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OZET

KATI FAZ FERMENTASYONU (KSF) TEKNIGI ile Bacillus subtilis ATCC 6051°DEN a-
AMILAZ URETIMI

YUKSEK LISANS TEZI

Yusuf ONEN
DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BIYOLOJi ANABILIM DALI

2011

En 6nemli enzim grubunu olusturan amilazlar, biyoteknolojide de biiyiik 6nem kazanmaktadir.
Amilazlar gida dahil ilag, deterjan, tekstil ve hayvan yemi gibi farkli endiistriyel kullanim
alanlarina sahiptir (Wang 2011).

Bu calismadaki amacimiz Kati Faz Fermentasyon yontemi ile Bacillus subtilis ATCC
6051°den a-amilaz {iretimi ile ilgili parametrelerin optimizasyonu ile ilgili ¢alismalar yapmaktir.
Enzim iiretimi i¢in en iyi inkiibasyon sicakligi, inkiibasyon siiresi ve pH’s1 belirlendi.edilmistir.
Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik ve pH sirasiyla 50 °C ve 6.5 olarak tespit
edilmistir. Enzim i¢in uygun inokiiliim (ekim) miktar1 % 30, baslangi¢ nem miktart % 20
olarak tespit edilmistir. Enzim {iretimi i¢in kullanilan substrat karisimlarindan en iyi aktivite
0.5g pamuk+4.5¢g piring kabugu karisimlarinda elde edilmistir. Enzim igin en iyi ekstraksiyon
medyumu c¢esme suyuolarak tespit edilmistir. Enzim {iretimi i¢in en iyi calkalama hizi 150
rpm’de tespit edildi. Farkli azot ve karbon kaynaklarinin enzim {iretimi iizerine etkisi incelendi.
Amonyum sulfat, amonyum nitrat, amonyum kloriir ve malt ekstraktin enzim tiretimini artirdigi,
ancak kazein, pepton ve triptonun iiretimi azalttig1 tespit edildi. Karbon kaynaklarindan ise
fruktozun enzim iiretimini artirmakla birlikte galaktoz ve laktozunda iiretimi % 55 civarinda
inhibe ettigi tespit edilmistir. Bazi metal tuzlarmm enzim {izerindeki etkisine bakildi.
MgS0O,.7H,0, CaCl,, FeSO,;.7H,O’nun enzim iiretimini artirdigi, ancak ZnSQO47H,0 ve
CuSQO,4.5H,0 nun tiretimi giiclii bir sekilde inhibe ettigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus subtilis, a-Amilaz, Piring kabugu, Biyoteknoloji, SSF
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ABSTRACT

a-AMYLASE PRODUCTION FROM Bacillus subtilis ATCC 6051 WITH SOLID STATE
FERMENTATION (SSF)

MSc THESIS
Yusuf ONEN
DEPARTMENT OF BIOLOGY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE
2011

Amylase are ona of the most important and great significance in the present industry of
biotechonology. Amylase have several different industrial applications including foods,

pharmacations, detergents, textile, and animal foods.

The main goal of the present study is to realize the optimization parameters of the a-

amylase obtained from Bacillus subtilis ATCC 6051 by solid phase fermentation method.

The best incubation temperature, inkiibation time and pH were determined. Op timum
enzyme activitiy. Enzyme showed optimum activity at 50 °C and ph 6.5. Amount of innoculum
and initial moisture content suitable for enzyme production were found to be 30 % and 20 %
respectively. The tap water was the best exraction medium. The best shaking speed for enzyme
production was determined as 150 rpm. The effect of nitrogen one carbon sources on the
enzyme production was examined. Ammonium sulfate, ammonium nitrate, ammonium chloride
and malt extract were increased the production of enzyme, but cazein,pepton and tripton were
reduced the enzyme production. Fruktose as a carbon sources was enhanced the enzyme
inhibited the enzyme production by 55 %. The effect of metal ions on enzyme production was
also examined. It was observed that MgS0O,.7H,0, CaCl, and FeSO,.7H,O were caused on
increase in the enzyme production but ZnSO,.7H,0 and CuSQO,4.5H,0 were strongly inhibited

the enzyme production.

Keys words: Bacillus subtilis, a-Amylase, Wheat Bran, Biotechonology, SSF
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Yusuf ONEN

1. GIRIS

Enzimler, biyolojik sistemlerin  reaksiyon katalizorleridirler; biyokimyasal
olaylarin viicutta yasam ile uyumlu bir sekilde gerg¢eklesmesini saglayan bazi katalitik
RNA molekiillerinin kiigiik bir grubu hari¢ genellikle protein yapisinda olan kimyasal
molekiillerdir. Hiicrelerde ¢ok Onemli metabolik gorevleri olan enzimler g¢esitli
amaglarla kullanilmak {izere giinliik ve ekonomik hayata girmistir (Kiran ve ark. 2006).
Enzimler mikrobiyal kaynaklar aracilifiyla insan gereksinimleri icin elde edilen en
onemli Urlinler arasinda yer almaktadir. Endistriyel, gevresel ve gida biyoteknolojisi
gibi bir ¢ok Onemli alanlarda enzimler Kkullanilimaktadir (Pandey ve ark. 1999).
Enzimlerin kiiresel pazardaki payr 2004 yilinda yaklasik 2 milyar dolara ulasmistir.
Yillik bliylime oranin ortalama % 3.3 olmasi tahmin edilmektedir (Sivaramakrishnan ve
ark. 2006). Enzim piyasasindaki bu hizli artisin devam edecegi ve 2015 yilinda 4 milyar
dolart bulacagi tahmin edilmektedir (http://www.enzim teknolojisi.com.). Amilazlar,
1izomerazlar, pektinazlar ve selliilazlari iceren karbohidrazlarin enzim piyasasina katilim
payt yaklasik % 40’tir. Gida ve icecek sektorlerinde karbohidraz iirtinlerinin % 90’1

kullanilmaktadir (Sivaramakrishnan ve ark. 2006).

Ticari olarak kullanilan enzimlerin % 59’unu proteazlar, % 28’ini
karbohidrazlar, % 3’tni lipazlar ve % 10’unu ise diger enzimler olusturmaktadir.
Karbohidrazlar grubuna giren a-amilaz tiretimi % 13 ile 6nemli bir yer tutmaktadir

(Wiseman 1987, Kiran ve ark. 2006).

1.1. a-Amilaz

Nisastanin hidrolizinde merkezi bir rol lstlenen amilazlar; nisastanin glikoz,
maltoz, maltotrioz, oligosakkarit (alfa-limit dekstrin) ve alfa 1-6 glikozidik baglart gibi
tirlinlere pargalanmasini saglayan bilyilk 6neme sahip hidrolitik enzimlerdir (Gubta ve
ark. 2003, Taniguchi ve Honnda 2009). a-Amilazlar diiz amiloz molekiilii ve dallanmis
amilopektin molekiiliindeki a-1,4 glikozidik baglarim1 pargalayan ekstraseliiler

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

Amilazlarin kesfedilmesi ilk defa 1811°de Kirchoff’un nisastayr pargalayan
enzimi bulmasi ve bunu izleyen ¢alismalarda sindirim amilazlari ve malt amilazlarinin

bulunmasiyla siirdiiriilmiistiir (Pandey ve ark. 2000). Daha sonra 1930 yilinda Ohlsson


http://www.enzim/
http://www.hammaddeler.com/index.php?option=com_content&view=article&id=210&Itemid=172
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enzim reaksiyonu sonucu meydana gelen sekerlerin anomerik formlarina gore a ve p-
amilazlar seklinde malt i¢indeki nisastay1 par¢alayan enzimleri siniflandirmistir (Gupta
ve ark. 2003, Pandey ve ark. 2000). Amilazlar nisastadaki mevcut glikozidik baglarini
par¢alama durumuna gore endoamilazlar ve ekzoamilazlar olmak iizere iki gruba ayrilir.
Endoamilaz (i¢ taraftan etkiyen) grubunda yer alan a-amilaz (E.C 3.2.1.1; a-1,4 glukan,
glukanhidroksilaz) en ¢ok kullanilan bir hidrolaz olup nisastanin linear zincirini
olusturan amiloz zinciri i¢indeki komsu 1,4-a-D-glukosidik baglarini rastgele yerlerden
kirar (Pandey 1999, Taniguchi ve Honda 2009). Ekzoamilaz (dis taraftan etkiyen)
grubunda yer alan p-amilaz (E.C 3.2.1.2; a-1,4 glukanmalthidrolaz) nisastanin indirgen
olmayan ucundan baslayarak glikozoidik baglar1 pargalar. a-Amilazin aksine, y-amilaz
(E.C 3.2.1.3) gibi birgok glukoamilaz a-1,4 baglarindan daha yavas sekilde amilopektin
dallanma noktasindaki a-1,6 glikozidik baglarin1 da hidroliz ederler (Pandey 1999,
Sivaramakrishnan ve ark. 2006, Taniguchi ve Honda 2009).

Nigasta islenmesi icin kullanilan enzimlerin global piyasadaki degeri yaklagik
olarak 156 milyon dolardir ve sivilagtirma isleminde kullanilan enzimlerin maliyeti
toplam maliyetin % 24’{inii olusturmaktadir. Diinya pazarindaki a-amilazlarin yillik
satis degerinin 11 milyon Amerikan dolar1 oldugu tahmin edilmektedir. Bacillus
licheniformis ve Aspergillus sp.’den a-amilazlarin diinya genelindeki yillik saf enzim
protein tiretimi yaklagik 300 tondur (Sivaramakrishnan ve ark. 2006). Amilazlar bitkiler,
hayvanlar ve mikroorganizmalar dahil birgok kaynaktan elde edilmelerine karsin,
endiistriyel amilazlar genellikle mikroorganizmalardan saglanmaktadir. (Pandey ve ark.
2000, Gupta ve ark. 2003, Shaifei ve ark. 2010). Bunun nedeni, mikroorganizma
kaynakli enzimlerin Katalitik aktivitelerinin yiiksek olmasi, istenmeyen yan iriin
olusturmamalari, daha stabil ve daha ucuz olmalari, biiyiik boyutlarda ve yiiksek saflikta
elde edilmeleri, mevsimsel ve potansiyel kisitlamalara bagli kalmayislari, daha az
zaman gerektirmesi gibi bircok avantaja sahip olmasidir (Wiseman 1987, Horikoshi
1999, Kiran ve ark. 2006). Bu mikroorganizmalar segilirken enzim iretimlerinin
yaninda ayni zamanda toksik ve patojen olmamasina da dikkat edilmelidir. Bugiin
endiistride kullanilan bir¢ok enzim mikrobiyal koékenli oldugu i¢in, endiistriyel
enzimlerin kullaniminda, mikroorganizma kullanimi artmistir (Kiran ve ark. 2006).
Bacillus cinsine ait bakteriler, Bacillus licheniformis, Bacillus coagulans, Bacillus

stearothermophilus, Bacillus caldolyticus, Bacillus brevis, Bacillus acidocaldarius ve
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Bacillus thermoamyloligefaciens termostabil a-amilazlarin ticari liretimleri i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadirlar (Sivaramakrishnan ve ark. 2006, Couto ve ark. 2006,
Vazquez ark. 2009).

Eger enzimler uygun sekilde hazirlanirsa, mikrobiyal amilazlardan farmakoloji
ve saf-kimyasal endiistrilerinde yararlanilabilir. Biyoteknolojide yeni ufuklarin ortaya
cikmasiyla beraber amilaz uygulamalart nisastanin sekerlestirilmesi kadar, kliniksel,
tibbi ve analitik kimya alanlarinda, tekstil, kagit, gida, bira yapimi ve saflastirma
enddistrileri gibi diger birgok alanda da artmistir (Crabb ve ark. 1997, Pandey ve ark.
2000, Gouda ve Elbahloul 2008). Yeni 6zelliklere sahip amilolitik enzimleri kesfetmek
icin biyoteknolojide yeni metotlara ihtiya¢ vardir. Termostabil (Kunamneni ve ark.,
2005), nisastayr dogal olarak hidroliz eden (Wijbenga ve ark. 1991), halotolerant
(Chessa ve ark., 1999) ve alkalin amilazlardan birgogu endiistriyel uygulamalarda aktif
olduklarindan bu enzimlere olan ilgi fazladir (Pandey ve ark. 2000, Gouda ve Elbahloul
2008, Shaifei ve ark. 2010).

Sekil 1.1 a-amilazlarim yap1 organizasyonlari. A bolgesi yesil, B bolgesi morumsu ve C bolgesi
ise turkuaz renkleri ile belirtilmistir. Kirmiz1 olan kiireler kalsiyum ve turuncu olan kiireler sodyum
iyonlarin1 gostermektedir. (A) Bacillus licheniformis a-amilaz (PDB:1BLI). Aktif merkezde bulunan
Asp231, Glu261 ve Asp328 amino asitleri kirmizi renkte goriilmektedir. Sar1 renkte gosterilen belge
lobun B7°den a7’ye kadar olan baglanmasini ifade eder. (B) Bacillus subtilis a-amilaz (PDB:1BAG). Sar1
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ile gosterilen yerler aktif bolgelere baglanan maltopentoz’u gostermektedir. (C) Alteromona haloplanctis
a-amilaz (PDB: 1AQH). Sari yerler dort tane disiilfid baglarim ve klorid iyonunu gostermektedir. (D)
Pseudomonas stutzeri’den elde edilmis maltotetroz formundaki o-amylase (PDB:1JDC aktif bolgesine
baglanmis maltotetroz). Bu sekiller Molscript ve Raster 3D programlari ile hazirlanmigtir
(http://www.avatar.se/molscript/; Nielsen ve ark. 2000;  http://www.bmsc.washington.edu/raster3d/)

Anmilazlarin etki bolgelerinin gosterimi.

1.2. Nisasta

Nisasta amiloz (baslica a-1,4 baglar1 iceren D-glukoz {initeleri) ve amilopektin
(hem o-1,4 hem de a-1,6 D-glukoz iiniteleri baglanmalarini igeren) olmak tizere baslica
iki bilesenden olusur. En ¢ok bulunan polisakkaritlerden biri olan nisasta bitkiler
tarafindan tretilir ve yliksek molekiiler agirliga sahip amiloz (%15-25) ve amilopektin
(%75-85)’den meydana gelirler. Yiiksek derecede amiloz igeren nisastalar diisiik
ortalamada polimerizasyona sahiptirler (Muralikrishna ve Nimala 2005). Amiloz linear
zincirdeki glukoz tinitelerinin alfa oryantasyonu ile C-1 ve C-4 baglanmasindan
meydana gelir. Zincir ucu indirgen ug olarak adlandirilan serbest bir C-hidroksil grubu
icerir. Amilopektin her 17-26 glukoz unitesi arasinda bir noktadan a-1,4 ve a-1,6
dallanmalarini iceren dalli yapida bir polimerdir. Dogadaki en biiylik molekiillerden
biridir ve >10° molekiiler agirhga sahip olabilir (Pandey ve ark. 2005). Nisasta
bitkilerde depo polisakkaritleri seklinde bulunan ¢ok verimli bir bilesiktir ve etanol,
aminoasitler, organik asitler ve diger bilesiklerin {iretimi i¢in fermantasyon

endiistrilerinde ucuz bir kaynak olarak kullanilmaktadr.


http://www.avatar.se/molscript/
http://www.bmsc.washington.edu/raster3d/
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Sekil 1.3. Amilopektinin kimyasal sekli (Kalaycioglu ve ark. 2000)

Diinya genelinde yillik olarak milyonlarca ton nisasta meydana gelmektedir ve
bu nisasta, glukoz, fruktoz suruplari, glukoz kristalleri, siklodekstrinler,
maltodekstrinler, dekstrinler ve modifiye nisasta gibi iriinlere donistiirilmektedir.
Teknolojik ilerlemeler ile nisasta endiistrisinde enzimlerin kullanilmasindaki artig

ozellikle gida ve icecek endiistrilerinde biiyiik miktarlarda fruktoz suruplarinin glukoz
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icerigini arttirma amaciyla kullanilan doniisiim metotlarin1 daha ucuz hale getirmistir

(Pandey ve ark. 2004).
1.3. Nisastay1 Parcalayan Enzimler

Mikroorganizmalar nisastayr parcalayan degisik enzimler iretirler. Bunlar
endoamilazlar [a-1,4 glukan-glukanohidrolaz; EC. 3.2.1.1]; eksoamilazlar [B-amilaz
(EC.3.2.1.2), glukoamilaz (a-1,4-D-glukanhidrolaz), a-galaktosidaz (EC.3.2.1.20),
siklodekstrin glikosil-transferaz (2.4.1.19), maltogenik a-amilaz (EC. 3.2.1.133),
maltooligosakkarit amilaz ve maltoheksoz amilaz (EC.3.2.1.98)]’dir. Dalli yap1
gostermeyen enzimler ozellikle a-1,6 baglarini hidroliz ederler. Izoamilaz (EC.
3.2.1.168), pullulanaz (EC. 3.2.1.41) ve amilopullulanaz amilopektin dallarindaki a-1,6
glikozidik baglarini kirarlar (Pandey ve ark. 2005).

@ﬁ\
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Sekil 1.4. Amilolitik enzimlerin nisastayr hidroliz sekilleri olusturduklar

urtinler



Yusuf ONEN

1.4. Kat1 Faz Fermantasyon (Solid State Fermentation; SSF)

Kati faz (substrat) fermantasyonu (SSF) genel olarak suyun olmadigi veya az
oldugu ortamda kati (nemli) metaryal iizerinde mikroorganizmalarin gelisimi olarak
tamimlanir. (Pandey ve ark. 2000, Singhania ve ark. 2009, Hashemi ve ark. 2010).
Tehlikeli bilesiklerin biyolojik olarak islenmesi ve ayristirilmasi, tarim endiistrisi
atiklarinin biyolojik detoksifikasyonu, ekin ve ekin yan iiriinlerinin besinsel degerinin
arttirtlmasi i¢in biyotransformasyon gibi islemler ve antibiyotikler, alkaloidler, bitki
biiyiime faktorleri, enzimler (amilaz, proteaz, ksilanaz, galaktosidaz pullulanaz vb.),
organik asitler, mikopestisitler ve biyoherbisidleri igeren  biyopestisitler,
biyosurfaktantlar, biyoyakitlar, aramo bilesikleri vd. gibi biyolojik olarak aktif sekonder
metabolitlerin {iretimini kapsayan biyolojik uygulamalardaki ilerlemeler ile SSF
alaninda siirekli bir gelisim goriilmektedir (Pandey ve ark. 2004, Singhania ve ark.
2009). Enzim {iretimi geleneksel olarak  SmF (Submerged Fermentation) ile
yapilmaktadir. Ancak daha sonra Solid State Fermentation (SSF)’un bulunmasi ile
birgok arastirmaci enzim tretimi i¢in SSF’i kullanmaya baslamistir. Pandey ve ark.,
(2001) enzim tretim islemlerinde, SSF’in SmF’ye gore olusan {irliniin daha fazla olmasi
ve daha ekonomik olmasi yoniinden SSF’i kullanmiglardir. Ayrica SSF’in SmF’e gore
daha fazla kullanilmasi sadece bu avantajlara bagli olmayip ayni zamanda SmF’ye
uygun olmayan endiistriyel atiklarin SSF’te kullanilmasi ve SmF’de ciddi problem
olusturan katabolik represyon ve proteazlar tarafindan proteinlerin yikimi ¢ogunlukla
SSF’te az oranda veya hi¢ meydana gelmediginden kullanim alan1 SmF’ye gore gittikge

artmaktadir (Kar ve ark. 2010).

Bugiin ¢evremiz biiyiik bir degisim igerisindedir ve teknolojik gelismelerdeki
stireklilik bu yarista katalizér rol oynamaktadir. SSF simdilik laboratuar boyutunda
olmasina ragmen yliksek fermantasyon verimliligi, yiiksek iirlin konsantrasyonu, yliksek
iirlin stabilitesi, diisiik katabolik represyon, daha az sterilite ve su aktivitesi gerektirmesi
acisindan birgok biyoteknolojik avantaja sahip goriinmektedir (Xu ve ark. 2008, Serin
2009, Singhania ve ark. 2009). SSF’te substrat kaynag1 olarak bugday kepegi, piring
kabugu, bugday unu, piring unu, misir unu, mercimek kabugu, arpa sapi, nohut unu,
muz kabugu, soya kabugu, bugday samani, dar1 kepegi, asma tozu, fisttk unu elma
piiresi, seker kamisi, cay kabugu, manyok kokii gibi ekonomik degeri olmayan

tarimsal sanayi artiklari kullanilir. Bu substratlarin yaninda karbon ve azot kaynaklarina
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da gereksinim duyulur (Pandey ve ark. 2008, Singhania ve ark. 2009). SSF’te a-amilaz
iretiminde daha ¢ok Bacillus subtilis, Bacillus polymyxa, Bacillus mesentericus,
Bacillus vulgarus, Bacillus coagulans, Bacillus megaterium ve Bacillus licheniformis

gibi mikroorganizmalar kullanilmaktadir (Sivaramakrishnan ve ark. 2006).
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Genel Bilgiler

Hiicrelerde olduk¢a 6nemli metabolik goérevleri olan enzimler, biyokimyasal
reaksiyonlar1 kataliz eden genellikle protein yapisindaki molekiillerdir ve g¢esitli
amaglarla kullanilmak iizere gilindelik ve ekonomik hayata girmistir (Kiran 2006).
Enzim teknolojisinin giderek gelismesi iiriinlerin kullanim alanlarinin ¢esitliligi ve
ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin endiistriyel enzimler
ile ilgili alaninda yapilan gesitli arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir. Ozellikle son
yillarda stratejik alan seklinde degerlendirilen rekombinant DNA teknolojisinden
yararlanilarak enzim iretimi biiyilk boyutlara ulagmis ve kullanimi giderek

yayginlasmigtir (Pandey ve ark. 2005).

Giiniimiizde enzimler bira yapiminda, meyve sularinin berraklastirilmasinda, siit
tirtinlerinin iiretiminde, maltoz ve fruktoz suruplarin {iretiminde, firmcilikta kaliteli
tirinlerin elde edilmesinde, nisastanin sekerlemesinde, etlerin isletilmesinde, tekstilde,
deterjan sanayisinde protein ve yag lekelerinin uzaklastirilmasinda, kagit sanayisinde
seliiloz iiretiminde, deri ve dokuma ipliklerinin islenmesinde, sekonder metabolitlerin
uretiminde, kliniksel, tibbi ve analitik kimya gibi bircok uygulama alanlarinda
yararlanilmaktadir (Pandey ve ark. 2005, Kiran 2006, Saha ve Jordan 2009). Bazi
enzimlerin kullanim alanlar1 ve elde edildikleri mikroorganizmalar Cizelge 2.1.’de

gosterilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Cizelge 2.1. Bazi enzimlerin kullanim alanlar1 ve elde edildikleri mikroorganizmalar (Pandey ve ark.

2005, Saha ve Jordan 2009).

Atiklarin degerlendirilmesi.

ENZIM KULLANIM ALANI MIKROORGANIZ
MA
a-Amilaz Maltoz ve dekstrinin yikilmas, *Bacillus subtilis
Leke ¢ikarict, *Aspergillus oryzae
Unun zenginlestirilmesi, *Bacillus
Glikoz surubu, amyloliquefacies
Hag1l s6kme. *Bacillus
licheniformis
B-glukanaz B-glukanin  pargalanmasi yoluyla biranin | *Aspergillus oryzae
berraklagtirilmasi, ekmekgilikte kullanilir. *Bacillus subtilis
Katalaz Iceceklerin bozulmasini &nlemek igin. *Aspergillus niger
Seliilaz Deterjan katki maddesi, *Penicillum spp.

Glikoz izomeraz

Glikoz, Fruktoz doniisiimii.

*Aspergillus spp.
*Streptomycetes spp

Glikoz oksidaz

Biyosensor, igecek, yumurta, sarap, meyve
suyu

*Aspergillus niger
*Penicillium
amagasakiense

Laktaz Laktoz: Glukoz+Galaktoz (Peynir alt1 suyu) *Kluyveromyces

lactis

Lipaz Deterjan katki maddesi, *Aspergillus oryzae
Yaglarin parcalanmas,

Peynir Endiistrisi.
Kitinaz Antibiyotik tiretimi. *Trichoderma
harzianum
*Streptomyces sp.

Proteaz Deterjan katki maddesi, *Bacillus subtilis
Deri Endiistrisi, et ekstraksiyonu,

Sindirime yardimci.

Seliilaz Meyve sularinin berraklagtirilmasinda, | *Trichoderma reesei
biyodizel uygulamalarinda atiklarin | *Penicillium
degerlendirilmesinde, tekstil, deterjan, hayvan | purpurogenum
yemi {iretiminde. *Clostridium

thermocellum

Lakkaz Oksitleme, kozmetik, bazt su aritma | *Coriolus versicolor
sistemlerinde ~ temizleme  ajan1  olarak
kullanimi, anti kanser ilaglarin iiretiminde,
tekstilde, detoksifikasyon, lignin iglenmesinde,

Pektinaz Meyve suyu ekstraksiyonu *Erwinia spp.
Sarap ve meyve suyu
berraklastirilmasi

B-amilaz Maltoz surubu, ekmekgilikte, iceceklerde. *Bacillus polymyxa

Renin Peynir endiistrisi. *Kluyveromyces

lactis, *Mucor spp.

B-galaktosidaz

Siit tiriinlerinin islenmesinde, yiyecekler

*Aspergillus
*Kluyveromyces
fragilis *Candida
pseudotropicalis

niger

Ksilanaz

sularmin
tretiminde,

Kagt yapiminda,
berraklastirilmasinda,
deterjan, tekstil gibi.

meyve
biyomas

*Trichoderma sp.
*Aspergillus sp.

Amilazlar nisastaya dayali tiim endiistriyel alanlarda kullanilan en 6nemli

hidrolitik enzimler olup a-amilazlarin ticari olarak kullanimi ¢ok eskiye dayanmaktadir,
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ilk defa 1984’te sindirim rahatsizliklarinin tedavisi i¢in yardimci bir ilag olarak piyasa
striilmiistiirler. Amilazlar diinya enzim piyasasinin biiyiilk bir kismini1 olustururlar.
Giliniimiizde amilazlarin gida, tekstil, deterjan, kagit, farmakoloji, klinik ve kimya gibi
endiistriyel alanlarda 6nemli kullanim alanlar1 bulunmaktadir (Gupta ve ark., 2003). a-
Amilazlar ekonomik uygulamalardaki kullanimlarinda jelatinlesme (100-110 °C) ve
stvilagsma (80-90 °C) gibi islemlerde ve yiiksek sicakliklarda aktif olmalidirlar. (Sindhu
ve ark. 1997). Bu nedenle yiiksek termofilik ve termostabil o-amilazlara talep
artmaktadir. Termostabil enzimlerin bulunmasi1 beraberinde endiistriyel uygulamalar
i¢cin yeni olanaklarin bir kismini ortaya ¢ikarmistir (Haki ve Rakshit, 2003). Nisasta
endiistrisinde yaygin olarak kullanilan termostabil enzimler amilazlardir (Crabb ve
Mitchinson 1997). Termofilik organizmalardan elde edilen termostabil enzimler dogal
stabilitelerinden dolay1 ticari uygulamalarin 6nemli bir kismini olustururlar (Poonam ve

ark. 1995).

Endiistriyel uygulamalarda nisastanin  hidroliz  edilmesinde kullanilan
yontemlerden asit hidrolizi yerine enzimatik hidrolizin tercih edilmesinin nedeni;
reaksiyon spesifikligi saglamasi, meydana gelen {riinlerin kararli olmasi, diisiik enerji

ihtiyaci ve notralizasyon basamaklarinda avantajlar saglamasindan dolayidir (Gupta ve
ark. 2003).

2.2. a-Amilazlar’in Endiistrideki Kullanim Alanlari

2.2.1. Ekmekgilikte ve icecek Endiistrisinde a-amilazin Kullanimi

Pisirme endiistrisinde yiiksek kalite triinleri meydana getirmek igin yiiz-
binlerce yildir bu enzimler kullanilmaktadir. Yaklasik on yildir unlu gidalarda
mikrobiyal a-amilazlar yaygin bir sekilde kulanim alan1 bulmustur (Si 1999). Un igine
eksojen fungal a-amilazlarin eklenmesi ile elde edilen yiiksek aktiviteler bugiinkii
modern yasamda ve siirdiiriilen firmmlama uygulamalarinda yaygindir. a-amilazin un
icine eklenmesi sadece fermentasyon oranini arttirmaz ve hamur viskozitesini azaltmaz
(tirtinlerin yap1 ve yogunlugunun artmasiyla sonuglanir) ayn1 zamanda ekmegin tadinda,
daha iyi kabarmasinda, dis kabuk renginde ve kizarma kalitesinde artisa neden olan
hamur i¢inde fazladan seker olusumunu saglamasidir (Gupta ve ark. 2003, Steinbiichel
ve ark. 2005). Endiistride a-amilazin son kullanim alanlarindan biri de unlu mamiillerin

bayatlanmasini geciktirerek tirtinlerin raf dmriinii uzatmasidir. Geleneksel olarak ekmek
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iiriinlerinin bayatlamasini1 engellemek, tat ve yapi1 kalitesini arttirmak i¢in ¢esitli katki
maddeleri kullanilmaktadir. Son zamanlardaki arastirmalar 6rnegin o-amilaz, dallanma
enzimleri ve dallanma yapmayan enzimler, maltogenik amilazlar, B-amilazlar,
amiloglukosidazlarin, bayatlamay1 engelleyen ajanlar gibi bu enzimlerin kullanimlar

tizerine yogunlasmistir (Gupta ve ark. 2003).
2.2.2. o-Amilazin Nisastanin Sivilastirilmasinda ve Sekerlemede Kullanimi

Piyasada bulunan bir¢ok {iriin i¢in kullanilan oa-amilazlar nisastayr glukoz,
fruktoz ve maltoza doniistiiriilmesini saglarlar. Nisastay1 sivilastirmada yiiksek oranda
termostabil a-amilazlar kullanilirlar (Gupta ve ark. 2003, Aiyer 2005). a-Amilazlarin en
onemli pazar, glukoz ve fruktozdur. Nisasta yiikksek fruktoz suruplarina
dontistiiriilmektedir. Bunlarin yiiksek tatlandirici 6zelliklerinden dolayi alkolsiiz igecek
endiistrisinde fazla miktarlarda kullanilmaktadirlar. Ayrica alkol fermentasyonu igin
nisastanin sivilastirilmasi ve sekerlesmesi i¢in yiiksek sicakliklarda aktif bir termostabil
a-amilaz kullanimma gereksinim duyulmaktadir. Meyve suyu endiistrisinde de,
ozellikle elma ve armut meyve sularmin berraklagtirilmasinda kullanilmaktadir.
Meyveler tam olgunlagmadan toplandiginda meyvede bulunan nisastadan dolay1 meyve
suyunda bulaniklik olusmaktadir. Bu sorun, ortama o-amilaz ilave edilerek
¢oziilmektedir. (Eksi 1988, Gupta ve ark. 2003, Pandey ve ark. 2005).

Ayrica maltotetroz, gidalardaki nem oranini koruma ve yap1 6zelligini arttirma
amaciyla gida katki maddeleri gibi kullanilmaktadir. Bacillus licheniformis mezofilik
bir bakteri olmasina ragmen bu bakteriden elde edilen a- amilaz termostabil 6zelliktedir.
Bu enzim nisastayr hidroliz ederek dekstrinleri meydana getirir daha sonra
glukoamilazlarin etkisiyle dekstrinler glukozlara doniisiir bu islem alkol, seker ve
biracilik endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Reddy ve ark. 2003).
Giinlimiizde; proteaz, lipaz, ksilanaz, pullulanaz, pentosenaz, selliilaz, oksidaz gibi pek
cok enzim preparasyonlart bu sektorde kullanilmakta ancak higbirisi a-amilazlarin

yerini alamamaktadir (Gupta ve ark. 2003).

2.2.3. a-Amilazin Tekstil Endiistrisinde Kullanimi

Tekstil endiistrisinde dokuma sirasinda ipliklerin saglam ve diizgiin olmas1 ve
kopmamasi i¢in iplikler, nisasta igeren bir ¢ozelti ile muamele edilmektedir. Dokuma

kumaslarinin modern olarak tiiretiminde kullanilan nisasta, hasillama islemi igin
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kullanilir (Tarakgioglu 1979). Ipligin saglam ve diizgiin olmasmi saglamak ve
kirilmasint 6nlemek amaci ile sonradan uzaklastirilmasi kolay ipliklerin arasina
koruyucu bir tabaka uygulanir. Bu sekilde nisastanin kolayca uzaklastirilmasi saglanir.
Bu isleme hasillama denir. Hasillama dokuma esnasinda tekstile herhangi bir zarar
vermeden aksine direng kazandirir. Nisastanin giderilmesi ise genellikle a-amilaz
uygulamas: ile suda ¢oziilebilen dekstrinlere pargalanarak uzaklastirilmasi
gerceklestirilir (Gupta ve ark. 2003, Kiran 2006).

2.2.4. o-Amilazin Kagit Endiistrisinde Kullanimi

Kagit kaplama amaciyla kagidin nisasta ile muamele olmasi gerekir. Kagidin
nisasta ile kaplanmasi, kagidi islem sirasinda mekaniksel etkilere karsi korumakla
kalmayip ayni zamanda kagidin sertligi, direnci ve kalitesinin de artmasi saglanmis olur.
Tutkal kagidin sertligini ve direncini arttirir. Nisasta kagidin yapim islemi sonunda iyi
bir tutkal ajanidir. Dogal nisastanin viskozitesi kagit islemleri igin ¢ok yiiksektir
Nisastanin istenilen yogunluga ulasmasi, amilaz enzimi kullanilarak nisastanin belirli
diizeyde hidrolizasyonu sonucu elde edilir Kagitla muamele edilen dogal nisastanin
viskozitesi yiiksek oldugu i¢in fazla olan nisasta o-amilaz kullanilarak uzaklastirilir

(Gupta ve ark. 2003).

2.2.5. a-Amilazin Deterjan Endiistrisinde Kullanim

Enzimler su anda modern kompakt deterjanlarin en Onemli bilesenlerinden
biridir. Deterjanlardaki enzim uygulamalarinin en 6nemli avantaji daha 1liml kosullarda
is gormeleridir. Basta nisasta olmak {izere bir ¢ok kirliligin uzaklastirilmasinda
kullanilan deterjanlarda o-amilaz katki maddesi olarak kullaniimaktadir. Giiniimiizde
piyasadaki sivi deterjanlarin yaklasik % 90’inda amilaz enzimi mevcuttur. Enzimsiz
olarak kullanilan deterjanlar camasir ve bulasik makinelerine ¢ok sert olmalar
nedeniyle zarar veriyorlardi. Ancak gilinlimiizde artik amilaz enziminin kullanilmaya
baglanmasi ile bu sorun ¢oziilebilmektedir. Ayrica deterjanlara ilave edilen enzimlerin
en biiylik avantaji normal deterjanlara gére daha iyi temizleme saglamasi ve ortam

kosullarin1 yumusatmasidir (Gupta ve ark. 2003, Aygan 2008).

Son zamanlarda Novozymes ve Genencore International gibi iki 6nemli deterjan

firmasindaki bilim adamlar1 protein miihendisligini alaninda amilazlarin agartici
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stabilitelerini arttirmak i¢in ¢alismiglardir. Onlar ayni zamanda oksidasyona duyarli
amino asitleri diger aminoasitler ile yer degistirmislerdir. Bacillus licheniformis
amilazinda 197. pozisyonda bulunan methionin amino asidi ile leusin’ in yer
degistirmesiyle oksidatif bilesiklere kars1 daha direncgli olan bir amilaz elde edilmistir

(Gupta ve ark. 2003).

Ayrica tiiketiciler arasindaki egilim ¢amasir ve bulasik yikama iglemlerinde daha
soguk sicakliklarin kullanilmasidir. Yiiksek sicakliklarda, porselen ve giysilerden
nigastanin uzaklastirilmasi ¢ok problemli olmaktadir. Uygun sicakliklarda ve alkalin pH
ta a-amilazlarin deterjan ile optimum is gérmesi bu problemi ¢oziilebilmektedir (Gupta

ve ark. 2003).

2.2.6. a-Amilazin Saghk Alaninda Kullanim

Biyoteknolojide yeni ufuklarin ortaya ¢ikmasi ile amilaz uygulamalarinin
kullanimi klinik, tip ve analitik kimya gibi diger alanlarin bir¢cogunda artmistir. Ayrica
spesifik maltooligosakkaritler dogada benzersiz olmalar1 ve 6zgilin 6zelliklerinden
dolay1 gida, eczacilik ve yararli kimyasallarin elde edildigi endiistrilerde potansiyel
olarak genis kullanim alanina sahiptirler. Maltopentoz bobrek yetersizligi bulunan
hastalarda ve kaloriden yoksun olma durumunda besleyici gida olarak kullanilmaktadir

(Gupta ve ark. 2003).

2.3. SSF’in Tarihi Gelisimi

SSF’in ayrintili bilimsel ve gelisimsel tarihi zaman zaman bazi arastirmacilar
tarafindan tekrar incelenmistir. Acikcast gida fermantasyonu ve enzimlerin iiretimi
SSF’in ilk ortaya ¢iktig1 yerlerde gergeklestirilmistir. 18. yiizyil boyunca ilk defa SSF
elma ezmesinden sirke iretimi igin kullanildi. Bu donemde ayni zamanda gallik asit
kullanimiyla deri tabaklama islemi yapildi. Eski zamanlarda kullanilan tiim
fermentasyon metotlar1 kat1 faz fermentasyon teknolojisi prensiplerine dayali olarak
yapilmig, 1940’ta penisilinin ¢ok Onemli olmasindan dolayi1 SmF  (Submerged
Fermantation) yontemi ile bu bilesigin {iretilmesi bati iilkelerinde SSF’in ihmal
edilmesine neden olmustur. Ancak 1950-1960 yillar1 arasinda mantar kiiltiirlerinin

kullanilmasiyla steroid transformasyonu gerceklestirilmis ve SSF kullanimiyla kanserde
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Oonemli bir etkiye sahip mikotoksinlerin iiretilmesi saglanmis, boylece azda olsa SSF ile
ilgili kiigiik ¢apta arastirmalar devam etmistir. 19. ylizyilin sonlarinda SSF islemleri
kullanilarak kati atik 1slahi ve tiiketiminin gelistirildigi goériildii. 1960-1970 yillart
arasinda tarim endiistrisi atiklarinin kullanilmas1 SSF’te biiyiikbas hayvan yemlerinin
protein igerigini artirma ¢aligmalarindaki ilerlemeler diger bir kilometre tagt olmustur.
Boylece bazi alanlarda kirleticiler gibi dikkate alinan diisiik maliyetli bu atiklarin katki
degerlerini arttirmak icin essiz bir yontem ortaya ¢ikmustir. 20. yiizyilin baglangicinda
ise SSF’te mikroorganizmlarin kullanilmasiyla enzimler ve organik asitler gibi primer

metabolitlerin tiretimine ilk defa tanik olundu (Singhania ve ark. 2009).
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Cizelge 2.2 SSF’in tarihi gelisiminin kisaca 6zeti (Singhania 2009).

M.0O 2000

Misirhilar tarafindan ekmek yapimi

H.z Isa'min dogumundan 6nce
Asya’da

Peynir  yapim1  igin  Penicillium  roquefortiii’den
yararlanilmistir.

M.S 2500 Balik fermantasyonu/seker, nisasta ve tuzlar ile koruma

M.S 2500 Koji iglemi

7. yiizyil koji uygulamasinin Cin’den Japonya ya geg¢mesi

18. ylizy1l Meyve ezmesisinden sirke yapimi

18. yiizyil tabaklama ve baski uygulamalarinda gallik asit kullanimi

1860-1900 Kanalizasyon 1slah iglemleri

1900-1920 Fungal enzimlerin iiretilmesi, kojik asit

1920-1940 Fig1 tipi fermentor ile fungal enzimlerden olan gallik asit ve
sitrik asit liretiminin gelistirilmesi

1940-1950 Fermantasyon endiistrisinde penicilin {iretimi ile goriilen
olaganiistii gelisme

1950-1960 Steroid transformasyonu

1960-1980 Cesitli primer ve sekonder metabolitlerin iiretimi, column
tipi ferment6riin  gelistirilmesi, SSF kinetikleri ve
modellerine yonelik ¢calismalar

1980-1990 Cesitli primer ve sekonder metabolitlerin iiretimi, column

tipi fermentdriin  gelistirilmesi, SSF kinetikleri ve
modellerine yonelik ¢calismalar

1990-giiniimiize kadar

SSF’e yonelik temel yaklasimlardaki gelismeler, biyolojik
uygulamalar/ elde edilen tiriinlerdeki ilerlemeler:

A.Biyolojik uygulamalar

tehlikeli bilegiklerin 1slahi, biyolojik doéniigimii, tarim
endiistrisi atiklarinin detoksifikasyonu, biyotranformasyonlar

B. Uriinler

Biyoaktif  bilesikler: alfatoksin, osiratoksin, bakteriyel
endotoksinler, giberillik asit, zearalenon, ¢avdar alkaloidleri,
penicilin, cephalosporin, cephalomycin C, tetrasiklin,
klorotetrasiklin,  oksitetrasiklin, iturin,  aktinorhodin,
metilenomisin, surfaktin, monordan, siklosporin A
ustiloksinler,antifungal ugucu bilesikler, destruksin A ve B,
klavulanik asit, mikofenolik asit.

Enzimler: Sellulaz, - glukosidaz, CMCaz, lakkaz, ksilanaz,
poligalaktorunaz, ligninaz, B-ksilosidaz, a-
arabinofuranosidaz, lakkaaz, Li-peroksidaz, Mn-peroksidaz,
proteazlar (asidik, notral ve alkalin), lipazlar, a-amilaz, -
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,
xanthan gum, siiksinoglikan, etanol, aramo bilesikleri,
vitamin B-12, B-6, riboflavin, tiamin,biyosurfaktanlar,
biyopestisitler/biyoherbisitler, antibiyotikler.
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2.4. SSF’in SmF’e Gore Avantajlari, Dezavantajlar:

Avantajlar

*Diisiik sermaye yatirimlar1 ve masraflarin azalmasi,

* Az su tiikketimi ve meydana gelen atik suyun goz ard1 edilmesi,
*Calkalanma olmadig1 i¢in fermentasyon iglemi i¢in az enerji gereksinimi,
*Fazla su olmadigindan kdpiik olusumunun meydana gelmemesi,
*Sonuglarin yiiksek oranda tekrar edilebilir olmast,

*Katabolit represyon ve son iiriin inhibisyonunun diistik seviyelerde goriilmesi,
*Basit fermentasyon ortami,

*Daha az fermentasyon ortami,

*Cok fazla dikkat gerektiren kontrol tekniklerinin olmamasi,

*Her ol¢ekte uygulanabilmesi,

* Ayrintili havalandirma ihtiyaclarinin olmamasi,

*Bakteriyel kontaminasyon kontroliiniin basit olmasi,

*Islak ve kuru fermente katilarin dogrudan kullanilma olanagi,

*Sporlarin kolay baskilanmasi ve indiiklenebilmesi,

*Uretim siirecinde daha diisiik maliyetlerin olmas1

Dezavantajlan

*Arttirma islemlerindeki problemler,
*pH, sicaklik, besin ve nem saglanmasi kontrolii ve mikrobiyal aktivite sonucu
meydana gelmesiyle istenen safliktaki iriinleri elde etmedeki zorluklardir (Pandey

2005).
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Cizelge 2.3. SmF ve SSF’in bazi 6nemli 6zellikleri ve farkliliklari (Anupama ve Ravindrab

2000)
Karekteristik 6zellik SSF SmF
Mikroorganizma ve | Statik Hareketli
substratin durumu
Substrat durumu Ham Rafine edilmis
Mikoorganizmanin dogasi Fungal | -
sistemler
Su kullanimi Sinirht Yiiksek
Oksijen saglanmasi Difiizyon ile Kopiirme ve
dagilmayla
Oksijenle etkilesim Dogrudan Suda ¢oziinmeyle
Fermentasyon ortam | Az Cok fazla
gereksinimleri
Enerji gereksinimleri Daha az fazla
Kinetik arastirmalari Kompleks Kolay
Sicaklik ve Konsantrasyon | Asir Az
Gradiyentleri
Reaksiyon Kontrolii Zor Kolay
Bakteriyel  kontaminasyon | thmal edilebilir | fazla
degisimleri
S1vi karigimlari daha az yiiksek
Kirlenme Problemleri daha az yiiksek

SSF’te mikrobiyal biiyiimeyi ve aktiviteyi etkileyen en 6nemli faktorler uygun
bir mikroorganizma ve substrat se¢imi, substratin On islemi, substratin pargacik
biiyiikliigii (parcaciklar arasindaki ve yiizey alanindaki degisim), substratin nem icerigi
ve su aktivitesi, bagil nem, inokilim tipi ve hacmi, fermente maddenin sicakligi,
solunum siiresince meydana gelen metabolik 1sinin hareketi, kiiltiirleme peryodu, SSF
ortamindaki stabilitenin saglanmasi, oksijen tiiketim orani ve karbondioksitin olusma

oran1 gibi atmosfer gazlaridir (Graminha ve ark. 2008, Pandey ve ark. 2008).

2.5. SSF’te Dikkat Edilecek Hususlar

2.5.1. Mikroorganizma Secimi ve Onemi

Mikroorganizmalar, hedeflenmis iriinlerin ticari olarak uygun verimlerde
olmasi, yan triinlerin miktar1 ve substrat iizerindeki tireme ve gelisim sekillerine gore
secilir. SSF’te daha ¢ok flamentli
2005).

funguslar, bakteri ve mayalar kullanilir (Pandey
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2.5.2. Nem icerigi ve Su Aktivitesinin Onemi

Canlt hiicreler ortamin % 70-80 nem igerigi ile karakterize edilir ve bu nedenle
su icerigi yeni hiicrelerin sentezini belirleyen bir faktérdiir (Pandey 2005). SSF
sisteminde, nem igerigi onemli faktordiir. Diisiik nem igerigi mikroorganizmanin
ortamdaki besinlere ulagmasini engelleyerek mikrobiyal gelisimin yavaslamasina neden
olur. Ancak yiiksek nem orani substratlarin porlu yapisinda bir gerilemeye neden olup
sistemdeki oksijen transferini azaltmaktadir. Bu durum da sistemde kontaminasyon
oranini artirarak mikrobiyal gelisimin engellenmesine neden olur (Singhaniaa ve ark.
2009). Su aktvitesi substrat ile dengedeki atmosfer gazlarinin nispi nemi gibi tanimlanir.
Bakteriler i¢in katt matriksin nem oraninin % 70’ten fazla olmasi gerektigi
belirlenmistir. Mayalar i¢in Oncelikli olarak % 60-70 ve mantarlar % 20 ile % 70

araliklarinda olmasi gerekir (Pandey 2005).

Substrat konsantrasyonun artmasi ile birlikte fermentasyon ortamindaki su
miktarinin azalmasindan dolayr fermentasyon ortaminda bulunan su miktar1 substrat
konsantrasyonunu dogrudan etkiler. Ortamdaki su miktarinin az olmasi1 gaz ve
coziiclilerin  diflizyonunun azalmasina bagli olarak ortamda olusan yiiksek
konsantrasyonlardaki metabolitler bakteriyel biliylimenin yavaslamasina hatta

durmasina neden olur (Tanyildiz1 ve ark. 2007).

2.5.3. pH’nmin Onemi

Her mikroorganizmanin gelisip aktivite gosterdigi optimum bir pH degeri vardur.
Substrat lizerinde mikroorganizmalarin tireme ve gelismesi bir pH degisimi ile meydana
gelir. Bundan dolayr pH kontrolii, islemin devam etmesi i¢in gereklidir. Substratin
yapisi heterojen oldugu i¢in reaktdrdeki pH gradiyentleri iyi belirlenmelidir. pH
kontrolii ve 6l¢iim i¢in uygun bir donanimin olmayis1 SSF’te bir engeldir. SSF’de pH
degerini kontrol etmek ve ayarlamak ¢ok zordur. Ancak kullandigimiz kati substratlar

sayesinde pH’nin kontrolii saglanabilmektedir (Pandey ve ark. 2005, Pandey 2008)

2.5.4. Sicakligin Onemi

Biyolojik islemler genelde belirli sicaklik derecelerinde

gerceklestirilmektedirler. Bir biyolojik islem gelistirilmesinde sicakligin 6nemi protein
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denatiirasyonu, enzimatik inhibisyon, belirli bir metabolit iiretiminin indiiklenme ve
baskilanmasi veya hiicrenin Oliimii ve yasayabilmesi gibi etkilerin belirlenmesi
seklindedir. Mikroorganizmalarin psikofiller, mezofiller ve termofiller seklinde
siniflandirilmasi sicakligi belirlenmis bir islem igin spesifik bir tiir mikrroganizmanin

kullanilmasindaki engeli ortadan kaldirir.

Genellikle fermentasyon islemi mezofilik (30-45°C) tiirler i¢in gelistirilmistir.
Son zamanlardaki egilimlerde islemler termofil tiirler ile ger¢eklestirilmistir. Clinkii bu
tirler 1s1 artisindan kaynaklanan problemlerin bir kismini ¢o6zebilirler.  SSF’in
ekzotermik ozelliklerinden dolay1 sicakliktaki artis scale-up islemindeki esas zorluktur
ve sicaklik kontrolii SmF ile karsilastirildiginda SSF’te oldukca giictiir. Bu, sicaklik
gradiyentlerinin olugmasiyla sonuclanan reaktor ig¢indeki kati substratlarin homojen

olmamasindan kaynaklanir. Bu homojen olmayan durum ayni zamanda 1s1 alig verisini

de giiclestirir (Pandey ve ark. 2000, 2008, Sodhi ve ark. 2005).
2.5.5. Inokiiliim (Ekim) Miktar1 Onemi

Inokiiliim hacmi kat: ortamdaki biyomas iiretim miktarin1 belirler. Biyomasin
¢ok fazla ve ¢ok az yogunlugu genelde enzim iiretiminde istenmeyen bir durumdur ve
genellikle tirtin igin optimum bir seviye belirlenmelidir. Laboratuar 6lgeginde inokiiliim
icin egik agarli ortamlarda bulunan sporlar kullanilir. Endiistriyel seviyelerde spor
siispansiyonlarinin hazirlanmasi onlara bir ayricalik kazandirir. Ayn1 zamanda inokiiliim

i¢in kiiflii substratlarda kullanilir (Pandey 2005, Erdal ve ark. 2009).
2.5.6. Substrat Secimi ve Onemi

SSF siirecini etkileyen en oOnemli faktorlerden biri kati substratin islevidir.
Maliyet ve bulunabilir olmas1 SSF i¢in substrat segiminde en temel faktorlerden biridir.
Uygun substratlarin se¢imine yonelik yapilan ¢alismalarda baslica, maliyeti diisiik olan
tropikal tarim endiistrisi tirtinleri ve atiklar1 tizerine odaklanilmigtir. Bunlar da manyok,
soya, seker kamisi, tatli patates ve siipiirge daris1 gibi iirlinler, bugday ve piring kepek
ve samanlar1 gibi ekin atiklari, seker kamis1 posasi, kahve posasi ve kabugu gibi kahve
isleme endiistriyel atiklari, lizim ve elma piiresi gibi meyve isleme endiistriyel atiklari,

ananas ve muz atiklari, hindistan cevizi, soya, yer fistig1, kanola ve hurma agaci
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yaglarinin ¢ikarilmasinda arta kalan pargalar gibi substratlardir (Pandey ve ark. 2001,
Pandey 2005, Couto ve ark. 2006). SSF’te substrat sadece kiiltiir ortamina besin destegi
saglamakla kalmayip ayn1 zamanda mikrobiyal hiicreler i¢in barinma ortami olusturur

(Serin 2009).
2.5.7. Substratin Partikiil Biiyiikliigiiniin Onemi

Genel olarak kiiciik substrat parcaciklar: mikrobiyal biiyiime i¢in genis bir yiizey
alan1 saglar ve boylece arzu edilen bir durum olusturur. Bununla birlikte ¢ok kiiciik
substrat parcaciklart substrat yigini olusturabilir bu gibi hallerde en ¢ok mikrobiyal
solunum/havalanmayi engelleyen ve bu nedenle zayif hiicresel biiyiime meydana getiren
olay goriiliir. Ayn1 zamanda biiyiik pargaciklar i¢ kisimdaki pargalar arasindaki alan
artigindan daha etkili solunum/havalanmay1 saglayabilir, ancak mikrobiyal biiylime i¢in
sinirl1 bir alan olugsmasina neden olur. Bu nedenle belirli bir islemde parca

biytikligiinii belirlemek gereklidir (Pandey ve ark. 2008, Erdal ve ark. 2009).
2.5.8. Karbon-Azot Kaynaginin Onemi

Karbon kaynaklari mikroorganizmanin biiylime ve gelisimi i¢in gerekli olan
enerji kaynagi olarak is gormektedir. Karbon hiicresel biyokiitlenin %40-60’1n1
olusturan esas bilesenidir. Bu nedenle, herhangi bir fermantasyon ortam
olusturuldugunda karbon kaynagina ayr1 6nem verilmelidir. Kinetik ¢aligmalarda bir

iiriin verimi genel olarak karbon kaynaginin tiikketimine baglhdir.

Azot biiylime ve bir niikleik asit-amino asit bileseni gibi protein sentezini
belirler. Hiicre biyokiitlesinin %3-12’sini olusturur. Karbon ve azot miktar1 arasindaki
iliski spesifik bir iiriinii elde etme isleminde ¢ok 6nemlidir. SSF’te ortama organik ve
inorganik azot bilesiklerin eklenmesiyle genelde enzim aktivitesinin arttig1 gézlenmistir

(Pandey 2000, Balkan ve Ertan 2007).

2.6. Bacillus subtilis

Bacillus cinsine giren tiirler, gram pozitijf (+), aerobik, 1siya direngli ve
endospor olusturan bir yapiya sahiptirler. Bu cinsin en fazla ¢alisilmis tiyesi Bacillus
subtilis’tir. Gram (+) bakteri grubu i¢inde genetik haritasi en fazla tanimlanmis tiir de

Bacillus subtilis’tir. Bakteri; yaklasik 1.5-3 um boyunda, 0.5-0.8 um eninde, ¢omakeik
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seklinde bir yapiya sahiptir. Patojenik olmamasi genetik calismalarin bu bakteri
tizerinden yiiriitiilmesi i¢in 1iyi bir nedendir.

Bacillus subtilis termotoleran bir bakteridir. Bu gruba giren bakteriler termofil
bakterilere gore daha diisiik sicakliklarda yasayan bakterilerdir. Toprakta, havada, suda
ve kaplica sularinda 20-50°C sicakliklarda yasarlar. Istya dayanikli olmalar1 onlarin
dogada yaygin bu grup olmalar1 Oner ve ark. (1987) tarafindan ileri siiriilmiistiir (Uyar
1997).

2.7. Kaynak Ozetleri

Baysal ve ark. (2003) termotolerant Bacillus subtilis’ten SSF teknigiyle -
amilaz elde etmislerdir. Calismada bugday kepegi ve piring kabugunu substrat olarak
kullanilmis ve optimum enzim {iretme sartlari belirlenmeye ¢alisilmistir. Enzim tiretimi
icin inkiibasyon siiresini, nem miktarini, parcacik blyilkligini ve inokiiliim
konsantrasyonunu belirlemislerdir. Maksimum {iriin miktar1 159.520 ve 21.760 U/g ile
sirastyla bugday kepegi ve piring kabugunda, 0.1 M ve pH 7 fosfat tamponunda % 30
nem miktar1 ile 24. ve 48. saatlerde elde etmislerdir. Partikiil biiyiikliigii ve inokiiliim
konsantrasyonunu sirastyla 1000 um, % 20 ve 500 um, % 15 ile bugday kepegi ve
piring kabugunda tespit etmislerdir. Enzim iiretiminin bugday kepeginde, piring

kabugundan 7 kat daha fazla oldugunu rapor etmislerdir.

Sodhi ve ark. (2005) Hindistan-Manikaran sicak su kaynagindan izole ettikleri
termotolerant Bacillus PS-7’den emaye kapli metal tabaklar ve erlenmayer siselerinde
SSF teknigiyle oldukca yiiksek miktarda termostabil a-amilaz elde etmislerdir. Kati
substrat miktari, nem miktari, inkiibasyon sicakligi, surfaktantin varligir veya yoklugu,
karbon, nitrojen, mineral, amino asit ve vitamin kaynaklarinin enzim tlizerindeki etkileri
arastirllmistir. Gliserol (% 1.0 w/w), soya kiispesi (%1.0 w/w), L-prolin (%0.1 w/w),
vitamin B-kompleksi (% 0.01) ile desteklenmis bugday kepegi, %1 Tween-40, 1/1.5
oraninda 1mM MgSO,-7H,0, inkiibasyon siiresi 48. saat ve sicaklik 37 °C gibi
sartlarda maksimum enzim tretimi 464.000 U/g olarak elde edilmistir. Enzimin, fenil
hidrofobik etkilesim kromotografisinin ardindan sefhadex G-75 kolonu ile hazirlanmis
jel filtrasyonu ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile kismi olarak 12.7 kat saflastirilmasi
saglanmistir. Kismen saflastirilmis enzimin 60 °C ve pH 6.5’te maksimum aktivite

gostetdigini tespit etmislerdir. Ca*?nin enzim iizerindeki etkisi sirastyla 60 °C’de 6 saat
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ve 70 °C’de 5 saat siireyle gozlemlenmis, ancak enzimin aktivitesinde herhangi bir

artisa rastlanmamastir.

Kunamneni ve ark. (2005) termofilik mantarlardan olan Thermomyces
lanuginosus’ten SSF teknigiyle ekstraselliiler a-amilaz tiretmeye ¢alismislardir. Enzim
tiretimi i¢in bugday kabugu, melas kabugu, pirin¢ kabugu, misir, dari, bugday samant,
arpa kabugu, misir kogani ve ezilmis bugday gibi kati substratlar kullanilmistir. o-
Amilaz aktivitesi en yiiksek bugday kabugunda saptanmistir. Inkiibasyon sicaklig
50°C, pH 6.0, inkiibasyon siiresi 120. saat, baslangi¢ nem konsantrasyonu %90,
inokiilim konsantrasyonu %10 v/w, bugday kabugu, tuz solusyonu konsantrasyonu
1.5:10 v/w, substrat agirligmin sise (erlen mayer) hacmine oranmi 1:100, %]1(w/w)
nisasta soliisyonu ve %1 pepton(w/w) igeren bir fermentasyon ortami gibi optimum

sartlar altinda maksimum enzim aktivitesini 534 U/g olarak elde etmislerdir.

Shukla ve Kar (2006) SSF teknigiyle Bacillus licheniformis ve Bacillus
subtilis’ten a-amilaz tiretmek igin substrat olarak bugday kabugunu ve patates kabugunu
kullanmiglar ve SSF i¢in patates kabugunda bugday kabuguna gore daha iyi bir substrat
kaynagi olarak tespit etmislerdir. Optimum sartlar altinda en yiiksek enzim miktar
Bacillus lichenoformis’ten patates kabugunda 270 U/ml ve bugday kabugunda 175 U/ml
iken Bacillus subtilis’te ise patates kabugunda 600 U/ml ve bugday kabugunda 265
U/ml olarak bulmuslardir. Bacillus licheniformis’ten 90°C’de ve pH 9.0’da en iyi enzim

aktivesi elde edilirken Bacillus subtilis’ten ise 60°C’de ve pH 7.0’da elde edilmistir.

Asgher ve ark. (2007) atik patates nigastasi iceren sivi besiyeri ile Bacillus
subtilis JS-2004’ten a-amilaz elde etmeye c¢alismislardir. 50°C’de, pH 7.0’de ve
inkiibasyon siiresi olarak 48. saatte maksimum enzim (72U/ml) elde etmislerdir.
Kalsiyum ve yeast extrakt’in mikrobiyal biiyiimeyi ve enzim aktivitesini artirdigini %1
glukozun ise azalttigin1 belirtmislerdir. a-Amilaz i¢in en iyi optimum aktiviteyi pH: 8
ve 70°C’de elde etmislerdir. Enzimin 1 saatte 60 ve 70°C sicakliklarda yapisini olduk¢a
korudugunu; ancak 80 ve 90°C sicakliklarda % 12 ve % 48 aktivite kaybettigini
belirtmislerdir. Ca®" iyonlarinin aktiviteyi yaklasik olarak % 112 oraninda artirdigina,
Co®*, Cu?* ve Hg* iyonlarinin aktiviteyi tamamen inhibe ettigini; ancak Mg2+, Zn?,
Ni%*, Fe?* ve Mn?* iyonlarinin da aktiviteyi kismen inhibe ettigini tespit etmislerdir.

Bacillus subtilis JS-2004’ten oldukc¢a yiiksek miktarda termostabil a-amilaz tirettigini
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ve bu enzimin nisasta isleme ve gida endistrilerinin ¢esitli uygulama alanlari igin

uygun karakteristik 6zellikler tasidigini rapor etmislerdir.

Tanyildiz1 ve ark. (2007) Bacillus amyloliquefaciens’ten SSF teknigiyle a-
amilaz elde etmeye calismislardir. En i1yi enzim aktivitesini elde etmek i¢in hayvan
yemi olarak kullanilan ve olduk¢a ucuz olan misir kiispesini yedi farkli konsantrasyonda
incelemislerdir. 5-40 g/l arasinda degisen miktarlarda kullanilan CGM’de en iyi enzim
aktivitesini 30 g/I’de bulmuslardir. Farkli azot kaynaklarindan pepton ve yeast ekstrakt
iizerinde yapilan calismada en yiiksek aktivite 10 g/l ile yeast ekstraktta tespit
etmiglerdir. MgSO, ve CaCl,’nin enzim aktivitesine etkisi incelendiginde herhangi
onemli bir etkisinin olmadig1 sonucuna varmislardir. Calkalama hizinin enzim {iretimine
etkisini incelemek i¢in yaptiklar1 deneyde, 100-150-200 rpm ¢alkalama hizlarindan en
iyi aktiviteyl 150 rpm’de elde etmislerdir. 25 ile 45°C arasinda 6 farkli inkiibasyon
sicakliginda en iyi aktivite 33°C’de ve pH: 5.0 ile 8.0 arasinda yapilan 4 farkli pH
caligmalarinda en iyi aktiviteyi pH: 7.0’da tespit etmislerdir.

Kammoun ve ark. (2008) tek bir karbon kaynagi olarak bugday kepegini
kullanarak 3 deneysel tasarima dayali istatistiksel metod ile bir mantar tiirii olan
Aspergillus  oryzae CBS 819.72’den  a-amilazin  g¢esitli  parametrelerinin
optimizasyonunu calismiglardir. Tepki ylizey metodu (RSM) altinda Box Benkhen
yontemini kullanarak sicaklik, agitasyon ve inokiilim miktar1 gibi enzimin bazi
parametrelerinin optimizasyonlart ile ilgili ¢alismalar yapmislardir. Plackett-Burman
yontemi kullanilarak on dokuz tane besin maddesinin a-amilazin iizerindeki etkilerini
arastirmiglardir. KH,POy,, iire, gliserol, (NHg),SO4, CoCl,, kazein hidrozilati, soya
kiispesi hidrozilati ve MgSO,‘ilin enzim formasyonu lizerinde pozitif etkiler yarattigim
rapor etmiglerdir. Optimize edilmis besin maddelerinin konsantrasyonu Taguchi metodu
kullanilarak elde edilmis ve bu verilerin analizi yapildiginda a-amilazin ekspresyonunu
%73.2 (40.1 den 151.1 U/ml) kadar artirdigimi teorik olarak ifade etmislerdir. Bu
kosullar deneysel yontemlerle tasdik edilmis ve a-amilaz verimini %72.7 oraninda

artirdigini kaydetmislerdir.

Baysal ve ark., (2008) SSF teknigiyle Bacillus sp.’den alkalin o-amilaz
iretmislerdir. Kat1 substrat kaynagi olarak bugday kabugu ve mercimek kabugu

kullanarak 37 °C, 24. saat, pH 10 ve % 30 baslangi¢ nem orani ile mercimek
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kabugunda 216.000 U/g ve bugday kabugunda 172.000U/g degerlerinde maksimum

enzim elde etmislerdir.

Miikherjee ve ark. (2009) SSF teknigiyle termofilik Bacillus subtilis DM-03’ten
a-amilaz iiretimi i¢in substrat kaynagi olarak c¢esitli tarimsal sanayi atiklar {izerinde
calismalar yapmislar ve a-amilaz iiretimi i¢in en iyi substrat kaynagini patates kabugu
olarak tespit etmislerdir. Katabolik represyondan dolay1 seker icerigi yiliksek olan
substratlarin enzim sentezi lizerinde negatif etki yarattigini; ancak nisasta icerigi yiiksek
olan substratlarin a-amilaz sentezini artirdigin1 ¢ok yonlii analizler sonucunda tespit
etmislerdir. Inkiibasyon siiresini 72. saat ve pH 7.5 olarak belirtmislerdir. Ayrica bu
bakteriden elde edilen o-amilaz’in ticari ¢amasir deterjan formulasyonlarinda yiiksek

bir stabilite ve uyumluluk gosterdigini de rapor etmislerdir.

Elarbi ve ark. (2009) Aspir (Carthamus tinctorius L.) ¢igceginden a-amilaz elde
etmeye calismiglardir. Ham ekstrakt %20-60 doygunlukta amonyum siilfat ile
¢oktiiriilereck daha sonra bu fraksiyon, affinite kromotografisine tabi tutularak enzim
yaklagik 131 kat saflastirilmistir. Saflastirilmis enzimin molekiiler agirligi SDS-PAGE
ile 35 kDa olarak hesaplamislardir. Maksimal enzim aktivitesi i¢in pH 6 ve sicaklik
55°C olarak belirtmislerdir. Ca** iyonlarmm aktiviteyi artirmakla beraber Fe

iyonlarinin ise aktiviteyi inhibe ettigini bildirmislerdir .

Roses ve ark. (2009) substrat kaynagi olarak seker kamisi kullanarak SSF
teknigiyle Aspergillus niger UO-01’den amilaz sentezini gergeklestirip deneysel
modelleme ve RSM yontemi ile bu enzimin bazi optimizasyonlarini elde etmislerdir.
Enzimin substrat partikiil biiylikliigiinii, inkiibasyon sicakligini ve pH’sini, inokiilim
konsantrasymunu, substratin nem miktarini, total seker, nitrojen ve fosfor
konsantrasyonlarini belirlemeye c¢alismislardir. Yiiksek konsantrasyondaki amilaz
tiretimi i¢in: substrat miktar1 457.82 EU/g, partikiil biiyiikliigi 6-8 mm, inkiibasyon
sicakhigi ve pH’s;, 30.2°C ve 6.0, substratin  nem miktar1 %75.3, inokiiliim
konsantrasyonu 1x10’ spor/g, nisasta, yeast extrakt ve KH,PO4 konsantrasayonlarini
sirastyla: 70.5, 11.59 ve 9.83 mg/g olarak hesaplamislardir. Optimizasyondan sonra
belirledikleri optimum sartlarda enzim {iretimini gergeklestirmislerdir. Elde edilen

sonuglarin giivenirlikleri deneysel modelleme RSM ile teyit edilmistir.
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Chen ve ark. (2010) SSF teknigiyle Saccharomycopsis fibeligera Al1’den
yiiksek amilaz tiretimi i¢in ¢esitli parametrelerin optimizasyonunu merkezi kompozit
programi (central composite design) ile belirlemeye c¢alismiglardir. Nem miktar1 610.0
ml/kg, inokiilim 30.0 ml (ODgoonm =20.0)/kg, bugday kepeginin piring kabuguna orani
0.42, manyok nisastast konsantrasyonu 20.0 g/kg, sicaklik 28°C ve normal pH gibi
optimal parametreleri RSM ile elde etmislerdir. Calismalar sonucunda manyok
nigastasinin amilaz ile monosakkaritlere ve oligosakkaritlere doniisebilecegini

belirtmislerdir.

Bhat ve ark. (2010) muz kabugu ve misir gibi tarimsal sanayi artiklarinin birgok
biyokimyasal reaksiyonlar igin substrat kaynagi olarak ekonomik kullanimi, endistriyel
biyoteknolojideki gelismelere potansiyel firsatlar saglamaktadir. Zengin organik
iceriklerinden dolay1 a-amilaz gibi 6nemli enzimlerin iiretiminde ideal substrat kaynagi
olarak tercih edilmektedirler. Kati1 substrat kaynagi olarak misir ve muz kabugunu
kullanarak Bacillus subtilis ten amilaz iretimi ile ilgili birgok farkli parametrelerin
optimizasyonu i¢in Taguchi metodunu kullanmislardir. Orthogonal array experiment’te
dayali Taguchi metodu ile amilaz tiretimi iizerinde inkiibasyon siiresi, inokiiliim miktari,
sicaklik, pH, karbon ve azot kaynaklarinin etkilerini incelemek i¢in kullanmiglardir.
Taguchi S/N (sinyal/noize) oran1 metodu ile muz kabugunda 1799 U/ml ve misirda 671
U/ml ile amilaz aktivitesi oldugu tahmin edilmistir. Optimal sartlarda yapilan deneysel
caligmalar ile muz kabugunda 1580U/ml ve musirda 530.32 U/ml degerinde amilaz
aktiviteleri Ol¢lilmiistiir. Tahmini degerler ile standart degerler arasindaki sapmanin
kiiciik etkileri ihmal edilerek elde edilen tahmini sonuclar deneysel veriler ile iyi

dogrulugu kanitlanmastir.

Hashemi ve ark. (2010) substrat kaynagi olarak bugday kepeginin kullanildig:
SSF teknigiyle Bacillus sp. KR-8104’den kalsiyum’dan bagimsiz ham a-amilaz elde
etmeye ve enzim aktivitesi iizerinde diisiik pH’nin sinerjitik etkisini arastirmiglardir.
Kat1 substratin igerdigi nem orani, parca biiyiikiigii, inkiibasyon sicakligini ve
periyodunu, inokiiliim, farkli karbon ve nitrojen kaynaklarinin enzim iiretimi tizerindeki
etkileri arastirilmigtir. Maksimum enzim iiretimi i¢in 1:1.5 oraninda ¢esme suyu ile
nemlendirilmis bugday kepegi (140 U/g), %1 (NH4NO3), %1 laktoz, inkiibasyon
sicakligim 37 °C ve inkiibasyon periyodunu 42.saat olarak belirlemislerdir. 40 ve 45 °C

sicaklik araliklarinda enzim {iretimi diisiik olmasiyla birlikte canli hiicre sayisinin
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yiiksek oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica enzim {izerindeki sicaklik ve pH’ nin optimum
sartlari1 belirlemek i¢in tepki yiizey metodunu (RSM) da kullanmislardir. Ezim
aktivitesi tahmini icin ikinci dereceden bir matematiksel denkleme dayali central
composite design  kullanmislardir. Calismalar sonucunda elde edilen veriler
dogrultusunda daha yiiksek sicakliklardaki enzim aktivitesi iizerinde diisiik pH’nin
sinerjitik etki gosterdigini ve enzim aktivitesi i¢in R?=0.90 (p<0.0001) ifadesini yapilan

deneylerle aciklamaya calismislardir.

Hashemi ve ark. (2011) kuru agirlik degisimine bagli SSF teknigiyle Bacillus
KR-8104’den a-amilaz tiretimi ve bakteriyel biiylimenin degisik fazlarin1t matematiksel
modelleme ile gosterimi ilgili ¢calismalar yapmislardir. Bakteriyal hiicrelerin biiylimesi
ve substrat olarak kullandiklari bugday kepegi ile elde ettikleri a-amilaz ile ilgili
inkiibasyon siiresi tizerindeki kuru agirh@m degisimi ve her bir fazin matematiksel
tanimin1 basit modeller ile ifade etmeye calismislardir. Deneysel gozlemlerle iyi bir
sekilde uyarlanmis bu model SSF a-amilaz iiretimi islemlerinde ve bakteriyel hiicrelerin

gelisimi ile ilgili her iki durumda da basarili sonuglar elde edilmistir.

Sharma ve Satyanarayana (2011) SmF teknigini kullanarak yeni asidofilik
bakteri Bacillus acidicola TSAS1°dan yiiksek maltoz formundaki ve Ca®*’den bagimsiz
a-amilaz tiretmeye ¢alismiglardir. En iyi enzim tiretimi i¢in dnemli olan; nisasta miktari,
K2HPO,, inokiiliim miktarmi ve sicaklik gibi 6nemli parametreleri tespit etmek icin
Plackett ve Burman programini kullanmislardir. Bu 6nemli degiskenlerin optimum
degerlerin belirlemek i¢in RSM programini kullanarak nisasta (% 2.75), K;HPO,4 (%
0.01), inokiiliim miktarin1 [% 2(v/v) 1.9X10®° CFU ml™] ve sicakhigi 33°C  olarak
belirlemiglerdir. Bir fermentasyon c¢esidi olan fed-batc modelini kullanarak enzim

tiretimini 2.9 kat artirmislardir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Biyolojik Materyal

Yaptigimiz ¢alismada ticari olarak Microbiologist inc.’ten temin edilen Bacillus

subtilis ATCC 6051 biyolojik materyal olarak kullanildu.

3.2.Kimyasal Maddeler

3.2.1. Azot Kaynaklar:

Malt 6ziitii, maya 0ziitli, sodyum nitrat ve amonyum siilfat Merck’ten; kazein,
pepton ve et 6ziitii Oxoid’den; tripton Difco’dan; amonyum nitrat ve amonyum klorid
Riedel De Haen’den temin edilmistir.

3.2.2. Karbon Kaynaklari

Fruktoz, galaktoz, laktoz, mannoz ve ksiloz Sigma’dan; arabinoz ve sakkaroz
Difco’dan; glukoz Merck’ten; temin edilmistir.

3.2.3. Metal Iyonlan

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

3.2.4. Deterjanlar
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ve Tween40 Merck’ten, TritonX100 Sigma’dan
temin edilmistir.

3.3. Besiyerleri

3.3.1. Kat1 Besiyeri

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

tamamlanarak ¢oziindiikten sonra otoklava birakildi.
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3.3.2. Siv1 Besiyeri

3.3.2.1. Nutrient Broth (NB) Besiyeri

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

otoklava birakildi.

3.3.2.2 Luria Broth (LB) Besiyeri

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

¢cOziinmesi saglandiktan sonra otoklava birakildi.

3.3.3. SSF Besiyeri

Pamuk kiispesi, misir kiispesi, mercimek kabugu,piring kabugu, bugday kepegi
ve arpa sap1 kurutularak blendirden gecirildi. Farkli gozenek biiyiikliglindeki eleklerden
gecirilerek 500, 1000 ve 1500 pm, olmak {izere ii¢ farkli parca biiyiikliigiinde
substratlar elde edildi. 1500 pum biiyiikliigiinde olanlar alindi. 100 ml’lik erlenmayer
igerisinde hacim % 30 olacak sekilde 3 g tartilip tlizerine 10 ml ¢esme suyu eklendi.
121°C’de 15 dk otoklavda bekletilerek steril edildi. Soguduktan sonra 600 nm’de 0.6
OD’ye gelen bakterilerden % 30 inokulum besi yerine katilarak 37°C’de inkiibasyona
birakildi.

3.4. Cozeltiler

3.4.1. Tampon Cozelti

30 ml 0.1 M NayHPO4 ve 19 ml 0.1M NaH,PO, hazirlanir. Hazirlanan bu
cozeltiler bir beher icerisinde karistirildiktan sonra hacimleri saf su ile 100 ml’ye
tamamlanir.

3.4.2. Nisastanin Hazirlanmasi

% 0.5’lik nisasta 0.1M pH 7.0 sodyum fosfat tamponu iginde ¢oziinmesi

saglanarak hazirlandi.
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3.4.3. Alkalin Cozeltisi
% 4 Na,CO3 % 4 Na-K tartarat, % 2 CuS0O,4.5H,0

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

saglandi. Alkalin ¢ozeltisi protein miktar tayininde kullanildi.
3.4.4. Bernfeld Reaktifinin Hazirlanmasi

Bir beherde 20 g 3,5 dinitrosalisilik asit (DNS veya DCA), 400 ml saf suya
tamamlanarak ¢6ziinmesi saglandi. Baska bir beherde 32 g NaOH ¢6zeltisi 300 ml saf
suya tamamlanarak ¢Oziinmesi saglandi. DNS karistiricida karismaya devam ederken
lizerine yavag yavas NaOH ¢ozeltisi ilave edildi. Karigim bir siire sicak su banyosunda
bekletildi. Uzerine 600 g Na-K tartarat azar azar eklendi. Son olarak ¢dzeltinin hacmi
saf su ile 2000 ml’ye tamamlandi. Bernfeld reaktifi a-amilaz enzim aktivite tayininde

reaksiyon durdurucu olarak kullanildi.

3.5. Kullanilan Cihazlar

Otoklav (Hirayama)

Etiiv (Heraeus)

Steril Kabin (Telstar AV 100)
Calkalayici (Selecta P)
Elektronik Terazi (GEC Avery)
Inkiibator (EN 400)

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

Magnetik Karistirict ~ (Stuart)

Mikropipet (Eppendorf)
Blendir (Waring Commercial Laboratory Blender)
Spektrofotometre (\Varian)

31



3.MATERYAL ve METOT

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

3.6. Bakteri Uretimi

NB ve LB sivi besiyerlerine kat1 besi yerinden platin 6ze yardimiyla ekim
yapildi. Calkalayicida 37°C sicaklikta 150 rpm c¢alkalama hizinda 24 saat inkiibasyona
birakildi. 600 nm’de 0.6 OD’ye gelen bakteri kolonilerinden SSF besiyerine ekim
yapildi.

3.7. SSF Besiyerinden Enzim Uretimi

SSF besiyeri 120. saate kadar inkiibasyona birakildi. 24 saatte bir SSF besi yeri
iizerine 10 ml ¢esme suyu eklenip 30 dk calkalandiktan sonra karisim steril gazli bezle
stiziildii. Siizlintii santrifiij tlipline aktarilarak sogutmali santrifiijde 10.000 rpm’de 5dk

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

3.8.1. a-Amilaz Enzim Aktivite Tayini

a-Amilaz enzim aktivite tayini Bernfeld yontemine gore yapildi (Bernfeld 1955).
Bu yonteme gore 150 pl enzim ¢ozeltisi ve 200 pul % 0.5’1ik nisasta ¢ozeltisi (0.1 M,
pH 7.0 sodyum fosfat tamponunda ¢oziinmiis) 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Bu siire
sonunda reaksiyonu durdurmak i¢in 400 ul DNS (3,5-dinitrosalisilik asit) ¢ozeltisi ilave
edilerek 5 dk kaynar su banyosunda bekletildi. DNS, sicakta indirgen seker uglariyla
tepkimeye girerek reaksiyonun durmasini ve renk olusumunu saglar. Ornekler
soguduktan sonra iizerine 8 ml saf su ilave edilerek seyreltme yapildi. Daha sonra
vorteksten gecirildi ve 489 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim yapildi. Bir enzim iinitesi
deney sartlart altinda 1 pmol nisastayr 30 dk’da maltoza  pargalayan enzim miktari

olarak tanimlanda.
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3.8.2. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini Lowry yontemine gore yapildi (Lowry 1951). Tiiplere 2.5
ml alkalin ¢ozeltisi konulduktan sonra tizerine 25 pl enzim ve 225 ul saf su ilave edildi.
Ornekler 15 dk 40°C’de su banyosunda bekletildikten sonra iizerine 1:1 oraninda saf
suyla seyreltilmis 250 pl Folin Reaktifi (FCR, Sigma) ilave edilerek 30 dk karanlikta
bekletildi. Bu siirenin sonunda 660 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim yapildi. Standart
egriyi ¢izmek i¢in derisimi bilinen Bovin Serum Albumin’den (BSA) bir seri standart
¢dzelti hazirlandi. Orneklerin protein igerikleri BSA egrisi standart olarak kullanilarak

hesaplandi.

3.9. Enzimlerin Uretimi Uzerine Farkhh Parametrelerin Etkisinin

Incelenmesi
3.9.1. Optimum Substratin Saptanmasi

Pamuk kiispesi, misir kiispesi, mercimek kabugu, arpa sapi, piring kabugu ve
bugday kepegi 3 g tartilarak erlenlere aktarildiktan sonra {lizerine ¢esme suyu eklenip
otoklava birakildi. Daha sonra 600 nm’de 0.6 OD’ye gelen bakterilerden 3000 pl ekim

yapilarak a-amilaz iiretimi lizerine her birinden farkli substratlarin etkisi incelendi.

3.9.2. Optimum Inkiibasyon Siiresinin Saptanmasi

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

uygun inkiibasyon siiresi tespit edilmeye calisildi.

3.9.3. Optimum Inkiibasyon Sicakhginin Saptanmasi

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

orneklerin iist sivisindan aktivite tayinine bakildi.
3.9.4. Optimum Ekstraksiyon Ortaminin Saptanmasi

50 mM NaCl, %1 TritonX100, %1 SDS, %1 Tween 40, saf su, pH 7 sodyum
fosfat tamponu ve g¢esme suyu (10 ml) kullanilarak enzim {iretimi i¢in en iyi
ekstraksiyon ortamu tespit edilmeye caligildi. 48. saatte 6rneklerin {ist sivisindan aktivite

tayinine bakildu.
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3.9.5. Baslangic pH’nin Saptanmasi

Enzim {iretimi iizerine baslangic pH’ nin etkisini incelemek i¢in ¢esme suyunun
pH’s1 4, 5, 6,7, 8,9 ve 10 olmak iizere farkli pH’lara 0.1 M HCI ve 0.1 M NaOH ile
ayarlandi. Hazirlanan SSF besi yerlerine otoklavda sterilizasyonu saglandiktan sonra
ekim yapildi. Daha sonra ornekler inkiibasyona birakildi. 48. saatte Orneklerin iist

stvisindan aktivite tayinine bakildi.
3.9.6. Optimum Aktivite Sicakhiinin Saptanmasi

Enzimlerin dretimi tizerine sicakligin etkisini incelemek igin reaksiyon
baslatildiktan sonra ornekler, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80 ve 90°C’lerdeki
sicaklik araliklarinda 30 dk araliklarla aktivite tayini yapilarak optimum aktivite

sicakligi tespit edilmeye ¢alisildi.

3.9.7. Uygun Ekim Miktarinin Saptanmasi (inokiiliim Hacmi)

SSF besi yerlerine besi yeri hacminin %10, 20, 30, 40, 60 ve 80’1 olacak sekilde
1000 pl’den 8000 ul’ye kadar degisen miktarlarda bakteri ekimi yapildiktan sonra
ornekler inkiibasyona birakildi. 48. saatte 6rneklerin tist sivisindan enzim aktivite tayini

yapildi.

3.9.8. Uygun Nem Miktarinin Saptanmasi (Moisture Level)

a-Amilaz iiretimi i¢in en uygun nem miktarini tespit etmek i¢cin SSF besi
yerine, besi yeri hacminin %10, 20, 30, 40, 50 ve 60’1 olacak sekilde sirasiyla; 1, 2, 3, 4,
5 ve 6 g agirhginda piring kabugu ilave edildi. Uzerine 10 ml ¢esme suyu eklenerek
otoklava birakildi. Daha sonra SSF besi yerlerine bakteri ekimi yapilarak inkiibasyona

birakildi. 48. saatte drneklerin iist sivisindan aktivite tayini yapildi.

3.9.9. En Iyi Aktivite Veren Substratlarin Saptanmasi

a-Amilaz iiretimi i¢in en iyi aktiviteyi veren iki substrat 0.5-3.5, 1-3, 1.5-2.5, 2-
2, 1.5-2.5, 1-3, 0.5-3.5 g olacak sekilde tartildiktan sonra iizerine 10 ml ¢esme suyu
eklenerek otoklav islemine tabi tutuldu. Elde edilen iist sividan enzim aktivite tayini

yapildi.
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3.9.10. En Iyi Enzim Aktivitesi Icin Calkalama Hizinin Saptanmasi

a-Amilaz iiretimi i¢in 60, 100, 120, 150, 180 ve 200 rpm olmak {lizere farkli
calkalama hizlarina birakilan 6rneklerden 48. saat sonra alinan {ist sividan aktivite tayini

yapildi.

3.9.11. Enzim Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarinin Etkisinin incelenmesi

SSF besi yerleri hazirlandiktan sonra besi yeri hacminin % 1’1 olacak sekilde
azot kaynaklarindan; sodyum nitrat, amonyum siilfat, amonyum nitrat, amonyum
kloriir, et 6ziitli, tripton, pepton, maya Oziitii ve kazein SSF besi yerlerine eklendi.
Omeklere 10 ml ¢gesme suyu eklendikten sonra otoklava birakildi. Daha sonra ekim
yapilip inkiibasyona birakilan Orneklerin {ist sivisindan enzim aktivite tayinlerine

bakild:.

3.9.12. Enzim Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarimn Etkisinin

Incelenmesi

SSF besi yerleri hazirlandiktan sonra besi yeri hacminin %1°1 olacak sekilde
karbon kaynaklarindan; mannoz, arabinoz, glukoz, galaktoz, fruktoz, laktoz, sakaroz ve
ksiloz SSF besi yerlerine eklendi. Daha sonra ekim yapilip inkiibasyona birakilan

orneklerin iist sivisindan aktivite tayini yapildi.
3.9.13. Enzim Uretimi Uzerine Metal Tuzlarimin Etkisinin incelenmesi

SSF besi yerleri hazirlandiktan sonra besi yeri hacminin %0.1°1 olacak sekilde
metal iyonlarindan CaCly, MgSO,4.7H,0, ZnS0,4.7H,0, FeSO,4.7H,0 ve CuS0O,4.5H,0

SSF besi yerlerine eklendi. 10 ml saf su ilave edilip sterilizasyon ve ekim yapildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Enzim Uretimi Uzerine Substratin Etkisi

Calismada SSF’te Bacillus subtilis ATCC 6051’in iiremesi i¢in pamuk kiispesi,
musir kiispesi, piring kabugu, bugday kepegi, mercimek kabugu ve arpa sap1 gibi gesitli
endistriyel atiklar kullanilarak bakteri i¢in uygun substrat kaynagi belirlenmeye
calisildi. Bakterimiz i¢in en iyi substrat kaynagi olarak 48. saatte piring kabugunda elde
edildiginden c¢alismalara piring kabugu kullanilarak devam edildi. Sekil 4.1.°de
goriildiigii gibi en iyi aktivite 1349.5 U/mg degerinde piring kabugunda elde edilmistir.
Elde edilen a-amilaz aktivitesine gore siralama piring kabugundan sonra sirasiyla
pamuk kiispesi, mercimek kabugu, arpa sap1, bugday kabugu, misir kiispesi seklindedir.
Kullandigimiz kat1 substratlardan en 1yi aktiviteyi piring kabugu vermesinin nedeni
besin igeriginin daha fazla olmasi (www.acilforum.com), ya da kullandigimiz Bacillus
subtilis ATCC 6051’in bu substrata kars1 6zel bir spesifitesinin olabilecegi diisiiniildii.

Buna karsin musir kiispesi ve bugday kabugunda kayda deger oranda aktivite

gbzlemlenmedi.
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Sekil 4.1. a-Amilaz tiretimine uygun substratin etkisi
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Mikrobiyal biiytime ve iirin olusumu i¢in fermantasyon sistemine uygun kati
substratin  belirlenmesi  olduk¢a Onemlidir. o-Amilazlarin substrat  6zgiilliigi
mikroorganizmadan mikroorganizmaya farklilik gosterir. Genelde a-amilazlar ilk basta
nigasta olmak iizere amiloz, amilopektin, siklodekstrin ve maltotrioza yiiksek spesifite

gosterirler (Gupta 2003).

SSF‘te yaygin olarak kullanilan ve bir¢ok arastirmaci tarafindan uygun olarak
belirlenen substratlarin basinda piring ve bugday kabugu dar1, misir, soya fasulyesi, muz
kabugu, manyok, kahve samani ve patates artiklar1 gibi tarimsal {iriinler basta

gelmektedir (Krishna ve ark. 1996, Soccol ve ark. 2003).

Sodhi ve ark. (2003) SSF teknigiyle Bacillus PS-7’den a-amilaz elde etmek i¢in
katt substrat kaynagi olarak bugday kabugunu, Kunamneni ve ark. (2005) SSF
teknigiyle termofilik fungus Termomyces lanuginosus’ten ekstraselliiler amilaz tiretmek
icin SSF’te kat1 substrat bugday kepegini, Gangadharan ve ark. (2006) SSF teknigiyle
Bacillus amyloliquefaciens (ATCC 23842)’den a-amilaz elde etmek icin substrat
kaynag olarak 1:1 oraninda bugday kabugu ve groundnut oil cake (GOC) karisimini,
Rajagopolan ve Krishan (2007) Bacillus subtilis (KCC103) 'ten a-amilaz elde etmek i¢in
substrat olarak seker kamisi posasini, Mukherjee ve ark. (2008) SSF teknigiyle Bacillus
subtilis (DM-03)’ten a-amilaz elde etmek i¢in patates kabugunu, Perez ve ark. (2009)
SSF teknigiyle Aspergillus niger’den a-amilaz elde etmek igin kati substrat kaynagi
olarak seker kamisi kiispesini, Hashemi ve ark. (2010) SSF teknigiyle Bacillus sp. KR-
8104’ten Ca’"ye bagli olmayan yiiksek asidik pH da aktif hiper-termostabil a-amilaz
elde etmek i¢in substrat kaynagi olarak bugday kabugunu kullandiklarini

bildirmiglerdir.

Baysal ve ark. (2008) SSF teknigiyle Bacillus sp.’den alkalin a-amilaz elde
etmek icin kati substrat kaynagi olarak bugday kabugu ve lentil husk (mercimek
kabugu) kullanarak bugday kabugunda maksimum 216,000 U/gr ve lentil husk’ta ise
172,800 U/gr oraninda iiriin elde etmislerdir.

38



Yusuf ONEN

Serin (2009) SSF teknigiyle Bacillus circulans’tan a-amilaz ve p-Galaktosidaz
tiretiminde piring kabugunu, Yoshizako ve ark. (2010) SSF teknigiyle Monascus
anka’dan a-amilaz tretiminde arpa ve pirinci, Bhat ve ark. (2010) Taguchi metodu
kullanarak Bacillus subtilis’ten a-amilaz iiretiminde muz kabugunu kullanarak en iyi

aktivite elde etmislerdir.

4.2. Enzim Uretimi Uzerine Calkalama Hizinin Etkisi

Otoklavdan ¢ikan SSF besiyerine steril kabinde 3 ml bakteri ekimi yapildiktan
sonra sicaklik ayni olmak iizere sirasiyla 60, 100, 120, 150, 180 ve 200 rpm hizlarinda
enzim aktivite tayinine bakildi. Aktivite tayini sonucunda maksimum enzim aktivitesi
en yiiksek sekil 4.2.’de gorildigi gibi 1281.6 U/mg miktarinda 150 rpm’de tespit
edildi. Calismalara bu sekilde ¢alkalama hiz1 150 rpm olarak devam edildi. 60 ve 200
rpm c¢alkalama hizlarinda 1122,3 ve 1140.4 U/mg degerinde aktivitenin biraz daha
distiigii tespit edilmistir. Bunun nedeni ortamdaki havanin transferinden aktivitenin

etkilenmesinden dolay1 oldugu disiiniildii.
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Sekil 4.2. a-Amilaz tiretimine ¢alkalama hizinin etkisi
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Calkalama bir¢cok mikrobiyal fermentasyon isleminde karisim ve oksijen transfer
oranint yogun sekilde etkiler ve bu nedenle morfoloji meydana gelen iirlinlerden
etkilenir. Diisiik hizlarda yeteri kadar oksijen transferi saglanmadigindan yiiksek
hizlarda ise bakteriyel biiyiime olumsuz yonde etkilendiginden dolay1 enzim iiretimi de
azalmaktadir. 100-250 rpm arasindaki c¢alkalama oranlarinin genellikle a-amilaz

tretimini artirdig1 tarafindan rapor edilmistir (Gubta 2003).

Riaz ve ark. (2003) Bacillus subtilis GCBUCM-25"ten 200 rpm’de, Balkan ve
Figen (2007) SSF teknigi ile Penicillium chrysogenum’dan 220 rpm’de, Tanyildiz1 ve
ark. (2007) SSF teknigiyle Bacillus amyloliquefaciens’ten 150 rpm’de ve Hashemi ve
ark. (2011) SSF teknigiyle Bacillus sp. KR-8104’den kat1 substrat kaynagi olarak
bugday kabugu kullanarak 180 rpm’de maksimum a-amilaz elde ettiklerini

bildirmislerdir.
4.3. Enzim Uretimi Uzerine inkiibasyon Siiresinin Etkisi

SSF kati substrat kaynagi olarak piring kabugu secildikten sonra uygun
inkiibasyon siiresinin belirlenmesi i¢in 120. saate kadar her 24 saatte bir enzim aktivite
tayinine bakildi. a-Amilaz i¢in en uygun inkiibasyon siiresi 48. saatte 1349.5 U/mg
degerinde maksimum aktivite tespit edildi. Sekil 4.3’te goriildiigi gibi en yiiksek enzim
aktivitesi 48. saat olarak tespit edilmis bu saatten sonra ise enzim aktivitesinde diisiis
meydana gelmistir. Gangadharan ve ark. (2006) mikrobiyal biiyiimenin diismesinin
nedeni ortamda substratin bitmesinden dolayr mikroorganizmanin durgunluk evresine
girmesi ve dolayisiyla ortamda olusan sekonder metabolitlerin olusturdugu
kontaminasyonun  aktiviteyi  dislirdiigiini ve enzim iretiminin  azalttigin

bildirmislerdir.
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Sekil 4.3. a-Amilaz iiretimine inkiibasyon siiresinin etkisi

Baysal ve ark. (2008) fermantasyon ortaminda meydana gelen diger bilesiklerin
etkilesim sonucu olusan denatiirasyonun, aktiviteyi ve dolayisiyla enzim iretimini

diisiirdiigiinii ifade etmislerdir.

SSF’te inkiibasyon siiresi, zaman Ve kullanishilik agisindan olduk¢a dnemlidir.
Inkiibasyon siiresinin kisalig1 hem zamandan tasarruf agisindan hem de bakterinin daha

az kontamine olmasi agisinda 6nemlidir.

Sodhi ve ark. (2003) SSF teknigiyle Bacillus PS-7’den yiiksek termostabil
ozelligine sahip a-amilaz1 48. saatte, Tiwari ve ark. (2007) SSF teknigyle Penicillium
rugulosum’dan o-amilazi 72. saatte, Gangadharan ve ark. (2007) Bacillus
amyloliquefaciens 'ten a-amilazi 42. saatte, Baysal ve ark. (2008) SSF teknigyle Bacillus
sp.’den alkalin a-amilazi 24. saatte, Mukherjee ve ark. (2009) SSF teknigiyle termofilik
Bacillus subtilis (DM-03)’ten a-amilaz1 72. saatte, Hashemi ve ark. (2010) SSF
teknigiyle Bacillus sp. (KR-8104)’ten Ca*?ye baglh olmayan termostabil o-amilazi 48.
saatte ve Erdal ve Taskin (2010) SSF teknigiyle Penicillium expansum MT-1’den 6.

giinde maksimum enzim elde ettiklerini bildirmislerdir.
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4.4. Enzim Uretimi Uzerine Inkiibasyon Sicakh@imin Etkisi

Enzim tiretimde optimum sicaklig1 belirlemek i¢in SSF besiyerleri hazirlandi.
Bunun i¢in 3’er g piring kabugu tartilarak 100’liik erlenmayerlere birakildi ve {izerine
10 ml musluk suyu ilave edilerek otoklav islemine tabu tutuldu. Otoklavda
sterilizasyonu saglanan kati besiyerlerine steril kabinde ekim yapilarak her birisi 25,
30, 37, 40, 45, 50 ve 55°C olmak iizere farkli inkiibasyon sicakliklarina birakildi. 48.
saatte orneklerin iist sivisindan gergeklestirilen enzim aktivite tayininde en iyi enzim
aktivitesi icin optimum inkiibasyon sicakliginin 37°C’de 1436.0 U/mg degerinde
maksimum aktivite tespit edildi (Sekil 4.4). Ancak sicakligin yiikselmesiyle enzim

iretiminde diigiis gozlemlendi. 55°C° de herhangi bir aktiviteye rastlanamadi.
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Sekil 4.4. o-Amilaz iiretimine inkiibasyon sicakliginin etkisi

Tanyildiz1 ve ark. (2007) fermentasyon sicakligi SSF’te mikrobiyal biiyiime ve
enzim iretimi ya da metabolitlerin belli bir sicakliga karsi hassasiyetleri agisindan

oldukca 6nemli yer tuttugu belirtmislerdir

Pandey ve ark. (2008) sicakligi, biyolojik islemler c¢ok smirli sicaklik
araliklarinda gergeklestirilen bir olgu olarak ifade etmislerdir. Ayrica biyolojik bir
uygulamanin gergeklesmesinde sicaklik; protein denatiiresi, enzimatik inhibisyon,
belirli bir metabolitin artig1, hiicre oliimleri gibi 6nemli etkilerinden dolayr onemli
oldugunu belirtmislerdir. o-Amilaz aktivitesi ic¢in gerekli olan optimum sicaklik

mikroorganizmanin biiylimesi ile iliskilidir.
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Yapilan ¢aligmalarda kullanilan Bacillus tiplerinin optimum biiyiime sicakliklart
25-37°C arasinda degigsmektedir. Ancak termofilik olarak bilinen 75°C ve istiinde daha
yiiksek sicaklik derecelerinde biiyiliyebilme yetenegine sahip Bacillus tiirleri de

bulunmaktadir.

Kunamneni ve ark. (2005) SSF teknigiyle termofilik fungus Termomyces
lanuginosus’ten 50°C’de, Baysal ve ark. (2008) SSF teknigiyle Bacillus sp.’den 37
°C’de, Hashemi ve ark. (2011) SSF teknigiyle Bacillus sp. KR-8104’ten Ca*?'ye bagh
olmayan yiiksek pH stabilitesinde aktif hiper-termostabil a-amilaz1 37°C’de maksimum

elde ettiklerini bildirmislerdir.
4.5. Enzim Uretimi icin Ekstraktsiyon Ortaminin Belirlenmesi

Kat1 substrat kaynagi olarak piring kabugu ile hazirlanan SSF besi yeri otoklavda
steril edilip steril kabinde SSF besi yerine bakteri ekimi yapildiktan 48 saat sonra
50mM NacCl, %1 TritonX100, %1 SDS, %1 Tween 40, 10 ml saf su, pH 7.0 sodyum
fosfat tamponu ve 10 ml ¢esme suyu ilave edilerek 30 dk sonra enzim aktivite tayinine
bakildi. Enzim i¢in en iyi ekstraktsiyon ortami ¢esme suyunda elde edildi. En diisiik
aktivite ise %1 TritonX100’de goriildii (Sekil 4.5). Enzim igin aktivite siralamasi
yapilacak olursa, c¢esme suyu>NaCl>pH7.0 sodyum fosfat tamponu>saf su
>Tween40>SDS> TritonX 100 sekline sonug elde edilir. Enzim i¢in ¢esme suyunda elde
edilen maksimum aktivite degeri 1287.2 U/mg iken en disiikk a-amilaz aktivitesi
TritonX100’da 419.0 U/mg olarak tespit edilmistir. En i1yi aktivitenin ¢esme suyunda
olmast ¢esme suyunda tuz oraninin az olmasindan kaynaklanabilir. Surfaktanlar
fermentasyon ortaminda hiicre zarinin gegirgenligini (permiabilite) artirarak protein
sekretesyonunu artirirlar. Bunlar ekstraselliilar enzim tiretiminde kullanilmaktadirlar.
Sivaramakrishnan ve ark (2006) SDS, kolik asit, Tween gibi surfaktanlarin zarin

gecirgenligini artirarak enzim tiretimini artirdigini bildirmislerdir.
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Sekil 4.5. a-Amilaz iretimine ekstraktsiyon ortaminin etkisi

Haq ve ark. (2005) Bacillus subtilis GCBM-25ten elde ettikleri a-amilaz
enziminin aktivitesi iizerine bazi surfaktanlarin etkisine bakmislardir. Kullandiklari
camagsir sabunu, sivi sabun, toz deterjan, Tween 80, Sodyum silikat, dettol (banyo)
sabunu, akil benzen sulfonik asit, sodyum tripolyphosphate, sodyum lauryl siilfat (SLS)
gibi surfaktanlardan sadece ¢amasir sabununun o-amilaz aktivitesini artirdigi ve
sodyum lauryl siilfat (SLS)’in aktiviteyi gii¢lii bir sekilde inhibe ettigini belirtmislerdir.
Camagsir sabununun aktiviteyi artirmasi, yiizey gerilimini azaltan silikatlarin yaninda
yag alkollerin icermesinden dolay1 fermentasyon ortaminda hava miktarinin arttirmasi
yoniiyle olabilecegini ifade etmislerdir. Sodyum lauryl siilfat (SLS)’in aktiviteyi
diisiirmesi ise sodyum ve siilfat iyonlarinin bakteriyel biiyiime icin toksik etki

gostermesine baglamislardir.

Gupta ve ark. (2008) Aspergillus niger’den elde ettikleri a-amilaz aktivitesi
iizerine; Tween 80, TritonX-100, sodyum dudesil siilfat (SDS) sirastyla % 0.02, %
0.002 ve % 0.0002 konsantrasyonlardaki surfaktanlarin etkilerine bakmislar ve bunlarin

aktiviteyi artirdigini bildirmislerdir.

Shafiei ve ark. (2010) Nesterenkonia sp. F susundan ekstraselliiler halofilik a-

amilaz tretimini, etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)’in aktiviteyi inhibe ettigini;
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ancak, fenil phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) ve B-merkaptoetanol’iin aktiviteyi
inhibe etmedigini belirtmislerdir. Enzim, % 0.5 SDS, % 0.5 Sodium lauroyl sarcosinate
diger ad1 sarkosyl ve % 2 Triton X-100, % 2 Tween 80 ve Tween 20 gibi kimyasal
deterjanlara kars1 oldukca iyi bir sekilde stabilite gosterdigi belirtmislerdir.

Hashemi ve ark. (2010) SSF teknigiyle Bacillus sp. KR-8104’ten Ca®*ye bagh
olmayan termostabil a-amilaz tiretiminin aktivitesi lizerinde bazi iyonik ve non iyonik
surfaktanlarin etkisini incelemisledir. Yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda % 0.1
degerindeki non iyonik SDS, iyonik Tween 20 ve Tween 80’in enzim aktivitesini

onemli olabilecek miktarlarda etkilemedigini belirtmiglerdir.

Hashemi ve ark. (2010) Bacillus subtilis ATCC2156’ten iiretilen amilazin

aktivitesini SDS, Tween 20 ve Tween 40’1n artirdigini bildirmislerdir.

Gupta (2003) bir¢ok metal katyonu, Ozellikle agir metaller, siilfidril grubu
reaktifleri, N-bromosuksinimid, polihidroksil merkuribenzoik asit, iodoasetat, BSA,

EDTA ve EGTA gibi surfaktanlarin a-amilaz aktivitesini inhibe ettigini bildirmistir.

4.6. Enzimin Optimum Baslangi¢c pH’simin Belirlenmesi

Enzimin optimum pH’sin1 belirlemek igin piring kabugu igeren SSF besi yerine
¢esme suyunun pH’s1 0.1 M HCl ve 0.1 M NaOH ile 4,5, 6, 7, 8, 9 ve 10 olmak {izere
cesitli pH’larda ayarlanarak 10 ml ilave edildi. Otoklav isleminden sonra bakteri ekimi
yapilarak calkalayicida 48 saat sonra enzim aktivite tayinine bakildi. Sekil 4.6°te
goriildiigii gibi enzim i¢in maksimum aktivite pH 7°de 1372.7 U/mg olarak elde edildi.
Bu yiizden calismalarda pH’s1 7.0 ¢esme suyu kullanildi. Mikrobiyal biiyiimeyi ve
enzim aktivitesini etkileyen fiziksel parametrelerden birisi de baslangic pH’dir.
Fermantasyon ortamindaki hidrojen iyonlarinin konsantrasyonlarindan dolayr pH
mikroorganizmalarin biiylimesi ve morfolojik 6zellikleri acisindan olduk¢a dnemlidir.
a-Amilazlarin optimum pH araligt 2-12 arasinda degisiklik gosterir. Bakteri ve
fungilerdeki a-amilazlar asidik ve nétral pH’larda optimumdurlar. Bu enzimler genelde
pH 4-11 araliginda stabildirler. Ancak aym1 zamanda a-amilazlarin distik bir pH

araliginda da stabil oldugu rapor edilmistir (Gupta 2003).
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Sekil 4.6. o-Amilaz iiretimine baglangi¢ pH’ nin etkisi

Genellikle mantarlar hafif asidik pH’larda iyi tirerken bakteriler ise daha ¢ok
notr pH’larda iyi tireme gostermektedirler (Gupta 2003).

Riaz ve ark. (2003) Bacillus subtilis GCBUCM-25ten elde ettikleri a-amilaz’in
optimum baslangi¢ pH’sin1 7.5, Asgher ve ark. (2005) Bacillus subtilis 'ten elde ettikleri
a-amilaz’in  optimum baslangic pH’sim1 8, Sodhi ve ark. (2007) Penicilium
rugulosum’dan elde ettikleri a-amilazin optimum baslangi¢c pH’sim1 7.0, Baysal ve ark.
(2008) SSF teknigini kullanarak Bacillus sp.’den elde ettikleri a-amilazin optimum
baslangi¢ pH’sin1 10, Perez ve ark. (2009) SSF teknigiyle Aspergillus niger UO-01"den
elde ettikleri a-amilazin optimum baslangic pH’sin1 6.0 ve Michelin ve ark. (2010)
Paecilomyces variotii’den elde ettikleri o-amilazin optimum baglangig¢ pH’sin1 4.0

olarak bulmuslardir.
4.7. Enzim Uretimi Icin Partikiil Biiyiikliigiiniin Belirlenmesi

Calismamizda en 1y1 aktivite veren piring kabugunun maksimum enzim {iretimi
icin partikiil biiyiikliiglinii belirlemek amaciyla 500, 1000, 1500 pm, olmak iizere ii¢
farkl1 par¢a biiyiikligiinde substratlar elde edildi. Yapilan enzim aktivite tayini
sonucunda substrat biiyiikligii olarak en iyi aktivite 1404.0 U/mg degerinde 1500 pm
biytikliigiindeki parcaciklarda elde edildi (Sekil 4.7). Bunun nedeni partikiil biiytikligi
kiigiik olanlar porositlerin kiigiik olmasina, biiylik olanlar ise partikiiller arasindaki

porositlerin biiyiik olmasina neden olarak hiicresel fizyolojiyi olumsuz etkilediklerinden
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dolayr SSF’te mikroorganizma biiyiimesinde partikiil biiyiikligi 6nemli rol oynar.
Balkan ve Ertan (2007) normal biiyiikliikteki partikiiller arasinda iyi bir havalandirma

saglandigindan dolay1 mikrobiyal biiyiimede olduk¢a 6nemli oldugunu bildirmislerdir.
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Sekil 4.7. a-Amilaz liretimine parca biiyiikliigliniin etkisi

Shukla ve Kar (2006) SSF teknigiyle Bacillus licheniformis ve Bacillus
subtilis ten a-amilaz iiretiminde sirasiyla Bacillus licheniformis’ten maksimum enzim
tiretimi igin parga biyiikligi 500 um ve Bacillus subtilis’ten ise maksimum enzim

tiretimi i¢in parga biiylikliigi 1000 um olan substratlar1 kullanmiglardir.

Perez ve ark. (2009) SSF teknigiyle Aspergillus niger den a-amilaz liretiminde
partikiil biuytkligii 600-800 um olan seker kamisini, Hashemi ve ark. (2010) SSF
teknigiyle Bacillus sp. KR-8104’ten Ca*? ye bagli olmayan termostabil o-amilaz
tiretiminde partikiil biiytikliigii 900 pm olan bugday kabugunu, Erdal ve Tagkin (2010)
SSF teknigiyle Penicillium expansum MT-1’den partikiil biytkligi 1 mm
biiyiikliigiinde Loquat kernels dried (LKF) kullanmislardir.

Shukla ve Kar (2006) daha kiigiik partikiiller fermentasyonda biiyiimeyi daha
fazla artirirken ancak partikiiller arasindaki porositlerin kii¢iilmesine neden olurlarken

buna karsin biiyiik partikiiller ise porositlerin biiyiimesine neden olduklarindan dolay1
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mikrobiyal bliylimenin azalmasina ve dolayisiyla enzim aktivitesinde diigmelere neden
olacagmi bildirmislerdir. Bu yiizden SSF’te 1iyi bir bakteri iiretimi veya enzim iiretimi

icin partikiil biiyiikliigiiniin olduk¢a énemli oldugu diisiiniilmektedir.

4.8. Enzim Uretimi Uzerine Substrat (Nem) Miktarinin Belirlenmesi

SSF besiyerine, besi yeri hacminin %10, 20, 30, 40, 50 ve 60’1 olacak sekilde
sirasiyla 1g, 2, 3, 4, 5 ve 6 piring kabugu ilave edildi. Uzerine 10 ml ¢esme suyu
eklendikten sonra otoklav islemine tabi tutuldu. Bu sekilde sterilizasyon ve ekim
islemlerinden sonra yapilan aktivite tayini sonucunda enzim i¢in en iyi aktivite 1488.7

U/mg degerinde % 20 nem miktarindaki piring kabugunda elde edildi (Sekil 4.8).

1800,00

i

1600,00 -

HH

H

1400,00 -

i

1200,00 -

1000,00 -

800,00

Spesifik Aktivite (U/mg)

600,00

400,00 A

200,00

0,00 T T
1g 29 39 49 59 69
Nem Miktart

Sekil 4.8. o-Amilaz iretimine substrat (nem) miktarinin etkisi

Baysal ve ark. (2008) SSF’te nem miktarinin artmasi kati substratlarin
porositlerini azalttigindan dolay:r oksijen transfer islemini engeller. Nem miktariin az
olmas1 ise substratin ¢oziiniirliigiini diisiirmesinde ve dolayisiyla substratin istenilen

diizeyde kabarmamasinda etkili oldugunu bildirmislerdir.

Shukla ve ark. (2006) SSF teknigiyle Bacillus subtilis’ten a-amilaz iiretiminde
% 80 ve Bacillus licheniformis ten % 70, Baysal ve ark. (2008) SSF teknigiyle Bacillus
sp.’den alkalin a-amilaz iiretiminde % 30 ve Kar ve ark. (2010) SSF teknigiyle
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Streptomyces erumpens MTCC 7317°den termostabil a-amilaz tiretiminde % 60 (6 ml)

nem miktarini kullanmiglardir..
4.9. Enzim Uretimi Uzerine inokiiliim (Ekim) Miktarinin Belirlenmesi

SSF besi yerlerine besi yeri hacminin %210, 20, 30, 40, 50, 60 ve 80 olacak
sekilde 600 nm’de 0.6 OD’ye gelen baktarilerden 1000 ul’den 8000 ul’ye kadar degisen
miktarlarda ekim yapildiktan sonra drnekler inkiibasyona birakildi. 48. saate 6rneklerin
iist sivisindan enzim aktivite tayini yapildi. Enzim aktivitesi sonucunda maksimum
aktivite 1333.7 miktarinda % 30 tespit edildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. a-Amilaz iiretimine Inokiiliim (ekim) miktarmin etkisi

Riaz ve ark. (2003) Bacillus subtilis GCBUCM-25ten elde ettikleri a-amilaz
enzimi i¢in inokiiliim miktar1 % 4 olarak belirtmislerdir. Inokiilim hacmi kat:
ortamdaki biyomas iretim miktarini belirler. Bakteri biiyiimesi ve a-amilaz aktivitesi
acisindan  inokiiliim miktar1 olduk¢a Onemli oldugunu belirtmislerdir.Farkl
miktarlardaki inokiiliim degerlerine bakilmis en iyi inokiilim miktarmi1 % 4 olarak
tespit edip ancak inokiilim miktarimin az ya da c¢ok olmasi bakteri biiylimesinin

yavaglamasina ve a-amilaz aktivitesinin azalmasina neden oldugunu belirtmislerdir.

Riaz ve ark. (2003) Pandey ve ark. (2004) nokiilim miktarinin fazla olmasi
bakteriyel biiylimeyi artirabilir, ancak ortamdaki substrat miktarinin ¢ok ¢abuk

tikenmesinden Otlirli bakterinin 6liim fazina girebilecegini ve ortamda olusan
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kontaminasyondan dolayr enzim aktivite degerinin de diismesine neden olacagini

belirtmislerdir.

Gangadharan ve ark. (2006) Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23842’den a-
amilaz tiretiminde 1 ml ekim ile 52.587 U/gr degerinde maksimum enzim tretmislerdir.
Ekim miktarinin artmasi, fermentasyon ortamindaki sinirlayici besinlerden dolay1 enzim

iiretimini negatif yonde etkiledigini bildirmislerdir.

Anto ve ark. (2006) SSF teknigiyle Bacillus cereus MTCC 1305’ten maksimum
a-amilaz tretiminde % 10, Baysal ve ark. (2008) SSF teknigiyle Bacillus sp.’den alkalin
a-amilaz iiretiminde % 20, Kar ve ark. (2010) SSF teknigiyle Streptomyces erumpens
MTCC 7317°den a-amilaz iiretiminde % 15 ekim ile maksimum aktivite elde ettiklerini

bildirmislerdir.

4.10. Enzim Uretimi Uzerine En 1Iyi Aktivite Gosteren Substrat

Karisimlariin Belirlenmesi

Enzim i¢in en iyi aktivite pamuk kiispesi ve pirin¢ kabugunda elde edilmistir. Bu

nedenle bu iki substrat kaynagindan;

4g Pirin¢ + 0 g Pamuk (Kontrol)

3.5g Pirin¢ + 0.5g Pamuk
3g Piring + 1g Pamuk

2.5g Piring + 1.5g Pamuk
2g Piring + 2g Pamuk

1.5g Piring + 2.5g Pamuk
g Piring + 3g Pamuk

0.5g Pirin¢ + 3.5g Pamuk

olmak tizere ¢esitli oranlarda karistirilarak enzim aktivite tayinine bakildi.

Enzim i¢in en iyi aktivite 1261.6 U/mg degerinde 3.5g Piring+0.5g Pamukta elde
edildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. a-Amilaz iiretimine en iyi aktivite veren substrat karigimlarinin etkisi

Ertan ve ark. (2006) SSF’te kati besi kaynagi olarak bugday kepegi, aycicegi
kiispesi ve seker kamisi kiispesinden sirasiyla, 1:1:1, 1:2:1, 1:3:1, 1:4:1, 1:1:2, 1:1:3,
1:1:4, 2:1:1, 3:1:1, 4:1:1 olmak tizere gesitli oranlarda hazirladiklar1 karigimlardan 1 g
bugday kepegi, 3 g aycicegi kiispesi ve 1 g seker pancari kiispesinden olusan karigimda
Penicillium chrysogenum'dan 891 U/g degerinde maksimum a-amilaz elde ettiklerini

bildirmislerdir.

Chen ve ark. (2010) RSM metodu yardimi ile SSF’te kati1 besi kaynagi olarak 2 g
manyok nisastast ve 0.42 oraninda bugday kepegi ve piring kabugundan olusan bir
karisim kullanarak Saccharomycopsis fibuligera A11°dan maksimum a-amilaz elde

etmislerdir.

4.11. Enzim Uretimi Uzerine Metal Tuzlarinin Etkisi

SSF besi yeri hazirlandiktan sonra besi yeri hacminin % 0.1°i olacak sekilde
metal iyonlarindan MgSQO,4.7H,0, ZnS0,4.7H,0, CaCl,, FeS0O,.7H,0 ve CuS0O4.5H,0
metallerinin SSF’te homojen bir sekilde dagilmasi i¢in oncelikle 10 ml saf su i¢inde
¢cOziinmesi saglandiktan sonra besi yerine ilave edilerek otoklava alindi. Steril kabinde

bakteri ekimi yapilip inkiibasyona birakilan 6rneklerden yapilan aktivite tayinlerinde

Sekil 4.11°te goriildiigi gibi FeSO4.7H,O’nun 1574.5 U/mg miktarinda enzim
tiretimini artirdigi, MgSO4.7H,0 ve CaCI2’51ra51yla 1461.3 ve 1534.4 miktarlarinda az
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da olsa tiretimi artirdig1 bununla birlikte ZnSO,4.7H,0 ve CuSO,4.5H,0’nun da sirastyla
85.7 ve 65.0 miktarlarinda enzim iretimini giiclii bir sekilde inhibe ettigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.11. a-Amilaz liretimine metal tuzlarinin etkisi

Demir tuzlarinin aktiviteyi artirmasinin sebebi ¢oziinmiis demir minerallerinin
hiicre igerisine alinmasmmi saglayan, Bacillus subtilis tarafindan sentezlenen

sideroforlardan kaynaklandigi s6ylenebilir (www wikipedia.org/wiki/siderofor.com).

Hernandez ve ark. (2006) Aspergillus niger UO-1’den elde ettikleri a-amilaz
enziminin aktivitesi lizerine metal iyonlarinin etkisini arastirmislardir. RSM kullanarak
yapilan ¢alismalar sonucunda Ca*? ve Na' iyonlariin aktiviteyi artirdigini, ancak Cu®,
Hg™ ve Zn** metallerinin ise aktiviteyi giicli bir sekilde inhibe ettigini

gozlemlemislerdir.

Xu ve ark. (2008), RSM’ye bagh Plackett—Burman design (PBD) ve Box-—
Behnken design (BBD) ve SSF teknigiyle Aspergillus oryzae’dan a-amilaz iiretiminde
% 0.22 CaCl, ve % 0.2 MgS0,4.7H,0 enzim aktivitesi iizerine etkilerini arastirmislardir.
Calismalar1 sonucunda bu iki mineralin enzim aktivitesi yaklasik olarak % 17.5

artirdigini bildirmislerdir.

Asgher ve ark. (2006) atik patates nisastasi iceren sivi besiyeri ile Bacillus

subtilis JS-2004’ten elde ettikleri a-amilaz aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarinin

52



Yusuf ONEN

etkisine bakip Ca*? iyonlarinin aktiviteyi yaklasik % 112 oraninda artirdigini buna karsin
Co*?, Cu*?, Hg*?iyonlarimin aktiviteyi tamamen inhibe ettigini ve Mg*?, Zn*?, Ni*?, Fe*?

ve Mn*? iyonlariin da aktiviteyi kismen inhibe ettigini tespit etmislerdir.

Poli ve ark. (2009) Anoxybacillus amylolyticus tan elde ettikleri o-amilaz
aktivitesi tlizerindeki agir metallerin etkisine bakmislardir. Agir metallerden 25.0 uM
konsantrasyondaki Hg”*’nin mikrobiyal biiyiimeyi tamamen durdurdugunu bu karsin
30.0uM konsantrasyonundaki Zn*?nin ise yaklasik % 50 oraninda mikrobiyal bliylimeyi
inhibe ettigini tespit etmislerdir. Ayrica 850, 470, 1150 uM farkli konsantrasyonlardaki
Cr®*, Ni** ve Cu® agir metallerinin %70-80 oraninda mikrobiyal biiyiimeyi inhibe
ettigini ve 1100 uM konsantrasyonundaki Mg*’nin de % 10 oraninda inhibe ettigini
caligmalar1 sonucunda tespit etmislerdir Ayrica yukaridaki grafikte oldugu gibi gesitli
konsantrasyonlardaki Ni% Cu?, Hg* ve Zn*? agir metallerin a-amilaz aktivitesi
{izerindeki etkisine bakmuslardir. Enzim aktivitesi iizerinde Ni** Cu®* , Hg?* ve Zn*?

agir metallerinin aktiviteyi inhibe ettigini vurgulamiglardir.

Hernandez ve ark. (2006) Ca*? ve Na* iyonlarinin enzimin yiiksek sicakliklarda
yapisinin korunmasinda yani denatiirasyona karst enzimin korunmasinda aktivator

metaller olarak 6nemli olduklarini ifade etmislerdir.

Haki ve Rakshit (2003) c¢esitli Bacillus tiirlerinden elde edilen a-amilaz
enziminin yiiksek sicakliklardaki yapismin Ca*® iyonlar1 tarafindan korundugu
belirtmiglerdir. Ajayi ve ark. (2007) Kliniksel ve endistriyel amilaz uygulama
alanlarinda Ca*? iyonlarinin aktiviteyi artirmasi yoniinden olduk¢a Snemli oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica yiiksek sicakliktaki (70°C) Ca™® iyonlarmin o-amilaz enzim

aktivitesi artirdigini bildirmislerdir.
4.12.1. Enzim Uretimi Uzerine Karbon ve Azot Kaynaklarinin EtKkisi

SSF besiyeri hazirlandiktan sonra besi yeri hacminin % 1’1 olacak sekilde
karbon kaynaklarindan glukoz, galaktoz, fruktoz, maltoz, sukroz, laktoz, ksiloz,
mannoz ve arabinoz gibi karbon kaynaklarini enzim {iretimi tizerindeki etkisine bakildu.
Ekimi yapilip inkiibasyona birakilan 6rneklerden yapilan aktivite tayini sonucunda
fruktozun (1415.7 U/mg) enzim iiretimini artirdigi, glukoz (1313.5 U/mg), arabinoz
(1244.2 U/mg) ve ksilozun (1315.5 U/mg) iiretimi ¢ok az miktarda azalttigi bununla
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birlikte galaktoz ve laktozun ise enzim iiretimini 593.9 ve 621.2 miktarlarinda %50’ye

yakin diistirdiigii tespit edilmistir (Sekil 4.12.1).
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Sekil 4.12.1 a-Amilaz iiretimine karbon kaynaklarinin etkisi

Ayn sekilde piring kabugu igeren SSF besi yerine, besi yeri hacminin %21’
olacak sekilde azot kaynaklarindan sodyum nitrat, amonyum nitrat, amonyum siilfat,
amonyum kloriir, et Oziitli, tripton, pepton, maya Oziitii, malt ekstrak ve kazein
eklendikten sonra 10 ml ¢esme suyu ilave edilerek hazirlanmis olan 6rnekler otoklava
birakildi. Steril kabinde bakteri ekimi yapildiktan sonra inkiibasyona birakilan
orneklerden 48 saat sonra aktivite tayini yapildi. Enzim aktivitesi sonucunda; amonyum
klorur, amonyum sulfat, amonyum nitrat ve malt ekstraktin aktiviteyi sirasiyla 1956.9,
1718.8, 1435.3 ve 1499.8 U/mg enzim {iiretimini artirmakla birlikte triptonun {iretimi ¢ok
fazla etkilemedigi; ancak pepton ve kazeinin sirasiyla 959.0, 906.7 U/mg miktarlarinda

enzim iiretimini inhibe ettigi tespit edilmistir (Sekil 4.12.2).

Gupta (2003) glikoz ve maltoz gibi karbon kaynaklari a-amilaz iretimini
destekledigini bununla birlikte ksiloz ve fruktoz gibi karbonlarin ¢ok giiglii repressif
grubunda olmasina ragmen Aspergillus nidulans’ta biiylimeyi iyi bir sekilde

destekledigini ileri stirmiistiir.
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Crabb ve ark. (1997) Organik azot kaynaklarinin kullanimi a-amilaz tiretimini
artirmak i¢in tercih edilir. Tripton ve pepton Bacillus sterothermophilus‘den a-amilaz

enzim tretiminde 6nemli oldugunu bildirmislerdir.
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Sekil 4.12.2 a-Amilaz iiretimine azot kaynaklarinin etkisi

Gupta ve ark. (2003) Aspergillus niger’den elde ettikleri oa-amilaz aktivitesi
tizerine; glukoz, sukroz, ksiloz, nisasta, sorbitol, karboksimetil seluloz, galaktoz ve
dekstrin gibi karbon kaynaklarmin etkisine bakilmig; nisasta, dekstrin, galaktoz ve

sukroz karbon kaynaklarinin aktiviteyi pozitif yonde etkiledigini bildirmislerdir.

Aiyer (2005) Bacillus licheniformis SPT 27’den elde ettigi a-amilaz enziminin
aktivitesi lizerine; % 1 pepton’un enzim aktivitesini artirdigini bildirmistir. Ayrica; % 1
fruktoz ve maltoz’un da aktiviteyi artirdigini; ancak arabinoz, raffinoz, mesoinositol,

sukroz ve galaktozun amilaz tiretimini desteklemedigini bildirmistir.

Tiwari ve ark. (2007) Penicillium rugulosum’dan termostabil a-amilaz
iiretiminde; galaktoz, arabinoz, laktoz, maltoz ve dekstroz olmak tizere farkli karbon
kaynaklarinin enzim aktivitesi  {izerindeki etkilerini arastirmislardir. En yiiksek

aktiviteyi galaktozda elde etmislerdir.

55



4. BULGULAR VE TARTISMA

Hashemi ve ark. (2010) SSF teknigiyle Bacillus sp. KR-8104’ten Ca”"'ye bagli
olmayan termostabil a-amilaz {iretiminin aktivitesi bakteri liretimi {izerinde bazi azot ve
karbon kaynaklarimin etkisini arastirmiglardir. Laktoz, Amonyum nitrat ve Sodyum

nitrat’in enzim tiretimini artirdigini bildirmislerdir.

4.13. Enzimin Optimum pH’sinin Belirlenmesi

Bacillus subtilis ATCC 6051’¢ ait a-amilazin optimum pH degerinin saptanmasi
icin sirasiyla 0.1 M sitrik asit (pH 5.5), 0.1 M sodyum fosfat (pH 6.0 ve 6.5) ve 0.1 M

Tris-HCI (pH 7.0-0.8) olmak tiizere {i¢ ayr1 tampon sistemi kullanilmistir. 30 dk sonraki

aktivite tayini sonucunda enzimin maksimum c¢aligtig1 aralik Sekil 4.13’te gortldigi

gibi pH 6.0’da tespit edilmistir.
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Sekil 4.13. a-Amilaz aktivitesi lizerine pH‘nin etkisi

Najafi ve ark. (2005) Bacillus subtilis AX20 tarafindan salgilanan o- amilazin
optimum pH’sin1 7.0 olarak bulmuslardir.

4.14. Enzimin Optimum Termal Stabilitesinin Belirlenmesi

Enzimin optimum aktivite sicakligini tespit etmek igin reaksiyon baslatildiktan
sonra Ornekler 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80 ve 90°C sicaklik araliklarinda
inkiibasyona birakildi. 30 dk inkiibasyon siiresi sonunda yapilan enzim aktivite tayin

sonuglarina gore o-amilaz i¢in optimum aktivite 50°C’de oldugu tespit edildi (Sekil
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4.14). Enzimin yiiksek sicakliklarda aktivite gdstermemesinin nedeni yapisindaki

proteinlerin denatiire olmus olabileceginden kaynaklandigi sdylenebilir.

25
2 -
=
£
2
o 154
=
hv4
<
£ 11
8
o
wn
05 A
0 T T T T T T T T T
15 20 25 30 35 40 45 50 60 70 80
Enzim Stabilitesi

Sekil 4.14. a-Amilaz aktivitesi tizerine sicakligin etkisi

Sodhi ve ark. (2003) SSF teknigini kullanarak Bacillus PS-7’den elde ettikleri
yiikksek termostabil ozelligine sahip a-amilazin 60°C’de, Konsoula ve ark. (2005)
Bacillus subtilis’ten elde ettikleri ekstraselliiler termostabil o-amilazin 135°C’de,
Shukla ve Kar (2006) SSF teknigi ile Bacillus licheniformis ve Bacillus subtilis’ten elde
ettikleri a a-amilazin 90°C ve 70°C’de, Anto ve ark. (2006) SSF teknigiyle Bacillus
cereus MTCC1305‘ten elde ettikleri a-amilazin 55°C’de, Tiwari ve ark. (2007)
termofilik Penicillium rugulosum’dan elde ettikleri termostabil a-amilazin 57°C’de ve
Michelin ve ark. (2010) Paecilomyces variotii’den iiretmis olduklar1 termostabil a-

amilazin 60°C’de maksimum aktivite gosterdigini bildirmislerdir..

Gelecekte Ca”"ye bagli olmayan ve nisasta sakkarifikasyonunun arttirilmast i¢in
100°C’nin {lizerinde asidik pH’da aktif olan hiper-termostabil o-amilazlara ihtiyag
duyuldugundan dolay: yiiksek sicakliklarda yasayabilen termostabil bakterilere ilgi
giderek artmaktadir. Ayrica giiniimiizde 6zellikle deterjan sanayisinde tasarruf amaciyla
daha diisiik 15-20°C sicakliklarda aktif olabilen amilazlarla ilgili ¢aligmalar da hiz

kazanmaktadir
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5. SONUC VE ONERILER

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, iiriinlerin kullanim alanlarinin ¢esitliligi
ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle, biyoteknolojinin endiistriyel
enzimlerle ilgili alaninda yapilan c¢esitli aragtirmalar, daha da onem kazanmaktadir.
Ozellikle birkag iilke disindaki diger iilkeler bu konuda tamamen disa bagiml
durumdadirlar. Modern biyoteknolojinin 1s1ginda su anda a-amilazlar biyofarmakolojik
uygulamalardaki onemi artmaktadir. Bu ¢alismada o- amilazlarin gida, tekstir, kagit,
deterjan, seker suruplarinin iiretiminde, siklodekstrin iiretiminde, farmakoloji gibi
uygulama alanlarindaki iiretimleri agisindan 6nemli olan bircok parametrenin SSF
kullanilarak optimizasyonlar1 saglanmasi amag¢lanmistir. Bu alanlarda kullanilan o-
amilazlar diinya enzim piyasasinin  %30’unu olusturur. Amilazlarla ilgili son
calismalara bakildiginda, enzimin daha diisiik sicaklik degerlerinde aktif olma ve
yiksek sicaklikta ve stabil pH’larda Ca®* iyonlarindan bagimsiz aktif olabilen
enzimlere yonelik calismalar hiz kazanmaktadir. Enzimin diisiik sicakliklarda aktif
olmas1 6zellikle deterjan sanayisinde etkili olup lekelerin uzaklastirilmasinda yiiksek
sicakliklara ihtiyag duyulmadan daha diisiik sicakliklarda islevin gergeklesmesine
olanak saglar. Burada 6nemli olan daha az elektrik kullanimi ile yiiksek oranda tasarrufa
gidilmesidir. Bacillus subtilis ATCC 6051’den elde edilen a-amilazin 15-20°C
sicakliklarinda aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Endiistriyel alanlarda kullanilan o-
amilazlar daha ¢ok mikroorganizmalardan saglanmaktadir. Bunun nedeni bunlardan
tiretilen enzimlerin katalitik aktivitelerinin yliksek olmasi, istenmeyen yan {iriin
olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleri gibi
avantajlar1 vardir. Ayrica sec¢ilen mikroorganimanin toksik ozellik gdstermemesi de
gerekmektedir. Calismada kullanilan Bacillus subtilis ATCC 6051’in bu 6zelliklere
uygun olmasina dikkat edilmistir. Amilazlardan glikoz ve maltoz formunda olanlar
alkol fermentasyonu ve seker surubu farmulasyonlarinda, maltooligosakkarit formunda
olan amilazlar ise gida isleme siireclerinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Gilinlimiizde azalan dogal kaynaklar nedeniyle mikroorganizmalar bir¢ok iiretim alani
icin potansiyel olarak goriilmekte ve bu konuda yogun c¢aligmalar yapilmaktadir.
Endiistriyel {iretimde mikrobiyal kaynakli enzimlerin ekonomik oluslari, mevsimsel ve
potansiyel kisitlamalara bagli kalmayislar1 acgisindan avantajlart uzun zamandir

savunulmaktadir.
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1. Calismada maksimum enzim {retimi i¢in en iyi aktivite piring kabugunda elde
edilmistir. SSF’te kat1 substrat kaynagi olarak kullanilan endiistriyel atiklarin hem
maliyet agisindan hem de bunlarin geri doniistimii yoluyla g¢evresel zirai kirliligin
onlenmesi agisindan oldukga 6nemli yararlar saglamaktadir. Bu ylizden SSF cevresel ve
gida mikrobiyolojisi alaninda olduk¢a O6nem kazanmistir. Ayrica bu substratlarin
dogada ¢ok fazla olmasi ve her zaman kolay bir sekilde karsilanabilmesi ¢alismalara

engel olusturabilecek zaman ve para gibi dnemli sorunlara ¢6ziim olusturabilmektedir.

2. Enzim i¢in en iyi inkiibasyon siiresi ve inkiibasyon sicakligi1 48. saat ve 37°C
olarak tespit edilmistir. Kat1 faz fermentasyonnundaki (KSF) inkiibasyon siiresinin kisa

olmasi, enzim {iretiminin ¢ok fazla zaman almamasi agisindan 6nemlidir.

3. Enzim i¢in en iyi ekstraksiyon ortami ¢esme suyunda elde edilmistir. Bu da

enzim tretiminde maliyet a¢isindan énem arz etmektedir.
4. Bakteri i¢in en iyi pH degeri 7.0 olarak bulunmustur.

5. Enzim i¢in baslangi¢ nem miktari1 ve inokiilim miktar1 % 20 ve % 30 olarak

tespit edilmistir.

6. Calismada yapilan enzim aktivite tayinlerinde en iyi enzim iretimi i¢in

calkalama hiz1 150 rpm’de elde edildi.

7. Enzim tretimi i¢in substratin parca biiylikliigiine bakildi. En iyi aktivite parca
biytikligi 1500 ul’de tespit edilmistir.

8. Enzimin termostabil aktivitesine bakildi. Enzimin maksimum aktivite

gosterdigi sicaklik degeri 50°C olarak tespit edilmistir.

9. Enzim iiretimi iizerine, en iyi aktiviteyi veren substrat karigimlarinin etkisine
bakildi. Enzim icin en iyi aktivite piring kabugunun yogunlukta oldugu kati1 faz

fermentasyon ortaminda elde edilmistir.

10. Enzim i¢in ekstraksiyon ortami belirlenmeye ¢alisildi. En iyi aktivite cesme
suyunda elde edildi. Deterjan sanayisinde kullanilan bazi kimyasallarin enzim aktivitesi
tizerindeki etkisine bakildi. Enzimin % 0.05 NaCl ve az da olsa Tween 40’a direngli
oldugu tespit edildi. Bu da enzimin deterjan sanayisinde kullanilabilirligini

gostermektedir.
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11.Enzim aktivitesi lizerine bazi metal tuzlarunin, karbon ve azot kaynaklarinin
etkisine bakildi. Metal tuzlarindan CaCl,, MgSO,4.7H,O ve FeSO4.7H,O’nun enzim
trtimini artirdigr buna karsin ZnSO,4.7H,0 ve CuSO,4.5H,O’nun aktiviteyi giiclii bir

sekilde inhibe ettigi gbzlemlenmistir.

12. Karbon kaynaklarindan fruktozun enzim iiretimini artirdigi, glukoz, ksiloz ve
arabinoz sekerlerinin iiretimi ¢ok az miktarda azalttig1 buna karsin galaktoz ve laktoz ise

enzim iretimini % 50’ye yakin disiirdiigi tespit edildi.

13. Azot kaynaklarindan amonyum Kkloriir enzim {iretimini iyi bir sekilde
artirirken malt ekstrakt, amonyum nitrat ve amonyum siilfatin liretimi az miktarda
artirdig1 kazein ve pepton azot kaynaklarinin da enzim iiretimini desteklemedigi tespit

edilmistir.

Sonug olarak yapilan bu calismada 6zellikle ¢evrede ¢ok fazla kirlilige neden
olan tarimsal atiklarinin kullanilmasi biyolojik agidan ¢evre kirliligine 6nemli oranlarda
katki saglanabilmekte ayrica biyoteknolojide bilimsel ¢alismalarda 6nemli bir sorun
olan maliyete de ¢6ziim sunabilmektedir. Bu galismada SSF teknigi ile ticari olarak
Bacillus subtilis ATCC 6051°den amilaz iiretmek igin 6zellikle Karacadag yoresine ait
piring kabugu substrat kaynagi olarak kulanilmasi, bu atiklarin yiiksek oranda geri
donilistimii agisindan  ekolojik olarak c¢evre kirliliginin oniline gecilebilecektir. Elde
edilen enzimin sicaklik ve pH 6zelliklerinden dolay1 kagit, deterjan, gida ve tekstil gibi

alanlarda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Diinya genelinde artan tarimsal atiklarin tekrar kullanilmalari ekolojik ve
ekonomik olarak olduk¢a 6nemlidir. Birgok tarimsal atigin hayvan yemi vb. alanlarda
kullanilabildigi bilinen bir gercektir. Fakat SSF teknigi kullanilarak bu atiklardan, ticari
o6nemi olan enzimler iiretmede kullanilmasi1 daha ekonomik ve daha ekolojik yarar

saglanabilecegi diistiniilmektedir.
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