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2013

Enzimler; biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen makromolekiillerdir. Bitkisel ve hayvansal
kaynaklarmn yani sira mikroorganizmalardan elde edilirler. Endiistride kullanilan enzimler genellikle
mikroorganizma kaynaklidirlar. Mikroorganizma kaynakli enzimlerin daha fazla tercih edilmelerinin
sebebi; bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi, yan
tiriin olugturmamasi, daha stabil ve ucuz olmasi, kiiltiir ortaminda kolay ¢ogalmalari, fazla miktarda elde
edilebilmesi gibi avantajlara sahip olmalaridir. Biyoteknolojik uygulamalarin gelisimine paralel olarak
enzimlerin kullanim alanlart ve endistriyel onemleri de giin gegtikce artmaktadir. Enzimler giiniimiizde
gida, tekstil, igecek, deterjan sanayi ve saglik sektorii gibi pek ¢ok alanda kullanilirlar. Enzimlerin kiiresel
pazardaki pay1 her gecen giin artmakta olup 2015 yilinda yaklasik olarak 4 milyar dolar1 bulacagi tahmin
edilmektedir.

Calismamizda kati1 faz fermentasyonu (SSF) teknigi ile Bacillus licheniformis ATCC 14580°den
a-amilaz iiretimi {izerine ¢esitli parametrelerin etkisini arastirarak optimum kosullar1 belirlemeye calistik.
SSF besiyeri i¢in piring kabugu, bugday kepegi, arpa kabugu, mercimek kabugu, pamuk sapt ve
ogitiilmiis misir kiispesi kati substrat olarak kullanildi. En iyi aktivite piring kabugunda elde edildiginden
sonraki caligmalarimizda kati substrat olarak piring kabugu kullanildi. a-Amilaz i¢in en iyi inkiibasyon
stiresinin 48. saat oldugu tespit edildi. Maximum a-amilaz aktivitesi sirasiyla pH: 7.0°de ve 37°C’de
tespit edildi. Inokiiliim hacmi 2 ml olarak belirlendi. Bunun yani sira o-amilaz igin optimum aktivite
sicakligr 70°C, optimum c¢alkalama hizi 120 rpm, optimum substrat miktar1 3 gr, uygun ekstraksiyon
ortam1 % 0.5 NaCl olarak belirlendi. Farkli azot ve karbon kaynaklarinin enzim iiretimi ilizerine etkisi
incelendi. Amonyum sulfat, amonyum nitrat, amonyum kloriir ve triptonun enzim tretimini eser miktarda
azaltt1g1, kazein, pepton, yeast ekstrakt ve beef ekstraktin da enzim iiretimini ciddi oranda azalttig1 tespit
edildi. Karbon kaynaklarindan ise laktozun enzim iiretimini % 50 civarinda inhibe ettigi, bunun yan sira
fruktoz, glukoz, galaktoz, maltoz ve sukrozun ise enzim iiretimini biiylik Ol¢iide inhibe ettigi tespit
edilmistir. Baz1 metal tuzlariin enzim {izerindeki etkisine bakildi. MgSO,.7H,O’nun enzim iiretimini
arttirdigt, FeSO,4.7H,0 , ZnS0O,.7H,0 ve CuSO4.5H,O nun iiretimi giiglii bir sekilde inhibe ettigi tespit
edildi. Ayrica CaCly’nin de enzim tretimini hafif 6l¢iide azalttig1 tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Bacillus licheniformis, a-Amilaz, Biyoteknoloji, Kati Faz Fermantasyonu (SSF),
Piring Kabugu



ABSTRACT

o-AMYLASE PRODUCTION from Bacillus licheniformis ATCC 14580 with SOLID
STATE FERMENTATION (SSF)

MSc THESIS

Emrah DEMIRAY

UNIVERSITY OF DICLE
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOLOGY

2013

Enzymes are macromolecules which catalyze biochemical reactions. They are derived from
vegetable, animal or microorganismal sources. Microorganism-derived enzymes are mostly used in
industry; they are preferred to vegetable or animal-derived enzymes because of their advantages including
having considerably higher catalytic activity, not producing by-products, being relatively cheaper and
more stable and being obtained abundantly. Correspondingly to the development of biotechnological
applications, importance of enzymes increase along with their usage in industry. Enzymes are currently
used in several areas such as food, textile, beverage, and detergent industries, as well as in health sector.
The share of enzymes in the market is on the increase globally, predicting an amount of about 4 billions
USD in 2015.

In this research, effects of various parameters on a-amylase production of Bacillus licheniformis
ATCC 14580 have been studied using the solid state fermentation (SSF) method in order to determine the
optimum conditions. Rice husk, wheat bran, barley cereal, lentils shell, cotton stalk and crushed maize
pulp were separately used as solid substrates for SSF medium. As the best result was obtained with rice
husk in early trials, this material was used as solid substrate for subsequent experiments. The best
incubation time has been determined as 48™ hour. Maximum a-amylase pruduction was determined with
pH 7.0 at 37°C. Inoculum volume was found to be 2 mL. Additionally, 70°C of activity temperature, 120
rpm of shaking speed, 3 g of substrat, and % 0.5 of NaCl as extraction medium were determined as
optimal values for a-amylase. Effects of various nitrogen and carbon sources on the enzyme production
were examined: casein, pepton, yeast extract and beef extract significantly reduced enzyme production,
while ammonium sulfate, ammonium nitrate, ammonium chloride, and tripton caused a minor reduction.
As carbon sources, fructose, glucose, galactose, maltose and sucrose markedly inhibited enzyme
production, and inhibiton reached to about 50% when lactose was used. Effects of some metal ions were
also examined: MgSO,4.7H,0 caused an increase in the enzyme production, while ZnSQO,.7H,0,
FeS0O,.7H,0 and CuSO,.5H,0 were strong inhibitors. In addition, It was detected that CaCl, also slightly
reduced the enzyme production.

Key Words: Bacillus licheniformis, a-Amylase, Biotecnology, Solid State Fermentation (SSF), Wheat
Brean
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1. GIRIS

Endiistriyel agidan 6nemi bulunan pek ¢ok reaksiyon, biyolojik ortamlarda ¢ok
daha 1limli kosullarda gergeklesmektedir. Bu da uygun reaksiyon kosullar1 yaratmada
kilit rol onayan enzimlerin endiistride kullanimini kagmilmaz kilmistir. Biyokimyasal
reaksiyonlar1 hizlandiran, genel olarak protein yapisinda olan ve organizmadaki
biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen biyolojik makromolekiillere enzim denir
(Telefoncu 1997). Enzimlerin endiistride kullanilmasi ile yiiksek basing ve sicaklik gibi
enerji gerektiren kosullarin ortadan kalkmasi ekonomik acidan yarar saglamaktadir
(Cetin 1983). Diinya genelinde endiistriyel enzim pazarit 1,4 milyar USD dolayinda
olup, yilda % 10’un {lizerinde pazar ag1 artis1 ve % 4-5 oraninda satig artis1 ile en yaygin
tiiketim alanlarindandir. Endiistriyel enzim tiretiminin % 75’1 gida, deterjan ve nisasta
endiistrileri i¢erisinde yer almaktadir (Cowan 1996). Ticari olarak kullanilan enzimlerin
% 59‘unu proteazlar, % 28°ini karbohidrazlar, % 3‘iinii lipazlar ve % 10‘unu ise diger
enzimler olusturmaktadir. Karbohidrazlar grubuna giren a-amilaz tretimi % 13 ile

onemli bir yer tutmaktadir (Wiesman 1987, Kiran ve ark. 2006).

Endiistride kullanilan en 6nemli ham materyallerden biri nisastadir. Nisasta
bitkilerde depo polisakkarit formunda bol miktarda bulunmaktadir ve yiyecek
endiistrisinde genis capta kullanilan glukoz, fruktoz ve maltoz igeren suruplarin tiretimi
icin olduk¢a ucuz bir kaynaktir. Nisasta graniillerinde molekiiller i¢ ve ara molekiiler
baglar ile polikristalin fazda yogun bir sekilde paketlenmistir. Bu ylizden soguk suda

¢oziinmez. Siklikla kimyasallara ve enzimlere kars1 direnglidir (Goyal ve ark. 2005).

Dogal (ham) nisastay1 sindiren amilazlar yiyecek ve meyve suyu endiistrileri igin
ticari agidan 6nemli enzimlerdir. Dogal nisastay1 sindiren amilazlar fungus, (Abe ve ark.
1988; Morita ve Fukuoka 1997; Marlida ve ark. 2000; Matsubara ve ark. 2004) bakteri
(Hayashida ve ark. 1988; Lin ve ark. 1998) ve mayalardan (Nagasaka ve ark. 1995) elde

edilmislerdir.

Nisastanin hidrolizinde merkezi bir rol lstlenen amilazlar; nisastanin glikoz,
maltoz, maltotrioz, oligosakkarit (alfa-limit dekstrin) ve alfa 1-6 glikozidik baglar1 gibi
tirtinlere pargalanmasini saglayan biiyiik 6neme sahip hidrolitik enzimlerdir (Gupta ve

ark. 2003, Taniguchi ve Honnda 2009). a-Amilazlar diiz amiloz molekiilii ve dallanmis
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amilopektin molekiiliindeki a-1,4 glikozidik baglarint pargalayan ekstraseliiler

enzimlerdir (Kandra 2003, Vishnu ve ark. 2006).

Amilaz, proteaz, lipaz gibi endiistriyel acidan 6nemli enzimlerin iiretiminde
Derin  Kiiltiir Fermentasyonu (SmF) olarak adlandirilan sivi  siispansiyonlar
kullanilmaktadir. Ancak bugiine kadar teshis edilen mikroorganizmalarin yaklasik
olarak % 99’ unun yasamlarimi siirdiirdiikleri dogal ortamlarda serbest su
bulunmamaktadir (Holker ve ark. 2004). SmF teknigi ile yapilan iiretimlerde
mikroorganizmalara dogal ortamlar1 saglanmis olmayabilir ve metabolik verimlilikleri
de olumsuz bir sekilde etkilenebilir. Kati substrat fermantasyonu (SSF), SmF’ e
alternatif olan enzim {retim teknigidir. SSF serbest suyun yoklugunda nemli kati
materyaller ilizerinde mikroorganizmalarin biiylimesi olarak tanimlanmaktadir. Bu
fermentasyon sisteminde su miktart SmF’e gore ¢ok azdir. Bu yiizden
mikroorganizmalarin adapte oldugu dogal ortamlar1 saglanmis olmaktadir (Perez-

Guerra ve ark. 2003).
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Cizelge 1.1. Mikrobiyal enzimler ve kullanim alanlar1 (Madigan ve ark. 2011).

Enzim Mikrobiyal Kaynak | Kullanim Alam Sanayi
Amilaz Mantar Ekmek yapimi1 Firincilik
Bakteri Nigasta ile kaplama Kagit Sanayi
Mantar Surup, Glukoz tiretimi | Gida Sanayi
Bakteri Hasil s6kme Tekstil Sanayi
Bakteri Leke giderici Deterjan Sanayi
Proteaz Mantar Ekmek yapimi Firincilik
Bakteri Leke giderici Kuru temizleme
Bakteri Yaralarin temizlenmesi | Tip
Bakteri Hasil sokme Tekstil Sanayi
Bakteri Leke giderici Deterjan Sanayi
Rennin Mantar Siitiin pihtilastirilmas1 | Peynir yapimi
Seliilaz Bakteri Kumas  yumusaticisi, | Deterjan Sanayi
parlatici,
Lipaz Mantar Yaglarin parcalanmas1 | Mandira
Deterjan Sanayi
Laktaz Mantar Laktozun parcalanmasit | Mandira
Gida Sanayi
DNA Bakteri, Arke PCR yontemi ile DNA | Biyolojik arastirmalar
polimeraz replikasyonu Adli Tip
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Genel Bilgiler

2.2. a-Amilaz

Amilazlarin tarihi 1811 yilinda Kirchhoff tarafindan nisasta parcalayici
enzimlerin bulunmasi ile baslamaktadir. Buna ek olarak Leuchs 1831 yilinda benzer
etkiyi insan tikirigi ile elde edilebilecegini gostererek siirdiirmiistiir. Bernfeld (1955)
tiikkiirtigiin bu 6zelligine Berzelius tarafindan pityalin adinin verildigini, 1833’ te Payen
ve Persoz’un ise maltta nisastay1 pargalayan bir maddenin varligini ortaya ¢ikardiklarini
ve buna da diastaz adin1 verdiklerini belirtmektedir. 1895°te Beijerinck’ in Onerisinden
bu yana tiim nigasta parcalayan enzimler amilazlar olarak adlandirilmistir (Anonymous

1988).

a-Amilaz ticari olarak kullanilan ilk enzimdir (Bernfeld 1955, Sarikaya 1995).
Amilazlar nisastay1 hidroliz ederek dekstrin, oligosakkarid ve glukoz molekiilleri gibi
tiriinlere pargalayan endiistriyel Oneme sahip hidrolitik enzimler smifinda yer
almaktadir. Amilazlar nisastadaki mevcut glikozidik baglarini par¢alama durumuna
gore endoamilazlar ve ekzoamilazlar olmak iizere iki gruba ayrilir. Endoamilaz (i¢
taraftan etkiyen) grubunda yer alan a-amilaz (E.C 3.2.1.1; a-1,4 glukan, glukanhidrolaz)
¢ok kullanilan bir hidrolaz olup nisastanin linear zincirini olusturan amiloz zinciri
igindeki komsu 1,4-a-D-glukozidik baglar1 rastgele yerlerden kirar. Ekzoamilaz (dis
taraftan etkiyen) grubunda yer alan B-amilaz (E.C 3.2.1.2; a-1,4 glukanmalthidrolaz)
nigastanin indirgen olmayan ucundan baslayarak glikozoidik baglar1 pargalar (Pandey

1999, Taniguchi ve Honda 2009).

a-Amilaz i¢ etkili bir enzimdir. Rastgele bi¢imde nisasta polimerlerinin ig
kismindaki zincirleri hidrolizler; dallanmis ve dogrusal oligosakkaritlerin olusumuna
yol agar (Crabb ve Mitchinson 1997). a- Amilaz enziminin hidrolizi ile serbest birakilan
hemiasetal gruplar1 a-optik konformasyona sahip olduklarindan bu enzimlere yaygin

olarak a- amilaz denilmektedir (Windish ve Mhatra 1965).



2. KAYNAK OZETLERI

Hz': OH H,C- DH
O H H
b) Dallanma Kiric1 enzim
a) a-Amilaz
OH ':'
D-DH |-|2c DH H,C-OH
OH|H O.H
H
H OH

Sekil 2.1. a-Amilazin nisastay1 hidrolizi (Anonim)

Cesitli mikroorganizmalardan elde edilen, dogal nisastay: direk hidroliz edebilen
a-amilazlarin pH, sicaklik, molekiil agirligi, termostabilitesi ve diger fiziko kimyasal

parametreleri farklilik ve benzerlik gostermektedir.

Dogal nisastay: hidrolizleyen a-amilazlarin ayn1 zamanda nisastayr adsorblama
yetenegine sahip oldugu farkl arastiricilar tarafindan rapor edilmistir (Lin ve ark. 1998;
Goyal ve ark. 2005). Enzimin dogal nisastay: hidrolizi ile nisastaya tutunmasi arasinda
dogru orant1 vardir ama nisasta graniillerine tutunma mekanizmasi hala tam olarak belli
degildir. Bazi arastiricilar bunun muhtemelen enzimin sahip oldugu C-terminal

baglayict domain sayesinde olabilecegini agiklamiglardir (Sarikaya ve ark. 2000).

2.2.1. a-Amilazlarin Karakteristik Ozellikleri

o—Amilazlar, amiloz, amilopektin, siklodekstrin, glikojen ve maltotrioz gibi
diger substratlarla kiyaslandiginda en yiiksek 6zgiinliigli nisastaya kars1 gostermektedir
(Winkelmann ve ark. 1992). pH 2- 12 gibi genis bir aralikta aktivite gdsterebilen birgok
o—amilazin optimal pH’s1 asidik ve nétral araliklardadir (Vihinen ve Mantsala 1989).
Bununla birlikte bilinen asit- stabil amilazlarin bir gogunda termostabilite eksiktir. Bu
da nisasta endiistrisi i¢in 6nemli bir kisitlamadir dolayisiyla son donemdeki ¢aligsmalar
asidik sartlarda yasayabilen termostabil mikroorganizmalarin izolasyonu {izerine
yogunlagmaktadir (Pandey ve ark. 2000). Mikrobial a-amilazlarin molekiil agirlig 12.5-
160 kDa arasinda degismektedir (Sharma ve Satyanarayana 2013).
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Siilfidril grup reaktanlari, p-hidroksimerkiiribenzoik asit, iyodoasetat, EDTA ve
agir metal iyonlar1 a-amilazi inhibe eder. Birgok a-amilaz Hg?* tarafindan inhibe edilir.

ng+ indol halkalarin1 okside eder ve triptofan gibi aromatik halkalar ile etkilesime girer

(Hamilton ve ark. 1999).

Cesitli  katyonlar, substratlar ve diger stabilizorler a-amilazlarin
termostabilitesini etkiler. a-Amilazlar Ca** iyonuna yiiksek affinitesi olan enzimlerdir.
ca® iyonlar1 bircok o-amilazin aktivitesini ve termal stabilitesini degistirir ve bu
enzimlerin termal stabiliteleri genelde Ca** iyonunun varliginda artar. EDTA ile Ca*
iyonlar1 uzaklastirilip bu iyonlarin tekrar ortama eklenmesi ile enzimin aktivitesi
arttirilip azaltilabilir. Bununla birlikte aktivitesi ve stabilitesi Ca®* iyonlarma ihtiyag
duymayan asit-stabil a-amilazlarin varhigi da rapor edilmistir (Vihinen ve Mantsala
1989; Dong ve ark. 1997; Khajeh ve ark. 2010).

Glu219 / I(;]ug19 / 6lu219
C {acid) C\ C\
HO/ \\o 5 ('0/ \0 HO/ \o
[ ~
Ho R - T 4 —_ [ y
.“ ! H \H
Hosns d (0_ N =
0 i 0 0 | 0 g ?
Lo \# Lo M L\
1 C Asp193 C Asp193
o e\l VA

Sekil 2.2. a-Amilaz ailesi enzimlerinin katalitik aktif bolgesi ve enzimlerin substrata
etki mekanizmasinin genel semas1 (Hasegawa ve ark. 1999).

2.2.2. a-Amilazlarim Endiistrideki Kullanim Alanlar

a-Amilaz ticari olarak kullanilan ilk enzimdir (Kiran ve ark. 2006). Amilazlar
nisastayl temel alan endiistriler icin en Onemli enzimler arasindadir. Giiniimiizde
amilazlar gida, deterjan, tekstil, kagit ve ilag sanayi gibi endiistriyel alanlarda sik¢a
kullanilmaktadir (Gupta ve ark. 2003, Gangadharan ve ark. 2008, Mukherjee ve ark.
2009). Bu anlamda mikrobiyal amilazlar nisastay1 temel alan endiistrilerde neredeyse
tamamen kimyasal hidrolizlerin yerini almistir (Gupta ve ark. 2003, Kunamneni ve ark.
2005).
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2.2.2.1. a-Amilazin Tekstil Sanayinde Kullanim

Tekstil endiistrisinde dokuma sirasinda ipliklerin saglam ve diizgiin olmasi ve
kopmamasi i¢in iplikler, nisasta igeren bir ¢ozelti ile muamele edilmektedir. Hasillama
adi verilen bu islemden sonra kumastaki fazla nisastanin uzaklastirilmasi gerekir. Bunun
icin kumas dokunduktan sonra hasil alma ajani olarak da a-amilaz kullanilmaktadir

(Kiran ve ark. 2006).

2.2.2.2. a-Amilazin Deterjan Sanayinde Kullanimi

1975’ten beri toz halindeki deterjanlara katilmakta olan a-amilaz giiniimiizde
biitiin s1v1 deterjanlarin % 90’1inda bulunmaktadir ve son zamanlarda bulasik makinesi
deterjanlarina da katilmaktadir (Gupta ve ark. 2003). Son yillarda o6zellikle kuru
temizleme gibi yeni alanlarda da giderek artan sekilde kullanim alani bulmustur.
Notrofilik 6zellige sahip amilazlar genel olarak pH 5.0-7.5 araliginda aktivite
gosterirken, Ozellikle deterjan sanayisinde kullanilan amilazlar pH 8.0-11.0 araliginda
aktivite gostermekte olup, alkalifilik Bacillus tiirlerinden izole edilmektedirler (Igarashi
ve ark. 1998).

2.2.2.3. a-Amilazin Firincilikta Kullanimi

Uzun yillardan beri mikrobiyal a-amilazlar firincilikta yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu enzimler ekmegin daha hacimli olmasini, daha giizel kizarmasim
ve daha yumusak olmasi saglar. a-Amilaz yalnizca fermantasyon oranini arttirmaz
ayn1 zamanda hamurun vizkozitesinin disiirilmesini de saglar. Geleneksel olarak
ekmek tiriinlerinin bayatlamasini engellemek, tat ve yap1 kalitesini arttirmak igin gesitli
katki maddeleri kullanilmaktadir. Son zamanlardaki arastirmalar a-amilaz, dallanma
enzimleri ve dallanma yapmayan enzimler, maltogenik amilazlar, B-amilazlar,

amiloglukosidazlarin kullanimlar tizerine yogunlagsmistir (Gupta ve ark. 2003).

2.2.2.4. o-Amilazin Kagit Sanayinde Kullanim

Kagit kaplama amaciyla kagidin nisasta ile muamele edilmesi gerekir. Kagidin
nisasta ile kaplanmasi, kagidi islem sirasinda mekaniksel etkilere karsi korumakla

kalmayip ayni zamanda kagidin sertligi, direnci ve kalitesinin de artmasi saglanmis olur.
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Kagitla muamele edilen fazla nigastalar enzim yardimiyla ortamdan uzaklastirilir (Gupta
ve ark. 2003).

2.2.2.5. a-Amilazin Alkol Uretiminde Kullanim

Bira teknolojoisinde iiretim surecini kisaltmak, yatirnm ve is¢ilik giderlerini en
az diizeye indirmek bu sektorde enzim kullaniminin esas amacint olusturmaktadir. Bu
amagla en ¢ok alfa amilaz ve proteazlardan yararlaniimaktadir (D6nmez 1986). Alkol
tretiminde hammadde olarak kullanilan nisastali materyaller a-amilaz ve
amiloglukozidaz enzimleri ile muamele edilmektedir. Nisasta yeterince pargalandiktan

sonra ortama maya asilanarak fermantasyon iglemine geg¢ilmektedir (Sarikaya 1995).

2.2.2.6. a-Amilazin Nisastanin Sivilastirilmasinda Kullanimi

Piyasada bulunan bir¢ok iirlin i¢in kullanilan a-amilazlar nisastanin glukoz,
fruktoz ve maltoza doniistiiriilmesini saglarlar. Nisastanin sivilagtirilmasinda yiiksek
oranda termostabil o-amilazlar kullanilir (Gupta ve ark. 2003, Aiyer 2005). a-
Amilazlarin en 6nemli pazari, glukoz ve fruktozdur. Nisasta yliksek fruktoz suruplarina
dontistiiriilmektedir. Bunlar yiiksek tatlandirict 6zelliklerinden dolay:r alkolsiiz igecek
endiistrisinde fazla miktarlarda kullanilmaktadirlar. Ayrica alkol fermantasyonu igin
nisastanin sivilastirilmasi ve sekerlesmesi i¢in yiiksek sicakliklarda aktif bir termostabil
a-amilaz kullanimina gereksinim duyulmaktadir. Meyve suyu endiistrisinde de,
Ozellikle elma ve armut meyve sularmin berraklagtirilmasinda kullanilmaktadir.
Meyveler tam olgunlagmadan toplandiginda meyvede bulunan nisastadan dolayr meyve
suyunda bulaniklik olusmaktadir. Bu sorun, ortama o-amilaz ilave edilerek
coziilmektedir (Eksi 1988, Gupta ve ark. 2003, Pandey ve ark. 2005).
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Nisasta bulamaci

- Nisasta bulamaci
jelatinizasyon— 105°C’de 5 dakika
Sivilasma (e-amilaz)— pH 6.5, 95°C’de 2
saat (Ca?*-50 ppm)

Sivilasma— , 90-105°C
( )

Yeni enzimler

v

Dekstrinler v
Dekstrinler
Sakkarifikasyon
. Glukoamilaz
B-amilaz
pH 4.5, 60°C’de
pH 5.5, 55°C
I 48-72 saat
v
Maltoz surubu Glukoz surubu Maltoz surubu Glukoz surubu
lzomerizasyon Izomerizasyon
Glukoizomeraz Glukoi
ukoizomeraz
4 pHB8.0,65°C°de 1 saat
4 pH4.0-5.0,80°C

Fruktoz surubu

Geleneksel yontem Fruktoz surubu

ideal yontem

Sekil 2. 3. Ideal yontem ve geleneksel yontemle nisasta sivilastirma basamaklari
(Sharma ve Satyanarayana 2013).

2.3. Nisasta

Nisasta glines enerjisi sayesinde bitkiler tarafindan fotosentez ile elde edilen
temel karbonhidrattir. Soguk suda ¢ézlinmeyen nisasta graniilleri biitiin tahil tanelerinin
baslica 6gesidir. Yiiksek bitkilerde tiimiiyle a-D-glukozdan olusan depo maddesidir ve
pek ¢ok organizma igin Ozellikle de insanlar i¢in zorunlu enerji kaynagini olusturur.
Besinsel olarak nisasta biitiin insan popiilasyonlarinda beslenmenin baslica 6gesidir
(Maldonado ve Lopez, 1995). Amilaz enzimlerinin substrati olan nisasta esasen
bitkilerin bir depo karbohidrati olup, D-glukoz birimlerinden olusan ve (CgHi0Os)n
kapali formiilii ile gosterilen oldukga heterojen yapili bir molekiildiir (Berkeley 1997).
Bu heterojenlik, farkli molekiil yapili iki polisakkarit icermesinden kaynaklanmaktadir
(Bernfeld 1955). Nisasta, glukozun amiloz ve amilopektin olmak iizere iki degisik
polimerine sahiptir. Amiloz, uzun dallanmamis glukoz (a1-4) polimerinden olusur. Bu

tiir zincirlerin molekiil agirliklar: birka¢ binden bir milyona kadar ulagir.

Amilopektin ise oldukca yiiksek molekiil agirligina sahiptir (100 milyona

kadar). Ancak amilozdan farkli olarak yiiksek derecede dallanma bulunmaktadir.

10
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Amilopektinde amilozda oldugu gibi (a1-4) baglanmalarin yanisira her 24 ila 30 rezidii
arasinda (a1-6) bag tipinden olusan dallanmalar bulunmaktadir. (Nelson ve Cox 2005).

Zincir ve bundan c¢ikan yan zincirleri de amilozdaki gibi helezonlasmistir (Yenson

1981).

Amiloz sicak suda ¢dziiniir ve iyod ile mavi renk verir. Indirgen olmayan bir
karbonhidrattir (Menevse ve Menevse 1982), 100-700 glukoz birimi igerir. Glukoz
birimlerinin olusturdugu zincir helezon seklinde kivrilmis olup her kivrim 4-6 glukoz
birimi igerir (Bailey ve Ollis 1977). Amilopektin ise 500-2000 ya da daha fazla glukoz
tinitesi icerir. Dall1 yapilar 15 glukoz tinitesinden yapilmistir. Bu molekiil suda basing
altinda 1s1tildig1 zaman ¢oziiniir. Amilopektin oda sicakliginda birakildiginda kararl bir
eriyik meydana getirir (Cagatay 1976). Amilopektin sicak suda ¢oziinmez ve iyod ile

kirmizi renk verir (Menevse ve Menevse 1982).

11
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CH,0H CHy0H CH,0H
indirgen indirgen uc
olmayan ug¢
a)Amiloz
al->6 , Amiloz
/
dall / -
o VOO
(yan zincir) -
0 indirgen uc
ol )
CH,
—0

indirgen
H i H olmayan 1/\_/
ug

H V0
000

b) c)

Amilopektin

Ana zincir

Sekil 2. 4. a) Amilozun kimyasal yapist b) Amilopektinin a-1,6 dallanma noktasinin
kimyasal goriinimii c¢) Amiloz ve Amilopektinin nisasta graniilleri
seklindeki konfigiirasyonunun hipotetik gésterimi (Lehninger)

Amilozdaki mavi renk, glukoz birimlerinden olusan helezon kivrimlar
bosluklarina iyotun yerlesmesi ile meydana gelir ve spektrofotometrede siddetli 151k
absorbsiyonuna neden olur (Yenson 1981). Amiloz nisasta tanesinin i¢ kisminda
bulunur ve nisasta tiirliniin % 15-20’ sini, amilopektin ise nisasta tanesinin dig kisminda

bulunur ve nisasta tiiriiniin % 75-80 ini olusturur (Swinkels 1985).

Diinya genelinde her yil milyonlarca ton nisasta meydana gelmektedir ve bu
nigasta, glukoz ve fruktoz suruplarmin yanisira glukoz kristalleri, siklodekstrinler,
maltodekstrinler, dekstrinler ve modifiye nisasta gibi iiriinlere doniistiirilmektedir.

Teknolojik ilerlemeler ile nisasta endiistrisinde enzimlerin kullanilmasindaki artig

12
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ozellikle gida ve igecek endiistrilerinde biiyiikk miktarlarda fruktoz suruplarinin glukoz
icerigini arttirma amaciyla kullanilan doniisiim metotlarin1 daha ucuz hale getirmistir

(Pandey ve ark. 2004).

2.3.1. Nisastay1 Parcalayan Enzimler

Mikroorganizmalar nisastay1r parcalayan degisik enzimler {iretirler. Bunlar
endoamilazlar [a-1,4 glukan-glukanohidrolaz; E.C. 3.2.1.1]; ekzoamilazlar [B-amilaz
(E.C.3.2.1.2), glukoamilaz (a-1,4-D-glukanhidrolaz), a-galaktosidaz (E.C.3.2.1.20),
siklodekstrin glikosil-transferaz (E.C.2.4.1.19), maltogenik a-amilaz (E.C.3.2.1.133),
maltooligosakkarit amilaz ve maltoheksoz amilaz (E.C.3.2.1.98)]‘dir. Dalli yap1
gostermeyen enzimler Ozellikle o-1,6 baglarini hidroliz ederler. Izoamilaz (E.C.
3.2.1.168), pullulanaz (E.C. 3.2.1.41) ve amilopullulanazlar ise amilopektin dallarindaki
a-1,6 glikozidik baglarini kirarlar (Pandey ve ark. 2005).
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Sekil 2.5. Amilolitik enzimler tarafindan nisastanin degredasyonu (Ismaya ve ark. 2012)
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2.4. SSF’in Tarihgesi

SSF tarihine goz atildiginda II. Diinya Savasi sirasinda penisilinin ¢ok 6nemli
olmasindan dolayr SmF (Submerged Fermentation) ile bilesik olusturmada model
teknoloji  oldu.  Arastirmacilar zamanlarin1  ve dikkatlerini  SmF iizerine
yogunlagtirdiklar1 i¢in muhtemelen bilinmeyen SSF ihmal edildi. Ancak 1950-1960
yillarinda mantar kiltiirleri kullanilarak kiigiik ¢apta arastirmalar da devam etti. SSF
icin bir diger kilometre tas1 1960-1970 yillarinda bu yontemle mitotoksinlerin tiretimi
oldu. Tarim ve sanayi atiklarindan proteinle zenginlestirilmis hayvan yemi tiretimi bir
diger 6nemli gelisme oldu. Boylece bir¢ok arastirmact SSF yontemiyle ilgilenmeye
baslad1 ve SSF yontemine olan ilgi artarak devam etti (Singhania ve ark. 2009, Pandey
2003).

SSF  serbest akict suyun yoklugunda nemli materyaller {izerinde
mikroorganizmalarin bilylimesi olarak tanimlanmaktadir (Perez-Guerra ve ark. 2003).
SSF tekniginde mikrobiyal biiylime ve iirlin olusumu diisiik nem igerigine sahip kati
substrat partikiiliiniin yiizeyinde veya yakininda meydana geldigi i¢in SmF

kiiltiirlerinden farklidir (Pandey ve ark. 1999).
Biyoteknolojik uygulamalarda SSF sistemleri iki sekilde tasarlanmislardir:
1-Statik reaktordeki fermentasyonlar
2-Ara sira veya siirekli havalandirilan fermentasyonlar
Ikinci fermentasyon tipinde aflatoksin ve enzimlerin {iretimi gergeklesmektedir.
SSF kullanilan mikroorganizmalara gore 2 ¢eside ayrilmaktadir:
1-Dogal SSF; dogal mikrofloranin kullanildigi SSF siirecidir.

2-Saf kiiltiir SSF; mikroorganizmalarin saf kiiltiirleri tek veya kombine olarak kullanilir
(Nigam ve Singh 1994).

Tarimsal yan iirlinler genellikle SSF’de kullanilan en iyi substratlardir. Bu
substratlar enzim iireten mikroorganizmalarin iiretimi i¢in kullanilir. SSF’de kullanilan
substratlarin bazilar1 bugday kepegi, piring kepegi, misir kepegi, bugday samani, piring

samani, piring kabugu, talas, muz atiklari, ¢ay atiklari, cassava (Manihot esculenta)
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kokiinden nisasta elde edilmesi sirasinda meydana gelen atiklar, palmiye yag1 fabrikasi

atiklari, bugday unu, misir unu, nisasta vb. (Pandey ve ark. 1999).

2.4.1. SSF’in SmF’e Gore Avantajlar1 ve Dezavantajlan

SSF’nin SmF’e gore avantajlar1 sunlardir:

v

v

SSF ile SmF arasindaki ¢alismalar karsilastirildiginda SSF daha fazla

verime sahiptir.
SSF’te bakteri ve maya kontaminasyonu daha azdir.

Kiiltiir ortami1 genellikle SmF’e gore ¢ok basittir. Suda ¢oziilmeyen kati
substrat, genellikle mikroorganizmanin biiylimesi i¢in gerekli besini

saglar.
Kullanilan diizenekler ekonomik ag¢idan ¢ok ucuzdur.

Atik su ¢ok az oldugundan daha az gevre kirliligine yol agmaktadir.

(Perez-Guerra ve ark. 2003)
Diisiik maliyet ve tekrarlanabilir harcamalar

Diisiik enerji ihtiyact (Pandey ve ark. 2000).
Daha kolay havalandirma

Kiigiik 6lgeklerde bile ekonomik kullanim (Akcan 2009)

Dezavantajlar:

v

v

v

Nadiren meydana gelen bakteriyel ve fungal kontaminasyon

Substratlar genellikle 6n uygulamaya ihtiya¢ duyar (6giitme, pargalama,
homojenizasyon, fiziksel, kimyasal ve enzimatik hidroliz, buhar

uygulama gibi).

Siv1 substrat fermentasyonuna gore biyokiitle (lireme) miktarinin

saptanmast zordur. Ciinkii misel ve kat1 substrat arasindaki siki
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penetrasyon biyokiitlenin tamamen elde edilmesini engeller (Rahardjo ve

ark 2004).

v Ureme esnasinda olusan metabolik sicakligin uzaklastirilmasi oldukca

zordur.
v' Parametrelerin (pH, sicaklik, nem vb.) kontroliiniin zor olmasi

v Yiiksek miktarda saf olmayan iriin eldesi ve trlinlerin maliyetinin

artmasi (Couto ve Sanroman 2006)

2.5. Bacillus Cinsi

Bacillus, aerobik olarak gelisen ve dormant endospor olusturan farkli bir bakteri
cinsidir. Bacillus anthracis ve Bacillus subtilis gibi Bacillus tiirleri, Alman biyologlar
Ferdinand Cohn ve Robert Koch tarafindan ilk defa sistematik bir sekilde tarif edilmis
bakteri tiirlerindendir (Cohn 1962, Koch 1962). Bacillus cinsi G+C orani diisiikk gram
pozitif bakterilerden olusur (Kingdom Bacteria; Philum Firmicutes; Class Bacilli; Order
Bacillales; Family Bacillaceae). En yakin iliskili oldugu cinsler Listeria, Streptococcus
ve Staphylococcus’tur (Ciccarelli ve ark. 2006, Wu ve ark. 2009). Dogada her yerde
bulunabilen Bacillus tiirleri tatlisu, tuzlusu, toprak ve hava gibi ortamlarin yanisira bitki
ve hayvanlardan da izole edilebilir (Pignatelli ve ark. 2009). Fenotipik cesitlilige sahip
Bacillus cinsinin tiyeleri sasirticidir. Yiiksek sicaklik, asir1 tuzluluk, asidik sartlar gibi
asirt ortamlara uyum saglayan tiirleri vardir (Holt 1986). Bazi tiirleri arsenik ya da
selenyum gibi sira dig1 terminal elektron akseptorlerini kullanir (Switzer Blum ve ark.
1998).

2.5.1. Bacillus licheniformis

Dogada her yerde bulunabilen B. licheniformis genellikle toprakta spor olarak
bulunur. Aerobik solunum yapan diger Bacillus iiyelerinin aksine B. licheniformis
fakultatif anaerobik bir bakteridir. Genelllikle saprofit olan B. licheniformis g¢esitli
proteazlar ve kompleks polisakkaritleri pargalayabilen enzimleri liretebilmesi ile besin
dongilistine 6nemli bir katkida bulunur. Tiirlin {iyeleri denitrifikasyon yapabilme
ozelligine sahiptirler. Bununla birlikte genellikle spor formunda bulunduklarindan

bakteriyel denitrifikasyona olan katkilari azdir (Alexander 1977).
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Bacillus licheniformis; fermentasyon endiistrisinde, biyoteknolojik 6neme sahip
amilaz, proteaz, antibiyotikler, ¢evre ve insan sagligi acisindan ¢ok az risk olusturan
0zel kimyasallarin iiretimi icin yaygin olarak kullanilir. Tip ve veterinerlikte yaygin
olarak kullanilan’’Bacitracin™ adi verilen ilk antibiyotik peptidi Bacillus licheniformis
kiiltiirtinden elde edilmistir (He ve ark. 2006). Bacillus licheniformis’ten elde edilen
diger enzimler ve bazi metabolitler asagida verilmistir: Gilimiis nano-kristalleri
(Kalimunthu ve ark. 2008), B-laktamaz BS3 (Beck ve ark. 2008), ksilanaz (Liu ve Liu
2008), endoglukanaz (Bischoff ve ark. 2007), elastaz (Qihe ve ark. 2007).

Sekil 2.6. Bacillus licheniformis’in elektron mikroskobundaki gériiniimii (Niu ve ark.
2009)

2.6. Onceki Calismalar

Krishna ve Chandrasekaran (1996) SSF teknigiyle muz kabugunu kati substrat
olarak kullanarak Bacillus subtilis CBTK 106’dan a-amilaz iiretimi {izerine bir ¢alisma
yapmislardir. Calismada SSF ortaminin bazi optimizasyonlari olan; baslangic nem
icerigi, partikiil biiyiikliigii, inkiibasyon sicakligi, inkiibasyon siiresi, pH’s1 ve ortama

eklenen azot ve karbon kaynaklarinin enzim tiretimi iizerine etkisini incelemislerdir.
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Uygun baglangi¢ nem igerigi % 70, uygun partikiil biiyiikliigii 400 um, baslangic pH 7.0
ve inkiibasyon sicakligr 35°C olarak tespit edilmistir. Azot kaynagi olarak % 1’lik
amonyum siilfat/sodyum nitrat, % 0.5’lik et Oziitii/pepton; karbon kaynagi olarak ise %

0.1°lik glukoz, sukroz, nisasta ve maltozun enzim iiretimini arttirdigini belirlemislerdir.

Baysal ve ark. (2003) Diyarbakir-Cermik sicak su kaynagindan izole ettikleri
termotoleran Bacillus subtilis bakterisinden SSF teknigiyle a-amilaz elde etmislerdir.
Calismada bugday kepegi (WB) ve piring kabugu (RH) substrat olarak kullanilmis ve
enzim iiretimi i¢in optimum sartlar belirlenmeye c¢alisilmistir. Yaklasik inkiibasyon
siiresi, nem seviyesi, pargacik biylkligli ve inokiiliim konsantrasyonunu
belirlemiglerdir. Maksimum {irtin miktar1 bugday kepegi ve piring kabugunda sirasiyla
159.520 U/g ve 21.760 U/g, 0.1M pH 7 fosfat tamponunda % 30 nem seviyesi ile 24. ve
48. saatlerde elde edilmistir. Partikiil biiyiikliigii ve inokiiliim konsantrasyonunu bugday
kepegi ve piring kabugunda sirasiyla 1000 um, % 20 ve 500 um, % 15 olarak tespit
etmiglerdir. Enzim miktarinin bugday kepeginde, piring kabugundan 7 kat daha fazla

bulundugunu rapor etmislerdir.

Bahgeci (2004) Tuz Goliinden izole edilen bakterilerin endiistriyel 6neme sahip
ksilanaz, seliilaz, a-amilaz ve proteaz enzimlerini iretip liretmediklerini tespit etmek
amaciyla arastirmalar yapmustir. Elde edilen izolatlarin birinin Bacillus pumilis, iki
izolatin Bacillus subtilis ve geriye kalanlarm Bacillus licheniformis oldugunu tespit
etmistir. Bu izolatlarin 6nemli 6l¢iide amilaz ve proteaz enzimi iirettigi belirlenmistir.
Proteaz enziminin optimum aktivite sicakliklart 50-60°C ve optimum pH 7.0-7.4 olarak

belirlenmistir. Proteaz enziminin 80°C ve pH:9’a kadar stabilite gosterdigi belirtilmistir.

Rahardjo ve ark. (2005) SSF teknigiyle Aspergillus oryzae’nin aerial miselinden
a-amilaz tretimi {izerine bir ¢aligma yapmuslardir. Calismada Aspergillus oryzae’nin
aerial miselinde hem o-amilaz iiretiminin gergeklestigi hem de mantarin kiitlesinde
giiclii bir artis oldugunu tespit etmislerdir. Mantar filamentlerinin morfolojileri, koloni
olusturabilmeleri ve kati substrata isleyebilme yeteneklerinden dolayr SSF i¢in uygun
mikroorganizmalar oldugunu belirtmislerdir. Calismada total a-amilaz aktivitesinin 20—

65. saatlerde artig gosterdigini rapor etmislerdir.

Sodhi ve ark. (2005) Hindistan-Manikaran sicak su kaynagindan izole ettikleri

termotolerant Bacillus PS-7‘den emaye kapli metal tabaklar ve erlenmayer siselerinde
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SSF teknigiyle oldukca yiiksek miktarda termostabil a-amilaz elde etmislerdir. Kati
substrat miktar1, nem miktari, inkiibasyon sicakligi, surfaktantin varligi veya yoklugu,
karbon, azot, mineral, aminoasit ve vitamin kaynaklarinin enzim iizerindeki etkilerini
arastirmiglardir. Maksimum enzim tiretimi 464.000 U/g ile gliserol (% 1.0 w/w), soya
kiispesi (% 1.0 w/w), L-prolin (% 0.1 w/w), vitamin B-kompleksi (% 0.01) ile
desteklenmis bugday kepegi, % 1 Tween-40, 1/1.5 oraninda 1 mM MgSO,-7H;0,
inkiibasyon siiresi 48. saat ve 37°C’de elde edilmistir. Enzimin, fenil hidrofobik
etkilesim kromotografisinin ardindan sefhadex G-75 kolonu ile hazirlanmis jel
filtrasyonu ve amonyum siilfat ¢oktlirmesi ile kismi olarak 12.7 kat saflagtirilmasi
saglanmistir. Kismen saflastirilmis enzimin 60°C ve pH 6.5‘ta maksimum aktivite
gosterdigini tespit etmislerdir. Ca**nin enzim tizerindeki etkisi sirasiyla 60°C*de 6 saat
ve 70°C‘de 5 saat siireyle gdzlemlenmis, ancak enzimin aktivitesinde herhangi bir artiga

rastlanmamuistir.

Shukla ve Kar (2006) SSF teknigiyle Bacillus licheniformis ve Bacillus
subtilis‘ten a-amilaz iiretmek igin substrat kaynagi olarak bugday kabugu ve patates
kabugunu kullanmislar ve amilaz iiretimi agisindan patates kabugunda bugday
kabuguna gore daha iyi bir sonug elde etmislerdir. Bacillus lichenoformis i¢in optimum
sartlar altinda en yiiksek enzim miktar1 patates kabugunda 270 U/ml ve bugday
kabugunda 175 U/ml iken Bacillus subtilis‘te ise patates kabugunda 600 U/ml ve
bugday kabugunda 265 U/ml olarak tespit etmislerdir. Bacillus licheniformis‘te 90°C*de
ve pH 9.0°da, Bacillus subtilis‘te ise 60°C‘de ve pH 7.0°da en iyi enzim aktivesi elde

edilmistir.

Thippeswamy ve ark. (2006) endiistriyel atiklardan izole edilen bakteriyel susu
Bacillus olarak tanimlamuslar, sustan elde edilen termostabil ekstraselliiler amilaz
kismen saflagtirilmis ve enzim i¢in optimum sicaklik 60°C ve pH 6.5 olarak tespit

edilmistir.

Asgher ve ark. ( 2007 ) termofilik Bacillus subtilis JS 2004’ten termostabil a-
amilaz {iretimi {lizerine bir ¢aligma yapmislardir. Kalsiyum, maya oziitii ve glukoz
katkilarinin bakterinin biiyiimesi ve enzim iiretimi tizerindeki etkilerini arastirmiglardir.
Maksimum enzim iiretimini 72 U/ml, 48. saatte, pH 7.0’da ve 50°C’de elde etmislerdir.

Kalsiyum ve maya o0ziitii eklentisinin mikrobiyal biiylimeyi ve enzim {iretimini
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artirdigini, % 1 glukozun ise azalttigini belirlemislerdir. Enzimin 1-6 saatlerinde ve
70°C ‘de oldukea stabil oldugunu 80°C’de % 12 ve 90°C’de % 48 aktivite kaybi
gosterdigini tespit etmislerdir. Ca®*'nin enzim aktivitesini % 117 civarinda arttirdigin
Co?*, Cu*, Hg** * nn inhibe ettigini, Mg®*, Zn**, Fe?* ve Mn*" ’mn da c¢ok az
etkiledigini belirtmislerdir. Bacillus subtilis JS 2004’tin olduk¢a yiiksek miktarda
termostabil a-amilaz iirettigini bu nedenle hem nisastanin hidroliz edilmesinde hem de

yiyecek endiistrisinde kullanilabilecegini belirtmislerdir.

El-Tayeb ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada Bacillus subtilis (SCH susu) ve
Bacillus amyloliquefaciens (267CH susu) suslari kullanarak o-amilaz tretimini
multiprotein-mineral ortami kullanarak biyoreaktorde gergeklestirilmislerdir. SCH susu
tarafindan a-amilaz iiretimi i¢in optimum pH olarak pH 4-7, 267CH susu tarafindan o-
amilaz tretimi i¢in ise pH 4-8 olarak bulunmustur. Ayn1 bilim adamlar1 yaptiklar1 bir
diger ¢calismada ise nisasta konsantrasyonunun % 0.5 oldugu durumda en iyi enzim
iiretiminin 37-75°C sicaklik araliginda, buna karsin % 35 nisasta varliginda ise en iyi

enzim tiretiminin 85-95°C araliginda oldugunu belirtmislerdir.

Tanyildizi ve ark. (2007) Bacillus amyloliquefaciens’ten SSF teknigiyle a-
amilaz elde etmeye calismiglardir. En iyi enzim aktivitesini elde etmek i¢in hayvan
yemi olarak kullanilan ve oldukg¢a ucuz olan misir kiispesini (CGM; corn gluten meal),
yedi farkli konsantrasyonda incelemislerdir. 5-40 g/L. arasinda degisen miktarlarda
kullanllan CGM’de en iyi enzim aktivitesini 30 g/L’de bulmuslardir. Farkli azot
kaynaklarindan pepton ve maya iizerinde yapilan ¢aligmada en yiiksek aktivite 10 g/L
ile yeast extract (YE)’ta tespit etmislerdir. MgSO4 ve CaCl,’ nin enzim aktivitesi lizerine
etkisi incelendiginde 6nemli bir etkisinin olmadig1 sonucuna varmiglardir. Calkalama
hizinin enzim {iretimi {lizerine etkisini incelemisler ve 100-150-200 rpm c¢alkalama
hizlarindan en iyi etkiyi 150 rpm olarak tespit etmislerdir. 25°C-45°C arasinda alt1 farkli
inkiibasyon sicakliginda en iyi aktivite 33°C’de, pH 5.0 ile 8.0 arasinda yapilan dort
farkli pH’da ise en iyi aktiviteyi pH 7.0’de tespit etmislerdir.

Ray ve ark. (2008) Bacillus brevis MTCC 7521°den ekstraselliiler a-amilaz elde
etmeye ¢alismiglardir. Optimum sicaklik 50°C, pH 6.0 ve inkiibasyon siiresi 36. saat
olarak tespit edilmistir. Kullanilan azot kaynaklarindan et Oziitlinlin, diger azot

kaynaklarindan pepton, maya 0ziitii ve kazein ile karsilastirildiginda amilaz iiretimini
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daha ¢ok arttirdigini, asparajin, potasyum nitrat, amonyum siilfat, amonyum nitrat ve
{irenin enzim iiretimini azalttigim tespit etmislerdir. Ca** veya surfaktantlarin (Tween
20, Tween 40, Tween 60, Tween 80, sodyum lauril siilfat % 0.02) enzim aktivitesini

arttirmadigini da belirtmislerdir.

Mukherjee ve ark. (2009) SSF teknigiyle Bacillus subtilis DM03’ten sentezlenen
ekstraselliiler o-amilaz {izerine fermente substratlarin etkisi hakkinda arastirmalar
yapmiglardir. Calismada enzim {iretimi i¢in patates kabugu en iyi substrat olarak tespit
edilmistir. Katabolit represyondan dolay: yiiksek oranda seker igeriginin (glukoz,
fruktoz, galaktoz, laktoz, maltoz) enzim sentezi iizerinde negatif bir etki olusturdugunu
ancak cesitli analizlerin yiiksek oranda nisasta igeren fermente substratlarin a-amilaz

sentezini tetikledigini tespit etmislerdir.

Riaz ve ark. (2009) yeni izole edilen Bacillus subtilis KIBGE-HAR susundan
elde edilen termostabil a-amilazin tiretimi ve karakterizasyonu ¢alismasinda, 24 saat’lik
inkiibasyon sonrasinda hiicre populasyonu ve a-amilaz aktivitesinin maksimum
seviyeye ulastigini gézlemlemislerdir. Enzim iiretimi i¢in optimumum sicakligin 50°C

ve optimum pH degerinin ise pH 7.0 oldugunu saptamislardir.

Hashemi ve ark. (2010) substrat kaynag: olarak bugday kepeginin kullanildig:
calismada SSF teknigiyle Bacillus sp. KR-8104‘den kalsiyum‘dan bagimsiz ham o-
amilaz elde etmeye ve enzim aktivitesi iizerinde diisik pH‘nin sinerjitik etkisini
belirlemeye calismislardir. Kati substratin igerdigi nem orani, parca biyikligi,
inkiibasyon sicaklig1 ve siiresi, inokiiliim, farkli karbon ve nitrojen kaynaklarinin enzim
tiretimi tizerindeki etkileri arastirilmistir. Maksimum enzim {iretimi i¢in 1:1.5 oraninda
¢esme suyu ile nemlendirilmis bugday kepegi (140 U/g), % 1 (NH4sNO3), % 1 laktoz,
inkiibasyon sicakligin1 37°C ve inkiibasyon siiresini 42. saat olarak tespit etmislerdir.
40°C ve 45 °C sicaklik araliklarinda enzim retiminin diisiik olmasiyla birlikte canli

hiicre sayisinin yiiksek oldugunu saptamislardir.

Karatas ve ark. (2012) tarafindan Bacillus licheniformis ZB-05 bakterisinde SSF
yontemi kullanilarak amilaz ve proteaz liretimi lizerine 8 ayr1 tarimsal bitki atiginin test
edildigi bir caligmada en iyi kati substratin piring kabugu oldugunu tespit etmislerdir

(a-amilaz igin 443 U/g, proteaz igin 469 U/g). % 2 oranindaki ¢Oziiniir nisastanin o-

21



2. KAYNAK OZETLERI

amilaz Uretimini arttirdig1 gozlenirken % 1 oranindaki maltozun ise proteaz iiretimini

arttirdigi tespit edildi.

Kumar ve ark. (2012) Bacillus sp. MNJ23 bakterisinden a-amilaz ve f-
galaktozidazi saflastirmislar ve pH, termal stabilite, ¢esitli metal iyonlar1 ve reaktanlarin
bu enzimlerin aktivitesi iizerindeki etkilerini aragtirmiglardir. Calismada SDS-PAGE
yontemiyle amilazin molekiil agirhigimin 25 kDa oldugu saptanmistir. Her iki enzimin
de pH 8-10 ve 50°C ‘ye kadar stabilitelerini koruyabildikleri tespit edilmistir. Kalsiyum
ve kobalt iyonlar1 a-amilaz aktivitesini arttirirken magnezyum ve sodyum iyonlarinin
enzim aktivitesini inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayrica merkaptoetanol ve SDS’nin a-

amilaz aktivitesini inhibe ettigi saptanmustir.

Sankaralingam ve ark. (2012) yapmis olduklar1 bir ¢alismada SmF yontemiyle
Bacillus licheniformis’ten o-amilaz {iretimi iizerine bir takim parametrelerin etkisini
arastirmiglardir. Calismada o-amilaz iretimi i¢in optimum inkiibasyon siiresinin 48.
saat, optimum sicakligin 30°C ve optimum pH’nin 7.0 oldugu saptanmistir. Maximum
amilaz iiretimi iizerine farkli karbon kaynaklarinin etkisi incelenmis olup en yiiksek
amilaz miktar1 laktoz iceren ortamda elde edilmistir. Aym sekilde farkli organik ve
inorganik azot kaynaklarmin enzim iretimi iizerine etkileri incelenmis olup en iyi

amilaz tiretimi sirastyla yeast extrakt ve amonyum siilfat varliginda elde edilmistir.

Khemakhem ve ark. (2013) ¢emen otu bitkisinin tohumundan elde etmis
olduklart maltojenik amilaz ile ilgili yapmis olduklar1 bir ¢aligmada SDS-PAGE
yontemiyle enzimin molekiil agirliginin 68 kDa oldugunu belirlemisler ve enzimin
maximum aktivitesini pH 5, 60°C’de 258 U/mg olarak tespit etmisler. Ayrica enzimin

genis bir pH stabilitesine sahip oldugunu ortaya koymuslardir.

Kumar ve ark. (2013) Bacillus laterosporus bakterisinin {iretmis oldugu
termostabil a-amilazin saflastirilmasi, optimizasyonu ve karakterizasyonu {izerine
yapmis olduklar1 ¢alismada dort besiyeri bileseninin (yeast extrakt, nisasta, pepton ve
NaCl) enzim {iretimi TUzerine etkisini incelemek i¢in RSM (response surface
methodology) yontemini kullanmislardir. Yapilan c¢alisma sonucu optimum degerler
yeast ekstrakt icin % 0.58, nisasta i¢in % 2.44, pepton i¢in % 2.34 ve NaCl i¢in % 0.11

olarak belirlenmis ve maximum enzim aktivitesi 4.838 U/ml olarak tespit edilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Biyolojik Materyal
Yaptigimiz ¢alismada ticari olarak Microbiologist inc.‘ten temin edilen Bacillus
licheniformis ATCC 14580 biyolojik materyal olarak kullanildu.

3.2. Kimyasal Maddeler

3.2.1. Azot Kaynaklar:

Maya 06ziitlii ve amonyum siilfat Merck‘ten; kazein, pepton, et 6ziitii Oxoid‘den;
tripton Difco‘dan; amonyum nitrat ve amonyum kloriir Riedel De Haen‘den temin
edilmistir.

3.2.2. Karbon Kaynaklari

Fruktoz, galaktoz, laktoz ve maltoz Sigma‘dan; sukroz Difco‘dan; glukoz
Merck‘ten; temin edilmistir.

3.2.3. Metal Iyonlan

MgSO,.7H,0, FeS0,4.7H,O ve CaCl, Merck‘ten, CuSO45H,O Riedel De
Haen‘den, ZnSO,4.7H,0 Analar‘dan, temin edilmistir.

3.2.4. Deterjanlar

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ve Tweend40 Merck‘ten, TritonX100 Sigma‘dan
temin edilmistir.

3.3. Besiyerleri

3.3.1. Kat1 Besiyeri

8 g Nutrient Broth (Oxoid) ve 16 g agar (Merck), 1000 ml saf suya

tamamlanarak ¢oziindiikten sonra otoklava birakildi.
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3.3.2. Siv1 Besiyeri
3.3.2.1. Nutrient Broth (NB) Besiyeri

8 g NB, 1000 ml saf suya tamamlanip ¢oziinme islemi tamamlandiktan sonra

otoklava birakildi.

3.3.2.2. Luria Broth (LB) Besiyeri

10 g maya oziitli, 5 g NaCl (Merck), 5 g tripton, 1000 ml saf suya tamamlanip

¢cOziinmesi saglandiktan sonra otoklava birakildi.

3.3.3. SSF Besiyeri

Pamuk sapi, 6giitilmiis misir kiispesi, mercimek kabugu, piring kabugu, bugday
kepegi ve arpa kabugu kurutularak blendirdan gegirildi. Farkli gozenek biiytikliigiindeki
eleklerden gegirilerek 500, 1000 ve 1500 pm, olmak tizere ii¢ farkli parca biiyiikliiglinde
substratlar elde edildi. 1500 pm biiytikliigiinde olanlar alindi. 100 ml‘lik erlenmayer
icerisinde hacim % 30 olacak sekilde 3 g tartilip iizerine 10 ml ¢esme suyu eklendi
121°C*de 15 dk otoklavda bekletilerek steril edildi. Soguduktan sonra 600 nm‘de 0.6
OD‘ye gelen bakterilerden % 30 inokulum besiyerine katilarak 37°C‘de inkiibasyona
birakildi. Calismamizda bugday kepegi kontrol olarak kullanildi.

3.4. Cozeltiler

3.4.1. Tampon Cozelti

pH 7.0 i¢in; 30 ml 0.1 M Na;HPO, ve 19 ml 0.1M NaH,PO,; hazirlanir.
Hazirlanan bu ¢ozeltiler bir beher igerisinde karistirildiktan sonra hacimleri saf su ile
100 ml‘ye tamamlandi.

3.4.2. Nisastamin Hazirlanmasi

% 0.5°lik nisasta 0.IM pH 7.0 sodyum fosfat tamponu iginde ¢Ozlinmesi

saglanarak hazirlandi.
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3.4.3. Bernfeld Reaktifinin Hazirlanmasi

Bir beherde 20 g 3,5 dinitrosalisilik asit (DNS veya DCA), 400 ml saf suya
tamamlanarak suda ¢oziindii. Baska bir beherde 32 g NaOH 300 ml saf su iginde
¢Ozilindii. DNS karnstiricida karigmaya devam ederken {izerine yavas yavas NaOH
¢ozeltisi ilave edildi. Karisim bir siire sicak su banyosunda bekletildi. Uzerine 600 g
Na-K tartarat azar azar eklendi. Son olarak ¢ozeltinin hacmi saf su ile 2000 ml‘ye
tamamlandi. Bernfeld reaktifi a-amilaz enzim aktivite tayininde reaksiyon durdurucu
olarak kullanildi.

3.5. Kullanmilan Cihazlar

Otoklav (Hirayama)

Etiiv (Heraeus)

Steril Kabin (Telstar AV 100)

Sogutmal1 Santrifiij (Sigma Christ 2K 15)
pH Metre (METTLER MP220)

Magnetik Karistirici (Stuart)

Calkalayici (Selecta P)

Elektronik Terazi (GEC Avery)
Inkiibatér (EN 400)

Deep-Freeze (Sanyo Medical Freezer)
Vorteks (Fisons Whirli Mixer)

Kiivet (Light path)

Mikropipet (Eppendorf)

Blendir (Waring Commercial Laboratory Blender)

Spektrofotometre (Varian)

3.6. Bakteri Uretimi

NB ve LB sivi besiyerlerine kati besiyerinden platin 6ze yardimiyla ekim
yapildi. Calkalayicida 37°C sicaklikta 150 rpm calkalama hizinda 24 saat inkiibasyona
birakildi. 600 nm‘de 0.6 OD‘ye gelen bakteri kolonilerinden SSF besiyerine ekim
yapildi.
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3.7. SSF Besiyerinde Enzim Uretimi

SSF besiyeri 120. saate kadar inkiibasyona birakildi. 24 saatte bir SSF besiyeri
iizerine 10 ml ¢esme suyu eklenip 30 dk calkalandiktan sonra karisim steril gazli bezle
siiziildii. Siizlintii santrifiij tiipline aktarilarak sogutmali santrifiijJde 10.000 rpm‘de 5dk

santrifiij edildi. Ust s1iv1 enzim aktivite tayinlerinde kullanilda.
3.8. Enzim Aktivite Tayini

3.8.1. a-Amilaz Aktivite Tayini

a-Amilaz aktivite tayini Bernfeld yontemine gore yapildi (Bernfeld 1955). Bu
yonteme gore 150 pl enzim ¢ozeltisi ve 200 pl % 0.5°lik nisasta ¢ozeltisi (0.1 M, pH 7.0
fosfat tamponunda ¢6ziinmiis) 37°C*de 30 dk inkiibe edildi. Bu siire sonunda reaksiyonu
durdurmak igin 400 pl DNS (3,5-dinitrosalisilik asit) ¢6zeltisi ilave edilerek 5 dk kaynar
su banyosunda bekletildi. DNS, sicakta indirgen seker uglariyla tepkimeye girerek
reaksiyonun durmasini ve renk olusumunu saglar. Ornekler soguduktan sonra iizerine 8
ml saf su ilave edilerek seyreltme yapildi. Daha sonra karigtirilarak 489 nm‘de
spektrofotometrik O6l¢iim yapildi. Bir enzim {initesi deney sartlar1 altinda 1 pmol

nisastay1 30 dk‘da maltoza parcalayan enzim miktar1 olarak tanimlandi.
3.9. a-Amilaz Uretimi Uzerine Farkh Parametrelerin Etkisinin incelenmesi

3.9.1. Optimum Substratin Belirlenmesi

Pamuk sap1, 6giitiilmiis misir kiispesi, mercimek kabugu, arpa kabugu, piring
kabugu ve bugday kepegi 3 g tartilarak erlenlere aktarildiktan sonra iizerine ¢esme suyu
eklenip otoklava birakildi. Daha sonra 600 nm‘de 0.6 OD‘ye gelen bakterilerden 3000
pl ekim yapilarak oa-amilaz tretimi lizerine her birinden farkli substratlarin etkisi

incelendi.

3.9.2. Optimum Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

Hazirlanan SSF besiyerleri, sterilizasyon ve ekim islemlerinden sonra
inkiibasyona birakildi. 120. saate kadar 24 saatte bir enzim aktivite tayini yapilarak en

uygun inkiibasyon siiresi tespit edilmeye ¢alisildi.
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3.9.3. Optimum Inkiibasyon Sicakhginin Belirlenmesi

SSF besiyerleri hazirlanip otoklav isleminden sonra bakteri ekimi yapildi.
Ornekler 25, 30, 35, 37, 40, 45, 50 ve 55°C sicakliklarda inkiibasyona birakildi. 48.

saatte drneklerin {ist sivisindan aktivite tayinine bakildi.

3.9.4. Optimum Ekstraksiyon Ortaminin Belirlenmesi

% 0.5 NaCl, % 1 TritonX100, % 1 SDS, % 1 Tween 40, saf su, pH 7 sodyum
fosfat tamponu ve c¢esme suyu (10 ml) kullanilarak enzim {retimi i¢in en 1iyi
ekstraksiyon ortami tespit edilmeye calisildi. 48. saatte 6rneklerin {ist sivisindan aktivite

tayinine bakild.

3.9.5. Optimum pH’in Belirlenmesi

Enzim {iretimi iizerine baslangic pH‘nin etkisini incelemek i¢in ¢esme suyunun
pH's1 4,5, 6,7, 8,9 ve 10 olmak tizere farkli pHlara 0.1 M HCI ve 0.1 M NaOH ile
ayarlandi. Hazirlanan SSF besiyerlerinin otoklavda sterilizasyonu saglandiktan sonra
ekim yapildi. Daha sonra Ornekler inkiibasyona birakildi. 48. saatte orneklerin iist

stvisindan aktivite tayinine bakildi.

3.9.6. Optimum Aktivite Sicakhginin Belirlenmesi

Enzimlerin aktivitesi {izerine sicakligin etkisini incelemek icin reaksiyon
baglatildiktan sonra ornekler, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80 ve 90°C‘lerdeki
sicaklik araliklarinda 30 dk araliklarla aktivite tayini yapilarak optimum aktivite

sicakligi tespit edilmeye ¢alisildi.

3.9.7. Uygun Ekim Miktarimin Belirlenmesi

SSF besiyerlerine, besiyeri hacminin % 10, 20, 30, 40, 60 ve 80°i olacak sekilde
1000 pl‘den 8000 pl‘ye kadar degisen miktarlarda bakteri ekimi yapildiktan sonra
ornekler inkiibasyona birakildi. 48. saatte 6rneklerin iist stvisindan enzim aktivite tayini

yapildi.
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3.9.8. a-Amilaz Aktivitesi I¢in Calkalama Hizimin Belirlenmesi

a-Amilaz tretimi i¢in 60, 100, 120, 150, 180 ve 200 rpm olmak flizere farkli
calkalama hizlarina birakilan 6rneklerden 48. saat sonunda alinan iist sividan aktivite

tayini yapildi.

3.9.9. a-Amilaz Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarimn Etkisinin incelenmesi

SSF besiyerleri hazirlandiktan sonra besiyeri hacminin % 1°1 olacak sekilde azot
kaynaklarindan; amonyum siilfat, amonyum nitrat, amonyum kloriir, et 0ziitii, tripton,
pepton, maya 6ziitii ve kazein SSF besiyerlerine eklendi. Orneklere 10 ml ¢cesme suyu
eklendikten sonra otoklava birakildi. Daha sonra ekim yapilip inkiibasyona birakilan

orneklerin iist stvisindan enzim aktivite tayinlerine bakildu.
3.9.10. a-Amilaz Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarinin Etkisinin

incelenmesi

SSF besiyerleri hazirlandiktan sonra besiyeri hacminin % 1°i olacak sekilde
karbon kaynaklarindan; glukoz, galaktoz, fruktoz, laktoz, sukroz ve maltoz SSF
besiyerlerine eklendi. Daha sonra ekim yapilip inkiibasyona birakilan &rneklerin {ist

stvisindan aktivite tayini yapildi.

3.9.11. a-Amilaz Uretimi Uzerine Metal Tuzlarinin Etkisinin incelenmesi

SSF besiyerleri hazirlandiktan sonra besiyeri hacminin % 0.1°1 olacak sekilde
metal iyonlarindan CaCl,, MgSQO,.7H,0, ZnS0,4.7H,0, FeSO,.7H,0 ve CuS0O,4.5H,0

SSF besiyerlerine eklendi. 10 ml saf su ilave edilip sterilizasyon ve ekim yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. a-Amilaz Uretimi I¢in Uygun Substratin Belirlenmesi

Calismamizda SSF besiyeri i¢in piring kabugu, bugday kepegi, mercimek
kabugu, arpa kabugu, pamuk sap1 ve Ogiitiilmiis misir kiispesi kullanildi. Yapilan
aktivite Ol¢imleri sonucu en yiiksek enzim sentezinin piring kabugu igeren SSF

ortaminda gerceklestigi belirlendi (Cizelge 4.1.).

Substratlar
MK OMK AK
Amilaz Uretimi (U/mg)

199.0 62.7 511.2
608.1 505.0 398.4
529.0 412.8 331.7
500.4 236.3 308.6
478.5 209.2 247.1

Cizg_lge 4:.1. Enzim firetimi iizerine substratin etkisi. PK: Piring Kabugu, MK: Mercimek
Kabugu, OMK: Ogiitiilmiis Misir Kiispesi, AK: Arpa Kabugu, BK: Bugday Kepegi (kontrol), PS:
Pamuk Sap1

Farkli tarmmsal atiklarin bulundugu SSF ortaminda B.licheniformis ATCC
14580°nin 120. saat’e kadar iiretilmesiyle ilgili sonuglara gére maksimum a-amilaz
tretimi 48. saatte 1890.6 U/mg olarak piring kabugunun bulundugu ortamda elde
edilmistir. En yiiksek aktivite piring kabugunda elde edildigi i¢in bundan sonraki
caligmalarimizda kat1 substrat olarak piring kabugu kullanildi. Ayni inkiibasyon siiresi
icin en diisiik tiretim 207.9 U/mg ile pamuk sapinda elde edilmis olup genel olarak en

diisiik enzim iretimi ise 24. saatte 62.7 U/mg ile 6giitilmiis misir kiispesinde elde

edilmistir.
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4.2. a-Amilaz Uretimi I¢in Uygun Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

Calismamizda enzim iiretimi {izerine inkiibasyon siiresinin etkisini tespit etmek
i¢in hazirlanan 6rnekler inkiibasyona birakildi. 24. saatten 120. saate kadar 24 saatte bir
enzim aktivitesine bakildi. a-Amilaz i¢in en uygun inkiibasyon siiresi 48. saat (1890.6
U/mg) olarak piring kabugunda tespit edildi ve bu saatten sonra enzim {iretiminde diisiis
meydana geldigi gozlendi (Sekil 4.1.).

inkiibasyon Siiresinin Etkisi

I
 Ba EEUNE NN | I
NI I 0 o I T e

24. saat 48. saat 72. saat 96. saat 120.saat

~ Piring Kabugu Mercimek Kabugu * Ogiitilmis Misir Kiispesi

- Arpa Kabugu ¥ Bugday Kabugu * Pamuk Sapi

Sekil 4.1. a-Amilaz iiretimi {izerine inkiibasyon siiresinin etkisi

Ayni sekilde mercimek kabugu, ogiitliilmiis misir kiispesi ve pamuk sap1 da en
yiiksek enzim iiretimlerini 48. saatte gergeklestirmislerdir. Bunun yani sira arpa kabugu
24. saat, bugday kepegi ise 96. saatte en yiksek enzim {iretimlerini
gergeklestirmislerdir. En diisiik enzim {iretimi ise 24. saatte ¢giitiilmiis misir kiispesinde

elde edilmistir.

4.3. a-Amilaz Uretimi Uzerine Inkiibasyon Sicakhigimin Etkisi

Inkiibasyon sicakligiin a-amilaz {izerine etkisini belirlemek icin ekim

yaptigimiz piring kabugu i¢eren SSF besiyerleri 25, 30, 35, 37, 40, 45, 50 ve 55°C de
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inkiibasyona birakildi. a-Amilaz i¢in en uygun tretim sicakligi 37°C (1304.39 U/mg)
olarak tespit edildi (Sekil 4.2.).

e
= b2
- o
o R

1

800
600
400
200

Spesifik Altivite(U/'me

25 30 35 37 40 45 50 55
Inkiibasyon sicaklig: (°C)

Sekil 4.2. a-Amilaz iiretimi iizerine inkiibasyon sicakliginin etkisi

a-Amilaz i¢in optimum inkiibasyon sicakligi 37°C olarak tespit edilmis ve

sicakligin yiikselmesine paralel olarak enzim iiretiminde diislis meydana gelmistir.

4.4. o-Amilaz Uretimi I¢cin Optimum Ekstraksiyon ortaminin Belirlenmesi

Ekstraksiyon ortaminin a-amilaz iizerine etkisini belirlemek i¢in piring kabugu
iceren SSF besiyerine bakteri ekimi yapildi. 48 saat’lik inkiibasyondan sonra 10 ml
¢esme suyu, % 1 TritonX100, % 1 Tween 40, % 0.5 NaCl, % 1 SDS, 10 ml saf su ilave
edilerek 30 dk sonra enzim aktivite tayinine bakildi. Enzim i¢in en uygun ekstraktsiyon
ortaminin % 0,5’lik NaCl oldugu tespit edildi. En diisiik iretim ise pH 7.0 fosfat
tamponunda elde edildi (Cizelge 4.2.).
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Ekstrasyon Medyumu (10ml) Spesifik Aktivite (U/mg)

Saf su 1486+14.0
NaCl (%60.5) 1832.9+63.7
Tampon (pH:7.0) 896.5+40.9
SDS (%1) 1316.5+27.5
TweenX100 (%01) 1406.3+34.1
Triton-40 (%1) 1250.2+9.0

Cizelge 4.2. a-Amilaz {iretimi iizerine ekstraksiyon ortaminin etkisi

4.5. o-Amilaz Uretimi i¢cin Optimum pH’nin Belirlenmesi

a-Amilaz iizerine baslangic pH’sinin etkisini belirlemek i¢in ¢esme suyu
kullanildi. Cesme suyunun pH’s1 pH 4.0°dan pH 10.0’a kadar 0.1M HCl ve 0.1M NaOH
ile ayarlanarak piring kabugu igeren SSF besiyerlerine hazirladigimiz farkli pH’lardaki
cesme suyundan 10’ar ml ilave edildikten sonra besiyerleri otoklavlanip bakteri ekimi
yapildi. Ornekler 37°C’de inkiibe edildikten sonra iist s1v1 alinarak enzim aktivite tayini
yapildi. a-Amilaz igin optimum pH degeri pH 7.0 (1796.235 U/mg) olarak tespit edildi
(Sekil 4.3.).

2000
1300 A
1600 -
1400 A
1200 1
1000 A
800
600
400 4
200 A

Spedfik Aktivite (img

Sekil 4.3. a-Amilaz tiretimi tizerine baslangi¢ pH’sinin etkisi
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4.6. a-Amilazin Aktivite Sicakhigimin Belirlenmesi

a-Amilazin aktivite sicakligini tespit etmek igin rekasiyon baslatildiktan sonra
ornekler 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80 ve 90°C sicaklik araliklarinda 30
dakika inkiibe edildikten sonra aktivite tayini yapildi. Sonug olarak enzim i¢in optimum

aktivite sicakligr 70°C olarak tespit edildi (Sekil 4.4.).

150

100 A

N ’/._‘/,_.——.—0—*"/.\’\0

0 — T T T T T T T T
5 20 25 30 3B 40 45 50 60 70 8 90

Aktivite sicakhgi (°C)

Rolatif Aktivite
(%)

Sekil 4.4. a-Amilaz i¢in optimum aktivite sicakligi

4.7. a-Amilaz i¢in Uygun Inokiiliim Hacminin Belirlenmesi

Piring kabugunun substrat kaynagi olarak kullanildigi SSF besiyerine, besi yeri
hacminin % 10, 20, 30, 40, 60 ve 80°i olacak sekilde 1000 ul‘den 8000 pl‘ye kadar
degisen miktarlarda bakteri ekimi yapildiktan sonra ornekler inkiibasyona birakildi.
Daha onceden belirledigimiz optimum inkiibasyon siiresi olan 48. satte drneklerin iist

stvist alinarak aktivite tayini yapildi. a-Amilaz igin optimum ekim miktart 2 ml

(1901.096 U/mg) olarak belirlendi (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. 0-Amilaz i¢in uygun ekim miktari
4.8. a-Amilaz Uretimi I¢in Optimum Calkalama Hizinin Belirlenmesi

Calkalama hizinin enzim iiretimi {izerine etkisini belirlemek igin piring kabugu
iceren SSF besiyerleri bakteri ekiminden sonra sirastyla 60, 100, 120, 150, 180 ve 200
rpm farkli c¢alkalama hizlarinda inkiibasyona birakildi. o-Amilaz icin en uygun
calkalama hiz1 120 rpm (1836.55 U/mg) olarak belirlendi (Sekil 4.6.).

202500
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2 T <
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Sekil 4.6. a-Amilaz i¢in optimum ¢alkalama hizi
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4.9. a-Amilaz Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarimin Etkisi

Azot kaynaklarinin oa-amilaz iizerine etkilerini belirlemek igin piring
kabugunun substrat kaynagi olarak kullanildig1 besiyerine, besiyeri hacminin % 1°i
kadar azot kaynaklarindan kazein, pepton, tripton, yeast ekstrakt, beef ekstrakt
amonyum nitrat, amonyum siilfat, amonyum kloriir eklendikten sonra 10 ml ¢esme
suyu ilave edilerek hazirlanmis olan Ornekler otoklava birakildi. Daha sonra
hazirlanan besiyerlerine bakteri ekimleri yapilarak inkiibasyona birakildi. 48 saatlik
inkiibasyon siiresinin sonunda st siv1 alinarak aktivite tayini yapildi. Sonug¢ olarak
tripton, amonyum nitrat, amonyum siilfat ve amonyum kloriiriin enzim iiretimini ¢ok
kiigiik miktarda inhibe ettigi, kazein, pepton, yeast ekstrakt ve beef ekstraktin ise

enzim liretimini biiyiik oranda inhibe ettigi tespit edilmistir (Cizelge 4.3.)

Azot kaynag (%1) Spesifik Aktivite (U/mg)

Kazein 840.348.4
959.4+17.7

Tripton | RETIRES [ XY
Yeast ekstrakt 914.3+15.6

Beef ekstrakt 995.1+9.9
Amonyum nitrat 1414.5+17.2.7
Amonyum siilfat 1323.1+21.4
Amonyum Kloriir 1316.1+28.3

Cizelge 4.3. Enzim iiretimi {izerine azot kaynaklarinin etkisi

4.10. o-Amilaz Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarinin Etkisi

Karbon kaynaklarinin a-amilaz enzimi tizerine etkilerini belirlemek i¢in piring
kabugunun substrat kaynagi olarak kullanildig1 besiyerine, besiyeri hacminin % 1°i
kadar karbon kaynaklarindan glukoz, galaktoz, fruktoz, maltoz, laktoz ve sukroz
eklendikten sonra ekimi yapilan besiyerleri inkiibasyona birakildi. 48 saatlik

inkiibasyon siiresinin sonunda iist siv1 alinarak aktivite tayini yapildi.
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Sonug olarak laktozun enzim iretimini % 50 civarinda inhibe ettigi, glukoz,
galaktoz, fruktoz, maltoz ve sukrozun ise a-amilaz {iretimini biiyiik oranda inhibe ettigi

tespit edilmistir (Cizelge 4.4.)

Karbon kaynagi (%1) Spesifik Aktivite (U/mg)

Glikoz 96.7+18.4

Galaktoz 84.9+51.7

Fruktoz 11.6+3.4

Maltoz 276.6+29.1

Laktoz 715.5+£7.1

Sukroz 403.5+£36.8

Cizelge 4.4. Enzim firetimi tizerine karbon kaynaklariin etkisi
4.11. o-Amilaz Uretimi Uzerine Metal Tuzlarimin Etkisi

Metal tuzlarinin o-amilaz lizerine etkilerini belirlemek i¢in piring kabugunun
substrat kaynagi olarak kullanildig1 besiyerine, besiyeri hacminin % 0,11 kadar metal
tuzlarindan MgS0a4.7H20, ZnS04.7H20, CaClz, CuSO4.5H20 ve FeSOas.7H20’nun
SSF‘te homojen bir sekilde dagilmasi icin 10 ml saf su i¢inde ¢oziinmesi saglandiktan
sonra besiyerine ilave edilerek otoklava alindi. Daha sonra bakteri ekimi yapilarak
besiyerleri inkiibasyona alindi. 48 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda iist sivi
aliarak aktivite tayini yapildi. Sonu¢ olarak MgSO,’lin enzim iiretimini arttirdigi,
CaCly’nin enzim {iretimini eser miktarda azalttigi, ZnS04.7H20, CuSO4.5H20 ve
FeSO4.7H20 nun ise a-amilaz iiretimini biiyiik oranda inhibe ettigi tespit edilmistir

(Cizelge 4.5.).
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Karbon kaynagi (%1) Spesifik Aktivite (U/mg)

1553.7+17.1

104.8+5.0

1357.6+24.6

85.8+8.0

282.7+£21.8

Cizelge 4.5. Enzim iiretimi tizerine metal tuzlarinin etkisi

4.12. o-Amilaz Uretimi icin Uygun Substrat Miktarimin Belirlenmesi

SSF besiyerine, besiyeri hacminin % 10, 20, 30, 40, 50 ve 60‘1 olacak sekilde
sirastyla 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 gr piring kabugu ilave edildi. Uzerine 10 ml ¢cesme suyu
eklendikten sonra otokolava birakildi. EKim islemlerinden sonra yapilan aktivite tayini

sonucunda enzim i¢in en iyi aktivite 3 gr piring kabugu iceren besiyerinde (1430.157

U/mg) tespit edildi (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. a-Amilaz i¢in uygun substrat miktari
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5. TARTISMA ve SONUC

Molekiiler biyoloji ve gen teknolojisi alanlarinda kaydedilen biiylik gelismeler,
biyoteknolojideki hizli degisim ve ilerleyisin tetikleyicisi olmus ve bu teknoloji, giderek
daha fazla sayida sanayi ve hizmet sektOriinii kapsar ve etkiler hale gelmistir.
Biyoteknolojik gelismelere paralel olarak enzimlerin kullanim alanlar1 ve onemleri de
her gegen giin artmaktadir. Hiicrelerde olduk¢a Onemli metabolik gorevleri olan
enzimler, biyokimyasal reaksiyonlari Kkatalizleyen makromolekiillerdir ve g¢esitli
amagclarla kullanilmak iizere giindelik ve ekonomik hayata girmistir. Endiistrinin hemen
her alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde edilmektedir.
Ciinkii mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere
gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi, istenmeyen yan iiriin olusturmamast,

daha stabil ve ucuz olmas: ve fazla miktarda elde edilebilmeleri gibi avantajlart vardir.

a-Amilaz 6nemli endiistriyel enzimlerden biridir. Nisastanin sivilastirilmas,
alkol tretimi, kagit sanayi, tekstil sanayi, deterjan sanayi, firincilik ve saglik sektorii
gibi pek ¢ok alanda kullanilir. Pek c¢ok organizma ekstraseliller amilaz iiretme
yetenegindedir ancak bu organizmalarin pek azi dogal nisastay1 pargalama yeteneginde
olan amilazlar1 {iretebilir. Bu nedenle etkili dogal nisasta sakkarafikasyonu i¢in yeni
enzim treticilerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Sasaki ve ark. 1986). Calismamizda Bacillus
licheniformis ATCC 14580’den a-amilaz {iretimi {izerine bir takim parametrelerin

etkisini arastirarak optimum kosullar1 belirlemeye ¢alistik.

Calismada uygun substrat1 belirlemek icin SSF besiyerinde substrat kaynagi
olarak piring kabugu, bugday kepegi, mercimek kabugu, 6giitiilmiis misir kiispesi, arpa
kabugu ve pamuk sap1 kullanildi. Yapilan enzim aktivite tayinleri sonucunda a-amilaz

i¢in en uygun substratin piring kabugu oldugu tespit edildi.

Karatas ve ark. (2012) tarafindan Bacillus licheniformis ZB-05 bakterisinde SSF
yontemi kullanilarak amilaz ve proteaz iliretimi {izerine 8 ayr1 tarimsal bitki atiginin test
edildigi bir calismada en iyi kat1 substratin piring kabugu oldugunu tespit etmislerdir
(o-amilaz igin 443 U/g, proteaz i¢in 469 U/g). % 2 oranindaki ¢6ziiniir nisastanin o-
amilaz tretimini arttirdig1 gozlenirken % 1 oranindaki maltozun ise proteaz iiretimini

arttirdig tespit edildi.
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Calismada a-amilaz i¢in optimum inkiibasyon siiresi 48. saat olarak belirlendi.
48. saatten sonra a-amilaz iiretiminde diisliis meydana gelmistir. Mikrobiyal biiylime,
ortamda besin tiikkendigi icin durgunluk evresine girer ve sekonder metabolitlerin
iretimi baslayarak, enzim sentezi ve aktivitesi diisiis gosterir (Francis ve ark. 2002).
Ayrica besiyerindeki diger bilesikler ile etkilesimden dolayr meydana gelen enzim
denatlirasyonu yiiziinden de enzim sentezi ve aktivitesi azalmaktadir (Ramesh ve

Lonsane 1987).

Baysal ve ark. (2003) Diyarbakir-Cermik sicak su kaynagindan izole ettikleri
termotoleran Bacillus subtilis bakterisinden SSF teknigiyle a-amilaz elde etmislerdir.
Calismada bugday kepegi (WB) ve piring kabugu (RH) substrat olarak kullanilmis ve
enzim {iretimi i¢in optimum sartlar belirlenmeye calisilmistir. Yaklasik inkiibasyon
siiresi, nem seviyesi, pargacik biiylkligii ve inokiiliim konsantrasyonunu
belirlemiglerdir. Maksimum {iriin miktar1 bugday kepegi ve piring kabugunda sirastyla
159.520 U/g ve 21.760 U/g, 0.1M pH 7 fosfat tamponunda % 30 nem seviyesi ile 24. ve
48. saatlerde elde edilmistir.

Calismamizda optimum inkiibasyon sicakligini belirlemek i¢in ekim yaptigimiz
piring kabugu igeren SSF besiyerleri 25, 30, 35, 37, 40, 45, 50 ve 55°C de inkiibasyona
birakildi. a-Amilaz igin optimum inkiibasyon sicakligi 37°C olarak belirlendi.

SSF kiiltiirlerinde iretim sicakligl fermentasyonda kullanilan
mikroorganizmanin biilyiime kinetiklerine gore degisiklik gostermektedir. (Lonsane ve
ark. 1985). Ramesh ve Lonsane (1989) substrat olarak bugday kepegi kullanarak
Bacillus licheniformis’ ten a-amilaz tiretmisler ve optimum {iretim sicakligini 35°C
olarak tespit etmislerdir. Krisha ve Chandrasekaran (1996) substrat kaynagi olarak muz
kabugu kullandiklar1 SSF besiyerlerinde Bacillus subtilis’ ten o-amilaz iiretmisler ve

optimum iiretim sicakliginin 35°C oldugunu tespit etmislerdir.

Rajagopalan ve Krishnan (2008) Bacillus subtilis KCC103’ten a-amilaz
iretmisler ve optimum inkiibasyon siiresini 48.saat, optimum inkiibasyon sicakligini

37°C olarak tespit etmislerdir.

Bu ¢alismada a-amilaz iiretimi i¢in optimum ekstraksiyon ortam1 % 0.5’lik NaCl

olarak tespit edildi.
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Calismamizda enzimin optimum pH’sin1 belirlemek i¢in ekim yaptigimiz piring
kabugu iceren SSF besiyerleri pH 4.0-pH 10.0 araliklarinda inkiibasyona birakildi.
Enzim i¢in optimum pH’nin 7.0 oldugu tespit edildi.

Kat1 substratin dogas1 pH gibi parametrelerin 6l¢timiinde zorluk yaratir (Nigam
ve Singh 1994). Ciinkii pH elektrotlart nemli katilarin pH’ smi 6lgme yeteneginde
degildir (Lonsane ve ark. 1992).

Thippeswamy ve ark. (2006) endiistriyel atiklardan izole edilen bakteriyel susu
Bacillus olarak tanimlamiglar, sustan elde edilen termostabil ekstraselliiler amilaz
kismen saflagtirllmig ve enzim i¢in optimum sicaklik 60°C ve pH 6.5 olarak tespit

edilmistir.

Calismamizda enzim aktivasyon sicakligini belirlemek icin reaksiyon
baslatildiktan sonra 6rnekler 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80 ve 90°C’de
inkiibasyona birakildi. a-Amilaz i¢in uygun aktivite sicakligr 70°C olarak belirlendi.

Shukla ve Kar (2006) Bacillus licheniformis ve Bacillus subtilis‘ten elde ettikleri
a-amilazin 90°C ve 70°C‘de, Anto ve ark. (2006) SSF teknigiyle Bacillus cereus
MTCC1305’ten elde ettikleri a-amilazin 55°C‘de, Tiwari ve ark. (2007) termofilik
Penicillium rugulosum’dan elde ettikleri termostabil a-amilazin 57°C‘de ve Michelin ve
ark. (2010) Paecilomyces variotii‘den elde ettikleri termostabil a-amilazin 60°C‘de

maksimum aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Calismada a-amilaz i¢in uygun inokiilim hacmini belirlemek i¢in SSF besi
yerine 1000 pl‘den 8000 pl‘ye kadar degisen miktarlarda bakteri ekimi yapildiktan
sonra ornekler inkiibasyona birakildi. Yapilan aktivite tayini sonucunda o-amilaz i¢in

optimum ekim miktar1 2 ml olarak belirlendi.

Baysal ve ark. (2003) Diyarbakir-Cermik sicak su kaynagindan izole ettikleri
termotoleran Bacillus subtilis bakterisinden SSF teknigiyle a-amilaz elde etmislerdir.
Calismada bugday kepegi (WB) ve piring kabugu (RH) substrat olarak kullanilmis ve
enzim {retimi i¢in optimum sartlar belirlenmeye calisilmistir. Partikiil biiyiikligi ve
inokiilim konsantrasyonunu bugday kepegi ve piring kabugunda sirastyla 1000 pm, %

20 ve 500 um, % 15 olarak tespit etmislerdir.
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Calismada optimum ¢alkalama hizin1 belirlemek i¢in SSF besiyerine bakteri
ekimi yapildiktan sonra sirasiyla 60, 100, 120, 150, 180 ve 200 rpm calkalama
hizlarinda inkiibasyona birakildi. Yapilan aktivte tayini sonucunda a-amilaz igin

optimum c¢alkalama hizi 120 rpm olarak belirlendi.

Tanyildiz1 ve ark. (2007) Bacillus amyloliquefaciens’ten SSF teknigiyle o-
amilaz elde etmeye calismiglardir. En iyi enzim aktivitesini elde etmek i¢in hayvan
yemi olarak kullanilan ve oldukc¢a ucuz olan misir kiispesini (CGM), yedi farkli
konsantrasyonda incelemislerdir. 5-40 g/L arasinda degisen miktarlarda kullanilan
CGM’de en iyi enzim aktivitesini 30 g/L’de bulmuslardir. Calkalama hizinin enzim
iiretimi iizerine etkisini incelemisler ve 100-150-200 rpm ¢alkalama hizlarindan en iyi

etkiyi 150 rpm olarak tespit etmislerdir.

Calismada azot kaynaklarinin enzim {izerine etkisini belirlemek i¢in SSF besi
yerine besiyeri hacminin % 1°‘i kadar azot kaynaklarindan kazein, pepton, tripton, yeast
ekstrakt, beef ekstrakt amonyum nitrat, amonyum stilfat, amonyum kloriir eklendikten
sonra 10 ml ¢esme suyu ilave edilerek hazirlanmis olan 6rnekler otoklava birakildi.
Daha sonra hazirlanan besiyerlerine bakteri ekimleri yapilarak inkiibasyona birakildi. 48
saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda yapilan aktivite tayini sonucunda kullanilan azot

kaynaklarinin amilaz tiretimini belirli oranlarda inhibe ettigi tespit edildi.

Ray ve ark. (2008) Bacillus brevis MTCC 7521’den a-amilaz iiretimi {izerine
karbon ve azot kaynaklarmin etkisini arastirmiglardir. % 1 oranindaki karbon
kaynaklarindan ¢oziinebilir nisasta, patates nisastasi, manyok kokil nisastasi, manyok
kokii unu, bugday unu, tath patates nisastast ve tatli patates unu kullanmislar ve
maksimum aktiviteyl patates nisastasinda elde etmislerdir. % 1 oranindaki azot
kaynaklarindan et 6ziitli, maya 0ziitli, pepton, kazein, amonyum klorid, asparajin, iire,
amonyum siilfat, potasyum nitrat, amonyum molibdat ve amonyum nitrat kullanmiglar

ve en 1y1 aktiviteyi et 6ziitiinde elde etmislerdir.

Sodhi ve ark. (2005) SSF yontemiyle Bacillus sp. PS-7’den a-amilaz iiretme
caligmalarinda % 1 oranindaki karbon ve azot kaynaklarindan en iyi azot kaynagi olarak

soyay1 ve en iyi karbon kaynagi olarak glukozu tespit etmislerdir.

Yaptigimiz ¢alismada karbon kaynaklarinin enzim {izerine etkisini belirlemek

icin SSF besiyerine besiyeri hacminin % 1‘1 kadar karbon kaynaklarindan glukoz,
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galaktoz, fruktoz, maltoz, laktoz ve sukroz eklendikten sonra ekimi yapilan besiyerleri
inkiibasyona birakildi. 48 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda yapilan aktivite tayini
sonucunda kullanilan karbon kaynaklarinin amilaz {iretimini belirli oranlarda inhibe
ettigi tespit edildi.

Sankaralingam ve ark. (2012) yapmis olduklari bir ¢calismada SmF yontemiyle
Bacillus licheniformis’ten a-amilaz iiretimi {izerine bir takim parametrelerin etkisini
arastirmiglar. Calismada a-amilaz tiretimi i¢in optimum inkiibasyon siiresinin 48.saat,
optimum sicakligin 30°C ve optimum pH’nin 7.0 oldugu saptanmistir. Maximum
amilaz iretimi iizerine farkli karbon kaynaklarinin etkisi incelenmis olup en yiiksek

amilaz miktar1 laktoz igeren ortamda elde edilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada metal tuzlarinin enzim iizerine etkisini belirlemek ig¢in
SSF besiyerine besiyeri hacminin % 0,1°1 kadar metal tuzlarindan MgSO4.7H,0,
ZnS0,4.7H,0, CaCl,, CuS04.5H,0 ve FeSO4.7H,0’nun SSF‘te homojen bir sekilde
dagilmasi i¢in 10 ml saf su i¢inde ¢Oziinmesi saglandiktan sonra besiyerine ilave
edilerek otoklava alindi. Daha sonra hazirlanan besiyerlerine bakteri ekimleri yapilarak
inkiibasyona birakildi. 48 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda yapilan aktivite tayini
sonucunda kullanilan metal tuzlarindan MgSO,’{in enzim {iretimini arttirdigi, CaCl,’nin
enzim iretimini eser miktarda azalttigl, ZnSO4.7H,0, CuSO45H,0 ve

FeSO,.7H,0O’nun ise a-amilaz liretimini biiyilik oranda inhibe ettigi tespit edilmistir.

Lin ve ark. (1998) Bacillus sp. TS-23 o-amilazinin aktivitesini 1 mM
konsantrasyonda Hg*?, Pb*2, zZn? ve Cu*? metallerinin inhibe ettigi, Ca™ un ise
arttirdigt; Goyal ve ark. (2005) Bacillus sp. I-3 a-amilazinin FeSO,4, CuSO,4 ve MnSO,4
varliginda aktivitesinin arttigini, HgCl, ve EDTA varliginda da inhibe oldugunu rapor
etmislerdir. Her iki arastirict da enzim aktivitesinin metal iyonlar1 tarafindan
etkilendigini ve maksimum aktivite i¢in kofaktdr olarak metal iyonlarina ihtiyag
duydugu i¢in enzimi metalloprotein olarak adlandirmislardir. Ayrica EDTA’ nin enzim

aktivitesini inhibe etmesinin de bu durumu destekledigini belirtmislerdir.

Calismamizda SSF besiyerine sirastyla 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 gr piring kabugu ilave
edildi. Uzerine 10 ml ¢esme suyu eklendikten sonra otokolava birakildi. Ekim
islemlerinden sonra yapilan aktivite tayini sonucunda enzim i¢in en iyi aktivite 3 gr

piring kabugu iceren besiyerinde tespit edildi.
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Enzimlerin kiiresel pazardaki payir her gecen giin artmakta olup 2015 yilinda
yaklasik olarak 4 milyar dolar1 bulacag:i tahmin edilmektedir. Yaptigimiz ¢alismada
amilaz aktivitesi tizerine etki eden parametrelerin tespit edilen optimum degerlerinin
kullanilmasiyla enzim aktivitesinde artis saglanabilecegi belirlenmistir. Bu baglamda
yapilacak kapsamli ¢aligmalar sonucunda gerek enzim verimi gerekse de endiistrideki

kullanim alanlar1 daha da arttirilabilir.
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