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Iniilinaz Uretimi icin Fermantasyon Parametrelerinin Istatistiksel Yaklasimla Optimizasyonu
Sercan OZBEK YAZICI**, Selmihan SAHIN?

OZET: Calismanin amaci kati faz fermantasyonunda yeni bir fungus izolati olan Rhizopus oryzae
HBF351°dan aktivitesi yiliksek ve diisiik maliyetli iniilinaz {iretiminin gerceklestirilmesidir. Bunun i¢in ilk
olarak yiliksek enzim iiretimini destekleyen en iyi substratin belirlenmesi ve fermantasyon ortamini etkileyen
bazi1 parametrelerin istatistiksel bir yaklagimla optimize edilmesi hedeflenmistir. Maksimum enzim iiretimini
destekleyen en iyi ortami bulmak icin 5 farkli substrat (bugday kepegi, yulaf kepegi, sogan kabugu, elma posasi
ve marul kokii tozu) arastirilmistir. Iniilinaz iiretimi icin bazi fermantasyon kosullarini (baslangic pH (4-7),
inkiibasyon sicakligi (25°C-45°C), baslangic nem seviyesi ( %50-100) ve inkiibasyon siiresi (3-7 giin)) optimize
etmek amaciyla Box-Behnken tasarimi (BBD) kullanilmistir. Calismada bugday kepeginin enzim aktivitesini
destekleyen en iyi substrat oldugu bulunmustur. pH, inkiibasyon sicakligi, nem seviyesi ve inkiibasyon
siiresinin enzim {iretimi iizerinde oldukca etkili parametreler oldugu gosterilmistir (p<0.0001). Calismada
modelin uygunlugu R? (regresyon katsayis1) (0.99) kullamlarak degerlendirilmistir ve deneysel ve tahmin edilen
sonuglar arasindaki iyi korelasyon elde edilmistir. Maksimum inulinaz aktivitesini (385.1 IU gds™) saglayan
optimum kosullar pH 5.18, 33.4 °C, % 72.1 nem seviyesi ve 4.7 giin olarak bulunmustur. Sonug olarak, bu
calisma Rhizopus oryzae'den iniilinaz iiretmek i¢in uygun maliyetli bir yontem sunmaktadir. Ayrica, yiiksek
enzim aktivitesi elde edilen iniilinazi, fruktoz surubu ve diger endiistriyel alanlarda kullanim igin gii¢lii bir
potansiyel aday yapmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Iniilinaz, Box-Behnken Tasarimi, Kat1 Faz Fermantasyonu, Optimizasyon
Optimization of Fermentation Parameters for Inulinase Production by Statistical Approach

ABSTRACT: The aim of the study was to carry out high-activity and low-cost inulinase production from
Rhizopus oryzae HBF351, a new fungal strain, in solid phase fermentation. For this, it was firstly aimed to
determine the best substrate that supports high enzyme production and to optimize some parameters that affect
the fermentation condition by a statistical approach. Five different substrates (wheat bran, oat bran, onion peel,
apple pulp and lettuce root powder) were investigated to find the best substrat supporting maximum enzyme
productions. Box—Behnken design (BBD) was employed to optimize fermentation conditions (initial pH (4-7),
incubation temperature (25°C-45°C), initial moisture level (50-100%) and incubation time(3-7 days)) for the
production of inulinase. In the study, wheat bran was the best substrate that supports enzyme activity. pH,
incubation temperature, moisture level and incubation time have been shown to be highly effective parameters
on enzyme production (p <0.0001). In the study, the fitness of the model was evaluated using R? (regression
coefficient) (0.99) and a good correlation were obtained between experimental and predicted results. Optimum
conditions providing maximum inulinase activity (385.1 IU gds?) were found as pH 5.18, 33.4 °C, 72.1 %
moisture level and 4.7 days. As a result, this study provides a cost-effective method to produce inulinase from
Rhizopus oryzae. Also, it can be suggested that the produced inulinase has strong potential for usage in the
production of fructose syrup and other industrial areas due to its high activity.
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GIRIS

Iniilin, siikroz birimi ile sonlandirilmis p (2—1) fruktosil-fruktoz birimleri igeren bir fruktandir
(Rawat ve ark., 2017). Yer elmasi, hindiba, pirasa, sarimsak ve dulavratotu gibi bir¢ok bitkinin kok ve
yumrularinda bulunur ve ayrica nisastadan sonra bitkilerde bulunan en yaygin ikinci polisakkarittir
(Rodrigues ve ark., 2017; Singh ve Singh, 2017). Iniilin agisindan zengin bitkiler son zamanlarda,
fruktoz surubu, etanol fermantasyonu ve inulooligosakkarit iiretimi i¢in yenilenebilir bir hammadde
olarak 6nem kazanmistir (Karatop ve Sanal, 2013; El Aty ve ark., 2014; Ilgin ve ark., 2019) .

Iniilinazlar (EC 3.2.1.80 ve 3.2.1.7), karbonhidratlar1 hidrolize eden énemli bir enzim grubudur.
Hidrolitik etkilerine gore endo ve ekzoiniilinaz olarak iki ana gruba ayrilirlar. Ekzoiniilinazlar, iniilinin
terminal fruktoz birimine etki ederek % 95'in tizerinde D-fruktoz igerigine sahip yiiksek fruktoz
suruplart iiretirken, endoiniilinazlar oligofruktoz suruplar1 iretmek i¢in B-2,1 glikozidik iniilin
baglarminin hidrolizini gerceklestirir (Singh ve Singh, 2017). Iniilinazlar endiistriyel olarak 6nemli
enzimlerdir ve yiiksek fruktoz suruplarinin yani sira etanol, iniilin oligosakkaritler, pullulan, sorbitol,
glukonik asit, laktik asit ve sitrik asit iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Ilgin ve ark., 2019).
Ozellikle fruktoz, iniilinin asit hidrolizi veya nisastanin enzimatik hidrolizi ile de iiretilebilir, ancak her
iki yontem de pahalidir ve fruktoz verimi % 45’tir (Singh ve Singh, 2017).

Bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan iniilinaz elde edilebilmektedir. Bitkilerden ve
hayvanlardan iniilinaz verimi ¢ok azdir ve endiistriyel wuygulamalar icin kullanilamaz.
Mikroorganizmalardan iniilinaz iiretimi, kontrollii kosullar altinda kolay ve yiiksek iirlin verimi
saglanmasi bitki ve hayvan kaynaklarina gore daha avantajlidir. Son yillarda, iniilinaz iiretimi igin
giicli. mikrobiyal kaynaklar bulmak i¢in ¢aligmalar yapilmaktadir (Singh ve Chauhan, 2018).
Aspergillus, Rhizopus, Penicillium ve Kluyveromyces gibi mikroorganizmalarin 6nemli iniilinaz
treticileri oldugu bildirilmistir (Mohamed ve ark., 2015). Bununla birlikte, son zamanlarda
termostabilite, dlisiik maliyetli substratlarda biiylime ve hem ekso- hem de endoiniilinazlarin sinerjistik
etkisi gibi avantajlar yiliziinden fungal izolatlar diger mikrobiyal kaynaklara gore daha fazla dikkat
¢cekmektedir (Singh ve Chauhan, 2018).

Simdiye kadar, iniilinazlar sivi ve kati hal fermantasyonu ile mikroorganizmalar tarafindan
tiretilmistir (Mohamed ve ark., 2015). Kati1 faz fermantasyonunda enzim iiretimi, daha yiiksek hacimsel
tiretkenlik, daha az su kullanim1 ve kontaminasyon ve atik su iiretiminin daha kolay kontrolii gibi
avantajlarinin yaninda hammaddelerin ucuz substratlar olarak kullanilabilmesi nedeniyle daha fazla
dikkat ¢ekmektedir (Krishna, 2005; Kalaiyarasi ve ark., 2017). Ayrica, kat1 faz fermantasyonunda
prosesinin dogal cevreyi taklit ettigi ve iiretim i¢in mikroorganizmalar1 destekledigi diistintilmektedir
(Singh ve Bajaj, 2016). Dogal tarim firiinleri, tarimsal endiistriyel atiklar ve yan fiirlinler kati faz
fermantasyonunda yaygin olarak kullanilan substratlardir. Dogada, protein, polisakkaritler ve lignin
gibi ana organik malzemeler polimeriktir ve mikroorganizmalar tarafindan bir enerji kaynag1 olarak
kullanilabilir. Kati faz fermantasyonundaki kati substratlar, mikroorganizmanin genel beslenme
gereksinimlerinden daha zengin ve daha kompleks gida kaynaklari saglar (Pandey ve ark., 1999).
Iniilinazlarm iiretimi i¢in de bugday kepegi, yer elmasi, seker kamis1 melasi, dahlia yumru ekstresi,
karahindiba kokleri, muz kabugu, piring kabugu, enginar yapraklari, soya kepegi, sogan kabugu ve
sarimsak kabugu gibi diisiik maliyetli substratlar kullanilarak basarili bir sekilde gergeklestirilmistir
(Germec ve Turhan, 2019).

Enzim iiretiminin artirilmasi i¢in fermantasyon ortaminin se¢imi kadar ortamin optimizasyonu
da onemli diger faktordiir. Kat1 faz fermantasyon ortaminda enzimlerin mikrobiyal iiretimi, uygun bir
substratin se¢iminin yani sira, ortamin sicakligi, pH, nem seviyesi ve inkiibasyon siiresi gibi ¢esitli

faktorlerden etkilenir (Krishna 2005). Fermantasyon ortamini optimize etmek i¢in farkli stratejiler
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vardir; bunlar arasinda bir kerede bir faktoriin (one-factor-at-a-time/OFAT) degistirilmesi olarak
bilinen geleneksel yaklasim ve deney tasarimi olarak bilinen istatistiksel yaklasim bulunmaktadir.
Geleneksel yaklasimda sadece bir faktoriin degistirilirken diger bir faktor sabit tutulur. Bu yontem
faktorler arasindaki etkilesimleri inceleyemez (Abou-Taleb ve Galal, 2018). Bununla birlikte,
istatistiksel yaklasim ise optimizasyonda enzim iiretimini etkileyen c¢esitli faktorleri ve bunlarin
fermantasyon siirecinde aralarindaki etkilesimlerini minimum sayida deneyle degerlendirilmesini
saglar (Germec ve ark., 2020).

Enzimin diinya pazarindaki pay1 yaklasik yilda bir milyar dolardir. Enzimlerin endiistrideki artan
Onemine paralel olarak, bu alandaki patentlerin ve arastirmalarin miktar1 artmistir. Endiistriyel
kullanim alanlarina sahip enzimler i¢in maliyet 6nemli husustur ve bu nedenle uygun bir kat1 substratin
secilmesi, etkili kat1 faz fermantasyon siireclerinin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynar. Ayrica
fermantasyon parametreleri enzimin iiretkenligini ve dolayisiyla iiretim maliyetini 6nemli Olgiide
etkileyebilir. Bu nedenle, ¢alismanin amaci kati faz fermantasyonunda yeni bir fungus izolati1 olan
Rhizopus oryzae HBF351’dan aktivitesi yiiksek ve disiik maliyetli iniilinaz {retiminin
gerceklestirilmesidir. Bunun igin ilk olarak yiiksek enzim {iretimini destekleyen en iyi substratin
belirlenmesi ve fermantasyon ortamini etkileyen bazi faktorlerin istatistiksel bir yaklasimla optimize
edilmesi hedeflenmistir.

MATERYAL VE METOT

Materyal
Inulin Alfa Aesar’dan, 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) Sigma Aldrich’ten satin alinmistir.
Deneylerde kullanilan diger kimyasal reaktifler analitik safliktadir.
Bugday kepegi, yulaf kepegi, marul koki, elma ve sogan kabugu yerel bir marketten satin
alinmistir.

Mikroorganizma

Rhizopus oryzae HBF351 izolat1 topraktan izole edilmistir. Fungus izolati Aydin Adnan
Menderes Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde tanimlanmistir. Rhizopus oryzae
HBF351, inokulum hazirlamak igin 4 giin boyunca 40°C'de PDA (Potato Dextrose Agar) iizerinde
gelistirilmistir. Inkiibasyondan sonra kiiltiirler 4°C'de saklanmis ve kiiltiirler her hafta taze besi
ortamina ekim yapilarak yeniden hazirlanmistir.

METOT

Kati faz fermantasyonu ortaminin hazirlanmasi ve substrat secimi

Bugday kepegi, yulaf kepegi, dahil 5 farkli organik substrat yerel pazardan temin edilmistir. SSF
icin enzim Uretimine yardimci olan potansiyel bir substrat se¢cmek icin, substratlar enzimi tiretmek
tizere ayri ayri incelenmistir. Elma posast ve marul kokii firinda 50°C'de kurutulmustur. Daha sonra
ince bir toz haline getirilmis ve substrat olarak kullanilmistir.

Bu enzimlerin tiretimi, 3 gr substrat igeren 100 mL’lik erlenlerde yapilmistir. Hazirlanan besiyeri
ortami 121 °C” de 15 dk. otoklavda steril edilmistir. PDA besiyerlerinin her birine 5 mL steril distile su
eklenerek spor siispansiyonu hazirlanmistir. Spor siispansiyonlar1 mililitrede 1x10° spor icerecek
sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan spor siispansiyonu ile fermantasyon ortamina ekim yapilarak enzim
tiretimleri gerceklestirilmistir.

En iyi enzim iretiminin saglandigi substratin belirlenmesi igin besiyeri, % 75 nem igerigi Na-
asetat tampon (pH 5) ile ayarlanarak oda sicakliginda 5 giin siire ile inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra, fermantasyon ortami 20 dakika boyunca 8000 rpm'de santrifiijlenerek hiicreler
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uzaklagtirnlmis ve daha sonraki caligsmalar i¢in siipernatant enzim kaynagi olarak kullanilmistir.
Calismada iniilinaz maksimum aktivite verdigi substrat ile calismaya devam edilmistir.

Enzim Uretimi ve Istatistiksel Optimizasyon

Bu calismada, Box-Behnken deneysel tasarim yontemi iniilinaz {iretimi {izerine bazi
fermantasyon parametrelerinin etkisinin belirlenmesi ve maksimum iniilinaz aktivitesi ve spesifik
aktivitesi saglayan parametrelerinin kombinasyonun belirlenmesi i¢in kullanilmistir. BBD ile 4 farkli
faktoriin -1, 0 ve +1 seviyelerinde yanit yiizey tasarimi olusturulmus ve arastirilan her bir faktoriin
seviyeleri ve kodlanmis degerleri Cizelge 1°de verilmistir. Iniilinaz iiretimi i¢in énemli fermantasyon
parametlerinden olan baslangi¢ pH, inkiibasyon sicakligi, baslangic nem seviyesi ve inkiibasyon siiresi
bagimsiz degiskenler olarak belirlenirken iniilinaz aktivitesi bagimli degiskendir. Bu tasarima gore,
deneysel tasarim yonteminde toplam 29 deney olusturulmus ve tekrarlanabilirligini test etmek igin
merkez noktasi bes kez tekrarlanmistir. Tiim deneyler {i¢ tekerriir halinde gergeklestirilmis. Deneysel
tasarimin gerceklestirilmesi, katsayilarin belirlenmesi, veri analizi ve grafiklerin ¢izilmesi i¢in Design-
Expert V7 deneme siiriimii kullanilmistir. Modele ait esitlik asagidaki gibidir:

Y = B0 + B1A + B2B + P3C + 4D + P11A2 + p22B2 + B33C2 + B44D2 + BI2AB + B13AC + B14AD
+B23BC + p24BD + B34CD 1)

Esitlikte Y tahmin edilen yanit yiizey fonksiyonu (aktivite), B 0 biitiin bagimsiz degiskenlerin
etkilerinin sifir olmasi durumunda Y’nin aldigi degeri, A, B, C ve D bagimsiz degiskenleri
gostermektedir; B1, B2, B3 ve P4 dogrusal katsayilardir ve B11, 22, B33 ve B44 ikinci dereceden
katsayilardir.

Iniilinaz iiretiminin deney sonuclarini analiz etmek icin ANOVA kullanilmistir. Modelin elde
edilen deneysel veriler ile uygunlugunun degerlendirilmesi amaciyla % 95 giiven araliginda F-testi ve
uyumsuzluk (Lack of fit) testi uygulanmigtir. Parametrelerin optimizasyon deneylerinden sonra,
istatistiksel model tarafindan 6ngdriilen optimum fermantasyon kosullarin dogrulanmasi i¢in deneyler
yapilmistir.

Cizelge 1. Box-Behnken tasarim ile test edilen faktorlerin diizeyleri

Derecelerin kodlanmamis degerleri

Sembol Bagimsiz degiskenler Unit -1 0 -1
A pH 4 55 7

B Inkiibasyon sicaklig1 °C 25 35 45
C Nem seviyesi % 50 75 100
D Inkiibasyon siiresi gin 3 5 7

Enzim ekstraksiyonu ve analizi

Kiiltiir ortaminda bulunan enzimi ekstrakte etmek i¢in SSF besiyeri ortamina 10 ml tampon (100
mM Na asetat tamponu, pH 5.0) eklenmistir. Ortamin 20 dk c¢alkalanarak bekletildikten sonra filtre
edilmis ve oda sicakliginda 8000 rpm'de 10 dakika siireyle santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatant
enzim aktivite tayini i¢in kullanilmstir.

Iniilinaz aktivitesi, DNS metodu kullanilarak belirlenmistir (Miller 1959). Calismada substrat
olarak iniilin kullanilmistir. Enzim analizi i¢in 100 pl enzim ¢ozeltisi ve 900 ul % 0.5 inulin (100 mM
Na asetat tamponu, pH 5.0) karisimi1 50°C'de 15 dakika inkiibe edilmistir. Test tiiplerine 1.5 ml DNS
(3,5-dinitrosalisilik asit) ilave edildikten sonra karigim 100 °C'de 10 dakika su banyosunda
bekletilmistir. Kontrol tiipleri sekerlerin enzimatik olmayan salimimini kontrol etmek igin
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hazirlanmistir; sirasiyla 100 pl numune + 1.5 ml DNS reaktifi + 900 ul substrat olacak sekilde
hazirlanmistir. Kor, enzim ¢ozeltisi yerine tampon kullanilarak hazirlanmistir. Kontrol 6rnegi ile kor,
ilk inkiibasyona dahil edilmemistir. Absorbans ol¢iimleri 540 nm'de gergeklestirilmistir. Enzim
aktivitesinin belirlenmesi i¢in ortamda bulanan serbest seker elimine edilmesi gerekmektedir. Bunun
icin, kontrol tiipiiniin absorbans degeri, enzimatik reaksiyonun gergeklestirildigi test tiiplerinin
absorbans degerinden ¢ikartilmistir boylece enzim tarafindan salinan indirgen sekerlerin absorbans
degeri hesaplanmistir (Ilgin ve ark., 2019). Elde edilen bu deger fruktoz standart egrisi kullanilarak
enzim aktivitesi belirlenmistir. Bir iinite iniilinaz, dakikada 1 pmol fruktoz salinimini katalize eden
enzim miktar1 olarak tanimlanmistir. Enzim aktivitesi, U/gds (gram kuru substrat) olarak ifade
edilmistir.

Protein miktarinin belirlenmesi
Kantitatif protein miktari, Bradford yontemi kullanilarak tanimlanmistir (Bradford, 1976).

BULGULAR VE TARTISMA

Mikroorganizma ve substrat se¢imi kat1 faz fermantasyonunda enzim iretimini etkileyen en
onemli faktorlerdir (Soccol ve ark., 2017). Karbon bilesikleri, mikroorganizmalar i¢in enerji
kaynaklaridir (Trivedi ve ark., 2012). Kati faz fermantasyonunda substrat olarak cesitli organik
kaynaklar kullanarak iniilinaz iiretiminin gerceklestirildigi calismalar vardir (Cizelge 2). Iniilin (saf
veya ham) iniilinaz tiretimi igin en giiglii substrat ve indiikleyici olarak rapor edilmistir (Singh ve
Chauhan, 2017). Bununla birlikte saf intilinin yiiksek maliyeti nedeniyle, mikrobiyal iniilinaz tiretimi
icin ham ve ucuz substratlar alternatif iniilin kaynaklar1 olarak tercih edilmektedir (Trivedi ve ark.,

2012).

Cizelge 2. Farkli substratlar kullanilarak elde edilen iniilinaz aktiviteleri
Substrate Inulinase activity (U/gds)

Bugday kepegi 167.13+1.45

Yulaf kepegi 91.17+£2.13

Sogan kabugu 11.36+£0.98

Marul kokii 9.16£1.67

Elma posasi 13.75+1.34

Bu calismada, ilk olarak enzim iiretimini en iyi destekleyen substrat belirlenmistir. Bunun i¢in
Rhizopus oryzae HBF351’den enzim iiretimi; bugday kepegi, yulaf kepegi, sogan kabugu, elma posasi
ve marul koki tozu dahil olmak iizere 5 farkli diisiik maliyetli substratlar kullanilarak
gerceklestirilmistir. Substratlar arasinda bugday kepegi ve yulaf kepegi ile iyi bir verim elde edilmistir.
Bununla birlikte diger kaynaklarin (sogan kabugu, elma posasit ve marul kokii) iniilinaz {iretimi i¢in
zaylf indiikleyiciler oldugu bulunmustur (Cizelge 2). Benzer sekilde bagka bir ¢alismada bugday
kepeginin en yiiksek iniilinaz iiretimini destekledigi bildirilmistir (Onilude ve ark., 2012). Trivedi ve
ark. (2012) ayrica bugday kepeginin iniilinaz iiretimi i¢in siikroz, fruktoz, glikoz ve seker kamisi
posasindan daha etkili oldugunu gézlemlemislerdir. Bugday (Triticum sp.) diinyanin en ¢ok iiretilen ve
en degerli tarim Uriinleridir. Bununla birlikte, kepek, bugday tanesinin bugdayimn yaklasik % 15'ini
olusturmaktadir (Germec ve ark., 2019) ve iniilin igerigi % 1-4 arasinda degismektedir. Ayrica
mikroorganizmalarmn biiyiimeleri igin gerekli besin 6gelerine sahiptir. Iniilinazin yani sira, bugday
kepeginin ksilanaz, seliilazlar gibi birgok enzimin iiretimi ig¢in de iyi bir karbon kaynagi oldugu
gosterilmistir (Trivedi ve ark., 2012). Bizim ¢aligmamizda da bugday kepeginin iniilinaz iiretimi i¢in
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iyi bir substrat oldugu dogrulanmistir. Bu yiizden enzim iiretimi optimizasyon ¢aligmalarinda kati faz
fermantasyonu igin substrat olarak bugday kepegi kullanilmistir.

Cizelge 3. Farkli substrat ve mikroorganizma kullanarak kati faz fermantasyonu ile iniilinaz {iretimi bulgulart

Mikroorganizma Substrat Maksimum aktivite  Kaynak

Aspergillus niger Muz kabugu 200 IU gds™ Narayanan ve ark. (2013)
Piring kepegi 137.2 IU gds™*

Aspergillus versicolor Portakal kabugu (rind) 1.917 IU gds™ Abd EI Aty ve ark. (2014)

Cryptococcus aureus G7a Piring kabugu (husk) 420.9 IU gds™* Sheng ve ark. (2009)
Bugday kepegi

Xanthomonas campestris pv  Sarimsak kabugu 117 IU gds™ Ayyachamy ve ark. (2007)

phaseoli Sogan kabugu 101 IU gds™?

Mucor circinelloides Elma posasi 411.3 1U gds? Singh ve ark., 2020

Kluyveromyces S120 Bugday kepegi 409.8 IU gds™* Xiong ve ark. (2007)

Kluyveromyces Seker Kamisi Posasi 391.9 IU gds™* Mazutti ve ark. (2006)

marxianusNRRL Y-7571

Penicillium oxalicum Misir kepegi 77.95 IU gds™* Singh ve ark. (2018)

Bir¢ok mikroorganizmanin iniilinaz tirettigi gosterilmistir, bunlarin arasinda ipliksi funguslar,
maya ve bakteriler bulunmaktadir. Ozellikle Aspergillus ve Penicillium smifi en yaygm iireticilerdir
(Flores-Gallegos ve ark., 2018). Bununla birlikte Rhizopus izolatlarininda iniilinaz iiretimi i¢in de iyi
bir aday oldugu bildirilmistir (Mohamed ve ark., 2015; Karam ve ark., 2018). Calismamizda iniilinaz
tiretimi i¢in Rhizopus oryzae HBF351 izolat1 kullanilmustir.

Enzimler bir¢ok endiistriyel alanda kullanima sahip oldugu igin ticari 6nemi 6neme sahiptir, bu
nedenle diisiik maliyetli substratlar kullanarak fermantasyon sartlarinin optimize edilmesi enzim
lretimini arttirmak ve maliyeti azaltmak icin gereklidir. Ortam ve fermantasyon kosullarinin
kombinasyonu, kat1 faz fermantasyonunda enzim verimini onemli Slglide degistiren bir faktordiir
(Govarthanan ve ark., 2014). Enzim iiretimi ¢aligmalarinda fermantasyon ortaminin optimizasyonu
icin istatistiksel tasarim teknikleri basariyla kullanilmistir (Trivedi ve ark., 2012; Singh ve ark., 2018;
Singh ve ark., 2020).

Calismada, BBD maksimum iniilinaz {iretimi saglanan optimum parametre seviyelerini
tanimlamak ve bu parametreler ile enzim aktiviteleri arasindaki iliskileri anlamak i¢in kullanilmistir.
Calismada, inkiibasyon siiresi, sicaklik, nem ve pH iniilinaz iiretiminin istatistiksel optimizasyonu i¢in
bagimsiz degiskenler olarak se¢ilmistir. BBD plani ile elde edilen deneysel enzim aktivite ve
tahminlenen enzim aktiviteleri Cizelge 4'de verilmistir. Ayrica optimizasyonda kullanilacak en uygun
modeli bulmak i¢in farkli istatistiksel modeller, yani dogrusal, 2F1, kuadratik ve kiibik modeller analiz
edilmistir ve modellerin istatistiksel verileri Cizelge 5’te Ozetlenmistir. Model denklemlerin
istatistiksel Onemi, varyans analizi (ANOVA) ile hesaplanmistir ve istatistiksel anlamliliklar1 ve
deneysel hata etkileri % 95 giiven araliginda tespit edilmistir. Calismada kuadratik model uygun bir
model olarak program tarafindan dnerilmistir. Iniilinaz iiretimi i¢in daha yiiksek F degeri (1861.46) ve
p degerinin 0.05’ten kii¢iik olmasi, modelin 6nemini dogrulamaktadir.

Model yeterliligini gosteren diger 6nemli bir faktorde uyum eksikligi (Lack of fit) degeridir. Bir
modelin uyum eksikligi degerinin anlamsiz olmasi (p>0.05) hatanin 6nemsiz oldugu ve yanitlarin
regresyon esitligi ile agiklanabildigini gostermektedir. Bu baglamda modelin yeterliligi acisindan
uyum eksikliginin istatistiki olarak onemli olmamasi yani 0.05’ten biiyiilk olmasi gerekmektedir.
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Calismamizda elde edilen veriler sonucu uyum eksikligi degeri anlamsiz olarak bulunmustur (p>0.05)
ve modelin yeterliligi dogrulanmistir.

Cizelge 4. Iniilinaz iiretiminin optimizasyonu i¢in Box-Behnken tasarimu ile deneysel ve tahminlenen iniilinaz aktiviteleri

No pH Inkiibasyon Nem seviyesi  Inkiibasyon Deneysel aktivite  Tahminlenen
sicakhg (%) siiresi (1U gds™) aktvite
(°C) (Days) (1U gds?)
1 55 45 75 3 40.69 39.31
2 55 35 75 5 374.1 377.80
3 7 35 100 5 107.12 110.88
4 4 35 50 5 230.57 221.63
5 55 25 75 3 135.63 138.18
6 55 35 100 7 106.5 108.06
7 55 35 75 5 379.11 377.80
8 5.5 35 75 5 3825 377.80
9 5.5 25 50 5 164.11 171
10 55 35 75 5 374.32 377.80
11 7 45 75 5 47.66 49.55
12 55 45 100 5 77.3 72.68
13 4 35 75 7 150.45 156.24
14 5.5 45 75 7 45.33 37.61
15 7 35 50 5 171.89 166.44
16 5.5 35 75 5 378.98 377.80
17 5.5 45 50 5 94.42 101.53
18 55 25 100 5 153.77 148.93
19 4 35 75 3 197.23 194.37
20 4 45 75 5 102.11 106.83
21 7 35 75 3 102.18 98.66
22 55 25 75 7 88.26 84.46
23 7 35 75 7 76.24 81.37
24 4 35 100 5 225.99 226.26
25 55 35 50 3 159.88 161.23
26 55 35 100 3 145.77 149.63
27 7 25 75 5 96.21 94.40
28 4 25 75 5 206.67 207.69
29 55 35 50 7 148.34 147.38

Cizelge 5 Inulinaz optimizasyonuna ait modellerin istatistiksel verileri
Inulinaz aktivitesi

Model Serbestlik Derecesi (df) F-Degeri p-Degeri

Lineer 4 0.88 0.4891

Kuadratik 4 1861.46 < 0.0001* onerilen
2FI1 6 0.028 0.9999

Kiibik 8 2.27 0.1668

*p<0.05 istatistiksel olarak 6nemli

Ayrica, calismada modelin uygunlugu R? (regresyon katsayis1), Adj- R? (diizeltilmis regresyon
katsayis1), ongoriilen c¢oklu belirleme katsayis1 (Pre-R?) kullanilarak degerlendirilmistir. Iniilinaz
aktivitesi i¢in Pre- R? (0.99) ve Adj- R? (0.99) degerleri, R? (0.99) ile makul bir uyum i¢indedir. Ideal
olarak Adj-R?, R? degerine yakin olmalidir. R? degerinin 1’e yakin olmas1 modelin uygunlugunu yani
deneysel ve tahminlenen degerler arasinda korelasyon oldugunu gostermektedir. Bu da deneylerin ¢ok
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giivenilir oldugu anlamina gelir (Garai ve Kumar, 2013). Calismada elde edilen R? degeri oldukga
yiiksek bulunmustur. Bu yiiksek R? degeri deneysel sonuglar ile secilen model tahminlerinin olduk¢a
uyumlu oldugunu gostermektedir.

Cizelge 6 Box—Behnken planda bagimsiz degiskenlerin varyans analizi
inulinaz aktivitesi

Varyans kaynagi Serbestlik Derecesi (df) F-Degeri p-Degeri
Model 14 616.01 < 0.0001**
A-pH 1 575.59 < 0.0001**
B-inkiibasyon sicaklig 1 420.04 < 0.0001**
C- Nem seviyesi 1 51.29 < 0.0001**
D-inkiibasyon siiresi 1 60.76 <0.0001**
AB 1 20.69 0.0005**
AC 1 23.89 0.0002**
AD 1 2.86 0.1127
BC 1 0.30 0.5906
BD 1 17.84 0.0009**
CD 1 5.07 0.0409*
A2 1 1804.88 < 0.0001**
B2 1 4406.28 < 0.0001**
c2 1 1505.07 < 0.0001**
D2 1 3471.18 < 0.0001**
Uyum eksikligi (Lack of Fit) 14 3.76 0.1066

* p<0.05, **p<0.01

Caligmada iniilinaz iiretiminin optimizasyonu ile ilgili kuadratik model varyans analizi sonuglar1
Cizelge 6°da verilmistir. Istatistiksel analiz test edilen degiskenlerin iniilinaz aktivitesi iizerinde énemli

bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bu durumda, A, B, C, D, AB, AC, BD, CD, A2, B2, C2, D2
model terimlerinin iniilinaz aktivitesi i¢in 6nemli oldugu bulunmustur (p<0.05).

Maksimum iniilinaz aktivitesi i¢in iki degiskenin etkilesimini ve her degiskenin optimum
seviyesini gostermek icin li¢ boyutlu (3-D) yanit yiizey grafikleri olusturulmustur (Sekil 1).
Fermantasyon ortaminin sicakligi ve pH", iniilinaz {iretimi i¢in en 6nemli degiskenler olarak rapor
edilmistir (Dinarvand ve ark., 2017). Modelde, enzim aktivitesinin pH degiskeninden 6nemli 6l¢iide
etkilendigi bulunmustur (p < 0.0001).

Sekil 1, intilinaz tiretimi i¢in iki degisken arasindaki etkilesimleri gostermektedir. Sekil 1a, b ve
c'de goriildigii gibi, en iyi iniilinaz aktivitesi, 5.5 asidik pH'da elde edilmistir Ayrica, pH ve
inkiibasyon siiresi (A*D) arasindaki etkilesimin énemli olmadig1 (p>0.05) bulunurken, inkiibasyon
sicakligi (A*B) ve nem seviyesinin (A*C) pH ile aralarindaki etkilesimin 6énemli oldugu bulunmustur
(p <0.01). Calismada enzim aktivitesinin pH araligi degerlendirildiginde pH 4.75'in altinda veya pH
6.25'in iistinde azalma goriilmektedir. Elde ettigimiz bu sonug, funguslarin ¢ogunun 4-6.5 asidik bir
aralikta optimum biiylime pH'larina sahip olduklar1 bilgisi ile uyumludur (Trivedi ve ark.2012; Singh
ve Chauhan, 2017). Benzer sekilde, Trivedi ve ark. (2012), pH 6.1'in iizerindeki artisin, Aspergillus
tubingensis CR16'dan iniilinaz verimini azalttigin1 bulmustur. Baska bir ¢alismada ise Aspergillus
niger ATCC 20611'den pH 6.5'te ve Mucor circinelloides’den pH 6.4’te maksimum iniilinaz
aktivitesinin elde edildigi bildirilmistir (Dinarvand ve ark., 2017; Singh ve ark., 2020).
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Sekil 1. Iniilinaz aktivitesi iizerine iki degiskenin kombine etkilerine ait 3-D grafikler

Sicaklik mikrobiyal biiylimeyi, sporu ve iiriin olusumunu etkileyen 6nemli bir parametredir.
Caligsmada, inkiibasyon sicakliginin enzim iiretimi iizerindeki etkisi degerlendirilmistir (Sekil 1a,d ve
e). Sekil le’de iniilinaz aktivitesinin 4. giin ile 6. giin arasinda artmaktadir ayrica 40°C'den yiiksek
inkiibasyon sicakligiin iniilinaz aktivitesinde keskin bir azalmaya neden oldugunu goriilmektedir.
Bunun nedeni protein yapisiin denatiirasyonu olabilir (Niyonzima ve More, 2015). Inkiibasyon
sicakligi ile inkiibasyon siiresi arasindaki etkilesimin énemli oldugu bulunurken (p <0.01), iniilinaz
aktivitesi lizerine inkiibasyon siiresi-nem seviyesi (B*C) arasindaki etkilesimin 6nemli olmadigi
(p>0.05) goriilmektedir. Benzer sekilde Aspergillus niger ATCC 20611 tarafindan iniilinaz iiretimi i¢in
optimum sicakligin 30°C oldugu bulunmustur (Dinarvand ve ark., 2017). Iniilinaz {iretimi i¢in gogu
fungus tiiriiniin optimal fermantasyon sicakligi 28-30 °C oldugu bildirilmektedir (Singh ve Chauhan,
2018).

Kat1 faz fermantasyonunda diisiik veya yiiksek nem seviyesi mikrobiyal aktiviteyi etkiler.
Yiiksek nem seviyesi oksijenin niifuz etmesini Onler ve substrat gozenekliliginin azalmasina neden
olur. Bununla birlikte, diisiik nem seviyesi kotii mikrobiyal biiylimeye neden olabilir (Pandey ve ark.
1999). Fungus biiyiimesi ve metabolit {iretimini baglatmak i¢in nem seviyesinin en az % 20 olmasi
gereklidir (Singh ve ark., 2020). Sekil 1b, d ve f nem seviyesinin iniilinaz aktivitesi lizerindeki etkisini
gostermektedir. Calismamizda nem seviyesinin iniilinaz iiretimi i¢in 6nemli faktor oldugu bulunmustur
ve optimal iniilinaz aktivitesi, % 75 nem seviyesinde gozlenmistir. Tablo 6'da goriildiigi gibi, iniilinaz
aktivitesi lizerine nem seviyesinin pH diizeyi (A*C) ve inkiibasyon siiresi (C*D) ile aralarindaki
etkilesimin anlamli oldugu goriilmektedir (p <0.05). Bulgularimizla uyumlu olarak farkli fungal
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kaynaklar kullanilarak gerceklestirilen diger caligmalarda da kati faz fermantasyonunda iniilinaz
tiretimi i¢in 6nemli oldugu bulunmustur (Trivedi ve ark., 2012; Narayanan ve ark., 2013; Singh ve
ark., 2018; Singh ve ark., 2020).

Fermantasyon siiresi ayrica kati faz fermantasyonda iniilinaz {iretimi i¢in ¢ok Onemli bir
faktordiir. Calismada iniilinaz iiretimi, fermantasyonun 5. giiniinde maksimum aktiviteye ulagmistir
(Sekil 1c, e ve f). Fermantasyonun 6. giiniinden sonra enzim tiretiminde azalma baslamistir. Bu durum
ortamin nem seviyesindeki degisim, proteazlarin salgilanmasi veya besin maddelerinin azalmasi gibi
faktorlerle agiklanabilir. Ayrica fermantasyon siiresi, artan ikincil metabolitlerin birikmesi nedeniyle
ortamin pH'in1 etkilemesi de enzim aktivitesinde azalmaya neden olan diger bir faktor olabilir (Singh
ve ark., 2018). Deney sonuglarina gore enzim tiretiminde siirenin etki oldugu goriilmektedir.

Son olarak, calismada iniilinaz {iretimi i¢in gelistirilen istatistiksel model dogrulanmistir. Bunun
i¢in, enzim i¢in maksimum aktivite sagladigi 6ngoriilen optimize kosullar, Design Expert yaziliminin
nokta tahmin Ozelligi kullanilarak elde edilmistir. Optimal kosullarin belirlenmesi icin Onerilen
coziimler icinde c¢ekiciligi 1’e en yakin olan (desirability~1) yazilimin birinci sirada verdigi nokta,
secilmistir. Buna gore modelin gecerliligi test edilmistir. Enzim i¢in optimum kosullarin pH 5.18, 33.4
°C, % 72.1 nem seviyesi ve 4.7 giin oldugu ve iniilinaz aktivitesinin 383.9 IU/gds oldugu tahmin
edilmistir. Bu optimum kosullarin gegerliligi deneyler yapilarak test edilmis ve enzim aktivitesi 385.1
IU/gds olarak bulunmustur. Bu sonu¢ dngoériilen aktivite degeri ile olduk¢a uyumludur ve istatistiksel
modelin gecerliligi dogrulanmistir. Elde edilen bulgular, kullanilan istatistiksel yaklagimin inulinaz
tiretimini artirmak igin etkili ve glivenilir bir yontem oldugunu goéstermektedir. Ayrica diger fungus
tirlerinden farkli kati substratlar kullanilarak elde edilen enzim aktiviteleri ile karsilastirildiginda
(Cizelge 3), bu calismada bugday kepegi kullanilarak Rhizopus oryzae HBF351 tarafindan firetilen
iniilinaz aktivitesinin (383.9 IU/gds) yiiksek aktiviteye sahip oldugu goériilmektedir.

SONUC

Sonug olarak ¢aligma, Rhizopus oryzae HBF351’in potansiyel bir inulinaz ireticisi fungus
oldugu gosterilmistir. Ucuz ve kolayca temin edilebilen bir kati substrat olarak bugday kepeginin
iniilinaz iretimini destekledigi bulunmustur. Tiim ¢alisma sonuglar1 dikkate alindiginda. Rhizopus
oryzae izolatinin yiiksek enzim aktivitesi nedeniyle ticari inulinaz iiretimi i¢in umut verici bir aday
oldugu goriilmektedir.
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