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OZET

KATI FAZ FERMANTASYON YONTEMI ILE Bacillus licheniformis ATCC
14580’ DEN PROTEAZ URETIMI UZERINE BAZI PARAMETRELERIN
ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZI

Sedat KAYA

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJi ANABILIM DALI

2011

Enzimler genelde biyoteknolojide, endiistride, yiyecek, tekstil, kagit, tip ve eczacilik
gibi alanlarda  kullanilmaktadir. Enzimler; bitkisel, hayvansal kaynaklardan ve
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya
hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmalari, istenmeyen yan
iiriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalar, kiiltiir ortaminda kolay ¢ogalmalari, fazla
miktarda elde edilebilmeleri gibi avantajlar1 vardir. Proteazlar endiistriyel enzim gruplart
icersinde onemli bir role sahiptirler. Deterjan, ilag, dericilikte, et, siit, bira gibi gida
endiistrilerinde, boynuz, tily, sa¢ gibi proteinlerin hidrolizinde, X-ray filmlerindeki giimiisiin
geri kazanilmasinda ve daha bir¢ok endiistri alaninda kullanilmaktadir.

Calismamizda kati1 faz fermentasyonu (SSF) yontemiyle Bacillus licheniformis ATCC
14580’den proteaz iretimi ilizerine ¢esitli parametrelerin etkisi incelendi. SSF besiyeri i¢in
piring kabugu, bugday kabugu, arpa kabugu, pamuk sapi, misir kiispesi ve mercimek kabugu
kat1 substrat olarak kullanildi. En iyi aktivite misir kiispesi elde edildiginden dolayr sonraki
calismalarimizda kati substrat olarak misir kiispesi kullanildi. Proteaz i¢in en iyi inkiibasyon
stiresinin 24.saat oldugu belirlendi. Substratin partikiil bilylikligiiniin proteaz iiretimi iizerine
etkisini incelemek i¢in yapilan ¢alismada, 1500 um partikiil biiylikliigiindeki substratta en iyi
proteaz tiretimi tespit edildi. Maximum proteaz aktivitesi sirastyla pH:8,0’da ve 37°C’de tespit
edildi. Inokiilim hacmi 2 ml olarak belirlendi. Enzim iiretimi iizerine azot ve karbon
kaynaklarinin etkisini arastirmak igin yapilan g¢alismada, proteaz icin %1 maya Oziitii ve
amonyum Klorid ve %1 galaktoz bulunan ortamda maksimum aktivite elde edilmistir. Kepek
miktart ve kepek karisim oranlarinin etkisinin incelenmesi igin yapilan ¢alismada, proteaz igin
%30 kepek (%25 musir kiispesi+%5 piring kabugu) bulunan ortamda en yiiksek enzim tiretimi
belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Kati faz fermentasyonu (SSF), Bacillus licheniformis ATCC 14580,
Proteaz, Misir kiispesi



ABSTRACT

THE EFFECT of SOME PARAMETERS on PROTEASE from the Bacillus

licheniformis ATCC 14580 with SOLID STATE FERMENTATION METHOD
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The usages of enzymes are used in biotechnology, industry, food, textil, paper, medicine
and pharmaceutical. Enzymes obtained from microorganisms are produced by microorganisms
have some advantages when compared with enzymes produced by plants or animals, they have
considerably higher catalytic activity, they don’t from undesirable by-products, they are more
stable and relatively cheap, and they can be obtained much quantity. Proteases that are a group
of industrial enzymes have an important role. Proteases were used detergent, pharmaceutical,
leather, meat, milk, beer indistries, hydrolysis of proteins such as horn, feather and hair,
recovery of silver from x-ray films and used many more industries field.

In our study, the effect of various parameters on protease from the Bacillus
licheniformis ATCC 14580 with the Solid state fermentation (SSF) method was evaluated. Rice
husk, wheat husk, barley husk, cotton stalk, crushed maize and lentil husk were used as solid
substrate for SSF medium. The best result was gained crushed maize, therefore, crushed maize
was used as solid substrate in the following studies. The suitable incubation time for the
obtaining, for the protease has been determined as 24th hour. The effect of substrat particle size
on the protease production was tested. Maximum protease production was detected at 1500 um
substrat particle size. Maximum protease pruduction was detected at pH 8.0 and 37°C
respectivelly. Inoculum volume was found to be 2 ml. The effect of carbon and nitrogen sources
on protease pruduct were observed the highest with yeast extract and %1 galactose. The effect
amount of solid substrate and mixed solid substrate on highest protease activity was
investigated. The highest protease activity was observed at %30 mixed substrate (%25 Crushed
maize+%5 Rice husk).

Keywords: Solid state fermentation (SSF), Bacillus licheniformis ATCC 14580, Protease,
Crushed maize
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1.GIRIS
1.1. Enzimler

Biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran, genel olarak protein yapisinda olan ve
organizmadaki biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen biyolojik makromolekiillere
enzim denir. Enzimler biyolojik katalizérler olmalar1 nedeni ile diinyamizdaki canlilarin
yasamini olasi kilan etmenlerin basinda gelir. Enzimlerin katalitik giicleri gercekten
sasirticidir.  Enzimler, molekiilleri parcalar, birlestirir veya belirli gruplar1 bir

molekiilden digerine tasirlar (Telefoncu 1997).

Enzimlerden giinlilk hayatta yararlanma olgusu oldukca eskidir. Insanlar
farkinda olmadan enzimlerden peynir, bira, sarap vb. maddelerin yapiminda ve ilag
olarak yararlanmiglardir. Enzimlerin hiicre dis1 bir aktivitelerinin oldugu ilk kez 1783
yilinda Spallanzi tarafindan atmacanin mide suyunun eti eritebildigi gosterilerek
kanitlanmistir. Daha sonra 1811 yilinda Kirchoff, bugday nisastasinin zamanla sekere
dontistiigiini saptamistir (Gupta ve ark. 2003). 1825 yilinda Berzellius bugdaygillerden
elde edilen enzim karisiminin nisastayr siilfirik asitten daha hizli pargaladigini
saptamistir (Goziikara 1989). Willy Kiihne 1878 yilinda, biyolojik reaksiyonlar
hizlandiran biyokatalizorler i¢cin “hiicrede bulunan” anlamina gelen “enzim” deyimini
ilk kez kullanmistir. Cagdas enzim kimyas1 ¢aligmalar1 enzimatik reaksiyonlarla ilgili
Michelis-Menten varsayimi ve Sumner tarafindan 1926 yilinda saf olarak kristal iireaz

enziminin izolasyonu ile baglamistir (Follmer 2008).

Diinyadaki enzim talebi 2006 yilinda 4.1 milyar $’a ulasmistir. Diinya enzim
piyasasindaki bu degerin yillik %7.6’lik bir artigla 2011 yilinda 6 milyar $ olacag:
beklenmektedir. Endistride kullanilan enzimlerin %59’unu proteazlar, %28’ini
karbohidrazlar, %3’iinii lipazlar ve %10’unu ise diger enzimler olusturmaktadir.
Proteazlar; ¢amasir deterjanlari, deri, et, siit, ilag, bira fotograf vb. endiistriyel alanlarda,
organik sentezlerde ve atik aritiminda kullanilmaktadir (Patel ve ark. 2005; Alpan
2008).

Endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler mikroorganizmalardan,
bitkilerden, mantarlardan ve hayvanlardan elde edilmektedirler. Son yillarda endiistriyel

katalizorler olarak enzimlerin kullaniminda biiyilk bir artis  gozlenmistir.
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Bugiin 3000°den fazla enzim tanimlanmig ve bunlarin ¢ogu biyoteknolojik ve
endiistriyel uygulamalar yoluyla bulunmustur. Bu kadar c¢esitli enzime ragmen

endiistriyel talepleri karsilamada enzimlerin yetersiz oldugu goriilmiistiir (Patel ve ark.
2005).

Son yillarda diger tekniklere oranla daha fazla iiriin elde edilmesinden 6tiirii Kati
Faz Fermantasyonu (SSF) teknigi, biyoteknolojik ve endiistriyel alanlarda gittik¢e artan
bir dnem kazanmustir. Bu teknikte, ticari 6nemi olmayan veya az olan, ¢evre kirliligine
yol agan bazi bitkisel atiklarin substrat olarak kullanilmasiyla, ekonomik ve ekolojik
acidan degerlendirilebilirliklerinin arastirilmasi amaglanmaktadir. Bu amagla enzim
iiretim kaynagi olarak elimizde bulunan bakterilerden en fazla proteaz iiretimine sahip
Bacillus licheniformis ATCC 14580 kullanilacak ve uygun substrat, enzim iretim

sartlar1 belirlenecektir.

1.1.2. Proteazlar

Proteazlar, proteinlerin yapisindaki peptid baglarinin hidrolitik parcalanmasini
katalizleyen enzimlerdir. Endiistride kullanilan enzimlerin %75’i hidrolitik enzimlerdir.
Proteazlar da bu %75’lik kisimda yer alan ii¢ biiyiikk gruptan birini olustururlar (Celik
2006). Proteazlar enzimlerin olduk¢a kompleks bir grubunu olustururlar ve farkli
fizikokimyasal ve katalitik ozelliklere sahiptirler. Proteazlar enzim siniflari igerisinde
hem fizyolojik hem de ticari alanda biiyiik bir uygulama alanina sahiptirler (Mukherjee
ve ark. 2008).

Insanoglu uzun yillardan beri peynir, sarap ve bira iiretimi gibi birgok
uygulamada enzimlerin katalitik aktivitelerinden faydalanmaktadir (Pandey 2006).
Mikrobiyal enzimlerin diinya genelinde yillik kullanim degerlerine bakildiginda alkalin
proteazlar %25, diger proteazlar %21, amilaz %18, rennin %10, analitik enzimler
%10 tripsin %3, lipaz %3 ve diger karbonhidratlar1 pargalayan enzimler %10 seklinde
bir dagilimla karsilasilmaktadir. Dogada var olan enzim sayisinin 25000 oldugu tahmin
edilmektedir. Cogunlugu hidrolazlar, transferazlar ve oksidorediiktazlar olmak iizere
yaklasik 400 tanesi arastirmalar i¢in ticari olarak elde edilmektedir (Adlercreutz ve ark.
1994; Schrerier 1997).

Proteolitik enzimler hem ekstraselliler ve hem de intraselliiler olarak

sentezlenirler (Kumar ve Sharma 2005). Proteazlar fizikokimyasal ve Katalitik
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ozelliklerinde muazzam farkliliklar gostermektedirler ve bu enzimlerle ilgili yapilan
calismalarin bircogu biyokimyasal ve biyoteknolojik yaklasimlar igermektedir (Rao ve
ark. 2009; Saeki ve ark 2007). Proteazlar; firinlama, bira yapimi, ¢amasir deterjanlari,
deri uygulamalari, gida endiistrisinde, etlerin yumusatilmasi, organik sentezlerde, atik
arittminda, Kumas agartma, ipek kalitesinin yiikseltilmesinde, kozmetik {riinlerde,
peptit sentezleri ve tibbi teshisler olmak iizere endistriyel uygulamalarin genis bir

kisminda 6nemli bir rol oynarlar (Gupta ve ark. 2002; Najafi ve Deobagkar 2005).

Enzimlerin kullanildig1 endiistriyel islemler daha ucuz ve kaliteli {iriin elde
edilmesine olanak saglamaktadir. Alkali proteazlar genis pH ve sicaklik araliklarinda
kararl1 olduklarindan birgok endiistriyel alanda kullanilmaktadir ve bu nedenle enzim
pazarinda oldukga biiyiik bir paya sahiptir (Rao ve ark. 1998). Bazi proteaz kaynaklari

ve endiistriyel uygulamalar1 Cizelge 1.1.’de verilmistir.

Cizelge 1.1. Baz1 Proteaz Kaynaklar1 ve Endustriyel Uygulamalar1 (Pandey 2008).

Mikroorganizma Proteaz Cesidi Endiistri
Bakteriler

Bacillus licheniformis Alkalin Deterjan

Bacillus amyloliquefaciens Alkalin Deterjan

Bacillus firmus Alkalin Deterjan

Bacillus megaterium Alkalin Deterjan

Bacillus pumulis Alkalin Deterjan
Streptomyces fradiae Alkalin Deterjan
Streptomyces griseus Alkalin, Notral Deterjan
Streptomyces rectus Notral Deterjan, Deri, Gida
Bacillus subtilis Notral Deri, Gida

Bacillus cereus Notral Deri, Gida

Bacillus megaterium Notral Deri, Gida
Pseudomonas aeruginosa Notral Deri, Gida
Mantarlar

Aspergillus niger Alkalin Deterjan
Aspergillus sofae Alkalin, Noétral Deterjan, Deri, Gida
Aspergillus oryzae Alkalin, Notral Deterjan, Deri, Gida
Aspergillus flavus Alkalin Deterjan
Pericularia oryzae Notral Deri, Gida
Endothia parasitica Asidik Eczacilik, Gida
Mucor michei Asidik Eczacilik, Gida
Mucor pusillus Asidik Eczacilik, Gida
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1.1.2.1. Proteazlarin Genel Ozellikleri

Proteazlar en Onemli endiistriyel enzimler arasindadir. Proteolitik (protein
sindirim) aktivite gostermeleri nedeniyle yiizyillardir mandira endiistrisinde peynir

yapimi i¢in siit-pthtilagsma ajanlar1 (rennet) gibi kullanilmislardir.

Proteazlar tiim canli sistemlerde bulunur ve c¢esitli metabolik reaksiyonlari
katalizleyerek normal ve anormal ¢evre sartlarinda 6nemli rol oynarlar. Proteazlar
saprofitlerde proteinlerin par¢alanmasi, gelismis organizmalarda peptidazlar ile
proteinlerin belirli sinyal dizilerindeki baglarin koparilmasi gibi ¢ok yonlii bir role sahip

olmalar ile biyosferdeki etkilerini agik¢a gostermektedirler (Pandey 2006).

Proteolitik enzimlerin spesifikligi aminoasitlerin yapis1 ve diger fonksiyonel
gruplar (aromatik, alifatik ve siilfiir icerenler) tarafindan kontrol edilmektedir. Bu
enzimler sadece proteolitik reaksiyonlar1 gergeklestirmezler aym1  zamanda
karbonhidratlar ve yaglarin yikimini igeren tiim metabolik reaksiyonlari etkileyerek
degisik metabolik reaksiyonlart da diizenlerler (Sumantha ve ark. 2006).

Mikroorganizmalardaki proteolitik enzimler hiicre i¢inde (intraselliiler), hiicre
duvar ile iligskide (periplazmik) ve bulundugu ortama (ekstraselliiler) salgilanirlar.
Ekstraselliiler enzimler genelde selliiloz, protein, nisasta gibi ¢oziinmeyen besinlerin
sindirimini gerceklestirirler ve sindirim sonucu meydana gelen iriinler biiyiime i¢in
gerekli besinler seklinde kullanilmak tizere hiicre i¢ine alinirlar (Oh ve ark 2000;
Andrade ve ark. 2002). Intraselliiler proteazlar sporlanma, farklilasma, protein yikimi,
enzim ve hormonlarin iiretimi, hiicresel protein rezervlerinin onarimi gibi ¢esitli

metabolik olaylarda rol oynamalari ile hiicreler i¢in dnemlidirler (Gupta ve ark. 2002).

1.1.2.2. Proteazlarin Simiflandirilmasi

Ken McDonald (1985) tiim proteolitik enzimlerin siiflandirilmast ve
adlandirilmasi i¢in, peptidaz (peptit baglarini hidrolize edenler) ve proteaz olmak iizere

iki terim belirleyerek terminolojideki sorunlari biiyiik oranda ¢ézmiistiir.

Proteazlar ayrica kataliz ettikleri reaksiyon tipine gore ekzopeptidazlar ve
endopeptidazlar olmak iizere iki gruba ayrilir (Nduvimana ve ark. 1995; Rao ve ark.

1998). Bu tanimlamada belirleyici olan, enzimlerin substratta etkili olduklar1 bolgedir.
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Proteazlar katalitik mekanizmalarina ve aktif bolgelerinde bulunan fonksiyonel
gruplarina gore 4 gruba ayrilmislardir. Bunlar; serin proteazlar (EC. 3.4.21.), sistein
proteazlar (EC. 3.4.22.), aspartik proteazlar (EC. 3.4.23.) ve metallo proteazlar
(EC. 3.4.24) seklindedir (Kumar ve ark. 2008).

Proteazlar aktivite gosterdikleri pH aralifina gore; asidik proteazlar, notral

proteazlar ve alkali proteazlar olarak siniflandirilmiglardir (Nduvimana ve ark. 1995).

1.1.2.3. Mikrobiyal Proteaz Cesitleri

Etki 6zelliklerine bagl olarak Uluslararas1 Biyokimya Birligi proteazlar1 baglica
peptidazlar ve proteinazlar olmak iizere iki biiyiik gruba ayirmislardir. Peptidazlar daha

sonra asagidaki kriterlere gore siniflandirilmistir (EI Enshasy ve ark. 2008).

1- Reaksiyon katalizi
2- Katalitik bolgenin kimyasal yapisi
3- Yapui ile baglantili evrimsel iliskiler

Proteazlarin sistematik dagilimi1 Sekil 1.1°de verilmistir.

Serin Proteazlar (Tripsin . .
. o s — | Katalitik merkezde serin
Kimotripsin, Subtilisin) AR HIETRE i
. aminoasidi bulunur,
Sistein Proteazlar Katalitik merkezde sistein
{Papain, Kathepsin B) grubu (-SH) bulunur
Endopeptidazlar
1 Aspartik Proteazlar » | Katalitik merkezde aspartik
{Pepsin, Kimosin) asit aminoasiti bulunur
— * Katalitik merkezde glutamik
< Proteazlar J Metalloproteazlar asit aminoasiti bulunur,
T (Termolizin, | peptit baglarm hidroliz icin
Karboksipepdidaz A) divalent katyonlara (Zn™,
Cu™*, Mg™ ) ihtiyag vardir.
; ) Aminopeptidaz 1
| Aminopeptidazlar |—h . ptp. :
Aminopeptidaz 11
L J
Ekzopeptidazlar /" Serin Karboksipeptidazlar |

\‘ Karboksipeptidaz lar

—I-| Sistein Karboksipeptidazlar |

\‘ Metallo Karboksipeptidazlar |

Sekil 1.1. Proteazlarin smiflandirilmasi (Kumar ve ark. 2008)
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Genelde proteazlar aktif merkezlerinde katalitik bir tiglitye sahiptirler. Bu tiglii
katalizin meydana geldigi aktif merkezde bulunmaktadir. Ornegin tiim serin
proteazlarda bu bolge korunmaktadir. Katalitik ti¢liiyii histidin (His 57), serin (serin195)
ve aspartik asit olusturmaktadir. Bu aminoasitler birbirlerine yakin olarak

bulunmaktadirlar ve proteazlarin hidroliz yeteneginde 6nemli rol oynamaktadirlar

1.1.2.3.1. Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar polipeptit zincirinin amino ya da karboksil ucundaki peptit
baglarim1 hidroliz ederler. Proteinin amino ucundaki peptit baglarini hidroliz eden
ekzopeptidazlar, aminopeptidazlar; karboksil ucundaki peptit baglarini hidroliz edenler
ise karboksipeptidazlar olarak adlandirilirlar. Proteazlarda, zincirin amino ucundaki ilk
peptit bagim1 hidrolizleyen aminopeptidazlar, amino ucundaki ikinci peptit baginin

hidrolizini kataliz eden endopeptidazlar, dipeptilaminopeptidazlar v.b olarak bilinirler.

Karboksipeptidazlar proteinlerin karboksil ucunda etki gosterirler. Gergek
karboksipeptidazlar bu uctaki son peptid bagmi hidroliz ederler. Dipeptidil
karboksipeptidazlar ise karboksi ucta bulunan son peptid bagindan bir dnceki peptid
bagini hidroliz ederler (Nduvimana ve ark. 1995).

1.1.2.3.2. Endopeptidazlar

Endopeptidazlar ekzopeptidazlarin aksine amino veya karboksil uglarda bulunan
peptit baglar yerine i¢ kisimlarda bulunan peptit baglarini hidroliz ederler (Nduvimana

ve ark. 1995).

Serin proteazlar; aktif merkezlerindeki aspartik asit (Asp), serin (Ser) ve
histidinden (His) olusan tglii katalitik yapilar ile karakterize edilirler. Bu yap1 icinde
serin, substrat ile kovalent bag olusturan oldukga reaktif bir elemandir (Nduvimana ve
ark. 1995). Serin proteazlar alkali kosullarda aktivite gostermeleri ve kararliliklari
nedeni ile farkli endistriyel uygulama alanlarina sahip enzimlerdir. Alkali pH
degerlerinde aktif olan bu enzimler genis bir substrat ¢esitliligine sahiptirler. Molekiil

agirliklart ise gogunlukla 18-35 kDa araligindadir (Rao ve ark. 1998).

Sistein proteazlar; tiolproteazlar olarak de bilinir ve aktif merkezlerindeki sistein
(Cys), histidin (His) ve aspartik asitten (Asp) olusan tiglii katalitik yapilan ile
karakterize edilirler. Sistein, substrat ile kompleks olusturulmasinda etkili olup aktif
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merkezlerinde bir -SH grubu igermektedirler. Bu grup, agir metal iyonlar: ile okside

edici ajanlarla kolayca inhibe edilmektedir.

Aspartat proteazlar; asit endopeptidazlar olarak da bilinirler. Bu enzimlerin
katalitik bolgeleri iki aspartik asit igerir ve bu proteazlar genellikle diisiik pH
degerlerinde aktivite gosterirler. Molekiil agirliklar1 30-45 kDa araligindadir.

Metallo proteazlar; bu grup, etki mekanizmasi yoniinden diger protezlara
goreceli olarak, en c¢ok farklilik gosteren enzimleri igerirler. Metallo proteazlar
aktiviteleri icin divalent katyonlara gerek duyan enzimlerdir. Metallo proteazlarin
yapisinda katyon olarak genellikle ¢inko (Zn+2) bulunmaktadir, bunlar EDTA gibi, selat
yapict ajanlar tarafindan inhibe edilen enzimlerdir. Metallopeptidazlar nétral, alkali,
miksobakter I ve I olmak tizere dort gruba ayrilirlar (Nduvimana ve ark. 1995; Rao ve
ark. 1998).

1.1.2.4. Proteazlarin Etki Mekanizmasi

Iki amino asit yan yana geldiklerinde -COOH ve -NH, gruplari arasinda
baglanma meydana gelir ve bu baga "Peptid" bagi ad1 verilir. Baglanma sirasinda ise bir
su molekiilii serbest kalir. iki amino asitin yanyana gelmesiyle olusan peptid bagina
"Dipeptid", ii¢ veya daha fazla (yilizlerce ya da binlerce) amino asitin yanyana
gelmesiyle olusan zincirdeki peptid baglarina ise "Polipeptid" adi verilir. Proteazlarin

etki mekanizmasi sekilde goriildiigii gibidir. Reaksiyon ¢ift yonlii olarak olusmaktadir.

Tl‘ \\ Anl}lilno /N / Peptid
. | ' 5
Ry grup [\[{I/ | Bag
H 0 H,0 { 0
= C "6l:i\‘+ riu T (I:| H G Ho
EVa T s [ G
\,?/Q\ﬁ/ A T \N/J1 o7 N
=R l
H 0 J H [
== Vi \
Karboksil | R, | (R, |
\ 2 \ /
grup & 4

Sekil 1.2. Proteazlarin hidroliz reaksiyon mekanizmasi (Celik, N. 2006)
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1.1.2.5. Proteaz Kaynaklari

Proteolitik enzimler bitki, mantar, hayvan ve mikrobiyal kaynaklarda
bulunmaktadir. Bununla birlikte, mikroorganizmalar genis biyokimyasal c¢esitlilik
gostermeleri ve genetik manipulasyonlara uygun olmalarindan dolay1 proteaz kaynaklari
olarak tercih edilmektedirler. Bunlar arasinda fungilerin enzim {iretiminde kullanimlari
birgok avantaj saglamaktadir. Ekstraseliiler enzimlerin fermentasyon ortamlarinda geri

kazanimlar1 kolaydir (Pandey 2006).

Proteaz biyosentezinin; Aspergillus (Fan-Ching ve ark. 1998), Rhizopus (Rao ve
ark. 1998) ve Penicillum (Farley ve ark. 1992) gibi funguslar tarafindan yapilabildigi
belirtilmektedir.

1.1.2.6. Proteaz Uretimi

Geleneksel olarak proteazlarin ticari iiretimleri submerged fermentasyonunun
(SmF) kullanilmasiyla basarilmistir. Ancak yapilan son ¢aligmalarda SSF’in enzim

tiretimlerinde biiylik bir potansiyele sahip oldugu kabul edilmektedir.

Proteolitik enzimler biyoteknolojik faaliyetlerin biiyilik bir béliimiinde uygulama
alan1 bulurlar ve birgok endiistriyel alanlarda kullanilirlar (EI Enshasy ve ark. 2008).
Proteaz ¢esitlerinden olan alkalin proteazlar gida, deri, eczacilik ve deterjan endiistrileri
gibi ¢esitli endistrilerde yaygmn kullanimlarindan dolayr en fazla g¢alisilmis enzim
gruplarindan biridir (Gupta ve ark. 2002). Ayn1 zamanda protein ultrafiltrasyonunda
membran temizligi i¢in kullanilmiglardir (Dayanandan ve ark. 2003). Degisik
uygulamalardan biri de alkalin proteazlarin baslica deterjan endiistrisinde kullanimina
yoneliktir. Alkalin proteazlar proteinli lekeleri par¢alama aktivitesi gosterirler (Saeki ve
ark. 2007). Mikrobiyal proteazlar bakteri, fungi ve mayalarin kullanilmasi ile kati-faz
fermentasyonu ve submerged fermentasyonu gibi ¢esitli yontemlerle iretilebilirler
(Haki ve Rakshit 2003).

Genel olarak mikroorganizmalarin meydana getirdigi proteazlar dogada temel ve
kismen bir¢ok kiiltiir sartlarinda indiiklenirler. Bacillus tiirleri logaritmik artis dncesi ve
duragan fazlarda ekstraseliiler proteazlari tiretirler (Pandey 2006). Mikroorganizmalarin
urettigi ekstraseliiler proteazlar ayn1 zamanda C/N oranindaki farklardan, glukoz gibi

kolay metabolize edilen sekerler ve metal iyonlar1 gibi ortam bilesenlerinden yogun
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sekilde etkilenirler. Proteaz sentezi ortamdaki aminoasitler gibi hizli metabolize
edilebilen azot kaynaklarindan da etkilenir (Gupta ve ark. 2003). Ayrica havalandirma,
inokiiliim hacmi, pH ve inkiibasyon sicakligi gibi diger fiziksel faktorlerde proteaz

sentezini etkilerler (Puri ve ark. 2002).

1.1.2.7. Endiistriyel A¢idan Alkalin Proteazlar

Alkalin proteazlar, bakteri, fungi, kiif, maya ve bocekler gibi cesitli
kaynaklardan elde edilse de alkalifilik Bacillus tiirleri biyoteknolojide en fazla
kullanilan mikroorganizmadir (Anwar ve Saleemuddin 1998). Bunun nedeni ¢ok c¢esitli
ortamlardan izolasyonu nispeten kolaydir. Bununla birlikte Bacillus, hem kompleks
hem de sentetik ortamda gelisebilmektedir. Termofilik ve alkalifilik Bacillus tiirleri
tarafindan iiretilen alkalifilik proteazlar yiiksek sicaklik ve pH’a dayanmaktadir. Ayrica
Bacillus tiirleri post-eksponansiyal ve durgunluk fazlarinda da ekstraselliiler proteazlar
tiretebilmektedir (Fogarty ve Kelly 1990). Alkalin proteazlar etkili enzimler olup 6nemli
Olciide deterjan, deri, giimiis, ilag, yiyecek, tohum ve kimya sanayinde kullanilirlar. Bu

enzimler yiiksek kaliteli sindirimde kullanilirlar (Kumar ve ark. 1999).

Proteazlarin endiistriyel uygulamalarda kullanilabilirligini baz1 6zellikleri
belirler, daha Once bu alanda yapilan calismalarda proteaz {irlinleri i¢in fungal
kiltiirlerde ¢alisilmis ve iirlin miktarinin kullanilan tiir ve ortama gore fazlasiyla
degisken oldugu ortaya konmustur. Proteaz {liretimi i¢in etken siireclerin gelistirilmesi,
alkali proteazlarin endiistride bir¢cok alanda kullanilmasinda etken olmustur. Cizelge
1.2.'de alkali proteazlarin giincel endiistriyel kullanim alanlari, kaynaklari ve tireticileri
gorilmektedir. Alkali proteazlarin yiiksek pH ve sicakliklarda, ¢esitli surfaktanlarin
varliginda aktivite gostermeleri, bunlar1 endiistriyel uygulamalar igin elverisli

kilmaktadir (Kumar ve Takagi 1999; Anwar ve Saleemuddin 1998).
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Cizelge 1.2. Bakteriyel alkali proteazlar, kaynaklari, endiistriyel uygulama alanlar1 ve

tireticileri (Gupta ve ark. 2002)

Uretici Uriin Ismi Mikrobiyal Uygulama Alam
Kaynak
Novo Nordisk, Alcalase B. licheniformis Deterjan, ipek
Danimarka Savinase Bacillus sp. Deterjan, tekstil
Esparase B. lentus Deterjan, gida, ipek
Biofeed pro B. licheniformis Yem
Durazym Bacillus sp. Deterjan
Novozyme47 1MP | Belirtilmiyor Fotograf
Novozyme 243 B. licheniformis Deri
Nue Bacillus sp.
Genencor Purafact B. lentus Deterjan
International, Primatan Bakteriyel Deri
A.B.D. Kaynakli
Gist-Brocades, Subtilisin B. alcalophilus Deterjan
Hollanda Maxacal Bacillus sp. Deterjan
Maxatase Bacillus sp. Deterjan
Solvay Enzymes, Opticlean B. alcalophilus Deterjan
Almanya Optimase B. licheniformis Deterjan
Maxapem Bacillus sp.'nin Deterjan
HT-proteolytic Protein
Protease mithendisligi ile Alkol, icki, ekmek,
iiretilmis varyanti yem, gida, deri,
B. sublilis fotografik atik
B. licheniformis Gida, atik
Amano Proleather Bacillus sp. Gida
Pharmaceuticals, Collagenas Clostrodium sp. Teknik
Japonya Amano protease S | Bacillus sp. Gida
Enzyme Enzeco alkaline B. licheniformis Teknik
Development, protease-L FG B. licheniformis Gida
A.B.D. Enzeco high Bacillus sp. Endiistriyel
alkaline protease
Nagase Bioprase B. sublilis Kozmetik,
Biochemicals, concantrate P. aeruginoso farmasotik
Japonya Ps. Protease P. aeruginoso Aragtirma
Ps. Elastase B. subtilis(K2) Aragtirma
Cryst.Protease B.subtilis(bioteus) | Arastirma
Cryst.Protease B. sublilis Arastirma
Bioprase B. sublilis Deterjan, temizlik
Bioprase SP-10 Gida
Jodo Shusei, Japonya Codo Bap B. licheniformis Deterjan, gida

Rohm, Almanya

Corolase 7089

B. sublilis

Gida
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1.1.2.8. Proteazlarin Endiistriyel Uygulama Alanlari

Proteazlarin baz1 endiistriyel alanlardaki uygulamalari gizelge 1.3’te verilmistir.

Cizelge 1.3. Proteazlarin Bazi Endiistriyel Alanlardaki Uygulamalar1 (Gupta ve ark. 2002;

Pandey 2004)

Endiistri Proteaz Uygulama

Ekmek yapimi Notral proteaz Hamur kalitesini arttirma

Icecek Papain Soguktan etkilenmeme,
iceceklerde bulanikligin
giderilmesi

Mandira Fungal proteazlar, simozin, Sigir renneti yerine kesilmis siit

diger proteazlar suyunun islenmesi, modifiye

peynir enzim {iretimi

Deterjan Alkali proteaz, subtilisin Giysilerdeki protein lekelerinin

Gida tretimi

Deri

Et ve balik

Tip

Fotograf

Tatlandirma

Endiistriyel ve Evsel
Atiklarin Islenmesi

Bazi proteazlar

Tripsin, diger proteazlar

Papain, diger proteazlar

Tripsin

Bazi proteazlar

Termolizin

Bazi proteazlar

uzaklastirilmasi

Soya protein veya bugday
gluteni gibi zengin protein
metaryallerinin modifikasyonu

Derinin asitlenmesi, derilerden
tiiylerin uzaklagtirilmasi

Et yumusatilmasi, kemik ve
balik atiklarindan protein eldesi

Olii dokunun uzaklastirilmast,
kan pihtisini1 ¢6zme, doku
iltihaplarinin azaltilmasi, tibb1
tirtinlerin gelistirilmesi, kontakt
lensler ve takma dislerin
temizlenmesi

Kullanilan X-151n1 ve fotograf
filmlerinden giimiis eldesi

Aspartam sentezinde revers
Hidroliz

Gida endiistrilerinde ve evsel
faaliyetler sonucu meydana gelen
atiklarin iglenmesi

11
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1.1.2.8.1. Deterjan Endiistrisinde Proteaz Kullanim

Ilk olarak 1913 yilinda pankreas ekstresi ve sodyum karbonat karisimi seklinde
patenti alinan ‘biyo-islatma’ {iriinlinden sonra pek 6nemsenmeyen bu sektdér, 1960
yillarinda Bacillus subtilis alkalin proteazinin nispeten bol ve ucuz iiretimi ile tekrar
giindeme gelmis ve devamli gelismistir. Zamanla Bacillus licheniformis ve Bacillus
alcalophilus gibi suslarin se¢imi ile pH optimum degerleri alkaline kayan proteazlar
iiretilmistir. Son zamanlarda ise, protein miihendisligi sayesinde, deterjanlarda agartici
madde olarak kullanilan perborata dayanikli alkalin proteazlar kullanilmaktadir

(Dagasan 1997).

Deterjanlar proteaz, amilaz, lipaz gibi farkli enzimler igerir ve deterjan katki
maddesi olarak farkli enzimlerin kullanilmasi protein igerikli lekelerin yani sira, nisasta
ve karbohidrat lekelerinin de ¢ikarilmasina olanak saglar. Enzimlerin deterjan katki
maddesi olarak kullanilmasinda etken olan baslica 6zellikler; alkali pH’da ¢aligmalari
ve deterjanlarla uyumlu olmalaridir. Deterjan endiistrisinde genellikle subtilisinler
kullanilmaktadir. Subtilisinlerin basarili kullaniminin temelinde, yliksek sicakliklardaki
kararlilik ve yliksek substrat 6zgiilliiliigli gibi nitelikleri yatmaktadir. Bu proteazlar her
tirlii camasir ve bulasik deterjanlarinda kullanilmakta; islevleri kan, siit, yumurta gibi

protein igerikli lekelerin ¢ikarilmasini saglamaktadir (Maurer 2004).

1.1.2.8.2. Firinda Pisirme Uygulamalari

Proteazlar hamurun karistirilmasi ve fermantasyon agsamalarinda ortama ilave
edilerek hamur vizkozitesi, yogurmaya karsi direng ve yogurma zamaninin azalmasi
saglanir ve boylece vizkoelastik 6zellikler iyilesir. Proteazin etkisiyle hem hamurun
makine ile islenebilirligi artar hem de ekmek ici yapisi gelisir (Linko ve ark. 1999; Puri
ve ark. 2002).

Yiiksek miktarda bugday proteini (gluten) iceren hamurlarin islenmesi mekanik
olarak daha zordur. Bu amagcla proteaz tipi enzimlere gereksinim duyulmaktadir.
Ozellikle biskiivi ve kraker yapiminda diisiik gluten iceren unlar tercih edilmekte, ancak
bunun yeterli olmadigi durumlarda proteaz tipi enzimlerle bu ihtiyag
giderilebilmektedir. Proteaz tipi enzimler ekmegin besin degerini etkilemeden, unun
yapisinda bulunan gluteni hidroliz etmekte ve hamurun kolay islenebilirliligini

saglamaktadir (Dagasan 1997).

12
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1.1.2.8.3. Siit Teknolojisinde Proteazlar

Proteazlar siit isleme siirecinde kullanilan en 6nemli enzimlerdendir. Peynirin
olgunlagsmasina yardimci olurlar. Peynir yapimi sirasinda siit proteinlerinin
coktiirtilmesi i¢in chymosin (renin) adi verilen bir proteaz kullanilmaktadir. Bu enzim
siit danalarinin midesinin dortlincli boliimiinde bulunmaktadir. Renin siit danalarindan
tuzlu su ekstraksiyonu ile elde edilmektedir. Yetiskin hayvanlarin midesinde renine
ilaveten pepsin de bulunur, ancak pepsin peynir yapimi sirasinda istenmeyen aromalara
sebep oldugu i¢in kullanilmasi istenmemektedir. Bu yonde yapilan arastirmalar
sayesinde bakteriyel kokenli renin elde edilmis ve 1985 yilindan itibaren tiim diinyada

yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Dagasan 1997).

Laktik asit bakterileri, siit teknolojisinde peynir ve siit iirtinlerinin yapiminda ¢ok
onemli bir mikroorganizma grubunu olusturur (Thomas ve Mills 1981). Bu bakterilerin
salgiladiklar1 proteazlar siitte bulunan kazeinin peptit baglarin1 kirarak kazeinin
pihtilasmasini ve buna bagli olarak peynirin olusumunu saglarlar. Laktik asit bakterileri,
peynir iiretiminde siitliin asitlenmesi ile peynirin olgunlasmasinda islevseldir ve 6zgiin
lezzetin olusumuna da katkida bulunurlar. Laktik asit bakterileri baska besinlerin
fermentasyonu ve fermentasyon i¢in uygun ortamm olusturulmasinda da
kullanilmaktadir. Proteazlar ayrica gida sektoriinde bebek mamasi, diyet lriinleri,
meyve suyu Vb. iriinlerin iiretilmesinde kullanilmaktadir (Anwar ve Saleemuddin

1998).

1.1.2.8.4. Atik Aritimi ve Doniistiimii

Boynuz, tiiy, tirnak ve sac gibi lifsel proteinler dogada atik olarak olduk¢a bol
miktarda bulunurlar. Bu atiklar bazi mikroorganizmalardan elde edilen proteazlarla
kullanilabilir hale doniistiiriilebilir veya yok edilebilirler. Proteazlarin proteolitik
aktivitesi ile protein igerikli bu atiklarin pargalanarak giderimi saglanmaktadir. Bu
etkileri ile proteazlar son zamanlarda atik yonetiminde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Kiimes atiklarinin diizenlenmesi proteazlarin kullanim alanlari arasindadir, bu yolla

atiklar ve tiiy birikintileri giderilebilmektedir.
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1.1.2.8.5. Fotografcilikta Proteaz Kullanimi

Alkalin proteazlar fotografcilik sektoriinde de kullanilmaktadir. Fotograf filmleri
iizerinde 6nemli miktarda glimiis bulunmaktadir. Filmlerin yakilmas1 ile ylizeyindeki
glimiis geri kazanilmakta ancak bu yoOntemle c¢evre kirliliginin artmasma yol
acilmaktadir. Bu islemde proteazlarin kullanilmasi, giimiisiin geri doniisiimii i¢in gevre
dostu bir yontem olarak goriilmektedir. Filmler {izerindeki jelatinin enzim tarafindan
pargalanmasi ile tizerinde bulunan giimiis kolayca geri kazanilmakta, proteazlar film

sektoriinde de giderek 6nemli bir yer edinmektedir (Anwar ve Saleemuddin 1998).

1.1.2.8.6. Deri Endiistrisinde Proteaz Kullanim

En eski sanayi kollarindan birisi olan dericilikte proteaz enzimleri, farkinda
olunmadan yiizlerce belki binlerce yildir kullanilmistir. Hayvan derileri epidermis
denilen ve kil kokleri ile yag ve ter bezlerini igeren dis deri, korjium denilen ve kollajen
fiberleri ile elastin ve diger proteinleri iceren esas deri ve nihayet deriyi besleyen
damarlart da i¢eren bag dokusundan olugsmaktadir. Bu enzimlerle, tabaklama islemleri
sirasinda 1slatma, kireclik-kil dokme ve sama islemi gibi {i¢ ayr1 uygulama
yapilmaktadir (Dagasan 1997). Deri endiistrisinde enzim kullanimi ile hayvan
derilerinin daha diizglin bir yiizeye sahip olmasmi saglamaktadir (Anwar ve
Saleemuddin 1998).

1.1.2.8.7. Tekstil Sanayinde Proteaz Kullanimi

Ham ipek, sericin ad1 verilen mumsu ve mat bir protein kilifi ile sarilidir. Tipik
ipek parlakliginin ve yumusaklifinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in sericinin agartma adi
verilen islemle ¢oziilmesi gerekmektedir. Bu operasyon geleneksel olarak ipek ¢ilelerini
sabunlu ve sodali suda kaynatarak yapilmaktadir ve kayiplara neden olmaktadir. Alkalin
proteaz enzimi non-iyonik bir 1slaticiyla pH:8.0 civarinda 50-55°C kullanilarak
1-2 saatte ekonomik bir sekilde agartma islemi yapilabilir. Boylece ipek kalitesi
yiikseldigi gibi kayiplar da asgariye indirilebilir (Dagasan 1997).
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1.1.2.8.8. Et ve Balik Sanayinde Proteaz Kullanim

Et endistrisinde papain, fisin ve bromelain gibi bitkisel proteazlar ile fungal
proteazlardan et yumusatma (tenderizasyon) amaciyla yararlanilmaktadir. Bu proteolitik
enzimler etteki elastin ve kollajeni kismi hidrolize ugratarak etin yumusamasina neden
olurlar. Bu etki Ozellikle kas fibrillerini tutan sarkolemma ve benzeri kas doku
bolgelerinde olmaktadir. Kas fibrillerindeki asir1 proteolitik parcalanma, etin lapalasma
seklinde istenmeyen bir degisiklige ugramasina neden olur. Etin rigor mortis (6lim
sertligl) fazindaki sertliginden uzaklasarak daha fazla yumusamasi ise, ette dogal olarak
bulunan ve Ca*? tarafindan aktive edilen proteazlar ile katepsinler tarafindan gerceklesir
(Claus ve ark. 1986).

Et ve balik isleme sanayinde bunlardan baska balik protein hidrolizatlarinin elde
edilmesinde, bazi kabuklu deniz hayvanlarinin etlerinden ayrilmasinda ve kabuklarin
acilmasinda proteolitik enzimler kullanilmaktadir. Proteince zengin bazi sebze ve
meyvelerden Ornegin  soyadan yapay et elde edilmesinde de proteazlardan

yararlanilmaktadir (Patel ve ark. 2005).

1.1.2.8.9. Alkol ve Bira Uretiminde Proteaz Kullanin

Bira teknolojisinde iiretim siirecini kisaltmak, yatirim ve iscilik giderlerini en az
diizeye indirmek i¢in bu dalda enzim kullaniminin esas amacinmi olusturmaktadir. Bu

amacla en ¢ok alfa amilaz ve proteazlardan yararlanilmaktadir.

Proteazlardan biracilikta biyolojik olmayan bulaniklig1 engellemek amaciyla da
yaralanilmaktadir. Birada biyolojik ve biyolojik olmayan iki tip bulanikliga
rastlanmaktadir. Biyolojik bulanikligin nedeni mikroorganizmalardir. Biyolojik
olmayan bulaniklik ise, biradaki protein ve taninin gozle goriilebilir partikiiller halinde

kompleksler olusturmasindan kaynaklanmaktadir (Claus ve ark. 1986).

1.2. Bacillus Cinsi

Bacillus cinsinin tiyeleri mezofiller ve ekstremofilleri i¢eren ¢ubuk seklinde,
endospor formundaki gram-pozitif bakterilerdir. Bacillus’larin vejetatif hiicreleri tek
basina veya zincir seklinde bulunabilir. 0.5X1.2pm-2.5x10um biiyiikliikkte olan
hiicrelerin yuvarlak veya koseli sekilde goriiniimleri vardir (Rosovitz ve ark. 1998;

Tunail ve Kosker 1986). Bacillus tiirleri toprak ve bununla iliskili nehirler, nehir
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agizlar1 ve kiy1 sular1 gibi su kaynaklari ve bitkileri de iceren ortamlarda en fazla yayilis
gosteren mikroorganizmalardir (Telefoncu ve ark. 1997; john 2009). Cok farkli
enzimler, antibiyotikler ve kiiclik metabolitleri iireterek endiistriyel amaglarda
kullanilmak tizere arzu edilen iriinleri olustururlar. Enzim salgilamak i¢in optimum
37°C’ye ihtiyag duyarlar (Priest ve ark 1994; Veith ve ark 2004). Proteaz ve gesitli
enzimlerini tretebilmeleri ile besin dongiisiine katkida bulunan organizmalar gibi

diistiniilmektedirler.

Genellikle aerobik kosullar altinda ortamda gida maddelerinin tam olarak
tilketilmedigi veya besin maddelerinin (mineral maddeler, tireme faktorleri, nitrojen,
karbon ve enerji kaynaklari) azaldig1 ve gevresel kosullarin degistigi durumlarda olgun
basiller icersinde spor olusturmaktadirlar. Sporilizasyon islemi bakteri iiremesinin
duraksama fazinda gergeklesmektedir. Sporlar genellikle oval veya yuvarlak sekilde
olup, hiicrenin ¢esitli yerlerinde bulunabilirler. Normal fiziksel faktorlere (1s1, 1s1k,
donma, kuruma, radyasyon, vs), kimyasal maddelere (dezenfektanlar, vs) ve mekanik

tesirlere kars1 vejetatif formlarindan ¢ok daha fazla dayaniklidirlar (Arda 2000).

Bacillus hiicrelerinde genelde sitoplazmik membran iizerinde bir veya birkag
aniyonik polimer ve birkag peptidoglikan tabaka ile sarilmis hiicre duvari
bulunmaktadir. Baz1 Bacillus tiirleri hiicre duvarindan ayri olarak ve hiicre duvarinin
disinda jelatindz, viskoz, elastik veya mukoid karakterde olan kapsiil icermektedirler
(Sneath 1986). Ayrica, baz1 Bacillus tiiriinde ince, uzun, dalgali, fleksibilitesi fazla,
sarmal yapida ve hareketi saglayan “flagellum” organeli bulunmaktadir. Bacillus
bakterileri karbon kaynagi olarak organik asit, seker, alkol ve nitrojen kaynagi olarak
amonyum icgeren besiyerlerinde iy1 gelisirler. Gelisimleri sivi ve kat1 besiyerlerinin st
kisimlarinda olmaktadir. Kat1 besiyerlerinde kenarlari ve tizeri piiriizlii, graniiller yapida

olan koloniler meydana getirirler (Tunail ve Kosker 1986; Taubman 1992).

1.2.1. Bacillus licheniformis

Bacillus licheniformis dogada yaygin olarak bulunan ve iiyelerinin gesitli
enzimleri iiretmesinden dolayr besin dongiisiine Oonemli katki sagladigi diisliniilen
saprofit bir bakteridir. B.licheniformis her yerde bulunan ve ¢ubuk seklinde olan gram
pozitif bir bakteridir (Claus ve ark. 1986).
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Bacillus licheniformis; fermantasyon endiistrisinde, biyoteknolojik 6neme sahip
amilaz, proteaz, antibiyotikler, ¢cevre ve insan saglig1 agisindan ¢ok az risk olusturan
0zel kimyasallarin iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilir. Tip ve veterinerlikte yaygin
olarak kullanilan ‘Bacitracin’ ad1 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).

Bacillus  licheniformis’in  metabolik  farkliliklari, onemli  genetiksel
farkliliklarindan ~ kaynaklanmaktadir. DNA’smin  GC igerigi %33-67 arasinda
degismektedir (Akcan 2009).

1.3. Kat1 Faz Fermantasyonu Teknigi

Kat1 faz fermantasyonu genel olarak suyun olmadigi veya az oldugu ortamda
kat1 (nemli) materyaller ilizerinde mikroorganizmalarin gelisimi olarak tanimlanir
(Pandey 2008). SSF son yillarda bazi biyolojik uygulamalar ve iriinlerin gelisiminde
umut vermektedir. SSF mikroorganizmalarin dogal habitat ortamina benzer ve bu
nedenle mikroorganizmalarin biiylimesi i¢in tercih edilmektedir. Denizde yasayan
mikroorganizmalar bile suda serbest halde yasamayi istemezler. Ciinkii deniz ortaminda
bulunan canlilarin %98’inden fazlasi su altindaki kati substratlarin yiizeyinden izole

edilmistir (Singhania ve ark. 2009).

Kati faz fermentasyonu islemleri, Asya {ilkelerinde eski zamanlardan beri
uygulanmaktadir. Bati iilkelerinde ise 1940’lardan sonra 6nem kazanmaya baslamistir.
Penisilinin s1iv1 fermentasyonu siirecinde lretilmesi nedeniyle o donemde arastiricilar
biitlin 1ilgilerini sivi ortam fermentasyonuna ydnlendirmisler ve bu nedenle bati
tilkelerinde kati faz fermentasyonu 1940’lardan daha sonra 6nem kazanmaya baglamigtir
(Pandey 2003). Kati faz fermentasyonunun tipik Ornekleri  geleneksel
fermentasyonlardir. Bunlara 6rnek olarak Japonya’da buharla muamele edilmis piring
kullanilan “koji”, Endonezya’da mikrobiyal kaynak olarak kiif ve kat1 substrat olarak
buhar uygulanmis bezelye tohumlarmin kullanildigir “tempeh” veya Hindistan’a ait
“ragi” verilebilir. Yine Penicillum roquefortii veya Penicillum camemberti ile kiiflii

peynir iretimi uzun yillardan beri uygulanan kati faz fermentasyonlarma o6rnek
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verilebilir. Fransa’da kiiflii peynir tiretimi, ¢evresel sartlarin kontrolii, kiif sporlarinin
iiretimi ve peynirin mekanik durumunun gelistirilmesiyle modernize edilmistir. Benzer
olarak funguslarin kiigiik Olgekli tiretimi i¢in kullanilan kompost islemi, modernize

edilip Avrupa ve ABD’de gelistirilmistir (Raimbault 1998).

Son on yilda SSF sistemleriyle tipta tedavi amacglh kullanilan antibiyotikler,
alkoloidler, bitki biliylime faktorleri, ¢esitli yiyecekler, tatlandiricilar vb. igeren biyolojik
olarak aktif sekonder metabolitler, ¢esitli biyoteknolojik ve endiistriyel alanda
kullanilan enzimler, organik asitler, mikopestisitler ve biyoherbisitleri iceren
biyopestisitler, biyosurfaktanlar, biyoyakit, aroma bilesikleri gibi degerli katki
maddelerinin SSF ile iiretimindeki metotlarin gelisimi igin esi goriilmemis olaganiistii

bir ¢abaya sahit olunmustur (Mehrotra ve ark. 1999; Patel ve ark. 2005).

SSF  islemlerinde genelde kati atiklar, zirai-endiistriyel substratlar
kullanilmaktadir. Bu amagcla; portakal kabugu, misir kiispesi, seker kamisi kabugu,
piring kabugu, piring sap1, bugday kepegi, bugday unu, piring unu, nohut unu, misir
unu, soya unu, mercimek kabugu, muz kabugu, manyok kokii gibi kati substratlar
kullanilmaktadir (Economou ve ark. 2010; Uyar ve Baysal 2004; Mukherjee ve ark.
2009).

Arastirmacilar SSF’in, SmF’ye gore {istiin oldugunu ileri stirmiislerdir. SmF
genelde sentetik olarak hazirlanmig ortamlarda meydana gelen fermantasyon islemidir.
SmF ortaminda kati destekleyici yerine sivi ortam bulunmaktadir. Mikroorganizmalarin
SSF’te dogal ortamina daha yakin olmasi ve buna bagli olarak daha etkin aktivite
gostermektedir (Pandey 2003). SSF’te maksimum verime ulasabilmek i¢in, kullanilan
mikroorganizmanin ¢evre kosullarin1 bilmek ¢ok dnemlidir. Calismalar SSF’in 6nemli
avantajlarindan birinin de esas substrat gibi kullanilan ham materyallerin son derece
ucuz olduklarini gostermistir. Hem gida hem de tarim atiklari bol miktarda iiretilmekte
ve bu atiklar karbonhidrat¢a ve diger besinlerce zengin olduklarindan SSF tekniginin
kullanimiyla enzimler ve Onemli kimyasallarin lretiminde bir substrat gibi hizmet
ederler. Ayn1 zamanda g¢evre kirliligini azaltirlar (Couto ve Sanroman 2006). Daha fazla
biyokiitle, yiiksek enzim iiretimi ve daha diisiik protein bozulmasi, SSF’de daha iyi
ozellikte tiretime katkida bulunur.  SSF yontemlerinde ekstre edilen enzimin yiiksek

kararlilik gostermesi bu teknigin diger 6nemli avantajidir (George ve ark. 1997).
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SSF’te dikkat edilmesi gereken bir nokta da parametrelerin ve optimum
kosullarin se¢imidir. Bunlar; partikiil biiyiikliigli, substrat se¢imi, bagil nem, pH,
inkiibasyon siiresi, ¢alkalama hizi, tireme sicakligi, inokiiliim hacmi, ortama eklenen

azot ve karbon kaynaklaridir (Pandey 2003; Singhania ve ark. 2009).

Biyoteknolojide alkalin proteaz daha ¢ok SmF ile iiretilir fakat son zamanlarda
SSF ile iretilmektedir. SSF ile alkalin proteaz iiretimi daha az su istegi ve substrat
olarak zirai endiistriyel kati atiklarin kullanimindan dolayr maliyeti azalttig1 igin

SmF’ye kiyasla daha ekonomik ve ¢evre dostudur (Uyar ve Baysal 2004)
SSF, kullanilan mikroorganizmalara gore 2 ¢eside ayrilmaktadir:
1-Dogal SSF; dogal mikrofloranin kullanildig1 SSF siirecidir.

2-Saf kiiltiir SSF; mikroorganizmalarin saf kiiltiirleri ya tek veya kombine olarak

kullanilir (Nigam ve Singh 1994).
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Cizelge 1.4. SSF’in Tarihsel Gelisimi (Pandey ve ark. 2000).

A.BIYOLOJIK UYGULAMALARI:

M.O. 2000 Misirlilar tarafindan ekmek yapimi

Hz. isa’nin dogumundan Peynir yapimi igin Penicillium roquefortiii’den

once Asya’da yararlanilmistir.

M.O 1500 Balik fermantasyonu/seker, nisasta ve tuzlar ile koruma

M.O 1500 Koji islemi

7. yiizy1l Koji uygulamasinin Cin’den Japonya ya ge¢mesi

18. ylizyil Meyve ezmesinden sirke yapimi

18. ylizyil Tabaklama ve baski uygulamalarinda gallik asit
kullanim

1860-1900 Kanalizasyon 1slah iglemleri

1900-1920 Fungal enzimlerin tretilmesi, kojik asit

1920-1940 Fic1 tipi fermentdrin gelistirilmesi sayesinde fungal

enzimler, gallik asit ve sitrik asit iiretimlerinin
gerceklestirilmesi

1940-1950 Fermantasyon endiistrisinde penisilin iiretimi ile goriilen
olaganiistii gelisme

1950-1960 Steroid transformasyonu

1960-1980 Mikotoksinler ve protein degeri artirilmis hayvan
yemlerinin tiretimi

1980-1990 Cesitli primer ve sekonder metabolitlerin tiretimi,
column tipi fermentoriin gelistirilmesi, SSF kinetikleri
ve modellerine yonelik ¢alismalar

1990-Giiniimiize kadar SSF’e yonelik temel yaklagimlardaki gelismeler,
biyolojik uygulamalar/elde edilen iirtinlerdeki
ilerlemeler:

Tehlikeli bilesiklerin 1slahi, biyolojik doniistimii, tarim
endiistrisi atiklarinin detoksifikasyonu,
biyotranformasyonlar
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B. SSF ILE ELDE EDILEN URUNLER

Biyoaktif bilesikler: Alfatoksin, osiratoksin, bakteriyel endotoksinler, giberillik asit, zearalenon,
cavdar alkaloidleri, penicilin, cephalosporin, cephalomycin C, tetrasiklin, klorotetrasiklin,
oksitetrasiklin, iturin, aktinorhodin, metilenomisin, surfaktin, monordan, siklosporin

A,ustiloksinler, antifungal ucucu bilesikler, destruksin A ve B, klavulanik asit, mikofenolik asit

Enzimler: Sellulaz, B-glukosidaz, CMCaz, lakkaz, ksilanaz, poligalaktorunaz, ligninaz, pB-
ksilosidaz, a-arabinofuranosidaz, lakkaz, Li-peroksidaz, Mn-peroksidaz, proteazlar (asidik,
notral ve alkalin), lipazlar, a-amilaz, B-amilaz, glukoamilaz, glutaminaz, inulinaz, fitaz, tannaz,

feruloil para-kaumaroil esteraz
Organik asitler: Sitrik asit, fumarik asit, laktik asit, oksalik asit, gallik asit

Diger bilesikler: L-glutamik asit, pigmentler, karotenoidler, xanthangum, siiksinoglikan, etanol,
aramo  bilesikleri,  vitamin  B-12, B-6, riboflavin, tiamin, biyosurfaktanlar,

biyopestisitler/biyoherbisitler

1.3.1. SSF’in Avantajlar1 ve Dezavantajlari

SSF verimlilik, {irtin konsantrasyonu ve atik olusumu gibi hallerde SmF’ye gore

belirgin avantajlara sahiptir. SSF’in ¢esitli avantajlar1 asagida siralanmustir:
e SSF’in daha fazla verime sahip olmasi
e SSF’de bakteri ve maya kontaminasyonu daha azdir.
e Atik su ¢ok az oldugundan daha az cevre kirliligine yol agmaktadir.

e Geri besleme baskilanmasi SmF’ye gore daha diisiik ya da hi¢ yoktur (Perez-
Guerra ve ark 2003).

e Diisiik maliyet ve tekrarlanabilir harcamalar
e Diisiik enerji ihtiyac1 (Pandey ve ark. 2000).
e Kopiiklenmenin olmamasi

e Basit ve daha kolay iiretilebilirlik

e Daha basit fermantasyon ortami

e Daha kolay havalandirma
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Kiigiik 6l¢eklerde bile ekonomik kullanim

Kontaminantlarin basit kontrolii (Akcan 2009)
Fermantasyonda kullanilan katilarin dogrudan uygulanabilirligi
Kurutulmus fermantasyon materyallerinin muhafazasi

Uriin elde edilme siirecindeki daha diisiik maliyet

Mikroorganizmalarin dogal habitatlarina benzer ortamlarda gelisimine izin veren

yabani-tip mikroorganizmalarin kullanilmasina olanak saglamasi

Enerji gereksinimi diisiiktiir (Mazutti ve ark. 2006). Bazi durumlarda
otoklavlama, buhar wuygulama, mekanik c¢alkalama ve havalandirmaya

gereksinim yoktur.
Oksijen sirkiilasyonu daha iyidir.
Katabolik baskilama genellikle daha diisiiktiir (Perez-Guerra ve ark 2003).

SSF’te ¢ogunlukla yabani sus mikroorganizmalar genetik yapisi degistirilmis
mikroorganizmalara nazaran daha iyi uygulama imkan1 saglar ve daha

giivenilirdir.

Yukarida adi gecen avantajlara ragmen SSF teknigi SmF teknigi ile

karsilastirildiginda bazi1 dezavantajlart vardir. Bunlar:

Nadiren meydana gelen bakteriyel ve fungal kontaminasyon
Kullanilabilen mikrobiyal tiirlerin sinirli olmasi

Biyokiitle degerlendirmesi i¢in dolayli metotlara ihtiya¢ duyulmasi
Ortamin nem igeriginin kontroliindeki zorluklar

Yapilan 6n islemlerin pahali olabilmesi

Biiyilik miktarda spor inokiiliimiine ihtiya¢ duyulmasi
Fermantasyon siiresince pH kontroliiniin miimkiin olmamasi

Devamli ¢alkalama i¢in yiiksek enerji gereksinimi
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e Substratlar genellikle 6n uygulamaya ihtiyag duyar (6giitme, pargalama,

homojenizasyon, fiziksel, kimyasal ve enzimatik hidroliz, buhar uygulama gibi).

e Sivi substrat fermentasyonuna gore biyokiitle (lireme) miktarmin saptanmasi
zordur. Ciinkii misel ve kati substrat arasindaki siki penetrasyon biyokiitlenin

tamamen elde edilmesini engeller (Rahardjo ve ark 2004).
e Ureme esnasinda olusan metabolik sicakligin uzaklastirilmasi oldukca zordur.

e Temel, bilimsel ve miithendislik bilgileri agisindan belirsizlikler vardir. Biiyiik
Olgekli reaktorlerin dizayni ve islenmesi hakkindaki bilgiler ¢ok azdir (Perez-
Guerra ve ark 2003).

1.3.2. SSF’i Etkileyen Faktorler
Genel olarak SSF’i etkileyen 2 tip faktor vardir ( Pandey 2004).

1. Biyolojik faktorler

2. Fiziko-kimyasal Faktorler

1.3.2.1. Biyolojik Faktorler:

Bu faktorler yasayan tiirler veya organizmanin biyolojisi, metabolik isleyisi ve
uremesiyle iligkili faktorlerdir. Bu faktorlerin spesifik bir yol ile incelenmesi belirli

tiirlerin davraniglarinin saptanmasini saglar (Prakasham ve ark. 2006).

Uygun bir tir se¢imi SSF’in en oOnemli kriterlerinden  biridir.
Mikroorganizmalar, hedeflenmis iiriinlerin ticari olarak uygun verimlerde olmasi, yan

tirlin miktar1 ve substrat {izerindeki ireme ve gelisim sekillerine gore ayirt edilirler.

1.3.2.2. Fiziko-kimyasal Faktorler:

Karbon ve azotun yapi ve kaynagi her fermantasyon isleminde en Oonemli
faktorlerdendir. Karbon kaynagi mikroorganizmanin gelisimini saglayacak enerjiyi
saglar. Bu nedenle herhangi bir fermantasyon isleminde uygun bir enerji veya karbon
kaynagi secilmelidir. Azot, biiylime ve niikleik asit-aminoasit bileseni gibi protein
sentezini belirler. Karbon ve azot miktar1 arasindaki iliski, spesifik bir iirlinii elde etme
isleminde ¢ok oOnemlidir. SSF ortamma organik ve inorganik azot bilesiklerin

eklenmesiyle genelde enzim aktivitesinin arttigi gézlenmistir.
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Biyolojik islemler genelde belirli sicaklik derecelerinde
gergeklestirilmektedirler. Biyolojik bir islemin gelistirilmesinde sicakligin &nemi
protein denatiirasyonu, enzimatik inhibisyon, belirli bir metabolit {iretiminin
indiiklenme ve baskilanmas1 veya hiicre yasam/6limii gibi etkilerin belirlenmesi

seklindedir.

Yasayan hiicreler ortamin %70-80 nem igerigi ile karakterize edilir ve bu
nedenle su igerigi yeni hiicrelerin sentezini belirleyen bir faktordiir. Bir faktor olarak

nem, SSF’in tanimlanmasiyla iliskilendirilmistir.

Herhangi bir SSF islemi i¢in en 6nemli faktorler arasinda pH bulunmaktadir.
SSF islemi sirasinda farkli pH degerlerini dengede tutmak i¢in yapilan ¢alismalardan
biri biyolojik aktivite {izerinde ters etki yapmayacak tamponlarmn kullanilmasi ile

saglanabilir.

Genel olarak kiiciik substrat par¢aciklari mikrobiyal biiyiime i¢in genis bir ylizey
alan1 saglar ve bu nedenle arzu edilen bir faktor gibi diisiiniiliir. Bununla birlikte ¢ok
kiiciik substrat pargaciklari substrat yigini olusturabilir bu gibi hallerde en ¢ok
mikrobiyal solunum/havalanmay1 engelleyen ve bu nedenle zayif hiicresel biiyiime
meydana getiren olay goriiliir (Liu ve Tzeng 1999 ). Buna karsin daha biiyiik partikiiller
kullanildiginda i¢ kisimdaki pargalar arasindaki alan arttigindan biiyiik pargaciklar daha
etkili solunum/havalanmay1 saglayabilir, ancak mikrobiyal biiylime i¢in sinirli bir alan
olusmasina neden olur. Bu nedenle belirli bir SSF isleminde parga biiylikligiinii

belirlemek oldukca dnemlidir (Graminha ve ark. 2008).
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2. KAYNAK OZETLERI

Klingeberg ve ark. (1995) ekstrem termofil arke olan Thermococcus stetteri’den
elde edilen yiiksek sicaklikta kararli alkali proteazin ¢ok genis bir sicaklik ve pH
araliginda (50-100°C, pH 5-11) aktif oldugunu belirlemislerdir. Bu enzimin 85°C ve pH

8.5-9.0 arasinda, kazeine kars1 optimum aktivite gosterdigini saptamislardir.

Ferrero ve ark. (1996) farkli karbon ve azot kaynaklarmin varliginda farkli
diizeylerde enzim firetebilen, 60°C sicaklia ve pH 9.0 degerine kadar gelisebilen,
Bacillus licheniformis MIR 29 ile yapilan ¢alisma sonucunda, kazeinin enzim sentezini
uyardigini, ayrica st kiiltiir sivisinin amino asit ve peptidlerden (10 kDa’dan kiiciik
molekiiller) arindirilmadig kosullarda aktivitenin azaldigi, enzim {iretiminin son iiriin
inhibasyonu ile diizenlenebilecegini dnermislerdir. Ure Besiyerinde azot kaynagi olarak

kullanildiginda, enzim {iretimini baskiladigini ifade etmislerdir.

Mehrotra ve ark. (1999) tuzlu ve alkali topraklardan izole edilen 52 alkalofilik
bakteriyel susu alkalin proteaz iretmeleri i¢in siit-agar besi yerinde tretmisler.
Topraktan izole edilen 52 sustan sadece 15 susun alkalin proteaz iiretimini
gerceklestirdigi  bildirilmistir. Burada karbon kaynagi olarak %1 siikroz, fruktoz,
mannitol, glukoz, maltoz, nisasta ve laktoz kullanilmig, azot kaynagi olarak %1
NH4NO3, (NH4)2S04, NaNO3, NH4H,PO,4, NH4Cl, pepton, kazein ve maya ekstrakti
kullanilmistir. Maximum enzim aktivitesi i¢in , %1 glikoz, %1 amonyum kloriir
kullanmiglar. Maksimum enzim aktivitesi pH 10.5, 40°C ve 20 saatlik inkiibasyonda

elde edilmistir.

Towatana ve ark. (1999) yaptiklar1 bir ¢alismada hidrotermal kaynaklarindan
izole ettikleri ve 55°C sicaklikta gelisen alkalifilik ve termofilik bir Bacillus PS719
susunun proteolitik aktivitelerini incelemislerdir. Sonug olarak ekstraseliiler proteazin,
azokazein substrata karsi, 75 °C sicaklikta ve pH 9.0’da maksimum aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Enzim aktivitesinin 2 mM CaCl; varliginda %185 oranla artig1 ve Fe** ve

cu* iyonlarinin inhibitor olarak etkili oldugu belirlenmistir.

Johnvesly ve Naik (2001) Bacillus sp. JB-99’un iirettigi termostabil alkali
proteazin (optimum pH :11.0, optimum sicaklik 75°C) en yliksek enzim aktivitesini,
karbon kaynag1 olarak sitrik asit, ¢ziiniir nisasta veya fruktoz (10g/L); azot kaynagi

olarak da NaNO3 veya KNOj3 (10g/L) igeren besiyerinde gosterdigini belirlemislerdir.
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Karbon kaynagi olarak kullanilan glukozun (10g/L) alkali proteaz sentezini

baskiladigini tespit etmislerdir.

Haki ve Rakshit (2003) ge¢mis yillarda Bacillus brevis, Bacillus licheniformis,
Bacillus  thermoruber, Bacillus pumilus, Bacillus stearothermophilus gibi
mikroorganizmalar kullanilarak, 45-90°C sicaklik araliginda optimal aktiviteye sahip
proteazlar tiretilmistir. Yine, Bacillus tiirlerinde yapilan ¢alismalarda proteazlarin, pH

6.0-12.0 gibi genis bir aralikta aktivite gosterebildigini belirtmislerdir.

Bahgeci (2004) Tuz Go6li’nden izole edilen bakterilerin endiistriyel 6neme sahip
ksilanaz, seliilaz, a-amilaz ve proteaz enzimlerini iretip tiretmediklerini belirlemek
amaciyla c¢alismalar yapmistir. 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 tirettigi belirlenmistir.
Proteaz enziminin optimum aktivite sicakliklari 50-60°C ve optimum pH 7.0-7.4 olarak

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

Joo ve ark. (2004) Alkalofilik Bacillus sp. 103 bakterisinden SSF yontemiyle
alkalin proteaz iiretimini gergeklestirmek i¢in patates nisastasi, misir nisastasi, bugday
kepegi ve bugday ununu kati substrat olarak kullanmiglar. En iyi enzim aktivitesini
bugday unundan (3856.0 U/ml) elde etmislerdir. Alkalin proteaz iiretiminde maksimum
enzim aktivitesi elde etmek i¢in mikroorganizma %2 soya, %1 kazein, %1 bugday unu ,
%0.5 K;HPO, , %0.5 sodyum sitrat, %0.01 MgSO, ve %0.4 sodyum karbonat; 37 °C,
250 rpm‘de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Enzim pH 5.5-12 arasinda aktivite
gosterirken optimum aktivite pH:10’da elde edilmistir. Optimum sicaklik ise 50°C’de

gbzlenmistir.

Uyar ve Baysal (2004) Bacillus kullanarak SSF teknigi ile mercimek kabugu ve
bugday kepeginin bulundugu ortamda alkalin proteaz aktivitesini incelemislerdir.
Bugday kepeginin kat1 subsrat olarak kullanildigi SSF besiyerinde en yiliksek enzim
aktivitesini belirlemislerdir. Maksimum aktivite 429.041 U/mg ve 168.640 U/mg olarak
bugday kepeginin ve mercimek kabugunun substrat olarak kullanildigi ortamda %40’ lik
baslangic nem igerigi ve pH:10’da inkiibasyonun 24. saatinde elde edilmistir. Inokiiliim

hacmi %20 olarak rapor etmisler.
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Agrawal ve ark. (2005) topraktan izole edilen Beauveria feline’da soya
proteinini hidrolizleyen alkalin proteaz aktivitesini, alkalin proteaz iireticisi olarak
bilinen Aspergillus oryzae NCIM 649 ile karsilastirmiglardir. SSF ortaminda alkalin
proteaza etki eden parametreleri inceleyerek, Beauveria feline’da bugday unu
kullanarak 7 giin boyunca inkiibasyona birakilan ortamda maksimum enzim aktivitesini
20.000 U/g olarak tespit etmislerdir. Baslangi¢ nem oranit %120 ve optimum pH 7.0
olarak tespit etmislerdir. Aspergillus oryzae NCIM 649’un, Beauveria feline’ya oranla

iki kat daha fazla alkalin proteaz tirettigini tespit etmislerdir.

Kazan ve ark. (2005) Bacillus clausii GMBAE 42 susundan iiretilen bir serin
alkali serin proteazin optimum pH degerinin 11.3, optimum sicakliginin ise 60°C
oldugu, 5 mM CaCl; ilavesiyle optimum sicakligin 70°C’ye yiikseldigini belirtmiglerdir.
Enzimin, pH 10.5’ta 2 saat inkiibasyon sonucunda 30°C ve 40°C sicakliklarda stabil
oldugu, 50°C sicaklikta aktivitesini %86 diizeyinde koruyabildigini tespit etmisler.

Sandhya ve ark. (2005) tarimsal endiistriyel atiklar kullanarak noétral proteaz
tiretiminin SmF ile karsilastirilmasin1 yapmislardir. Aspergillus oryzae’nin 3 1rki,
Penicillum un 4 1rk1 olan P. sp., P. funiculosum, P. pirophillum, P. aculetum kullanarak
proteaz iiretimleri karsilasgtirlmistir. Bugday kepegi, piring kabugu, Hindistan cevizi
kiispesi, susam yagi kiispesi, bira yapiminda ortaya ¢ikan atiklar ve palmiye kiispesi
gibi tarimsal ve endistriyel atiklar kullanilarak SSF ortami hazirlanmis ve {iiretilen
enzim SmF’te liretilen enzimle karsilagtirillmistir. Bu sistemde en iyi substrat kaynagi
olarak bugday kepegi belirlenmistir. SSF’te baslangic nem seviyesi olarak optimum
%43.6, en iyi aktivite sicakligi 30°C, optimum pH 7.5, siire olarak’ta 72. saat olarak
belirlenmistir. SmF’te optimum pH 7.5 ve %2 bugday kepegi ve 3 ml spor siispansiyonu
kullanarak 30°C’de 180 rpm’de 72. saatte maksimum enzim verimi 8.7 U/gds olarak
belirlenmigstir. Bu iki fermantasyon sisteminin karsilastirilmas: gostermistir ki SSF

yontemiyle 3.5 kat daha fazla enzim iiretilmistir.

Chellappan ve ark. (2006) Engyodontium album BTMFS, deniz tortularindan
izole edilmis ekstraselliiller proteaz tretimini pH:11°de tespit etmislerdir. Partikiil
biiytikligiinii 425 um, baslangic nem igerigini %60 bulmuslardir. Bugday kepegi kati
substrat olarak kullanilmis ve proteaz iiretimi i¢in 25°C’de, 120 saat inkiibasyona

birakilmistir. Karbon kaynagi olarak sukroz, inorganik azot kaynagr amonyum hidrojen

27



2. KAYNAK OZETLERI

karbonat ilavesi ve aminoasitlerden 16sin kullanildiginda enzim iiretimi artmistir.
Enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik ise 60°C’dir. Enzimin yiiksek pH ve
sicaklikta maksimum aktivite gostermesi deterjan endiistrisinde kullanilabilirligini

gostermektedir.

Mehta ve ark. (2006) SSF yontemiyle alkalofilik aktinomisetes iizerinde
yaptiklar1 ¢aligmada glukoz, pepton, maya ekstrakti, KH,PO, farkli konsantrasyonlarda
kullanarak alkalin proteaz iiretimi tlizerindeki etkilerini incelemislerdir. Bu g¢alismada
kat1 substrat olarak molas, bugday unu ve bugday kepegine %0-2 oraninda bu kaynaklar
ilave edilerek 37°C’de 32 saatlik inkiibasyona birakildi. Alkalin proteaz iiretiminde SSF
yontemiyle kullandiklar1 kati substratlardan en yuksek aktiviteyi 32. saatte elde
etmislerdir. Bu inkiibasyondan sonra glukozun %0.5 ile %1’de enzim aktivitesini
olumlu etkiledigi, %2 ve daha yiiksek konsantrasyonlarda aktiviteyi olumsuz etkiledigi
goriilmustiir. KH,PO4’an ise %1.5 konsantrasyonunda enzim aktivitesini artirdigi %2
ve daha yiiksek konsantrasyonlarda aktiviteyi baskiladigini gozlemislerdir. Pepton ve
maya ekstraktinin ise sirastyla %0.5 ve %! konsantrasyonlarinda aktiviteyi olumlu

etkilerken bunun disindaki konsantrasyonlarda enzim aktivitesini azalttig1 goriilmiistiir.

Prakasham ve ark. (2006) alkalofilik Bacillus sp. yi kullanarak SSF yontemiyle
alkalin proteaz iiretimini gergeklestirmisler. Kullandiklar1 kat1 atiklar arasinda en iyi
aktiviteyi yesil gram kabugunda elde etmislerdir. Ortamda %1.5 maltoz ve %2 maya
ekstrakti kullandiklarinda optimum enzim {retimi kontrole gore %371 daha fazla
artmigtir. Glukoz enzim {iretimini baskilamamis fakat kullanilan inorganik azot
kaynaklar1 ise enzim iretimi lizerine negatif etki gostermislerdir. Maksimum enzim
iretiminde optimum pH 9.0, nem igerigi %140, inokiilim oranm1 %3 ve inkiibasyon

siiresi 60. saat olarak belirlenmistir.

Agiiloglu ve Okumus (2007) yaptiklar: ¢alismada SSF ortami olarak karpuz ve
kavun kabugunu kullanmislar. En 1yi proteaz iiretimini kavun kabugunda tespit
etmislerdir. Partikiil biiylikliglini 1500 pm olarak bulmuslar. Maksimum proteaz
iretimini pH 10°da ve 65°C sicaklikta tespit etmislerdir. Karbon kaynaklarindan nisasta
ve arabinoz, metal tuzu olarak ta CaCl, ve BaCl, azot kaynaklarindan ise pepton ve

amonyum siilfat enzim aktivitesini artirmistir.
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Wei-Hua Chu (2007) ekstraselliiler alkalin proteaz tiretebilen 34 tiirii topraktan
ve degisik ¢evrelerden izole etmistir. Bacillus sp. APP1 tiirii ile en yiiksek alkalin
proteaz aktivitesi elde edilmistir. Maksimum enzim iiretimi i¢in kiiltiir sartlar1 optimize
edilmistir. Ortam baslangic pH’st 9.0 oldugunda, maksimum proteolitik aktivite
(2.560 U ml™) degeri 48. saatten sonra (g™): 15 soya unu, 30 bugday unu, 4 Ko;HPO,,
1 NaHPOQO4, 0.1 MgSO,4.7H,0 ve 6 Na,COj3 igeren ortamdan elde edilmistir. Alkalin
proteaz 72. saatte %5 SDS ve %5 H,0, gibi SDS ve oksitleyici ajanlar varliginda

stabilite gostermistir.

Mahanta ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢alismada yagi alinmis Jatropha tohum
kiispesinin SSF’te enzim {iretimi igin substrat olarak kullanilabilecegini belirlemislerdir.
Arastirmacilar daha 6nce kendileri tarafindan rapor edilen ¢6ziicii tolerant Pseudomonas
aeruginosa PseA soyunu fermantasyon i¢in kullanmislardir. Bu tohum kiispesinin
bakteriyel gelisimi ve enzim iiretimini iyi bir sekilde destekledigini gormislerdir
(Proteaz 1818 U/g ve lipaz 625 U/g). Arastirmacilar maksimum proteaz ve lipaz
aktivitesini %50 substrat nemliliginde ve 72-120. saat gelis periyotlarinda pH 6.0-7.0°
da tespit etmislerdir. Karbon kaynagi olarak maltoz ile zenginlestirmenin proteaz
tiretimini 6.3 kat artirdigini tespit etmislerdir. Proteaz iiretimi i¢in azot kaynagi olarak
pepton eklenmesinin enzim {retimini Jatropha tohum kiispesinin grami basina proteaz
aktivitesi 11.376 U/mg arttirdigin1 belirtmislerdir. Arastirmacilar elde edilen bu
sonuglarin endiistriyel enzimlerin iiretimi i¢in degerlendirilmesi ve degisken

yaklasimlarin olabilecegini gostermislerdir.

Mukherjee ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢aligmada termofilik Bacillus subtilis
DM-04 bakterisi SSF metodunu kullanarak farkli tarimsal-endiistriyel atiklar ve mutfak
atiklarini; bugday kepegi, piring kepegi, Imperata cylindrica ¢imeni, muz yapragi,
patates kabugu ve ¢ay yapraklarini substrat olarak kullanarak alkalin proteaz {iretiminin
hangisinde maksimum aktivite gosterdigini incelemisler. En yiiksek proteaz aktivitesi
patates kabugu ve Imperata cylindrica ¢imeninde gézlemisler. Hatta patates kabugu ve
Imperata cylindrica ¢imeni 1:1 oraninda karistirildiginda aktivitenin daha da
yiikseldigini gozlemisler. I. cylindrica ¢gimenine azot kaynagi olarak sigir eti ekstrakti ve
maya ekstrakti ayr1 ayr1 ilave edildiginde proteaz tretimini olumlu etkiledigi
gorilmistiir. Karbon kaynaklarindan sadece maltozun kontrolden daha fazla proteaz

tiretimine neden oldugunu dile getirmislerdir. Ham proteazin optimum aktivitesi
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37-45°C’de ve pH 8.0 ve 9.0’da bulmuslardir. Bacillus subtilis DM -04’ten elde edilen
enzimin 60°C’de 15 dk bekletildikten sonra %67 oraninda aktivitesini korudugu
gbzlenmistir. Bu oOzelliginden dolayr enzim ticari deterjanlara ilave edilip olumlu

sonuglar alinacagi umulmaktadir.

Nadeem ve ark. (2008) yaptiklari ¢aligmada alkalofilik Bacillus licheniformis
N-2 tarafindan meydana getirilen proteaz iiretimini g/L’de 10 glukoz, 10 soya unu, 3
KoHPO,;, 0.5 MgSO4.7H,O ve 0.5 CaCl, igeren 50 ml kiiltiir ortaminda
gerceklestirmislerdir. Farkli karbon ve azot kaynaklar1 organik ve inorganik formda ve
yag1 ¢ikarilmis unlar uygun substrati belirlemek i¢in kullanilmistir. En yiiksek alkalin
proteaz aktivitesi (677.64 U/mg) bugday kepegi, ¢oziiniir nisasta ve glukoz igeren
ortamda elde edilmistir. Degisik azot kaynaklar1 arasinda soya unu alkalin proteaz
iiretimini en iyi Seklide indiiklemistir. Inorganik azot kaynaklarindan amonyum tuzlari
%96 oraninda enzim tiretimini baskilamistir. Termostabilite calismalarinda enzim 10
mM Ca?" iyonlar1 varliginda 12 saat 40°C’de kaldiktan sonra %80 oraninda aktifligini
korumustur. Enzim pH: 8.0-11.0 gibi genis bir aralikta aktif olarak kalmis ve
pH:12.0’da aktivitesini %52 oraninda korumustur. Enzim, Tween 20, Tween 45, Tween
65, Triton X-45, H,0, ve sodyum perborat gibi kimyasallarla %1 konsantrasyonunda
muamele edildikten sonra enzim aktivitesini sirastyla %105, %82, %116, %109, %135

ve %126 oranlarinda koruyabilmistir.

Hmidet ve ark. (2009) alkalofilik 6zellik gosteren Bacillus licheniformis NH1
tiirtiniin bes onemli ekstraselliiler proteaz tirettigini belirlemislerdir. Alkalin proteaz igin
optimal pH ve sicakligi sirasiyla 10.0 ve 70°C’de elde etmislerdir. Ham alkalin
proteazin ¢esitli kat1 ve sivi deterjanlarda kullanimi denenmistir ve yikama perfomansi
test edilmis; kan, cikolata ve salga gibi lekeleri temizlemede basarili bulunmustur.
Ayrica saf enzim g¢esitli kat1 ve sivi deterjanlar ile kusursuz bir uyum ve stabilite
gostermistir. Cesitli metal iyonlarinin enzim aktivitesi {izerindeki etkisi incelendiginde
ozellikle Ca?*, Mg?* ve Cu* nin aktiviteyi olumlu etkiledigi gdzlenmistir. Kullanilan
inhibitorler arasinda PMSF‘nin proteaz iiretimi iizerinde gii¢lii bir inhibisyona neden

oldugunu tespit etmislerdir.
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Lazim ve ark. (2009) Stretomyces sp. CN902 ile SSF yontemiyle alkalin proteaz
liretimini ve optimizasyonunu gergeklestirmisler. Burada ¢esitli zirai endiistriyel atiklar
kat1 substrat olarak kullanilmis ve en iyi aktivite bugday kepegi ve ezilmis hurma
cekirdegi karisiminda elde edilmistir. Bu iki substrati beraber kullanmalar1 durumunda
enzim aktivitesi 90.50 U/g iken ayr1 ayr1 kullanildiklarinda bugday kepeginde 74.50 U/g
ezilmis hurma ¢ekirdeginde ise 69.50 U/g olarak tespit edilmistir. %60’lik baslangig
nem iceren ortamda ve 45°C’de 5 giinlik inkiibasyondan sonra enzim iretimi
220.50 U/g olarak bulunmustur. Optimal pH ise 9.0’da g6zlenmistir. Bu karisima azot
kaynagi olarak maya o6ziitii eklendiginde SSF teknigiyle enzim fiiretimi 245.50 U/g
yiikselmistir. Kullanilan karbon kaynaklarinin enzim aktivitesi {izerine olumsuz etkide

bulundugunu belirlemislerdir.

Rao ve ark. (2009) Bacillus circulans’tan alkalin proteaz {iretimini
gerceklestirmiglerdir. Enzim genis bir sicaklik araliginda aktivite gosterip optimum
aktivitesi 70°C’de, alkalin pH ortaminda, surfaktanlar ve oksitleyici ajanlarin bulundugu
ortamda goriilmiistiir. Enzim i¢in optimum pH:11 olarak tespit edilmistir. Ca®, Mg2+ ve
Mn®** gibi metal iyonlar enzim aktivitesini olumlu etkilerken Cu?’nin olumsuz
etkiledigini bildirmiglerdir. Enzim bu ortamlarda aktivite gosterdigi icin hayvan
derilerindeki kil, tity gibi maddeleri temizlemekte ve pamuk ipliklerindeki kan lekelerini
yok ettigi rapor edilmistir. Ayrica serin proteaz iretiminde %1 oraninda Tween-20,
Triton X-100 ve SDS’yi enzime ilave ettikten sonra aktivite tayini yapmislardir. Kontrol
ile karsilastirildiginda Triton X-100 ve Tween 20’nin enzim aktivitesinde artisa neden
olduklarini tespit etmislerdir. Fakat SDS’nin enzim aktivitesini olumsuz etkiledigini

gozlemlemislerdir.

Mahalaxmi ve ark. (2010) Amycolatopsis sp. RSP 3’ten zirai—endiistriyel atik
materyallerini kullanarak SSF yontemiyle Rifamycin B iiretmiglerdir. Kullanilan kat:
substratlardan misir kabugu, bugday kepegi ve misir koganina gore 4 kat daha fazla

tiretim gergeklestirmistir.

Rajkumar ve ark. (2011) SSF teknigi ile Bacillus sp. RRM1 den proteaz iiretimi
ve karakterizasyonu {izerine c¢alisma yapmislardir. En iyi proteaz aktivitesini bugday
kepeginde belirlemislerdir. Enzimin 30-60°C sicaklikta ve pH 6.0-12 arasinda stabil
oldugunu maksimum aktiviteyi ise 50°C de ve pH 9.0 da tespit etmislerdir. Na', Ca*™
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ve K* metal iyonlar: aktiviteyi arttirken Hg™?, Cu*?, Fe*?, Co* ve Zn*? iyonlan ise
aktiviteye negatif bir etki gosterdigini belirtmiglerdir. Enzim aktivitesini EDTA inhibe
ederken Cu*? iyonun aktiviteyi arttirdigin1 gézlemlemisler ve bu sonuca gore proteazin

metaloproteaz oldugunu soylemislerdir.

Seving ve ark (2011) topraktan izole edilen 54 bacillus tiiriinde proteaz tiretimi
icin tarama yapmislardir. Maksimum proteaz lireten bir tiir segilerek, proteaz iiretimi
icin besi yeri icerigine; karbon, azot kaynaklari, metal iyonlar1 eklenerek enzim
tiretimine etkisi arastirildi. Kullanilan karbon kaynaklar1 arasinda fruktozun en fazla
iiretim potansiyeline sahip oldugu belirlendi. En iyi organik azot kaynagi ise skim milk
olarak bulundu. Birlestirerek eklenen metal iyonlar1 enzim {iretimine minimum etki etti.
Ca?* ve Mg?* kombinasyonu en iyi ortam oldugu tespit edildi. Saflagtinlan enzimin
optimum sicaklig1 55°C ve pH’s1 ise 7.0 oldugu goriildii. Stabilite ¢aligmasinda alkalin
pH da 6.0-9.0 ve 40° ve 70°C sicaklik araliklarinda stabil oldugu bulundu. Mn®* ve Ca**
iyonlar1 enzim aktivitesini arttirmis. SDS-PAGE ile enzimin molekiiler agirligi 52 kDa

olarak tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Kullanmilan kimyasal maddeler

Folin-Ciocalteu’s ayiract (FCR), tris-hidroksimetilaminometan, sodyum
dihidrojen fosfat (NaH,PQO,), di sodyum hidrojen fosfat (Na,HPQO,), sodyum hidroksit
(NaOH), trikloroasetik asit (TCA), Tris-base [Tris (hydroxymetyl)], sodyum sitrat,
sodyum-potasyum tartarat MERCK’ten, hidroklorik asit (HCI) ve NaCl Riedel-de
Hean’dan, azocasein SIGMA’dan temin edilmistir.

3.1.1.1 Azot kaynaklar:

Pepton, beef extract, kazein, OXOID’den, amonyum nitrat (NH4NO3), amonyum
klorid (NH4Cl) Riedel-de Haen’dan, amonyum siilfat (NH4),SO,, Yyeast extract
MERCK’ ten, tryptone DIFCO’dan temin edilmistir.

3.1.1.2. Karbon kaynaklari

Laktoz, sukroz, fruktoz ve galaktoz SIGMA’dan, glukoz ve maltoz MERCK’den
temin edilmistir.

3.1.1.3. Deterjanlar

Sodyum dodesil siilfat (SDS), tween-80 MERCK ’ten, triton-X100 Sigma’dan
temin edilmistir.

3.1.1.4. Metal tuzlarn

FeS0,.7H,0, CaCl, ve MgSO,4.7H,0 MERCK”’ ten CuSO,4.5H,0 Riedel-de

Haen’dan ZnSO,4.7H,0 AnalaR’dan temin edilmistir.

3.1.1.5. Besi yeri maddeleri:

Nutrient Broth (NB) OXOID’den, yeast extract, sodyum kloriir (NaCl), tryptone
ve agar MERCK ’ten temin edilmistir.
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3.1.2. Kullanilan aletler:
Inkiibator (Sanyo) (EN 400)
Steril Kabin ( Telstar AV-100)
Spektrofotometre (U.V-VIS SHIMADZU 1240)
Calkalayici (Julobo) (Selecta P)
Sogutmali Santrifiij (Sigma Christ 2K 15)
Vorteks (Stuart) (VWR International )
Magnetik Karistirict (Stuart)
Deep-Freeze (Haris, -70°C)
Etiiv (Heraus)
Dijital Gostergeli Hassas Terazi (GEG, AVEY)
Otoklav (HIRAYAMA)
Su Banyosu (Grant 6G, -20, +100°C)
pH metre (Jenvay 3010, PCP JO1 elektrod) (METTLER TOLEDO MP220)
Sterilizator (Heraus)

Blender (Waring Commercial Laboratory Blender)

3.1.3. Biyolojik materyal

Calismamizda MicroBioLogics Inc.’ten temin edilen Bacillus licheniformis
ATCC 14580 susu kullanilmistir.

3.1.4. Mikroorganizmalarin iiretimi ve saklanmasi

Kat1 besiyerine ekilen bakterilerin stok bakteri kiiltiirleri olarak kati besiyerlerine
ekim yapildi. EKim ig¢in giinliikk bakteri kiiltiirleri kullanildi. Daha sonraki ¢alismalarda
kullanilmak tizere bakteri kiiltiirleri +4°C’de saklandi.
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3.1.5. Substrat secimi

Calismamizda substrat olarak, ¢evremizdeki tarimsal iiriin atiklarindan bugday
kabugu, arpa kabugu, piring kabugu, mercimek kabugu, pamuk sap1 ve musir kiispesi
kullanilmustir.

3.1.6. Substrat parca biiyiikliigii

Calismamizda kullanilan bitkisel atiklardan bugday kabugu, arpa kabugu, piring
kabugu, mercimek kabugu, pamuk sap1 ve musir kiispesi ogiitiildiikten sonra 3 farkli
elek (500, 1000 ve 1500 um ¢apli) yardimiyla elendi ve kurutuldu. Elde edilen farkli

substratlardan 1500 um ¢apindaki pargalar kullanilip enzim tiretimi saglandi.
3.1.7. Kullanilan Besiyerleri

Sivi besiyeri:

Luria Broth (LB): 10 g yeast extract, 5 g NaCl (Merck), 5 g tryptone 1 litre saf

suya tamamlanip ¢6ziinmesi saglandiktan sonra otoklavlandi.

Nutrient Broth (NB): 8 g Nurtient Broth 1 litre saf suya tamamlanip ¢dziinmesi
saglandiktan sonra otoklavlandi.

Kati besiyeri:

10 g yeast extract, 5 g NaCl, 5 g tryptone ve 15 g agar, 1 litre saf suya

tamamlanip ¢6zlinmesi saglandiktan sonra otoklavlandi.

8 g Nutrient Broth (Oxoid) ve 16 g agar (Merck), 1 litre saf suya tamamlanip

¢oziinmesi saglandiktan sonra otoklavlandi.
SmF besiyeri:

0.2 g yeast extract, 0.1 g NaCl, 0.1 g tryptone (LB) 100 mI’lik erlenmayerler

icinde 20 mL saf suya tamamlanip otoklavlandi.

0.16 g NB. 100 ml’lik erlenmayerler iginde 20 ml saf suya tamamlanip

¢Oziinmesi saglandiktan sonra otoklavlandi.
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3.1.8. SSF besiyeri:

Pamuk kabugu, misir kiispesi, piring kabugu, bugday kabugu, arpa kabugu ve
mercimek kabugu kurutularak blendirdan gecirildi. Farkli gézenek biiyiikliigiindeki
eleklerden gecirilerek 500, 1000 ve 1500 um olmak iizere ii¢ farkli parca biiyiikliigliinde
substratlar elde edildi. 1500 um biiyiikliigiinde olanlar alinarak 100 ml’lik erlenmayer
icerisinde hacim %30 olacak sekilde 3 g tartilip lizerine 10 ml ¢gesme suyu eklendi.
121°C’de 15dk otoklavlanarak steril edildi. Soguduktan sonra 600 nm’de 0.6 OD’ye
gelen bakterilerden %20 inokiilim besiyerinden katilarak 37°C’de inkiibasyona
birakildi.
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3.2. METOT

3.2.1. Mikroorganizma Uretimi

Calismamizin basinda Bacillus licheniformis ATCC 14580 alindi. Bakterimizi
kat1 besiyerine ekimi yapildi. Daha sonra petri kutular1 37°C 24 saat inkiibasyona
birakildi. Kat1 besiyerinde iireyen bakteriler LB ve NB besiyerlerine aktarildi. LB ve
NB besiyerleri 37°C 24 saat boyunca 150 rpm’de inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra bakteri iiretimi i¢in LB ve NB siv1 besiyerleri kullanildi.
Bu besiyerleri 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi. 250 ml’lik
erlenmayerlerde 100 ml farkli sivi besiyeri igeren ortamlara 5 ml 6rnek eklenerek,
mikroorganizmalar 0.6 absorbansa gelecek sekilde 37°C’de 24 saat siireyle tretildi.
Buradan alinan 0.5 ml alinarak taze NB besiyerine ekimi yapildi. Ardindan 37°C’de
150 rpm’de 24, 48, 72, 96 ve 120 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Bu siirelerin
sonunda ornekler +4°C’de 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek hiicre sporlardan

arindirildi. Enzim aktivitesi ve optimizasyon ¢aligmalari i¢in st siv1 kullanildi.

3.2.2. Cozeltiler
Cozeltilerin hazirlanmasi:
Cozeltiler 1. Tampon (Cozeltilerin Hazirlanmasi:

pH:7.0; 0.1 M Tris- HCI Tamponu: 50 ml 0.1 M Tris-baz ve 46.6 ml 0.1 M
HCI hazirlandi. Hazirlanan bu c¢ozeltiler bir beher icerisinden karistirildiktan sonra

hacimleri saf su ile 100 mI’ye tamamlandu.

pH:8.0; 0.1 M Tris- HCI Tamponu: 50 ml 0.1 M Tris-baz ve 29.2 ml
0.1 M HCI hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltiler bir beher icerisinden karistirildiktan

sonra hacimleri saf su ile 100 mI’ye tamamlandi.

pH:9.0; 0.1 M Tris- HCI Tamponu: 50 ml 0.1 M Tris- baz ve 5.7 ml 0.1 M
HCI hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltiler bir beher igerisinden karistirildiktan sonra

hacimleri saf su ile 100 mI’ye tamamlandi.

pH:6.8; 0.1 M Fosfat Tamponu: 24.5 ml 0.1 M Na,HPO,4 ve 25.5 ml 0.1 M
NaH,PO, hazirland1. Hazirlanan bu ¢6zeltiler bir beher ig¢erisinden karistirildiktan sonra

hacimleri saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.
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pH:7.0; 0.1 M Fosfat Tamponu: 30 ml 0.1 M Na;HPO, ve 19 ml 0.1 M

NaH,PO, hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltiler bir beher icerisinden karistirildiktan sonra

hacimleri saf su ile 100 mI’ye tamamlandi.
Alkalin Cozeltisi
% 4 Na,CO3
% 4 Na-K tartarat
% 2 CuSOq

Bir beherde 100 ml i¢in %4 oraninda Na,COjz; hazirlandi. Ayri tiiplerde
hazirlanan Na-K tartarat ve CuSQO, ’ten 1’er ml ilave edilerek karistiricida karismalari

saglandi. Alkalin ¢ozeltisi protein miktar tayininde kullanildi.
Azo-kazein hazirlanmasi

0.05 gr azokazein 10 ml 0.1 M Tris-HCI tamponu (pH:9) i¢erisinde ¢6zlinmesi

saglanarak hazirlandi.

3.2.3. SSF Besiyerinde Enzim Ekstraksiyonu

Bakteriyel kiiltiir ortaminda bulunan enzimi ekstrakte etmek i¢in SSF besiyeri
ortamma 10 ml ¢esme suyu eklenerek 30 dakika c¢alkalanmasi saglandi. Bu siire
sonunda ornekler steril sargi beziyle siiziildiikten sonra +4°C’de 10.000 rpm’de 5
dakika santrifiijlenerek hiicre sporlardan ve kati atiklardan arindirildi. Siipernatant

iizerinden proteaz aktivite tayini yapildu.

3.2.4. Proteaz Aktivite Tayini

Proteaz aktivite tayini i¢in 150 pl enzim ¢ozeltisine 250 pl %0.5 azokazein
(0.1 M Tris-HCI tamponu; pH: 9.0) ilave edilerek 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Bu
siire sonunda ortama 1 ml TCA katilarak reaksiyon durduruldu. 15 dakika +4°C’de
bekletildikten sonra +4°C’de 10.000 rpm’de 5 dakika 10000 rpm de santrifiij edildi.
1 ml st stvi tizerine 500 pl NaOH ilave edilerek 420 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim ile
gerceklestirildi (Leighton ve ark. 1973).

Bir enzim tinitesi deney kosullarinda 1 pmol azokazeini 30 dakikada pargalayan

enzim miktar1 olarak tanimlandi.
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3.2.5. SSF Besiyerinde Proteaz Uretimi

Calismamizda pamuk kabugu, misir kiispesi, piring kabugu, bugday kabugu,
arpa kabugu ve mercimek kabugu kullanarak SSF besiyeri hazirlamak igin bu
substratlar 3’er gr tartilarak 100’lik erlenlere koyuldu. Uzerine 10 ml ¢esme suyu ilave
edildikten sonra 121°C’de 15 dk otoklavlandi.

NB besiyerinde iiretilen stok bakteriler steril ortamda her bir erlene 3 ml ilave
edildi. Daha sonra 6rnekler 37°C ve 150 rpm’de 24, 48, 72, 96 ve 120. saatte kadar
inkiibasyona birakildi. Ekstraksiyon i¢in her 24 saattin bitiminden yarim saat Once
orneklere 10 ml g¢esme suyu daha ilave edilip 30 dk calkalandiktan sonra SSF
besiyerindeki sivi kisim siiziildii. Siiziintii santrifiij tiipline alinarak sogutmali
santrifiijde 10000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra elde ettigimiz st sivi

(slipernatant) enzim aktivite tayininde kullanildi.

3.2.6. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini standart olarak Bovin Serum Albumin (BSA) kullanilarak
Lowry yontemine gore yapildi. Standart egriyi ¢izmek igin derisimi bilinen
(5 mg/ml-1) Bovin serum albumin’den bir seri standart ¢ozeltiler hazirlandi. Orneklerin

protein icerikleri BSA egrisi standart olarak kullanilarak hesaplandi.

Tiiplere 2.5 ml alkalin ¢ozeltisi konulduktan sonra {izerine 25 pl enzim ve 225 pl
saf su ilave edildi. Ornekler 15 dakika 40°C’de su banyosunda bekletildikten sonra
tizerine 1:1 oraninda saf suyla seyreltilmis 250 pl Folin Reaktifi (FCR) ilave edilerek
30 dakika karanlikta bekletildi. Bu siirenin sonunda 660 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim

yapildi (Lowry ve ark. 1951).
3.2.7. Enzimi Uretimi Uzerine Degisik Parametrelerin Etkisinin Incelenmesi

3.2.7.1. SmF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Degisik Besiyerlerinin
Etkisi

SmF yontemiyle enzim tiretimi iizerine degisik besiyerlerinin etkisini incelemek
icin NB ve LB besiyerlerleri kullanildi. Hazirlanan besiyerlerine %0.5 bakteri ekimleri

yapilarak 37°C’de 150 rpm’de 24, 48, 72, 96 ve 120 saat siireyle inkiibasyona birakildu.
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Inkiibasyon siiresi sonunda alinan &rnekler +4°C’de 10000 rpm’de 5 dakika

santrifiijlendi ve st sivilardan proteaz aktivite tayinleri yapildi.

3.2.7.2. SSF Ortaminda Uygun Substratin Sec¢imi

Piring kabugu, pamuk kepegi, misir kiispesi, bugday kepegi, arpa kabugu ve
mercimek kabugu her biri ayr1 ayrt 3’er gram tartilarak 100 ml’lik erlenlere
aktarildiktan sonra {izerlerine gesme suyu eklenip 121°C’ de 15 dk otoklavlandi.

Daha sonra 600 nm’de 0.6 OD‘ye gelen bakterilerden her bir erlene 3’er ml
ekimi yapilarak 37°C ve 150 rpm’de inkiibasyona birakildi elde edilen siiziintii enzim

kaynagi olarak kullanildi.

3.2.7.3. SSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Inkiibasyon Siiresinin

Etkisi

Farkli partikiil biiytikliigiindeki substratlar alinarak 3’er gr tartilip erlenlere
konuldu, tlizerine 10 ml ¢esme suyu ilave edilip steril etmek i¢in otoklavlandi. Daha
sonra sivi besiyerinden (NB) her bir erlene 3’er ml bakteri ekimi yapildiktan sonra
37 °C 150 rpm’de inkiibasyona birakildi. Her 24 saatte bir 5 giin siireyle (24, 48, 72, 96,
120. saat) ornekler alinip enzim aktivite tayini yapilarak en uygun inkiibasyon siiresi

belirlendi.

3.2.7.4. SSF Ortaminda Uygun Ekstraksiyon Ortaminin Tespiti

Misir kiispesi 3 g tartilip 100 ml’lik erlenmayerler igerisine konuldu ve 10 ml
cesme suyu eklenip otoklavlandi. Daha sonra sivi besiyerinden (NB) her birine 3’er ml
bakteri ekimi yapilarak. 37°C’de 150 rpm’de inkiibasyona birakildi. Enzim iiretimi
iizerine ekstraksiyon ortaminin etkisini belirlemek amaciyla proteaz icin 24. saat
sonunda SSF ortamlarina ekstraksiyon kaynaklari olarak; ¢esme suyu (kontrol) , tampon
(0.1 M pH:9.0 Tris-HCI tamponu), ¢cesme suyu ile 10 ml olacak sekilde hazirlanan
%1 SDS, 50 mM NaCl, %1 Tween-80, %1 Triton X-100 ¢ozeltileri ve saf su (10 ml)
eklendikten sonra 30 dakika galkalanmaya devam etti. Bu siire sonunda 6rnekler steril
sargl bezlerinde siiziildiikten sonra santrifiijlenen materyalden iist siv1 elde edildi. Ust

stvilar enzim kaynagi olarak kullanilip proteaz aktivite tayini yapildi.
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3.2.7.5. SSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Sicakligin Etkisi

Proteaz iiretimi iizerine sicakligin etkisini belirlemek i¢in 6rnekler; 25, 30, 35,
37, 40, 45, 50, 55°C’deki sicakliklarda inkiibasyona birakildi 24 saat bekletildikten

sonra aktivite tayini yapilarak optimum sicaklik belirlenmeye calisildi.

3.2.7.6. SSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine pH’1n Etkisi

Enzimlerin {iretimi tizerine pH’ 1n etkisini incelemek i¢in ¢esme suyunun pH’s1
pH 4’ten pH 10’a kadar 1.0 birim araliklarla 0.1 M HCI ve 0.1 M NaOH ile ayarlandi.
Hazirlanan SSF besiyerlerine ¢esme suyu eklendikten sonra otoklavlandi. Otoklav

sonucunda orneklere 3 ml ekim yapildi. Daha sonra 6rnekler inkiibasyona birakildi.

3.2.7.7. SSF Ortaminda Uygun Nem Miktarinin Se¢cimi

Proteaz iretimine etki eden uygun nem miktarimi tespit etmek igin SSF
besiyerine, besiyeri hacminin % 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 olacak sekilde sirasiyla; 1 g,
2g,3g4g 5gve6 gagrhiginda misir kiispesi ilave edildi. Uzerine 10 ml ¢esme suyu
eklenerek otoklavlandi. Daha sonra SSF besiyerlerine bakteri ekimi yapilarak
inkiibasyona birakildi. 120. saate kadar her 24 saatte bir Orneklerin iist sivisindan

aktivite tayini yapildi.

3.2.7.8. SSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine inokiiliim Hacminin Etkisi

Masir kiispesi 3 g tartilip 100 ml ’lik erlenmayerler igerisine konuldu ve 10 ml
cesme suyu eklenip otoklavlandi. Uygun inokiilim hacminin belirlenmesi i¢in sivi
besiyerinden SSF ortamimna 1-2-3-4-5-6 ve 8 ml’ye kadar arttirilarak bakteri ekimi
yapildi. Calkalayicida 37°C’de 150 rpm’de calkalandi. Proteaz igin 24. saat sonunda
ekstraksiyon medyumu olarak 10 ml ¢esme suyu uygun ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak

eklendi ve 30 dakika calkalanmaya devam etti.

Bu siire sonunda ornekler steril sarg1 bezlerinde siiziildiikten sonra santrifiijlenen
materyalden iist siv1 elde edildi. Elde edilen iist sivilar enzim kaynagi olarak kullanilip

proteaz aktivite tayini yapildi.

3.2.7.9. SSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Calkalama Hizinin EtKkisi
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Misir kiispesi daha dnceki deney basamaginda belirlenen miktarlarda kati bitki
atiklart tartilip 100 ml’lik erlenmayerlere konulup otoklavlandi. Otoklav islemi sonrasi
her aktivite tayini i¢in daha dnceden belirlenen miktarlarda ekim yapildi ve daha sonra
farkli calkalama hizlarinda (60- 100- 120- 150- 180 ve 200 rpm) inkiibasyona birakilan
orneklere proteaz igin 24. saatte 10 ml ¢esme suyu eklenerek 30 dakika galkalanmaya

devam etti. Santrifiijlenen materyallerin iist stvisindan proteaz aktivite tayini yapildi.

3.2.7.10. Enzim Uretimi Uzerine En Iyi Aktivite Gosteren Substrat

Karisiminin Belirlenmesi

Enzim iiretimi iizerine kepek karisim miktarini belirlemek i¢in proteaz i¢in 24
saat piring kabuklari ile misir kiispesi toplam kiitleleri 3 g olacak sekilde 0.5 gram musir
kiispesinden baslanarak (0.5 g musir kiispesi +2.5 g piring kabugu ; 1 g+2 g; 1.5 g+1.5 g,
2 g+1 g; 2.5 g+0.5 g) farkl karisim oranlarinda karistirildi. 3 g tartilan tarimsal atiklarin
her biri farkli 100 ml’lik erlanmayerler icerisine konuldu. Uzerlerine 10 ml gesme suyu
eklenip otoklavlandi. Daha sonra sivi besiyerinden (NB) her birine 3’er ml bakteri ekimi

yapildi.

Calkalayicida 37°C’de 150 rpm’de calkalandi. Her inkiibasyon siiresi sonunda
SSF ortamlarina 10 ml ¢esme suyu ilave edilerek 30 dakika calkalanmaya devam etti.
Santrifiijlenen materyalden iist sivi elde edildi. Elde edilen iist sivilar enzim kaynagi

olarak kullanilip proteaz aktivite tayini yapildi.

3.2.7.11. Enzim Uretimi Uzerine Farkh Partikiil Biiyiikliigiindeki
Substratin Etkisi

Calismamizda kullandigimiz kurutulmus bitkisel atiklar1 blendirde 6giitiildiikten
sonra 3 farkli elek yardimiyla (500, 1000 ve 1500 um capli) elendi. Elde edilen bu
subtratlardan SSF besiyeri hazirlanarak sterilizasyon ve ekim islemleri yapildiktan sonra
inkiibasyona birakildi. Daha sonra enzim aktivitesine bakilarak uygun biiytikliikteki
substrat tespit edildi. Calismanin bundan sonraki asamalarda bu biiytikliikteki substrat

kullanildi.

3.2.7.12. SSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarin
Etkisi
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Besiyeri ortamlarina %1 olacak sekilde 0.1 g miktarlarinda tartilan farkli karbon
kaynaklarindan maltoz, glukoz, galaktoz, fruktoz, laktoz ve siikroz steril edildikten
sonra misir kiispesi daha Onceki deney basamaginda belirlenen miktarlarda tartilip
100 ml ’lik erlenmayerlere 10 ml gesme suyu eklenerek otoklavlanip SSF besiyerlerine

eklendi. Proteaz aktivite tayini i¢in 2 ml bakteri ekimi yapildi.

Daha sonra proteaz igin 24. saatin sonunda aktivite tayini i¢in uygun
ekstraksiyon sivist (10 ml) ¢esme suyu eklenerek 30 dakika galkalanmaya devam etti.
Santrifiijlenen materyalden st sivi elde edildi. Proteaz i¢in 24. saatin sonunda elde

edilen st stvilar enzim kaynagi olarak kullanilip proteaz aktivite tayini yapildi.

3.2.7.13. SSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Farkh Azot Kaynaklarinin
Etkisi

Besiyeri ortamlarina %1 olacak sekilde 0.1 g miktarinda tartilan azot
kaynaklarindan pepton, beef extract, kazein, amonyum nitrat (NH4NOj3), amonyum
klorid (NH4Cl), yeast extract, amonyum siilfat (NH4),SO4 ve tryptone daha once tartilip
hazirlanmis 100 ml’lik erlenmayerler igeresinde bulunan musir kiispesi bulunan SSF

ortamlarma eklenerek otoklavlandi.

Otoklav sonrasi aktivite tayini i¢in daha onceden belirlenen miktarda ekim
yapildi. Proteaz i¢in 24 saat inkiibasyona birakilan 6rneklere inkiibasyon siiresi sonunda
aktivite tayini i¢in uygun ekstraksiyon sivisi (10 ml) eklenerek 30 dakika ¢alkalanmaya
devam etti. Santrifiijlenen materyalden iist s1v1 elde edildi. Elde edilen iist sivilar enzim

kaynag olarak kullanilip proteaz aktivite tayini yapildi.

3.2.7.14. SSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Farkli Metal fyonlarimn
Etkisi

Misir kiispesi 3 g tartilip 100 mI’lik erlenmayerlere konuldu. Daha sonra %0.1
olacak sekilde FeS0O,.7H,0, CuS0,.5H,0, ZnS0,.7H,0, MgSO,.7H,O ve CaCl,
0.01 g miktarlarinda metal tuzlarindan tartildt ve SSF besiyerlerine eklenip
otoklavlandi. Otoklav sonrasi proteaz aktivite tayini igin 6rneklere 2 ml bakteri ekimi

yapildi.

Proteaz icin 24. saat inkiibasyona birakilan 6rneklere inkiibasyon siiresi sonunda

aktivite tayini i¢in uygun ekstraksiyon sivisi (10 ml) eklenerek 30 dakika ¢alkalanmaya
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devam etti. Santrifiijlenen materyalden {ist sivi elde edildi. Elde edilen iist sivilar enzim

kaynagi olarak kullanilip proteaz aktivite tayini yapildi.

3.2.7.15. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Proteaz aktivitesi tizerine sicakligin etkisini belirlemek igin reaksiyon
baslatildiktan sonra 6rnekler; 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80 ve 90°C’deki
sicakliklarda 30 dk bekletildikten sonra aktivite tayini yapilarak optimum sicaklik

belirlenmeye calisildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. SSF Ortaminda Uygun Substratin Se¢imi

SSF ortaminda bugday kepegi, piring kabugu, mercimek kabugu, pamuk sap,
arpa kabugu, musir kiispesi substrat olarak kullanilarak Bacillus licheniformis ATCC

14580’nin kiiltiir edilmesi sonucu elde edilen proteaz aktivite degerleri Sekil 4.1.’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Uygun Substratin Se¢imi

B.licheniformis ATCC 14580°nin farkli bitki atiklarinin bulundugu SSF
ortamlarinda 120. saat kadar iiretilmesiyle ilgili sonuglara gére maksimum proteaz
tretimi 24. saatte 14019.05 U/mg olarak ogiitiilmiis misir kiispesinin bulundugu
ortamda elde edilmistir. Bunun disindaki inkiibasyon siirelerinde proteaz aktivite
degerleri 24. saate gore daha diisiik bulunmus ve en diisiik proteaz iiretimi pamuk

kabugunda elde edilmistir.
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4.2. SSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Uygun inkiibasyon siiresini tespit etmek icin 24. saatten 120. saate kadar ilk
ornek 24. saatte alindiktan sonra her 24 saatlik siirelerde B.licheniformis ATCC
14580’nin kiiltiir edildigi ortamlardan 6rnekler alinip proteaz aktivite tayini yapildi.

Bulunan degerler Sekil 4.2°de gosterilmistir.

B.licheniformis ATCC 14580°nin musir kiispesinin kati1 substrat olarak
kullanildigi SSF ortamlarinda en yiiksek proteaz iiretimi 24. saatte 14019.05 U/mg
olarak gergeklesmistir. Proteaz aktivitesinin diger inkiibasyon siirelerinde 24. saatte

gore azaldigi belirlenmistir.
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Sekil 4.2. Enzim Uretimi Uzerine Inkiibasyon Siiresinin Etkisi
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4.3. SSF Ortaminda Uygun Ekstraksiyon Ortaminin Tespiti

Enzim iiretimi lizerine ekstraksiyon ortaminin etkisini belirlemede uygun kati
substratlarin bulundugu SSF ortamlarinin her biri i¢in ayri ayr1 10 ml 50 mM NacCl,
%1 TritonX100, %1 SDS, %1 Tween-80, saf su, Tris-HCI pH:9.0 tamponlar1 ve gesme
suyu (kontrol) eklenerek elde edilen lst sivilar proteaz aktivitesi igin enzim kaynagi

olarak kullanildu.
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Sekil 4.3. SSF Ortaminda Uygun Ekstraksiyon Ortaminin Tespiti

B.licheniformis ATCC 14580’nin musir kiispesinin kati substrat olarak
kullanildigi SSF ortaminda eklenen 10 ml ¢esme suyunun diger ekstraksiyon
ortamlarina gore daha yiiksek oranda proteaz iiretimi (13263.9 + 67.4 U/mg) meydana
getirdigi belirlendi. SDS ekstraksiyon medyumu olarak kullanildigi ortamda en diisiik

proteaz {iretimine rastlanildi.

4.4. SSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Sicakhgin Etkisi

B.licheniformis ATCC 14580 musir kiispesinin kati substrat olarak kullanildigi
SSF ortaminda kiiltlir edildi. Enzim iiretimi {izerine sicakligin etkisini belirlemek i¢in
SSF besiyerleri 25, 30, 35, 37, 40, 45, 50 ve 55°C’de inkiibasyona birakildi. Proteaz
aktivitesi incelendiginde en uygun proteaz iiretim sicakligi 37°C (13680.7 + 96,7 U/mg)
olarak tespit edildi. Bulunan degerler sekil 4.4’te gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Enzim Uretimi Uzerine Sicakligin Etkisi

4.5. SSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine pH’n EtKisi

B.licheniformis ATCC 14580’nin kiiltiir edilecegi ortamda proteaz iiretimi igin
musir kiispesi kat1 substrat olarak kullanildigi SSF ortaminda pH:4.0 ile baslayan
ortamda proteaz liretiminde giderek bir artis gézlenmis ve en uygun iiretim pH’s1 8.0

(13422.3 + 12.8 U/mg) olarak belirlenmistir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. Enzim Uretimi Uzerine pH’1n Etkisi
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4.6. SSF Ortaminda Uygun Nem Miktarinin Secimi

B.licheniformis ATCC 14580°nin kullanildigi SSF ortaminda proteaz iretimi
icin en uygun substrat miktar1 olarak %30’luk (3 g) misir kiispesinin kullanildig1
ortamda proteaz iretimi 13554.2+17.4 U/mg olarak belirlendi. Kepek miktari
arttirilldiginda proetaz aktivitesinin asamali olarak distigi gortldi. Calismada elde

edilen sonuglar Sekil4.6.’da verilmistir.
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Sekil 4.6. Uygun Nem Miktarlarinin Segimi

4.7. SSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine inokiiliim Hacminin Etkisi

Enzim {retimi iizerine inokiilim hacminin etkisini belirlemek i¢in yapilan
calismada B.licheniformis ATCC 14580°den en yiiksek proteaz iiretimi igin uygun
inokiiliim hacmi 2.0 ml (13397.6 £ 45.1 U/mg) olarak tespit edilmistir (Sekil 4.7.).
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Spesifik Aktivite (U/mg’
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Sekil 4.7. Enzim Uretimi Uzerine Inokiiliim Hacminin Etkisi

4.8. SSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Calkalama Hizinin Etkisi

Yaptigimiz c¢aligmada SSF ortamlarinda B.licheniformis ATCC 14580’den

maksimum proteaz iretimleri

(60- 100- 120- 150- 180 ve 200 rpm) inkiibasyona birakildi. Maksimum proteaz liretimi

icin musir kiispesi farkli calkalama hizlarinda

i¢in uygun calkalama hizi 150 rpm (13315.8 + 97.2 U/mg) olarak tespit edildi.
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Sekil 4.8. SSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Calkalama Hizinin EtKisi

50



Sedat KAYA

4.9. Enzim Uretimi Uzerine En Iyi Aktivite Gosteren Substrat Karisiminin
Belirlenmesi

SSF ortaminda en iyi aktivite veren substrat karigimlarinin kullanilmasi ile
yaptigimiz deneyde maksimum proteaz iiretimleri i¢in 2.5 g misir kiispesi—0.5 g piring
kabugunun (12060.6 + 17.8 U/mg) substrat olarak kullanildigi SSF ortamlarinda

maksimum enzim {iretimleri gergeklesmistir.
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Sekil 4.9. Enzim Uretimi Uzerine En Iyi Aktivite Gosteren Substrat Karisiminin Belirlenmesi

m.k: Misir kiispesi, p.k: Piring kabugu

4.10. Enzim Uretimi Uzerine Farkh Partikiil Biiyiikliigiindeki Substratin
Etkisi

Calismamizda kullandigimiz kurutulmus tarimsal atiklar blendirda ogiitiildiikten
sonra 3 farkli elek yardimiyla (500 pm, 1000 um ve 1500 pm c¢apl) elendi. Farkl
partikiil biiytikligiindeki substratlar SSF besiyerinde kullanildi. Sekil 4.10°’da da
goriildiigii gibi en fazla enzim iiretiminin en biiyiik partikiil biiyiikliigiindeki substratta

1500 um’de (13987.9 + 98.4 U/mg) oldugu belirlendi.
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Sekil.4.10. Enzim Uretimi Uzerine Farkl Partikiil Biiyiikliigiindeki Substratin Etkisi

4.11. SSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarinin EtKisi
Yaptigimiz ¢alismada kullandigimiz mikroorganizmalarin kiiltiir edildigi SSF
ortamlarina farkli karbon kaynaklari (%1 maltoz, glukoz, galaktoz, fruktoz, laktoz,
stikroz) ilave edilmistir. Maksimum proteaz iiretimi galaktozun bulundugu ortamda

(13900.6 + 18.2 U/mg) olarak tespit edildi.

Kiiltiir ortamina eklenen karbon kaynaklarimin galaktoz disinda higbiri proteaz

iiretiminde arttirici rol oynamamastir.
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Sekil 4.11. Proteaz Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarmin Etkisi
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4.12. SSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Farkhh Azot Kaynaklarinin
Etkisi

Yaptigimiz ¢alismada kullandigimiz mikroorganizmanin kiiltiir edildigi SSF
ortamlarma farkli organik ve inorganik azot kaynaklari (%1 kazein, pepton, tripton,
maya Oziitli, amonyum nitrat, amonyum siilfat, amonyum klorid ve et oziiti) ilave
edilmistir. Azot kaynaklar1 arasinda amonyum klorid %105 ve et 6ziitii %111 proteaz

aktivitesini kontrole gore artirmistir. Elde edilen sonuglar sekil 4.2.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.12. Proteaz Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarinin Etkisi

4.13. SSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Farklh Metal Tuzlarimin Etkisi

Misir kiispesinin kat1 substrat olarak kullanildigi SSF ortamlarina eklenen
%0.1 konsantrasyonundaki metal tuzlar1 bulunan ortamlarda kiltir edilen
B.licheniformis ATCC 14580’nin iiretildigi MgSO,.7H,O (14884.8 + 49.7 U/mg)
ortaminda maksimum proteaz iliretimi kontrole gére daha fazla oldugu tespit edildi.
Metal tuzlarini igeren ortamlardan CuSO, iceren ortamda proteaz liretimi inhibe

edilmistir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.13. Proteaz Uretimi Uzerine Metal Tuzlarmin Etkisi

4.14. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhigin EtKisi
B.licheniformis ATCC 14580’nin musir kiispesinin kati1 substrat olarak

kullanildig1 SSF ortaminda kiiltiir edildi. Proteaz aktivitesi lizerine sicakligin etkisini
belirlemek i¢in reaksiyon baslatildiktan sonra ornekler; 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
60, 70, 80 ve 90°C’deki sicakliklarda 30 dk bekletildikten sonra aktivite tayini yapildi.
Optimum aktivite sicakligit 70°C’de tespit edildi. Bulunan degerler sekil 4.14’te

gosterilmistir.
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Sekil 4.14. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Kat1 faz fermentasyonu yillardir bilinen bir teknik olmasina ragmen son yillarda
Oonem kazanmaya baglamistir (Botella ve ark. 2005). Bu islem, tarimsal atiklarin dogal
formlarinda kullanilabildiginden ve atiklarin birikimi sonucu olusan ¢evresel problemler

azaldigindan dolay1 da avantajhdir.

Bu ¢alismada, B.licheniformis ATCC 14580 tiiriinden tarimsal atiklarin substrat
olarak kullanildigi, kat1 substrat fermantasyon teknigi ile proteaz tiretimi incelenmistir.
B.licheniformis ATCC 14580’nin tercih edilmesinin nedeni; degisik ekstraseliiler
enzimleri sentezleyebilme ve bu enzimleri ¢ok miktarlarda salgilama yeteneginde
olmasi ve biliyiime gereksiniminin basit olusudur. En 6nemli avatanjlarindan biri de

kuskusuz bir ¢ogunun patojen olmamasidir (Jose ve Kurup 1999).

Kati1 faz fermantasyonunda mikroorganizmalar nemli kat1 bir yiizey iizerinde
gelisir ve ortamda bulunan serbest hava kullanilir. Boylece fermantasyon ortami ideal
olarak bazi mikroorganizmalardan belirli metabolitleri elde etmek i¢in uygun olan dogal

bir bliylime ortamina benzer hale gelmektedir (Pandey 2008).

SSF’te fermantasyon siireci i¢in uygun kat1 substrat se¢imi olduk¢a dnemli bir
faktordiir. Bu ylizden mikrobiyal biiylime ve {iriin eldesi i¢in ¢ok sayida tarimsal sanayi
atiklar1 kullanilmaktadir. SSF’te kullanilan baslica substratlar daha 6nceki ¢alismalarda
da belirtildigi gibi genellikle piring, bugday, dar1, arpa, misir, soya fasulyesi gibi yoresel

olarak farkli kullanim oranlar1 gosteren sanayi ve tarimsal atiklardir (Pandey 2006).

Caligmamizda, SSF yontemiyle B.licheniformis ATCC 14580 tiiriiniin proteaz
tretimi incelenmistir. Farkli tarimsal atiklarin bulundugu SSF ortamlarinda kiiltiir
edilen B.licheniformis ATCC 14580 en iyi proteaz iiretimini musir kiispesinin
bulundugu ortamlarda gergeklestirmistir. Kullanilan tarimsal atiklar karbonhidratlarca
zengin  olmasi, Onemli oranda vitamin ve mineral madde igermeleri
mikroorganizmalarin liremesini kolaylastirmis ve enzim liretme kapasitelerini arttirmis

olabilir.

Mahalaxmi ve ark. (2010) Amcolatopsis sp. RSP susunu kullanarak SSF
yontemiyle Rifamycin B‘yi iiretmek i¢in ¢esitli tarimsal ve zirai atik kullanmiglardir. En

iyi dretimi musir kabugundan elde etmisler. Mukherjee ve ark. (2008) termofilik
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Bacillus subtilis kullanarak SSF yontemiyle alkalin proteaz iiretmek igin yaptigi
calismada en iyi proteaz aktivitesini patates kabugu ve Impereta cylindrica ¢imeninde
elde etmislerdir. Joo ve ark. (2004) Bacillus sp’den SSF yontemiyle alkalin proteaz
iretimini gergeklestirmek ic¢in en iyi enzim aktivitesini bugday unundan elde

etmislerdir.

Mikrobiyal metabolizma kompleks bir siire¢ olup fermantasyon ve ortam
bilesenleri tarafindan etkilenir. Maksimum enzim {retimi gergeklesen inkiibasyon
siirelerinden sonra enzim aktivitelerinde goriilen azalmalarin nedeni fermantasyon
ortaminda bulunan diger bilesenler ile meydana gelen enzim etkilesimleri sonucunda
enzim yapisinda olugsan konformasyonel degisiklik ve meydana gelen denatiirasyondan
kaynakli olabilir. Bunun yaninda ortama salgilanan diger hidrolitik enzimlerin etkisi

sonucu enzim iiretiminde azalma meydana gelmis olabilir (Hamilton ve ark. 1997)

Bu ¢alismada B. licheniformis ATCC 14580 kati substrat olarak misir kiispesinin
bulundugu ortamda kiiltiir edildiklerinde maksimum proteaz aktivitesi 24. saatte
14019,05 U/mg olarak elde edilmistir (Sekil 4.1.). Elde ettigimiz sonuglar daha onceki
calismalarla paralellik gostermektedir. (Pandey 2006; Uyar ve Baysal 2004)

Mehrotra ve ark. (1999) Bacillus sp.’den alkalin proteaz iiretimi sirasinda
enzimdeki maksimum aktivitenin 20. saatte oldugunu raporlamislardir. Mehta ve ark.
(2006) alkalofilik actinomycete’den alkalin proteaz iiretiminde SSF yoOntemiyle

kullandiklar1 kat1 substratlardan en yliksek aktiviteyi 32. saatte elde etmislerdir.

Ekstraksiyon fermente olmus biyokiitleden enzim elde etmek igin dnemlidir ve
bundan dolay1 uygun bir solvent se¢imi gereklidir. Ekstraksiyon islemi i¢in diisiik
solvent hacmi kullanilirsa total aktivitede azalma gozlenir ve bu yetersiz solvent hacmi
fermente olmus kat1 substrat kiitlesine yeterince niifus edemez (Swain ve Ray 2007).
Uygun ekstraksiyon sivisi se¢imi enzim elde etme asamasinda maliyeti azaltan 6nemli

bir farktordur.

Enzim {iretimi iizerine ekstraksiyon ortaminin etkisini belirlemek icin kati
substrat olarak misir kiispesinin kullanildigi SSF ortaminda en yiiksek proteaz aktivitesi
ekstraksiyon ortami olarak ¢esme suyunda (13263.9 U/mg ) elde edilmistir. Cesme
suyunun mineral madde bakimindan zengin olmasi mikroorganizmanin enzim tiiretme

yetenegini arttirmig olabilir (Priest ve ark. 1994; Chellappan ve ark. 2006). SSF’te
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amagclanan enzim iiretimi i¢in olusturulacak ortamin iiretim maliyetini azaltmak oldukca

Onemlidir.

Kumar ve Takagi (1999) Bacillus sp.’dan SSF yontemiyle alkalin proteaz
iretiminde aktivitenin en fazla Tween-20’de oldugunu, SDS’nin ise proteaz

aktivitesinde azalmaya neden oldugunu tespit etmislerdir (Akcan 2009).

Enzim tretimi tizerine sicakligin etkisini incelemek i¢in yaptigimiz ¢alismada
proteaz i¢in maksimum enzim tiretimi 37°C’lik (13680.7 U/mg) inkiibasyon ortamindan
elde edilmistir. Sicaklik 45°C’den sonra ani bir diisiis gézlenmistir. Daha 6nce yapilan
calismalarda da benzer sonuglar elde edilmistir (Hamilton ve ark. 1997; Jin ve ark.
1990). Bunun yaninda yapilan ¢alismalarda uygun inkiibasyon sicakliklari 25°C ile
45°C arasinda degisiklik gostermektedir (Oberoi ve ark. 2001; Ferrero ve ark. 1996;
Gangadharan ve ark. 2006).

SSF’te sicaklik kontroliiniin ¢ok oOnemli oldugu ve mikroorganizmanin
gelisebilmesi, enzim ya da metabolitleri iiretebilmesinin ortam sicakligiyla yakindan
iligkili oldugu belirtilmektedir (Sodhi ve ark. 2005). Genellikle kati substrat
fermantasyonunda  ortam  sicakligit = 25-37°C  araliginda  degismektedir  ve
mikroorganizmalarin biiylime kinetigine bakildiginda sicakliga bagli olarak bu sicaklik
araliklarinda kararli kaldigi belirtilmektedir (Krisha ve Chandrasekaran 1996).
Maksimum enzim iiretimi 37°C’de yapilan deneylerde elde edilmistir ve bu sicaklik

literatiirde belirtilen sicaklik degerlerine olduk¢a yakindir.

Inkiibasyon siirelerinden sonra ortamda olusmaya baglayan sekonder
metabolitlerin, enzimin denatiirasyonuna neden olup enzim miktarinda diisiise yol
actigimi disiinmislerdir (Johnvesly ve Naik 2001). Kullanilan bakterinin biiyiime hizi
ve enzim tretme Ozelliginin inkiibasyon siiresini etkiledigini sdylemislerdir (Uyar ve
Baysal 2004). Ayn1 zamanda inkiibasyon siirelerinin farkli olmasi, caligmalarda
kullanilan mikroorganizma oOzelliklerinin farkli olmasi ve kati substratlarin igerdikleri
besin maddelerinin farklt olmasindan kaynaklandigr disiiniilmektedir. Sicaklik
biyokimyasal reaksiyon oranlarini etkiler ve SSF’te 6nemli bir parametredir, ancak

kontrolii SmF’den daha zor oldugu belirtilmistir (Mitchell ve ark. 2008).
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B.licheniformis ATCC 14580’nin kiiltiir edilecegi SSF ortamlarinin baglangic
pH’s1 4.0-10.0 degerleri arasinda maksimum proteaz igin pH:8.0 (13422.3 U/mg) olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.5.).

pH cesitli metabolik aktiviteler {izerinde etki gostererek hiicre zarindan gegen
baz1 bilesikleri etkileyen her fermantasyon isleminde g6z oniinde bulundurulmasi
gereken Onemli bir faktordiir (Battal 2004). Enzimler pH’a karsi olduk¢a duyarhidirlar.
Enzimler protein yapisinda olduklarindan dolayi, enzimin primer ve sekonder yapisini
olusturan aminoasitlerin iyonlasmasi pH’tan etkilenir. Bu durum enzim aktivitesine de
etki eder. pH’ta meydana gelen herhangi bir degisiklik protein yapisinda anlamli
degisikliklere yol agar. pH enzimlerin aktivasyon ve inaktivasyonunda onemli bir rol

oynar. Her enzim maksimum enzim aktivitesi i¢in optimum bir pH degerine sahiptir.

Mikrobiyal biiylime ve metabolizma hidrojen iyon dengesini ve dolayisiyla
kiltir ortammin pH’in1 bozar (Pedersen ve Nielsen 2000). Proteaz iiretimi iizerine
baslangic pH’s1 etkisi ile ilgili elde ettigimiz sonuglar 6nceki ¢alismalarla paralellik

gostermektedir (Olajuyigbe ve Ajele 2005).

Proteazlarda 6zellikle alkalin olanlar i¢in genellikle pH:8.0 ve iizeri olarak rapor
edilmistir. Calismamizda proteaz {iretimi i¢in uygun baslangi¢c pH’1 8.0 olarak tespit
edilmistir. Serin proteazlarin (E.C. 3.4.21) bir alt tipi olan “alkalin proteazlar” yiiksek
pH degerlerinde ve yiiksek sicakliklarda kararli olmalarindan dolayr basta deterjan
endiistrisi olmak iizere deri, gida, ipek ve kagit endistrilerinde yaygin sekilde

kullanilmaktadir (Abu Sayem ve ark. 20006).

Mehta ve ark. (2006) izole ettikleri haloalkalofilik Bacillus sp.’den proteaz
aktivitesini incelemisler ve pH:8.0 ve 9.0’da maksimum {iretimin gergeklestigini tespit

etmislerdir.

Yapilan bir c¢alismada sterilizasyon i¢in otoklavlanan Orneklerin baslangig
pH’larinin farkli olmasina ragmen oOrneklerin ayn1 pH 0Ozelligi gosterdigi tespit
edilmistir. Bunun tizerine ¢alismada kat1 substrat olarak kullanilan subtratin igerdigi
yiiksek yapidaki proteinlerden (yaklasik %60) dolayr bu proteinlerin tampon olarak

gorev yaptigini diistinmiisler (Souza ve ark. 2008).

Kumar ve Takagi (1999) alkali proteazlarin, optimum pH araligi genellikle 9.0-
11.0 olarak rapor edilmistir. Bununla birlikte pH 6.0-12.5 degerleri arasinda aktivite
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gosteren alkali proteazlar da bulunmakta olup, genis bir pH araliginda aktivite yetenegi,

alkali proteazlarin farkli endiistriyel alanlarda kullanilmasina olanak saglamaktadir.

Cheng ve ark. (1995) Bacillus licheniformis PWD-1 susundan optimum pH
degerinin 8.5 oldugunu agiklamislardir. Kazan ve ark. (2005) ise Bacillus clausi
GMBAE 42°den iiretilen proteazin maksimum aktivite pH’sinin ise 11.3 oldugunu

belirtmislerdir.

B.licheniformis ATCC 14580’nin kiiltiir edilecegi SSF ortamina kati substrat
olarak eklenen substrat miktarinin (nem) proteaz iiretimi lizerine etkisini belirlemek i¢in
yapilan ¢alismada en yiiksek proteaz aktivitesi %30’luk (3 g ve 13554.2 U/mg) substrat
miktarinda oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.6.). SSF teknigi kullanilarak yapilan 6nceki
caligmalarda, kullanilan substrat miktarlar1 farkli degerlerde (%15, 20, 70 ve 85) rapor
edilmistir (Krisha ve Chandrasekaran 1996; Kunamneni ve ark. 2005; Kokab ve ark.

2003). Elde ettigimiz sonuglar 6nceki ¢alismalar ile paralellik gostermektedir.

Uyar ve Baysal (2004) Bacillus sp.’den proteaz tiretmek i¢in bugday kabugunda

nem oranin1 %30; mercimek kabugunda ise %40 olarak raporlamislar.

Ortamin nem igerigindeki degisimler fermantasyon siiresince havalandirma ve
metabolik aktivitelerde degisimlere yol agar bu yiizden SSF isleminde nem oranini
optimize etmek olduk¢a onemlidir (Baysal ve ark. 2003). Ortamin nem igeriginin de
degistigi bu deneylerde diisiik substrat konsantrasyonlarinda enzim {iretiminin diisiik
oldugu goriilmiistiir. Kepek miktar1 azliginda ortamda substrat az olacagindan iireme ve
enzim iretimi de yavas olacaktir. Substrat miktar1 belli bir miktarin iizerine ¢iktiginda
ise mikroorganizmalar i¢in havalandirmanin giigliigii, su oraninin diismesi gibi

nedenlerden dolay1 enzim iiretimi de azalmis olabilir.

Enzim {iretimi ilizerine inokiilim hacminin etkisini belirlemek i¢in yapilan
calismada B.licheniformis ATCC 14580°den en yiiksek proteaz iiretimi igin uygun
inokiilim hacmi 2.0 ml (13397.6 U/mg) olarak tespit edilmistir (Sekil 4.7.).
Arastirmacilar tarafindan yapilan onceki ¢alismalarda, kullanilan mikrooganizma ve
substrat tiiriine bagl olarak inokiiliim hacimleri farkli degerlerde (% 10, 20, 25 ve 30)
bildirilmigtir (Kunamneni ve ark. 2005; Chutmanop ve ark. 2008). Elde ettigimiz

sonuglar onceki caligmalar ile paralellik gostermektedir.
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Inokiiliim seviyesindeki artis genelde organizmanin biiyiimesi ve biiyiime ile
ilgili aktiviteleri belirli oranda arttirmaktadir. Inokiilim seviyesindeki artis besin
azligindan dolay1 mikrobiyal aktivitede azalmaya neden olabilir. Diislik inokiiliim
hacmi iiretim ortamindaki hiicrelerin sayisinda azalmayla sonuglanabilir. Bu istenen
iriin olusumu ve substrat kullanimi i¢in daha fazla zaman gereksinimine yol agar
(Kunamneni ve ark. 2005). Yiiksek miktarda bakteri ekimi nem seviyesini arttirarak
ylizeyde emilmeyen bir tabaka olusumuna ve difiizyon bariyeri gibi gérev yapmasina ve
kat1 substratin olumsuz etkilenmesine yol agar. Bu durum mikrobiyal aktiviteyi
azaltacagindan enzim {iretiminde diisiise yol agabilir (Kunamneni ve ark. 2005;

Chutmanop ve ark. 2008).

Uyar ve Baysal (2004) ettikleri Bacillus sp.’den enzim iiretimi i¢in en uygun
inokulum hacminin %20 oldugunu, Prakasham ve ark. (2006) ise alkalofilik Bacillus
sp.’yi kullanarak enzim {retiminde optimum inokiiliim oranin1t %30 olarak tespit

etmgslerdir.

Yaptigimiz ¢alismada SSF ortamlarinda B.licheniformis ATCC 14580’den
maksimum proteaz tretimleri i¢in uygun g¢alkalama hizi 150 rpm (13315.8 U/mg)
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.8.). Elde ettigimiz bu sonug¢ Onceki ¢aligmalar ile
paralellik gostermektedir (Larson ve ark. 1994; Swain ve Ray 2007). Calismamizda
60, 100, 120, 180 ve 200 rpm de yapilan deney sonuglarinda ise enzim iiretiminin
azaldig1 belirlenmistir. Bu sonug, derin fermantasyona gore daha viskoz olan kati
substratin kullanildig1 ortamda diistik karigtirma hizinda oksijen transferi sinirlanmakta,
yiiksek karistirma hizlarinda ise mikroorganizmanin gelismesi olumsuz yonde
etkilenmektedir.  Diisiik  karistirma hizinda enzim  aktivitesindeki  azalma
fermantasyonun oksijen sinirlandirmasindan veya kati substrata bagli besinlerin ortama

yeterince gecememesinden kaynaklanabilecegini gdstermektedir.

Mikroorganizmalardan enzim optimizasyonu calismalarinda calkalama hizlari
farklilik gostermektedir. Bunun yaninda diger arastirmacilar tarafindan yapilan onceki
caligmalarda enzim {iretimi i¢in uygun ¢alkalama hizlar1 120, 150,180, 200 ve 250 rpm
olarak tespit edilmistir (Uyar ve Baysal 2004; Chutmanop ve ark. 2008). Fermantasyon
sisteminde g¢alkalama sistemdeki homojeniteyi arttirir ve gradiyentleri bozar. Bakteri

hiicreleri substrat ylizeyine sikica baglanmadiklarindan, ¢alkalama ile baslica hava
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akimiyla iligkili biyokiitle engeli ortadan kaldirilabilir. Karmasik molekiiller olan
enzimleri mekanik giice duyarlidirlar ve uygun olmayan calkalama hizlarinda enzim
denatiirasyonu meydana gelebilir (Kunamneni ve ark. 2005). Diisiik ¢alkalama hizi
fermantasyon ortaminda organizmanin biiylimesi ve enzim iiretimi i¢in gerekli olan

zayif havalandirma oranina neden olabilir.

Joo ve ark. (2004) alkalofilik Bacillus sp. 103 bakterisinden ekstraselluler
alkalin proteaz iiretiminde maksimum enzim aktivitesi elde etmek igin
mikroorganizmay1 250 rpm ‘de tespit etmisler. B. Elibol ve Moreira (2005) SSF
kosullar1 altinda Teredinobacter turnirae maksimum proteaz iretimini 120 rpm

calkalama oraninda gerceklestirilmistir.

SSF ortaminda en iyi aktivite veren substrat karigimlarinin kullanilmas: ile
yaptigimiz deneylerde maksimum proteaz liretimi i¢in %25 musir kiispesi - %5 piring
kabugunun (12060.6 U/mg) substrat olarak kullanildigi SSF ortamlarinda maksimum

enzim iretimi gergeklesmistir (Sekil 4.9.).

Yapilan onceki caligmalarda farkli tarim atiklar1 farkli oranlarda karistirilarak
SSF ortaminda substrat olarak kullanilmis ve benzer sonuglar elde edilmistir (Uyar ve
Baysal 2004; Gangadharan ve ark. 2006; Chutmanop ve ark. 2008; Murthy ve ark.
2009; Tanyildiz1 ve ark. 2007).

Calismamizda kullandigimiz kurutulmus bitkisel atiklar1 blendirda 6giitiildiikten
sonra substratlar SSF besiyerinde kullanildi. Maksimum enzim {iretimi en biiyilik
partikiil (1500 pm) biyiikliigiindeki substratta (13987.9 U/mg) oldugu belirlendi (Sekil
4.10.).

Mikrobiyal biiyiime i¢in substrat parca biiyiikliigii olduk¢a onemlidir. Genel
olarak kiigiik substrat pargaciklari mikrobiyal biiylime i¢in genis bir yiizey alani saglar
ve bu nedenle arzu edilen bir faktor gibi diisiiniiliir. Bununla birlikte ¢ok kii¢lik substrat
pargaciklar1 substrat yi1gini olusturabilir bu gibi hallerde en ¢ok mikrobiyal solunum/
havalanmay1 engelleyen ve bu nedenle zayif hiicresel biiylime meydana getiren olay
goriiliir (Barrios-Gonzalez ve ark. 1993; Liu ve Tzeng 1999). Buna Kkarsin daha biiyiik
partikiiller kullanildiginda i¢ kisimdaki parcalar arasindaki alan arttigindan biiyiik

parcaciklar daha etkili solunum/havalanmay1 saglayabilir, ancak mikrobiyal biiyiime
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icin sinirlt bir alan olugmasina neden olur. Bu nedenle belirli bir SSF isleminde parca

biiyiikliigiinii belirlemek olduk¢a 6nemlidir (Graminha ve ark. 2008).

Genel olarak mikroorganizmalarin meydana getirdigi proteazlar dogada temel ve
kismen bir¢ok kiiltiir sartlarinda indiiklenirler. Mikroorganizmalarin irettigi
ekstraseliiler proteazlar ayni zamanda C/N oranindaki farklardan, glukoz gibi kolay
metabolize edilen sekerler ve metal iyonlar1 gibi ortam bilesenlerinden yogun sekilde
etkilenirler (Varela ve ark. 1996; Beg ve ark. 2003). Karbon ve azot kaynaklari
bakterilerin liremeleri lizerinde 6nemli etkiye sahiptir. Mikroorganizmalarin enzim
sentezi Kiltiir ortaminda bulunan farkli aminoasit ve azot kaynaklarmin bulunup

bulunmamasi ile iligkilidir.

Genelde birgok mikroorganizma hiicresel fonksiyonlarini saglamak, biyokiitle
formasyonu ve metabolit iiretimi i¢in bir karbon kaynagina ihtiya¢ duyarlar. Bakteriyel
tiirler proteaz {iretimi sirasinda karbon kaynagi tiiriine ve konsantrasyonuna gore farkl
tepkiler verirler. Ortama eklenen karbon kaynaklari mikroorganizmalarin
beslenebilmeleri, liremeleri ve enerji iiretebilmeleri i¢in gereksinim duyduklari en

biiyiik besin kaynagidir.

Yaptigimiz ¢alismada kullandigimiz mikroorganizmalarin kiiltiir edildigi SSF
ortamlarma farkli karbon kaynaklar1 ilave edilmistir. incelenen proteaz aktivite
degerlerinde galaktoz (13900.6 U/mg) bulunan ortamlarda proteaz iiretiminde artis
gozlenmistir. Benzer sonuglar 6nceki ¢alismalarda da mevcuttur (Naveena ve ark. 2005;
Mukherjee ve ark. 2009).

Kiiltiir ortamina eklenen karbon kaynaklarindan galaktoz disinda higbiri proteaz
iretiminde arttirict rol oynamamistir. SSF ortamina eklenen karbon kaynaklarindan

kontrole gore galaktoz %110 proteaz tiretimini artirmistir (Cizelge 4.1.).

Proteaz iiretimi ortamdaki azot ve karbon kaynaklarinin varligina siki bir sekilde
baglidir. Azot ve karbon kaynaklarinin her ikisi de enzim sentezi iizerinde regulator
etkiye sahiptir (Patel ve ark. 2005; Moon ve Parulekar 1991). Ortamdaki azot orani1 az
olunca bu oran enzim lretimi i¢in yetersiz gelmektedir. Bununla birlikte azot oranindaki

fazlalik enzim tiretiminde inhibisyona neden olabilir (Kole ve ark. 1988).

Yaptigimiz ¢alismada kullandigimiz mikroorganizmanin kiiltiir edildigi SSF

ortamlarina azot kaynaklar1 arasinda amonyum klorid %2105 ve et 6ziitii %111 proteaz
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aktivitesini kontrole gore arttirdig1 tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar ¢izelge 4.2°de

gosterilmistir.

Organik azot kaynaklarindan (amonyum Klorid ve et ekstrakti) bakteriyel
suslarda maksimum enzim {iretimi sagladigi yapilan bircok c¢alismada ifade
edilmektedir (Jin ve ark. 1990; Cheng ve ark.1995). Et 6ziitii ve amonyum klorid gibi
azot kaynaklarinin bulundugu SSF ortamlarinda enzim iiretiminin artmasi, bakterinin
besiyerindeki bu azot kaynaklarin1 kullanarak proteine doniistirdiigli fikrini
vermektedir. Uygun karbon ve azot kaynaklarinin veya diger besinlerin se¢imi etkili
ekonomik bir islemin gelistirilmesinde ¢ok dnemli bir faktdrdiir. Benzer sonuglar 6nceki
calismalarda da mevcuttur (Pandey ve ark. 2000; Linko ve ark. 1999; Chakraborty ve
ark. 1995)

Mukherjee ve ark. (2008) Bacillus subtilis’ ten proteaz aktivitesini en yiiksek et

ekstraktinda tespit ettiklerini raporlamislardir.

Misir kiispesinin substrat olarak kullanildigi ortama eklenen karbon (galaktoz)
ve azot kaynaklarinin (beef extract ve amonyum Kkhlorid) proteaz sentezini arttirmalari
bu maddelerin B.licheniformis ATCC 14580’ne besin teskil etmesi ve enzim tretimini
olumlu yonde etkilemesi seklinde aciklanabilir. Calismalarimizda tarimsal atiklarin
substrat olarak kullanilmasi ile azot ihtiyaci bu substratlardan kargilanmis olabilir.
Kiiltiir ortaminda karbon kaynaklar1 gibi tarim maddelerinin kullanimi enzim iiretim

maliyetini azaltmaktadir.

Masir kiispesinin kati substrat olarak kullanildigi SSF ortamlarina eklenen % 0.1
konsantrasyonundaki metal tuzlari bulunan ortamlarda kiiltiir edilen B.licheniformis
ATCC 14580°’nin tirettigi proteaz aktivite tayinlerinde MgSO4.7H,O (14884.8 U/mgQ)
iceren ortamdan elde edilen aktivite degerleri kontrole gore daha fazla ¢ikmistir. Metal
tuzlarin1 iceren ortamlardan CuSO, igeren ortamda proteaz iretimi baskilanmistir.
Yaptigimiz ¢alismaya benzer sekilde daha 6nce yapilan calismalarda kiiltiir ortaminda
eklenen cesitli tuzlarin enzim aktivitesini arttirdigi veya inhibe ettigine yonelik

caligmalar mevcuttur (Asgher ve ark 2007; Ramesh ve Lonsane 1989; Kumar 2003).

Metal tuzlarinin kullaniminin enzim turetimi tzerine O6nemli bir etkisinin
bulunmadiginin tespit edilmesi kullandigimiz bakterinin tuz ihtiyacini substrat olarak

kullanilan misir kiispesi ve ¢esme suyundan karsiladig: fikrini vermektedir. Bu yoniiyle
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B. licheniformis ATCC 14580 ile yapilacak enzim iiretim ¢alismalarinda tiretim maliyeti

azalabilir.

Thangam ve ark. (2002) alkalofilik Alcaligenes faecalis’ten saf olarak elde
edilen alkali proteazin aktivitesinin 2 mM CaCl, ve MgSQq ile arttig1, Cu?* ve Hg2+

iyonlari ise inhibisyona neden oldugunu raporlamislardir.

Rao ve ark. (2009) Bacillus circulans’tan alkalin proteaz {iretimini
gerceklestirmislerdir. Ca*?, Mg*? ve Mn*? gibi metal iyonlar enzim aktivitesini olumlu

etkilerken Cu*? nin olumsuz etkiledigini bildirmislerdir.

Calismamiza benzer sekilde daha Once yapilan c¢alismalarda da kiltiir
ortamlarina eklenen metal tuzlarinin (ZnSO4.7H,0, FeSO,.7H,0O, CaCl,) enzim
tiretimini inhibe ettigi rapor edilmistir (Kiran ve ark. 2005; Leveque ve ark. 2000).
Inhibisyon; ortamdaki katyonlar ile proteinlerle iliskili katyonlar arasindaki rekabetten

dolay1 enzim aktivitesinde azalmaya neden olmus olabilir.

Sonug¢ olarak, mikroorganizmalar kullanilarak SSF ortaminda enzim {iretme
caligmalar1 son yillarda giderek artmaya ve SmF’ye alternatif bir teknik haline gelmeye
baslamistir. Diinya genelinde artan tarimsal atiklarin tekrar kullanilmalar1 ekolojik ve
ekonomik olarak olduk¢a Onemlidir. Bu yilizden ¢aligmamiz sonucunda tarimsal
atiklarin sadece hayvan yemi vb. alanlarda kullanilamayacagini bunun yaninda
endiistriyel enzim iiretilebilecegini ve SSF tekniginin kullanimi ile bu atiklardan daha
fazla ekonomik yarar saglamanin da miimkiin olacagini géstermistir. Tarimsal atiklarin

kullanimi ile 6nemli ¢evre sorunlart da ¢oziime ulasilabilecegi diistintilmektedir.
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