPro, saglar, ekstrakt verimini arttirir.

Ceremix Plus MG

Viscozyme Biyoetanol Biyoetanol {iretiminde kullanilan bugday,
arpa  ve caydarin igerigindeki nisasta
olmayan polisakkaritten, arabinoksilan ve
beta-glukanlardan kaynakli viskozite artigini
azaltarak proseste islem kolayligi saglar.

BG Max Biyogaz Onislem ve anarebik  fermanstasyon
agsamasinda kullanilmaktadir.

Dupont Power Bake Ekmek ve unlu Hamuru giiglendirir.
mamiiller

Laminex Bira Filtrasyonu kolaylastirir.

Axtra Zap Yem Diyet lifte enkapsiile olmus ¢oziiniir ve
¢oziinmeyen formdaki ksilani parcalar.

Danisco Xylanase Yem Diyet lifteki arabinoksilanin  sindirimini
arttirir.

AB Rohalase Unlu mamiiller ~ Nisasta-gluten kompleksinin ayrilmasiyla
Enzymes viskoziteyi diisiiriir.

Veron Unlu Mamiiller =~ Hamur prosesinde ¢6ziinmez formdaki
ksilanin  ¢Oziinmesini  saglar, ekmek
prosesinde  CO,’nin  ekmekte  kalarak
ekmegin  hacminin artigint  ve  gluten
stabilitesini saglar.

Ecopulp Kagit Kimyasal kullanimin1 azaltarak kagitta
istenen parlakligin elde edilmesini saglar.

Econase Xt Yem Yemdeki diyet lifi par¢alayarak beslenmede
maksimum enerji saglar.

Advanced SEBake BX5, Unlu mamiiller ~ Ekmek hacminin artigini saglar.
Enzymes SEBAmyI

SEBake Crisp Plus

ViscoSEB HTX

Proganozyme,
SEBMalt Barley

Biskiivi

Fermente  biskiivilerde ve
glutenin ayarlanmasini saglar.

gofretlerde

Unlu mamiller

Tahillardan nisastanin etkili bir sekilde

ayrilmasin1  ve viskozitenin azaltilmasim
saglar.
Bira Birada  viskozitenin  azaltilmasimi  ve

filtrasyon kolaylig1 saglar.

*Ticari enzim igeriginde ksilanazin yanisira diger enzimler de bulunabilmektedir.

Ksilanazlarin ekmegin kalitesine olumlu etkisi bulunmaktadir. Suda ¢6ziinmeyen

arabinoksilanin pargalanmasini saglayarak hamurda arabinoksilanin tuttugu suyun
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serbest kaldigi, bdylece kabarmay:r arttirdigi, hamuru daha yumusak hale getirerek
makineyle islenebilirligini kolaylastirdigi bilinmektedir (Kiran vd. 2006). Ekmek
kalitesine etkisi ekmek hacmindeki artis ve ekmek ici yapisindaki iyilesme seklinde
goriilmekte, bu islem amilazin da beraber kullanimiyla daha etkin hale gelmektedir. Bu
sayede un kalitesindeki c¢esitlilikten dogacak sorunlarin Oniine gegilebilecegi
belirtilmektedir (Kiran vd. 2006, Yegin ve Biiyiikkilleci 2015). Meyve ve sebze suyu
iiretiminde, sira ve meyve suyunun aritilmasinda kullanilmaktadir (Kiran vd. 2006).

Ksilanaz, pektinazlarla birlikte meyve suyunda berraklastirma amagl kullanilmaktadir.

Ksilanaz, bira tiretiminde arpadaki arabinoksilanlarin par¢alanmasini saglayarak arpanin
hidrolize olmasin1 kolaylastirmakta, vizkoziteyi diigiirerek bulanikliin azaltilmasina
katkida bulunmakta ve Ksilitol iiretiminde de kullanilmaktadir. Ksilooligosakkaritler
prebiyotik Ozellige sahiptir. Cesitli caligmalar ksilooligomerlerin iiretimine ilginin
biiyiik oldugu bildirilmistir (Yegin ve Biiyiikkilleci 2015, Aronsson vd. 2017, Linares-
Pasten vd. 2018). Enzimin, bitkisel yag ve nisasta {retiminde de kullanildigi
belirtilmistir (Saragoglu 2010). Ayrica Aureobasidium pullulans’dan elde edilen
ksilanaz, yiizey aktif bir bilesen olan alkil glikozidazin ksilandan iiretilmesinde

kullanim bulmustur (Beg vd. 2001).

Kagit endiistrisinde agartma isleminde klor kullaniminin smirlandirilmas: nedeniyle
ksilanaz kullanimi yayginlasmistir (Lin vd. 1999, Beg vd. 2001). Ksilanazla 6n islem
yapilmasi klor gibi agartma kimyasallarinin daha az kullanilmasina olanak saglamistir
(Christov vd. 1999). Agartma isleminde, ksilanin %20’sini se¢ici olarak uzaklastirdigi
ve klorlu agartma kimyasallarini biiyiik oraninda azalttig1 bildirilmistir (Chen vd. 1996,
Kiran vd. 2006). Bu enzimden en fazla kraft (ambalaj kagidi) hamurunun agartma

islemlerinde yararlanilmaktadir (Bajpai 1999).

Ksilanaz, yem endiistrisinde cavdarla beslenen pilicler ig¢in agirlik kazancinda ve
yemlerin doniistiiriilmesindeki etkinligini arttirmaktadir (Wong vd. 2000, Kiran vd.
2006). Nusairat vd. (2018) pili¢ yemlerinde Bacillus cinsi bakterilerin ve ksilanaz

enziminin beraber kullaniminda bagirsak sagligint iyilestirdigini  bildirmislerdir.
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Ksilanin tek hiicre proteini, enzim, sivi ve gaz yakitlar, solventler ve seker surubu
yapiminda ve mikrobiyolojik proseslerde substrat olarak kullanimi onun O6nemini

arttirmaktadir (Kuhad ve Singh 1993, Beg vd. 2001, Yegin ve Biiytikkilleci 2015).

Ksilanin pargalanip, biyoetanol iiretiminde kullaniminin miimkiin oldugu bilinmektedir.
Mikrobiyel ksilanazlar mannaz, ligninaz, glukonaz gibi enzimlerle sinerjik etki
gostererek lignoseliilozik yapinin biyodongiisiinii saglamakta olup lignoseliilozik
materyalden yakit iiretiminde ekonomik olarak onemli potansiyele sahiptir (Kulkarni
vd. 1999, Beg vd. 2001, Saragoglu 2010). Tarim ve gida endiistrilerinin atiklarinda
yiiksek miktarlarda ksilan bulundugundan, ksilanaz enzimi atik sudaki ksilanin ksiloza
doniistiiriilmesi i¢in de kullanilmaktadir (Wong vd. 2000, Beg vd. 2001). Gida sanayi
kullanimi amagli ksilanazin kg fiyat: 10 ile 80 $ arasinda degismektedir (Anonymous
2019f).

2.5 Endiistriyel Enzim Uretim Prosesi

Gida iretiminde mikrobiyel enzim kullanimi ¢ok uzun yillardir var olan bir
uygulamadir. Japonlar koji tiretimi i¢in Aspergillus cinsi kiifii kullanmiglar ve bu proses
endiistriyel enzimin ilk ireticilerine ilham olmustur (Kitamoto 2002). Aspergillus
cinsinin amilaz, proteaz ve fitaz enzimlerini salgiladiklar1 bilinmektedir (Fujita vd.
2003). Ancak funguslarin uzun generasyon siiresi, yiiksek viskozitedeki polimerleri

sentezlemeleri ve diisiik oksijen transferi kullanimlarini sinirlandirmaktadir (Annamalai
vd. 2009).

Mikrobiyel fermantasyon prosesi, ticari enzim tiretimi gergeklestirilmeden once sitrik
asit ve aminoasit Uretimi i¢in gelistirilmis olup enzim {reticileri tarafindan kendi
proseslerine  adapte edilmistir (Rohr vd. 1983). Genetik c¢alismalar ile
mikroorganizmalar biiyiik ¢apli iiretime uygun hale getirilmis olup giivenlik smifi 1
olan mikroorganizmalar ticari enzim tiiretimi i¢in kullanilmaktadir (Rastall 2007).
Glinlimiizde endiistriyel enzimlerin genetigi degistirilmis organizmalardan (GDO)

tiretildigi bilinmektedir. Rekombinant olan mikroorganizmalar yiliksek verimde enzim
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sentezlenmesi, son {iriin safliginin yiiksek olmasi gibi hem {iretici hem de tiiketici igin
cesitli avantajlar sunmasindan dolayi tercih edilmektedir (Whitehurst ve Oort 2010).
Ayrica, gida, nisasta ve detarjan sanayisinde enzimlerin yaklasik %60’dan daha

fazlasin1 rekombinant iiriinlerin olusturdugu bildirilmistir (Bennett 1998).

Fermantasyon prosesi, yiizey fermantasyonu ya da derin kiiltiir fermantasyonu olarak
yapilmaktadir. Ancak, yiizey fermantasyonunun daha ¢ok isgilik gerektirdigi ve enzimin
besi ortamindan geri kazanimindaki zorlugundan dolayi, ¢ogunlukla derin kiiltiir
fermantasyonu kullanilmaktadir (Rana ve Bhat 2005). Ayrica endiistriyel enzim
tretiminin %90’ min derin kiltiir yontemi ile yapildigi bildirilmektedir (Kapoor vd.
2008). Bunun baslica sebepleri; kisa gelisme siiresine bagli olarak kontaminasyon
riskinin diisiik olmasi, siirekli iiretimde ayni biyoreaktdr hacmi i¢in derin kiiltiir
yontemine gore baslangi¢ yatirim maaliyetinin diisiik olmasi, gelismenin daha kontrollii
yapilabilmesinden dolay1 yiiksek substrat doniisiimiiniin olmasi, Olgek biiyiitme
metotlarinin  gelismis olmas1 ve diisiik iscilik maliyetli proses izleme olarak

siralanmaktadir (Holker vd. 2004).

Enzim iretiminin baslica agamalari, mikroorganizmanin aktiflestirilmesi ve inokiiliim
hazirlanmasi, fermantasyon, enzimin fermantasyon ortamindan ayrilmasi, saflastiriimasi
ve enzimin formiilasyonu seklinde siralanir. Kiiltiirler, en yaygin yontem olarak genelde
depolanarak muhafaza edilmektedir. Dolayisiyla enzim iiretimine baglayabilmek igin
mikroorganizmanin Oncelikle ¢ogaltilmas1 gerekmektedir. Depolamada gliserol,
dimetilsiilfoksit gibi kriyoprotektan olan kimyasallar, kiiltiiri koruma amaciyla ilave
edilebilmektedir. Kiiltiirler kisa siireli depolama amaciyla -20°C, -70°C’de
depolanabilmekte iken uzun siireli depolamalarda sivi azot kullanilmaktadir. Bu tiir
depolamalar kiiltiiriin yillarca korunmasini saglamaktadir (Whitehurst ve Oort 2010).
Enzim fermantasyonu, genellikle 30-300 m*®'liik fermentorlerde gergeklestirilmektedir.
Fermentordeki {iretimi optimize etmek icin ana fermantasyon tankindan &nce
inokiilasyon tanki kullanilarak, mikroorganizmanin ana tankta ¢ogalmasi i¢in gecen siire
kisaltilmaktadir. Cogalma fazinda iken de ana tanka aktarilmaktadir. Geleneksel

inokiiliim tanklar1 ana tanktan 10 kat daha kiigiik hacimde olacak sekilde birkag tanktan
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olusurken, giiniimiizde kiiltlirler depolama vialinden dogrudan ana iiretim tankina

inokiile olacak sekilde de dizayn edilebilmektedir (Rastall 2007).

Fermantasyon asamasi enzim tretiminde temel islemlerden biridir. Enzim
salgilanmasimin bazen mikrobiyel gelisme sirasinda, bazen ise de g¢ogalma fazinin
yavasladig1 ya da durdugu sirada gergeklestigi bildirilmistir (Whitehurst ve Oort 2010).
Proseste sterilizasyon, 1sil islem ya da filtrasyonla yapilmaktadir. Isil sterilizasyon
stirekli sistemlerde yiiksek sicaklik kisa siire (150°C, 3-5 dk), kesikli sistemlerde ise
kismen diisiik sicaklik uzun siire (121°C, 30-60 dk) uygulanmalariyla yapilmaktadir.
Coziinmeyen besiyeri bileseni igeren besiyerleri, genellikle kesikli sistemle sterilize
edilmektedir. Siv1 besiyeri ve besleme ¢ozeltileri igin siirekli sterilizasyon yapilmasi
gereklidir. Sisteme giren hava ise filtreler ile sterilize edilmektedir (Whitehurst ve Oort

2010). Fermantasyon prosesi sematik olarak sekil 2.1°de verilmistir.

Besiyeri bilegenleri

{ Gaz Cikist

[1¢= Sogutma suyu

Inokiilasyon .
erleni — | i
Asilama Fermentorii &a_@_n&
Hava _._@ Uﬁ‘ >
Steril Filtre Fermente Besiyeri

Kompresor

Sekil 2.1 Endiistriyel 6l¢ekte enzim tiretim prosesi (Hjort 2007)
Endiistriyel enzim proseslerinin biiyiik ¢ogunlugu aerobik prosesler olup, bu proseslerde

gerekli enerjiyi saglamak icin elektron alicis1 olarak oksijene ihtiya¢ duyulmaktadir.

Oksijen ihtiyaci, proseste oksijen kiitle transferi ve 1sinin uzaklastirilmasi konulariyla
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beraber degerlendirilmektedir. Oksijen s1v1 i¢inde yukari dogru hareket ettigi i¢in tankin
dibinden basingla verilmekte, gaz fazdan sivi faza transfer edilmektedir. Mikrobiyel
faaliyet sonucu olusan karbondioksit ise sivi fazdan gaz faza transfer edilmektedir.
Proseste 1sinma, karistirmayr saglayan motordan kaynakli mekanik 1sinma ve
mikrobiyel gelismeden kaynakli metabolik 1sinma seklindedir. Metabolik 1sinma
aerobik fermantasyonda daha fazladir. Bunu uzaklagtirmak i¢in ceketli fermentorler

kullanilmakla beraber biiylik hacimli fermentorlerde ise fermentor igine borular da

eklenmektedir (Whitehurst ve Oort 2010).

Fermantasyon sivi besiyerinde enzim disinda mikrobiyel hiicre, rDNA bulundugu ve
enzim konsantrasyonu diisiik oldugu i¢in dogrudan kullanimi ve depolanmasi uygun
degildir. Ayrica besiyerindeki yiiksek su igerigi ile proteaz ve peptidazlarin bulunmasi
enzimin par¢alanmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle enzimin besiyeri ortamindan
ayrilmas1 gerekmektedir. Mikrobiyel enzimler ya proteazlar gibi hiicre dist
(extracellular) ya da glikoz oksidaz gibi hiicre i¢i (intracellular) salgilanabilmektedir
(Whitehurst 2010). Hiicre i¢i sentezlenen enzimlerin ¢6ziinebilir formda elde edilmesi
icin hiicrenin pargalanmasi gerektiginden endiistriyel iiretim i¢in ¢ogunlukla tercih
edilmemekte olup hiicre digina salgilananlar, dogrudan besiyerine birakildiklarindan
avantajli konumdadir (Rastall 2007). Ayirma proseslerine, genel olarak alt akim/geri
kazanim (downstream) prosesleri denilmektedir. Bu proses sirasinda filtre yardimcilari,

tamponlar ve ¢okeltici gibi materyaller gereklidir.

Enzimin besiortamindan ayrilmasi santrifiij, doner vakum filtre; elde edilen enzimin
konsantre edilmesi ise uygun molekiiler agirlikta ayirmay1 yapan sentetik membranlarin
kullanildig1 filtrasyon, evaporasyon gibi yontemlerle yapilmaktadir. Bu islemler
sonunda enzim ortamdan ayrilsa bile ortamda prosesten gelen proses yardimci
maddeleri, kopiik kiricilar ve mikroorganizma tarafindan tiretilen diger bilesenlerin
kalintilart bulunmaktadir. Bu nedenle saflastirma islemi (polish filtration, diafiltration,
chromotography) uygulanmaktadir (Shan vd. 1996, Ramsden vd. 1998, Whitehurst ve
Oort 2010). Enzim {iretim prosesinde hangi saflastirma yonteminin tercih edilecegi

maliyetine gore degiskenlik gostermektedir (Linder vd. 2004).
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Enzim tiretiminin son asamasi ticari enzimin formiilasyonudur. Enzim gida iiretiminde
kullanima ve depolamaya uygun olacak sekilde sivi ya da kati forma getirilmektedir.
Enzimin kat1 haldeki formiilasyonunda sivi enzim konsantresi cesitli stabilize edici
maddeler ilave edilerek piiskiirtmeli kurutma yontemi ile yapilmaktadir (Rastall 2007).
Piiskiirtmeli kurutma uzun yillardir kullanilmakta ve en ¢ok tercih edilen yontem
olmakla beraber dondurarak kurutma yontemi de ¢esitli faydalar saglamaktadir. Ancak,
daha pahali bir yontem oldugu bilinmektedir. Sivi formiilasyon kati formiilasyonla
kiyaslandiginda, icerisinde su bulunmasindan dolay1r stabilizasyonun saglanmasi
acisidan daha zordur. Stabilizor olarak protein yapinin denatiire olmasini engelleyen
sakkaroz, glikoz, dekstroz, seker alkoller ve polioller kullanilmaktadir. Bu kimyasallarin
yiiksek konsantrasyonda su aktivitesini kontrol ettikleri ve bdylece mikrobiyel
gelismenin kontroliinde rol oynadiklari da bilinmektedir. Bu kimyasallar, enzim
konsantre edildikten sonra filtrasyon agamasinda ilave edilmektedir. Filtrasyonla iyi
¢cOziinmemis kat1 parcaciklar ayrilmakta ve mikrobiyel yiik azaltilmaktadir. Elde edilen
son Uriin genellikle seffaf ya da amber renginde olmaktadir. Gida uygulamalarinda
kullanilan enzimler, genellikle birkag¢ enzim ¢esidini i¢eren karigimlar olup koruyucu
olarak sodyum benzoat ve potasyum sorbat ilave edilmektedir (Whitehurst ve Oort
2010).

2.6 Lignoseliilozik Atiklar

Enzim tiretiminde maliyetin %30-40’1n1 besiortam1 olusturdugundan, gelisme ortaminda
karbon kaynagi olarak gida sanayisi ve cesitli tarim atiklar gibi lignoseliilozik
maddelerin kullanilmas1 ve besiortami optimizasyonu konusunda pek ¢ok ¢alisma
bulunmaktadir. Diinyada 3,0-4,2 milyon ton ile en fazla elma posasi atif1 agiga
cikmakta, ikinci sirada ise 2,8 milyon ton ile zeytin posast atig1 bulunmaktadir. Piring
kabugu atiginin yillik 120 bin ton oldugu bildirilmistir (Ravindran ve Jaiswal 2016).
2014 yil1 verilerine gore, lilkemizde gida hazirlama ve {riinlerinin bitkisel atiklar ile
park ve bahge atiklar1 yillik toplam 461,9 bin tondur (Anonim 2016). Yillik 10-50x10*
ton lignoselulozik madde bitkiler tarafindan olusturulmaktadir (Claassen vd. 1999).
Lignoseliilozik maddeler seliiloz, hemiseliiloz ve ligninden olugsmakta olup, sekil 2.2°de

genel yapisi verilmistir.
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Sekil 2.2 Bitki hiicresinin temel yapist (Rubin 2008)

Hemiseliilozun yapisinda temel olarak ksilan, mannan, galaktan ve arabinan
heteropolimerleri bulunmaktadir. Hemiseliilozlarin adlandirma ve siniflandirilmast,
polimer parcalandiginda elde edilen sekere gore yapilmaktadir. Ksilan pargalandiginda
pentoz, bir seker olan ksiloz agiga ¢ikmaktadir (Ebringerova ve Heinze 2000, Bajpai
2014). Ksilan, bitki hiicre duvarinda orta lamellada bulunan hemseliillozun temel
bilesenidir. Ksilan, lignin ve seliiloza kovalent ve kovalent olmayan baglarla baglidir.
Bu baglar seliilloz mikrofibrillerinin bozunmasini engelleyerek bitki hiicre duvarinin

yapisal biitiinliiglinii saglamaktadir (Coughlan ve Hazlewood 1993, Biely 1985).

Ksilanin toplam biyokiitlenin yaklasik %20-30’unu olusturdugu bilinmektedir
(Ruanglek vd. 2007, Salles vd. 2000). Heterojen ve kompleks yapisindan dolay1 ksilanin
tam olarak pargalanmasi icin ¢ok ¢esitli hidrolitik enzimler gereklidir (Coughlan ve
Hazlewood 1993, Biely 1985). Bu enzimler; endo-B-1,4-ksilanaz (EC.3.2.1.8), B-
ksilosidaz (EC.3.2.1.37), a-L-arabinofuranosidaz (EC.3.2.1.55), a-glukoronidaz
(EC.3.2.1.139), asetil ksilan esteraz (EC.3.1.1.72), ferulik asit esteraz (EC.3.1.1.73) ve
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p-kumarik asit esterazdir (EC.3.1.1) (Yegin ve Biiyiikkilleci 2015). Bu enzimler ksilan
ana zincirine ve yan zincirlerine etki edenler olmak {izere 2 gruba ayrilmaktadir. Ksilan
anayapisinin par¢alanmasi polimere baglanan ksilanaz ve ksilosidazlara baglidir.
Ksilanazlar, ksilanin i¢ baglarini kirarak kisa oligosakkaritlere pargalarken, ksilosidazlar
ksilobioz ve ksilooligomerleri ksiloz tinitelerine parcalarlar. Ksilan yan zincirleri ise L-
arabinofuronozidazlar, D-glukoronidazlar, asetil ksilan esteraz, ferulik asit esteraz ve p-
kumarik asit esterazlar tarafindan pargalanir (Sekil 2.3) (Coughlan ve Hazlewood 1993,
Biely 1985).
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Sekil 2.3 Ksilanin yapist ve enzimlerin etki ettigi bolgeler (Pastor vd. 2007)

2.7 Ksilanaz Uretimi

Ksilanazlar bakteri, maya, kiif vb. cesitli kaynaklardan iiretilmekle beraber kiiflerin
endiistriyel ksilanaz iretimi i¢in temel kaynak oldugu belirtilmistir (Beg vd. 2001).
Ksilanazlar, hem kat1 kiiltiir fermantasyonu (solid state fermentation) hem de sivi derin
kiiltiir fermantasyonu (submerged fermentation) ile iiretilebilmektedir (Cergi vd. 2011).
Endiistriyel enzim {iretiminde uygun {retici mikroorganizmanin elde edilmesinden
sonra, ikinci asama besiyeri bilesimi ve {iiretim kosullarinin optimize edilmesidir.
Mikrobiyel enzimler kontrollii kosullarda fermantasyon islemiyle dretilirler.
Giiniimiizde recombinant mikroorganizmalardan {iretilen enzimlerin  ¢ogunun
ekstraseliiler oldugu ve fermantasyon ortamina birakildigi bildirilmistir (Cergi vd.
2011). Endistriyel uygulamalardaki sorunlarin en Onemlisi enzim tiiretim maliyeti

oldugundan {iretimde maliyeti diistiriicii substrat kullanilmasi yoniinde ¢alismalar
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gerceklestirilmekte, bu amagla tarimsal ve gida sanayi atiklarinin kullanilmasi {izerine

yogunlasilmaktadir (Saragoglu 2010).

Ksilanaz enziminin tiretimi ve saflastirilmasi, ilk olarak Aspergillus foetidus kiifii
kullanilarak gergeklestirilmistir (Whistler ve Masak 1955). Mikrobiyal ksilanaz
tiretiminde en ¢ok Aspergillus, Penicillium, Bacillus, Trichoderma ve Streptomyces
cinsleri tizerinde durulmus olup bu tiirlere ait ¢caligmalar yapilmistir (Fengxia vd. 2008,
Juturu ve Wu 2012, Kumar vd. 2012, Murugan vd. 2015, Anthony vd. 2016, Adigiizel
ve Tuncer 2016a, Boonchuay vd. 2016). Endiistride Aspergillus ve Trichoderma alt
tirleri kullanilmis, ardindan molekiiler tekniklerle enzimden sorumlu genlerin
Lactobacillus, Bacillus, E. coli’ye ekspresyonu ¢alisilmistir. Mayalarda Saccharomyces
cerevisiae’ya ¢esitli tiirlerden (Trichoderma reesei, Aspergillus kawachii, Aspergillus
nidulans ve Aspergillus niger) ekspresyon gergeklestirilmesine karsin stabil olmayan
ekspresyon diizeyleri, proteinlerin periplazmik bolgede kalmasi, genlerin maya
fizyolojisi ve strese tepkileri tizerinde olumsuz etkilerinin olmasindan dolay1 iretimi
pratik olmamustir (Juturu ve Wu 2012). Buna ragmen Pichia pastoris’te ksilanaz
ekspresyon caligmalar1 yapilmistir (Liu ve Liu 2008, Hea vd. 2010, Birijlall vd. 2011,
Karaoglan vd. 2014, Elgharbi vd. 2015).

Ksilanaz iiretiminde bakterilerden Bacillus, Streptomyces ve Acetobacter cinslerine ait
caligmalar bulunmaktadir (Murugan vd. 2015, Anthony vd. 2016, Adigiizel ve Tuncer
2016a, Boonchuay vd. 2016). B. subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens ve B.
stearothermophilus’un gidalarda konak mikroorganizma olarak kullaniimalarinin
giivenli oldugu bildirilmistir. Sanayide Bacillus cinsine ait tiir ve alt tiirler tarafindan
sentezlenen enzim sayisinin 10’dan fazla oldugu bildirilmektedir. Bacillus tiirlerinin
enzim {retiminde Uriinii dogrudan fermantasyon ortamina birakmasi saflagtirma
maliyeti acgisindan oldukca biiylik avantaj olarak goriilmekte ayrica kolay izole
edilebilme ve tanimlanabilme, hizli gelisme ve kisa fermantasyon siiresinden dolay1
tercih edildikleri bildirilmektedir (Cer¢i vd. 2011). Bu nedenle ksilanaz iiretiminde

bakterilerden Bacillus tiirlerinin 6ne ¢iktig1 goriilmektedir.
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Endiistriyel ksilanaz {iretiminin yaklagik olarak %901 sivi kiiltiir fermantasyonu
teknigiyle yapilmaktadir (Cer¢i vd. 2011). Sivi kiiltiir fermantasyonu yiiksek saflikta
tiretimini miimkiin kilmaktadir (Bajpai 2014). Kat1 kiiltiir fermantasyonu ile ksilanaz
iretimi yapilan calismalarda tarimsal ve gida sanayi atiklar1 karbon kaynagi olarak
mikrobiyel substratta kullanilmistir.  Kiiflerin daha diisiik su aktivitesinde
gelisebilmelerinden dolayr kati kiiltiir fermantasyonunda g¢ogunlukla kiiflerin tercih
edildigi bildirilmistir. Kat1 kiiltiir fermantasyonu teknigiyle yapilan iiretimlerde diger
yonteme gore daha yliksek enzim aktiviteleri elde edilmektedir. Bu yontemde iiretim
maliyetlerinin disiik, basit teknoloji kullanimi, atik sivi miktarinin az olmasi vb.
avantajlart  bulunmaktadir (Yegin vd. 2011). Fermantasyon sirasinda oksijen,
karbondioksit, nem, pH diizeylerinin kontrol edilebilmesi igin gelismis sistemlerin
bulunmamast 6lgek biiylitmeyi zorlagtirmaktadir (Aguilar vd. 2008). Sivi kiiltiir
fermantasyon tekniginde bu parametrelerin kontrolii ve {iretilen metabolitlerin

saflastirilmasi, ¢cogunlukla daha kolay olmaktadir (Yegin ve Biiyiikkkilleci 2015).

Ksilanolitik enzimler, bitkide selilloz ve ligninle birlesmis halde bulunan ksilanin
hidrolizini katalizleyen hemiseliilozik enzimler oldugundan, bakteri kaynakli enzimlerin
tiretiminde misir unu, ¢avdar kepegi ve kavuzu, piring kavuzu ve kabugu, misir kocant,
piring samani, agac¢ talasi, bugday kepegi ve diger bitkisel atiklar substrat olarak
kullanilmaktadir. Kati ve sivi kiiltiir fermantasyonunda, bugday kepegi ile oldukga
yiksek verimlilik saglanmistir (Nagar vd. 2012, Yegin vd. 2014). Bunun bugday
kepeginin yiiksek ksilan igeriginden kaynaklanmig olabilecegi diisiiniilmektedir (Nagar
vd. 2012).

Yapilan ¢alismalar agirlikli olarak ksilanaz enziminin degisik kosullardaki tiretimi,
enzim Uretiminin indiiklenebilirligi, enzim karakterizasyonu, saflastirma, enzim
ekspresyonu arttirilmasi gibi konularda yogunlagmistir (Beg vd. 2001, Saragoglu 2010).
Kagit endiistrisine yonelik iiretilen ksilanazin yaninda, 6zellikle seliilaz aktivitesini

minumum seviyede igeren iiretimlere egilim artmistir.
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2.8 Bacillus Tiirleri ile Yapilan Ksilanaz Calismalar:

Bacillus tiirleri o-amilaz ve proteazlar gibi gida islemlerinde kullanilan enzimlerin
tiretiminde konak mikroorganizma olarak kullanilmaktadir. Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens ve Bacillus stearothermophilus 'un gidalarda
konak hiicre olarak kullanilmalarinin giivenli oldugu bildirilmistir (Cer¢i vd. 2011).
Enzim {retiminde substrat maliyetinin yiiksek olmasi, arastirmacilar1 substrat
formiilasyonuna gida/tarimsal atiklarin kullanimiyla ilgili ¢alismalara yonlendirmistir.
Bu dogrultuda ksilanaz {iretim c¢aligmalarinda 6zellikle ksilan igerigi yiiksek tahil
triinlerinin  kabuk, sap, yaprak bdlgeleri kullanilmistir. Sivi kiiltiir fermantasyon
yontemiyle gida/tarimsal atiklarin karbon kaynagi olarak kullanildigi calismalarda
bugday kepegi, misir kogani, piring kavuzu ve sapi, arpa ve yulaf kavuzu One
¢ikmaktadir. Dolayisiyla, ilave edilen atigin ksilan miktar1 ve bilesiminin aktiviteyi
etkiledigi goriilmektedir. Cesitli kaynaklardan izole edilmis Bacillus tiirleri kullanilarak
stvi kiiltiir fermantasyon teknigiyle ksilanaz iiretimine dair pek c¢ok c¢alisma

bulunmaktadir.

Sa-Pereira vd. (2002) kaplicadan izole ettikleri Bacillus subtilis ile besiyerine ilave
edilen yulaf kavuzu ksilaninin, ksilanaz tiretimine olan sinerjik etkisini incelemislerdir.
Optimum ksilanaz aktivitesine 50°C’de ve pH 6,0’da 12 U/mL olarak ulasmislardir.
Damiano vd. (2006), izole ettikleri alkalifilik B. licheniformis susu ksilanazinin
optimum aktivite gosterdigi pH ve sicaklik degerlerini, sirasiyla 7,0 ve 11,0 ile 70 ve

75°C olarak bildirmislerdir.

Battan vd. (2007) Bacillus pumilus’tan 1si-stabil ksilanaz enzimini bugday kepegi (%2,
w/v) ilaveli besiyerinde, pH 8,0, 37°C’de siv1 kiiltiir fermantasyon yontemiyle
iiretmistir. Uretim Kosullar: optimize edildikten sonra aktivitenin 13 kat (5,407 U/mL)
arttig1 goriilmiistiir. Uretilen ksilanazin 70°C’de nétraldan alkali pH’ya kadar stabil
oldugu saptanmistir. Poorna ve Prema (2006) B. pumilus’tan tarimsal atiklarla ksilanaz
dretimini, siv1 kiiltiir ve kat1 kiiltiir fermantasyon yontemiyle karsilastirmistir. Kati

kiiltiir fermantasyon yontemiyle daha yiiksek miktarda ksilanaz elde edilmis, en yliksek
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aktiviteyi 50°C’de pH 6,5-7,0’da gostermistir. Bu 6zelligiyle kagit endiistrisine uygun
oldugu saptanmustir.

Alkalifilik Bacillus pumilus’tan siv1 kiiltiir fermantasyon teknigiyle ksilanaz iiretim
kosullarinin optimizasyonunun ¢aligildig1 arastirmada, maksimum ksilanaz aktivitesi
baslangi¢ pH 9,0, karistirma 200 rpm, %1,25 (v/v) inokiilasyon oraninda, bugday
kepegi kullanilarak 1220,0 U/mL; bugday sap1 kullanildiginda ise 900,0 U/mL olarak
bulunmustur (Kapoor vd. 2008). Aygan ve Arikan (2009), Bacillus sp. X13 susu ile
yaptiklart ¢alismada enziminin pH 6,0’da ve 40°C’de optimum aktiviteye sahip
oldugunu belirtmiglerdir.

Gupta ve Kar (2009) ksilozun, termofilik Bacillus tiirlerinin ksilanaz iiretiminde bugday
kepegi ve musir kocanint karbon kaynagi olarak kullanildigi sivi kiiltlir ve kat1 kiiltiir
fermantasyon yontemiyle iiretimine etkisini incelemislerdir. Kati kiiltiir fermantasyon
tekniginde, bugday kepegi kullanilan besiyeri ¢esitli mineralle desteklendiginde ksiloz,
ksilanaz sentezini %44,01 oraninda arttirirken, maya ekstrakti ilavesi aktiviteyi %12,89
oraninda diislirdiigii bildirilmistir. Sivi kiiltiir fermantasyon teknigiyle iiretimde ise
bugday kepeginin kullanildig1 besiyerinde hem mineral hem de maya ekstrakti destekli
ksiloz ilavesi enzim sentezini arttirdigi gosterilmistir. Misir koganinin kullanildig: kati
kiiltiir fermantasyon teknigiyle tiretimde hem mineral hem de maya ekstraktli besiyerine
ksiloz ilavesi iiretimi, sirasiyla %26,92, %23,90 oraninda baskilamistir. Misir koganinin
kullanildigr s1v1 kiiltiir fermantasyon tekniginde de ksiloz ilavesinde baskilanma oldugu

gosterilmistir.

Azeri vd. (2010), ksilanaz iireten Bacillus suslarinin tamaminin 25-50°C araliginda
gelistiklerini, optimum enzim sentezinin 40°C’de oldugunu, 55°C’de ise gelismenin
goriilmedigini belirtmiglerdir. Irfan vd. (2012) B. subtilis BS05 ile tarimsal atiklar
(bugday samani, piring kavuzu, soya fasiilyesi keki, misir kogani, bugday kepegi, seker
kamis1 melas1) kullanilarak sivi kiiltiir fermantasyon yontemiyle ksilanaz tiretimi

calismigtir. Maksimum ksilanaz aktivitesine seker kamis1 melasi ile (439,5 U/mL) 140
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rpm karistirma ile, 37°C’de 48 saat inkiibasyon sonunda ulasilmistir. Piring kabugu
kullanilarak 37°C’de 72 saat fermantasyon sonunda 408,9 U/mL aktiviteye ulasilmistir.

Nagar vd. (2012), B. pumilus SV-205 ile bugday kepegi kullanilarak kati kiiltiir
teknigiyle 7382,7 U/mL aktivite tespit etmis, ksilanazin pH 6,0-11,0 arasinda 24 saatte
%100 stabilitesini korudugunu gézlemlemistir. Gandarillas vd. (2012) su 6rneklerinden
izole edilen Bacillus tiirlerinde ksilanaz enziminin arpa samani kullanarak iiretilmesini

calismis, orneklerde en yiiksek aktivite degeri 10 U/mL olarak bulunmustur.

Haddar vd. (2012) B. mojavensis ile arpa kepegi kullanarak yaptiklari g¢alismada,
optimum ksilanaz iiretim kosullarma 18,66 g/L arpa kepegi, 1,04 g/L NaCL igeren
besiortaminda, 176 rpm karistirma hizi ve 34,08 saatlik inkiibasyon siiresinde
ulagmiglardir. Bu kosullarda maksimum aktivite 7,45 U/mL olarak saptanmistir.
Besiyeri optimizasyonu, tiretimde %6,83’liik bir artis saglamistir. En yiiksek ksilanaz

aktivitesi 50°C’de ve pH 8,0’da gozlenmistir.

Seo vd. (2014) B. licheniformis kullanarak %1 (w/v) oranlarinda ¢esitli tarimsal atiklar1
minimal nutrient besiyerine ilave etmis ve ksilanaz, endoglukonaz, B-glukosidaz
aktivitelerini incelemislerdir. Maksimum ksilanaz aktivitesi hindistan cevizi unu
ilavesinde 0,34 U/mL olarak bulunmustur. B. licheniformis’in tarimsal atiklardan

(6zellikle hindistan cevizi unu) biyoetanol iiretimine uygun oldugu belirtilmistir.

Ho ve Heng (2015) s1v1 kiiltiir ve kati kiiltiir fermantasyon yontemiyle B. subtilis ATCC
6633 kullanarak ¢esitli tarimsal atiklarla (bugday kepegi, piring kepegi, arpa kavuzu,
misir kocani, hindistan cevizi kabugu, hurma ¢ekirdegi keki) optimum gelisme besiyeri
formiilasyonu i¢in ¢alismistir. Maksimum aktivite, sivi kiiltiir fermantasyon yontemiyle
bugday kepegi ve soya fasulyesi kabugu kullanilarak 48 saatlik inkiibasyon sonucu
11,968 U/mL olarak bulunmustur. Kati kiiltiir fermantasyon yontemiyle ise soya
fasulyesi ve hindistan cevizi kabugu kullanilarak yapilan iiretimde, ksilanaz aktivitesi
18,875 U/mL bulunmustur. Dolayisiyla bu iki tarimsal atigin kat1 kiiltlir fermantasyon

yonteminde ksilanaz iiretimi i¢in etkili substrat olarak kullanilabilecegi anlasilmistir.
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Ayishal-Begam vd. (2015) musir kabugu ilaveli besiyerinde kat1 kiiltir fermantasyon
yontemiyle B. pumilus (MTCC 10209) ve Bacillus cereus (MTCC 10202) ile ksilanaz
trtimini karsilastirmiglardir. Maksimum ksilanaz aktivitesi, sirasiyla 2501,0 U/mL ve
2201,9 U/mL olarak bulunmustur.

Kaur vd. (2016) izole ettikleri B. pumilus ile bugday kepeginden ksilanaz iiretimine
besiyeri bilesimi (bugday kepegi, pepton, ksiloz, potasyum nitrat, maya ekstrakti),
inkiibasyon kosullar1 (karistirma, sicaklik, siire), pH, inokiilasyon miktar1 ve
inokiilasyon yast gibi 11 degiskenin etkisini arastirmislardir. Maksimum aktiviye
ulagilan parametre degerleri; 0,1 g/50 mL ksiloz, 22 saat inkiibasyon siiresi, 0,1 g/50 mL
maya ekstrakti, 0,1 g/50 mL pepton, 30°C inkiibasyon sicakligi, 0,3 g/50 mL bugday
kepegi, 0,1 g/50 mL potasyum nitrat, 0,5 mL/50 mL inokiilasyon orani, 16 saatlik
inokiilasyon yasi ve 120 rpm karistirma hizi olarak belirlenmistir. Bu kosullarda

maksimum aktivite 1430 U/mL olarak hesaplanmustir.

Irfan vd. (2016) Bacillus tiirleri ile sivi kiltir yontemiyle ksilanaz tretimini
calismislardir. Fermantasyon 250 mL’lik erlende 140 rpm karistirma hizinda
yuritilmistir. Bacillus subtilis maksimum aktiviteyi pH 8,0’da, %2 inokiilasyon
oraninda, 35°C’de 45 saat fermantasyon siiresinde gostermistir. Sakkaroz, pepton ve
(NH4)2SO, ilavesi ksilanaz tiretimini desteklemistir. Bacillus megaterium pH 8,0’de,
%1,5 inokiilasyon oraninda, %]1,5 substrat konsantrasyonunda, 40°C’de 72 saat
inkiibasyonda maksimum aktivite gostermistir. Arastirmacilar, en iyi karbon ve azot

kaynagi olarak ksiloz, potasyum nitrat ve malt ekstraktinin oldugunu savunmuslardir.

Helianti vd. (2016) rekombinant B. subtilis DB104 kullanarak 4,5 L hacimdeki
fermentorde sivi kiiltiir fermantasyon yontemiyle %4 oraninda misir kogani1 ve tofu
peyniri atiklart kullanarak, 37°C’de, 150 rpm karistirma devrinde 48 saatlik
inkiibasyonla ksilanaz iretmisler ve maksimum aktiviteyi 601,7 U/mL olarak elde
etmiglerdir. Bu deger erlenden iiretilenden iki kat yiiksek bulunmustur. Burada elde

edilen ksilanazin yem ve ksilooligosakkarit {iretimine uygun oldugu saptanmaistir.
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2.9 Ksilanaz Uretimine Etki Eden Faktorler

Enzim iretim caligmalarinda, iliretimi etkileyen baslica faktorler; besiyeri pH’si,
inokiilasyon orani ve kiltliriin yasi, inkiibasyon sicakligi ve siiresi, karigtirma hizi,
karbon kaynag tiirli, azot kaynagi ve iz elementlerin tiirii ve bunlarin besiyerindeki
konsantrasyonu, baslangi¢ substrat konsantrasyonu, havalandirma derecesi seklinde
siralanabilmektedir. Sivi kiiltiir fermantasyon tekniginde bu faktorler incelenirken kati
kiltiir fermantasyon tekniginde sinirli sayida faktoriin etkisi incelenebildiginden tiretim
sartlar1 standartlastirilamamaktadir. Bacillus suslariyla yapilan calismalarda bu iki
yontem karsilastirildiginda, kati kiiltiir fermantasyon yontemiyle elde edilen enzimin
aktivitesi daha yiiksek bulunmus, aktiviteler arasindaki farklilik bazi g¢aligmalarda
oldukga yiiksek iken bazilarinda ise diisiik bulunmustur (Poorna ve Prema 2006, Ho ve
Heng 2015). Ayrica, yalnizca kati kiiltiir fermantasyon teknigiyle ksilanaz iiretiminde
oldukga diisiik aktivitelerin elde edildigi ¢alismalar da bulunmaktadir (Ayishal-Begam
vd. 2015, Heck vd. 2005). Bacillus tiirleriyle yapilan bu ¢alismalar goz Oniine
alindiginda kati kiiltiir fermantasyon teknigiyle tiretimde, kiiflerle yapilan ¢alismalarda
oldugu gibi yiiksek aktivite elde edilmemekte, dolayisiyla 6lgek biiyiitme ve daha kolay
kontrol edilebilme olanagi sunan sivi kiiltiir fermantasyon tekniginin kullanilmasi

avantajl olarak degerlendirilebilmektedir.

Enzim tiretiminde ¢esitli saflastirma iglemleri sonunda elde edilen enzimin pH, sicaklik
ve cesitli kimyasallara karsi stabilitesini korumasi, sanayide kullanimi agisindan
oldukg¢a onem tagimaktadir. Enzimlerin, enzim-substrat kompleksinden degismeden
ayrilma 6zelligi onlara tekrar kullanilabilirlik kazandirmakla birlikte, uzun siire belirli
sicaklik ve pH’da stabil kalmalarin1 gerektirmektedir. Ayrica, uzun siire depolama
kosullarindaki stabiliteleri de 6onem tasimaktadir. Bu amagla enzim iretiminde, son
iirtinde yapilan g¢alismalarin odak noktasi, genelde belirli pH ve sicaklik araliginda

stabilite tespitidir.

Sa-Pereira vd. (2002) kaplicadan izole edilmis B. subtilis’ten elde edilen ksilanazin

60°C’de 3 saat 1s1 stabil olmasina karsin, sicakligin 90°C’ye ¢ikmasiyla aktivitede 14
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dakikada %80 oraninda diisiis oldugunu gozlemlemislerdir. Poorna ve Prema (2006) B.
pumilus’tan elde ettikleri ksilanazin pH 7,0-8,0 degerlerinde 3 ay boyunca stabilitesini
korudugunu, pH 8,5’te aktivitesinin %65’ini, pH 11,0’de ise %10°’nu korudugunu

belirtmislerdir. Bu 6zelligiyle enzimin kagit endiistrisine uygun oldugu saptanmustir.

Haddar vd. (2012) B. mojavensis ile arpa kepegi kullanarak yaptiklari calismada
ksilanaz enziminin pH 7,0-9,0’da 24 saatte aktivitesinin %96’smn1 korudugunu
belirtmislerdir. Enzimin 30°C ile 60°C araliginda 60 dakikalik inkiibasyonu sonucu
aktivitesinin %80’ini korudugu saptanmistir. Moteshafi vd. (2016) izole ettikleri B.
subtilis’in ksilanaz iiretim potansiyelini arastirdiklari ¢aligmalarinda, enzimin pH 5,0-
9,0 araliginda 40°C’de 72 saat sonunda %80 aktivite goOsterdigi, gida ve yem
endiistrisine uygun oldugu sonucuna varmuslardir. Battan vd. (2007) B. pumilus’dan

tiretilen ksilanazin 70°C’de notralden alkali pH’ya kadar stabil oldugunu saptamislardir.

Haddar vd. (2012) tarafindan B. mojavensis ile yapilan ¢alismada, pH 7,0-9,0’da 24
saatte aktivitenin %96 oraninda korundugu bulunmustur. Enzimin, 30°C ile 60°C’de 1

saat inkiibasyonu sonucu aktivitesinin %80°ini korudugu saptanmastir.

Ksilanaz iiretimi konusunda tlilkemizde son yillarda, besiyerinde karbon kaynag: olarak
gida/tarimsal atik (bugday kepegi, misir kogani, zeytin ¢ekirdegi, findik kabugu, yulaf
kepegi, biracilikta kullanilmis arpa atig1, malt filizi, enginar kokii, seker pancari posasi,
pamuk sap1, misir kabugu ve hintyag1 otu sap1) kullanimi (Adigiizel ve Tunger 20164,
Adigiizel ve Tunger 2016b, Yegin vd. 2017), yerli izololatlardan ksilanaz eldesi (Aygan
ve Arikan 2009, Saragoglu 2010, Adigiizel ve Tunger 2016a, Adigiizel ve Tunger
2016b, Yegin vd. 2014), Aspergillus niger’den ksilanaz {iiretim geninin Pichia
pastoris’te ekspresyonu (Karaoglan vd. 2014), diisiik maliyetli saflastirma teknikleri
(Kocabas vd. 2015), iiretim kosullarinin optimizasyonu ve biyoreaktor 6l¢ekli ¢aligma
(Yegin vd. 2017), enzimin ekmekgilik ve meyve suyu iretiminde uygulanmasi
(Adigiizel ve Tunger 2016a) konularinda smirli sayida caligma bulunmaktadir. Bu

caligmalar da genellikle kiifler (Scytalidium thermophilum ATCC 16454,
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Aureobasidium pullulans Y-2311-1, Streptomyces sp. AOA40, Actinomadura

geliboluensis) kullanilarak yiirtitilmistiir.

2.10 Deneysel Tasarim

Deneysel ¢aligsmalara etki eden birden fazla degisken bulunmaktadir ve bu degiskenlerin
etkisini incelemek calismay1 gii¢ hale getirmektedir (Muluk vd. 2009, Bas 2010).
Deneysel tasarimin baslica amaglarindan biri deneysel hatalarin en aza indirilmesi,
bdylece bagimli degisken (yanit) iizerine etki eden kosullarin diizenlenmesidir. Ayrica
alternatif proses se¢imi, prosesin regresyon modelinin belirlenmesi, bagimli degiskeni
etkileyen ana faktorlerin bulunmasi ve prosesin yanit yilizeyinin seklinin belirlenmesi de
tasarimin amaglari arasinda sayilabilmektedir (Biiyiiktopgu 2012). Bu amagla, deney
tasarimlar1 genel olarak problemin tanimi, bagimli ya da yanit degiskenlerin se¢imi,
bagimsiz degiskenlerin ve diizeylerinin se¢imi, deneyi tanimlayan matematiksel model
secimi, veri toplama, test istatistiklerinin hesaplanmasi ve sonuglarin yorumu
basamaklarindan olugsmaktadir (Muluk vd. 2009, Bas 2010). Dogru bir tasarim, belirli
sayidaki deneyden maksimum bilgi elde edilmesini saglamaktadir. Deney tasarimi gida,
fizik ve miihendislik bilimlerinde genellikle bir prosesin performansini iyilestirmek
amaciyla kullanilmaktadir (Bradley 2007). Deneysel tasarim yontemlerinden bazilari
sunlardir; tam faktoriyel tasarimlar, kismi faktoriyel tasarimlar, rastsallagtirilmig

tasarimlar, Plackett-Burman tasarimlari, Yanit Yiizey Tasarimlari (Biiyiiktopcu 2012).

2.10.1 Yanit Yiizey Yontemi

Yanit Yiizeyi Yontemi (Response Surface Methodology, RSM), deneylerin istatistiksel
tasariminda kullanilan bir optimizasyon yontemidir. G.E.P. Box ve K.B. Wilson
tarafindan 1951 yilinda gelistirilmis ve ilk kez kimya endiistrisinde uygulanmis olup
prosesin gelistirilmesi amaciyla optimizasyon i¢in gerekli istatistiksel ve matematiksel
tekniklerin beraber kullanildigi bir yontem olarak tanimlanmistir (Myers ve
Montgomery 1995, Bradley 2007). Bezerra vd. (2008) Yanit Yiizey Yontemi’ni,

deneysel tasarimdan elde edilen deneysel verilerin modelle uyumuna dayali olan
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matematiksel ve istatistiksel tekniklerin biitiinii olarak ifade etmektedirler. Matematiksel
modelin uyumu sonucu ortaya ¢ikan grafiksel perspektiften dolayr da Yanit Yiizey
Yontemi adin1 almistir (Bezerra vd. 2008). Bagimli degisken iizerinde etkili olan,
prosesin bagimsiz degiskenleri arasindaki iliskiyi belirlemek ve bu degiskenlerin istenen
yanit1 verdigi seviyelerinin bulunmasi i¢in kullanilan deneysel modelleme tekniklerini
ve optimizasyon tekniklerini igermektedir (Kog¢ ve Kaymak-Ertekin 2010, Biiyiiktopcu
2012). Bu kapsamda, iizerinde c¢alisilan sistemdeki kosullarin optimizasyonunu
tanimlayan dogrusal ya da ikinci dereceden polinominal fonksiyonlar elde edilir
(Teo'filo ve Ferreira 2006). Yanit Yiizey Yontemi’'nin asamalart su sekilde
gerceklesmektedir; (@) arastirmacinin deneyimi, ¢alismanin amaci ve dnceki ¢aligsmalar
g0z Oniine alinarak deneysel calisma alanini etkileyen bagimsiz degiskenlerin se¢imi,
(b) deneysel tasarimin se¢imi ve deneylerin olusturulan deney matrisinde yiiriitiilmesi,
(c) elde edilen verilerin polinominal fonksiyon olarak matematiksel ve istatistiksel
olarak analizi, (d) model uyumunun degerlendirilmesi, () optimum alandaki yonelimin
gerekliliginin ve ihtimalinin dogrulanmasi, (f) calisilan degiskenler igin optimum

degerlerin elde edilmesi (Bezerra vd. 2008).

Degisken seciminde calisilan sistemin yanitim1  etkileyen birgok degisken
bulundugundan bunlar1 tanimlamak ve etkilerini gozlemlemek pratikte miimkiin
olmamaktadir. Dolayisiyla sisteme etkileri biiyiik olan degiskenlerin se¢imi Onem
kazanmaktadir. Secilecek tasarim bu degiskenleri ve degigkenlerin birbiriyle 6nemli
olan interaksiyonlarin1 saptayacak sekilde olmalidir. Tam ya da kismi, 2 seviyeli

faktoriyel tasarimlarin kullanilmasinin baglica sebepleri etkin ve ekonomik olmasidir
(Bezerra vd. 2008)

Yanit Yiizey Yontemi gida proseslerinde pullulan iiretimi, f-karoten iiretimi, enzimatik
esmerlesme, patojen bakterilerin inaktivasyonu, piiskiirtmeli kurutma, firinda kavurma
islemi ve mikrodalga pisirme gibi uygulamalarda kullanilmistir (Saklar vd. 2001,
Demirekler vd. 2004, Goksungur vd. 2004, Iyidogan ve Bayindirli 2004, Sevimli vd.
2005, Kahyaoglu ve Kaya 2006, Urkiit vd. 2007, Buzrul vd. 2008, Kog 2008). Ayrica

ksilanaz enzimi iiretim ¢aligsmalarinda da optimizasyon amaciyla kullanilmistir (Heck
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vd. 2005, Fang vd. 2007, Coman ve Bahrim 2011, Haddar vd. 2012, Desai ve lyer 2017,
Yegin vd. 2017).

Yanit Yiizey Yontemi uygulamasi icin Uretilmis programlarda genellikle ikinci
dereceden polinomiyal model kullanilmakta olup ikinci dereceden polinomiyal bir
modelde yalnizca bir tane bolgesel minimum veya bolgesel maksimum noktast olmasi
sebebiyle optimizasyon i¢in ikinci dereceden polinomiyal bir model kullanimi kolay bir
yaklasimdir (Kog¢ ve Kaymak-Ertekin 2010). Bas ve Boyaci (2007), ikinci dereceden bir
modele uygunlugun olmamasi durumunda yanitin ya da bagimsiz degiskenlerin
dontigimii  yapilarak veya bagimsiz degiskenlerin araliklari uygun bir sekilde
degistirilerek yanitin egiliminin bu model ile agiklanmasinin saglamasi gerektigini
bildirmektedir. Yanit Yiizey Yontemi, Box-Benken ve Merkezi Bilesik Tasarim
(Central Composite Design-CCD) olmak fizere iki ¢esit tasarim modeli igermektedir. Bu
modellerden Box-Benken tasarimini kullanabilmek i¢in en az 3 bagimsiz degiskenle,
Merkezi Bilesik Tasarim modelinde ise en az 2 bagimsiz degiskenle deney
tasarlanabilmektedir. Box-Benken Tasariminin avantaji daha az sayida deney sayisi
olusturmasidir, fakat elde edilecek cevabin hassasiyetine gore Merkezi Bilesik
Tasarimin tercih edilmesinin daha avantajli oldugu bildirilmektedir. Merkezi Bilesik
Tasarim modelinde 3 bagimsiz degiskenli ve her bir bagimsiz degiskenin 3 seviyeye
sahip olmas1 sonucunda 20 adet deney olusturulmaktadir. Deney sayis1 tasarimin tam,
kismi faktoriyel ve tasarimda blok olup olmamasina bagl olarak degismektedir. Proses
yanitindaki kavisligin hesaplanabilmesi i¢in merkez noktalara ek olarak yildiz
noktalarin da tasarima katildigi bir yontemdir. Yildiz noktalarin degeri tasarima ve

faktor sayisina baghdir.

Model uygunlugunun test edilmesi, elde edilen denklemin iliskiyi ne derece
acikladiginin ve bu denklemi kullanarak yapilacak tahminlerin hangi derece giivenilir
olacaginin arastirilmasi anlamina gelmektedir (ikiz vd. 2000). Boylece, matematiksel
denklemin ger¢ek yanita ne derecede yakin sonuglar verdiginin tespit edilmesi amaciyla
varyasyon katsayisinin hesaplanmasi, regresyon katsayisinin (R2 ya da R-Sqg) ve
tahminlenmis  regresyon  katsayisinin ~ hesaplanmasi  (R-Sq(pred)), = model

uygunsuzlugunun test edilmesi (lack of fit testi), regresyon analizine hipotez testlerinin
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uygulanmasi, hipotez testlerinin regresyon katsayilarina bireysel olarak uygulanmasi,
tahminlenmis kalint1 hata kareler toplaminin (PRESS) hesaplanmasi, yeterli tahminleme
(adequite precision) degerinin hesaplanmasi ve Kkalintt analizi gibi yoOntemler
uygulanmaktadir (Ko¢ ve Kaymak-Ertekin 2010). Merkezi Bilesik Tasarim’da
olusturulacak model denkleminde, ikinci derece terimler, birinci derece terimler ve ikili
etkilesim terimleri bulunabilmektedir (Myers ve Montgomery 2002). Bu terimlerden
hangilerinin denklemde bulunacagi yapilan regresyon analizi sonucu, istatistiksel olarak

Onem tasiyan interaksiyonlar kullanilarak belirlenmektedir.

Regresyon katsayisi, elde edilen verilerin modelle ne kadar uyumlu oldugunu gosteren
bir dlgiittlir. Regresyon katsayisinin 1,0’a yakin olmasi istenmektedir. Boylece bagimsiz
degiskende meydana gelen degisimlerin %100’e yakin oranda tahmin edebilir 6zellikte
olmasiyla giiclii bir model olmas1 arzu edilmektedir (Bas ve Boyaci 2007). Tasarim
sonucu denemelerden alinan veriler, regresyon modeline uygulamakta olup, modelin
matematiksel formunun uygunsuzlugundan kaynaklanan hataya, model uygunsuzlugu
(lack of fit) denilmektedir. Ideal olarak, istatistiksel agidan modelin matematiksel
formunun uygunsuzlugunun Onemsiz yani P degerinin 0,05’ten biiyiikk olmasi
gerekmektedir (Myers ve Montgomery 2002, Box ve Draper 2007, Castillo 2007).
Tahminlenmis regresyon katsayist degerinin, regresyon katsayisi degerine yakin olmasi
arzu edilmekte olup modelin yeni gozlemleri ne derecede giiglii tahmin edecegini
gosteren bir degerdir. Tahminlenmis regresyon katsayist degeri de %0 ile %100
arasinda bir deger olarak hesaplanmaktadir. Standart sapma (S) degeri, modelin yaniti
ne kadar iyi tanimladigini gosteren baska bir 6l¢iittiir. Standart sapma degerinin diisiik
olmast arzu edilmektedir (Anonymous 2019g). Modeli degerlendirmede bu katsayilarin
yani sira, modelde secilen parametrelerin ve bu parametrelerin interaksiyonlarinin
istatistiksel ag¢idan 6nemli olmasi, sistemi etkileyen parametrelerin se¢imi agisindan
Onem tasimakta olup optimum kosullarin belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
Ayrica, Yanit Yiizey YoOntemi’nin optimizasyon amacinin yani sira proses bagimsiz
degiskenlerinin ayr1 ayr1 ve birbirleriyle etkilesimlerinin yanitlar tizerindeki etkilerini

belirlemede de kullanim1 bulunmaktadir (Kog ve Kaymak-Ertekin 2010).
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Varyans analizi sonucu elde edilen ANOVA tablosunda ¢esitli terimler bulunmaktadir.
Bu terimler; toplam serbestlik derecesi (total degrees of freedom, DF), ardisik kareler
toplamu (sequential sum of squares, Seq SS), diizeltilmis kareler toplami (adjusted sum
of squares, Adj SS), diizeltilmis ortalama kareler (adjusted mean square, Adj MS)
terimleridir. Toplam serbestlik derecesi, numunedeki goézlem sayisi ile belirlenir.
Diizeltilmis kareler toplami terimi, cevap verilerindeki varyasyon miktarin1 belirler.
Ardisik kareler toplami terimi, modelin farkli boliimleri i¢in varyasyon Olgitiidiir.
Diizeltilmis kareler toplamindan farkli olarak karelerdeki ardisik toplamlar, terimlerin
modeldeki sirasina baglidir. Diizeltilmis ortalama kareler terimi tablodaki P degerlerini

hesaplamak i¢in kullanilir (Anonymous 2019h).

Yanit Yiizey Yontemi uygulanirken yapilan hatalar optimizasyon isleminin yetersiz
veya hatali olmasina neden olmaktadir. Bunlardan bazilar1 sunlardir; model
uygunsuzlugu (lack of fit) testinin istatistiksel olarak 6nemli olmasi, model uymadig
halde optimizasyon c¢alismasinda bu modelin kullanilmasi eleme denemeleri ve bolge

arastirma kisimlarinin dogru araliklarda belirlenmemesi vb. (Ko¢ ve Kaymak-Ertekin

2010).

Ksilanaz ile ilgili ¢alismalarda enzim aktivitesi ¢cok ¢esitli degerlerde bulunmus olup bu
durum enzim iiretiminde basta kullanilan mikroorganizmanin 6zellikleri gibi aktiviteyi
etkileyen bir¢ok faktor oldugunu isaret etmektedir. Bu sonuglar da aragtirmacilari enzim
tiretiminde kosullarinin ¢esitli tasarim yontemleriyle optimizasyonunun c¢alisilmasina
yonlendirmistir. Merkezi Bilesik Tasarimlar, ikinci dereceden bir tasarimdir ve
literatiirde ksilanaz iiretim optimizasyonu i¢in kullanimia yo6nelik c¢aligsmalar
bulunmaktadir (Heck vd. 2005; Coman ve Bahrim 2011, Garai ve Kumar 2013, Yegin
vd. 2017).

Heck vd. (2005), Amazon bdlgesinden izole ettikleri B. circulans susuyla kati kiiltiir
fermantasyon yontemi kullanarak ksilanaz iiretiminin optimum gelisme, havalandirma
ve inkiibasyon sicakligi kosullarinin Yanit Yiizey Yontemi Merkezi Bilesik Tasarim

(Central Composite Design) ile optimizasyonunu ¢alismis, bu tasarim yontemiyle elde
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ettikleri model parametreleri kullanilarak, 3,7 kat daha fazla enzim aktivitesi (0,928

U/mg) elde etmislerdir.

Kallel vd. (2016) B. mojavensis ile Yanit Yiizey Yontemi Merkezi Bilesik Tasarim
modeli ile besiyerindeki 5 parametrenin optimizasyonunu ¢alismiglardir. Bunlar bugday
kepegi, amonyum Kkloriir, magnezyum siilfat, inokiilasyon orani ve iyonik olmayan
yiizey aktif maddelerdir. Enzim iiretiminin optimize oldugu kosullarda (bugday kepegi
60 g/L, amonyum kloriir 4 g/L, magnezyum siilfat 0,38 g/L, inokiilasyon oran1 %1,25
ve noniyonik yiizey aktif madde %0,3) teorik aktivite 45,1 U/mL olarak tahmin edilmis,
deneysel olarak ise 41,94 U/mL aktiviteye ulasilmistir. Optimize edilen besiyeri ile 6
kat fazla enzim iiretimi gergeklestirilmistir. Arastirmacilar bu 6zellikteki ksilanazin

meyve suyu ve yem proseslerine uygun oldugunu savunmuslardir.

Kaur vd. (2016) izole ettikleri B. pumilus ile bugday kepeginden ksilanaz iiretiminde,
Plackett-Burman deneysel tasarim yontemiyle besiyeri bilesimi (bugday kepegi, pepton,
ksiloz, potasyum nitrat, maya ekstrakti), inkiibasyon kosullar1 (karigtirma, sicaklik,
stire), pH, inokiilasyon miktar1 ve inokiilantin yas1 gibi 11 degiskenin etkisini arastirmis

optimum kosullarda maksimum aktivite 1430 U/mL olarak hesaplamislardir.

Moteshafi vd. (2016) izole ettikleri B. subtilis’in ksilanaz {iretim potansiyelini
arastirdiklari ¢alismalarinda, Yanit Yiizey Yontemi Merkezi Bilesik Tasarim modeli ile
inkiibasyon sicakligi, pH ve ksilan konsantrasyonu faktorlerini incelemislerdir.
Optimum kosullarda maksimum ksilanaz aktivitesini 260 U/mL olarak belirlemis;

enzimin, gida ve yem endiistrisine uygun oldugu sonucuna varmislardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Cahsmada kullamlan izolatlar

Tiirkiye’nin gesitli bolgelerinden, degisik kaynaklardan ve ¢esitli kisi ve kurumlardan
baz1 morfolojik ve biyokimyasal testler sonucunda Bacillus sp. olarak belirlenen 66 adet
yerli izolat temin edilmistir. Testlerde ksilanaz aktivitesine sahip Bacillus subtilis
ATCC 6633 susu referans sus olarak kullanilmistir (Ho 2015, Lai vd. 2015). Calisma

kapsaminda izole edilen bakteri 6rneklerinin kaynaklari ¢izelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan izolatlar ve elde edildigi kaynaklar

izolat no. Kaynag izolat no. Kaynag

1 Bacillus subtilis ATCC 6633 35 Nohut Mayasi
(Referans)

2 Bilinmiyor (Gazi Uni.) 36 Nohut Mayas1

3 Bilinmiyor (Ege Uni.) 37 Nohut Mayasi

4 Ciirlimiis Saman 38 Nohut Mayasi

5 Ciirtimiis Saman 39 Nohut Mayasi

6 Ciirtimiis Saman 40 Bitki Atiklar:

7 Ciirtimiis Saman 41 Bitki Atiklar1

8 Ciiriimiis Saman 42 Bitki Atiklar

9 Toprak 43 Bitki Atiklari

10 Toprak 44 Bitki Atiklart

11 Toprak 45 Bugday Sap1

12 Toprak 46 Bugday Sap1

13 Toprak 47 Bugday Sap1

14 Toprak 48 Meyve Atiklar

15 Toprak 49 Meyve Atiklari

16 Toprak 50 Meyve Atiklar

17 Kepek 51 Meyve Atiklari

18 Kepek 52 Meyve Atiklar

19 Kepek 53 Elma Posasi

20 Kepek 54 Elma Posasi

21 Kepek 55 Elma Posasi

22 Kepek 56 Elma Posasi

23 Kepek 57 Eksi Hamur Mayasi

24 Kepek 58 Eksi Hamur Mayast

25 Nohut Mayasi 59 Eksi Hamur Mayast

26 Nohut Mayast 60 Eksi Hamur Mayast

27 Nohut Mayasi 61 Eksi Hamur Mayast

28 Nohut Mayasi 62 Fistik Kabugu

29 Nohut Mayas1 63 Fistik Kabugu

30 Nohut Mayasi 64 Fistik Kabugu

31 Nohut Mayas1 65 Fistik Kabugu
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Cizelge 3.1 Kullanilan izolatlar ve elde edildigi kaynaklar (devam)

32 Nohut Mayasi 66 Fistik Kabugu
33 Nohut Mayasi 67 Fistik Kabugu
34 Nohut Mayasi

*1 nolu izolat ATCC (American Type Culture Collection, USA)
2 nolu izolat Prof. Dr. Yavuz BEYATLI (Gazi Univ. Fen Edebiyat Fak. Biyoloji Boliimii)
3 nolu izolat Prof. Dr. ismail KARABOZ (Ege Univ. Fen Fak. Biyoloji Boliimii)
9-16 nolu izolatlar Dog. Dr. Ayse AVCI (Sakarya Univ. Miih. Fak. Gida Miih. Béliimii)
25-39 nolu izolatlar Prof. Dr. Hiiseyin ERTEN (Cukurova Univ. Ziraat Fak. Gida Miih. B5l.)’
den temin edilmistir.

2 nolu izolat Prof. Dr. Yavuz BEYATLI’nin (Gazi Univ. Fen Edebiyat Fak. Biyoloji
Béliimii), 3 nolu izolat Prof. Dr. ismail KARABOZ un (Ege Univ. Fen Fak. Biyoloji
Béliimii), 9-16 nolu izolatlar Dog. Dr. Ayse AVCI'nin (Sakarya Univ. Miih. Fak. Gida
Miih. Béliimii), 25-39 nolu izolatlar Prof. Dr. Hiiseyin ERTEN’in (Cukurova Univ.
Ziraat Fak. Gida Miih. Bo6l.) kiiltiir koleksiyonundan temin edilmis olup, belirtilen

kisilere tesekkiir ederiz.

3.1.2 Gelisme ve muhafaza besiyerleri

Izolatlarin gelisimi ve muhafazasi icin Nutrient Broth besiyeri (Merck, Germany)
kullanilmistir. Uzun siireli depolama amaciyla, Ornekler %1 inokiilasyon oraninda
Nutrient Broth besiyerinde 28°C’de 24 saat aktiflestirildikten sonra kriyotiiplere %30
oraninda gliserol ilave edilip -64°C’de muhafaza edilmistir. Calismada, her kullanim
oncesi Nutriet Broth besiyerinde 28°C’de 24 saat inkiibasyon siiresinde
aktiflestirilmistir. Nutrient Broth besiyeri, otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilip

kullanilmistir.

3.1.3 Ksilanaz iiretim besiyerleri

Yerli Bacillus izolatlarinin ksilanaz iiretim yeteneklerini belirleme ve Yanit Yiizey
Yontemi ile optimizasyon agsamasinda ksilan iceren Horikoshi besiyeri kullanilmistir

(Cizelge 3.2). Gida/tarimsal atik ilaveli besiyeri bilesimi ise ¢izelge 3.3’te verilmistir.
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3.1.4 Ksilanaz iiretim besiyerine ilave edilen gida ve tarimsal atiklar

Ksilanaz iiretim besiyerine karbon kaynagi olarak ilave edilen, gida ve tarim atiklari
olarak secilen elma posasi, bugday kepegi ve misir koganinin temin edildigi kaynaklar
cizelge 3.4’de verilmistir. Gida ve tarim atiklarina besiyerine ilave edilmeden 6nce

yapilan islemler boliim 3.2.10°da verilmistir.

Cizelge 3.2 Horikoshi besiyeri bilesimi (Ikura ve Horikoshi 1987)

Bilesen Ad1 Miktanr (g/L)
Ksilan (Birchwood, Sigma, USA) 5,00
Maya ekstrakti 5,00
Pepton 5,00
KH,PO, 1,00
MgSO4.7H20 0,10

Cizelge 3.3 Gida/tarimsal atik ilaveli besiyeri bilesimi

Bilesen Ad1 Miktar: (g/L)
Gida/Tarimsal Atik” 5,00
Maya Ekstrakti 5,00
Pepton 5,00
KH,PO, 1,00
MgS0O4.7H20 0,10

“Besiyerine kurutup 6giitiilmiis, 650um partikiil boyutunda olan elma posasi/bugday kepegi/misir kogani
%35 w/v oraninda ilave edilmistir.
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Cizelge 3.4 Ksilanaz iiretim besiyerine ilave edilen gida ve tarimsal atiklarin temin

edildigi kaynaklar
Gida ve Kaynak Temil! Edildigi
Tarimsal Atik Tarih (Y1)
Elma Posasi i'ésk‘nur Gida Maddeleri Enrj. Iml. Ith. ve Ihr. San. Tic. 2017
Bugday Kepegi ~ Katmer Un irmik San. ve Tic. A.S. 2017
Maisir Kogani Golbas1 Semt Pazar1 (Golbagi/Ankara) 2017

3.2 Yontem

3.2.1 izolasyon

Ankara’nin degisik bdlgelerinden, 2016 yilimin Mayis-EKim  doneminde farkli
ortamlardan steril ambalajlara alinarak laboratuvara getirilen materyalden kepek, saman,
fistik kabugu gibi kuru olan materyal 6nce nemlendirilip 48 saat bekletilmis, ornekler
homojen hale getirilip 10 g tartildiktan sonra 90 mL Nutrient Broth besiyerine ilave
edilmistir. 28°C’de 24 saatlik inkiibasyona birakilmis, ardindan gelisme gozlenen
ornekler arasindan spor olusturan bakterilerin secilebilmesi i¢in, 1s1l islem uygulamasi
yaptlmistir. Asilamadan oOnce, 1:10 oraninda seyreltilen ornekler 80°C’deki su
banyosunda 10 dk bekletilmistir. Tek koloni elde etmek amaciyla Nutrient Agar
(Merck, Germany) besiyerine yayma ekim yapilmis ve tekrar 28°C’de 24 saat
inkiibasyon gerceklestirilmistir (Lennette vd. 1985). Inkiibasyon sonrasinda tipik

koloniler Nutrient Broth besiyerine aktarilmis ve 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2 Gram boyama ve koloni morfolojisinin belirlenmesi

Bacillus cinsine ait mikroorganizmalarin hiicre morfolojisi, basil ve Gram pozitiftir. Bu
nedenle oncelikle deneme kapsamindaki bakterilerin hiicre morfolojisi tespit edilmistir.
Bu amagla, kat1 ve sivi formdaki besiyerindeki drnekler CASO (Tryptic Soy) Broth
(Merck, Germany) besiyerine 6ze ile aktarilip 28°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir.
Ardindan, PCA (Plate Count Agar) (Merck, Germany) besiyerine siirme yapilarak
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28°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda gelisen kolonilerden Gram boyama yapilmistir.
Kat1 koloniden bir miktar steril 6ze ile alinip saf su ile lam yilizeyine yayildiktan sonra
preparat havada kurutulup, fikse edilip hazirlanmistir. Ardindan 1 dk kristal viyole ile
boyanip, saf su ile kristal viyole uzaklastirilmistir. Lugol ¢ozeltisi damlatiip 1 dk
bekletilip, saf su ile yikanmistir. Dekolorizasyon ¢o6zeltisi damlatilip 10-15 sn
bekletilmis, ¢ozelti saf su ile uzaklastirilmistir. Son asamada da safranin damlatilip 30
sn bekletilmis ve safranin saf suyla uzaklastirilmistir. Preparat havada kuruduktan sonra
1s1k mikroskobunda (CME Leica, USA) 100X objektifte immersiyon yagi damlatilarak
incelenmistir (Temiz 2000). Her bir 6rnek iki paralelli ¢alisilmis olup, referans sus

olarak Bacillus subtilis ATCC 6633 kullanilmistir.

Izolatlarin koloni morfolojik &zelliklerini belirlemek amaciyla, aktif kiiltiirden dze ile
alinip Nutrient Agar besiyerine tek koloni olusacak sekilde siirme yapilmis, ardindan
28°C’de 24 saat inkiibasyon sonucu Petride elde edilen tek koloni goriinimleri

incelenmistir.

3.2.3 Bacillus cinsine ait olan 6rneklerin saptanmasi

Bacillus cinsinin sporlu olmasi 6zelliginden dolayi, 66 adet bakteri izolatina spor testi
uygulanmistir. Bu amagla Modifiye DTSB Agar besiyeri hazirlanmistir (Cizelge 3.5 ve
3.6). Besiyeri nihai pH’s1 otoklav sonrasinda 7,0+0,2 olacak sekilde ayarlanmistir.
Gram boyama yapilan koloniler CASO Broth (Merck, Germany) besiyerinde 28°C’de
24-48 saat inkiibe edilip, Modifiye DTSB Agar besiyerine yayma yontemiyle ekim
yapilmigtir. 28°C’de 5 giin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda gelisen
koloniler kazima islemiyle 10 mL steril saf suya aktarilmustir. Izolatlar 80°C’deki su
banyosunda 5 dk bekletilerek 1sil islem uygulamasi yapilmis, sonra 1-2 dk siireyle
soguk suda sogutulmustur. Ardindan PCA besiyerine yayma yontemiyle ekilip, 28°C’de
24-48 saat inkiibe edilmistir (Hornstra vd. 2007). PCA besiyerinde koloni geligsmesi
gozlenen Petriler muhtemel Bacillus cinsi olarak degerlendirilmis, referans sus olarak
Bacillus subtilis ATCC 6633 kullanilmistir. Her bir deney iki paralelli olarak

caligilmistir.
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Cizelge 3.5 Modifiye DTSB Agar besiyeri bilesimi (Peng vd. 2001)

Bilesen Ad1 Miktari
Tryptic Soy Broth (Merck, Germany) 4,00 g/L
Maya Ekstrakt1 0,10 g/L
KH,PO, 1,00 g/L
Na,HPO, 2,00 g/L
(NH,),S0, 1,00 g/L
Tuz Cozeltisi 0,06 mL/L
Agar 15,00 g/L

Cizelge 3.6 Modifiye DTSB besiyerine ilave edilen tuz ¢ozeltisi (Peng vd. 2001)

Bilesen Ad1 Miktanr (g/L)
MgSO, 1,00

MnCl, 0,10

FeSO, 0,10

CaCl, 10,00

3.2.4 Ksilanaz aktivitesi tayini

Ksilanaz enzim aktivitesini tespit etmek amaciyla, bakteri izolatlarinin besiyerinde
belirlenen gelisme sartlarinda inkiibasyonunun ardindan, siipernatant elde etmek igin
kiiltiir 10000xg’de 4°C’de 15 dk santrifiij (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Germany)
edilmis, aktivite tayini yapilana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir (Battan vd. 2007).

Ksilanaz aktivitesinin tayininde Bailey vd. (1992) metodu kullanilmistir. %0,5 (w/v)’lik
ksilan 0,05 M fosfat tamponuyla (pH 7,0) hazirlanmistir. Ksilan ¢ozeltisi, ksilanin

homojen bir sekilde ¢ozilmesi igin kaynama noktasina kadar isitilmistir. Fosfat
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tamponu; 61 mL 0,1 M Na;HPO4 ve 39 mL 0,1M NaH,P0,4.2H,0 ¢ozeltilerinden alinip
¢ozelti pH degeri 7,0+£0,2 olacak sekilde ayarlanarak son hacmi 200 mL’ye saf su ile

tamamlarak hazirlanmastir.

Ksilan ¢ozeltisinden 0,9 mL aliip, 0,1 mL uygun sekilde seyreltilmis enzim ile
50°C’de 5 dk reaksiyona birakilmistir. Reaksiyon 1,5 mL 3,5-dinitro salisilik asit (DNS)
cozeltisinin ilavesi ve 15 dk kaynatma ile durdurulup, 6rnek 1 dk buzlu suda
bekletilmistir. 3,5-dinitro salisilik asit (DNS) ¢ozeltisi bilesimi; 7,48 g/L DNS, 216 g/L
K-Na-Tartarat (Rochelle Tuzu) 13,98 g/L. NaOH, 5,86 g/L sodyum metabistilfit ve 5,36
mL/L fenol igermektedir. Her Ornek igin sahit olarak ¢ozelti ve enzim kor
yuritiilmiistiir. Reaksiyon sonucu agiga ¢ikan indirgen seker miktari spektrofotometrede
540 nm’de absorbans okunarak belirlenmistir. Standart kurve D-ksiloz (Sigma Aldrich,
USA) kullanilarak ¢izilmistir. D-ksiloz standart kurvesi 40-160 pg/0,1mL aralikta
cizilmistir (Sekil 3.1). 1 {inite ksilanaz aktivitesi, 1 dakikada 1 pmol ksilozun agiga
cikmasi i¢in gereken enzim miktar1 olarak tanimlanip, hesaplamada asagidaki esitlik

kullanilmistir (Akpinar vd. 2009).

Aktivite (U/mL)= (A/150,13) . (1/5). (1/0,1) . (D)

D: Seyreltme orani
A: Ksiloz miktari, pg

1,000
, y =0,007x — 0,2245
§0,8OO R? - 0,99
€ 0,600 -
o
<5
0,400 |
0
< 0,200 -
0,000 ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200
D-ksiloz Konsantrasyonu (ug/0,1 mL)

Sekil 3.1 Ksiloz standart kurvesi
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3.2.5 izolatlarin ksilanaz aktivitesinin belirlenmesi

66 adet yerli izolatin ksilanaz aktivitesini belirlemek amaciyla, 6rnekler 10 mL’lik
Horikoshi besiyerine, gelisme besiyerindeki aktif kiiltiirden %1 oraninda inokiile
edilerek, 28°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda siipernatant elde etmek igin
kiiltir 10000xg’de 4°C’de 15 dk santrifiij (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Germany)
edilmis, aktivite tayini yapilana kadar -20°C’de depolanmistir (Battan vd. 2007).

Ksilanaz aktivitesinin tayininde Bailey vd. (1992) metodu kullanilmustir.

3.2.6 lzolatlarin biiyiik hacimde gelistirilerek aktivitelerinin belirlenmesi ve
genotipik tanimlanmasi yapilacak izolatlarin secilmesi

Ksilanaz aktivitesine sahip yerel suslardan se¢ilmis 12 izolat, ¢alisma hacmi arttirilarak
Horikoshi besiyerinde 250 mL’lik erlenmayere 50 mL besiyeri olacak sekilde
gelistirilmistir. Gelisme besiyerindeki aktif kiiltirden %1 inokiilasyon oraninda
Horikoshi besiyerine ekim yapilmis, 28°C’de 24 saat ¢alkalamali inkiibatorde (Sheldon
Manufacturing Inc., USA) 150 rpm’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
siipernatant elde etmek i¢in kiiltiir 10000xg’de 4°C’de 15 dk santrifiij edilerek, aktivite
tayini yapilana kadar -20°C’de depolanmistir (Battan vd. 2007). Bu 6n c¢aligma
sonucunda, ksilanaz fireticisi potansiyeline sahip, diger izolatlara gore daha yiiksek
ksilanaz aktivitesi gosteren 8 adet yerli izolat secilerek, DNA dizi analizi ile molekiiler

tanimlamalar1 yapilmak {izere kiiltiire alinmigtir.

3.2.7 izolatlarin genotipik tanimlanmasi

Calisma kapsaminda izole edilen 6rnekler arasinda yiiksek ksilanaz aktivitesine sahip 8
adet yerli izolatin 16S rRNA dizi analizi yapilmistir. DNA baz dizilimi sonuglari
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, USA) ve MEGA (Molecular
Evolotionary Genetics Analysis) programi kullanilarak degerlendirilmistir. BLAST
programinin sonuglar1 program veri tabanindaki mikroorganizmalara benzerlik yiizdesi,

MEGA programinin sonuglar ise filogetik agac olarak elde edilmistir.
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DNA izolasyonu Bio-Rad Insta-Gene Matrix kit (Bio Rad Laboratories, USA)

kullanilarak yapilmistir. DNA izolasyon basamaklari agagida verilmistir;

e Kati besiyerinde gelistirilmis bakteri drneginden tek koloni segilip, 1 mL steril saf
suda siispanse edilmistir.

e 1 dakika 10,000-12,000 rpm’de santrifiij (Thermo Scientific Micro CL17, USA)
edilip, slipernatant uzaklastirilmistir.

e 200 pL InstaGene matrix ilave edilmis ve 56°C’de 15-30 dk inkiibe edilmistir.

e 10 saniye vorteks yapildiktan sonra 100°C’deki suda 8 dk kaynatma islemi
uygulanmustir.

e 10 saniye yiiksek hizda vortekslenip ardindan 2-3 dk 10,000-12,000 rpm santrifiij
islemi uygulanmstir. Siipernatant -20°C’de depolanmustir.

e 50 puL PCR reaksiyonu i¢in 5 pL silipernatant olacak sekilde kullanilmugtir.

Bakterilerin 16S rRNA bolgesinin g¢ogaltilmasi amaciyla PCR islemi Techne TC-
Plus/02 (United Kingdom) model cihazda yapilmistir. Primer olarak; Thermo marka
fD1 (forward) (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) ve rD1 (reverse) (5-
AAGGAGGTGATCCAGCC-3") primerleri  kullanilmistir. PCR  programindaki
amplifikasyon kosullari; baslangic denatiirasyonu 95°C’de 3 dk, 30 dongiiden olusan
94°C’de 1 dk denatiirasyon, 54°C’de 45 sn primer baglanmasi, 72°C’de 2 dk uzama ve
72°C’de 7 dk son uzama asamalarindan olusmaktadir (Boyaci Giindiiz 2018).

Elde edilen PCR firiinleri, Thermo EC340 Maxicell Primo Elektroforez jel sisteminde
(Thermo Scientific, USA) agaroz jelde yiiriitiilmiis, jeller Vilber Lourmat (France)
marka Jel Goriintilleme Sisteminde goriintiilenmistir. Jelde Syber Safe DNA Jel Boyasi
(Invitrogen, S33102), marker olarak 100bp Gene Ruler (Thermo SMO0321)

kullanilmistir.

Calismanin bu asamasinda Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi

Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Hiiseyin ERTEN’in laboratuvar desteginden
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yararlanilmistir. Izolatlarin 16S rRNA gen dizisi analizi BM Laboratuvar Sistemleri

(BM Yazilim Dan. Laboratuvar Sistemleri San. Tic. Ltd. Sti.) firmasina yaptirilmistir.

3.2.8 Optimum gelisme parametrelerinin Horikoshi besiyerinde Yamt Yiizey
Yontemi ile belirlenmesi

Optimum gelisme parametrelerinin Horikoshi besiyerinde Yanit Yiizey Yontemi ile
belirlenmesi deneyleri, cins ve tiir tanimlamasi yapilan izolatlar arasindan aktivite
degerleri gbz Oniine alinarak; aktivite degeri ve gelisme absorbansi digerlerinden daha
yiiksek olan 39 ve 67 numarali izolatlar ve referans sus olan Bacillus subtilis ATCC

6633 susunun her biri i¢in ayr1 ayr1 ylriitilmiistiir.

Horikoshi besiyerinde optimizasyon igin baslangic pH, inkiibasyon sicakligi ve
karistirma devri bagimsiz degiskenleri se¢ilmistir. Bagimsiz degiskenlerin faktor
seviyeleri literatiirdeki Bacillus tiirleriyle yapilmis ¢alismalar ve yerli izolatlar igin 6n
denemelerde ulasilan degerler baz alinarak belirlenmistir (Sa-Pereira vd. 2002, Poorna
ve Prema 2006, Battan vd. 2007, Kapoor vd. 2008, Lai vd. 2015). Bu kapsamda yanit
(enzim aktivitesi) lizerine etkisi olan her bir parametre i¢in 3 seviye olacak sekilde
inkiibasyon sicakligi, 30, 35 ve 40°C; karistirma devri 100, 150, 200 rpm; besiyeri
baslangi¢ pH degeri pH 6, 7 ve 8 olarak belirlenmistir. Besiyeri baslangic pH degeri
besiyeri sterilizasyonu sonrasinda steril 0,1 N NaOH ve 0,1 N HCI ¢ozeltileri ile
belirlenen pH seviyelerine ayarlanmistir. Tasarim, Minitab 16 programinda yapilmistir.
Calismada, Yanmit Yiizey Yontemi’yle deney tasariminda Merkezi Bilesik Tasarim
(Central Composite Design full-unblocked), bu tasarimin da Yiizey Merkezli (Face
Centered) tasarim modeli secilmistir. Olusturulan deney tasariminda, 6 adet merkez
noktanin tekrari olmak iizere toplam 20 adet deney bulunmaktadir. Aktivite sonuglari,
elde edilen degerlerin ortalamasini ifade etmektedir. Deney tasarimindaki bagimsiz
degiskenler ve seviyeleri ¢izelge 3.7°de, olusturulan deney tasarimi ise ¢izelge 3.8’de

verilmistir.
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Cizelge 3.7 Yanit Yiizey Yontemi Merkezi Bilesik Tasarim modeliyle yapilan deney
tasariminda kullanilan bagimsiz degiskenler ve seviyeleri

Seviyeler
Bagimsiz Degiskenler Degisken Kodlar:
-1 0 +1
Inkiibasyon Sicakligi (°C) X1 30 35 40
Karistirma Devri (rpm) X, 100 150 200
Besiyeri Baglangi¢ pH Degeri X3 6 7 8

Deneyler, Horikoshi besiyeri kullanilarak 250 mL’lik erlenmayere 50 mL besiyeri
olacak sekilde %] inokiilasyon oraninda, 24 saat siire ile calkalamali inkiibatorde
inkiibe edilerek gerceklestirilmistir. Deneyler 3 tekerriirlii, aktivite 6l¢timleri ise her bir

tekerriirden 2 paralelli olarak yapilmistir.

3.2.9 Toplam proteinin belirlenmesi

[zolatlarin ksilanaz iiretimine ait spesifik aktiviteyi belirlemek amaciyla toplam protein
tayini Lowry metodu ile yapilmis, standart olarak bovine serum albumin (BSA, Sigma,
Germany) kullanilmistir (Lowry vd. 1951). Analiz i¢in A (20 g Na;CO3 ve 4 g NaOH
saf suda birlikte ¢oziiliip son hacim 1 L’ye tamamlanmis), B (0,5 g CuS0O4.5H,0,
%1’lik sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢oziiliip son hacim ayni ¢ozelti ile 100 mL’ye
tamamlanmis), ve C (50 mL A ¢ozeltisi ile 1 mL B ¢6zeltisi karistirilmis olup her
seferinde kullanilacagi zaman yeniden hazirlanmis) ¢6zeltileri hazirlanmistir. Folin-
Ciocalteu ¢ozeltisi, Folin-Ciocalteu saf su ile 1:2 oraninda seyreltilerek elde edilmistir.
Standart protein egrisi 0,014-0,250 mg/mL aralikta ¢izilmistir (Sekil 3.2).

Uygun sekilde seyreltilmis 1 mL 6rnege, 5 mL C ¢ozeltisi ilave edilmistir. 10 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra her tiipe 1:2 oraninda seyreltilmis Folin-Ciocalteu
cozeltisinden 0,5 mL ilave edilerek 30 dk oda sicakliginda bekletilip absorbanslari
sahite kars1 750 nm’de okunmustur. Analizde sahit olarak, uygun sekilde seyreltilmis
Horikoshi besiyeri kullanilmistir. Spesifik aktivite, enzim aktivitesinin toplam protein

konsantrasyonuna oranlanmasi ile hesaplanmuistir.
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Cizelge 3.8 Yanit Yiizey Yontemi Merkezi Bilesik Tasarim modeliyle yapilan deney

tasarimi
Deney Sayisi inkiibilsyon Karl_stlrma Biesslglegl
(Run) Sicakhigr (°C) Devri (rpm) pH Degeri
1 35 150 7
2 35 150 8
3 40 100 8
4 35 150 7
5 35 150 7
6 40 200 6
7 35 150 7
8 30 100 8
9 30 200 6
10 35 150 7
11 35 200 7
12 30 100 6
13 40 200 8
14 30 200 8
15 40 150 7
16 40 100 6
17 30 150 7
18 35 150 6
19 35 100 7
20 35 150 7
0,8
y =2,7648x — 0,0081 .

/E\ 0,6 R2= 0’99

c ot

B 04

= e

8 0,2

< I

0o *
0 01 0,2 0,3

BSA konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 3.2 BSA standart kurvesi

3.2.10 Ksilanaz iiretim besiyerine ilave edilen gida ve tarmmsal atiklarin
hazirlanmasi

Enzim iiretim besiyerine, karbon kaynagi olarak sirasiyla bugday kepegi, misir kogani

ve elma posasi ilave edilmistir. Temin edilen atiklardan elma posast ve misir kogani 1
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gece boyunca 50°C’deki etiivde (Niive EVO018, Tiirkiye) kurutulduktan sonra; once
degirmende (Apex-Mill, USA) ardindan laboratuvar tip blender (Waring, USA) ve
laboratuvar tip degirmende (Perten Instruments, Laboratory Mill 3303, Sweden)
ogiitiilerek oda sicakliginda depolanmistir (Sekil 3.3.a, 3.3.b ve 3.3.c). Bugday kepegi
kurutulmus ve ogitiilmiis halde temin edildigi i¢in kurutma ve Ogilitme islemi
uygulanmamigtir. Tiim Orneklerin eleme islemi 650 pm gozenek capindaki elek

(Endecotts, Octagon 200, UK) ile yapilmistir (Sekil 3.3.d).

Sekil 3.3 Ksilanaz iiretim besiyerine ilave edilen gida/tarimsal atiklarin 6giitiilmesinde
ve elenmesinde kullanilan cihazlar a) Ogiitiicli, b) Blender, ¢) Laboratuvar
tipi degirmen, d) Elek sistemi
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3.2.11 Ksilanaz iiretim besiyerine ilave edilen gida ve tarim atiklarinin bilesim
analizi

Bugday kepegi, misir kocan1 ve elma posasi kurutulup ogiitiildiikten sonra bilesim
analizleri yapilmistir. Bu 6rneklerin seker bilesimi NREL (National Renewable Energy
Laboratory) LAP standart analitik metotlar1 ile belirlenmistir (Sluiter 2005, Sluiter
2008). 0,30 g gida/tarim atig1 tartildiktan sonra 3 mL %72’lik H,SO,4 (w/w) ilave
edilmis ve 30°C’deki su banyosunda (Buchi B-100, Switzerland), her 10 dakikada bir
cam c¢ubuk ile karistirilarak, 1 saat bekletilmistir. Ardindan asit konsantrasyonu son
durumda %4 H,SO,4 (w/w) olacak sekilde saf su ilave edilmis, basinca dayanikli siselere
aktarilarak 121°C’deki otoklavda 1 saat bekletilmistir. Otoklav sonrasinda, 6rnekler
cam krozeden (Isolab, Por.4) siiziilerek, lignin, seker bilesimi ve kiil analizleri
yaptlmistir. Nem tayini ise kurutulup oOgiitiilmiis Orneklerden dogrudan oOlgiilerek

yapilmistir.

Lignin Miktar: Tayini

Otoklav islemi sonrasinda oda sicakligindaki ornekler, daralari alinmis cam kroze
(Isolab, Por.4) kullanilarak siiziilmiig, krozeler 105°C’deki etiivde 1 gece kurutulduktan
sonra desikatorde bekletilmis ve tartimlar1 yapilarak asitte ¢éziinmeyen lignin miktari
hesaplanmistir. Hesaplamada kullanilan esitlik asagida verilmistir. Asitte ¢6zlinen lignin
analizi, cam krozeden slizme sonrasinda elde edilen filtratin spektrofotometrede 205 nm
dalga boyundaki absorbansinin kuvartz kiivet kullanilarak Olc¢limiiyle yapilmis olup,
asagidaki sekilde hesaplanmistir (Goldschmid 1971). Filtratin 205 nm dalga boyundaki
absorbans degeri, 0,7-1,0 araliginda olacak sekilde %4 H,SO, (w/w) ile seyreltilmis
olup, %4 H,SO, (w/w) ¢ozeltisine karsi (Sahit) okumasi yapilmistir. Biyokiitlenin
absorbsiyon degeri (€) 110 L/g.cm olarak alimmistir (Van Dongen vd. 2011).
Bilesimdeki lignin miktar asitte ¢oziinen ve ¢oziinmeyen lignin degerlerinin toplamiyla

hesaplanmistir. Analizler 2 tekerriirlii yapilmistir.
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Asitte Coziinmeyen Lignin (AinSL) Miktari:

(A-B)

%AInSL= x100

C
Burada;
A: Filtrasyon sonrasinda 105°C’deki etiivde 1 gece kurutulan cam kroze agirligi (g)
B: Cam kroze daras1 (g)
C: Analiz edilen 6rnek miktari (g)
Asitte Coziinen Lignin (ASL) Miktari:

UVaps x Filtrat hacmi (L) x Diliisyon
%ASL= x100

€ (L/g.cm) x Ornek miktar1 (g) x Spektrofotometre okuma hiicresinin 1s1k yolu (cm)

Burada;

UVas: Uygun dalga boyunda UV-Vis absorbans degeri

Diliisyon: (Ornek hacmi + Diliisyon solvent hacmi) / Ornek hacmi
Filtrat hacmi: 0,087 L

€: Biyokiitlenin uygun dalga boyundaki absorbsiyonu (L/g.cm)
Ornek miktari: 0,30 g

Spektrofotometre okuma hiicresinin 151k yolu: 1 cm

Seker Bilesimi Tayini

Gida ve tarim atiklarinin bilesimindeki sekerlerin tayini amaciyla, Orneklerin cam
krozeden siiziilmesinin ardindan elde edilen filtrat CaCOj3 ile pH 5-6’ya nétralize
edilmistir. Ardindan 6000 rpm’de 5 dk santriflij yapilmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen
sivi faz 1 gece boyunca 4°C’de bekletildikten sonra seker analizi i¢in kullanilmistir. S1vi
faz -20°C’de depolanmustir. Seker analizi i¢in Shimadzu HPLC (Yiiksek Basingh Likit
Kromotografi) sistemi kullanilmistir. Ornekler, 0,45 pm’lik (Millipore Millex-Hv
Hydrophilic PvDF) filtreler kullanilarak filtre edilip HPLC’ye enjekte edilmistir.

Standart kurve olusturulmasinda kullanilan glikoz, ksiloz, arabinoz, standart ¢ozeltileri
sirasiyla; 0,125, 0,250, 0,500, 1,00, 2,00 g/ konsantrasyonlarinda 2,00 g/L

konsantrasyondaki stok ¢ozeltiden ultrasaf su ile hazirlanmistir. Standart ¢ozeltilerinin
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ve mobil fazin hazirlanmasinda kullanilan ultrasaf su; vakumlu siizme diizenegi
(Millipore, Merck, Germany), vakum pompasi (PALL Life Sciences, USA) ve 0,45 um
selilloz nitrat filtre (Sartorius Stedim Biotech, Germany) kullanilarak saf suyun
filtrasyonuyla hazirlanmis olup, ardindan 1 saat sonikasyon (Jeiotech UC-02, Korea)

uygulanmistir. Kullanilan standart kurveler sekil 3.4, 3.5, 3.6’de verilmistir.

. =332110x + 1922/’
600000 Y =294 PX
R=1 /
500000 /
400000
3 300000 s/
< /
200000
100000 7/
0
0,000 1,000 2,000 3,000
Konsantrasyon (g/L)

Sekil 3.4 Glikoz standart kurvesi

700000
600000 y =312099x + 871,47 »
Rz2=1
500000 /
400000
c
S 300000
<
200000 /
100000 /
0
0,000 1,000 2,000 3,000
Konsantrasyon (g/L)
Sekil 3.5 Ksiloz standart kurvesi
700000
600000 y = 321087x - 484,83 )’
R2=1
500000
400000 /
S 300000 1
<
200000
100000 7/
0
0,000 1,000 2,000 3,000
Konsantrasyon (g/L)

Sekil 3.6 Arabinoz standart kurvesi
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Gida ve tarim atiklarinin bilesiminde bulunun sekerlerin tayini i¢in, NREL LAP metodu
geregi oncelikle Transgenomic CarboSep COREGEL 87P seker kolonu kullanilmistir.
Fakat bu kolonla yapilan analiz sonuglarinda Ornek piklerinde yeterli ayrilma
saglanamadigi icin, Transgenomic CarboSep COREGEL 87H3 kolonuyla g¢alismaya
devam edilmistir ve daha basarili sonuglar alinmistir. Analizler 2 tekerriirlii yapilmistir.

Shimadzu HPLC cihazinin 6zellikleri ve ¢alisma kosullar1 asagida verilmistir:

o Shimadzu HPLC cihazi 6zellikleri:

o Pompa (LC-20AD)

o Oto ornekleyici (SIL-20A HT)

o Gaz giderici (DGU-20A3)

o Kolon firin1 (CTO-10AS VP)

o Refraktif indeks dedektor (RID-10A)

o Kolon (Transgenomic CarboSep COREGEL-87H3)

Shimadzu HPLC cihazinda Transgenomic CarboSep COREGEL-87H3 kolonu ile
calisma kosullart:

. Kolon sicakligi: 55°C

o Kolon maksimum basinci: 100 bar

o Mobil faz: 5 mM H,SO, ¢ozeltisi

. Akis hizi: 0,5 mL/dakika

o Enjeksiyon miktari: 20 pLL

. Ornek yiiriitme siiresi: 15 dakika

Kiil Miktar: Tayini

Kiil tayini, otoklav iglemi sonrasinda oda sicakligindaki 6rneklerin, daralari alinmig cam
kroze (Isolab, Por.4) kullanilarak siliziilmesinin ardindan 105°C’de kurutulmasi ve
575°C’deki kil firininda (Nevola Reis 130/10, Tiirkiye) yakilmasiyla belirlenmistir.
Yakma sonrasinda krozeler desikatorde sogutulduktan sonra tartimlar1 yapilmistir. Kiil
miktarinin hesaplanmasinda asagidaki esitlikten yararlanilmistir. Analizler 2 tekerriirlii

yapilmustir.
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(A-B)

%Kil = x100

C
Burada;

A: Kiil firmmda yakma sonrasi cam kroze agirhigi (g)
B: Cam kroze darasi (g)
C: Analiz edilen 6rnek miktar1 (g)

Nem Miktar: Tayini

Orneklerin nem miktar infrared nem tayin cihaz1 kullarlarak (Sartorius MA-150, Germany)
tayin edilmistir. Tayin sirasinda 1,00 g 6rnek kullanilmis olup, cihaz nem miktari sonucunu
dogrudan yiizde nem olarak vermektedir. Analizler 2 tekerriirlii yapilmuistir.

3.2.12 Yamt Yiizey Yontemi ile deney tasarimi ve gida/tarimsal atik ilaveli
besiyerinde ksilanaz iiretimi

Ksilanaz {iretim besiyerine ksilan yerine sirastyla bugday kepegi, misir kocani ve elma posasi
ilave edilmis; besiyeri baslangic pH’si, inkiibasyon sicakligi ve karistirma devri bagimsiz
degiskenler olarak secilmistir. Yapilan deneyler, 250 mL’lik erlenlerde 50 mL elma posasi
ilaveli besiyerinde (Elma posast 5,0 g/L, maya ekstrakt1 5,0 g/L, pepton 5,0 g/L, KH,PO,4 1,0
g/, MgSO,.7H,O 01 g/L), %! inokillasyon oraminda, ¢alkalamali inkiibatorde
gerceklestirilmistir. 39 nolu izolat icin besiyeri baglangic pH degeri olarak, besiyeri
formiilasyonu sonucu elde edilen pH 6,1 kullamlmstir. 67 nolu izolata ait deneylerde ise
besiyeri baslangic pH degeri, besiyeri sterilizasyonu sonrasinda steril 0,1 N NaOH ve 0,1 N HCI

cozeltileri ile belirlenen pH seviyelerine ayarlanmistir.

Optimizasyon i¢in Minitab 16 (Minitab, Inc., USA) programi kullamlmistir. Yanit Yiizey
Yontemi ile deney tasarrminda Merkezi Bilesik Tasarim (Central Composite Design full-
unblocked), bu tasarimin da Yiizey Merkezli (Face Centered) tasarim ¢esidi kullanilmustir.
Olusturulan deney tasariminda; 6 adet merkez noktanin tekrar1 bulunmaktadir. Merkezi Bilesik
Tasarim’da kullanilan bagimsiz degiskenlerin faktor seviyeleri Horikoshi besiyerinde yapilan

optimizasyon sonrasi elde edilen veriler dogrultusunda belirlenmistir. Deney sonuglarmm
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grafiksel ¢izimi Statistica programinda (TIBCO Software Inc., USA) yapilmistir. Deneyler,
250 mL’lik erlende 50 mL besiyeri ile, inkiibasyon ¢alkalamali inkiibatorde gergeklestirilmistir.

39 numarali izolat i¢in gida/tarimsal atik ilaveli besiyerinde yapilacak tasarimda, bagimsiz
degisken olarak inkiibasyon sicaklig1 ve karistirma devri segilmistir. Bu bagimsiz degiskenlerin
seviyeleri ise inkiibasyon sicaklig i¢in 25, 30 ve 35°C; karigtirma devri igin 100, 150 ve 200
rpm olarak belirlenmistir. 39 numarali izolata ait gida/tarimsal atik ilaveli besiyerindeki deney
tasarmmunin bagimsiz degiskenleri ve seviyeleri ¢izelge 3.9°da, olusturulan deney tasarimi ise

cizelge 3.10’da verilmistir.

Cizelge 3.9 39 nolu izolata ait gida/tarimsal atik ilaveli besiyerinde Yamit Yiizey
Yontemi Merkezi Bilesik Tasarim modeliyle yapilan deney tasariminda
kullanilan bagimsiz degiskenler ve seviyeleri

Seviyeler
Bagimsiz Degiskenler Degisken Kodlari
-1 0 +1
Inkiibasyon sicaklig1 (°C) X1 25 30 35
Karistirma devri (rpm) X, 100 150 200

Cizelge 3.10 39 nolu izolata ait gida/tarimsal atik ilaveli besiyerinde Yanit Yiizey
Y ontemi Merkezi Bilesik Tasarim modeliyle yapilan deney tasarimi

Deney Sayisi Inkiibasyon Karnistirma
(Run) Sicakhigr (°C) Devri (rpm)

1 30 150

2 35 100

3 25 150

4 30 150

5 35 200

6 30 200

7 30 150

8 25 100

9 30 100

10 25 200

11 35 150

12 30 150

13 30 150

o1



67 numarali izolat ile atik ilaveli besiyerinde yapilan tasarimda bagimsiz degisken
olarak inkiibasyon sicakligi, besiyeri baglangic pH degeri ve karistirma devri
kullanilmistir. Bu bagimsiz degiskenlerin seviyeleri ise, Horikoshi besiyerindeki deney
tasarim sonuglar1 g6z Oniine alinarak sirasiyla; inkiibasyon sicakligi i¢in 25, 30 ve 35°C;
besiyeri baslangi¢c pH degeri i¢in pH 6, 7 ve 8; karistirma devri i¢in 100, 150 ve 200

rpm olarak belirlenmistir.

67 nolu izolata ait gida/tarimsal atik ilaveli besiyerindeki deney tasarimindaki bagimsiz
degiskenler ve seviyeleri ¢izelge 3.11°de, olusturulan deney tasarimai ise ¢izelge 3.12°de

verilmigtir.

Cizelge 3.11 67 nolu izolata ait gida/tarimsal atik ilaveli besiyerinde Yanit Yiizey
Yontemi Merkezi Bilesik Tasarim modeliyle yapilan deney tasariminda
kullanilan bagimsiz degiskenler ve seviyeleri

Bagimsiz Degiskenler Degisken Seviyeler

Kodlar1 1 0 )
Inkiibasyon Sicaklig1 (°C) X1 25 30 35
Karistirma Devri (rpm) X, 100 150 200
Besiyeri Baslangi¢ pH Degeri X3 6 7 8

3.2.13 Ksilanaz iiretim besiyerine ilave edilen gida/tarimsal atik
konsantrasyonunun etkisinin belirlenmesi

Gida/tarimsal atigin besiyerindeki konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi aragtirilmistir.
Gida/tarimsal atiklar %2,0-5,0-7,0 (w/v) oranlarinda Horikoshi besiyerine ksilan yerine
karbon kaynagi amaciyla ilave edilmistir (Battan vd. 2007, Coman ve Bahrim 2011, Adigiizel
ve Tunger 2016b). Belirtilen konsantrasyonda besiyerine ilave edilip Yanit Yiizey Yontemi
ile belirlenmis optimum gelisme degerlerinde, aktiflestirme besiyerinden %1 inokiilasyon
oranminda, 250 mL’lik erlende 50 mL besiyeri hazirlanarak galkalamali inkiibatérde enzim

tiretimi gerceklestirilmisgtir.
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3.2.14 Istatistiksel yontemler

Arastirmadan elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi i¢in Minitab 16
(Minitab Inc., USA) programi kullanilmistir. Gruplar arasi farkliliklar: tespit etmek igin

coklu karsilagtirma testi olarak Tukey Testi kullanilmistir.

Cizelge 3.12 67 nolu izolata ait gida/tarimsal atik ilaveli besiyerinde Yanit Yiizey
Yontemi Merkezi Bilesik Tasarim modeliyle yapilan deney tasarimi

Deney Sayisi inkiibasyon ~ <Aristirma Besiyeri

AN Devri Baslangic
(Run) Sicakhigi (°C) (rpm) oH Degeri
1 30 200 7
2 30 100 7
3 25 100 6
4 30 150 7
5 25 200 6
6 30 150 6
7 35 200 8
8 30 150 7
9 25 200 8
10 30 150 7
11 35 100 6
12 30 150 8
13 25 150 7
14 35 100 8
15 35 200 6
16 30 150 7
17 35 150 7
18 30 150 7
19 25 100 8
20 30 150 7
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Degisik Kaynaklardan Bakterilerin izolasyonu ve Gram Boyama Testi
Sonuclan

Calisma kapsaminda degisik kisi ve kurumlardan temin edilen ve toprak, cliriimiis
saman, kepek, nohut mayasi, bitki atiklari, bugday sapi, meyve atiklari, elma posasi,
eksi hamur mayasi ve fistik kabugundan izole edilen 66 yerli bakteri 6rneginden; Gram
boyama sonucunda 39 izolatin Gram pozitif ve basil seklinde oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 izolatlarin Gram boyama sonuglari

izolat no. Gram Boyama Hiicre Sekli  izolat no. Gram Boyama  Hiicre Sekli
1*(Refera Gram + Basil 35 Gram + Basil

ns)

2 Gram + Basil 36 Gram + Basil

3 Gram + Basil 37 Gram - Kokobasil
4 Gram + Basil 38 Gram - Kokobasil
5 Gram + Basil 39 Gram + Basil

6 Gram + Basil 40 Gram - Kok

7 Gram + Basil 41 Gram var. Basil

8 Gram + Basil 42 Gram + Basil

9 Gram var. Basil 43 Gram + Kokobasil
10 Gram + Basil 44 Gram - Kokobasil
11 Gram + Basil 45 Gram + Basil

12 Gram + Basil 46 Gram + Basil

13 Gram + Basil 47 Gram + Kokobasil
14 Gram + Basil 48 Gram var. Basil

15 Gram + Kok 49 Gram - Kokobasil
16 Gram + Kok 50 Gram + Basil

17 Gram + Basil 51 Gram var. Basil

18 Gram var. Basil 52 Gram + Basil

19 Gram + Basil 53 Gram + Basil

20 Gram + Basil 54 Gram + Basil

21 Gram + Basil 55 Gram - Kok

22 Gram + Basil 56 Gram - Kok

23 Gram + Basil 57 Gram + Basil

24 Gram var. Basil 58 Gram + Basil

25 Gram + Basil 59 Gram + Basil

26 Gram - Basil 60 Gram + Basil

27 Gram + Basil 61 Gram + Basil

28 Gram - Kok 62 Gram - Kokobasil
29 Gram - Kokobasil 63 Gram var. Basil

30 Gram - Kok 64 Gram + Basil

31 Gram var. Kokobasil 65 Gram + Basil

32 Gram + Kok 66 Gram + Basil

33 Gram + Kokobasil 67 Gram + Basil

34 Gram + Kok

*Ksilanaz tireten referans bakteri susu Bacillus subtilis ATCC 6633’11 ifade etmektedir.
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Bacillus cinsine ait bakterilerin Gram pozitif, hiicrelerinin basil seklinde ve sporlu
oldugu bilinmektedir (Moteshafi 2016). Bu nedenle izole edilen bakteri 6rneklerinin
Bacillus cinsine ait olma ihtimali yiiksek olup, izolatlarin tanimlanmasi kapsaminda

orneklere sporlandirma testi uygulanmistir (Anonim 2017).

4.2 izolatlarin Spor Varhgmin Belirlenmesi Analizi Sonuglar:

izolatlarin tanimlanmas1 kapsaminda 66 adet yerli izolata ve referans sus olarak
kullanilan Bacillus subtilis ATCC 6633 susuna spor varliginin belirlenmesi analizi
yapilmis olup, analiz sonuglar1 gizelge 4.2°de verilmistir. 57 adet ornek, 1sil islem
sonrasinda PCA besiyerinde gelisme gostermis, dolayisiyla izolatlarin spor olusturan
bakteri oldugu sonucu elde edilmis olup, bu izolatlar postansiyel Bacillus cinsine ait

olarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.2 Izolatlarm spor varliginin belirlenmesi analizi sonuglar

izolat no. Spor Varhgi izolat no. Spor Varhg

1* Var 35 Yok
2 Var 36 Var
3 Var 37 Var
4 Var 38 Var
5 Var 39 Var
6 Var 40 Var
7 Var 41 Var
8 Var 42 Var
9 Var 43 Var
10 Var 44 Var
11 Var 45 Var
12 Var 46 Var
13 Var 47 Var
14 Yok 48 Var
15 Yok 49 Yok
16 Var 50 Yok
17 Var 51 Var
18 Var 52 Var
19 Var 53 Var
20 Var 54 Var
21 Var 55 Var
22 Var 56 Var
23 Var 57 Yok
24 Var 58 Var
25 Var 59 Var
26 Yok 60 Var
27 Var 61 Var
28 Var 62 Var
29 Var 63 Var
30 Var 64 Var
31 Var 65 Var
32 Var 66 Var
33 Var 67 Var
34 Var

*Bacillus subtilis ATCC 6633

4.3 Ksilanaz Aktivitesine Sahip Izolatlarin Belirlenmesi

Orneklerden, ksilanaz enzim aktivitesine sahip olan izolatlar1 belirlemek amaciyla, 10
mL Horikoshi besiyerinde %]1 inokiilasyon oraninda ekim yapilmis, ardindan 28°C’de
24 saat inkiibe edilmistir. Ksilanaz aktivitesi sonuclar ¢izelge 4.3’te verilmistir. En

yiiksek ksilanaz aktivitesine 6,79 U/mL ile 3 numarali izolatin sahip oldugu
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belirlenmistir. Ksilanaz aktivite degeri 2,00 U/mL’den diisiik olan izolatlarin, nemli bir
aktiviteye sahip olmadiklar1 diisliniilmiistiir. Calismanin ilerleyen asamalarina ksilanaz
aktivite degeri yiiksek olarak belirlenen 12 adet izolatla devam edilmis olup, bunlar
sirastyla; 3, 39, 43, 44, 45, 46, 48, 63, 64, 65, 66, 67 numarali izolatlardir.

Cizelge 4.3 Izolatlarm ksilanaz aktivite sonuglar1 (U/mL)

izolat no. Ksilanaz Aktivitesi Izolat no.  Ksilanaz Aktivitesi
(U/mL) (U/mL)

1" 1,77 £0,30 35 2,28 +0,02

2 3,38 £0,06 36 <2,00

3 6,79 £0,01 37 < 2,00

4 < 2,00 38 < 2,00

5 3,13 +0,09 39 4,42 £0,02

6 < 2,00 40 < 2,00

7 3,00 +0,14 41 <2,00

8 3,36 +£0,09 42 2,70 £0,08

9 3,67 £0,06 43 4,18 40,05

10 3,30 +0,07 44 5,77 £0,06

11 2,98 +0,09 45 3,97 £0,11

12 3,10 +0,07 46 4,11 +0,00

13 3,21 £0,01 47 3,13 £0,04

14 < 2,00 48 5,30 +£0,03

15 < 2,00 49 3,55 +0,01

16 < 2,00 50 <2,00

17 < 2,00 51 <2,00

18 2,91 40,03 52 <2,00

19 3,10 £0,18 53 <200

20 <2,00 54 < 2,00

21 3,59 +£0,18 55 < 2,00

22 3,74 +0,02 56 <2,00

23 <2, 00 57 <2,00

24 3,45 0,13 58 < 2,00

25 3,61 £0,01 59 < 2,00

26 2,24 £1,96 60 < 2,00

27 3,46 £0,06 61 < 2,00

28 <2,00 62 < 2,00

29 <2,00 63 4,18 £0,10

30 < 2,00 64 4,25 £0,05

31 < 2,00 65 4,90 £0,01

32 < 2,00 66 3,93 +0,01

33 3,81 +0,09 67 4,57 £0,06

34 < 2,00

*Bacillus subtilis ATCC 6633
**Sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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4.4 izolatlarin Hiicre ve Koloni Morfolojilerinin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda izole edilen bakteri izolatlarina tanimlama testlerinden biri olan

koloni morfoloji testi uygulanmustir. 12 adet izolatin hiicre ve koloni morfolojik

ozellikleri gizelge 4.4’te, Nutrient Agar besiyerinde 28°C’de 24 saat inkiibasyon sonucu

elde edilen tek koloni goriiniimleri sekil 4.1, 4.2°de verilmistir. Gram boyama testi

sonucunda 3, 39, 45, 46, 64, 65, 66 ve 67 numarali izolatlarin Gram pozitif ve hiicre

sekillerinin basil seklinde oldugu, dolayisiyla Bacillus cinsine ait olabilecegi

belirlenmistir. Gram boyama sonucu degisik hiicre morfolojisine sahip izolatlarin her

birini temsilen sekil 4.3.a, 4.3.b, 4.3.c’de sirasiyla 39, 48, 63 numarali izolatlara ait 151k

mikroskobuyla elde edilmig goriintiileri verilmistir.

Cizelge 4.4 izole edilen bakteri 6rneklerinin hiicre ve koloni morfolojileri

Hiicre Morfolojisi

Koloni Morfolojisi

izolat
No. Gram Hiicre Sekli Kolqni Koloni Kgloni N KE)Ioni. Koloni
Boyama Sekli Kenarnt  Yiikseltisi  Yiizeyi Yapisi
3 Gram+ Basil Dairesel  Diiz Konveks  Parlak  Kuru
39 Gram + Basil Dairesel ~ Dalgali  Konveks  Pirtizli Kuru
43 Gram + Kokobasil Dairesel  Diiz Konveks  Parlak  Kuru
44 Gram var. Basil Dairesel ~ Dalgali  Konveks  Pirtizli Kuru
45 Gram + Basil Dairesel  Diiz Diigmeli  Parlak  Mokoid
46 Gram + Basil Dairesel  Dalgali  Konveks  Pirtzli Kuru
48 Gram + Kok Dairesel Diiz Konveks  Parlak  Kuru
63 Gram + Kokobasil Dairesel Diiz Konveks  Parlak  Kuru
64 Gram + Basil Dairesel Diiz Konveks  Parlak  Kuru
65 Gram + Basil Dairesel ~ Dalgali  Konveks  Piirtizli Kuru
66 Gram + Basil Dairesel  Diiz Diigmeli  Parlak  Mukoid
67 Gram + Basil Dairesel ~ Dalgali  Konveks  Piirtizli Kuru
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Gram pozitif ve basil hiicre morfolojisine sahip 8 adet izolatin koloni goriintiisii
incelendiginde; 39, 46, 65 ve 67 numarali izolatlarin genis, krem renkli, dalgali kenarli,
yiizeyi piiriizlii ve kuru koloni morfolojisine sahip olduklar1 gézlenmistir. 3, 43 ve 64
numarali izolatlarin kiigiik boyutta, yuvarlak, krem renkli, diiz kenarli, konveks ve
yiizeyi parlak kolonilere sahip oldugu goriilmiistiir. 45 ve 66 numarali izolatlarin ise,
diger 6 izolattan (izolat no: 3, 39, 46, 64, 65, 67) farkli olarak, mukoid yapida ve diigme
seklinde koloniler olusturdugu goézlenmistir. 12 izolatin Nutrient Broth besiyerinde
gelismeleri incelendiginde; 43, 44, 48 numarali izolatlarin besiyerinde sadece bulaniklik
olusturdugu, 3, 39, 45, 46, 63, 64, 65, 66, 67 numarali izolatlarin tlimiiniin 43, 44, 48
numarali izolatlara kiyasla sivi besiyerinde daha diisiik bulaniklik ve bu ii¢ izolattan

farkli olarak yiizeyde zar olusturdugu gozlenmistir (Sekil 4.4.a ve 4.4.b).

Ghosh vd. (2002) izole ettikleri Bacillus circulans kolonilerini yuvarlak, konveks,
yiizeyi piirtizlii; Bacillus pumilus kolonilerini yuvarlak, konveks, ylizeyi piiriizsiiz;
Bacillus cereus kolonilerini ise yuvarlak, konveks, mukoid 6zellikte oldugunu
bildirmislerdir. Rehman vd. (2015) g¢iiriik sebzelerden izole ettikleri Bacillus
licheniformis kolonilerini Nutrient Agar besiyerinde kivrimli, opak, mukoid ozellikte
oldugunu belirtmiglerdir. Anbu vd. (2017) topraktan izole ettikleri Bacillus subtilis
kolonilerini Nutrient Agar besiyerinde genis, yuvarlak, beyaz ve mukoid oldugunu
bildirmislerdir. Calismalar, Bacillus cinsine ait cesitli tiirlerin birbirinden farkli koloni
morfolojisine sahip olabilecegini gostermektedir. Bu ¢aligma kapsaminda izole edilen
Gram pozitif ve basil hiicre morfolojisine sahip izolatlar, sirasiyla 3, 39, 45, 46, 64, 65,
66, 67 numarali izolatlarin hiicre ve koloni morfolojisi goz Oniine alindiginda,
literatiirdeki ¢alisma sonuglariyla benzer sonuglar elde edilmis olup, Bacillus cinsine ait

olma ihtimallerinin yiiksek oldugu sonucuna varilmistir (Anonim 2017).
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Sekil 4.1 3, 39, 43, 44, 45 ve 46 nolu izolatlarin Nutrient Agar besiyerinde 28°C’de 24 saat inkiibasyon sonucu elde edilen tek koloni
morfolojisi
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Sekil 4.2 48, 63, 64, 65, 66 ve 67 nolu izolatlarin Nutrient Agar besiyerinde 28°C’de 24 saat inkiibasyon sonucu el
koloni morfolojisi
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Sekil 4.3 izolatlarm Gram boyama sonucu 1s1k mikroskobundaki hiicre morfolojisi goriintiisii (a-39, b-48, c-63 numarali izolatlar)



Sekil 4.4 a) izolatlarin TSB besiyerinde 28°C’de 24 saat inkiibasyon sonucu gelisme
goriiniimii, b) 39 numarali izolatin TSB Broth besiyerindeki gelisme
goriiniimii ve besiyeri ylizeyinde zar goriintiisii

4.5 izolatlarin Ksilanaz Aktivite Degerleri

Bu calismada, izolatlarin ksilanaz aktivitesi ilk asamada 10 mL’lik Horikoshi
besiyerinde c¢alkalamali inkiibasyon yapilmadan belirlenmistir. Gelisme besiyeri
hacminde Olgek biiyiitmenin ve calkalamali inkiibasyonun enzim aktivitesine etkisi
bulundugu bildirilmistir (Kapoor vd. 2008, Helianti vd. 2016, Yegin vd. 2016).
Caligmanin Yanit Yiizey Yontemi ile optimizasyon basamaginda, 250 mL’lik erlende
50 mL Horikoshi besiyeri olacak sekilde enzim iiretimi planlandig i¢in ksilanaz aktivite
degeri yiiksek olan 2 adet yerli izolat1 belirlemek amaciyla; 250 mL’lik erlenlerde 50
mL Horikoshi besiyeri olacak sekilde izolatlarin ksilanaz aktiviteleri belirlenmistir.
Nutrient Broth besiyerinde aktiflestirilmis kiiltlirden %1 inokiilasyon oraninda
Horikoshi besiyerine ekim yapilmistir. 12 adet yerli izolat, 28°C’de 150 rpm’de 24 saat

calkalamali olarak inkiibe edilmis, sonuglar ¢izelge 4.5’te verilmistir.

Izolatlardan, en yiiksek aktivite degeri 13,33 U/mL ile 39 numarali izolatta saptanmustir.
43 ve 44 numarali izolatlar 2,00 U/mL’den diisiik, 63 numarali izolat ise 2,37 U/mL ile
en disik aktiviteye sahip izolatlar olarak belirlenmistir. Gram boyama, koloni
morfolojileri, gelisme hizlart ve ksilanaz aktivite analiz sonuglar1t goz Oniine

alindiginda; Gram pozitif ve basil hiicre sekline sahip 3, 39, 45, 46, 64, 65, 66, 67
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numarali izolatlar potansiyel ksilanaz iireticisi Bacillus sp. olarak degerlendirilmis, 16S
rRNA dizi analizi i¢in se¢ilmistir. Gram pozitif, basil hiicre morfolojisine sahip
olmayan ve ksilanaz enzim aktivite degeri diisilk olan 43, 44, 48 ve 63 numarali
izolatlarin Nutrient Broth besiyerindeki gelismelerinin zayif oldugu belirlenmis olup,

ilerleyen agamalari i¢in uygun izolatlar olmadig1 sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.5 Izolatlarm 50 mL Horikoshi besiyerindeki ksilanaz aktivite sonuglari

izolat No. Ksilanaz Aktivitesi (U/mL)
1* 0,49 +0,02
3 3,58 £0,58

39 13,33 £1,08
43 <2,00

44 <2,00

45 5,23 £0,67
46 5,55 +0,52
48 4,93 £2,55
63 2,37 £0,37
64 4,30 £0,48
65 6,20 +0,70
66 3,72 £0,48
67 5,57 £0,09

*Bacillus subtilis ATCC 6633

Calismanin sonraki basamaginda ksilanaz tiretim kosullarimi1 Yanit Yiizey Yontemi ile
optimize etmek amaciyla, cins ve tiir tanimlamasi yapilan izolatlar arasindan ksilanaz
aktivite degerleri gbz Oniine alindiginda 13,33 U/mL ve 6,20 U/mL aktiviteye sahip
olan 39 ve 65 numarali izolatlarin ileriki asamalar i¢in segilebilecegi belirlenmistir.
Ancak, diger izolatlara kiyasla daha yiiksek ksilanaz aktivitesine sahip 65 numarali
izolat ile yapilan 6n denemelerde, ard arda yapilan deneylerde stabil enzim aktivitesine
sahip olmamasindan dolay1 ¢alismada kullanilacak ikinci yerli izolat olarak diger

yiiksek ksilanaz aktivitesine sahip 67 numarali izolat tercih edilmistir.

64



Kapoor vd. (2008) Bacillus pumilus MKO0O1 susu ile ¢esitli tarimsal atiklar ilave
ettikleri besiyerini kullanarak yaptiklart ksilanaz iiretim c¢alismasinda karigtirma
devrinin besiyerinde ¢6ziinen oksijen miktarmni, dolayisiyla da fermantasyon prosesini
etkiledigini belirtmiglerdir. Sepahy vd. (2011) de Bacillus mojavensis AG137 ile
yaptiklar1 ¢alismada benzer sonucu elde etmislerdir. Ayrica besiyerini mekanik olarak
karistirmanin, topaklagsmayi da onlemesinden dolay1 en iyi karistirma yontemi oldugu

belirtilmektedir (Gusek vd. 1991).

4.6 izolatlarin 16S rRNA Gen Dizi Analizi ile Cins ve Tiirlerinin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda izole edilen, hiicre ve koloni morfolojik 6zellikleri yani sira
ksilanaz aktivite degerleri dikkate alinarak segilen 3, 39, 45, 46, 64, 65, 66, 67 numarali
izolatlarin 16S rRNA PCR iriinlerinin agaroz jeldeki gériiniimleri ve gen dizi analizi
sonucu baz dizilimleri elde edilmistir (EK 1, EK 2). Baz dizilimleri BLAST
programiyla analiz edilmis olup, sonuglar tiir bazinda benzerlik orani olarak cizelge
4.6’da verilmistir. Analiz sonucunda izolatlarin tamaminin Bacillus cinsine ait oldugu

ve belirlenen tiirlerle benzerlik oranlarinin %99 oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.6 Calismada izole edilen bakteri 6rneklerinin 16S rRNA dizi analiz sonuglari

izolat Kaynag Tiir Ad Benzerlik

No. Oram, %
3 * Bacillus subtilis subsp. inaquosorum BGSC 3A28 99
39  Nohut Mayas1  Bacillus halotolerans DSM 8802 99
45 Bugday Sap1 Bacillus subtilis DSM 10 99
46 Bugday Sap1 Bacillus halotolerans DSM 8802 99
64 Fistik Kabugu  Bacillus licheniformis DSM 13 99
65 Fistik Kabugu  Bacillus subtilis DSM 10 99
66 Fistik Kabugu  Bacillus subtilis JCM 1465 99
67 Fistik Kabugu  Bacillus halotolerans DSM 8802 99

*3 nolu izolat yerli izolat olup, Prof. Dr. ismail KARABOZ (Ege Univ. Fen Fak. Biyoloji B6liimii)’dan
temin edilmistir.
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4.7 Filogenetik Aga¢ Cizimi

16S rRNA gen dizi analizi sonucu elde edilen baz dizilimleri EK 2’de verilmistir.
MEGA X (Molecular Evalutionary Genetics Analysis, USA) programinda 16S rRNA
dizi analizi sonucu belirlenen baz dizilimleri kullanilarak, 8 izolatin filogenetik agag
cizimi yapilmis, izolatlarin birbirleriyle olan benzerliklerinin giivenilirlik orani yiizde

olarak ifade edilmistir (Sekil 4.5).

Ornek no.3 (Bacillus subtilis subsp. inaquosorum)
Ornek no.65 (Bacillus subtilis strain DSM 10)
Ornek no.45 (Bacillus subtilis strain DSM 10)
) Ornek no.67 (Bacillus halotolerans strain DS 8802)
0 Ornek no.39 (Bacillus halotolerans strain DSM 8802)
(
(
(

100

7 Ornek no.46 (Bacillus halotolerans strain DSM 8802)
Ornek no.66 (Bacillus subtilis strain JCM 1465)
Ornek no.64 (Bacillus licheniformis strain DSM 13)

B2

Sekil 4.5 Yerli izolatlarin filogenetik agag iizerinde gosterimi

Calismanin sonraki basamaginda, ksilanaz iiretim kosullarin1 Yanit Yiizey Yontemi ile
optimize etmek amaciyla kullanilacak 39 ve 67 nolu izolatlarin her ikisinin de, 16S

rRNA dizi analizi sonucunda, Bacillus halotolerans tiiriine ait oldugu belirlenmistir.

4.8 izolatlarla Ksilanaz Enzimi Uretiminde Yamt Yiizey Yontemi Analiz Sonuclari

Minitab programinda Yanit Yiizey Yontemi Merkezi Bilesik Tasarim Modeli’yle
Horikoshi besiyerinde ksilanaz enzim ftretiminin, 39 ve 67 numarali izolatlar ile
Bacillus subtilis ATCC 6633 referans susu igin optimizasyonu yapilmistir. Bu
kapsamda, yanit (enzim aktivitesi) lizerine etkisi olan her bir bagimsiz degisken icin 3

seviye olacak sekilde; inkiibasyon sicakligi 30, 35 ve 40°C; karistirma devri 100, 150,
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200 rpm; besiyeri baslangic pH degeri pH 6, 7 ve 8 kullanilarak yapilan deney tasarimi
sonucunda 39 numarali, 67 numarali izolatlar ve Bacillus subtilis ATCC 6633 referans
susu icin elde edilen ksilanaz enzim aktivitesi sonuglari sirasiyla, ¢izelge 4.7, 4.8 ve
4.9’da verilmistir. Enzim aktivite sonuglari, elde edilen degerlerin ortalamasini ifade
etmektedir. Enzim aktivite degerlerinin elde edilmesinin ardindan, Minitab programinda
Yanit Yiizey Yontemi ile dizayn edilen tasarimin analizi yapilmistir. Bu analiz
sonucunda regresyon katsayisinin (R?), tahminlenmis regresyon katsayisinin (R-
Sq(pred)), standart sapmanin (S), model uygunsuzlugunun (lack of fit), inkiibasyon
sicakligl, karigtirma devri ve besiyeri baslangic pH bagimsiz degiskenlerinin ve
bagimsiz degiskenlerin ayr1 ayri birbiriyle interaksiyonlarinin ve sonuglarin istatistiki

acidan 6nemli olup olmadigi incelenmistir.

67



89

Cizelge 4.7 39 nolu izolata ait Yanit Yiizey Yontemi Merkezi  Cizelge 4.8 67 nolu izolata ait Yanit Yiizey Yontemi Merkezi Bilesik

Bilesik Tasarim modeli ile yapilan deney tasarimi Tasarim modeli ile yapilan deney tasarimi sonuglari
sonugclari
Deney Inkiibasyon Kanstirma  Besiyeri Enzim
Deney Inkiibasyon Karistirma  Besiyeri Enzim Numarasi Sicakhig Devri Baslangi¢ Aktivitesi
Numarasi Sicakhg Devri Baslangic  Aktivitesi (Run) (°C) (rpm) pH Degeri (U/mL)
(Run) (°C) (rpm) pH Degeri  (U/mL) 1 35 150 7 13,98
1 35 150 7 12,83 2 35 150 8 12,70
2 35 150 8 10,12 3 40 100 8 7,17
3 40 100 8 747 4 35 150 7 18,55
4 35 150 7 12,80 5 35 150 7 10,81
5 35 150 7 13,33 6 40 200 6 6,02
6 40 200 6 9,04 7 35 150 7 12,60
7 35 150 7 12,68 8 30 100 8 16,48
8 30 100 8 23,01 9 30 200 6 8,34
9 30 200 6 13,90 10 35 150 7 12,60
10 35 150 7 13,15 11 35 200 7 17,99
11 35 200 7 12,72 12 30 100 6 13,30
12 30 100 6 19,22 13 40 200 8 4,39
13 40 200 8 7,03 14 30 200 8 8,46
14 30 200 8 16,15 15 40 150 7 9,23
15 40 150 7 10,43 16 40 100 6 8,38
16 40 100 6 7,21 17 30 150 7 18,68
17 30 150 7 20,30 18 35 150 6 16,97
18 35 150 6 12,98 19 35 100 7 9,26
19 35 100 7 9,88 20 35 150 7 16,18
20 35 150 7 13,30




Cizelge 4.9 Bacillus subtilis ATCC 6633 referans susa ait Yamt Yiizey YOntemi
Merkezi Bilesik Tasarim modeli ile yapilan deney tasarimi sonuglari

Deney Inkiibasyon Karistrma  Besiyeri Enzim

Numarasi Sicakligi Devri Baslangi¢ Aktivitesi

(Run) (°C) (rpm) pH Degeri (U/mL)
1 35 150 7 4,84
2 35 150 8 5,01
3 40 100 8 4,88
4 35 150 7 5,24
5 35 150 7 5,00
6 40 200 6 5,66
7 35 150 7 4,84
8 30 100 8 5,29
9 30 200 6 5,32
10 35 150 7 5,40
11 35 200 7 4,97
12 30 100 6 4,69
13 40 200 8 5,61
14 30 200 8 521
15 40 150 7 4,55
16 40 100 6 5,01
17 30 150 7 5,45
18 35 150 6 5,07
19 35 100 7 4,80
20 35 150 7 4,84

4.9 izolatlarla Ksilanaz Enzimi Uretiminde Yanmit Yiizey Yontemi Varyans Analizi
Sonuclan

Yanit Yiizey Yontemi ile yapilan tasarim sonuglarinda her bir bagimsiz degisken ve
yanit i¢in temel gostergeler olan varyans analiz (ANOVA) tablolarinin sonuglari,
regresyon katsayisinin (R? ya da R-Sq) ve tahminlenmis regresyon katsayisinin (R-
Sq(pred)) 1,0’a ne kadar yakin oldugu, model uygunsuzlugunun (lack of fit) ideal olarak
istatistiksel agidan Onemsiz yani P degerinin 0,05 degerinden biiyliik olma durumu
incelenmistir. Yanit Yiizey Yontemi, sadece prosesin optimizasyonu amacglh degil,
bagimsiz degiskenlerin ayr1 ayr1 ve birbirleriyle etkilesimlerinin yanit iizerine etkisini
belirlemede de kullanilmaktadir. Bdylece elde edilen analiz sonuglari bagimsiz

degiskenlerin yanit iizerindeki etkisinin istatistiki acidan 6nemli olup olmadigini
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saptamak ve bagimsiz degiskenlerin seviye araliklarinin se¢iminin kontroliinii de
miimkiin kilmaktadir. Bu g¢alismada, inkiibasyon sicaklig1 (°C), karistirma devri (rpm)
ve besiyeri baslangi¢c pH degeri bagimsiz degiskenlerinin ksilanaz aktivitesine ‘yanit’
etkisi incelenmistir. Calisma kapsaminda izole edilen, 39 numarali yerli izolatlarin
Horiskoshi besiyerinde ksilanaz iiretiminin Yamit Yiizey Yontemi ile tasarimi
sonucunda elde edilen verilerin analiz sonuglar1, cizelge 4.10 ve cizelge 4.11°de
verilmistir. Cizelgelerde, sicaklik (°C) terimi inkiibasyon sicakligini, devir (rpm) terimi

karigtirma devrini, pH terimi ise besiyeri baslangic pH degerini ifade etmektedir.

39 numarali izolata ait tasarim sonucunda regresyon Kkatsayisi 0,824, model
uygunsuzlugu sonucu (lack of fit) P degeri 0,735 olarak elde edilmistir (Cizelge 4.10 ve
4.11). R? degerinin 1,0’a yakin bir deger oldugu, ancak yeterince yiiksek olmadigi
goriilmektedir. Model uygunsuzlugu istatistiksel agidan onemsiz (P>0,05) bulunmus
olup, boylece tasarlanan modelin sonuglarla uyumlu oldugu anlasilmaktadir (Cizelge
4.11). Karigtirma devri ve inkiibasyon sicakligi bagimsiz degiskenlerinin ksilanaz
aktivitesine etkisinin, istatistiki acidan 6nemli (P<0,05) oldugu belirlenmistir. Bagimsiz
degiskenlerin birbiriyle interaksiyonunun istatistiksel ac¢idan Onemsiz oldugu

gorilmektedir.

Cizelge 4.10 39 nolu izolata ait Yamt Yiizey Yontemi ile belirlenen tahminlenen
regresyon katsayilari

Terim Coef? SE Coef® T P

Constant 13,8920 0,9062 15,330 0,000
Devir -2,2057 0,8742 -2,523 0,033
Sicaklik -3,0070 0,7992 -3,762 0,004
pH -0,3810 0,7992 -0,477 0,645
Devir *Devir -6,3637 1,8955 -3,357 0,008
Sicaklik*Sicaklik 0,3000 1,6545 0,181 0,860
pH*pH 1,1800 1,6545 0,713 0,494
Devir*Sicaklik 0,9800 0,8935 1,097 0,301
Devir*pH -0,4350 0,8935 -0,487 0,638
Sicaklik*pH -0,7675 0,8935 -0,859 0,413

R-Sq(R?) = %82,47 R-Sq(pred)=%31,92 S=2,52

2 Coefficient (katsay1) , ° Standard error coefficient (Standart hata katsayis1)
R-Sq (Regresyon katsayisi), R-Sq(pred) (Tahminlenmis regresyon katsayisi), S (Standart sapma)
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Cizelge 4.11 39 nolu izolata ait Yanit Yiizey YOntemi varyans analizi sonucu

Source DF* SeqSS” AdjSS® AdjMSs® F P
Model 9 270,423 270,423 30,0470 4,70 0,015 anlamh
Linear 3 119,097 132,538 44,1792 6,92 0,010
Devir 1 27,225 40,665 40,6655 6,37 0,033
Sicaklik 1 90,420 90,420 90,4205 14,16 0,004
pH 1 1,452 1,452 1,4516 0,23 0,645
Square 3 137,417 137,417 45,8057 7,17 0,009
Devir*Devir 1 133,576 71,995 71,9952 11,27 0,008
Sicaklik*Sicaklik 1 0,592 0,210 0,2100 0,03 0,860
pH*pH 1 3249 3249 32489 051 0,494
Interaction 3 13,909 13,909 4,6365 0,73 0,562
Devir*Sicaklik 1 7,683 7,683 7,6832 1,20 0,301
Devir *pH 1 1,514 1,514 1,5138 0,24 0,638
Sicaklik*pH 1 4,712 4,712 4,7125 0,74 0,413
Residual Error 9 57,485 57,485 6,3873
Lack-of-Fit 4 16,597 16,597 4,1492 0,51 0,735 anlamsiz
Pure Error 5 40,889 40,889 8,1778

Total 18 327,909

a Degrees of freedom (Serbestlik derecesi), ° Sequential sum of squares (Ardisik kareler toplamu),

CAdjusted sum of squares (Diizeltilmis kareler toplami), ~ Adjusted mean square (Diizeltilmis ortalama
kareler)

Tahminlenmis regresyon katsayisi degerinin (R-Sq(pred)) regresyon katsayisit (R-sQ)
degerine yakin olmasi arzu edilmek olup, modelin yeni gézlemleri ne derecede giiclii
tahmin ettigini gosteren bir degerdir. 39 numarali izolat i¢in yapilan tasarimda,
tahminlenmis regresyon katsayist degeri (%31,92) regresyon katsayisindan (%82,47)
disik c¢ikmistir (Cizelge 4.11). 39 numarali izolata ait tasarimda segilen
parametrelerden bazilarinin aktiviteye etkisinin istatistiki agidan Onemsiz ¢ikmasi,
tahminlenmis regresyon Kkatsayisi degerini diisiirmektedir. Bu modelde besiyeri
baslangi¢c pH parametresinin ve ikili interaksiyonlarin istatistiki agidan yanita etkisinin
onemsiz ¢ikmasi, modelin yeni gozlemleri daha zayif bir sekilde tahmin ettigini
gostermektedir. Standart sapma degeri modelin yanitt ne kadar iyi tanimladigini
gosteren bir diger Ol¢iittiir. Standart sapma degerinin diislik olmasi arzu edilmekte olup,
39 numarali izolat i¢in 2,52 degerinde bulunmus olup, kabul edilebilir bir seviyede
oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.11). Sekil 4.6’da goriildiigii gibi, model yardimiyla
tahmin edilen ksilanaz enzimi aktivite degerleriyle deneysel olarak elde edilen sonuglar
biiyiik 6l¢iide uyum igerisindedir. Tasarlanan model istatistiki a¢idan anlamli (P<0,05)

olarak ¢ikmis olup, bdylece ksilanaz aktivitesini tahmin etmek i¢in olusturulan bu
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model kullanildiginda %1,5 ihtimalle modelin disinda sonug elde edilecegini

gostermektedir (Cizelge 4.11).

18 |

16
Y=0,8247X + 2,064
14{ R*=%825
12 |

10 -

Tahmin Edilen Ksilanaz Aktivite Degerleri (U/mL)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Deneysel Ksilanaz Aktivite Sonuglar: (U/mL)

Sekil 4.6 39 nolu izolata ait Horikoshi besiyerinde elde edilen ksilanaz aktivitesi
deneysel sonuglariyla model sonuglarinin karsilastirilmasi

Tasarimdan, enzim aktivitesini tahmin etmek icin elde edilen denklem asagidaki
sekildedir (Esitlik 4.1). Burada; Y ksilanaz enzim aktivitesini, X; inkiibasyon
sicakligini, X5 ise karistirma devrini, X3 ise besiyeri baslangi¢c pH degerini ifade etmekte

olup; bu terimlerin denklemdeki birimleri, sirastyla U/mL, °C ve rpm’dir.

Y= 33,3090 — 0,9549X; + 0,6432X, — 10,2235X3 + 0,012(X1)* — 0,0025(X2)* +
1,18(X3)? + 0,0039X1 X5 — 0,1535X: X5 — 0,0087X,X3 (4.1)

67 numaral1 yerli izolatlarin Horiskoshi besiyerinde ksilanaz {iretiminin Yanit Yiizey
Yontemi ile tasarimi sonucunda elde edilen verilerin analiz sonuglari, gizelge 4.12 ve
cizelge 4.13’te verilmistir. Regresyon katsayist (R?) 0,996, model uygunsuzlugu sonucu
(lack of fit) P degeri 0,109 olarak hesaplanmistir. R? degeri 1,0’a oldukga yakin olarak
elde edilmistir. Model uygunsuzlugu istatistiksel agidan onemsiz (P>0,05) bulunmus
olup, boylece tasarlanan modelin sonuglarla uyumlu oldugu anlasilmaktadir. Karistirma
devri, inkiibasyon sicakligi ve besiyeri baslangic pH degeri bagimsiz degiskenlerinin

ayr1 ayri ve birbirleriyle interaksiyonlarinin aktiviteye etkisinin, istatistiki agidan 6nemli
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(P<0,05) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.12). Bu modelde tahminlenmis regresyon
katsayist degeri (R-Sq(pred), %96,74) regresyon katsayisina (R?) oldukca yakin bir
deger olarak elde edilmistir (Cizelge 4.12). Modelin yeni gozlemleri giiglii bir sekilde
tahmin ettigini gostermektedir. Diisiik olmasi arzu edilen standart sapma degeri, 67
numarali izolat i¢in 0,38 degerinde hesaplanmis olup, kabul edilebilir bir seviyede

oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12 67 nolu izolata ait Yanit Yiizey Yontemi ile belirlenen tahminlenen
regresyon katsayilari

Term Coef SE Coef T P

Constant 12,8721 0,1423 90,442 0,000
Sicaklik -5,1340 0,1224 -41,958 0,000
pH 0,5824 0,1344 4,334 0,002
Devir -1,3026 0,1344 -9,695 0,000
Sicaklik*Sicaklik 2,7074 0,2654 10,200 0,000
pH*pH 1,1191 0,3217 3,479 0,008
Devir *Devir -3,8659 0,3217 -12,018 0,000
Sicaklik*pH -0,9813 0,1368 -7,173 0,000
Sicaklik*Devir 1,6887 0,1368 12,345 0,000
pH*Devir -0,4687 0,1368 -3,426 0,009

R-Sq(R?) = %99,64 R-Sq(pred)= %96,74 S=0,38

% Coefficient (katsay1) , ° Standard error coefficient (Standart hata katsayisi)
R-Sq (Regresyon katsayisi), R-Sq(pred) (Tahminlenmis regresyon katsayisi), S (Standart sapma)

Sekil 4.7°de goriildiigii gibi, model yardimiyla tahmin edilen ksilanaz enzimi aktivite
degerleriyle deneysel olarak elde edilen sonuglar yiiksek oranda uyum igerisindedir.
Tasarlanan model istatistiki agidan anlamli (P<0,05) olarak ¢ikmis olup, bdylece
ksilanaz aktivitesini tahmin etmek i¢in olusturulan bu model kullanildiginda %1’den

daha diisiik ihtimalle modelin diginda sonug elde edilecegini gostermektedir (Cizelge
4.13).

67 numaral1 izolata ait tasarimdan, enzim aktivitesini tahmin etmek i¢in elde edilen

denklem esitlik 4.2°de verilmistir.

Y=178,884 — 8,2468X; + 0,2670X, — 6,8102X5 + 0,1082(X1)> — 0,0015(X,)* +
1,1191(X3)? + 0,0067X1X, — 0,1962X; X3 — 0,0093X,X5 (4.2)
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Cizelge 4.13 67 nolu izolata ait Yanit Yiizey YoOntemi varyans analizi sonucu

Source DF SeqSS AdjSS AdjMS F P
Model 9 333,149 333,149 37,017 247,24 0,000 anlamh
Linear 3 272,201 280,025 93,342 623,45 0,000
Sicaklik 1 263,580 263,580 263,580 1760,51 0,000
pH 1 2,060 2,812 2,812 18,78 0,002
Devir 1 6,561 14,072 14,072 93,99 0,000
Square 3 28,672 28,672 9,557 63,84 0,000
Sicaklik*Sicaklik 1 2,969 15,576 15,576 104,03 0,000
pH*pH 1 4,080 1,812 1,812 12,10 0,008
Devir*Devir 1 21,623 21,623 21,623 144,42 0,000
Interaction 3 32,276 32,276 10,759 71,86 0,000
Sicaklik*pH 1 7,703 7,703 7,703 51,45 0,000
Sicaklik*Devir 1 22,815 22,815 22,815 152,39 0,000
pH*Devir 1 1,758 1,758 1,758 11,74 0,009
Residual Error 8 1,198 1,198 0,150
Lack-of-Fit 3 0,806 0,806 0,269 3,43 0,109 anlamsiz
Pure Error 5 0,391 0,391 0,078
Total 17 334,347

a Degrees of freedom (Serbestlik derecesi), 0 Sequential sum of squares (Ardigik kareler toplami),
CAdjusted sum of squares (Diizeltilmis kareler toplami), ~ Adjusted mean square (Diizeltilmis ortalama

kareler)
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Sekil 4.7 67 nolu izolata ait Horikoshi besiyerinde elde edilen ksilanaz aktivitesi
deneysel sonuglartyla model sonuglarinin karsilastirilmasi

Esitlik 4.2°de; Y ksilanaz enzim aktivitesini, X; inkiibasyon sicakligini, X, ise

karistirma devrini, X3 terimi ise pH degerini ifade etmekte olup; bu terimlerin

denklemdeki birimleri, sirastyla U/mL, °C ve rpm’dir.
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ikinci dereceden bir denklem olarak ifade etmekte olup; tasarim icin belirlenen bagimsiz
degisken terimlerinin her birinin denklemde yer almasi ve regresyon katsayisinin
yiiksek olmasi ile olusturulan tasarimin yanit1 giiclii bir sekilde agiklayacagi yorumu

yapilabilmektedir.

Bacillus subtilis ATCC6633 susunun Horiskoshi besiyerinde ksilanaz tiretiminin Yanit
Yiizey Yontemi ile tasarimi sonucunda elde edilen verilerin analiz sonuglari, ¢izelge
4.14 ve gizelge 4.15’te verilmistir. Bacillus subtilis ATCC 6633 referans susa ait
tasarim sonucunda regresyon katsaysi (R%) 0,6978, model uygunsuzlugu sonucu (lack
of fit) P degeri 0,677 olarak elde edilmistir (Cizelge 4.14 ve 4.15). Model uygunsuzlugu
istatistiksel agidan Onemsiz ¢ikmis (P>0,05); fakat hem tasarlanan model hem de
karistirma devri, inkiibasyon sicaklig1 ve besiyeri baslangi¢c pH degeri parametrelerinin
ayr1 ayrt ve bu parametrelerin interaksiyonlarinin aktiviteye etkisinin, istatistiki agidan
onemsiz (P>0,05) oldugu belirlenmistir. Bacillus subtilis ATCC 6633 referans susa ait
tasarim sonucunda standart sapma (S) degeri diisiik ¢ikmig, ancak tahminlenmis

regresyon katsayist degeri (R-Sq(pred)) %0,00 olarak hesaplanmustir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14 Bacillus subtilis ATCC 6633 referans susa ait Yanit Yiizey Yontemi ile
belirlenen tahminlenen regresyon katsayilari

Term Coef SE Coef T P

Constant 5,04855 0,07956 63,453 0,000
Sicaklik 0,07196 0,07675 0,938 0,373
Devir 0,21029 0,07017 2,997 0,015
pH 0,02569 0,07017 0,366 0,723
Sicaklik*Sicaklik 0,40441 0,16642 2,430 0,038
Devir*Devir -0,19643 0,14526 -1,352 0,209
pH*pH -0,03942 0,14526 -0,271 0,792
Sicaklik*Devir 0,10388 0,07845 1,324 0,218
Sicaklik*pH -0,08366 0,07845 -1,066 0,314
Devir*pH -0,07850 0,07845 -1,001 0,343

R-Sq(R%) = %69,78 R-Sq(pred) =% 0,00 S =0,22

2 Coefficient (katsay1) , ° Standard error coefficient (Standart hata katsayisi)
R-Sq (Regresyon katsayis1), R-Sq(pred)(Tahminlenmis regresyon katsayisi), S (Standart sapma)
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Cizelge 4.15 Bacillus subtilis ATCC 6633 referans susa ait Yamit Yiizey YOntemi
varyans analizi sonucu

Source DF SeqgSS AdjSS Adj MS F P
Model 9 1,02302 1,02302 0,113669 2,31 0,114 anlamsiz
Linear 3 045936 049211 0,164037 3,33 0,070
Sicaklik 1 0,01052 0,04328 0,043276 0,88 0,373
Devir 1 0444224 0,44224 0,442235 8,98 0,015
pH 1 0,00660 0,00660 0,006601 0,13 0,723
Square 3 037204 037204 0,124014 2,52 0,124
Sicaklik*Sicaklik 1 0,26952 0,29075 0,290753 591 0,038
Devir*Devir 1 0,09890 0,09003 0,090030 1,83 0,209
pH*pH 1 0,00363 0,00363 0,003626 0,07 0,792
Interaction 3 019162 0,19162 0,063872 1,30 0,334
Sicaklik*Devir 1 008633 0,08633 0,086325 1,75 0,218
Sicaklik*pH 1 005599 0,05599 0,055989 1,14 0,314
Devir*pH 1 004930 0,04930 0,049302 1,00 0,343
Residual Error 9 044312 0,44312 0,049236
Lack-of-Fit 4 0,14449 0,14449 0,036122 0,677 anlamsiz
Pure Error 5 0,29864 0,29864 0,059727
Total 18 1,46614

a Degrees of freedom (Serbestlik derecesi), g Sequential sum of squares (Ardisik kareler toplami),

CAdjusted sum of squares (Diizeltilmis kareler toplami), ~ Adjusted mean square (Diizeltilmis ortalama
kareler)

Yanita etki eden parametrelerin istatistiki agidan Onemsiz ¢ikmasindan dolay1
tahminlenmis regresyon katsay1 degeri (%0,00) diisiik olarak elde edilmistir. Bu yiizden
yapilan tasarimin analizi sonucu elde edilen regresyon katsayisi, tahminlenmis
regresyon Kkatsayisi, modelin ve parametrelerin istatistiki ag¢idan Onem durumu
incelendiginde, tasarimin enzim aktivitesine etki eden parametlerin etkisini tahmin
edemeyecegi sonucu elde edilmistir. Dolayisiyla, referans susun istatistiki acidan
dikkate deger enzim aktivite degeri gostermemesi nedeniyle elde edilen bu verilerin
yanit ylizey grafiklerinin ¢izimi, yanit1 ifade eden esitligin ve optimum ksilanaz iiretim

noktasinin hesaplanmasi yapilamamustir.

Ho ve Heng (2015) Bacillus subtilis ATCC 6633 susu ile yaptiklari calismada
besiyerine karbon kaynagi olarak bugday kepegi ve soya fasulyesi kabugu ilave ettikleri
besiyerinde ksilanaz aktivitesini 11,96 U/mL olarak bildirmislerdir. Bu ¢alismada Ho ve
Heng (2015) sonuglariin aksine ksilan iceren besiyerinde maksimum ksilanaz aktivitesi

diisiik (5,66 U/mL) olarak elde edilmistir.
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410 Tlzolatlarin Ksilanaz Aktivitesine Ait Yamt Yiizey Grafiklerinin
Degerlendirilmesi

Tasarim sonucu elde edilen ksilanaz aktivitesi sonuglarina ait yanit yiizey grafiklerinin,
Minitab 16 programinda analiz edilebilmesine karsin, bu ¢alismada 3 boyutlu yanit
yiizeyinin farkli acgilardan incelenebilme olanagi saglamasindan dolayr Statistica
programinda incelenmesi tercih edilmistir. 39 ve 67 numarali izolatlara ait Yanit Yiizey
Yontemi ile yapilan tasarim sonuglarmin yanit yiizey grafikleri, sirasiyla sekil 4.8, 4.9
ve 4.10; sekil 4.11, 4.12 ve 4.13’te verilmistir. Bacillus subtilis ATCC 6633 referans sus
icin yapilan tasarimda, istatistiki acidan dikkate deger enzim aktivite degeri
gostermemesi nedeniyle, bu sus icin elde edilen wverilerin grafiksel ¢izimi

yapilamamigtir.

AV N
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Sekil 4.8 39 nolu izolata ait, inkiibasyon sicakligi (°C) ve karistirma devrinin (rpm)
ksilanaz enzim aktivitesine etkisi

39 numarali izolata ait yamit yiizey grafikleri incelendiginde, karistirma devri ve
inkiibasyon sicakligimmin ksilanaz aktivitesine etkisini gosteren sekil 4.8°de verilen
grafigin kavisli bir goriinlime sahip oldugu goriilmektedir. Bu grafikten, karistirma

devri ve inkiibasyon sicakliginin enzim aktivitesinin artigina biiylik 6l¢iide etkisinin
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oldugu anlasiimaktadir. Bu iki parametre igin, inkiibasyon sicakliginin 30°C ve
karistirma devrinin 150 rpm oldugu seviyelere dogru aktivitenin belirgin bir artis
gosterdigi gozlenmektedir. Fakat karistirma devrinin artmasiyla ksilanaz aktivitesinde
siirekli bir artis olmadig1 belirlenmistir. Ayrica, Yanmit Yiizey Yontemi sonucunda
yapilan varyans analiziyle, karistirma devri i¢in P degeri 0,033 ve inkiibasyon sicakligi
icin P degeri 0,004 olarak hesaplanmis, boylece bu iki parametrenin istatistiki agidan

ksilanaz aktivitesini etkileyen 6nemli parametreler oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.10).

39 numarali izolata ait, inkiibasyon sicaklig1 ve besiyeri baslangi¢c pH parametrelerinin
enzim aktivitesi iizerine etkisini gosteren grafik sekil 4.9°da verilmistir. Besiyeri
baslangic pH degerindeki degisikligin ksilanaz aktivitesine etkisinin belirgin olmadigi,
inkiibasyon sicakliginin 30°C oldugu seviyeye dogru ksilanaz aktivitesinde artis oldugu
gbzlenmistir. Benzer sekilde besiyeri baslangic pH ve karistirma devri bagimsiz
degiskenleri beraber incelendiginde, besiyeri baslangic pH degerinin degismesinin
ksilanaz aktivitesinde belirgin farkliliga neden olmadigi, karistirma devrinin 150 rpm

oldugu seviyelerde aktivitenin maksimum oldugu goériilmektedir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.9 39 nolu izolata ait, besiyeri baslangi¢c pH degeri ve inkiibasyon sicakliginin
(°C) ksilanaz enzim aktivitesine etkisi
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Sekil 4.10 39 nolu izolatta, besiyeri baslangi¢ pH degeri ve karistirma devrinin (rpm)
ksilanaz enzim aktivitesine etkisi

Yanit Yiizey Yontemi ile yapilan tasarimin varyans analiz sonuglari, farkli besiyeri
baslangi¢c pH degerlerinde elde edilen ksilanaz aktivitelerinin arasindaki farkin istatistiki
acidan 6nemsiz oldugu (P>0,05) sonucunu gostermistir (Cizelge 4.10). Dolayisiyla, 39
numaralt izolat ic¢in besiyeri baglangi¢ pH degerinin aktiviteyi etkileyen Onemli

bagimsiz degiskenler arasinda olmadig1 sonucuna varilmaistir.

39 numarali izolatin atik ilaveli besiyeri kullanilarak ksilanaz iiretiminin optimizasyonu
asamasinda, besiyeri baslangic pH degeri i¢in herhangi bir pH ayarlamas1 yapilmadan
mevcut besiyeri formiilasyonu sonucu elde edilen pH degeri ile (pH 6,1) devam
edilmistir. Inkiibasyon sicakliginin 30°C’nin altindaki degerler i¢in modelin verecegi
yanit1 belirlemek amaciyla 39 numarali izolatin gida/tarimsal atik ilaveli besiyerinde
ksilanaz iiretiminin optimizasyonu asamasinda inkiibasyon sicakliginin seviyeleri 25, 30

ve 35°C olarak tasarim yapilmistir.

67 numaral izolata ait yanit yiizey grafikleri incelendiginde; karistirma devri ve
inkiibasyon sicakligi degiskenlerinin enzim aktivitesi artisinda etkili oldugu

anlasilmaktadir (Sekil 4.11). Bu iki bagimsiz degisken i¢in, inkiibasyon sicakliginin
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30°C oldugu ve karistirma devrinin 150 rpm oldugu seviyelere dogru aktivitede belirgin
bir artis gozlenmistir. Ayrica, Yanit Yiizey YOntemi ile yapilan varyans analizi, bu iki
parametrenin hem ayri ayri hem de interaksiyonlarinin ksilanaz aktivitesi iizerine
etkisinin istatistiki agidan 6nemli (P<0,05) oldugunu gostermistir (Cizelge 4.12). Ancak,
inkiibasyon sicakligmin 30°C’nin altindaki degerler ig¢in modelin verecegi yamiti
belirlemek amaciyla 67 numarali izolatin gida/tarimsal atik ilaveli besiyerinde ksilanaz
tiretiminin optimizasyonu asamasinda inkiibasyon sicakliginin seviyeleri 25, 30 ve 35°C

olarak tasarim yapilmaistir.
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Sekil 4.11 67 nolu izolatta, inkiibasyon sicakligi (°C) ve karistirma devrinin (rpm)
ksilanaz enzim aktivitesine etkisi

Sekil 4.12°de 67 numarali izolata ait yanit yilizey grafigi verilmis olup, bu grafikte
degisen besiyeri baslangic pH degerleri igin ksilanaz aktivite degerinin oldukc¢a diisiik
oranda degistigi goriilmektedir. Ancak, inkiibasyon sicakliginin 30°C seviyelerine dogru
enzim aktivitesinin biiyilk oranda arttig1 goriilmektedir. Yanit Yiizey Yontemi ile
yapilan varyans analizi, besiyeri baslangic pH degeri ve inkiibasyon sicakligi bagimsiz
degiskenlerinin hem ayr1 ayrt hem de interaksiyonlarinin ksilanaz aktivitesi {izerine
etkisinin istatistiki agidan 6nemli oldugunu gostermistir (Cizelge 4.12). Sekil 4.12°de

elde edilen grafikten inkiibasyon sicakligi igin segilen faktor seviyesinden daha diisiik
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sicaklik degeri i¢in de enzim aktivitesinin belirlenmesi gerektigi sonucu elde edilmistir.
Sekil 4.13’te karistirma devri parametre seviyelerinde kavisli bir grafik elde edilmis

olup, 150 rpm seviyelerine dogru enzim aktivitesinde artis oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.12 67 nolu izolata ait, inkiibasyon sicakligi (°C) ve besiyeri baslangig¢ pH
degerinin ksilanaz enzim aktivitesine etkisi
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Sekil 4.13 67 nolu izolata ait, besiyeri baslangic pH degeri ve karigtirma devrinin (rpm)
ksilanaz enzim aktivitesine etkisi
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4.11 Horikoshi Besiyerinde Ksilanaz Uretimi i¢in Optimum Noktanin Belirlenmesi

Minitab programinda, 39 numarali ve 67 numarali izolatlar i¢in tasarlanan modelin
uyumlu ¢ikmasi sonucu, bu modelde Horikoshi besiyerinde ksilanaz enzimi {iretimi igin
inkiibasyon sicakligi, karistirma devri ve besiyeri baslangic pH degeri bagimsiz
degiskenlerinin optimum enzim aktivitesinin elde edildigi degerleri belirlenmistir.
Minitab programinda 39 numarali ve 67 numarali izolatlar i¢in tasarlanan modellerde,
ayni programda modelin optimum noktasinin hesaplanmasi sonucu elde edilen bagimsiz
degiskenlerin optimum degerleri, sirasiyla Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’te verilmistir. Bu
sonuca gore; 39 numaral izolat i¢in 135 rpm, 30°C ve pH 8, 67 numarali izolat i¢in 127

rpm, 30°C ve pH 8 oldugu kosullar optimum ksilanaz iiretim kosullaridir.

N Devir Sicaklik pH
orpre tigh 11399351 30,01 501
ar . , /
1,0000 [ow 100,0 30,0 6,0
/— —_—

Composite

Desirability

1,0000

Aktivite
Maximum
y = 19,2801
d = 1,0000

Sekil 4.14 39 nolu izolat ile ksilanaz iiretimi igin bagimsiz degiskenlerin Yanit Yiizey
Yontemi ile hesaplanan optimum degerleri

Yegin vd. (2016) Aureobasidium pullulans Y-2311-1 susu ile bugday kepegi ilaveli
besiyerinde yaptiklari ksilanaz tiretiminin optimizasyonu ¢aligmasinda karigtirma devri
parametresinin onemli oldugunu savunmuslardir. Yiiksek karistirma devrinde ksilanaz
aktivitesinin diisiik olmasini, yliksek devirde hiicre kiitlesinin bugday kepegi ylizeyine

baglanmasinin olumsuz etkilendigi seklinde yorumlamislardir. Diisiik karistirma
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devrinde ise, bugday kepeginin homojen olarak dagilmamasina neden oldugu igin

aktivitenin negatif etkilenmis oldugunu savunmuslardir.

- Sicakiik pH Poh
Optimal High [38’8] [g,g] [122709'7027]
ur ’ !
1,0000 | o 30,0 6,0 1000
Composite 4\
Desirability
1,0000

Aktivite
Maximum
y = 24,1702
d =1,0000

Sekil 4.15 67 nolu izolat ile ksilanaz iiretimi i¢in bagimsiz degiskenlerin Yanit Yiizey
Yontemi ile hesaplanan optimum degerleri

Bu ¢alismada optimum karistirma devrinin orta seviyelerde bir deger olarak elde
edilmesinin  sebebinin  Yegin vd.’nin (2016) acikladigi sekilde olabilecegi
diisiiniilmektedir. Izolatlarm izole edildikleri kaynaklar g6z éniinde bulunduruldugunda,
optimum besiyeri baslangic pH degerinin pH 8 seviyesinde elde edilmesinin makul

oldugu anlasilmaktadir.

Yerli izolatlarin Yanit Yiizey Yontemi ile tasarimi sonucu elde edilen optimum enzim
tiretim kosullarinda ksilanaz aktivitesi ve spesifik aktivite degerleri hesaplanmistir.
Ksilanaz aktivitesi; 39 numarali izolat i¢in 17,58 U/mL, 67 numarali izolat i¢in 23,47
U/mL; toplam protein tayini ile belirlenen spesifik aktivite degerleri ise 39 numaral
izolat i¢in 15,09 U/mg ve 67 numarali izolat i¢in 18,99 U/mg olarak belirlenmistir.
Modelde, enzimin optimum iretim sartlarinda tahmin edilen ksilanaz aktivitesi
degerine, deneysel olarak, 39 numarali izolat i¢in (teorik olarak tahmin edilen aktivite
degeri 19,28 U/mL) %91 oraninda, 67 numarali izolat i¢in (teorik olarak tahmin edilen

aktivite degeri 24,17 U/mL) %97 oraninda yakin degerler elde edilmistir.
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39 ve 67 numarali izolatlarin Horikoshi besiyerinde ksilanaz iiretiminin Yanit Yiizey
Yontemi ile optimizasyonu Oncesi ve optimizasyonu ile elde edilen enzim aktivite
sonuglar1 sekil 4.16°da verilmektedir. Optimizasyonun 39 numaral izolatta 1,3 kat, 67

numarali izolatta ise 4,2 kat enzim aktivitesini arttirdigi gortiilmektedir.

25 23,47
20 17,58
S m Optimizasyon
15 Oncesi
10

4 Optimizasyon
Sonrast

39

Enzim Aktivitesi (U/mL)

67

Sekil 4.16 39 ve 67 nolu izolatlara ait ksilanaz iiretiminin Yanit Yiizey YoOntemi ile

optimizasyonu oncesi ve sonrasi elde edilen ksilanaz aktivite degerleri
(U/mL)

Heck vd. (2005) Amazon bolgesinden izole ettikleri B. circulans susunu kullanarak
Yanit Yiizey Yontemi Merkezi Bilesik Tasarim (Central Composite Design) ile ksilanaz
liretiminin optimizasyonunu caligmig, bu tasarim yontemiyle elde ettikleri model
parametreleri kullanilarak, 3,7 kat daha fazla enzim aktivitesi (0,928 U/mg) elde
etmislerdir. Kallel vd. (2016) B. mojavensis ile Yanit Yiizey Yontemi Merkezi Bilesik
Tasarim modeli ile besiyerindeki 5 parametrenin optimizasyonunu yapmislardir. Enzim
liretiminin optimize oldugu kosullarda 6 kat fazla enzim iiretimi gergeklestirilmistir.
Arastirmacilar bu Ozellikteki ksilanazin meyve suyu ve yem proseslerine uygun
oldugunu savunmuslardir. Limkar vd. (2019) Bacillus licheniformis ile yaptiklar
caligmada bugday kepegi ile ksilanaz iiretimini optimize etmiglerdir. Box-Behnken

tasarim yontemiyle yapilan optimizasyon ksilanaz tiretimini 1,27 kat artirmislardir.

Calismada, 67 numarali izolat ile Horikoshi besiyerinde yapilan optimizasyon sonucu
enzim aktivitesi 4,2 kat artirilmis, regresyon katsayisi %99,64 olarak elde edilmis;

ksilanaz aktivitesini agiklayan denklem goz oniine alindiginda, denklemde hem birinci
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derece terimlerin hem de ikinci derece terimlerin olmasi bu izolat ile yapilacak ileriki
calismalarda denklemin ksilanaz aktivitesine iliskin ‘yaniti” giigli bir sekilde

aciklayacagi goriilmiistiir.

4.12 Ksilanaz Uretim Besiyerine Ilave Edilen Gida ve Tarimsal Atiklarin Bilesim
Analizi Sonuclari

Temin edilen gida ve tarim atiklarinin kurutma ve 6gilitme islemlerinden sonra bilesim
analizleri yapilmistir. Omeklerin etiivde kurutma, &giitme ve eleme islemlerinin
ardindan goriinimleri sekil 4.17°de verilmistir. Gida ve tarimsal atik Orneklerinin
bilesimini belirlemek amaciyla, bilesimi hesaplamada kullanilan glikoz, ksiloz ve
arabinoz sekerlerinin HPLC cihazinda Transgenomic CarboSep COREGEL §7H3

kolonundaki alikonma zamanlar1 ¢izelge 4.16°da verilmistir.

Sekil 4.17 Ksilanaz tiretim besiyerine ilave edilen kurutup 6giitiilmiis gida ve tarimsal
atiklarin goriintiisii. Soldan saga; elma posasi, misir kogani, bugday kepegi.

Cizelge 4.16 Scker standart ¢ozeltilerinin HPLC cihazinda 0,5 mL/dk akis hizindaki
alikonma zamanlari

Seker Standart Cozeltisi Glikoz Ksiloz Arabinoz

Alikonma Zamam (dk) 10,880 11,686 12,891

“Transgenomic CarboSep COREGEL 87H3 kolonundaki alikonma zamanini ifade etmektedir.

Gida ve tarim atiklarinin bilesimlerindeki seliiloz ve hemiseliilloz miktarlarinin

hesaplanmasinda; seliilozun glikozdan hesaplanmasinda c¢evirme faktorii 0,90, ksilanin
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ksilozdan hesaplanmasinda ise 0,88 olarak alinmistir (Shen ve Wyman 2011).
Hemiseliilozun hesaplanmasinda ise ksilan ve arabinoz degerlerinin toplami alinmustir.
Gida/tarimsal atiklarin bilesim sonuglart ¢izelge 4.17°de verilmis olup, bilesenlerin

detayli miktarlar1 EK 3’te verilmistir.

Cizelge 4.17 Ksilanaz iiretiminin Yanit Yiizey Yontemi ile optimizasyonu amaciyla
ksilanaz tiretim besiyerine ilave edilen gida/tarimsal atiklarin bilesimi

Bilesen Elma Posasi Bugday Kepegi Misir Kocani
% Kuru Madde Cinsinden

Seliiloz 20,76 £7,76 40,25 £1,27 31,53 £0,93
Hemiseliiloz 20,29 £7,77 21,10 +0,31 33,62 £0,44
Lignin 16,00 +0,40 11,59 +0,33 16,24 +0,15
Kiil 1,63 £0,44 1,90 +£0,60 2,12 +0,49
Nem 4,50 £0,91 7,72 £0,85 4,39 +0,59
Toplam Kiitle 63,18 82,56 87,90

“Sonuglar, % kuru madde bazinda aritmetik ortalama +standart sapma seklinde verilmistir
Nem, 6rnegin etiivde kurutulma ve ardindan 6giitiilmesi iglemleri sonrasinda 6l¢iilmiistiir

Guerrero vd. (2015) elma posasmin bilesimini %47,5 seliiloz, %27,8 hemiseliiloz,
%22,4 lignin, %5,10 kiil olarak bildirmistir. Macagnan vd. (2016) elma posasinin
bilesiminde seliiloz ve hemiseliiloz diginda %6,98 protein, %8,19 lipit, %17,31 oraninda
¢oziilebilir pektin oldugunu bildirmistir. Bu tez ¢alismasinda, elma posasi 6rneginde
analiz edilen bilesenlerin toplam miktar1 %63,89 olarak elde edilmistir. Literatiirdeki
caligmalar g6z oniine alindiginda elma posasindaki seliiloz miktarinin %20,76 ile diisiik
oldugu goriilmekte; bilesimin geri kalan yiizdesini ¢oziilebilir pektin, yag ve proteinin
olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Elma posasinin ksilan igeriginin ise %13,67 oraninda

oldugu belirlenmistir (EK 3).

Lequart vd. (1999) bugday kepegi bilesimini %42,5 glikoz, %15,4 ksiloz, %3,1
arabinoz, %3,4 lignin olarak bildirmektedir. Maes ve Delcour (2002) ise %28,5 glikoz,
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%17,0 protein, %10,1 arabinoz, %16,9 ksiloz, %0,6 mannoz, %1,9 galaktoz, %6,0 yag
ve %3-6 iironik asit olarak bildirmislerdir. Hromadkova vd. (2008) bugday kepeginin
bilesimdeki sekerler disinda, %7,4 lignin, %5,4 kiil, %13,2 protein, %6,2 {lironik asitten
olustugunu belirtmektedir. Brijwani vd. (2010) ise seliiloz oranin1 diger ¢aligmalardan
daha diisiik oranda (%7,57) bulmus olup; bugday kepeginde %31,19 hemiseliiloz,
%4,06 lignin, %6,53 kiil ve diger calismalara paralel olarak protein oranint %16,29
olarak bildirmektedirler. Bu ¢alismada, bugday kepegi Orneginde analiz edilen
bilesenlerin toplam miktar1 %82,56 olarak elde edilmistir. Literatiirdeki caligmalar g6z
online alindiginda, bilesimin geri kalan ylizdesini protein, iironik asit, galaktoz ve
mannozun olusturabilecegi anlasilmaktadir. Bugday kepegi 6rneginde ksiloz miktari,

Lequart vd. (1999)’nin elde ettigi sonuca benzer sekilde, %13,53 olarak belirlenmistir.

Misir koganinin bilesiminin tayinine yonelik yapilan ¢alismalarda; Lili vd. (2011) misir
kogani bilesiminin %34,6 glikoz, %27,0 ksiloz, %3,6 arabinoz, %2,5 kiilden olustugunu
bildirmislerdir. Van Dongen vd. (2011) %34 glikoz, %28 ksiloz, %2,4 arabinoz, %0,8
galaktoz, %0,1 mannoz, %1,8 iironik asit ve %18,3 lignin olarak bildirmistir. Pointner
vd. (2014) musir koganinin bilesimini %38,8 seliiloz, %44,4 hemiseliilloz ve %11,9
oraninda lignin olarak bulmuslardir. Silva vd. (2015) %47,1 glikoz, %28,0 ksiloz, %5,4
arabinoz, %2,2 galaktoz, %0,2 mannoz, %2,2 {ironik asit, %17,8 lignin ve %]1,2 kiil;
Irmak ve Meryemoglu (2017) %41,1 seliiloz, %33,3 hemiseliiloz, %18,1 lignin ve %1,7
kiil; Perez-Rodriguez vd. (2017) %42,0 seliilloz, %45,9 hemiseliiloz, %2,8 lignin ve
%9,3 notral ¢oziilebilir bilesikler; Ayeni ve Daramola (2017) %16,29 seliiloz, %43,34
hemiseliilloz ve %33,65 lignin olarak belirlemislerdir. Bu calismada, misir kogani
orneginde analiz edilen bilesenlerin toplam miktar1 %87,90 olarak elde edilmistir.
Literatlirdeki ¢aligmalar goz Oniine alindiginda, bilesimin geri kalan yiizdesini {ironik
asit ve diisiik orandaki galaktoz ve mannozun olusturabilecegi tahmin edilmektedir.
Hemiseliiloz miktar1 %33,62 ile literatiirdeki sonuglara benzer sekilde yiiksek olarak
bulunmus olup, diger gida/tarimsal atiklarla kiyaslandiginda ksilanaz enzimi iiretimi

i¢in 1yi bir substrat olarak degerlendirilecegi ongoriilmektedir.

Calismada, ksilanaz iiretiminde etkili olan inkiibasyon sicaklifi, karistirma devri ve

besiyeri baslangi¢ pH degerinin optimum noktalar1 Yanit Yiizey Yo6ntemi ile Horikoshi
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besiyeri kullanilarak belirlenmistir. Ardindan ksilanaz iiretim besiyerine, karbon
kaynagi olarak Horikoshi besiyeri kompozisyonundaki ksilan yerine, sirasiyla bugday
kepegi, misir kocan1 ve elma posasi ilave edilerek, Minitab programinda Yanit Yiizey
Yontemi ile ksilanaz iretiminin optimizasyonu yapilmistir. Literatiirdeki ¢esitli
caligmalarda, bugday kepegi ve misir koganinin ksilanaz iiretiminde kullanildiginda,
diger cesitli atiklara gore icerdigi yiiksek ksilan miktarindan dolayr enzimin
sentezlenmesini tetikledigi, dolayisiyla bu tiir lignoseliilozik atiklarda daha yiiksek
enzim aktivitesi elde edildigi bildirilmistir (Sa-Pereira vd. 2002, Battan vd. 2007,
Kapoor vd. 2008, Yegin vd. 2016). Bilesim tayini sonucunda elma posasi, bugday
kepegi ve misir kogani Orneklerinin bilesimindeki ksilan oranlari, sirasityla %13,67,
%13,53 ve %30,06 olarak hesaplanmistir (EK 3). Elma posasinin da bugday kepegine
yakin degerlerde ksilan icerdigi saptanmis olup, ksilanaz iiretimi i¢in uygun bir atik

olabilecegi ongoriilmektedir.

4.13 Gida ve Tarimsal Atik flaveli Besiyerinde Enzim Uretim Optimum Noktasinin

Belirlenmesi

Calisma kapsaminda Tiirkiye’deki ¢esitli kaynaklardan izole edilen, 39 ve 67 numarali
Bacillus izolatlarinin gida/tarimsal atik ilaveli besiyerinde Yanit Yiizey Yontemi
Merkezi Birlesik Tasarim modeliyle ksilanaz {iretiminin tasarimlari yapilmistir. Bu
tasarimda kullanilan besiyeri bilesiminde karbon kaynagi olarak elma posas1 atig1 %0,5

(w/v) oraninda ilave edilmistir.

Tasarim sonucunda 39 numarali izolata ait belirlenen ksilanaz aktivitesi sonuglari
cizelge 4.18’de; yapilan tasarimin Minitab programinda degerlendirilmesiyle elde edilen
analiz sonuglar1 ¢izelge 4.19’da ve varyans analizi sonuglari ise ¢izelge 4.20’de

verilmistir.
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Cizelge 4.18 39 nolu izolata ait elma posasi ilaveli besiyerinde Yanit Yiizey Yo6ntemi
Merkezi Bilesik Tasarim modeliyle yapilan deney tasarimi sonuglari

gi?ﬁ:rm inkiib:i\sy(c))n Kag:\t/lrrima Ksilanaz Aktivitesi
(Run) Sicakhigr (°C) (rpm) (U/mL)
1 30 150 9,26

2 35 100 9,82

3 25 150 9,46

4 30 150 1,74

5 35 200 8,28

6 30 200 6,33

7 30 150 10,74

8 25 100 7,02

9 30 100 7,17
10 25 200 8,62
11 35 150 9,23
12 30 150 8,25
13 30 150 7,73

Cizelge 4.19 39 nolu izolata ait elma posasi ilaveli besiyerindeki Yanit Yiizey Yontemi
analiz sonuglar1

Term Coef SE Coef T P

Constant 8,1475 0,3085 26,408 0,000
Sicaklik 0,3717 0,2760 1,347 0,227
Devir -0,1300 0,2760 -0,471 0,654
Sicaklik* Sicaklik 1,3925 0,4139 3,364 0,015
Devir*Devir -1,2025 0,4139 -2,905 0,027
Sicaklik* Devir -0,7850 0,3380 -2,323 0,059

R-Sq(R%)= %78,82 R-Sq(pred)=%0,00 S=0,67

2 Coefficient (katsay1) , ° Standard error coefficient (Standart hata katsayis)
R-Sq (Regresyon katsayisi), R-Sq(pred) (Tahminlenmis regresyon katsayisi), S (Standart sapma)

39 nolu izolata ait tasarim sonucunda R? degeri 0,788, model uygunsuzlugu (lack of fit)
sonucu P degeri 0,583 olarak elde edilmistir. Model uygunsuzlugu istatistiksel agidan
onemsiz ¢ikmis olup, bdylece tasarlanan dizaynin sonuclarla uyumlu oldugu sonucu
elde edilmistir. Tasarlanan model istatistiki agidan anlamli (P<0,05) olarak hesaplanmas,
ancak karistirma devri ve inkiibasyon sicakligi bagimsiz degiskenlerinin aktiviteye

etkisinin, istatistiki agidan O©nemsiz (P>0,05) oldugu belirlenmistir. Bagimsiz
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degiskenlerin interaksiyonu incelediginde ise yalnizca (sicaklik*sicaklik) ve (rpm*rpm)

interaksiyonlarinin istatistiksel agidan 6nemli oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.20 39 nolu izolata ait elma posast ilaveli besiyerindeki Yanit Yiizey Yontemi
varyans analizi sonucu

Kaynak DF  SeqSS  AdjSS ﬁﬂdsl F p
Model 10,2013 102013 2,0403 447 0,048  anlami:
Linear 09302 00302 04651 102 0416
Stcaklik 08288 08288 08288 181 0227
Devir 01014 01014 01014 022 0,654
Square 68062 68062 34031 745 0024

5
2
1
1
2

Sicaklik* Sicaklik 1 2,9502 51708 51708 11,32 0,015

Devir* Devir 1 3,8560 3,8560  3,8560 8,44 0,027

Interaction 1 2,4649 2,4649  2,4649 5,39 0,059

Sicaklik* Devir 1 2,4649 2,4649  2,4649 5,39 0,059
Residual Error 6 2,7475 2,7415  0,4569
Lack-of-Fit 3 1,1910 1,1910  0,3970 0,77 0,583 anlamsiz
Pure Error 3 1,5550 1,5505  0,5168
Total 11 12,9428

a Degrees of freedom (Serbestlik derecesi), g Sequential sum of squares (Ardisik kareler toplami),

CAdjusted sum of squares (Diizeltilmis kareler toplami), ~ Adjusted mean square (Diizeltilmis ortalama
kareler)

Tahminlenmis regresyon katsayist degeri (R-Sq(pred)) (%0,00) regresyon katsayisindan
(%78,82) diisiik bulunmustur (Cizelge 4.19). 39 numarali izolata ait tasarimda segilen
parametrelerden bazilarinin aktiviteye etkisinin istatistiki a¢idan onemsiz ¢ikmasinin,
tahminlenmis regresyon katsayis1 degerinin diisiik c¢ikmasmma sebep oldugu
diistinilmektedir. Bu modelde yalnmzca (sicaklik*sicaklik) ve (rpm*rpm) ikili
interaksiyonlarinin istatistiki agidan yanita etkisinin 6nemli ¢ikmasi, modelin yeni
gozlemleri zayif bir sekilde tahmin edecegini gdstermektedir. Standart sapma degeri
0,67 degerinde bulunmus olup, kabul edilebilir bir seviyede oldugu goriilmektedir
(Cizelge 4.19). Ancak tiim bu istatistiki sonuglar beraber degerlendirildiginde,
tasarlanan modelin yaniti dogru bir sekilde aciklayamayacagi goriilmiis olup; elde
edilen bu verilerle yanit yiizey grafiklerinin ¢izimi, yanit1 ifade eden esitligin ve
optimum ksilanaz iiretim noktasinin hesaplanmasi yapilamamistir. Gida/tarimsal atik
ilaveli besiyerinde 39 numarali izolat i¢in ksilanaz {iretiminin optimizasyonunu

yapabilmek i¢in karbon kaynagi olarak kullanilan elma posast disinda diger besiyeri
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bilesenlerinin etkisi de gz oniine alinarak bir tasarim yapilmasi gerektigi sonucu elde

edilmistir.

Tasarim sonucunda 67 numarali izolata ait belirlenen ksilanaz aktivitesi sonuglari
cizelge 4.21°de; yapilan tasarimin Minitab programinda degerlendirilmesiyle elde edilen
analiz sonuclar1 ¢izelge 4.22°te verilmistir. 67 numarali izolata ait tasarim sonucunda
regresyon katsayist (R?) 0,6263, model uygunsuzlugu (lack of fit) sonucu P degeri 0,246
olarak elde edilmistir. Model uygunsuzlugu istatistiksel agidan 6nemsiz ¢ikmis ancak
tasarlanan model anlamsiz (P>0,05) olarak hesaplanmistir. Ayrica karistirma devri,
inkiibasyon sicakligi ve besiyeri baslangic pH parametrelerinin ksilanaz aktivitesine

etkisinin, istatistiki agidan dnemsiz oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.22).

Cizelge 4.21 67 nolu izolata ait elma posasi ilaveli besiyerinde Yanit Yiizey Yontemi
Merkezi Bilesik Tasarim modeliyle yapilan deney tasarimi sonuglari

Deney inkiibasyon Kanstrma — Besiyeri Ksilanaz Aktivitesi

Numarasi Sicakhig (°C) Devri Baslan'glg:. (U/mL)

(Run) (rpm) pH Degeri
1 30 200 7 5,34
2 30 100 7 7,57
3 25 100 6 7,90
4 30 150 7 7,76
5 25 200 6 7,38
6 30 150 6 8,69
7 35 200 8 7,98
8 30 150 7 7,65
9 25 200 8 8,67
10 30 150 7 8,85
11 35 100 6 9,91
12 30 150 8 7,13
13 25 150 7 8,83
14 35 100 8 7,36
15 35 200 6 8,03
16 30 150 7 7,74
17 35 150 7 7,54
18 30 150 7 6,78
19 25 100 8 7,04
20 30 150 7 7,69
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Cizelge 4.22 67 nolu izolata ait elma posasi ilaveli besiyerindeki Yanit Yiizey Yo6ntemi

analiz sonuglari

Term Coef SE Coef T P

Constant 7,6034 0,2733 27,825 0,000
Sicaklik 0,1000 0,2514 0,398 0,699
Devir -0,2380 0,2514 -0,947 0,366
pH -0,3730 0,2514 -1,484 0,169
Sicaklik*Sicaklik -0,7941 0,4793 1,657 0,129
Devir*Devir -0,9359 0,4793 -1,953 0,079
pH*pH 0,5191 0,4793 1,083 0,304
Sicaklik*Devir -0,2963 0,2810 -1,054 0,317
Sicaklik*pH -0,3788 0,2810 -1,348 0,207
Devir*pH 0,5813 0,2810 2,068 0,065

R-Sq(R%)=%62,63 R-Sq(pred)=%0,00 S=0,79

% Coefficient (katsay1) , ° Standard error coefficient (Standart hata katsayisi)

R-Sq (Regresyon katsayisi), R-Sq(pred) (Tahminlenmis regresyon katsayist), S (Standart sapma)

Tasarim sonucunda 67 numarali izolata ait varyans analizi sonuglari ise ¢izelge 4.23’te

verilmistir.

Cizelge 4.23 67 nolu izolata ait elma posasi ilaveli besiyerindeki Yanit Yiizey Yontemi
varyans analizi sonucu

Kaynak DF SeqSS AdjSS Adj MS F P
Model 9 10,5892 10,5892 1,1766 186 0,173 anlamsiz
Linear 3 2,0577 2,0577 0,6859 1,09 0,399
Sicaklik 1 0,1000 0,1000 0,1000 0,16 0,699
Devir 1 0,5664 0,5664 0,5664 0,90 0,366
pH 1 1,3913 1,3913 1,3913 2,20 0,169
Square 3 3,9789 3,9789 1,3263 2,10 0,164
Sicaklik* Sicaklik 1 1,4797 1,7341 1,7341 2,74 0,129
Devir* Devir 1 1,7582 2,4088 2,4088 3,81 0,079
pH*pH 1 0,7410 0,7410 0,7410 1,17 0,304
Interaction 3 4,5525 4,5525 1,5175 2,40 0,129
Sicaklik*Devir 1 0,7021 0,7021 0,7021 1,11 0,317
Sicaklik*pH 1 1,1476 1,1476 1,1476 1,82 0,207
Devir*pH 1 2,7028 2,7028 2,7028 4,28 0,065
Residual Error 10 6,3181 6,3181 6,3181
Lack-of-Fit 5 41536 4,1536 0,8307 1,92 0,246 anlamsiz
Pure Error 5 2,1645 2,1645 0,4329
Total 19 16,9073

a Degrees of freedom (Serbestlik derecesi), P Sequential sum of squares (Ardisik kareler toplamu),
cAdjusted sum of squares (Diizeltilmis kareler toplami), = Adjusted mean square (Diizeltilmis ortalama

kareler)
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Tahminlenmis regresyon katsayisi degeri diisiik olarak hesaplanmis olup, bu modelin
dogru bir tahmin yapmada yeterince gii¢lii olamayacagi sonucu elde edilmistir. Tiim bu
istatistiki sonuglar beraber degerlendirildiginde, tasarlanan modelin yaniti dogru bir
sekilde agiklayamayacagir gorilmiis olup, elde edilen bu verilerle yanit ylizey
grafiklerinin ¢izimi, yanit1 ifade eden esitligin ve optimum ksilanaz iiretim noktasinin
hesaplanmas1 yapilamamistir. Elma posasi ilaveli besiyerinde 67 numarali izolat i¢in 39
numarali izolat ile yapilan tasarimda oldugu gibi; ksilanaz iiretiminin optimizasyonunu
yapabilmek i¢in karbon kaynagi olarak kullanilan elma posasi disinda diger besiyeri
bilesenlerinin etkisi de géz Oniine alinarak bir tasarim yapilmasinin gerektigi sonucu

elde edilmistir.

4.14 Ksilanaz Uretim Besiyerine flave Edilen Gida ve Tarimsal Atik

Konsantrasyonunun Etkisinin Belirlenmesi

Gida/tarimsal atik ilaveli besiyerinde Yanit Yiizey Yontemi ile yapilan deney tasarimi
sonuglarinda regresyon katsayisi (Rz) degerlerinin diisiik olmasi, parametrelerin ve
interaksiyonlarinin etkisinin istatistiki agidan onemsiz ¢ikmasi sonucunda Horikoshi
besiyerinde optimizasyon sonucu elde edilen optimum parametre degerleri kullanilarak
calismaya devam edilmistir. Bu kapsamda besiyerine %2, %5 ve %7 oranlarinda
gida/tarimsal atik ilave edilmis olup; 39 numarali izolat pH 6,1 135 rpm 30°C‘de
kosullarinda, 67 numarali izolat ise pH 8, 127 rpm, 30°C kosullarinda gelistirilmistir. 39
numarali izolat i¢in elde edilen ksilanaz aktivite degerleri sekil 4.18’de verilmistir. 39
ve 67 numaral1 izolatlarin %2, %5 ve %7 oranlarinda gida/tarimsal atik ilave edilmis
besiyerinde optimum parametrelerde elde edilen ksilanaz aktivitesi degerlerinin varyans

analizi ve ¢oklu karsilastirma testi sonuglar sirasiyla, EK 4 ve EK 5°te verilmistir.

39 nolu izolata ait en yliksek ksilanaz aktivite degeri, %5 gida/tarimsal atik ilaveli
besiyeri ile yapilan ¢alismalarda elde edilmistir (Sekil 4.18). Bu degerler i¢inde de elma
posasi ilaveli besiyerinde 12,16 U/mL ile en yiiksek aktivite elde edilmis olup, bu
degerin %2 ve %7 konsantrasyonlarindan istatistiki olarak farkli oldugu hesaplanmistir

(EK 4). Elma posasi i¢in elde edilen aktivite degerinin, bugday kepegi ve musir
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koganinin ilave edildigi besiyerinde elde edilen aktivite degerleri arasinda, istatistiki
olarak fark olmadig belirlenmistir. Bugday kepegi ve misir kogani ilaveli besiyerlerinde

elde edilen enzim aktivite degerlerinin ise birbirinden istatistiki olarak farkli oldugu

goriilmiistiir (EK 4).
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“AB Farkli biiyiik harflerle gosterilen degerler besiyerine ilave edilen gida/tarimsal atik konsantrasyonlari
arasindaki farkin enzim aktivitesine etkisinin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gostermektedir
(p<0,05).

" Farkli kiigiik harflerle gosterilen degerler besiyerine ilave edilen gida/tarimsal atik tiiriiniin enzim
aktivitesine etkisinin istatistiksel olarak onemli oldugunu géstermektedir (p<0,05).

Sekil 4.18 39 nolu izolata ait gida/tarimsal atik ilaveli besiyerinde pH 6,1, 135 rpm,
30°C’de gelisme kosullarindaki ksilanaz aktivitesi (U/mL)

67 numarali izolat igin elde edilen ksilanaz aktivite degerleri sekil 4.19°da verilmistir.
67 nolu izolata ait en yiiksek ksilanaz aktivite degeri, %5 gida/tarimsal atik ilaveli
besiyeri ile yapilan calismalarda elde edilmis olup, bu degerler i¢inde de elma posasi
ilaveli besiyerinde 12,26 U/mL ile en yiiksek aktivite elde edilmistir. Bu degerin %2
konsantrasyondaki aktivite degerinden istatistiki olarak farkli olmadigi, %7
konsantrasyonunda elde edilen aktivite degerinden istatistiki olarak farkli oldugu
hesaplanmistir (EK 5). Elma posasinin %5 konsantrasyonda besiyerine ilave edildiginde
elde edilen ksilanaz aktivite degerinin, diger gida/tarimsal atiklarin %5 oraninda

besiyerine ilave edildiginde elde edilen aktivite degerleri arasinda istatistiki olarak fark
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oldugu belirlenmistir (Sekil 4.19). Gida/tarimsal atik oranini %7 oldugu besiyerinde ise

en diisiik ksilanaz aktivitesi elde edilmistir.
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A8 Farkli biiyiik harflerle gosterilen degerler besiyerine ilave edilen gida/tarimsal atik konsantrasyonlari
arasindaki farkin enzim aktivitesine etkisinin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gostermektedir
(p<0,05).

"2 Farkh kiigiik harflerle gosterilen degerler besiyerine ilave edilen gida/tarimsal atik tiiriiniin enzim
aktivitesine etkisinin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu géstermektedir (p<0,05).

Sekil 4.19 67 nolu izolata ait gida/tarimsal atik ilaveli besiyerinde pH 8, 127 rpm, 30°C
gelisme kosullarindaki ksilanaz aktivitesi (U/mL)

Sharma vd. (2007), besiyerinin %0,15 (w/v) oraninda bugday kepegi ile desteklenmesi
sonucu ksilanaz sentezinde 6nemli artis gézlemlemislerdir. Battan vd. (2007) Bacillus
pumilus ASH ile yaptiklari ksilanaz iiretim ¢alismasinda, besiyerine ilave ettikleri
bugday kepegi oranmi %0,25 (w/v)’ten %2 (w/v)’ye artirdiklarinda, bu calismaya
benzer sekilde ksilanaz iiretiminde dikkate deger artis gézlemlemislerdir. Haddar vd.
(2012) Bacillus mojavensis ile ksilanaz iiretimi igin arpa kepeginin iyi bir ksilanaz
indiikleyicisi oldugu sonucunu elde etmis olup, Sepahy vd. (2011) de ayn1 bakteri ile
yaptiklart ¢alismalarinda besiyerine %2 (w/v) oraninda ilave ettikleri yulaf kepeginin

optimum karbon kaynagi oldugunu bildirmislerdir.

Raj vd. (2018), kagit atiklariyla kontamine olmus topraktan izole ettikleri Bacillus

licheniformis Alk-1 susunun bugday kepegi ilaveli besiyerinde ksilanaz {iretimini
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arastirdiklar1 ¢aligmalarinda enzim aktivitesini 22,6 U/mL olarak belirlemislerdir. Kaur
vd. (2016), izole ettikleri Bacillus pumilus ile bugday kepeginden ksilanaz iiretiminde,
Plackett-Burman deneysel tasarim yontemiyle besiyeri bilesimi (bugday kepegi, pepton,
ksiloz, potasyum nitrat, maya ekstrakti), inkiibasyon kosullar1 (karistirma, sicaklik,
siire), pH, inokiilasyon miktar1 ve inokiilantin yas1 gibi 11 degiskenin etkisini
aragtirmiglar, optimum kosullarda maksimum aktivite 1430 U/mL olarak
belirlemislerdir. Tarafimizca yapilan bu ¢alismada 3 degiskenin etkisi incelenmis olup,
Kaur vd. (2016)’ne benzer sekilde enzim aktivitesini etkileyen birgok faktoriin optimize

edilmeye ¢alisilmasinin aktiviteyi 6nemli derecede attiracagi ileri stiriilmiistiir.

Bastawde (1992) tarafindan ksilanazin diisiik molekiil agirlikli ksilan hidrolizatlart
tarafindan indiiklendigi bildirilmistir. Kapoor vd. (2008) Bacillus pumilus MKO0O1 susu
ile ¢esitli monosakkarit, disakkarit, seker alkoller, bugday kepegi, bugday samani gibi
cesitli karbon kaynaklarinin ksilanaz tiretimine etkisini incelemislerdir. Besiortaminda
ksilanin gerekli oldugunu, ancak ksilanin dogrudan hiicre icine giremedigi igin,
Bastawde’nin (1992) agiklamasina benzer sekilde ksilobiyoz, ksilotriyoz gibi ksilanin
ilk hidroliz iriinlerinin direk indiikleyici olabilecegini bildirmislerdir. Besiortamina
monosakkarit (ksiloz, arabinoz), disakkarit (sakkaroz) ve seker alkolleri (sorbitol) ilave
ettiklerinde ksilanaz {retimini gozlemlemis olup, enzimin yalmzca ksilanca zengin
besiortaminda iiretilmedigini gostermislerdir. Bu ¢alismada besiortamina elma posasi
ilave edildiginde bugday kepegi ve misir koganina gore daha yiiksek ksilanaz aktivitesi
gozlenmistir. Kapoor vd. (2008)’in belirttikleri gibi, besiyerinde elma posasi
bilesiminde bulunan fruktoz ve sakkarozun bulunmasinin bakteri gelisimini ve ksilanaz
enzimini sentezlemeyi diger atiklara kiyasla daha yiliksek seviyede desteklemis

olabilecegi diisliniilmektedir.

Sonia vd. (2005) degisik substratlarin kullanimi sonucu elde edilen ksilanaz
aktivitelerinin farkli olmasinin sebebini substratlarin hemiseliiloz tipi, parcalanabilirligi
ve besleyici bilesenlerin farkliligina dayandirmaktadirlar. Bu sebeple Kallel vd. (2016)
ksilanaz indiiklenmesinin karmagik bir olay oldugunu ve degisik suslarin bu

indiikleyicilere degisik cevaplar verecegini belirtmislerdir.
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Bacillus cinsinin aerobik 6zellikte olmasindan dolayi, besiyerinin viskozitesinin ve ilave edilen
gida/tarimsal  atigin - homojen dagihminin  bakterinin  gelismesinde Snemli  oldugu
diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada %7 gida/tarimsal atik ilave edilmis besiyerinin viskoz yapida
oldugu gozlenmis olup, yapilan ksilanaz iiretimi sonuglarmda aktivitenin diisiik ¢ikmasmin
sebeplerinden birinin besiyerinin homojen olarak karisamamasmdan ve viskos yapida oksijen

transferinin yetersizliginden kaynakl olabilecegi diistiniilmektedir.

Izolatlarin spesifik aktivite degerleri sekil 4.20 ve sekil 4.21°de verilmistir. Fang vd.
(2007) ksilanin besiyerinde ¢oziinmedigini, bu sebeple toplam protein degerinin hiicre
gelismesinin gostergesi oldugunu belirtmiglerdir. Bu ¢alismada gida/tarimsal atik ilaveli
besiyerinde Olciilen enzim aktivitesi degeri toplam protein degerine oranlanarak spesifik
aktivite degeri olarak hesaplanmig, boylece hiicre gelismesi ve enzim aktivitesinin
arasindaki iliski gozlenmistir. Hem 39 hem de 67 numarali izolata ait sonuglar
incelendiginde, spesifik aktivite degerlerinin enzim aktivitesi degerlerine paralel oldugu,
boylece izolatlarin gelismesi ile enzim sentezlemesi arasinda paralel bir iliski oldugu

sonucu elde edilmistir.
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Sekil 4.20 39 nolu izolata ait gida/tarimsal atik ilaveli besiyerinde pH 6,1, 135 rpm,
30°C’de gelisme kosullarindaki ksilanaz aktivitesi ve spesifik aktivite
sonuglari, (EP: Elma posasi, BK: Bugday kepegi, MK: Misir kogani).
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Sekil 4.21 67 nolu izolata ait gida/tarimsal atik ilaveli besiyerinde pH 8, 127 rpm, 30°C
gelisme kosullarindaki ksilanaz aktivitesi ve spesifik aktivite sonuglari, (EP:
Elma posasi, BK: Bugday kepegi, MK: Misir kogani).
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5. SONUC ve ONERILER

Calismada elde edilen sonuglar, asagida maddeler halinde 6zetlenmistir:

v" Bu ¢alismada toprak, bugday kepegi, ¢lirlimiis saman, fistik kabugu, bugday sapi,
nohut mayasi, bitki atiklari, meyve atiklari, elma posasi, eksi hamur mayasi, fistik
kabugu atiklarindan 66 adet yerli izolat izole edilmistir. Bakteri drneklerinden 39
adedinin Gram pozitif ve basil hiicre sekline sahip oldugu, dolayisiyla Bacillus
cinsine ait hiicre morfolojisi gosterdigi, spor varliginin belirlenmesi analizi sonucu
sporlu bakteri oldugu belirlenmistir. Izolatlardan 12 adedi (izolat no; 3, 39, 43, 44,
45, 46, 48, 63, 64, 65, 66, 67) belirgin ksilanaz aktivitesi gostermistir. 12 izolat
arasindan yiiksek ksilanaz aktivitesi gosteren 8 izolatin (izolat no: 3, 39, 45, 46, 64,
65, 66, 67) koloni morfolojileri incelendiginde Bacillus cinsiyle benzer 6zellikte
oldugu goriilmiistiir. Bu izolatlarin tiir bazinda tanimlanmasi i¢in 16S rRNA analizi
yapilmig ve bu izolatlarin tamaminin Bacillus cinsine ait oldugu belirlenmistir.
Ayrica belirgin ksilanaz aktivitesi gosteren 8 izolatin koloni morfolojileri
incelendiginde, literatiirde bulunan Bacillus cinsine ait koloni morfolojisi

ozellikleriyle benzer sonuclar elde edilmistir.

v' lIzolatlardan 13,33 U/mL ksilanaz aktivitesi gosteren 39 numarali izolat ve 5,57
U/mL ksilanaz aktivitesi gosteren 67 numarali izolat, calismanin Yanit Yiizey
Yontemi ile optimizasyonu asamasi igin segilmistir. Ayrica, ksilanaz aktivitesine
sahip Bacillus subtilis ATCC6633 susu referans bakteri olarak kullanilmistir. 39, 67
numarali izolatlar ve referans bakteri ile ksilanaz enziminin iiretimi amaciyla,
besiyeri baslangic pH degeri, karistirma devri ve inkiibasyon sicaklig1 parametreleri
bagimsiz degisken olarak secilmis ve bu parametreler Yanit Yiizey Yontemi ile
optimize  edilmistir. Bu  deneyler = Horikoshi  besiyeri  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Her bir bagimsiz degisken i¢in 3 seviye belirlenmis olup, bu
seviyeler; inkiibasyon sicaklig1 i¢in 30, 35 ve 40°C, karistirma devri i¢in 100, 150,
200 rpm, besiyeri baslangi¢ pH degeri igin 6, 7 ve 8 seviyeleridir. Tasarim, Minitab

16 programinda yapilmistir. Calismada, Yanit Yiizey Yontemi ile deney
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tasariminda Merkezi Bilesik Tasarim (Central Composite Design full-unblocked),
bu tasarimin da Yiizey Merkezli (Face Centered) tasarim modeli segilmistir.
Olusturulan deney tasariminda, 6 adet merkez noktanin tekrar1 olmak iizere toplam
20 adet deney 3 tekerriirlii yiritilmistiir. Minitab programinda Yanit Yiizey
Yéntemi ile dizayn edilen tasarimin analizi sonucunda regresyon katsayisinin (R?),
model uygunsuzlugunun (lack of fit), inkiibasyon sicakligi, karistirma devri ve
besiyeri baslangic pH bagimsiz degiskenlerinin ve bagimsiz degiskenlerin ayr1 ayri
birbiriyle interaksiyonlarinin ve sonuglarin %95 giivenle istatistiki acidan 6nemli
olup olmadigi incelenmistir. 39 numarali izolata ait Horiksohi besiyerinde Yanit
Yiizey Tasarimi sonucunda regresyon katsayist (R?) 0,824, model uygunsuzlugu
sonucu (lack of fit) P degeri 0,735 olarak elde edilmistir. Regresyon katsayisinin
1,0’a yakin bir deger oldugu, ancak yeterince yliksek olmadigir goriilmektedir.
Model uygunsuzlugu istatistiksel agidan énemsiz (P>0,05) bulunmus olup bdylece
tasarlanan dizaynin sonuglarla uyumlu oldugu anlasilmaktadir. Yanit Yiizey
Yontemi’ne iliskin yapilan varyans analizi sonucunda, karistirma devri i¢in P
degeri 0,033 ve inkiibasyon sicakligi i¢in P degeri 0,004 olarak hesaplanmis;
bulgular bu iki parametrenin istatistiki agidan ksilanaz aktivitesini etkileyen 6nemli
parametreler oldugunu gostermistir. Yamit Yiizey grafikleri incelendiginde,
bagimsiz degiskenler arasinda inkiibasyon sicakliginin ksilanaz aktivitesi i¢in en
onemli parametre oldugu anlasilmaktadir. Horikoshi besiyerinde yapilan
optimizasyon sonucunda 39 numarali izolatin optimum ksilanaz enzim iiretim
noktast 135 rpm, 30°C ve pH 8 olarak belirlenmis olup bu parametrelerde yapilan
ksilanaz tiretiminde deneysel olarak elde edilen aktivite degeri teorik olarak Yanit
Yiizey Tasarimi ile hesaplanan ksilanaz aktivite degerine (19,28 U/mL) %91,2
oraninda yakin bulunmustur. Horikoshi besiyerinde yapilan optimizasyonun
sonucunda 39 numarali izolatin enzim aktivitesini baslangica gore 1,3 kat arttirdig

belirlenmistir.

67 numarali izolata ait Horiksohi besiyerinde Yanit Yiizey Tasarimi sonucunda
regresyon katsayist (R?) 0,996, model uygunsuzlugu sonucu (lack of fit) P degeri
0,109 olarak elde edilmistir. Regresyon katsayisi1 degeri 1,0’a olduk¢a yakin olarak

elde edilmis olup; tasarlanan modelin %99,6 oranla yanit1 tahmin edebilir 6zellikte
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olmasiyla gii¢lii bir model oldugu belirlenmistir. Model uygunsuzlugu istatistiksel
acidan 6nemsiz (P>0,05) bulunmus olup, bdylece tasarlanan modelin sonuglarla
uyumlu oldugu anlasilmaktadir. Karistirma devri, inkiibasyon sicaklig1 ve besiyeri
baslangi¢c pH degeri bagimsiz degiskenlerinin ayr1 ayri ve herbirinin birbirleriyle
interaksiyonlarmin aktiviteye etkisinin, istatistiki a¢idan 6nemli (P<0,05) oldugu
belirlenmistir. Yanit yiizey grafikleri incelendiginde, bagimsiz degiskenler arasinda
inkiibasyon sicakligmmin ksilanaz aktivitesi i¢in en Onemli parametre oldugu
belirlenmistir. Horikoshi besiyerinde yapilan optimizasyon sonucunda 67 numarali
izolatin optimum ksilanaz iiretim noktas1 127 rpm, 30°C, pH 8 olarak belirlenmis
olup; bu parametrelerde yapilan ksilanaz iiretiminde deneysel olarak elde edilen
aktivite degeri teorik olarak Yanit Yiizey Tasarimi ile hesaplanan ksilanaz aktivite
degerine (24,17 U/mL) %97 oraninda yakin bulunmustur. Horikoshi besiyerinde
yapilan optimizasyon sonucunda 67 numarali izolatin enzim aktivitesini baslangica

gore 4,2 kat arttirdig1 belirlenmistir.

Bacillus subtilis ATCC 6633 susu ile Horiksohi besiyerinde Yanit Yiizey Tasarimi
sonucunda karistirma devri, inkiibasyon sicakligi ve besiyeri baslangic pH degeri
parametrelerinin ayr1 ayri ve bu parametrelerin interaksiyonlarmin ksilanaz
aktivitesine etkisinin, istatistiki agcidan 6nemsiz oldugu belirlenmistir. Regresyon
katsayist (R?) %67 olarak hesaplanmis olup, tasarmmn yamiti tahmin etmede
yeterince giliglii olmadigi goriilmiistiir. Dolayisiyla, referans susun belirlenen
parametre seviyelerinde istatistiki agidan dikkate deger enzim aktivite degeri

gostermedigi belirlenmistir.

Enzim tretiminde kullanilan Horikoshi besiyerine karbon kaynagi olarak ksilan
yerine ilave etmek iizere elma posast ve misir kogani atiklar1 50°C’de kurutulmus,
cesitli degirmenlerde ogiitiildiikten sonra 650 um partikiil boyutundaki elekle
elenmis olup, bilesim tayini yapilmistir. Bugday kepegi ilgili firmadan kuru ve
ogitiilmiis sekilde temin edildigi icin yalnizca eleme yapilmistir. Bilesim tayini
sonucunda gida/tarimsal atiklarin bilesimindeki ksilan miktar1 sirasiyla, elma
posasinda %13,67, bugday kepeginde %13,53 ve misir kocaninda %30,06 olarak

belirlenmis olup bu atiklarin ksilanaz iiretiminde fermantasyon besiyerinde karbon
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kaynag1 olarak kullanilma potansiyelinin oldugu belirlenmistir. Literatiirdeki ¢esitli
calismalarda, bugday kepegi ve misir koganinin icerdigi ksilan miktarindan dolay1
enzimin sentezlenmesini tetikledigi, dolayisiyla bu tiir lignoseliilozik atiklarda daha
yiiksek enzim aktivitesi elde edildigi bildirilmektedir. Bu ¢alismada elma posasinin
ksilan igerigi bugday kepegine yakin olarak belirlenmis olup, benzer sekilde
ksilanaz tretiminde kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Boylece, besiyerine atik

ilavesi hem proses ekonomisini ve hem de ¢evresel atik yonetimini gelistirecektir.

Gida/Tarimsal atik ilaveli ksilanaz tretim besiyerini hazirlamak amaciyla,
Horikoshi besiyerine ksilan yerine karbon kaynagi olarak elma posasi ilave
edilmistir. Minitab programinda Yanit Yiizey Yontemi ile 39 ve 67 numaral
izolatlarin bu besiyerinde ksilanaz iiretim optimizasyonu amaciyla yapilan
tasarimda enzim aktivite degerleri diisik bulunmus olup, parametrelerin etkisi
istatistiki agidan Onemsiz olarak belirlenmistir. Ardindan Horikoshi besiyerinde
yapilan optimizasyon ile elde edilen optimum enzim {iretim parametrelerinde,
gida/tarimsal atik ilaveli besiyerindeki atik orani arttirilarak ksilanaz {iretimi
gerceklestirilmistir. Atik ilaveli besiyerine ayri ayr1 elma posasi, bugday kepegi ve
misir kogani, %2, %5 ve %7 oranlarinda ilave edilmistir. En yiiksek ksilanaz
aktivitesi %5 oraninda gida/tarimsal atik ilave edilmis besiyerinde elde edilmis
olup; 39 numarali izolat i¢in elma posasi ilaveli besiyerinde 12,16 U/mL, 67

numarali izolat i¢in elma posasi ilaveli besiyerinde 12,26 U/mL olarak bulumustur.

Ulkemizde tarimsal iiretimin ve gida sanayisi faaliyetlerinin sonucunda her yil
yiiksek miktarda cesitli lignoseliilozik atiklar ortaya c¢ikmaktadir. Bu atiklarin
degerlendirilmesinin Oncelikle cevreye olan olumlu katkisindan, yiiksek katma
degerli iiriinlere doniistiiriilmesiyle de ekonomiye olan katkisindan dolayr 6nem
tagidig1 diistinilmektedir. Calismada, ksilanaz iiretiminde kullanilmak {izere izole
edilen yerli Bacillus suslart ile elde edilen enzim aktivite sonuglari
degerlendirildiginde, yerli suslarin aktivite degerlerinin literatiirle benzer
seviyelerde oldugu goriilmiistiir. Optimizasyon caligsmasi ile bu aktivite degerleri

artmistir.
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v Fermantasyon ortamina ilave edilen gida/tarimsal atiklarin karbon kaynagi olarak
kullanimin1 kolaylastirmak amaciyla, fermantasyon ortamina ilave edilmeden 6nce
uygunlanacak on islemlerle lignoseliillozik biyokiitlenin mikroorganizmalar
tarafindan daha kolay kullanim1 saglanabilmektedir. Lignoseliilozik atiklara yapilan
bu gibi cesitli 6n islemlerin enzim flretim verimine pozitif etki yapabilecegi
ongoriilmektedir. Ancak enzimlerin ticari olarak iiretiminde, gerek enzim iiretim
verimin yiiksek olmasi, gerekse mikroorganizma gelisme Ozelliklerinin stabil
olmast arzu edildiginden iretim i¢in ¢ogunlukla genetigi degistirilmis
mikroorganizmalar tercih edilmektedir. Dolayisiyla, gelecekte yapilacak ¢alismalar
icin bu c¢alisma kapsaminda izole edilen Basillus suslarinin ksilanaz enzimi
iiretiminden sorumlu gen veya gen bolgelerinde yapilacak modifikasyon ile daha

yiiksek verimde enzim iiretimini miimkiin kilacagi 6ngoriilmektedir.
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EK 2 Cahsmada izole Edilen Bakteri Orneklerinin Baz Dizilimleri

[zolat No:3

ATGGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGG
GAAACCGGGGCTAAAACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATA
AAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAG
TTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGG
GTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCG
TGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAA
GTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAAGTAGGTGGCAAGCGTTGTCC
GGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTG
CAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT
GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAG
GAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGC
TAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAAAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAG
ATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTG
ATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAA
ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGG
TTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCG
ACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGA
ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAA
CACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGA
CAGATGAATTGGGGGGAAGTCGTCC

Izolat No: 39

GGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGT
TAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGA
TAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGT
TCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGC
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGA
CCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAG
CAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGG
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GAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAG
AAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTC
TGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAA
CTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTG
ACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAG
TGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAC
TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACA
ATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATG
GTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCC
GGTGACAAACCGAAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA
TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAA
CCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCT
GCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGC
CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAG
AGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCG
AAGGTGGGACAGATGATTGGGGGGAAGTCGTAACA

Izolat No: 45

GGGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATG
TTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGG
ATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGG
TTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCG
ACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGA
GCAACGCCGCCTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAG
GGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCA
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGT
CTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGA
ACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACT
GACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTA
GTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGA
CTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG
GTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAC
AATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCAT
GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
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CAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGC
CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAA
ACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTC
TGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATG
CCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGA
GAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCC
GAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTAAAGTCGTT

[zolat No: 46

ATGTCCGAAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACG
GGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAA
ACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCCCATGGTTCAAACATAAAA
GGGGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTG
GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAAGGTG
ATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGA
GTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTA
CCGTTCGAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAG
CCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAG
AAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGG
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGA
GCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTA
ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG
CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGAT
AGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATC
TTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTA
AGCCAATCCCACAAATCTGTTCCCAGTTCGGATCGAAGTCTGCAACTCGAAT
GCGGGAAGCTGGAATCCCTAGTAACCGCGGAAAAGCATGCCCCGGGGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACA
CCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACA
GATGATTGGGGGGAAGTCGTAACAG

Izolat No: 64

ATACATGCAAGTCGAGCGGACCGACGGGAGCTTGCTCCCTTAGGTCAGCGG
CGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTC
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CGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATC
ATAAAAGGTGGCTTTTAGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAG
CTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGA
GAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGC
CGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGA
ACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC
CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGAT
GTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTG
AGTGCAGAAAAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACG
CTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCT
GCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCT
AGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTG
ACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGAC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAACCCGC
GAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTTTGCAA
CTCCACGGCTGGAAACTGAAACCCTTAATTCCGGAAAAAAGGCCGCCGGGA
AAAATTTCCCGGC

Izolat No: 65

AATTGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCG
GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCG
GGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACAT
AAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTA
GTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG
GGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGC
CTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACA
AGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTC
CGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGT
GCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
AGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGC
AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAAC
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TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTA
AAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTC
GTCACCTCCTGTCCTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TGATCTTAGTTGCCACCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGAC
AAACCGAAGAAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGA
GGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACT
CGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGT
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGT
AACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGG
GACAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGG

[zolat No: 66

AAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGT
AACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGEG
CTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTT
CGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTA
ACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCG
AATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGG
CTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGG
AGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAAAGATGTGGAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAG
CGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATT
AAGCACTCCGCCTGCGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGT
CCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTCATCTTAGTTGC
CAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA
GGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACG
TGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAAT
CCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAA
GCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAG
TCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGGATGAT
TGGGGTA
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[zolat No: 67

AAAATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGC
GGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCC
GGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACA
TAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCT
AGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGA
GGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCG
CCTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAAC
AAGTACCGTTCGAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGT
CCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAG
TGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
AGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTG
CAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAA
CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCT
AGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGT
CGTCACCTCGTGTCCTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCG
AGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAAC
TCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGG
TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTG
TAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTG
GGACAGATGATTGGGGTGAAGT
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LCT

EK 3 Calismada Kullanilan Gida ve Tarimsal Atiklarin Bilesimi

Ksilanaz iiretim besiyerine ilave edilen gida ve tarimsal atiklarinin bilesimi

Ornek Adi Glikoz, % Ksiloz, % Ksilan, %  Arabinoz, % ASL, % AInSL, % Kiil, % Nem, %

Elma Posasi 23,07 £8,63 15,53 +5,78 13,67 £5,09 6,62 +2,69 1,72+0,02 14,29+0,39 1,63 £0,44 4,50 £0,91
Bugday Kepegi | 44,72+1,41 15,38+0,12 13,53 +0,11 7,57 £0,20 4,85+0,02 6,74+0,30 1,90 +0,60 7,72 £0,85
Masir Kocami 35,03 +1,04 34,16 +0,10 30,06 +0,09 3,56 £0,35 3,66+0,19 12,60+0,35 2,12 40,49 4,39 +0,59

'Sonuglar % kuru madde bazinda Ort + Standart sapma seklinde verilmistir.

ASL: Asitte ¢oziinen lignin, AinSL: Asitte ¢oziinmeyen lignini ifade etmektedir.

*Ksilanin, ksilozdan hesaplanmasinda gevirme faktorii 0,88 almmustir (Shen ve Wyman 2011).
*Nem, ornegin etiivde kurutulma ve ardindan &giitmesi islemleri sonrasinda 6l¢iilmiistir.



EK 4 39 Numarah izolata ait Farkhh Oranlarda Gida/Tarimsal Atik ilave Edilen
Besiyerindeki Ksilanaz Aktivitesi Varyans Analizi ve Coklu Karsilastirma

Sonuclarmin Cizelgeleri

Farkli oranlarda elma posasi ilave edilen besiyerindeki ksilanaz aktivitesi sonuglarinin

varyans analizi

Varyasyon Kaynagi DF SS MS F P
Besiyerindeki elma posasi orani 2 64,0089 | 32,0045 | 738,28 0,000
Hata 3 0,1301 0,0434

Toplam 5 64,1390

Farkli oranlarda elma posasi ilave edilen besiyerindeki ksilanaz aktivitesi sonuglarinin

Tukey Testi sonucu

Besiyerindeki elma posasi oram N Mean Grouping

%2 2 75200 | A

%5 2 12,1550 B

%7 2 4,1900 C

Farkli oranlarda bugday kepegi ilave

sonuclarinin varyans analizi

edilen besiyerindeki ksilanaz aktivitesi

Varyasyon Kaynagi DF SS MS F P
Besiyerindeki bugday kepegi orani 2 16,2412 | 8,1206 121,81 0,001
Hata 3 0,2000 | 0,0667

Toplam 5 16,4412

Farkli oranlarda bugday kepegi ilave edilen besiyerindeki ksilanaz aktivitesi

sonuglarinin Tukey Testi sonucu

Besiyerindeki bugday kepegi oram N Mean Grouping

%2 2 7,8200 A

%5 2 9,8500 B

%7 2 5,8200 C
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Farkli oranlarda misir kogani ilave edilen besiyerindeki ksilanaz aktivitesi sonuglarinin

varyans analizi

Varyasyon Kaynagi DF SS MS F P
Besiyerindeki misir kogani orani 2 13,5074 | 6,7537 561,25 0,000
Hata 3 0,0361 0,0120

Toplam 5 13,5435

Farkli oranlarda misir kogani ilave edilen besiyerindeki ksilanaz aktivitesi sonuglarinin

Tukey Testi sonucu

Besiyerindeki misir kocani oram N Mean Grouping

%?2 2 6,5350 | A

%5 2 9,1200 B

%7 2 5,5650 C

%?2 oraninda elma posasi, bugday kepegi, misir kogani ilave edilen besiyerindeki

ksilanaz aktivitesi sonuglarinin varyans analizi

Varyasyon Kaynagi DF SS MS F P
Gida/tarimsal atik tiirii 2 1,8076 0,9038 11,95 0,037
Hata 3 0,2268 0,0756

Toplam 5 2,0345

%?2 oraninda elma posasi, bugday kepegi, misir kogani ilave edilen besiyerindeki

ksilanaz aktivitesi sonuglarinin Tukey Testi sonucu

Gida/tarimsal atik tiirii N Mean Grouping
Elma posasi 2 75200 |a b
Bugday kepegi 2 78200 |a

Misir kogani 2 6,5350 b

%35 oraninda elma posasi, bugday kepegi, misir kogani ilave edilen besiyerindeki

ksilanaz aktivitesi sonuclarinin varyans analizi

Varyasyon Kaynagi DF SS MS F P
Gida/tarimsal atik tiirii 2 10,0381 | 5,0191 148,71 0,001
Hata 3 0,1013 0,0338

Toplam 5 10,1394

129




%35 oraninda elma posasi, bugday kepegi, misir kocani ilave edilen besiyerindeki
ksilanaz aktivitesi sonuglarinin Tukey Testi sonucu

Gida/tarimsal atik tiirii N Mean Grouping
Elma posasi 2 12,1550 | a b
Bugday kepegi 2 9,8500 |a

Misir kogani 2 9,1200 b

%7 oraninda elma posasi, bugday kepegi, misir kogani ilave edilen besiyerindeki
ksilanaz aktivitesi sonuglarinin varyans analizi

Varyasyon Kaynagi DF SS MS F P
Gida/tarimsal atik tiiri 2 3,0750 1,5375 121,22 0,001
Hata 3 0,0381 0,0127

Toplam 5 3,1131

%7 oraninda elma posasi, bugday kepegi, misir kogani ilave edilen besiyerindeki
ksilanaz aktivitesi sonuglarinin Tukey Testi sonucu

Gida/tarimsal atik tiirii N Mean Grouping
Elma posasi 2 4,1900 a

Bugday kepegi 2 5,8200 b
Misir kogani 2 5,5650 b
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EK 5 67 Numarah izolata ait Farkhh Oranlarda Gida/Tarimsal Atik ilave Edilen
Besiyerindeki Ksilanaz Aktivitesi Varyans Analizi ve Coklu Karsilastirma

Sonuclarmin Cizelgeleri

Farkli oranlarda elma posasi ilave edilen besiyerindeki ksilanaz aktivitesi sonuglarinin

varyans analizi

Varyasyon Kaynagi DF SS MS F P
Besiyerindeki elma posasi orani 2 64,09 32,05 14,84 0,028
Hata 3 6,48 2,16

Toplam 5 70,57

Farkli oranlarda elma posasi ilave edilen besiyerindeki ksilanaz aktivitesi sonuglarinin

Tukey Testi sonucu

Besiyerindeki elma posasi orani N Mean Grouping
%2 2 8,520 A B
%5 2 12,260 | A

%7 2 4,260 B

Farkli oranlarda bugday kepegi ilave edilen besiyerindeki ksilanaz aktivitesi

sonuclarinin varyans analizi

Varyasyon Kaynagi D SS MS F P
Besiyerindeki bugday kepegi orani 2 19,098 9,549 67,49 0,003
Hata 3 0,424 0,141

Toplam 5 19,522

Farkli oranlarda bugday kepegi ilave edilen besiyerindeki ksilanaz aktivitesi

sonuglarinin Tukey Testi sonucu

Besiyerindeki bugday kepegi oram N Mean Grouping

%2 2 7,8200 | A

%5 2 10,1850 B

%7 2 5,8200 C

Farkli oranlarda misir kogani ilave edilen besiyerindeki ksilanaz aktivitesi sonuglarinin

varyans analizi

Varyasyon Kaynagi D SS MS F P
Besiyerindeki misir kogani orani 2 13,7230 | 6,8615 230,64 0,001
Hata 3 0,0893 0,0298

Toplam 5 13,8123
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Farkli oranlarda misir kogani ilave edilen besiyerindeki ksilanaz aktivitesi sonuglarinin

Tukey Testi sonucu

Besiyerindeki misir kocani orani N Mean Grouping

%2 2 6,8700 | A

%5 2 9,2200 B

%7 2 5,5650 C

%2 oraninda elma posasi, bugday kepegi, misir kogani ilave edilen besiyerindeki

ksilanaz aktivitesi sonuglarinin varyans analizi

Varyasyon Kaynagi DF SS MS F P
Gida/tarimsal atik tiirii 2 2,74 1,37 0,61 0,598
Hata 3 6,71 2,24

Toplam 5 9,45

%2 oraninda elma posasi, bugday kepegi, misir kogani ilave edilen besiyerindeki

ksilanaz aktivitesi sonuglarinin Tukey Testi sonucu

Gida/tarimsal atik tiirii N Mean Grouping
Elma posasi 2 8,520 a
Bugday kepegi 2 7,820 a
Misir kogant 2 6,870 a

%35 oraninda elma posasi, bugday kepegi, misir kogani ilave edilen besiyerindeki

ksilanaz aktivitesi sonuglarinin varyans analizi

Varyasyon Kaynagi DF SS MS F P
Gida/tarimsal atik tiirti 2 9,6523 4,8262 59,23 0,004
Hata 3 0,2444 0,0815

Toplam 5 9,8968

%35 oraninda elma posasi, bugday kepegi, misir kogani ilave edilen besiyerindeki

ksilanaz aktivitesi sonuglarinin Tukey Testi sonucu

Gida/tarimsal atik tiirii N Mean Grouping
Elma posasi 2 12,2600 | a

Bugday kepegi 2 10,1850 b
Misir kogani 2 9,2200 b

132




%7 oraninda elma posasi, bugday kepegi, misir kocani ilave edilen besiyerindeki
ksilanaz aktivitesi sonuglarinin varyans analizi

Varyasyon Kaynagi DF SS MS F P
Gida/tarimsal atik tiirti 2 2,8011 1,4006 110,42 0,002
Hata 3 0,0381 0,0127

Toplam 5 2,8392

%7 oraninda elma posasi, bugday kepegi, misir kogani ilave edilen besiyerindeki
ksilanaz aktivitesi sonuglarinin Tukey Testi sonucu

Gida/tarimsal atik tiirii N Mean Grouping
Elma posasi 2 42600 |a

Bugday kepegi 2 5,8200 b
Misir kogani 2 5,5650 b
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