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OZET

R. delemar’ 1n asit fosfataz aktivitesi, Zn(Il) biyobirikimi ve {iremesi, pH, sicaklik ve baslangi¢ metal iyonu
konsantrasyonunun fonksiyonu olarak arastirildi. Deney tasarimi Cevap Yiizey Yontemi (CYY) ve Box-
Behnken tasarimima gére yapildi. Onerilen matematiksel modeller varyans analizi (ANNOVA) istatistiksel
yontemi ile degerlendirilmistir. Asit fosfataz aktivitesi i¢in dogrusal, mikroorganizma derisimi ve Zn(II)
biyobirikimi i¢in kuadratik esitlige tam bir uyum gozlenmistir. R. delemar’ 1 liremesi asit fosfataz tiretimi ve
Zn(II) biyobirikimi igin optimum pH 5,03, sicaklik 31,82 °C ve baglangi¢ Zn(Il) iyonu konsantrasyonu 30,15
mg/L olarak bulunmustur. Bu kosullarda elde edilen maksimum asit fosfataz aktivitesi 794,098 pumol/L-dak,
mikroorganizma konsantrasyonu 3,203 g/L ve biyobiriktirilen Zn(Il) miktar1 17,62 mg/L olarak bulunmustur.
Deney dogrulama deneyi yapilarak sonuglarin duyarliligi ve gecerliligi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Asit fosfataz, R. delemar, biyobirikim, Zn(Il), Cevap yiizey yontemi (CYY)

OPTIMIZATION OF ACID PHOSPHATASE PRODUCTION AND ZN(I)
BIOACCUMULATION by R. delemar USING RESPONSE SURFACE METHOD

ABSTRACT

Acid phosphatase activity, Zn (II) bioaccumulation and growth of R. delemar were investigated as a function of
pH, temperature and initial Zn(Il) ion concentration. Experimental design was performed by response surface
method (RSM) and Box-Behnken design. The proposed mathematical models were evaluated by analysis of
variance (ANNOVA) statistically method. The best fit for acid phosphatase activity was obtained by linear
model, the Zn(II) bioaccumulation and microorganism growth were characterized by quadratic equations. The
optimum conditions for acid phosphatase activity, Zn(II) bioaccumulation and growth of R. delemar were found
to be pH 5,03, 31,82 °C and an initial Zn(II) ion concentration of 30,15 mg/L. At these conditions the maksimum
acid phosphatase activity Zn(II) bioaccumulation and microorganism concentration were determined as 794,098
mmol / L-min, 17,62 mg / L and 3,2038 g / L respectively. To test sensivity and validity of the optimum
conditions the validation experiments were performed.
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1. GIRIS (NTRODUCTION)

Fosfatazlar fosfomonoesterazlardir ve cesitli fosfat
esterlerinin, C-O-P baglarinin hidrolizini katalizlerler.
Ayrica tipta ¢esitli hastaliklarin tan1 ve tedavisinde
kullanilmaktadir. pH degerlerine gore asit yada alkali
fosfataz olarak siniflandirilirlar. Bu enzimler dogal
ortamda olusur, hayvan dokulari, bitkiler ve
mikroorganizmalarda bulunur. Cesitli mikroorganiz-

malar tarafindan {iretilen bu enzim son yillarda
yapitlan  bazi  aragtirmalara  konu  olmustur.
Lactobacillus plantarum DPC2739 isimli bakterinin
iirettigi dis hiicresel asit fosfataz incelenmis, optimum
iiretim sartlar1 40 °C sicaklik ve pH 3,5-5 araliginda
bulunmustur [1]. Asit fosfataz irettigi bilinen diger
mikroorganizmalar; Saccharomyces cerevisiae [2],
Neurospora crassa [3], Euglena gracilis [4] ve
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Rhizopus delemar >dir (R. delemar). Bu galismada asit
fosfataz kaynagi olarak, etkili agir metal biyosorbenti
olarak bilinen R. delemar kullanilmistir [S]. Agir
metal  iyonlarinin  mikroorganizmalar  iizerine
biyosorpsiyonu incelendiginde, kullanilan
mikroorganizmanin hiicre yapisina bagli olarak
degisik mekanizmalarin etkili oldugu goriilmektedir
[6]. Agir metal giderim prosesleri iki basamakatan
olusmaktadir.

i-) Metobolizmaya bagh giderim (biyobirikim):
Metabolik hareketlerle birlikte hiicre iginde metal
iyonlarinin biyobirikimidir. Enerji gerektiren bir
prosestir.

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

Olii mikroorganizmalarla yapilan adsorpsiyon islemi
genellikle biyosorpsiyon olarak tanimlanmaktadir [7].
Biyosorpsiyonda  kimyasal  adsorpsiyon, iyon
degisimi, elektrostatik ¢ekim kuvvetleri,
komplekslesme gibi bircok mekanizmanin tek bagina
veye birlikte rol oynadigi diistiniilmektedir. Bu
calismada canli R. delemar hiicreleri ile metal
biyobirikimi, hiicreye bagli metal fosfat olarak agir
metallerle ¢oken, inorganik fosfati serbest birakan
hiicreye baglhh fosfataz enzimi araciligi ile
gerceklestirilmektedir. Asit fosfataz uygun organik
veya inorganik fosfat kaynagimdan HPO,? *yi serbest
birakir. Bu fonksiyonu tireme periyodunu tamamlamis
ve/veya tutuklanmig mikroorganizma hiicreleri de
gosterebilir. Hidrojen fosfat, M™ ile stokiyometrik
olarak c¢okerek hiicre ylizeyine MHPO, olusturmak
iizere sikica baglanir. Bu mekanizma ile metal iceren
cozeltilerde Cd, U, Sr ve Pb iyonlarinin Citrobacter
sp  grubu  bakteriyel  hiicreler  kullanilarak
biyobirikiminin gergeklestigi rapor edilmistir [8].

Bu calismada R .delemar’ in iirettigi asit fosfataz
aracihigr ile Zn(II) biyobirikiminin gergeklestigi
optimum kosullarin  bulunmasi amacglanmaktadir.
Klasik yontemlerle optimum deney kosullariim
bulunmasi i¢in ¢ok sayida deney yapmak gereklidir.
Elde edilen sonuglarla ise optimum deney kosullari
iizerinde deney degiskenlerinin birbirleri iizerine olan
etkilerini gormek mimkiin degildir. Bu tiir
kisitlamalar1 ortadan kaldirmak amaci ile Cevap
Yiizey Yontemi (CYY) ve Box-Behnken deney
tasarimi kullanilarak, pH, sicaklik ve baslangic metal
iyonu konsantrasyonu bagli olarak, asid fosfataz
aktivitesi, R. delemar iiremesi ve Zn(Il) biyobirikimi
optimize edilmistir. Elde edilen matematiksel
modeller, ANNOVA (Analysis of variance)
istatistiksel yontemi ile degerlendirilmis, modellerin
dogrulugu ve gecerliligi tartigtlmistir [9].
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2. MATERYAL ve METOD
METHOD)

(MATERIAL and

2.1. R. delemar’ in Asit Fosfataz Enzimi Aktivitesi

ve Besin Ortamlarimin  Hazirlanmasi  (Acid
Phosphatase Activity of R. delemar and Growth Medium
Preparation)

Asit fosfataz iiretiminde kullanilan as1 ortami ve asit
fosfataz iiretiminde kullanilan fermantasyon ortami
hazirlanmig ve 100 ml c¢alisma hacmine sahip
reaktorlerde fermentasyon gerceklestirilmistir.
Asilama i¢in besin ortami igeren erlenler, 150
devir/dak hizinda, 30 °C sicaklikta ve 24 saat orbital
calkalayicida  kanistirilmistir.  Ortam pH® 1,
mikroorganizmanin asit fosfataz enzimi iiretmesi igin
en uygun pH degeri olan 4,8’¢ ayarlanmistir [10].

2.2. Analitik Olciim Yontemleri (Analytical
Measurement Methods)
Belirli zaman araliklarinda fermantasyon

ortamlarindan steril olarak alinan Grnekler filtrasyon
ve/veya santrifiijleme isleminden gecirilmis, sivi
kisim metal iyonlar1 ve enzim aktivitesinin tayininde,
dipte ¢okelen kisim veya filtrasyon kagidinin iizerinde
kalan kisim ise mikroorganizma konsantrasyonunun
bulunmasinda kullanilmigtir. Alinan Ornekteki yas
mikroorganizma konsantrasyonu g/l cinsinden
spektrofotometrik olarak 360 nm’de absorbans
okunarak tayin edilmistir. Daha sonra yas agirlik-kuru
agirllk  mikroorganizma  ¢alisma  dogrusundan
yararlanarak kuru mikroorganizma konsantrasyonuna
gecilmistir.

2.3. Asit Fosfataz Aktivitesi Tayini (Acid Phosphatase
Activity Determination)

Fosfataz aktivitesinin 6l¢iimii igin substrat olarak p-
nitrophenyl phosphate (pNPP, Sigma 117K8210)
kullanilarak 6nceden tanimlandigt gibi tayin edilmistir
[10] (Acikel ve Ersan, 2010). Fosfataz aktivitesi, 410
nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmiistiir. Bir birim fosfataz aktivitesi pH 4,8 ve 37
°C’ de lumol p-nitrophenol / dak serbest birakan
enzim ¢ozeltisinin miktari olarak tanimlanir [5].

2.4. Metal Iyonlan iceren Biyobirikim Ortaminin

Hazirlanmasi (Preperation of Bioaccumulation Medium
Containinig Metal Ions)

Zn(Il) ¢ozeltileri, ZnSO4.5H,0 kristallerinin damitik
suda ¢oziilmesi ile elde edilen 1,0 g/ metal iyonu
iceren stok cozeltilerden seyreltilerek hazirlanmistir.
Fermentasyon ortamlarinin pH degeri 1 mol/L
konsantrasyonunda hazirlanan HNOj; stok c¢ozeltisi
kullanilarak ayarlanmustir.
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2.5.  Biyobirikim

Experiments)

Deneyleri (Bioaccumulation

Biyobirikim deneyleri orbital ¢alkalayicida 30 °C
sicaklikta 150 devir/dak karistirma hizinda 48 saat
siireyle yapilmigtir. Optimizasyon deneylerinde, R.
delemar’ 1n maksimum asid fosfataz aktivitesi
gosterdigi saptanan, iistel iireme evresinin sonundaki
hiicreler kullanilmistir. Fermentasyon ortamindan
alinan 5ml hacmindeki 6rnek 6030 x g’ de 5 dakika
santrifiijlenmis ve ortamdaki serbest Zn(II), 213,9
nm’ de atomik absorbsiyon spektrofotometresinde
Olctilmiistiir.

Burada x; bagimsiz bir degiskenin kodlanmis
degeridir, X; bagimsiz bir degiskenin gercek
degeridir, X, merkez noktada bagimsiz bir degiskenin
gercek degeridir, AX; basamak degisim degeridir.
Box-Benkhen tasarimi kullanilarak arastirilan pH,
sicaklik ve baslangic Zn(II) iyonu bagimsiz
degiskenlerinin araligt ve diizeyleri Tablo 1. de
gosterilmektedir. S6z konusu bagimsiz degiskenlerin
araliklari, bir deney setinde bir parametrenin
degerinin  degistirildigi  diger = parametrelerin
degerlerinin sabit tutuldugu deney sistemlerinde
belirlenmistir. Asit fosfataz aktivitesi, biyobiriktirilen
Zn(Il) iyonu konsantrasyonu ve mikroorganizma
konsantrasyonu bagimli degisken veya tasarim
deneylerinin cevabi olarak alinmaktadir. Sistemin
davranist asagidaki kuadratik esitlik tarafindan ifade
edilir:

2.6. Deney Sisteminin Matematiksel Modellenmesi
(Metematical Modelling of Experimental System)

Yiizey Cevap Yéntemi (Response Surface Methodology)

Asit  fosfataz aktivitesi, Zn(Il) biyobirikimi ve
mikroorganizma derisiminin optimizasyonu icin
merkezi bileske tasarimi (Acid phosphatase activity, Zn (II)
bioaccumulation and central composite design for optimization of
microorganism concentration)

R. delemar’ m asit fosfataz enzimi tretimi ve Zn(II)
biyobirikimi i¢in, optimum fermentasyon kosullarinin
saptanmast amaciyla, pH, sicaklik ve baslangi¢ Zn(II)
iyonu konsantrasyonunun etkilerini arastirmak iizere,
Box-Benkhen deneysel tasarimi uygulanmistir.
Istatiksel hesaplamalar i¢in, X; ve X, ile gosterilen iki
bagimsiz degisken, (1) numarali esitlige gore
kodlanmustir:
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X, - X,

x, =——
AX,

Y =Bo+ D Bix,+ Y, Buxl+ D, Bixix; (2)

(M

Burada Y onerilen cevap, B, ofset terimi, B; dogrusal
etki, B; kare etkisi ve B’ de parametreler arasindaki
kargiliklr etkilesimi gosteren katsayidir. Her deneysel
nokta iki kez tekrar edildi. Tekrar edilen degerlerin
aritmetik  ortalamasi, Box-Benkhen tasariminda
kullanildi. Design Expert 7,0 bilgisayar programi,
deneysel verilerin regresyon analizi ile Esitlik 2’ nin
katsayilarinin hesaplanmasi i¢in kullanilmistir.

3. DENEYSEL SONUCLAR
(RESULTS and DISCUSSION)

ve TARTISMA

Klasik biyobirikim deneyleri sonucunda belirlenen en
uygun pH ve sicaklik araliklart dikkate alinarak,
deney sisteminin yiizey cevap yoOntemiyle, deneysel
calisma araliklari, en diigiik pH degeri olarak 4,0 en
yiiksek pH degeri olarak 5,5, en diisiik sicaklik degeri
olarak 25 °C, en yiiksek sicaklik degeri olarak 36 °C
secilmigtir.  Tasarim  ¢aligmalart  i¢in  diisiik
derisimlerde aktivator etkisi gostermesi nedeniyle agir
metal olarak Zn(II) secilmistir. Sisteme eklenen Zn(II)
konsantrasyonu 10-50 mg/L derisim araliginda
degistirilmistir. pH, sicaklik ve baslangic Zn(II)
konsantrasyonu bagimsiz degiskenlerine karsi, cevap
degiskenleri, asit fosfataz aktivitesi, mikroorganizma
derisimi ve metal biyobirikimi i¢in elde edilen
deneysel ve yontem tarafindan Ongoriilen degerler
Tablo 2’ de kargilastiriimaktadir.

3.1. R. delemar ile Maksimum Asit Fosfataz
Aktivitesi Elde Etmek icin Deney Kosullarinin
Belirlenmesi (Determination of Experimental Conditions for
Maximum Acid Phosphatase Activity of R. delemar)

Esitlik 3 tarafindan ifade edilen model pH, sicaklik ve
baslangic Zn(II) derisiminin fonksiyonu olarak asit
fosfataz aktivitesini gostermektedir. Elde edilen
model dogrusal bir esitliktir ve denklemi asagidaki
gibidir.

Enzim aktivitesi = 757,73 + 81,08x; + 30,83x, —
159,14x3 3)

Tablo 1. Bagimsiz degisken araliklari ve cevap degiskenleri (Level and code of independent variables)

Bagimsiz degisken Semboller Kodlanmis diizeyler
Kodlanmamisg Kodlanmig -1 0 1
pH Xl X1 4,00 4,75 5,50
T (°C) X, Xo 25,0 30,5 36,0
Cyz,; (mg/L) X3 X3 10 30 50
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Esitlik 3’ {in istatiksel anlami F testiyle kontrol edildi.
Dogrusal modelin cevap yiizeyi icin varyans analizi
(ANNOVA) Tablo 3.'de verilmistir. Ejde edilen

sonuglarm anlamli olabilmesi i¢in modelde ‘‘Prob>F’’
diye ifade edilen olasilik degerinin 0,05’ ten kiiciik
olmast gerekir. Olasilik degerinin 0,1000” den biiyiik
oldugu durumlarda tasarim cevap degiskenleri igin
anlamsiz olur. Model F-degerinden ve cok diisiik
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probabilite degerinden anlasildig1 iizere, model
anlamlidir. Modelin uyum derecesi belirtme katsayisi
R? ve ¢oklu korelasyon katsayisi, R’ nin degerine
bakilarak kararlagtirilir. R’ nin degeri 1’ e ne kadar
yakinsa, deneysel ve model degerler arasindaki
korelasyon o 6l¢iide iyidir. Asit fosfataz aktivitesi igin
ongoriilen modelin 0,9275° lik R? degeri deneysel
verilerle model tarafindan Ongoriilen degerlerin
uyumuna isaret eder.

Tablo 2. Asit fosfataz aktivitesi, mikroorganizma konsantrasyonu ve Zn(II) biyobirikiminin deneysel ve

model degerleri iceren Box—Behnken tasarim matriksi (Box-Behnken design matrix along with the experimental and
predicted values of acid phosphatase activity, biomass concentration and Zn(II) bioaccumulation)

Gergek Asit Fosfataz Aktivitesi Mikroorg. Derisimi Metal
Degerler (umol/L-dak) (g/L) Biyobirikimi (mg/L)
SET
pH T Czni h/{odel Der}eysel D/{odel Der}eysel h/{odel Deneysel
degerler | degerler | % Hata | degerler degerler | % Hata | degerler degerler % Hata
1 0 1 1 633,07 666,11 -5,21 2,59 2,58 0,63 34,39 34,00 1,17
2 0 0 757,87 746,32 1,52 3,09 3,10 -0,20 16,50 16,66 -0,91
3 0 0 757,87 746,32 1,52 3,09 3,10 -0,20 16,50 16,66 -0,91
4 0 | -1 1 572,68 596,13 -4,09 2,42 2,42 0,33 21,56 21,40 0,79
5 -1 1 0 711,66 721,42 -1,37 3,57 3,57 0,04 20,79 20,2 2,95
6 0 0 0 757,87 785,32 -3,62 3,09 3,10 -0,20 16,50 16,9 -2,32
7 -1 0 804,09 792,31 1,46 3,02 3,00 0,81 12,05 12,3 -1,99
8 -1 0 1 526,46 512,21 2,70 2,63 2,61 0,82 28,35 28,11 0,85
9 -1 -1 882,68 845,00 4,19 2,73 2,73 0,21 3,76 3,96 -4,80
10 0 0 757,87 752,21 0,74 3,09 3,0 3,02 16,50 16,75 -1,45
11 1 -1 943,07 912,21 3,27 3,85 3,84 0,38 6,69 6,86 -2,36
12 1 1 0 864,48 841,32 2,67 3,80 3,81 -0,06 20,37 20,42 -0,21
13 -1 0 -1 836,46 836,32 0,017 2,99 3,00 -0,17 5,60 5,93 -5,53
14 1 0 757,87 721,21 4,83 3,09 3,10 -0,29 16,50 16,5 0,04
15 -1 ] -1 651,27 661,00 -1,5 3,06 3,04 0,89 13,36 13,21 1,14
16 1 0 1 679,28 645,96 4,90 2,30 2,28 1,22 27,48 27,96 -1,68
17 1 -1 989,28 1100 -11,19 3,51 3,51 0,04 4,73 7,50 -1,08

Tablo 3. Cevap ylizeyi dogrusal esitlik i¢in, ortam bilesenlerinin fonksiyonu olarak asit fosfataz aktivitesinin

varyans analizi (ANNOVA) (Analysis of variance (ANOVA) for the fitted quadratic polynomial model of acid phosphatase
activity as a function of concentration levels of medium components)

Kaynak Kareler DF Ortalamanin F- Degeri Probobilite
toplami Karesi (Mean (P)>F
(Sum of square)
squares)
Model 2,628 .10° 3 87599,58 55,46 0,0001 uyumlu
Arta kalan 20531,86 13 1579,37
(Residual)
Uyum eksikligi 18423,91 9 2047,10 3,88 0,1021
(Lack of fit)
Hata (Pure eror) 2107,95 4 526,99
Diizeltilmis 2,833.10° 16
toplam
R°= 0,9275  R%4=0,9108 R’ 0,8564 R=0,9632
324 Gazi Univ. Miih. Mim. Fak. Der. Cilt 29, No 2, 2014
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Yiizde olarak ifade edildiginde, R* enzim aktivitesi
icin % 92,75 toplam degisimin bagimsiz degiskenlere
atfedilebilecegini, toplam degisimin yanhiz % 7,25’
sinin modelle ifade edilemedigini gostermektedir.
Rpred (0,8564), R’:g (0,9108) ile iyi bir uyum
igerisindedir. Eger modelde pekgok degisken varsa ve
ornek miktar1 ¢ok degilse RzAdj, R” den belirgin
sekilde kiiciik olabilir. Sonu¢ olarak bu degerlerin
birbirine ve 1’ e yaklagsmasi modelin basarisini
gostermektedir.

Yeterli kesinlik (adequate precision), sinyal giiriiltii
oranmi gosterir. Sinyal giiriilti oraninin ise 4° {in
iistiinde olmasi beklenir. Bu ¢alismada bulunan sinyal
giiriiltii oran1 24,922 yeterli sinyale isaret etmektedir.
Uyum eksikligi (lack of fit), regresyonda igerilmeyen
noktalarda deneysel kiimedeki verileri gostermek igin
modelin basarisini dlger. Esitlik 3” {in regresyonundan
elde edilen uyum eksikligi anlamli degildir
(P=0,1021). Anlamli olmayan uyum eksikligi iyidir
ve Ongoriilen esitliginin degigkenlerin degerlerinin
herhangi bir kombinasyonunda asit fosfataz
aktivitesini  Oonermek  i¢in  yeterli  oldugunu
gostermektedir. Asit fosfataz aktivitesi i¢in dogrusal
bir esitlik elde edilmis olmasi incelenen
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parametrelerin birbirini etkilemedigini
gostermektedir. R. delemar’ m asid fosfataz aktivitesi
gosterdigi pH optimumu sicakliktan bagimsizdir.
Bunun terside dogrudur. Asid fosfatazin aktivite
gosterdigi sicaklik araligi ortam pH’ na bagli olarak
degismez. Esitlik 3.’in regresyonunun grafiksel
gosterimlerine cevap yiizeyleri denir. Ug boyutlu
cevap ylizeyleri design expert kullanilarak elde
edilmis ve Sekiller 1-a, b ve c ile gosterilmistir.

Grafiklerden de goriildiigii gibi ortam pH’ 1 5,03” e,
sicaklik 31,82 °C’ ye ve baslangic metal iyonu
derisimi 30,15 mg/L’ ye kadar arttirilmasiyla, asit
fosfataz aktivitesinin 794,098 umol/L-dak’ ya kadar
arttig1 gozlenmistir. Daha 6nceki bir deney setinde bir
parametrenin degerinin degistirilip, digerlerinin sabit
tutuldugu  konvansiyonel = modellerle  yapilan
deneylerde, R. delemar’ m ortamda Cu(Il) ve Ni(II)
iyonlarinin varliginda pH 4,8-5,0, sicaklik 30-35 °C
arasinda asid fosfataz enzimini iirettigi gosterilmistir.
Literatiirde farkli kaynaklardan elde edilen fosfataz
icin aktiviteyi arttiric1 ve azaltici farkli ortamlar ifade
edilmektedir [11]. Bu calismada uygulanan yiizey-
cevap modeli ile bulunan pH ve sicaklik optimumlari
literatiirle uyumludur [6].
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Sekil 1. (a) CYY ile, enzim aktivitesinin pH ve sicaklikla degisimini gdsteren ii¢ boyutlu grafigi (b) CYY

ile, enzim aktivitesinin, Cz,; ve sicaklikla degisimini gosteren {i¢ boyutlu grafigi
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(c) CYY ile, enzim

aktivitesinin Cz,; ve pH ile degisimini gosteren ii¢ boyutlu grafigi (Figure 1. (a) Response surface plot described by the
model which represents the effect of pH and temperature and their mutual effects on acid phosphatase activity (b) Response surface plot
described by the model which represents the effect of Cz,; and temperature and their mutual effects on acid phosphatase activity (c)
Response surface plot described by the model which represents the effect of Cz,; and pH and their mutual effects on acid phosphatase

activity)
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Tablo 4. Cevap yiizeyi kuadratik esitlik i¢in, ortam bilesenlerinin fonksiyonu olarak R. delemar’ m Zn (II)

biyobirikimi igin varyans analizi (ANNOVA) ( Analysis of variance (ANOVA) for the fitted quadratic polynomial model of
Zn(II) bioaccumulating as a function of concentration levels of medium components)

Kaynak Kareler DF Ortalamanin F-Degeri  Probobilite
toplami Karesi (Mean (P)>F
(Sum  of square)
squares)

Model 1152,72 9 128,08 4008,86 <0,0001 uyumlu

Arta kalan 0,22 7 0,032

(Residual)

Uyum eksikligi 0,14 3 0,046 2,15 0,2362

(Lack of fit)

Hata (Pure eror) 0,086 4 0,021

Diizeltilmis 115295 16

toplam

R*= 0,9998  R%*4=0,9996 R’pei=0,9980 R=0,9989

3.2. R. delemar’ m Zn(II) Biyobirikimi I¢in Deney

Kosullarimin Belirlenmesi (Determination  of
Experimental Conditions for Zn (II) Bioaccumulation of R.
delemar)

Esitlik 4 tarafindan ifade edilen model pH, sicaklik ve
baslangic Zn(II) konsantrasyonunun fonksiyonu
olarak R. delemar tarafindan biyobiriktirilen Zn(II)
konsantrasyonunu gostermektedir. Elde edilen esitlik
quadratik bir esitliktir ve denklemi asagidaki gibidir:

Zn(1IT) biyobirikimi =16,69 — 0,25 x; + 3,83 x, + 11,
24 X3 -0,28 XXy + 0,25 X1X3 + 2,42 XoX3- 9,5 10_3 Xi-

0,15 x,2 + 0,013 x52 “4)

Esitlik 4’{in istatiksel anlami F testiyle kontrol edildi.
Cevap ylizeyi quadratik esitlik icin varyans analizi
(ANOVA) Tablo 4. ‘de verilmistir.

Model i¢in F degeri 4008,65 olarak bulunmustur.
Model F degerinden ve probabilite degerininin
0,0001’den kiigiik olmasindan modelin uyumlu
oldugu anlasilmaktadir. Zn(II) biyobirikimi igin
bulunan ikinci dereceden modelin R?, RzAdj’ Rlpreq ve
R (0,9989-0,9998) degerlerinin 1’ e ¢ok yakin olmasi
deneysel degerlerle model tarafindan Ongdriilen
degerlerin mitkkemmel bir uyum igerisinde oldugunu
gostermektedir. Model degiskenlerinin  Oniindeki
katsayilarin anlamli olup olmadigini kontrol etmek
icin p degerleri kullanilmaktadir. Olasilik p
degerlerinin 0,05’ den kiiciik olmasi pH’ 1, sicakligin
ve baslangic Zn(II) konsantrasyonunun birinci
dereceden etkisinin 6ngoriilen biyobirikim modelinde
anlamli oldugunu gostermektedir. Calisilan baslangig
Zn(Il) derisimi araliginda, pH ve sicakligin, pH ve
konsantrasyonun, sicaklik ve derisimin karsilikli
etkilesimlerinin biyobirikim iizerinde 6nemli oldugu
goriilmektedir. Ote yandan 0,1 den biiyiik olasilik p
degerleri, pH, sicaklik ve baslangic Zn(Il) iyonu
konsantrasyonunun ikinci dereceden etkilerinin
anlamsiz oldugunu gostermektedir. Bu durum pH,
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sicaklik ve baslangi¢ Zn(II) iyonu konsantrasyonu

kiiciik degisimlerin Zn(II) biyobirikimini
etkilemedigini  gostermektedir. Esitlik 4’ {in
regresyonunun  grafiksel — gdsterimlerine  cevap

yiizeyleri denir. Ug boyutlu cevap yiizeyleri design
expert kullanilarak elde edilmis ve Sekil 2-a, b ve ¢
ile gosterilmistir. Sicaklik ve pH’in sirasiyla 31,82 °C
ve 5,03’e arttirilmasiyla Zn(II) biyobirikiminin arttigi
gozlenmistir (Sekil 2-a). Calisilan sicaklik araliginda
baslangic Zn(Il) iyon derisiminin 30,15 mg/L’ ye
kadar arttirilmasiyla Zn(II) biyobirikiminin de arttig1
gozlenmistir (Sekil 2-b). Caligilan pH araliginda
baslangic Zn(1D) derisiminin artmasiyla
biyobiriktirilen Zn(II) iyonu derisimi neredeyse
dogrusal olarak artmis ve maksimum degeri 17,622
mg/L’ ye ulasmistir (Sekil 2-c).

3.3. R. delemar Uremesi icin Deney Kosullarmin

Belirlenmesi (Determination of Experimental Conditions for
Growth of R. delemar)

Esitlik 5 tarafindan verilen model pH, sicaklik ve
baslangic Zn(II)  konsantrasyonunun fonksiyonu
olarak R. delemar derisimini gostermektedir. Elde
edilen model 2. dereceden bir esitliktir ve denklemi
asagidaki gibidir:

Mikroorganizma derisimi = 3,08 + 0,048 x; + 0,33 x,
- 0,40 X3 + 0,07 XX, + 0,21X1X3 -0,24 Xp X3+ 0,12

x,2-0,16 x,2-0,35 x;2 &)

Esitlik 5° in istatiksel anlami F testiyle kontrol edildi.
Cevap yiizeyi 2. Dereceden esitlik i¢in varyans analizi
(ANOVA) Tablo 5‘de verilmistir.

Model icin F degeri 273,75 olarak bulunmustur.
Model F degerinden ve probabilite degerininin kiigiik
olmasimdan modelin uyumlu oldugu anlasilmaktadir.
Mikroorganizma  derisiminin model tarafindan
Ongoriilmesi i¢in R%, RzAdj, R%peq ve R degerlerinin
I’e ¢ok yakin olmasi deneysel degerlerle model
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Sekil 2-(a) CYY ile, Zn(Il) biyobirikiminin sicaklik ve pH ile degisimini gésteren ii¢ boyutlu grafigi, (b)

CYY ile, Zn(Il) biyobirikiminin sicaklik ve Cgz,; ile degisimini gosteren ii¢ boyutlu grafigi, (c) CYY ile,

Zn(1l) biyobirikiminin pH ve Cgz,; ile degisimini gosteren ii¢ boyutlu grafifi (Figure 2-(a) Response surface plot
described by the model which represents the effect of pH and temperature and their mutual effects on Zn(II) bioaccumulating (b)

Response surface plot described by the model which represents the effect of Cz,; and temperature and their mutual effects on Zn(II)

varyans analizi (ANNOVA) (Analysis of variance (ANOVA) for the fitted quadratic polynomial model of acid phosphatase

Tablo 5. Cevap ylizeyi kuadratik esitlik i¢in, sicaklik, pH ve C,,; fonksiyonu olarak R. delemar liremesinin
activity as a function of concentration levels of medium components)

bioaccumulating (c) Response surface plot described by the model which represents the effect of Cz,; and pH and their mutual effects on

Zn(II) bioaccumulating)

Probobilite
(P)>F

- Degeri

F Ortalamanin F

D

Kareler

Kaynak

Karesi (Mean

square)

toplami

(Sum of
squares)

3,20

273,75 <0,0001 uyumlu

0,36

9
7

Model

29.10°

>

1

9,089.10°

Arta kalan
(Residual)

0,9178

,16

0

4

3 3,25.10

9,75.10™

Uyum eksikligi
(Lack of fit)

2,082.103

4

Hata (Pure eror) 8,11.1%°

16

3,21

Diizeltilmis
toplam

R%p.i=0,9912 R=0,9986

0,9935

2 _
Adi™

R

R%= 0,9972

de ¢ boyutlu pH ve

Sekil 3’
sicakliga karst mikroorganizma cevap yiizeyine ait

anlasilmaktadir.

degerler arasindaki uyumun ¢ok iyi olduguna isaret

eder.

Imektedir. Izdiisiim grafiklerinin

sekillerinin dairesel veya eliptik olmasi, degiskenler

arasindaki

izdiigim grafigi gori

Sicaklik, pH ve Zn(II) konsantrasyonunun hem birinci

etkilesimlerin anlamli olup olmadigina

dereceden etkisinin hem de ikinci dereceden etkisinin,

hem de

Siskenler arasindaki

de

S1msiz

ba;
etkilesimler anlamli ise sekil 4° de goriildiigi eliptik

isaret eder. Eger

etkilesimlerinin,

parametrelerin  ¢oklu

mikroorganizma konsantrasyonu {iizerinde O6nemli

Sekil 4.a ve b’ de

izdiigim grafikleri elde edilir.

oldugu, 0,05’ den daha kiiciik olasilik degerlerinden
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Mikroorg. kon.(g/L)

Prediction 32038 ‘\
(311233

Mikroorg. kon. (/L)

(a)

Sekil 3-(a) CYY ile, mikroorganizma konsantrasyonunun sicaklik ve pH ile degisimini gdsteren kontiir
grafigi (b) CYY ile, mikroorganizma konsantrasyonunun sicaklik ve pH ile degisimini gdsteren ii¢ boyutlu

grafigi (Figure 3-(a) Response surface contour plot of microorganism concentration showing interactive effect of temperature and pH
(b) Response surface plot described by the model which represents the effect of temperature and pH and their mutual effects on Zn(II)
bioaccumulating)

Mikroorg. kon.(g/L.)

535t =
Prediction __3.2038 o g
500003 s
iz .-

Crai(mglL)

Mikroorg. kon.(g/L)

40100

Czai(mg/L)

TeO ®

Sekil 4-(a) CYY ile, mikroorganizma konsantrasyonunun Cg,; ve sicaklik ile degisimini gosteren kontiir
grafigi (b) CYY ile, mikroorganizma konsantrasyonunun Cz,; ve sicaklik ile degisimini gdsteren ii¢ boyutlu

grafigi (Figure 4-(a) Response surface contour plot of microorganism concentration showing interactive effect of Cz,; and temperature
(b) Response surface plot described by the model which represents the effect of Cz,; and temperature and their mutual effects on Zn(II)
bioaccumulating)

Mikroorg. kon.(g/L)

pH 475 :

Mikroorg. kon.(g/L)

(7/8w) 77

10.00 . 0.00 40.00 .00

(a) Czni(mg/L)

Sekil 5-(a) CYY ile, mikroorganizma konsantrasyonunun Cz,; ve pH ile degisimini gosteren kontiir grafigi
(b) CYY ile, mikroorganizma konsantrasyonunun Cgz,; ve pH ile degisimini gosteren ii¢ boyutlu grafigi

(Figure 5-(a) Response surface contour plot of microorganism concentration showing interactive effect of Cgz,; ve pH (b) Response
surface plot described by the model which represents the effect of Cz,;and pH and their mutual effects on Zn(Il) bioaccumulating)

mikroorganizma derisiminin sicaklik arttikca arttigi
ancak baglangi¢ Zn(II) iyon konsantrasyonu arttik¢a
siddetle azaldig1 goriilmektedir. Sekil 5’ de c¢alisilan
pH aralig1 boyunca, yiiksek baslangi¢ Zn(Il) iyonu

konsantrasyonlarinda mikroorganizma
konsantrasyonunun diistiigii, diisiik baslangic Zn(II)
iyonu  konsantrasyonlarinda pH 5,03 de

mikroorganizma konsantrasyonu ig¢in maksimum
degerlerinin elde edildigi goriilmektedir. Ancak amag
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asit fosfataz aktivitesini ve Zn(II) biyobirikimini
maksimize eden uygun araliktaki mikroorganizma
konsantrasyonunu  belirlemektir. ~Grafiklerden de
goriildiigii gibi ortam pH’ 1nin 5,03, sicakliginin 31,82
°C ve baglangi¢ metal iyonu konsantrasyonunun 30,15
mg/L oldugu yerde, 3,2038 g/L. mikroorganizma
konsantrasyonu elde edilmistir.
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34. Deney dogrulama (Experimental verification)

CYY ile elde edilen deney sonuglarini dogrulamak ve
deneysel degerlerden sapmay1 gorebilmek i¢in yapilan
deney dogrulama sonuglarindan, asit fosfataz
aktivitesi (umol/L-dak), mikroorganizma
konsantrasyonu (g/L) ve Zn(II) biyobirikimi (mg/L)
icin % hata degerleri sirasiyla 0,84, 5,79, ve 3,77
olarak bulunmustur.

4. SONUCLAR (RESULTS)

Design Expert 7,0 kullanilarak Zn(II) i¢in en iyileme
deneyleri yapilmis ve asit fosfataz aktivitesi igin
dogrusal, mikroorganizma konsantrasyonu ve Zn(II)
biyobirikimi i¢in kuadratik esitlige tam bir uyum
gozlenmistir. CYY ile yapilan ¢aligmalar sonucunda
pH 5,03, 31,82 °C ve 30,15 mg/L baslangi¢ degerleri
icin deneyler tasarlanmis, asit fosfataz aktivitesi
794,098 pumol/L-dak, mikroorganizma
konsantrasyonu 3,203 g/L ve biyosorplanan Zn(II)
miktar1 17,62 mg/L olarak Ongorillmistiir. Deney
dogrulama deneyi yapilarak sonuclarm duyarlilifi ve
gegerliligi  gosterilmistir. Bu  c¢alismayla CYY
kullanilarak, 6zellikle tip ve eczacilik alaninda 6nemli
bir yere sahip olan asit fosfataz enziminin en etkin
besin ortami icerigine ulagilarak, kisa siirede
tiretimine katkida bulunuldugu diistiniilmektedir.
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