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OZET

Bacillus tiirlerinin bircogu yiiksek miktarda enzim sentezleme yetenegine
sahip olmalar1 ile endiistriyel enzimlerin Onemli kaynagidirlar. Bu 0Ozellikleri

biyoteknolojideki 6nemlerini daha da arttirmaktadir.

Bu arastirmada yoremizde dogal olarak bulunan mevcut bazi tarim atiklari
kat1 faz fermantasyonu (KSF) tekniginde substrat olarak kullanilarak Bacillus
licheniformis ATCC12759 ve Bacillus licheniformis’in yabani susundan [-
galaktosidaz tiretimi, Bacillus subtilis RSK96’dan kat1 faz fermantasyonu (KSF) ve
submerged (SmF) yontemleri ile karsilastirmali olarak a-amilaz ve proteaz iiretimleri

izerine cesitli parametrelerin etkisi incelenmistir.

Bacillus licheniformis ATCC12759 ve Bacillus licheniformis’in yabani susu
B-galaktosidaz tiretimi i¢in piring kabugu, Bacillus subtilis RSK96’dan a-amilaz
tretimi i¢cin pamuk sap1 ve proteaz iretimi i¢in mercimek kabugu kat1 faz
fermantasyon (KSF) ortaminda en 1iyi indiikleyici bitkisel atiklar olarak
kullanilmistir. Kat1 faz fermantasyon (KSF) kosullarinda piring kabugu kat1 subtrat
olarak kullanildiginda yabani sus Bacillus licheniformis ve Bacillus licheniformis
ATCC12759’dan elde edilen en yiiksek B-galaktosidaz aktivitesi sirasiyla 48. saatte
3509 U/mg ve 120. saatte 5064 U/mg olarak elde Olciilmiistiir. Pamuk sapmin kati
substrat olarak kullanildigi kati faz fermantasyon kosullarinda (KSF) Bacillus subtilis
RSK96’dan en yiiksek o-amilaz aktivitesi 72. saatte 2029 U/mg, mercimek
kabugunun kati1 substrat olarak kullanilmasi ile en yiiksek proteaz akvititesi 120.
saatte 9566 U/mg olarak elde edilmistir. SmF ortamlarinda Bacillus subtilis RSK96
kiiltiir edildiginde en yiiksek a-amilaz ve proteaz aktiviteleri 72. saatte sirasiyla 669

U/mg ve 1903 U/mg olarak elde edilmistir.

Yapilan caligmada pamuk sapi, mercimek kabugu ve pirin¢ kabugunun enzim
aktivitelerini indiikledigi belirlenmistir. Kullandigimiz Bacillus tiirleri ile bu bitkisel
atiklarin  biyoteknolojik uygulamalarda degerlendirilmesi durumunda faydali

olacagini sdyleyebiliriz.



Anahtar Kelimeler: Bacillus, p-Galaktosidaz, o-Amilaz, Proteaz, Pamuk

Sapi, Mercimek Kabugu, Pirin¢ kabugu, Biyoteknoloji
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ABSTRACT

Having the ability to synthesize large quantities of enzymes, many of Bacillus
species are an important source of industrial enzymes. This feature increases their

importance in biotechnology.

In this investigation the effect of various parameters were studied on the
production of B-galactosidase enzyme from Bacillus licheniformis ATCC12759 and
wild type Bacillus licheniformis. In the study some agricultural wastes present in our
region were used as substrate in solid state fermentation (SSF) technique. Production
of a-amylase and protease from was also studied, Bacillus subtilis RSSK96 with

solid state fermentation (SSF) and submerged (SMF) methods were compared.

Rice husk was the best inducing vegetable waste in solid state fermentation
(SSF) environment for producing [B-galactosidase enzyme from wild strains of
Bacillus licheniformis ATCC12759 and wild type Bacillus licheniformis and cotton
stalk was the best for production of an a-amylase in Bacillus subtilis RSK96, while
lentil husk was the best for production of protease. When rice husk was used as solid
subtrat in solid state fermentation (SSF) the highest obtained activity of p-
galaktosidaz from wild strain of Bacillus licheniformis and Bacillus licheniformis
ATCC12759, respectively, was measured 3509 U/mg in 48th hour and 5064 U/mg in
120th hour. In the solid state fermentation conditions (SSF) in which cotton stalk was
used as solid subtrat the highest a-amylase level from Bacillus subtilis RSK96 was
2029 U/mg in the 72nd hour, and by the usage of lentil husk as solid subtrat the
highest protease activity was obtained as 9566 U/mg in the 120th hour. In SmF
conditions when Bacillus subtilis RSK96 was cultured, the highest a-amylase and
protease level activities, respectively, were obtained 669 U/mg and 1903 U/mg in the

72nd hour.
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Our findings relieved that cotton stalk, lentils and rice shell induce enzyme
activities. These vegetable wastes may be evaluated in biotechnological applications

of Bacillus species used in the study.

Keywords: Bacillus, B-Galactosidase, a-Amylase, Protease, Cotton Stalk, the

Lentil husk, Rice husk, Biotechnology
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ONSOZ
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mikroorganizmalarm her zaman ticari olarak kullanilmalar1 ve daha iyi ozelliklere
sahip dogal enzimleri iiretmeleri ¢evresel faktorlerin etkisindedir. Habitatlarin farkli
fizikokimyasal 0zelliklere sahip olmalar1 mikrobiyal alem icindeki sayisiz molekiiler
adaptasyonlarin gelisimine esit oranda meydan okumaktadir. Mikrobiyal ¢esitliligin
biyoteknolojik iiriinler ve wuygulamalar icin Onemli bir kaynak oldugunu
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1.GIRiS

Giinimiizde biyoteknoloji bilim dali biyolojinin bir alt disiplini olmaktan ¢ikarak
disiplinlerarasi bir yere gelmis olsa da, temelde yaklasik 10.000 yil 6nce yapilmaya
baslanan tarim ve yaklasik 6.000 yil Once iiretilmeye baslanan fermantasyon

iiriinlerinin ilk biyoteknolojik uygulamalar oldugu bilinmektedir 7.

Biyoteknoloji en genel anlamu ile “herhangi bir teknolojik uygulamanin;
biyolojik sistemleri, organizmay1 veya organizma kaynakli yapilari; bir Uriiniin
tiretiminde, degistirilmesinde veya 0zel bir siirecte kullanmast” olarak tanimlanir’.
Fakat 1970’lerden sonra gelisen “rekombinant DNA” teknolojisi ile Biyoteknoloji
bilim dali yeni bir boyut kazanmistir. 2000 yilinda Birlesmis Milletler Biyolojik
Cesitlilik Konvansiyonu Cartagena Protokoliinde yeni nesil Biyoteknoloji kavramini

“Modern Biyoteknoloji” olarak su sekilde tanimlar;
Modern Biyoteknoloji;

*Rekombinant DNA’y1 iceren in-vitro niikleik asit tekniklerinin ve niikleik

asitlerin organel veya hiicrelere direk aktariminin veya

* Taksonomik ailelerin Otesinde olusturulan hiicre birlestirmelerinin
canliligin dogal fizyolojik gelisimini ya da rekombinant engellerini asan ve

geleneksel beslenme ve eleme ile iiretilemeyen uygulamalaridir®.

Bir Biyoteknoloji uygulamasmin basarili bir sekilde gerceklestirilme
siirecinde bir veya daha fazla disiplinlerden yararlanilmalidir. Biyoteknolojinin temel
uygulama alanlar1 Tablo 1.1°de gosterilmistir. Sekil 1.1 ise yapilan denemelerde
biyoteknolojik uygulamalarin uygulanabilir farkli teknolojiler ile disiplinler

arasindaki uyumun nasil gerceklestigini gostermektedir’.



Tablo 1. 1. Biyoteknolojik Uygulamalardaki Bashca Alanlar’

Biyouygulama teknolojisi

Tarihsel olarak biyoteknolojinin en 6nemli alani ( bira yapimi, antibiyotikler, memeli hiicre kiiltiirleri,
vb.) yaygin sekilde yeni iiriinlerin gelistirilmesi (polisakkaritler, tibbi olarak énemli ilaclar, solventler,
protein degeri arttirilmis gidalar) ile gergeklestirilmistir. Uretimi optimize etmek icin yeni
fermenterler tasarlanmaktadir.

Enzim teknolojisi

Asirt derecede spesifik kimyasal reaksiyonlarin katalizi i¢in kullanilmaktadirlar; spesifik molekiiler
dondstiiriictiler (biyoreaktorler) meydana getirmek icgin enzim immobilizasyonlart. L-aminoasitler,
yiiksek fruktoz surubu, semi-sentetik penisilinler, nigasta ve seliiloz hidrolizi vb. igeren iiriinlerin
olusumu. Biyotahliller i¢in enzim problari.

Atk teknolojisi

Uzun tarihsel 6onemi daha fazla vurgu ile su anda gidalar, giibreler ve biyolojik yakit kaynaklarinin
geri doniisiimii ve muhafazasi ile birlestirilmektedir.

Cevresel biyoteknoloji

Varolan engin ufuklar ile bir¢cok cevresel problemin ¢oziimiinde (kirlilik kontrolii, toksik atiklarin
uzaklastirilmasi) biyoteknolojik konseptlerin uygulanmasi, madencilik atiklar1 ve diisiik derecedeki
cevherlerden metallerin geri doniistimii.

Yenilenebilir kaynaklarin teknolojisi

Yenilenebilir enerji kaynaklarmin kullanimi, 6zellikle lignoselliilozdan kimyasal ham materyallerin
enerji-etanol, metan ve hidrojen gibi yeni kaynaklarin meydana getirilmesi. Bitkisel ve hayvansal
metaryalin toplam kullanimi. Temizlik teknolojisi, destekleme teknolojisi

Tarun uygulamalarn

Genetik miihendisligi ile bitkilerin besinsel degeri, hastaliga olan direncin kalitesini gelistirme gibi
ozelliklerinin ve tirtin verimi arttirilmast ve stres toleransi ticari olarak giderek artacaktir. Hayvan
ciftciligi icin iretimin arttirilmasi. Gida kalitesi, tat, koku ve mikrobiyal giivenin saglanmasi.

Kisisel bakim

Hastaliklarin tedavisi icin daha iyi 6zelliklere sahip ilaclar saglamak. Insan genom-genomiksleri ve
proteomiklerinin anlagilmasi ve informatik teknolojisi ile gelistirilmis hastalik tani1 yontemleri.
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Biyoteknoloji kisisel bakim ve saglik, tarim ve ormancilik, yararli ve saf
kimyasallar, gida teknolojisi, yakit ve enerji iiretimi, kirlilik kontrolii ve yeni
kaynaklarm elde edilmesi gibi endiistriyel sektorlerin genis bir kisminda faydalar
saglamaya ve ticari gelisimleri i¢in heyecan verici yeni firsatlar yaratmaya devam
edecektir. Giiniimiizde Biyoteknoloji, diinyanin karsi karsiya oldugu sorunlarin

¢oziimii icin cok bityiik umutlar sunmaktadir’.

Fermantasyon uygulamalar1 kimyasallar, enzimler, antibiyotikler, ilagclar ve
gidalarin iiretim uygulamalarinda kullanilmaktadir. Gelismis genetik ve metabolik
metotlarm yeni iriinlerin gelistirilmesinde kullanimi artmakta ve daha Once
kullanilmayan ham materyallerin kullamimmda bir avantaj saglamaktadur®.
Fermantasyon uygulamalar1 ile gerceklestirilen en onemli iiretim islemlerinden biri

de kuskusuz enzimlerin iiretilmesine yonelik uygulamalardir.

Son yillarda diger tekniklere oranla daha fazla iiriin elde edilmesinden otiirti
Kati Faz Fermantasyon (KSF) teknigi, biyoteknolojik ve endiistriyel alanlarda
gittikce artan bir 6nem kazanmustir. Bu teknikte, ticari onemi olmayan veya az olan
ve cevre kirliligine yol acan bazi bitkisel atiklarin substrat olarak kullanilmasiyla,
ekonomik  ve ekolojik acidan  degerlendirilebilirliklerinin  arastirilmasi

amaclanmaktadir.

Bu c¢alisgmada enzim iiretim kaynagi olarak uygun mikroorganizmalar
kullanilacak olup bunlarin uygun substrat ve enzim iiretim sartlar1 belirlenecektir.
Ayrica kat1 faz fermantasyon (KSF) teknigi kullanilarak ekonomik degeri olmayan
bitkisel atiklar ile yapilan caliymalardan elde edilecek enzimlerin yiiksek seviyede

tiretilebilmesi ve bu teknigin bir takim 6zellikleri incelenmeye calisilacaktir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. ENZIMLER

Enzimler biyolojik hizlandiricilar (katalizor) olup kendileri herhangi bir
degisime ugramadan canli sistemlerde olugan kimyasal tepkimelerin hizini artirirlar®.
Enzimler cogu kez sentetik ve inorganik katalizorlerden ¢ok daha 6nemli olaganiistii
katalitik giice sahiptirler. Substratlar1 i¢in yiiksek spesifiklik gosterirler ve kimyasal
tepkimeleri miithis derecede hizlandirirlar. Optimum pH ve sicaklik kosullarinda
islev goriirler. Biyolojik olmayan katalizorlerin ¢ok azi bu Ozelliklerin hepsine
sahiptir. Bununla beraber yeterli kosullarin saglanmast durumunda etkilerini
gosterebiliyor olmalari, enzimlerden dogal ortamlarmin digindaki pek cok alanda

yararlanabilme imkanini ortaya ¢ikarmaktadir’.

Genelde tonlar diizeyinde kullanilan endiistriyel enzimlerin saflik diizeyleri
diisiik oldugu icin fiyatlar1 da diisiik olmaktadir. Bunun yam sira gram ve miligram
diizeyinde kullanilan bilimsel ve analitik ile tibbi enzimler ¢cogu zaman yiiksek saflik

diizeylerinde olduklari i¢in yiiksek fiyatlarda pazarlanmaktadirlar®.

2005 yilinda diinya enzim pazar1 1.7-2 milyar dolarlik bir boyuta ulagmustir.
Enzimler mikrobiyal, bitkisel ve hayvansal kokenli olabilirler. Mikrobiyal enzimler
endiistriyel enzim pazarinin %90’ 1 kapsar. Bunlar bakteriyel ve fungus (kiif,
mantar ve mayalardan olusan mikroorganizmalar) kokenlidir. Kontrollii ortamda
kolaylikla ve hizli olarak iiretilebilmeleri, ¢cok zengin enzim cesitliligine sahip
olmalari, mikroorganizmalarin enzim {retiminde en ¢ok kullanilan kaynak
olmalarina neden olmustur. Dogadan taranmis enzim iireticisi mikroorganizmalara,
son zamanlarda genetik miihendisligi teknikleriyle gelistirilmis olan rekombinant

(yenidenbilesenli) mikroorganizmalar da katilmig durumdadir.

Bazi1 mikrobiyal enzimler, hiicreler tarafindan sentezlendikten sonra hiicre
disina salgilanirlarken bazilari ise hiicre icinde kalirlar. Endiistriyel enzimlerin ¢cogu,
hiicre digmna salgilanan enzimlerdir. Hiicre i¢i enzimlerden yararlanmak i¢in

hiicrelerin parcalanarak enzim molekiillerinin hiicrelerden 6ziitlenmesi gerekir.



2.2. Bacillus CiNSI

Bacillus cinsinin iyeleri mezofiller ve ekstremofilleri iceren endospor
formundaki gram-pozitif bakterilerdir. Bacillus tiirleri toprak ve bununla iliskili
nehirler, nehir agizlar1 ve kiyr sular1 gibi su kaynaklar1 ve bitkileri de igceren

ortamlarda en fazla yayihis gosteren mikroorganizmalardir”™'

. Bir¢ok tiirii hayvan ve
insanlara kars1 zararsiz olup sadece birka¢ patojen tiir belirlenmistir. Bu cinsin
tiyeleri olagandis1 metabolik farklilik ve yasam sekilleri gosterirler ve termofilleri,

IL12 By bakteriler metabolik olarak karbon ve

alkalofiller ve asidofilleri icerirler
enerji kaynag: gibi organik bilesiklere baglh olarak kemoorganotrofturlar. En yaygin
olarak karakterize edilmis tiirler olan Bacillus subtilis, glukoz ve diger basit karbon
kaynaklar1 ile tuzlu ortamlarda mesofilik sicakliklarda lireme yeteneginde olan bir
protoototroftur. Buna karsin bazi insektisid patojen tiirleri besinsel olarak oldukca

secici ve bilhassa son derece 6zel bityiime ortamina ihtiya¢ duyarlar’”.

Metabolik farkliliklari, onemli genetiksel farkliliklarindan
kaynaklanmaktadir. DNA’smin GC igerigi %33-67 arasinda degigmektedir.

2.2.1. Bacillus licheniformis

Bacillus licheniformis dogada yaygin olarak bulunan ve iiyelerinin cesitli
enzimleri liretmesinden dolay1r besin dongiisiine onemli katki sagladigi diisiiniilen
saprofit bir bakteridir. B. licheniformis her yerde bulunan ve ¢ubuk seklinde gram-

pozitif bir bakteridir'*.

Cok farkli enzimler, antibiyotikler ve kiigiik metabolitleri tireterek endiistriyel

amaclarda kullanilmak iizere arzu edilen iiriinleri olustururlar. Enzim salgilamak icin

15,16 . ) e . )
°. Proteaz ve amilaz enzimlerini iiretebilmeleri

optimum 37°C’ye ihtiya¢ duyarlar
ile besin dongiisiine katkida bulunan organizmalar gibi diisiiniilmektedirler. Bu
tiirlerin dogadaki sayilar1 tespit edilememesine ragmen, topragmn her gramindaki
bakteri sayis1 yaklasik olarak 10°-107 (cfu mikroorganizma/gr kuru toprak) arasinda

degismektedir'"'®.



2.2.2. Bacillus subtilis

Genelde toprakta yasarlar. Optimum sicaklik dereceleri 25-35 °C’dir. Patojen
olmayip ticari oneme sahip Onemli iiriinleri Uretirler, bunlar arasmmda en dikkate
deger olanlar1 proteazlar ve amilazlardir. Kismen ticari 6nemde olmalar1 ve genetik

manipiilasyonlarmin kolay olmasi nedeni ile B. subtilis yogun sekilde cahigiimustir'”,

Enzimler mikrobiyal kaynaklar araciligiyla insan gereksinimleri i¢in elde
edilen en Onemli iirlinler arasinda yer almaktadir. Endiistriyel, cevresel ve gida
biyoteknolojisi alanlarindaki endiistriyel uygulamalarin genis bir kisminda ve diger

asamalarda enzimler kullanilir.

2.3. Kat1 Substrat (Faz) Fermantasyon Teknigi (KSF)

Kat1 substrat (faz) fermantasyonu (KSF) genel olarak suyun olmadig1 veya az
oldugu ortamda kati (nemli) materyaller iizerinde mikroorganizmalarin gelisimi
olarak tammlanr™. KSF son yillarda bazi biyolojik uygulamalar ve iiriinlerin

gelisiminde umut vermektedir.

KSF, kat1 faz fermantasyonu ve kat1 substrat fermantasyonu olmak iizere iki
sekilde tanimlanir. Kat1 substrat fermantasyonu sadece susuz veya az su iceren
ortamda karbon/enerji kaynagi gibi is goOren substrat {izerinde; kat1 faz
fermantasyonu ise kat1 destekleyici gibi i goren dogal bir substrat veya kullanilan
kat1 substrat iizerinde susuz veya az su igeren ortamda meydana gelen herhangi bir

fermantasyon olarak tanimlanmugtur' >,

Kat1 substrat (faz) fermantasyonunun (KSF) ayrintili bilimsel ve gelisimsel
tarihi zaman zaman bazi arastirmacilar tarafindan yeniden incelenmistir. Gida
fermantasyonu ve enzimlerin iiretimi kat1 substrat fermantasyonunun (KSF) ilk icat

edildigi yerlerde gerceklestirilmistir (Tablo 2.1)*'.

Son on yilda kati substrat (faz) fermantasyonu KSF sistemleriyle
antibiyotikler, alkoloidler, bitki biiyiime faktorleri vb. igeren biyolojik olarak aktif
sekonder metabolitler, enzimler, organik asitler, mikopestisitler ve biyoherbisitleri

iceren biyopestisitler, biyosurfaktanlar, biyoyakit, aroma bilesikleri gibi degerli katk1



maddelerinin KSF ile iretimindeki metotlarmm gelisimi icin esi goriilmemis

olaganiistii bir cabaya sahit olunmustur®'.

Submerged fermantasyonu (SmF) genelde sentetik olarak hazirlanmis
ortamlarda meydana gelen fermantasyon islemidir. SmF ortaminda kat1 destekleyici
yerine s1vi ortam bulunmaktadir. Arastirmacilar kati substrat (faz) fermantasyonunun
(KSF) submerged fermantasyonuna (SmF) gore iistiin oldugunu ileri stirmiislerdir.
Ancak kat1 substrat (faz) fermantasyonunda (KSF) verimi arttirmak icin yapilacak
uygulamalarda sicaklik, pH, substrat ve nem icerigindeki artig gibi parametrelerin
degiskenligi endiistriyel Olgekteki liretim sirasinda olumsuzluklara yol agtig: icin bu
parametrelerin kontrol edilmesi gerektigini bildirmislerdir’'. Calismalar KSF’nin
Oonemli avantajlarindan birinin de esas substrat gibi kullanilan ham materyallerin son
derece ucuz olmasi oldugunu gostermistir. Hem gida hem de tarim atiklar1 bol
miktarda {iretilmekte ve bu atiklar karbonhidratca ve diger besinlerce zengin
olduklarndan KSF tekniginin kullanimiyla enzimler ve ©Onemli kimyasallarin

iiretiminde bir substrat gibi hizmet ederler®.

Giiniimiizde KSF daha c¢ok laboratuar Olceginde uygulanmasina ragmen,
KSF’nin daha yiiksek fermentasyon verimliligi, daha yiiksek son iiriin
konsantrasyonu daha az katabolik represyon, degisik mikroorganizmlarin karigik
kiiltiirlerinde veya coziinmeyen substratlar i¢cin Ozellestirilmis mikroorganizma
kiiltiirlerinin kullanilmas1 gibi cesitli biyoteknolojik avantajlara sahip oldugu
bilinmektedir*®. Daha fazla biyokiitle, yiiksek enzim iiretimi ve daha diisiik protein

bozulmasi, KSF’de daha iyi 6zellikte iiretime katkida bulunur®>®,

Tablo 2. 1. KSF'nin Tarihsel Gelisimi*'

M.O. 2000 Misirlilar tarafindan ekmek yapimi

Hz. Isa’nin dogumundan
Peynir yapimi i¢in Penicillium roquefortiii’den yararlanilmistir.
once Asya’da

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

M.O 1500 Koji islemi




7. yizyl

18. yiizy1l

18. yiizy1l

1860-1900

1900-1920

1920-1940

1940-1950

1950-1960

1960-1980

1980-1990

1990-giiniimiize kadar

A Biyolojik uygulamalar

Koji uygulamasinin Cin’den Japonya ya gecmesi

Meyve ezmesinden sirke yapimi

Tabaklama ve baski uygulamalarinda gallik asit kullanimi

Kanalizasyon 1slah iglemleri

Fungal enzimlerin tiretilmesi, kojik asit

Ficr tipi fermentorin gelistirilmesi sayesinde fungal enzimler, gallik asit

ve sitrik asit tiretimlerinin gerceklestirilmesi

Fermantasyon endiistrisinde penisilin tiretimi ile goriilen olaganiistii

gelisme

Steroid transformasyonu

Mikotoksinler ve protein degeri artirilmis hayvan yemlerinin iiretimi

Cesitli primer ve sekonder metabolitlerin {iretimi, column tipi
fermentoriin  gelistirilmesi, KSF kinetikleri ve modellerine yonelik

calismalar

KSF’ye yonelik temel yaklasimlardaki gelismeler, biyolojik

uygulamalar/elde edilen iirtinlerdeki ilerlemeler:

Tehlikeli bilesiklerin 1slahi, biyolojik doniisiimii, tarim endiistrisi

atiklarinin detoksifikasyonu, biyotranformasyonlar




Biyoaktif bilesikler: Alfatoksin, osiratoksin, bakteriyel endotoksinler,
giberillik asit, zearalenon, cavdar alkaloidleri, penicilin, cephalosporin,
cephalomycin C, tetrasiklin, klorotetrasiklin, oksitetrasiklin, iturin,
aktinorhodin, metilenomisin, surfaktin, monordan, siklosporin A,
ustiloksinler, antifungal ucucu bilesikler, destruksin A ve B, klavulanik

asit, mikofenolik asit

Enzimler: Sellulaz, p-glukosidaz, CMCaz, lakkaz, ksilanaz,
poligalaktorunaz, ligninaz, B-ksilosidaz, a-arabinofuranosidaz, lakkaz,
Li-peroksidaz, Mn-peroksidaz, proteazlar (asidik, notral ve alkalin),
lipazlar, a-amilaz, f-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

B. Uriinler gum, siiksinoglikan, etanol, aramo bilesikleri, vitamin B-12, B-6,

riboflavin, tiamin, biyosurfaktanlar, biyopestisitler/biyoherbisitler

KSF, SmF ile karsilastirildiginda genelde SmF’e gore daha az kompleks
karbon kaynaklar1 kullanilir, kat1 maddeler mikrobiyal metabolizmada indiiksiyon,
inhibisyon ve represyona neden olabilen yiiksek molekiiler agirhiga sahip karbon
bilesiklerinin substratlarla karigmasini engeller. KSF’'nin bu essiz  Ozelligi
mikroorganizmaya diisiik oranda nem igceren ortamda seg¢ici bir biiylime ortami saglar
ve boylece organizma degisik ekstraselliiler enzimleri bagh ya da serbest halde iiretir
ayn1 zamanda kati subtrat ylizeylerine yakin yiiksek besin konsantrasyonlarinda

gelisebilir™.

KSF’de uygun substrat secimi {lizerine yapilan arastirmalarda baslica
mantarlarin miselyum ucunda meydana gelen turgor basmnci yardimiyla kati
substratlarmm i¢ine niifuz edebilek flamentli fungiler i¢in saglanan potansiyel
avantajlardan dolay1 tarim endiistrisi atiklar1 iizerinde odaklanilmistir®’. Ayrica bu
tarim endiistrisi atiklarinin kullanimi bir taraftan alternatif substratlar saglarken diger

taraftan cevresel kirlenme problemlerini de ortadan kaldirir'.
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KSF uygulamalarinda substrat secimindeki en temel faktorlerden biri
substratin maliyeti ve bulunabilir olmasidir. ideal bir substrat mikroorganizmanin
tremesi ve gelisimi icin gerekli olan tiim besinleri saglamalidir. Genelde
substratlarin 6n muamelesi mikroorganizmanin besine ulasabilmesi ve konaklama
yeri icin gereklidir”. Bununla birlikte baz1 besinler sub-optimal konsanstrasyonlarda
veya substrat yapisinda hi¢ olmayabilir. Bu gibi durumlarda besinler ortama
disaridan eklenirler. KSF isleminden Once mikrobiyal biiyiime i¢cin daha kolay
erisilebilir ve bazi substratlar (0rnegin; lignosellulozik) kimyasal veya mekaniksel 6n
muameleye tabi tutulabilir. Uygun substratlarin se¢imine yonelik yapilan
caligmalarda bashca tropikal tarim endiistrisi {riinleri ve atiklar1 iizerine
odaklanilmigtir. Bu {riinler ve atiklar potansiyel avantajlar saglarlar. KSF
yonteminde kati substrat sadece mikrobiyal biiylime i¢cin besin saglamaz ayni
zamanda hiicreler i¢in bir konaklama yeri gibi is goriir”’. Bu amagla simdiye kadar
kullanilan kat1 substratlar, manyok, soya, seker kamisi, tatl patates ve siipiirge darisi
gibi iirlinler, bugday ve piring kepegi ve samanlar1 gibi tarim atiklari, seker kamisi
posasi, kahve posast ve kabugu gibi kahve isleme endiistrisinde meydana gelen
atiklar, iziim ve elma piiresi gibi meyve isleme endiistrisinde meydana gelen atiklar,
ananas ve muz atiklari, hindistan cevizi, soya, yer fistigl, kanola ve hurma agaci
yaglarmin ¢ikarilmasindan sonra arta kalan pargalar gibi substratlardir. KSF ayni
zamanda bu gibi atiklarin detoksifikasyonu ve indirgenmesinde belirgin bir avantaj

= 2
saglar®’.

2.3.1. KSF’nin avantajlarn ve dezavantajlar

KSF verimlilik, iiriin konsantrasyonu ve atik olusumu gibi hallerde SmF’ e gore

belirgin avantajlara sahiptir. KSF’nin cesitli avantajlar1 asagida siralanmustir®',
v Daha yiiksek miktarlarda iiriin elde edilmesi

Diisiik maliyet ve tekrarlanabilir harcamalar

Diisiik enerji ihtiyact

Ko6piiklenmenin olmamasi

A N N

Basit ve daha kolay iiretilebilirlik
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Daha basit fermantasyon ortami

Daha az fermantasyon alani

Fermantasyon parametrelerinin dikkatlice kontroliine gerek duyulmayisi
Daha kolay havalandirma

Kiiciik olceklerde bile ekonomik kullanim

Kontaminantlarin basit kontrolii

Fermantasyonda kullanilan katilarin dogrudan uygulanabilirligi
Kurutulmus fermantasyon materyallerinin muhafazasi

Uriin elde edilme siirecindeki daha diisiik maliyet

U N N N N Y N N NN

Mikroorganizmalarin dogal habitatlarina benzer ortamlarda gelisimine izin

veren yabani-tip mikroorganizmalarin kullanilmasina olanak saglamasi

KSF’de c¢ogunlukla yabani sugmikroorganizmalar genetik yapist degistirilmis

mikroorganizmalara nazaran daha iyi uygulama imkani saglar ve daha giivenilirdir.

Yukarida adi gecen avantajlara ragmen KSF teknigi SmF teknigi ile

karsilastirildiginda bazi dezavantajlari vardir®':

v Isiartisi
Nadiren meydana gelen bakteriyel ve fungal kontaminasyon
Kullanilabilen mikrobiyal tiirlerin sinirli olmasi
Biyokiitle degerlendirmesi i¢in dolayli metotlara ihtiya¢ duyulmasi
Ortamin nem igeriginin kontroliindeki zorluklar
Yapilan 6n islemlerin pahali olabilmesi
Biiyiik miktarda spor inokiiliimiine ihtiya¢ duyulmasi
Fermantasyon siiresince pH kontroliiniin miimkiin olmamasi
Devamli calkalama icin yiiksek enerji gereksinimi

Uzmanlagma ve ilerlemeler icin gerekli bilgilerin azlhigi

D N N N N Y N N NN

Iyi sekilde kanitlanmis scale-up kriterlerinin mevcut olmamasi
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2.3.2. KSF’yi etkileyen faktorler

Genel olarak KSF’yi etkileyen 2 tip faktor vardur™.

¢ Biyolojik faktorler
¢ Fiziko-kimyasal Faktorler

2.3.2.1. Biyolojik Faktorler:

Bu faktorler yasayan tiirler veya organizmanin biyolojisi, metabolik isleyisi
ve lremesiyle iligkili faktorlerdir. Bu faktorlerin spesifik bir yol ile incelenmesi
belirli tiirlerin davraniglarmm saptanmasmi saglar’’. Uygun bir tiir secimi KSF’nin
en Onemli kriterlerinden biridir. Mikroorganizmalar, hedeflenmis iriinlerin ticari
olarak uygun verimlerde olmasi, yan iiriin miktar1 ve substrat iizerindeki iireme ve

gelisim sekillerine gore ayirt edilirler®.

KSF yonteminde substrat se¢imi, maliyet ve bulunabilir olmasi gibi faktorlere
baghdir. Kati1 substrat hiicreler icin destek ve bir besin kaynagi gibi i gérmesi
seklinde KSF’de iki role sahiptir. Tropikal tarim endiistrisi atiklar1 bu agidan sayisiz

avantajlar saglarlar®.

2.3.2.1.1 inokiiliim Hacmi

Inokiilim hacmi kati ortamdaki biyokiitle iiretim miktarm belirler.
Biyokiitlenin ¢ok fazla ve cok az yogunlugu cogunlukla enzim iretiminde
istenmeyen bir durumdur ve genelde iiriin i¢in optimum bir seviye belirlenmelidir.
Sekil 2.1 ve Sekil 2.2 substrat olarak bugday kepeginin kullamildigi bir KSF
isleminde inokuliim isleminden O6nce ve sonra fermantasyon ortaminin elektron

mikroskobundaki goriintiileri verilmigtir.
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Sekil 2.1. KSF ortaminda heniiz fermente olmamis bugday kepeginin elektron

mikroskobundaki goriiniimii (kompakt nisasta-selliiloz fibrilleri ile)®' .

e 5

AL

Sekil 2.2. KSF ortaminda bakteri hiicreleri ile fermente olmus bugday kepeginin
elektron mikroskobundaki goriiniimii (fibriller icindeki hidrolize olan nisastaya
bakiniz) 3133
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2.3.2.2. Fiziko-kimyasal faktorler

2.3.2.2.1. Karbon Kaynag ve Karbon/Azot iliskisi

Karbon ve azotun yapr ve kaynagi her fermantasyon isleminde en Onemli
faktorlerdendir. Karbon kaynagi mikroorganizmanimn gelisimini saglayacak enerjiyi
saglar. Ortamda glukoz gibi monosakkaritlerin olmasi selliilloz veya nisasta gibi
kompleks polimer molekiillerin olmasindan daha uygundur. Bu nedenle herhangi bir
fermantasyon isleminde uygun bir enerji veya karbon kaynagi seciminde iki 6nemli

nokta goz Gniine alinmalidir™®,

a) Secilen karbon kaynagi mikroorganizmanmn kullanimi icin iyi fonksiyon
gormeli ve iirlin saglamalidir. Bu 6zellik uygun bir ortam hazirlanirken bu

faktoriin goz Oniine alinmas1 anlamina gelir.

b) Uygun mikroorganizmanin se¢ilmesi belirli bir substratin kullanimi icin
gereklidir. Bu bakis acis1 dogada bulunan ham materyaller ve cevre
kirlenmelerine neden olan endiistriyel atiklarm kaynak olarak kullanimiyla
ilgilidir.

Azot, biiyiime ve niikleik asit-aminoasit bileseni gibi protein sentezini belirler.

Karbon ve azot miktar1 arasindaki iligki, spesifik bir iiriinii elde etme isleminde ¢ok
onemlidir. KSF’de ortama organik ve inorganik azot bilesiklerin eklenmesiyle

genelde enzim aktivitesinin arttig1 gozlenmistir®.

Ortam formulasyonlart ile ilgili biyokiitle i¢eriginin hesaba katilmas1 gereklidir.
Hiicresel biyokiitle ortalama %40-50 karbon, %30-50 oksijen, %6-8 hidrojen ve %3-

12 nitrojen igerir™”.

2.3.2.2.2. Sicakhk

Biyolojik islemler genelde belirli sicaklik derecelerinde
gerceklestirilmektedirler. Biyolojik bir islemin gelistirilmesinde sicakligim Snemi
protein denatiirasyonu, enzimatik inhibisyon, belirli bir metabolit iiretiminin
indiiklenme ve baskilanmasi veya hiicre yasam/6limii gibi etkilerin belirlenmesi

seklindedir. Mikroorganizmalarin psikrofiller, mezofiller ve termofiller seklinde
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smiflandirilmas:  sicakligi  belirlenmis  bir islem icin  spesifik  bir  tiir

mikroorganizmanim kullanilmasindaki engeli ortadan kaldirir™.

2.3.2.2.3. Nem ve Su Aktivitesi

Yasayan hiicreler ortamin %70-80 nem igerigi ile karakterize edilir ve bu
nedenle su icerigi yeni hiicrelerin sentezini belirleyen bir faktordiir. Bir faktor olarak
nem, KSF’nin tanimlanmasiyla iliskilendirilmistir. Bu parametrenin kontrolii
mikroorganizmanin metabolik aktivitesindeki degisimi kontrol etmek icin
kullanilabilir. Bakteriler i¢cin kati matriks nem oranmnin %70’ten fazla olmasi

gerektigi belirlenmistir®.

Substrat nemi ve su aktivitesi KSF’de rol oynayan ¢ok onemli faktorlerdir.
Ortamin su igerigi suyun kiitle transferi ve hiicre membrani i¢cinde eriyen maddeler
icin temel bir parametredir. Bu parametrenin kontrolii mikroorganizmanin metabolik
aktivitesini hafifletmek ve kontrol edebilmek i¢in kullanilir. Genelde KSF sisteminde
gelisen mikroorganizma tiirleri su aktivitesi faktorii (aw) ile belirlenir. Su aktivitesi
substrat ile kararsiz atmosfer gazlarmin bagil nemi olarak tanimlanir. Fungi ve
mayalar diisiik su aktivitesi seviyesinde gelisiyor iken bakteriler yiiksek su aktivitesi
seviyelerinde gelisirler. Uygun bir substratin seciminde baslica tropikal tarim

endiistrisi iiriin ve kalintilar1 tercih edilir’.

2.3.2.2.4. pH

Herhangi bir KSF islemi icin en 6nemli faktorler arasinda pH bulunmaktadir.
Her mikroorganizma gelisimi ic¢in belirli bir pH degerine sahiptir ve belirli pH
araliklarinda aktiftir. KSF islemi sirasinda farkli pH degerlerini dengede tutmak icin
zayapilan caligmalardan biri biyolojik aktivite {izerinde ters etki yapmayacak
tamponlarm kullamlmasi ile saglanabilir’’. ilging bicimde bazi tarmm endiistrisi
atiklar1 diger kati matriksler tarafindan saglanamayan bir tampon kapasitesine

sahiptirler®.
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2.3.2.2.5. Havalandirma ve Calkalama

KSF’deki bu 6zellik bu yoniiyle SmF’e gore bir iistiinliik saglar. Metabolizma
icin kullanilmadan 6nce, sivi faz icinde oksijenin ¢oziinmesi i¢in bir mekanizmaya
gerek yoktur. SmF ile karsilastirildiginda daha az havalandirma seviyeleri KSF icin

yeterlidir *°.

2.3.2.2. 6. Substrat Parca Biiyiikliigii

Mikrobiyal biiylime i¢in substrat parca biiyiikliigii olduk¢ca 6nemlidir. Genel
olarak kiiciik substrat parcaciklar1 mikrobiyal biiylime i¢in genis bir yiizey alani
saglar ve bu nedenle arzu edilen bir faktor gibi diisiiniilir. Bununla birlikte ¢ok
kiiciik substrat parcaciklari substrat yigmi olusturabilir bu gibi hallerde en ¢ok
mikrobiyal solunum/havalanmay1 engelleyen ve bu nedenle zayif hiicresel biiylime

meydana getiren olay goriiliir>°

. Buna karsin daha biiyiik partikiiller kullanildiginda
ic kisimdaki parcalar arasindaki alan arttigindan biiyiikk parcaciklar daha etkili
solunum/havalanmay1 saglayabilir, ancak mikrobiyal biiyiime i¢in smirli bir alan
olusmasia neden olur. Bu nedenle belirli bir KSF isleminde parca biiyiikliigiinii

belirlemek olduk¢a énemlidir®’.

2.3.3. KSF’de Enzim Uretimi

KSF enzimlerin iiretimi i¢in ¢ok biiyiik potansiyel saglar. Bu potansiyel
dogrudan enzim kaynaklar1 gibi kullanilabilen ham fermente iiriinlerin

uygulamalarinda 6zel bir ilgi alan olabilir’’,

Ideal olarak, bilinen mikrobiyal enzimlerin hemen hemen hepsi KSF
sistemlerinde Uretilebilmektedir. KSF yontemi kullanilarak bir¢ok calismada
selliilazlar, hemiselliilazlar, pektinaz, amilazlar, a ve p-galaktosidazlar, kaffeinaz,
tannaz, proteazlar, ligninazlar, ksilanazlar, glukoamilazlar, vb. gibi endiistriyel
Oneme sahip enzimlerin iretimi yapilmistir. Ayni zamanda iniililazlar, fitazlar,
tanazlar, fenolik asit esterazlar, mikrobiyal rennetler, aril-alkol oksidazlar,
oligosakkarid oksidazlar, tanin a¢il hidrolazlar, L-arabinofuranosidaz gibi enzimlerin

iiretimi icin KSF sistemleri kullanilmigtir®,
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Enzim iiretimi i¢cin KSF uygulamalarinda kullanilan en 6nemli organizmalar
fungi ve bakterilerdir. Tablo 2.5°te Bacillus spp.’nin KSF yontemi ile iirettigi bazi
enzimler ve Sekil 2.3’te KSF ve SmF yontemleri ile enzim iiretimi ve saflastirma

basamaklar1 gosterilmistir.

Tablo 2. 2. Bacillus spp.’lerin KSF Yoéntemi ile Urettikleri Bazi Enzimler™ ™

Organizma Substrat Enzim
Bacillus sp. JB-99 Pirin¢ kepegi Ksilanaz
Bacillus sp. Nohut kabugu Alkalin
proteaz
Bacillus sp.P-2 Bugday kepegi Alkalin
proteaz
Bacillus sp. Bugday Pektinaz
kepegi+poligalakturonik
asit
Bacillus sp. PS-7 Bugday kepegi+soya a-amilaz
unu-+gliserol
Bacillus subtilis Bugday kepegi a-amilaz
Bacillus sp AS-1 Bugday kepegi a-amilaz
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Uretilen Soy’un Stok Kiiltiirii

Baglatici Kiiltiiriin Ureme Safhalari

/

Katl-Srbstrat Fermantasyonu

~.

ISubmerged Fermanltasyonu

. .. I .
Sulu Ekstraksiyon =~ Harcanmis Ortamin [slenmesi Uretici Hiicrelerin Islenmesi

Ekstraselliiler Enzim

Filtrasyon

intraselliler Enzim

'

Hicre Pargalanmasi

|

Hicresel Atiklarin Uzaklastiriimasi

= ==

Konsantrasyon

v

Sivi Enzim Konsantrasyonu

— T

Stabilize Edici Ajanlarin Eklenmesi

\ 4
Standardizasyon

A
Sivi Enzim Preparasyonu

Coktlirme

v

Filtrasyon

v

Kurutma

'

Ogiitme

v

Standardizasyon

v

[Toz Enzim Preparasyonu

Sekil 2. 3. SSF ve SmF yontemleri ile Enzim Elde Edilme Basamaklar:
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2.4. AMILAZLAR
Mikroorganizmalar nisastay: parcalayan degisik enzimler iretirler:

Amilolitik enzimler endo-amilazlar [a-1,4 glukan-glukanohidrolaz; EC.
3.2.1.1]; ekso-amilazlar [B-amilaz (EC. 3.2.1.2), glukoamilaz (a-1,4-D-
glukanhidrolaz), o-galaktosidaz (EC. 3.2.1.20), siklodekstrin glikosil-transferaz
(2.4.1.19), maltogenik o-amilaz (EC. 3.2.1.133), maltooligosakkarit amilaz ve
maltoheksoz amilaz (EC. 3.2.1.98)], a-1,6 baglarin1 hidroliz ederek son iiriinii
dallanma gostermeyen yapilar olusturan enzimler, Izoamilaz (EC. 3.2.1.168),
pullulanaz (EC. 3.2.1.41) ve amilopullulanaz amilopektin dallarindaki o-1,6
glikozidik baglarmi kirarlar*,

2.4.1. a-Amilaz Familyas1

o-Amilaz familyas: glikosid hidrolazlarm (GH) en biiyiik familyasidir’. Bu
enzimlerin tiimil bir ¢esit substrat ozgiilliigii ile glukoz tiniteleri arasindaki a-1-1, a-

1-4, a-1-6 baglarini hidroliz ederler.

Bu gruba ait tiim enzimler GH-13 familyas1 icinde smiflandirilmiglardir.
Yapilarinda (o/B)s yarigi ile katalitik bolgelerinde bir proton gorevi goren Glutamik
asit aminoasidi ve niikleofil rolii iistlenen Asparajin aminoasidi icermektedirler. Sekil

2.4’te glikosil hidrolazlarimn etki mekanizmasi gosterilmistir*®.

I Glu 261 I III
C
/
- O o \\\O
/C\ 0 0 [
(0] \o <> H
' H
T T — T
o OH
0O
O\ / .
AN
. c @) (0]
O > \C/
C
Asp 231

Sekil 2.4. Glikosil hidrolazlarin etki mekanizmasi. (I) Glikosil oksijenin
protonlanmas1 ve D231 tarafindan glukoz C1’e atagi. Substratin indirgen ucunun
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ayrilmasi. (II) Bir su molekiiliiniin aktivasyonu ile C1-D231 kovalent baginin
kirilmasi. (IIT) Baslangigta protonlanmis bolgelerin rejenerasyonu49

2.4.1.2. a-Amilaz

a-Amilazlar (E.C. 3.2.1.1.) iiriinler i¢inde a-anomerik konfigiirasyonunu
kaybetmeden polisakkaritlerin i¢ kisminda bulunan o-1,4-O-glikozidik baglarinin
hidrolizini katalizleyen nisasta parcalayict enzimlerdir’'. o-Amilazlarin bircogu
metalloenzimlerdir. Bu enzimler aktiviteleri, yap1 saglamligi ve stabilitleri icin
kalsiyum iyonlarina (Ca™) gereksinim duyarlar. Metalloenzimler enzimlerin glikosid
hidrolaz grubundan 13 (GH-13) familyasmna aittirler’”>. a-Amilazlar endiistriyel
amilazlarm en popiiler ve en 6nemli olanlaridir. o-Amilazlarin substrat 6zgiilliigii
mikroorganizmadan mikroorganizmaya farklilhik gosterir. Genelde basta nisasta
olmak {iizere amiloz, amilopektin, siklodekstrin ve maltotrioza yiiksek spesifite
gosterirler’”. o-Amilazlarm optimum pH’s1 pH 2-12 arasinda degisiklik gosterir™.
Bakteri ve fungilerde bulunan a-amilazlar asidik ve notral pH’ta optimumdurlar54.
Bu enzimler genelde pH 4-11 araliinda stabildirler, aym zamanda diisiikk bir pH

araliginda da stabil olduklari rapor edilmistir’>®?

. o-Amilazlarin molekiil agirliklar1
10 kDa’dan 210 kDa kadar cesitlilik gosterir. Dogrudan a-amilazlarin gen klonlama
analizi ve aminoasit dizi sirasimin belirlenmesi ile genel olarak mikrobiyal a-

amilazlarin molekiil agirliklarmin 50-60 kDa araliginda oldugu belirlenmistir™.

a-Amilazm aktif merkezi yaklasik 3nm biiyiikliigiindeki bir yarik igerisinde
bulunur, A ve B etki alanlarmin karboksil ucu arasinda yer almaktadir. Aktif bolge
ve alt birimlerin organizasyonu i¢in bir model olarak her birimin glukozu baglama

yeteneginde oldugu dne siiriilmiistiir®"*

(Sekil 2.5). Dolayisiyla farkli a-amilazlarin
aktif bolgeleri 5-11 arasinda alt birim olusturur (A—K). Katalitik bolge F ve G alt
birimleri arasinda bulunmaktadir. a-Glukoz zincirinin indirgen ucu K alt birimine
dogru yerlesmistir. a-Amilaz spesifitesindeki fark, Ornegin detayli sekilde
amilazlarm bir polisakkariti hidroliz etmesi aktif bolgedeki alt birimler ac¢isindan
aciklanmistir. Her alt birim substratin bir glukoz unitesi ile etkilesir. Enzimin aktif
merkezi F ve G alt birimleri arasinda bulunur. F ve G alt birimleri Asp- 206 ve Glu-

230 veya Asp-297°i igerir. C-6 da modifiye olmamis bir glukoz halkasinin primer

hidroksili ile enzimin etkilesimi bu alt birimin baglanmasi i¢cin en 6nemli sarttir®’
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A B C D E F G H I J K
Enzim Aktif Bolge ‘ \I‘
Enzim Katalitik Bolge Alt Bolgeler

Sekil 2. 5. o-Amilazlarm aktif bolgesi ve alt birimlerinin sistematik semas1®®

o-Amilazin katalitik mekanizmas1 Taka amilazina oranla iyi sekilde
karakterize edilmistir. Aktif bolgede bulunan His 122 ve His 296 substratin glikozil
tiniteleri ile baglaniyorken, aktif bolgede (B/a)s yarigi icine yerlesmis olan Asp 206,
Glu 230, Asp 297 katalitik aktivitede 6nemli rol oynarlar™.
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Sekil 2. 6. a-Amilazlarin yap1 organizasyonlari. A bolgesi yesil, B bolgesi morumsu
ve C bolgesi turkuaz renkte goriilmektedir. Sirasiyla kalsiyum iyonlar1 ve sodyum
iyonlar1 kirmizi kiire ve turuncu kiire olarak gosterilmektedir. (A) B. licheniformis a-
amilazidir (PDB:1BLI). Aktif merkezde bulunan Asp231, Glu261 ve Asp328
aminoasitleri kirmiz1 renkte goriilmektedirler. Sar1 renkle gosterilerin bolge lobun
B7‘den a7’e olan baglanmasini ifade eder. (B) B. subtilis o-amilazin1 gostermektedir.
Aktif merkezine maltopentoz (sar1 renkte) baghdir (Bu sekiller Molscript ve
Raster3D programlart ile hazirlanmustur. )%
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60-61

Aktif bolge iki kisma ayrilmistir

a) Alt birimlerin bir kisminin meydana getirdigi baglanma bolgesi
b) Katalitik bolgenin proton vericileri (elektrofiller) ve proton

akseptorlerini (niikleofiller) meydana getirdigi 2-3 grup.

Katalitik gruplar ile birlikte alt birimlerin ve dizilislerinin bir kism1 meydana
gelecek {iriinlerin tiiriinii belirler. a-Amilazin aktivite sirasinda konfigiirasyonunu
kaybetmemesinin arada bir kovalent bag iceren iki yonlii yer degistirme
mekanizmasi ile gerceklestigi 6ne siiriilmektedir. Buna benzer bir mekanizma Sekil
2.7’de gosterilmektedir. Hem o-1,4 hem de a-1,6 baglarinin olusumunu iceren

transglikosilasyonun ayn1 mekanizma ile kataliz olabildigi ileri siiriilmiistiir®.

Bircok metal katyonu, Ozellikle agir metaller, siilfidril grubu reaktifleri, N-
bromosuksinimid, polihidroksil merkuribenzoik asit, iodoasetat, BSA, EDTA ve
EGTA bu enzimleri inhibe eder®. a-Amilazmn nisastay1 hidroliz oran sicaklik, pH,
substrat yapisi, substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, Ca** iyonlar1 ve

diger stabilize edici ajanlarm ortamda bulunmas: gibi 6zelliklerden etkilenir®.
OH H 0%\ 0 OH O% ¢} OH O’J.&
(6}
H

1$~ 0 (6]
079*0
RV o 02 \oé °%, \o/é A
~ o} — > "HO
0 \ HO OH
HO H—o—r HO é)\
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Sekil 2. 7. a-Amilazin olast katalitik mekanizmalar1 Yapisal konformasyon
amilaz aktivitesinde énemli bir rol oynar(’s. (a) Sx1 reaksiyonu arabulucu karboniom
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yolu ile (b) SN2 reaksiyonu ile bir kovalent bag sayesinde glikolsil enzim
kompleksinin olusumu®

2.4.2. o-Amilazlarin Endiistriyel Kullanim Alanlan

Bugiin amilazlar toplam enzim piyasasin en biiyiik grubunu olustururlar®.
Diinya genelindeki enzim piyasasinin 2005 yilinda yaklagik olarak 2 milyar

Amerikan dolar1 degerinde oldugu hesaplanm1§t1r67.

Amilazlardan tekstil, gida, bira yapimi, saflastirma endiistrileri, kliniksel,

tibbi ve analitik kimya alanlarinda yararlanilmaktadir®®.

2.4.2.1. a-Amilazlarin Ekmek Pisirme Endiistrisi ve Raf 6mriinii Uzatma

Siirecinde Kullanim

Bu enzimler ekmek yapiminda yiiksek hacimde, daha yumusak ve daha iyi

renk elde etmek amaciyla kullanilmaktadirlar.

a-Amilazlarin unlara katilmasiyla sadece fermantasyon siirecinin hizlanmasi,
hamur vizkositenin azaltilmasi ve daha genis hacimli ekmek {iiretimi saglanmaz
(tirtinlerin yap1 ve yogunlugunun artmasiyla sonuclanir), ayn1 zamanda tat, renk ve
daha kaliteli kizarmis ekmek (hamur i¢cinde fazladan seker olusumu) iiretimi de

< 52,69-74
saglanmis olur 0974,

Endiistride a-amilazin son kullanim alanlarindan biri de ekmek iuriinlerinin

bayatlamasini geciktirme ve bu sekilde tiriinlerin raf dmriiniin uzatilmasidir’™®.

2.4.2.2. a-Amilazlarin Nisastay1 Sivilastirmada ve Sekerlemede Kullanim

a-Amilaz termostabil Ozelliktedir. 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®.
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2.4.2.3. a-Amilazlarin Tekstil Endiistrisinde Kullanimi

Tekstil tiriinlerinin islenme siirecinde dokumanin sertlestirilmesi ve gerilmesi
onemli bir etkendir. Tekstilde nisasta molekiil boyunun iyi bir sekilde ayarlanmasi a-
amilazlarm uygulanmasi ile basarilabilir. o-Amilazlar siklikla ¢Oziiniir nisasta
icindeki dekstrin molekiillerini temizleyerek, nisastanin fazlasinin uzaklagtirilmasi

48,75

islemini saglayabilir . a-Amilazlarin kullanilmasiyla tekstil iiriinlerindeki dokuma

egriligi diizeltilebilir.

2.4.2.4. a-Amilazlarin Kagit Endiistrisinde Kullanim

Yiiksek molekiil agirligma sahip nisastanin kagit endiistrisinde kullanimu,
diisiik viskozite saglamasimndan dolay1 a-amilazlar sayesinde basarilmistir. Kégidin
sertlestirilmesi ve toplanmasi icin nisastanin bulamag haline getirilmesi ve transfer

edilmesi gibi iki etkiyle olur™.

2.4.2.5. a-Amilazlarin Deterjan Uygulamalarinda Kullanim

Enzimler su anda modern sekilde {iretilen deterjanlarin en Onemli
bilesenlerinden biridir. Deterjanlardaki enzim uygulamalarinmn en 6nemli avantaji
daha 1limh kosullarda is gormeleridir. o-Amilazlar 1975 yilindan beri toz ¢camasir
deterjanlar1 icinde kullanilmaktadirlar. Bugiinlerde tiim siv1 deterjanlarin %90’ ninda
a-amilaz bulunur ve otomatik bulasik makinelerinde kullanilmak iizere deterjan

gelistirmeye yonelik talep her gecen giin artmaktadir™.

2.4.2.6. a-Amilazlarin Tip ve Klinik Kimyada Kullanim

Biyoteknolojide yeni ilerlemelerin saglanmasi ile klinik, tip ve analitik kimya
gibi diger alanlarin bircogunda amilaz uygulamalarinim kullanimi artmustir. Tip ve
klinik alanlarinda amilazlarin kullanildig1 bazi uygulamalar bulunmaktadir. Nisasta
uygulanmas1 sonucu meydana gelen spesifik maltooligosakkaritler dogada benzersiz
olmalar1 ve 6zgiin 6zelliklerinden dolay1 gida, eczacilik ve yararli kimyasallarin elde

edildigi endiistrilerde potansiyel olarak genis kullanim alanina sahiptirler.
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Maltopentoz bobrek yetersizligi bulunan hastalarda ve kaloriden yoksun olma

durumunda besleyici gida olarak kullanilmaktadir™.

2.6. B-GALAKTOSIDAZ

B-galaktosidaz (laktaz, EC 3.2.1.23) enzimi laktozun hidrolizini kataliz
ederek laktozu glukoz ve galaktoza parcalamaktadir. B-galaktosidaz insanlar,
hayvanlar gibi gelismis organizmalar ve mayalar, kiifler, bakteriler, aktinomisetler ve
archealar gibi mikroorganizmalarin genis bir kismu tarafindan iiretilmektedir’. B-
Galaktosidaz suyun kanalizasyon ile kirlenmesinde indikator rol oynayan koliform

bakteriler i¢in bir enzim markir1 olarak bilinmektedir’’.

Mikrobiyal B-galaktosidazlarin molekiiler 6zellikleri ve 6zgiilliikleri enzim
kaynagina gore onemli farkliliklar gostermektedir. B-Galaktosidazlarin molekiiler
agirliklar1 ve subinite yapilar1 19-630 kDa arasinda olabilmektedir ve monomer
yapidan oktamer yapiya kadar degisiklik gostermektedirler’®’®. Bakteriyel p-
galaktosidazlar genelde nétral pH’larda aktiftirler. Ancak bazilar1 pH 2.0 gibi asidik
ortamlarda bile aktif olabilmektedir’. Bazi B-galaktosidazlar aktiviteleri icin
monovalent ve divalent iyonlara ihtiyag duyarlargo. Bu gibi 6zellikler mikrobiyal -
galaktosidazlarin yapisal cesitliligi hakkinda fikir vermektedir’’.

Henrissat hidrofobik dizi analizini kullanarak glikosil hidrolazlarin mevcut
diziliglerini karsilastirmis ve bu enzimleri familyalara s1n1ﬂand1rm1§t1r47.

Laktozun glikosidik bagmin enzimatik hidrolizi genelde bir niikleofil/baz ve
bir proton vericisi gibi iki Onemli aminoaside ihtiya¢ duyan asit katalizi yolu ile
gerceklesmektedir. Laktozun hidroliz mekanizmas: ilk defa E. coli laktazini kullanan
Wallenfels tarafindan tanimlanmistir. One siiriilen reaksiyon mekanizmasina gore
enzimatik hidroliz boyunca proton verici olarak sistein ve proton alicist olarak da
histidin aminoasitleri aktif bolgede is gormektedir. Son zamanlarda mikrobiyal
orijinli bir¢ok [-galaktosidaz ile yapilan caligmalar sonucunda enzimin proton
vericisi ve niikleofil/baz gibi i goren iki glutamik asit aminoasidine (Glu482 ve
Glu551) sahip oldugu bulunmustur. Laktozun reaksiyon mekanizmast Sekil 2.13’de

goriilmektedir®'.
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Sekil 2. 8. Laktozun pB-galaktosidaz tarafindan hidrolizi. ilk asamada enzim-
galaktosil kompleksi meydana gelir ve ayni zamanda glukoz serbest kalir, ikinci
asamada ise enzim-galaktozil-kompleksinin bir hidroksil grubu iceren akseptore
transferi goriilmektedir.

Biyo-uygulama  teknolojisinde = [B-galaktosidaz ~ uygulamalar1  siitiin
sindirilebilir 6zelligini ve siit iirtinlerinin fonksiyonel 6zelliklerinin arttirilmasinda
mikrobiyal enzimlerin kullanilmas1 ile uzun zamandan beri yaygin sekilde
gerceklestirilmektedir’’.

Mikroorganizmalardan B-galaktosidaz iiretim arastrmalar yeni degildir®>™*.
Laktozu glukoz ve galaktoza c¢eviren [-galaktosidaz veya [-D-galaktosid
galaktohidrolaz (EC 3.2.1.23) 6zel bir ilgiye sahiptirSS. B-Galaktosidaz diisiik maliyet
gerektiren fermantasyon ortamlarinda Bacillus acidocaldarius, Bacillus circulans,
Bacillus  coagulans, Bacillus macerans, Bacillus megaterium, Bacillus
stearothermophilus ve B. subtilis gibi Bacillus tiirlerinden elde edilmektedir’”. B.
circulans p-galaktosidazi iizerine bir¢cok sentetik c¢alisma yap11m1$t1r86'90. B-
Galaktosidazlarin aktivite ve stabiliteleri tiir tipine, kiiltiir sartlarma (sicaklik, pH,
havalandirma, ¢alkalama, inkiibasyon zamani) ve biiylime ortam icerigine (6zellikle
karbon ve azot kaynaklar1) bagli olarak degismel<tedir9l'93 . B. circulans’tan elde
edilen ticari B-galaktosidaz preparasyonlar1 yagi alinmis siitte laktozun enzimatik

hidrolizini katalizler’’.
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Genelde inek siitii daha az sindirilebilir, diisiik oranda ¢oziiniir ve diisiik
oranda tatli ozellikte olup %4.5-5(w/v) oraninda laktoz icermektedir. Bu durum siit
ve siit iiriinleri endiistrisinde cesitli problemlere neden olmaktadir’’. B-Galaktosidaz
siit ve siit iirlinlerinin laktoz igerigini azaltmada kullanilmaktadir.

Laktoz genellikle diisiik tathligi, smirli ¢oziiniirliigi ve bazi kisilerde
intolerans1 nedenleriyle tercih edilmemektedir’ . Siit veya peynir alti suyunda
laktoz miktarinin azaltilmasi ile bu iiriinlerin tadinda artis meydana gelmektedir. -
Galaktosidaz enzimi dondurma veya dondurulmus siit konsantrelerinde laktozun
kristallenmesiyle iliskili olan kumsu yapinin ortadan kalkmasmi saglar. Laktoz
intolerans1 olan insanlar ise laktoz miktart %90 duzeyinde azaltilmig {riinleri
kullanabilirler. Amerika’da laktaz toz halinde satilmakta ve tuketimden bir giin 6nce
siite eklenerek kullanilmaktadir. Yakin zamanda daha stabil ve kullanim i¢in daha
uygun olan sivi formu iretilmistir. Steril laktaz enzimi sterilize edilmis siite ilave
edilmekte ve bu siit pazara sunulmadan once 10 giin oda sicakliginda depolanarak
enzimin hidrolizi tamamlamas1 saglanmaktadir. Diger yontemde ise laktaz, iglemin
son basamaginda siite ilave edilmekte ve buzdolab1 kosullarinda 24 saat bekletilerek
hidrolizin gerceklesmesi saglanmaktadir. Laktaz ayni1 zamanda cesitli peynirlerde ve
diisik laktoz icerikli yogurt elde etmede kullanilmaktadwr. Laktaz enzimiyle
muamele edilmis peynir suyu proteini gida endiistrisinde sekerleme, firin iiriinleri ve
surup liretiminde kayda deger uygulama alani bulmaktadir.

Sindirilemeyen oligosakkaritlerden olan galakto-oligosakkaritler (GOS) 2-20
galaktoz ve bir glukoz molekiilinden meydana gelirler. Saghga yararlari, serumdaki
kolesterol seviyesini azaltma, kolon kanserini 6nleme ve kalsiyum absorbsiyonunu
arttirma seklindedir”®’. GOS’un onaylanmis saglik yararlar1 nedeniyle 6zellikle
Japonya ve Avrupa’da GOS iceren gidalara yonelik tiiketici talepleri giin gectikce
artmaktadir’®. GOS olusumu insan saghgma katkilar1 olan fonksiyonel prebiotik gida
icerikleri gibi kullamlabilir”. Bu bilesikler bagirsakta bulunan yararli bakterilerin
gelisimini saglayarak sindirime yardimci olur'®. Son zamanlarda daha ucuz ve etkili
bir yontem olan GOS iiretimine olan talep gittikce artmaktadir'".

Diger taraftan f-galaktosidaz ters hidroliz  reaksiyonlar1  veya
transglikosilasyonla galaktooligosakkaritlerin (GOS) sentez edilme islemlerinde de

etkilidir. GOS probiotik oligosakkaritler icerisinde en umut verici olanlaridir'®",
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2.5. PROTEAZLAR

Insanoglu uzun yillardan beri peynir, sarap ve bira iiretimi gibi birgok
uygulamada enzimlerin katalitik aktivitelerinden faydalanmaktadlrloz. Mikrobiyal
proteazlar hidrolitik enzimler arasinda en Onemli olanlaridir ve enzimoloji bilimi

ortaya ¢iktigindan beri yaygin olarak incelenmislerdir'®,

Proteazlar fizikokimyasal ve katalitik Ozelliklerinde muazzam farkliliklar
gostermektedirler ve bu enzimlerle ilgili yapilan ¢aligmalarin bircogu biyokimyasal

ve biyoteknolojik yaklasimlari igermektedir104’105

. Proteazlar hayvanlar, bitkiler ve
mikroorganizmalardan elde edilirler. Proteolitik enzimler proteinlerde bulunan peptid
baglarin1 hidroliz ederler ve peptidleri aminoasit birimlerine doniistiiriirler, hem

ekstraselliiler ve hem de intraselliiler olarak sentezlenirler'®.

Proteazlar firmlama, bira yapimi, deterjanlar, deri uygulamalari,
farmasotikler, etlerin yumusatilmasi, kozmetik iiriinleri, peptit sentezleri ve tibbi
teshisler olmak iizere endiistriyel uygulamalarin genis bir kismmda 6nemli bir rol
oynarlar'%'%1% Baz; proteaz kaynaklar1 ve endiistriyel uygulamalari Tablo 2.7.’de

verilmistir.

Tablo 2. 3. Baz1 Proteaz Kaynaklar1 ve Endiistriyel Uygulamalari'®*

Mikroorganizma Proteaz Cesidi Endiistri
Bakteriler

Bacillus licheniformis Alkalin Deterjan

Bacillus amyloliquefaciens Alkalin Deterjan

Bacillus firmus Alkalin Deterjan

Bacillus megaterium Alkalin Deterjan

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

Bacillus cereus Notral Deri, Gida

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

Fungi

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

Proteazlar en Onemli endiistriyel enzimler arasindadir. Proteolitik (protein
sindirim) aktivite gostermeleriyle ytlizyillardir mandira endiistrisinde peynir yapimi
icin siit-pihtilasma ajanlar1 (rennet) gibi kullamilmiglardir. Proteazlar cesitli
ozelliklere sahiptirler:

¢ Proteazlar tiim yasayan sistemlerde bulunur ve cesitli metabolik reaksiyonlar1

katalizleyerek normal ve anormal ¢evre sartlarinda nemli rol oynarlar''°.

¢ Proteazlar saprofitlerde proteinlerin parcalanmasi, gelismis organizmalarda
peptidazlar ile proteinlerin belirli sinyal dizilerindeki baglarin koparilmasi
gibi ¢ok yoOnlii bir role sahip olmalar1 ile biyosferdeki etkilerini agikc¢a

gostermektedirler' %,

¢ Proteazlar protein molekiillerindeki peptit baglarin1 yikarak molekiilleri

aminoasitlere ayristiran hidrolitik reaksiyonlar1 katalizlerler'".

¢ Bu enzimler substrat Ozgiinliigii, aktif merkez ve katalitik mekanizma,
optimum pH-sicakliklarda stabil olmalar1 gibi ¢esitli 6zelliklere sahip farkl

yapidaki kompleks enzimlerin genis bir kismini olustururlar' .

¢ Proteolitik enzimlerin spesifikligi aminoasitlerin yapis1 ve diger fonksiyonel
gruplar (aromatik, alifatik ve siilfiir icerenler) tarafindan kontrol

edilmektedir''°.

‘¢ Bu enzimler sadece proteolitik reaksiyonlar1 gerceklestirmezler ayni
zamanda karbonhidratlar ve yaglarin yikimini igeren tiim metabolik

reaksiyonlar etkileyerek degisik metabolik reaksiyonlar1 da diizenlerler''°.

Mikroorganizmalardaki proteolitik enzimler hiicre i¢inde (intraselliiler), hiicre
duvar ile iliskide (periplazmik) bulunurlar ve ortama salgilanirlar (ekstraselliiler).
Ekstraselliiler enzimler genelde selliiloz, protein, nisasta gibi ¢oziinmeyen besinlerin
sindirimini gerceklestirirler ve sindirim sonucu meydana gelen iriinler biiyiime i¢in

gerekli besinler seklinde kullanilmak iizere hiicre icine almirlar'%!1H12,

Intraselliiler proteazlar sporlanma, farkhilagma, protein yikimi, enzim ve
hormonlarin tiretimi, hiicresel protein rezervlerinin onarimi gibi cesitli metabolik

olaylarda rol oynamalari ile hiicreler icin Snemlidirler'®.
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2.5.2. Mikrobiyal Proteaz Sistem Cesitleri

Etki 6zelliklerine bagh olarak Uluslararast Biyokimya Birligi proteazlar1 baslica

peptidazlar ve proteinazlar olmak {iizere iki biiyiik gruba aywrmislardir. Peptidazlar

daha sonra asagidaki kriterlere gore siiflandirilmustir'*:

1- Reaksiyon katalizi
2- Katalitik bolgenin kimyasal yapisi

3- Yapr ile baglantili evrimsel iliskiler

Proteinlerin i¢ kisminda bulunan peptit baglarimi kiran mikrobiyal proteazlar

spesifiteleri ve aktif bolgelerinde bulunan fonksiyonel gruplarina gore bir kez daha 4

gruba ayrllmlslardlrm’m.

= Serin proteazlar (EC. 3.4.21)

= Sistein proteazlar (EC. 3.4.22)

= Aspartik proteazlar ( EC. 3.4.23)
= Metalloproteazlar( EC. 3.4.24)

Proteazlarm sistematik dagilimi Sekil 2.11’°de verilmistir.
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Serin Proteazlar (Tripsin,
Kimotripsin, Subtilisin)

Endopeptidazlar

-
T~

A

v

Ekzopeptidazlar

Sekil 2. 9. Proteazlarin smiflandiriimasi'”’

Katalitik merkezde serin

aminoasidi bulunur.

Sistein Proteazlar
(Papain, Kathepsin B)

Katalitik merkezde sistein
grubu (-SH) bulunur

Aspartik Proteazlar
(Pepsin, Kimosin)

Katalitik merkezde aspartik
asit aminoasiti bulunur

e

Katalitik merkezde glutamik
asit aminoasiti bulunur,
peptit baglarimi hidroliz icin
divalent katyonlara (Zn*",
Cu**, Mg™) ihtiyag vardir.

Metalloproteazlar
(Termolizin, '
Karboksipepdidaz A)
Aminopeptidazlar |——>

Aminopeptidaz I
Aminopeptidaz II

Serin Karboksipeptidazlar

7

Karboksipeptidazlar

Sistein Karboksipeptidazlar

N

Metallo Karboksipeptidazlar

Genelde proteazlar aktif merkezlerinde katalitik bir iicliiye sahiptirler. Bu

liclii katalizin meydana geldigi aktif merkezde bulunmaktadir. Ornegin tiim serin

proteazlarda bu bolge korunmaktadir. Katalitik tiglityii histidin (His 57), serin (serin

195) ve aspartik asit olusturmaktadir. Bu aminoasitler birbirlerine yakin olarak

bulunmaktadirlar ve proteazlarm hidroliz yeteneginde 6nemli rol oynamaktadlrlarm.

Sekil 2.10.”da serin proteazin etki mekanizmasi verilmistir.
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Sekil 2. 10. Serin proteazin etki mekanizmasi. Substrat olan polipeptit serin proteaz
enziminin yiizeyine baglanir, bu olay su sekilde gerceklesir acilan peptit bag: aktif
merkezin i¢ine yerlesir bu bagin karbonil karbonu ile niikleofil serin yakin sekilde
konumlanir. Serin aminoasidindeki —OH grubu karbonil karbonuna atak yapar ve
histidin azotu serin —OH grubundan hidrojen alir, karbonil oksijenin ¢ift bagindan bir
elektron cifti oksijene geger. Sonug olarak bir tetrehedral yap1 meydana gelir. Peptit
bagindaki azot ve karbon bag katilmadan bozulur. Bu bagda meydana gelen kovalent
elektronlar histidin hidrojenine atak yaparak birlesmeyi engellerler. Daha Once
karbonil oksijen ¢ift bagindan ayrilan elektronlar yeniden baga gelir ve bir a¢il-enzim
ara iirlinii olusur. Reaksiyona su katilir. Su kirilan peptit baginin N-terminaline geger
ve karbonil karbonuna atak yapar. Birkez daha cift bagdaki elektronlar oksijene

gecer ve negatiflesir, su molekiiliindeki oksijen ile karbon arasinda bag olusur. Bu
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sudan gelen bir protonu alan histidindeki azot tarafindan koordine edilmektedir.
Genel olarak, bu olayla bir bagka tetrehedral ara iiriin olusur. Son basamakta, serin
ve karbonil karbonu arasinda meydana gelen bag histidine hidrojenine atak eder.
Elektronu eksik karbonil karbonu yeniden oksijen ile ¢ift bag olusturur. Sonug olarak

peptidin C-terminali ortaya ¢ikar'".

2.5.3. Proteaz Kaynaklar

Proteolitik enzimler bitki, hayvan ve mikrobiyal kaynaklarda bulunmaktadir.
Bununla birlikte, mikroorganizmalar genis biyokimyasal cesitlilik gostermeleri ve
genetik manipulasyonlara uygun olmalarindan dolay1 proteaz kaynaklari olarak
tercih edilmektedirler (Tablo 2.7). Mikroorganizmalar proteinleri pargalayarak
meydana gelen iirlinleri besin olarak biiylimeleri i¢cin kullanmaktadirlar. Bunlar
arasinda fungilerin enzim iiretiminde kullanimlar1 bir¢ok avantaj saglamaktadir.
Enzimlerin dogal olarak ekstraselliller olmalar1 fermantasyon ortamindan geri

kazanimlarini kolaylastlrmaktadlrloz.

2.5.4. Proteaz Uretimi

Ekstraselliiler proteazlar ticari olarak degerlidirler ve cesitli endiistrilerde
bircok uygulama alanma sahiptirler. Proteazlarin iiretimi i¢in bircok mikrobiyal
kaynak mevcut olmasmna ragmen ticari olarak sadece birka¢ giivenilir tiir

bilinmektedir''®.

Geleneksel olarak proteazlarin ticari iiretimleri submerged fermentasyonunun
(SmF) kullanilmasiyla basarimistir. Ancak KSF enzim iiretimlerinde biiyiik bir
potansiyele sahip oldugu kabul edilmektedir.

Proteolitik enzimler diinya endiistriyel enzim pazarmmin % 60’11 meydana
getirirler. Bu enzimler biyoteknolojik faaliyetlerin biiyiik bir boliimiinde uygulama
alan1 bulurlar ve bir¢cok endiistriyel alanlarda kullanilirlar''*. Proteaz cesitlerinden
olan alkalin proteazlar gida, deri, eczacilik ve deterjan endiistrileri gibi cesitli
endiistrilerde yaygin kullanimlarindan dolay1 en fazla calisilmis enzim gruplarindan
biridir' 71, Ayn1 zamanda protein ultrafiltrasyonunda membran temizligi icin

kullanilmuslardir'”®. Degisik uygulamalardan biri de alkalin proteazlarm baslica
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deterjan endiistrisinde kullanimina yoneliktir. Alkalin proteazlar cesitli deterjanlarda

ve otomatik camasir makinesi deterjanlarinda kullanilirlar. Proteinli lekeleri

105

parcalama aktivitesi gosterirler . Mikrobiyal proteazlar bakteri, fungi ve mayalarin

kullanilmas: ile kati- faz fermentasyonu ve submerged fermentasyonu gibi cesitli

yontemlerle iiretilebilirler'*'™'*,

Genel olarak mikroorganizmalarin meydana getirdigi proteazlar dogada temel

ve kismen bir¢ok Kkiiltiir sartlarinda indiiklenirler. Bacillus tiirleri logaritmik artig

102

oncesi ve duragan fazlarda ekstraseliiler proteazlar liretirler . Mikroorganizmalarin

uirettigi ekstraseliiler proteazlar ayn1 zamanda C/N oranindaki farklardan, glukoz gibi

kolay metabolize edilen sekerler ve metal iyonlar1 gibi ortam bilesenlerinden yogun

118,119123,124

sekilde etkilenirler . Proteaz sentezi ortamdaki aminoasitler gibi hizli

03

metabolize edilebilen azot kaynaklarindan da etkilenir'”. Ayrica havalandirma,

inokiilim konsantrasyonu, pH ve inkiibasyon sicakligi1 gibi bazi diger fiziksel

faktorlerde proteaz sentezini etkilerler'**'>.

2.5.5. Proteazlarin Uygulama Alanlan

Proteazlarin bazi endiistriyel alanlardaki uygulamalar1 Tablo 2.4’de

verilmistir.

Tablo 2. 4. Proteazlarin Bazi Endiistriyel Alanlardaki Uygulamalaml03’107’113

Endiistri Proteaz Uygulama

Ekmek yapimi1 Notral proteaz Hamur kalitesini arttirma

Icecek Papain Soguktan etkilenmeme,
iceceklerde bulanikligin
giderilmesi

Mandira Fungal proteazlar, simozin, Sig1r renneti yerine kesilmis sit

diger proteazlar suyunun islenmesi, modifye

peynir enzim iiretimi

Deterjan Alkali proteaz, subtilisin Giysilerdeki protein lekelerinin
uzaklastirilmasi
Gida iiretimi Bazi proteazlar Soya protein veya bugday

gluteni gibi zengin protein
metaryallerinin modifikasyonu
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Deri Tripsin, diger proteazlar Derinin asitlenmesi, derilerden
titylerin uzaklastirilmasi

Et ve balik Papain, diger proteazlar Et yumusatilmasi, kemik ve
balik atiklarindan protein eldesi

Tip Tripsin Olii dokunun uzaklagtirilmast,
kan pihtisini ¢6zme, doku
iltihaplarinin azaltilmasi, tibbi
tirtinlerin gelistirilmesi, kontakt
lensler ve takma dislerin
temizlenmesi

Fotograf Baz1 proteazlar Kullanilan X-1g1n1 ve fotograf
filmlerinden giimiis eldesi

Tatlandirma Termolizin Aspartam sentezinde revers
hidroliz

Endiistriyel ve Evsel Atiklarin Bazi proteazlar Gida endiistrilerinde ve evsel

Islenmesi faliyetler sonucu meydana gelen

atiklarin islenmesi

2.5.5.1. Firinda Pisirme Uygulamalar

Proteazlar hamur karistirilmasi ve fermantasyon asamalarinda ortama ilave
edilerek hamur vizkozitesi, yogurmaya kars1 diren¢ ve yogurma zamaninin azalmasi
saglanir ve boylece vizkoelastik 6zellikler iyilesir(’(’. Proteazin etkisiyle hem hamurun

makine ile iglenebilirligi artar hem de ekmek ici yapisi gelisir72’125.

2.5.5.2. Deterjan Endiistrisi

Proteazlar siit ve protein kaynakli lekelerdeki proteinli maddelerin
uzaklastirilmasini kolaylastirmak icin 50 yildan fazladir camasir deterjanlar: icine
katilmaktadirlar ve geleneksel deterjan teknolojileriyle saglanamayan essiz yararlar

saglamaktadlrlarlm.

Proteazlar sadece belirgin sekilde meydana gelen kan lekeleri gibi lekeleri
uzaklastirmaz, aym1 zamanda siit, yumurta, et ve balik gibi gidalar ve viicut
salgilarindan kaynaklanan proteinli lekeleri de uzaklastirilmasini saglamaktadlrlar86.

Protezlar ayn1 zamanda kuru temizlemede kullanilirlar. Proteinli maddeler proteazlar
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tarafindan daha kiiciik molekiillere doniistiiriilerek daha sonra diger solventler

tarafindan uzaklastlrlhrlar103’1 13.126-130

2.6. ONCEKI CALISMALAR

Krisha ve arkadaslari, KSF yontemiyle pirin¢ kabuklarini substrat olarak
kullanarak B. subtilis CBTK 106’dan a-amilaz iiretmini incelemislerdir. Yaptiklar:
caligmada substrat parca biiyiikliigii, ortam pH’1, baslangic nem orani, inkiibasyon
sicakligi, ortama eklenen karbon ve azot kaynaklarinin o-amilaz iiretimi {izerine
etkisini incelemislerdir. Uygun parcacik biiyiikliigiinii 400 pum, uygun baslangic nem
seviyesini %70, uygun inkiibasyon sicakligin1 35 °C, uygun pH’1 7.0 olarak tespit
etmislerdir. Azot kaynagi olarak %1’lik amonyum nitrat, amonyum siilfat ve
%0.5’lik et oziitli veya peptonun enzim sentezini artirdigini belirlemislerdir. Karbon
kaynaklarindan %0.1°lik nisasta, maltoz, glukoz ve siikrozun enzim sentezini
arttirdigini  belirlemiglerdir. Ayrica %1’lik NaCl ve KCI'nin enzim sentezini
arttirdi@in1  belirlemislerdir. En yiiksek enzim aktivitesini 24. saatte elde

etmislerdir'®’.

Baysal ve arkadaslar, yaptiklar: caliymada KSF kosullarinda bugday kepegi ve
piring kabugunu substrat olarak kullanarak termotolerant B. subtilis’ten o-amilaz
tiretimini inceleyerek iiretim kosullarim1 optimize etmislerdir. o-Amilaz {iretimi
izerine uygun inkiibasyon peryodu, nem igerigi, parcacik biiyiikliigii ve inokiiliim
konsantrasyon etkileri belirlenmistir. Substrat olarak bugday kepegi ve piring kabugu
0.1 M fosfat tamponu (pH:7.0) ile %30’luk nem icerigi kullanilarak maksimum iiriin
miktar1 24. saatte 159.520 U g ™' ve 48. saatte 21.760 U g olarak elde edilmistir.
Bugday kepegi i¢in parcacik biiyiikliigii ve inokiilim konsantrasyonu 1000 um ve
%?20, piring kabugu icin parcacik biiyiikliigii ve inokiiliim konsantrasyonu 500 pm ve
%15 olarak belirlenmistir. Bugday kepegi ile piring kabuklarinm kullanilmasi ile

meydana gelen enzim miktarlar1 karsilastirildiginda bugday kepeginden elde edilen
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enzim miktarmin piring kabuguna gore 7.3 kat daha fazla oldugunu

belirlemislerdir*.

Kiran ve arkadaslar, Bacillus sp. K-12’den a-amilaz iiretimi iizerine cesitli
kimyasallar ve karbon kaynaklarmin etkisini arastirmislardir. Topraktan izole edilen
Bacillus sp. K-12 susu kullanmlarak 20-55 °C sicakliklar arasinda arastirmalar
yapmuslar ve optimum sicakligi 42 °C olarak belirlenmistir. Enzim aktivitesi iizerine
pH’nmn etkisini incelediklerinde pH 4.5-10.5 arasinda degisen enzim aktiviteleri
bulmuslardir. Karbon kaynagi olarak %1 nisasta iceren ortamda maksimum o-amilaz
tiretimini elde edilmistir. EDTA, MgSO4 ve ZnSO4 kullaniminda a-amilaz iretiminin

inhibe oldugunu salptalnnslaurdlr13 2,

Jyoti Shukla ve Rita Kar, patates kabugu ve bugday kepegini KSF kosullarinda
substrat olarak kullanip termofilik B. licheniformis ve Bacillus subtilis izolatlarinda
a-amilaz iiretimini karsilastirdiklarinda en iyi substratin patates kabugu oldugunu
saptamiglardir. Optimum kosullar altinda B. licheniformis patates kabugu iizerinde
270 iinite/mL. ve bugday kepegi iizerinde 175 iinite/mL o-amilaz {iiretimi
gerceklestirmistir. B. subtilis ise patates kabugu iizerinde 600 iinite/mL, bugday
kabugu iizerinde ise 265 {inite/mL o-amilaz iiretimi gerceklestirmistir. B.
licheniformis’in iirettigi enzim optimum olarak 90 °C’de pH 9.0 aktif iken, B.
subtilis’in irettigi enzimin optimum olarak 60°C’de, pH 7.0’da aktif oldugu

belirlenmistir'>>.

Xu Dong Liu ve Yan Xu, yaptiklar1 calismada Bacillus sp. YX-1 izolatindan
dogal olarak nisastayr hidroliz eden a-amilaz1 saflastirilip karakterize etmislerdir.
Maksimum o-amilaz aktivitesini (53 U mL™) 45°C’de 44 saat inkiibasyondan sonra

elde edilmistir'**.
Singh ve Verma, B. subtilis ATCC 6633’ten a-amilaz liretimini incelemislerdir.

(g/): 20 nisasta, 5.6 (NH4)2NO, 0.5 MgSO4; 0.1 CaCly, 5 trisodyum asetat, 10 pepton
ve pH 7.0 iceren 50 mL besiyeri ortaminda B. subtillis inokiile edilmis ve 250
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rpm’de orbital shaker igerisinde 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Bakteri
tarafindan iiretilen amilazin spesifik aktivitesi 29.341 IU/mg, optimum pH’s1 7.0 ve

optimum sicakligini 60°C oldugu belirlenmistir'*”.

Ashis ve arkadaslari, KSF ile termofilik bir tiir olan B. subtilis DM-03
tarafindan salgilanan o-amilaz iretimini incelemek icin ¢esitli tarim endiistrisi
atiklari lizerine aragtirma yapmislardir. a-Amilaz iiretimi i¢in en iyi substratin patates
kabugu oldugunu bulmusglardir. KSF kosullar1 altinda kuru substratin her gram basina
72. saatte optimize edilmis B. subtilis DM-03’in 532 U/mg o-amilaz iirettigi
belirlenmistir. Yapilan denemelerde Bacillus subtilis DM-03 tiiriinden elde edilen saf
a-amilazin ticari camasir deterjan formulasyonlarimi kapsayan ¢amasir deterjanlari ile

miikemmel bir stabilite ve uygunluk gosterdigi belirlemislerdir'*®.

Chakraborti ve arkadaslarn, ekstraselliiler B-galaktosidaz iireten Bacillus sp.
MTCC 3088’1 incelemislerdir. Enzim aktivitesi laktoz hidrolizinin son {riinii olan
galaktoz tarafindan (%68) kuvvetli sekilde inhibe olmustur. Enzim aktivitesi 1-2.5
mM konsantrasyonundaki Mg+2 iyonlarinin enzim aktivasyonu i¢in iyi bir aktivator
oldugu belirlenmistir. Ancak enzim Hg*, Cu* ve Ag* gibi metal iyonlar: tarafindan
inhibe olmustur. Metal baglayact ajan olan EDTA Kkatalitik aktiviteyi
etkilememistir137.

Batra ve arkadaslan, yaptiklar1 calismada B. coagulans RCS3’iin yiiksek
oranda [-galaktosidaz {irettigini tespit etmislerdir. 50 °C’de enzim maksimum
aktivite gostermistir. B-galaktosidaz pH 5.0-8.0 araliginda stabil 6zellik gostermistir.
Galaktoz hidrolizi sonucu enzim kuvvetli sekilde inhibe olmustur. 0.5-2.0 mM
konsantrasyonundaki bivalent katyonlar (Cu*’, Ni** ve Hg'*) varhgmnda enzim

aktivitesinde inhibisyon gézlenmistir138.

Todorova-Balvay ve arkadaslar, yaptiklar1 caligmada bir mutant tiir olan
Aspergillus  oryzae  H26-10-7’nin  iirettigi  ekstraselliller  [-galaktosidazi
incelemislerdir. Saflastirilan enzimin molekiil agirligi 113 kDa olarak saptanmustir.

Mutant tiiriin meydana getirdigi enzim yabani fungal tipin meydana getirdigi enzimle
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karsilagtirildiginda  sentetik substrat olan o-nitrophenyl-B-D-galactopyranosid’i
(ONPG) bes kat daha fazla parcaladig: belirlenmistir. Ayn1 zamanda mutant enzim
yabani tiple karsilastirildiginda sicakliga kars1 daha stabil oldugu saptanmustir'*.

Konsoula ve Kyriakides, yaptiklar1 calismada karbon, organik azot ve kompleks
organik kaynaklar seklinde ii¢ kategoriye ait besinleri taze koyun siitiinden izole
ettikleri Bacillus subtilis’in ekstraselliiler termostabil a-amilaz ve [-galaktosidaz
tiretimleri lizerindeki etkilerini arastirmak i¢in kullanmiglardir. Test edilen organik
azot kaynaklar1 arasinda tripton ve miswr meserasyon sivist enzim {retimini
arttirmigtir. Misir unu gibi c¢esitli nisastali substratlar, ¢Oziiniir nisastanin yerine
kullanildiginda her iki enzim diriinlerine pozitif etki gostermistir. Ayrica her iki
enzimin iki kat daha yiiksek iiretimi, misir meserasyon sivisi, tripton ve degisik
unlarin birlikte kullanimi ile bagarilmustir. Incelenen divalent katyonlar arasinda
kalsiyum iyonlarinin a-amilaz iiretimi i¢in yasamsal onemde oldugu goriilmiistiir. B.
subtilis tarafindan {iiretilen saf o-amilaz ve B-galaktosidaz maksimal aktivitelerini
sirastyla 135°C ve 65°C’lerde gostermislerdir ve yiiksek sicakliklarda Snemli

derecede stabil olduklar1 bulunmusturm.

Alazzeh ve arkadaslan, yaptiklar1 ¢calismada Lactobacillus reuteri’nin (L.
reuteri) alt1 tiirtinde B-galaktosidaz iiretimini alt1 farkli karbon kaynagi ve dort farkl
azot kaynagmi kullanarak incelemislerdir. L. reuteri laktoz bulunan ortamda
tiretildiginde diger karbon kaynaklarina gore en yiiksek B-galaktosidaz iiretimi (43.82
Gal U/mL) gerceklesmistir. L. reuteri CF2-7F tiirii laktozlu ortamda iiretildiginde en
yiiksek B-galaktosidaz tiretimi (82.01 Gal U/L) meydana gelmistir. L. reuteri MM2-3
ve L. reuteri CF2-7F tiirleri yeast ekstrakt bulunan ortamda iiretildiklerinde en
yiiksek B-galaktosidaz aktivitesi (sirasiyla 18.1 ve 17.59 Gal U/ml) gerceklesmistir.
Raffinoz ve laktoz B-galaktosidaz iiretimi icin en iyi karbon kaynaklar1 olarak
belirlenmistir. Yeast ekstrakt B-galaktosidaz i¢in en iyi azot kaynagi oldugu ve L.
reuteri CF2-7F tiiriiniin incelenen tiim sartlarda en iyl enzim diireticisi oldugu

belirlenmistir'*'.
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Kumar, B. pumilus MK6-5’1 %1 siit tozu, %0.25 misir meserasyon sivisi, %1
glukoz, %0.5 tripton, %1 sodyum sitrat, %0.02 MgSO4.7H,0 ve % 0.65 Na,COs
iceren bir ortamda 35 °C’de, pH 9.6’ da, 250 rpm’de ve 60 saat inkiibasyona
biraktiginda serin alkalin proteaz iiretmeyi basarmustir. Enzimin molekiil agirlig:
SDS-PAGE ile 28 kDa olarak bulunmustur. Enzimin optimal olarak pH 11.5 ve 55-
60°C’de aktif oldugu tespit edilmistir. PMSF enzimi inhibe etmistir. Bu yOniiyle

enzimin serin alkalin proteaz oldugu diisiiniilmektedir'**.

Uyar ve Baysal, Bacillus sp.’yi kullanarak KSF teknigi ile mercimek kabugu
ve bugday kepegi bulunan ortamda alkalin proteaz aktivitesini incelemislerdir.
Bugday kepeginin substrat olarak kullanildigi KSF’li besiyerinde en yiiksek enzim

aktivitesi belirlenmistir'*.

Joo ve Chang, SmF yontemini kullanilarak iiretilecek enzimin deterjan katk1
maddesi gibi kullanimina yonelik SDS-stabil alkalin proteaz iireten B. clausii I-52 ile

oksidant enzim iiretimi {izerine inceleme yapmlslard1r144.

Wei-Hua Chu, ekstraselliiler alkalin proteaz iiretme yeteneginde olan 34 tiirii
topraktan ve degisik ¢cevrelerden izole etmistir. Bacillus sp. APP1 tiirii ile en yiiksek
alkalin proteaz aktivitesi elde edilmistir. Maksimum enzim iiretimi i¢in kiiltiir sartlar1
optimize edilmistir. Ortam baslangic pH’s1 9.0 oldugunda, maksimum proteolitik
aktivite (2,560 U mL™) degeri 48. saatten sonra (g'l): 15 soya unu, 30 bugday unu, 4
KoHPOy4, 1 NapHPO4, 0.1 MgSO4.7H,0 ve 6 NayCOs iceren ortamdan elde
edilmistir. Alkalin proteaz 72. saatte %5 SDS ve %5 H,0O, gibi SDS ve oksitleyici

ajanlar varliginda stabilite géstermistirm.

Nadeem ve arkadaslan, yaptiklari calismada alkalofilik B. licheniformis N-2
tarafindan meydana getirilen proteaz iiretimini g/L’de 10 glukoz, 10 soya unu, 3
KoHPO4, 0.5 MgSO47H, 0 ve 0.5 CaCl, iceren SOmLkiiltiir ortaminda
gerceklestirmislerdir. Farkli karbon ve azot kaynaklar1 organik ve inorganik formda

ve yagl cikarilmig unlar uygun substrati belirlemek icin kullanilmistir. En yiiksek
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alkalin proteaz aktivitesi (677.64 U/mL) bugday kepegi, ¢Oziiniir nisasta ve glukoz
iceren ortamda elde edilmistir. Degisik azot kaynaklar1 arasinda soya unu alkalin
proteaz iiretimini en iyi seklide indiiklemistir. Inorganik azot kaynaklarndan
amonyum tuzlari %96 oraninda enzim iretimini baskilamistir. Termostabilite
caligmalarinda enzim 10 mM Ca®* iyonlar1 varh@inda 12 saat 40°C’de kaldiktan
sonra %80 oraninda aktifligini korumustur. Enzim pH:8.0-11.0 gibi genis bir
aralikta aktif olarak kalmis ve pH:12.0’da aktivitesini %52 oraninda korumustur.
Enzim,Tween 20, Tween 45, Tween 65, Triton X-45, H,O, ve sodyum perborat gibi
kimyasallarla %1 konsantrasyonunda muamele edildikten sonra enzim aktivitesini

sirasiyla %105, %82, %116, %109, %135 ve %126 oranlarinda koruyabilmistir'*®.

Hmidet ve arkadaslan, alkalofilik ozellik gosteren B. licheniformis NH1
tiirliniin bes 6nemli ekstraselliiler proteaz ve bir a-amilaz iirettigini belirlemislerdir.
Proteolitik aktivite i¢in optimum pH 10.0 ve optimum sicaklik olarak da 70°C’ye, a-
amilazin ise optimum pH 6.5 ve optimum sicaklik olarak da 90°C’ye ihtiyag
duydugunu saptamislardir. Alkalin proteazlar ve termostabil a-amilaz 40°C’de 1 saat
bekletildikten sonra noniyonik ve anyonik oksitleyici surfaktantlar varhiginda ve
iliskili olarak oksitleyici ajanlara karsi ekstrem derecede stabilite gostermislerdir.
Ayrica saf enzim cesitli kat1 ve sivi deterjanlar ile kusursuz bir uyum ve stabilite

gésternlistir147.
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4. MATERYAL ve METOT

4.1. MATERYAL

4.1.1. Mikroorganizma secimi

Caligsmalarimizda, Refik Saydam Hifzissthha Enstitiisii Kiiltiir Suslari
Boliimiinden Bacillus subtilis RSK 96, Do¢.Dr. Ziibeyde BAYSAL tarafindan Van
Golii kiyisindan izole edilen ve ODTU Ref-Gen Teknokent’te teshis edilen yabani
sus Bacillus licheniformis ve MicroBioLogics Inc.’ten temin edilen Bacillus

licheniformis ATCC12759 kullanilmistir.

4.1.2. Substrat secimi
Calismamizda substrat olarak, cevremizdeki tarmmsal iirtin atiklarmdan
bugday kepegi, piring kabugu, muz kabugu, mercimek kabugu, portakal kabugu,

elma kabugu, pamuk sap1, 6giitiilmiis dar1 ve misir kaba unlar1 kullanilmistir.

4.1.3. Substrat parca biiyiikligii

Calismamizda kullanilan bitkisel atiklardan; bugday kepegi, piring kabugu,
muz kabugu, mercimek kabugu, portakal kabugu, elma kabugu, pamuk sap1
ogiitiildiikten sonra ve ogiitiilmiis dar1 ve misir unlar1 4 farkl elek (500 pm, 1000
um, 1500 pm, 2000 um ¢aply) yardimiyla elendi ve 100°C’de 2 saat kurutuldu. Elde
edilen farkli substratlardan 1500 pm capindaki parcalar kullanilip enzim iiretimi

sagland.

4.1.4. Kullamlan kimyasal maddeler

Folin-Ciocalteu’s aymract (FCR), tris-hidroksimetilaminometan, sodyum di
hidrojen fosfat (NaH,POj,), di sodyum hidrojen fosfat (Na,HPOy), sodyum hidroksit
(NaOH), trikloroasetik asit (TCA), Tris-base [Tris (hydroxymetyl), triton X-100,
sodyum sitrat, sodyum-potasyum tartarat MERCK’ten, hidroklorik asit (HCl) ve
NaCI Riedel-de Hean’ dan, azocasein, sodyum karbonat (NayCOs3), 3,5-
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Dinitrosalicylic acid (DNS), 2- Nitrophenly p-D-galaktoprynoside SIGMA’ dan

temin edilmistir.

4.1.4.1. Azot kaynaklar

Pepton, beef extract, kazein, OXOID’den, amonyum nitrat (NH4NO3),
amonyum klorid (NH4Cl) Riedel-de Haen’dan, sodyum nitrat (NaNOs), iire,
amonyum siilfat (NH4)»,SOy, yeast extract MERCK’ten, tryptone DIFCO’dan ve soya
unu BUNSA Hayat Gida San. A.S.‘den temin edilmistir.

4.1.4.2. Karbon kaynaklari

Mannoz, ksiloz, laktoz, sukroz, fruktoz ve galaktoz SIGMA’dan, c¢oziiniir
nisasta, glukoz ve gliserol MERCK’den, arabinoz DIFCO’dan, patates nigastasi,
misir nigastasi, bugday unu ve pirin¢ unu BASAK Tiiketim Gida A.S.’den, misir unu
BUNSA Hayat Gida San. A.S.’den, bugday nisastas1 SOKE Tekstil San. Tic.

A.S’den temin edilmistir.

4.1.4.3. Aminoasitler
L- fenilalanin, L-tirozin, L-lizin, L-sistein ve L-metyonin MERCK’ten, glisin,

glutamik asit, L-alanin, L-triptofan, L.-izol6zin, L-valin SIGMA’dan temin edilmistir.

4.1.4.4. Deterjanlar
Sodyum dodesil siilfat (SDS), CHAPS (@3-[ (3-Cholamido-propyl)-
dimethylammonio]-propane- sulfonate), tween-40 MERCK’ten, triton-X 100

Sigma’dan temin edilmistir.

4.1.4.5. Metal Tuzlan
FeS0O,4.7H,0, CaCl, ve MgS04.7H,0 MERCK’ten CuSO4.5H,0 Riedel-de
Haen’dan ZnSO,4.7H,0 AnalaR’dan temin edilmistir.
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4.1.4.6. Besi Yeri Maddeleri:

Nutrient Broth (NB) OXOID’den, yeast extract, sodyum kloriir (NaCl),
tryptone ve agar MERCK’ten temin edilmistir.

4.1.5. Kullanilan Besiyerleri

4.1.5.1. Siv1 Besiyeri:
Luria Broth (LB): 10 g yeast extract, 5 g NaCl, 5 g tryptone 1 litre saf suya

tamamlanip otoklavlandi.

Nutrient Broth (NB): 8 g nurtient broth 1 litre saf suya tamamlanip otoklavlandi.
Spizizen (SP):

14 g K, HPO4

6 g KH,PO4

2 g Amonyum Siilfat

1 g Sodyum Sitrat

0,2 g MgSO, 1 litre saf suya tamamlanip otoklavlandi. Otoklavlandiktan sonra % 1
glikoz eklendi.

A besiyeri:

5 g pepton

5 g yeast ekstrakt
5 g Na,COs

1 g KH,PO4

0,2 g MgSO4 1 litre saf suya tamamlanip otoklavlandi. Otoklavlandiktan sonra % 1
glikoz eklendi.
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B besiyeri:

5 g pepton

5 g yeast ekstrakt
1 g KH,PO4

0,2 g MgSO4 1 litre saf suya tamamlanip otoklavlandi. Otoklavlandiktan sonra % 1
glikoz eklendi.

4.1.5.2. Kati Besiyeri:
10 g yeast extract, 5 g NaCl, 5 g tryptone ve 15 g agar, 1 litre saf suya

tamamlanip otoklavlandi.

4.1.5.3. SmF Besiyeri

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

icinde 20mLsaf suya tamamlanip otoklavland:.

0.16 g NB. 100 mL’lik erlenmayerler i¢cinde 20 mL saf suya tamamlanip

otoklavlandi.

4.1.5.4. KSF Besiyeri:

Kurutulmus bitkisel atiklar, besiyeri ortaminda %30 (w/v) olacak sekilde 3 g
1500 pum parca biiyiikliigiindeki substratlardan kullanilarak 100  mL'lik
erlenmayerlere birakildi. Uzerlerine cesme suyu eklenerek 10 mL’ye tamamlanarak

otoklavlandi.
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4.1.6. Kullanilan Aletler:
Inkiibator (Sanyo)

Steril Kabin ( Telstar AV-100)
Spektrofotometre (Varian Carry U.V. Visible)

Spektrofotometre (U.V-VIS SHIMADZU 1240)

Calkalayic1 (Julobo)

Sogutmal1 Santrifiij (Sigma Christ 2K15)
Vorteks (Stuart)

Magnetik Karistiric: (Stuart)

Deep-Freeze (Haris, -70°C)

Etiiv (Heraus)

Dijital Gostergeli Hassas Terazi (GEG, AVEY, 0,0001)
Otoklav (HIRAYAMA)

Su Banyosu (Grant 6G, -20, +100°C)

pH metre (Jenvay 3010, PCP JO1 elektrod)
Sterilizatér (Heraus)

Blender (Waring)

Mikropipet (Gilson)

Magnetik Karistirict (Heidolph)

Mikropipet (Eppendorf)
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4.2. METOT

4.2.1. Mikroorganizmalarin Uretilmesi

Van Golii kiyisindan izole edilen ODTU Ref-Gen Teknokent’te teshis edilen
yabani sus B. licheniformis, MicroBioLogics, Inc.’ten temin edilen B. licheniformis
ATCC12759 ve Refik saydam Hifsizihha Enstitiisii Kiiltiir Suglar1 Boliimiinden
temin edilen B. subtilis RSK96 saklanma kosullarindan (-20°C) cikarilip 37°C’de 24
saat boyunca LB besiyerinde iiretildi. a-Amilaz, proteaz ve -galaktosidaz iiretimleri
icin LB s1v1 besiyeri kullanildi. Bu besiyerleri 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

steril edildi.

100 mL’lik erlenmayerlerde 20mLfarkli s1v1 besiyeri iceren ortamlara 100 pL
ornek eklenerek, mikroorganizmalar 0.6 absorbansa gelecek sekilde 37°C’de 24 saat
siireyle iiretildi. Buradan alman 100 pL. Ornegin, %0.5 olacak sekilde taze LB
besiyerine ekimi yapildi. Ardindan 37°C’de 150 rpm’de 24, 48, 72, 96 ve 120 saat
slireyle inkiibasyona birakildi. Bu siirelerin sonunda 6rnekler +4°C’de 10.000 rpm’de
5 dakika santrifiijlenerek hiicre sporlardan arindirildi. Enzim aktivitesi ve

optimizasyon ¢aligmalar1 i¢in iist stvi kullanildi.

4.2.2. Cozeltiler

Cozeltilerin hazirlanmas1 Ekler (Ek1-9) kisminda verilmistir.

4.2.3. Enzim Ekstraksiyonu

4.2.3.1. SmF Besiyeri

Bakteriyel kiiltiir ortaminda bulunan enzimi ekstrakte etmek icin SmF besi
yeri ortamindan deney tiiplerine ornekler almarak +4°C’de 10.000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlenerek hiicrelerden arindirildi. Siipernatant iizerinden a-amilaz ve proteaz

aktivite tayini yapildi.
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4.2.3.2. KSF Besiyeri

Bakteriyel kiiltiir ortaminda bulunan enzimi ekstrakte etmek i¢cin KSF
besiyeri ortamina 10 mL ¢esme suyu eklenerek 30 dakika ¢alkalanmasi saglandi. Bu
sire sonunda ornekler steril sargi beziyle siiziildiikten sonra +4°C’de 10.000 rpm’de
5 dakika santrifiijlenerek hiicre sporlardan ve kati atiklardan arindirildi. Stipernatant

tizerinden a-amilaz, proteaz ve -galaktosidaz aktivite tayini yapildi.

4.2.4 Enzim Aktivite Tayini

4.2.4.1. a-Amilaz Aktivite Tayini

a-Amilaz aktivite tayini Bernfeld yontemine gore yap11d1148. 150 pL enzim
cozeltisi ve 200 pL % 0.5’lik nisasta c¢ozeltisi (0.1 M Sodyum-Fosfat tamponu
pH:7.0) 37°C’de 30 dak. inkiibe edildi. Siire sonunda reaksiyonu durdurmak igin,
400 pL DNS (3.5 dinitro salisilik asit) ¢ozeltisi ilave edilerek 5 dakika kaynar su
banyosunda bekletildi. Daha sonra oda sicakligina geldiginde 8 mL saf su ilave
edilerek seyreltme yapildi ve Orneklerin absorbans degerleri 489 nm’de

spektrofotometrik Ol¢iim ile gergeklestirildi

Bir enzim iinitesi deney kosullarinda 1 pumol nisastayr 30 dakikada maltoza

parcalayan enzim miktar1 olarak tanimlandu.

4.2.4.2. Proteaz Aktivite Tayini

Proteaz aktivite tayini i¢in 150 pL. enzim ¢ozeltisine 250 pL. % 0.5 azokazein
(0.1 M Tris-HCI tamponu; pH: 9.0) ilave edilerek 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Bu siire sonunda ortama 1 mL TCA katilarak reaksiyon durduruldu. 15 dakika
+4°C’de bekletildikten sonra +4°C’de 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. 1 mL
tist s1v1 iizerine 500 pL NaOH ilave edilerek 420 nm’de spektrofotometrik Olciim ile

gergeklestirildi”g.

Bir enzim iinitesi deney kosullarinda 1 pmol azokazeini 30 dakikada

parcalayan enzim miktar1 olarak tanimlandu.
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4.2.4.3. p-Galaktosidaz Aktivite Tayini

B-galaktosidaz aktivite tayini i¢in 200 pL enzim ¢ozeltisine 500 uL 6 mM 2-
Nitrophenly B-D-galaktoprynoside (0.1 M Fosfat tamponu pH: 6.8) ilave edilerek
37°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda reaksiyonu durdurmak i¢in, 1 M 500
pL sodyum karbonat (NaxCOs) cozeltisi ilave edilerek drneklerin absorbans degerleri

420 nm’de spektrofotometrik dl¢iim ile gerceklestirildi.

Bir enzim {iinitesi 30 dakikada ONPG’den 1 pmol O-NP’nin olusumunu

saglayan enzim miktar1 olarak tammlandi'*'.

4.2.4.4. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini standart olarak Bovin Serum Albumin (BSA)
kullanilarak Lowry yOntemine gore yapildi. Standart egriyi ¢izmek i¢in derisimi
bilinen (5 mg.mL'l) Bovin serum albumin’den bir seri standart ¢ozeltiler hazirlandi.
Orneklerin protein icerikleri BSA egrisi standart olarak kullamlarak hesapland.
Tiiplere 2.5 mL alkalin ¢ozeltisi konulduktan sonra tizerine 25 pL enzim ve 225 pL.
saf su ilave edildi. Ornekler 15 dakika 40 °C’de su banyosunda bekletildikten sonra
tizerine 1:1 oranmda saf suyla seyreltilmis 250 pL Folin Reaktifi (FCR) ilave
edilerek 30 dakika karanlhikta bekletildi. Bu siirenin sonunda 660 nm’de

spektrofotometrik dl¢iim yaplldllso.

4.2.5. SmF

4.2.5.1. SmF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Degisik Besiyerlerinin Etkisi
SmF yontemiyle enzim iiretimi iizerine degisik besiyerlerinin etkisini
incelemek icin NB, LB, SP, A ve B besiyerlerleri kullanildi. Hazirlanan besiyerlerine
%0.5 bakteri ekimleri yapilarak 37°C’de 150 rpm’de 12, 24, 48, 72, 96 ve 120 saat
siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda alinan ornekler +4°C’de
10000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi ve iist sivilardan a-amilaz ve proteaz aktivite

tayinleri yapildi.
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4.2.5.2. SmF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Degisik inkiibasyon Siirelerinin
Etkisi

Bakteriler i¢in belirlenen uygun besiyerlerine %0.5 bakteri ekimleri yapilarak
37°C’de 150 rpm’de inkiibasyona birakildi. 12, 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerin
sonunda alinan ornekler +4°C’de 10000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Elde edilen

tist sivilarda a-amilaz ve proteaz aktivite tayinleri yapild.

4.2.5.3. SmF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklar1 Etkisi
Coziiniir nigasta, patates nisastasi, bugday nigastasi, misir nisastasi, bugday
unu, pirin¢ unu, soya unu ve misir unundan %1 olacak sekilde 0.2 g ve gliserolden
200 pl alimarak 100 mL’lik erlenmayerlere konuldu ve 20 mL’ye tamamlanarak
otoklavlandi. Arabinoz, mannoz, ksiloz, laktoz, sukroz, fruktoz, galaktoz ve glukoz
% 1 olacak sekilde 0.2 g tartild1 ve steril edildi. Otoklav edilmis besiyeri iceren 100

mL’lik erlenmayerler icerisine konuldu.

Otoklav islemi sonrasinda her bir besiyerine %0.5 oraninda ekim yapilarak
37°C’de 150 rpm’de inkiibasyona birakildi. o-Amilaz ve proteaz aktiviteleri i¢in 72.
saat sonunda Ornekler alinarak +4°C’de 10000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Elde

edilen iist sivilardan a-amilaz ve proteazi aktivite tayinleri yapildi.

4.2.5.4. SmF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Azot kaynaklar1 Etkisi

0.2’ser g pepton, beef extract, kazein, tryptone, iire, yeast extract, amonyum
nitrat (NH4NO3), amonyum klorid (NH4Cl), sodyum nitrat (NaNO3) ve amonyum
siilfat (NH4)»,SO4 tartilip (%1) 100 mL’lik erlenmayerlere konularak 20 mL’ye
tamamlanip otoklavlandi. Otoklav islemi sonrasinda her bir besiyerine %0.5 oraninda
ekim yapildi. 37°C’de 150 rpm’de inkiibasyona birakildi. a-Amilaz ve proteaz
aktiviteleri i¢in 72. saat sonunda Ornekler alinarak +4°C’de 10000 rpm’de 5 dakika

santrifiijlendi. Elde edilen iist sivilardan a-amilaz ve proteaz aktivite tayinleri yapildi
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4.2.5.5. SmF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Aminoasitlerin Etkisi
L-fenilalanin, L-tirozin, L-lizin, L-sistein ve L-metyonin, glisin, glutamik
asit, L-alanin, L-triptofan, L-izol6zin, L-valin 0.002 g tartildi ve steril edildi.
Otoklavlanmis besiyerlerine aminoasitler eklendi. Daha sonra her besiyerine %0.5
oraninda ekim yapilarak 37°C’de 150 rpm’de inkiibasyona birakildi. a-Amilaz ve
proteaz aktiviteleri i¢in 72. saat sonunda Ornekler alinarak +4°C’de 10000 rpm’de 5
dakika santrifiijlendi. Elde edilen iist sivilardan o-amilaz ve proteaz aktivite tayinleri

yapildi.

4.2.5.6. SmF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Metal Tuzlarmn Etkisi
FeS0O,4.7H,0, CuS04.5H0, ZnS04.7H,0, MgS04.7H,0O ve CaCl, 0.02 g
miktarlarinda tartildi. 100 mL’lik erlenmayerlere konuldu ve daha once belirlenip
hazirlanan uygun besiyerleri metal tuzlarmin bulundugu erlenmayerlerin icinde 20
mL’ye tamamlanarak otoklavlandi. Otoklav islemi sonrasinda her bir besiyerine
9%0.5 oraninda ekim yapilarak 37°C’de 150 rpm’de inkiibasyona birakildi. a-Amilaz
ve proteaz aktiviteleri i¢in 72. saat sonunda ornekler alinarak +4°C’de 10000 rpm’de
5 dakika santrifiijlendi. Elde edilen iist sivilardan a-amilaz ve proteaz aktivite

tayinleri yapildi.

4.2.5.7. SmF Ortaminda o-amilaz Uretimi Uzerine Farkh Derisimlerdeki
Kalsiyum (CaCl,) Tuzlarmin Etkisi

CaCl, tuzlarindan 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25 ve 0.3 g tartildi. 100 mL’lik
erlenmayerlere konuldu ve daha Once belirlenip hazirlanan uygun besiyerleri
kalsiyum iyonlarinmn bulundugu erlenmayerlerin icinde 20 mlL’ye tamamlanarak
otoklavlandi. Otoklav islemi sonrasinda kontrol dahil her bir besiyerine %0.5
oraninda ekim yapildi. 37°C’de 150 rpm’de inkiibasyona birakildi. a-amilaz
aktivitesi i¢in 72. saat sonunda ornekler alimarak +4°C’de 10000 rpm’de 5 dakika

santrifiijlendi. Elde edilen iist sivilardan a-amilaz aktivite tayini yapildi.
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4.2.5.8. SmF Ortaminda o-amilaz Uretimi Uzerine Farkh Derisimlerdeki Pamuk
Saplarmin (kiiciik) Etkisi

Pamuk saplarindan 0.05, 0.1, 0.2 ve 0.4 g tartildi. 100 mL’lik erlenmayerlere
konuldu ve daha Once belirlenip hazirlanan uygun besiyerleri pamuk saplarinin
(kiictik) bulundugu erlenmayerlerin icinde 20 mL’ye tamamlanarak otoklavlandi.
Otoklav islemi sonrasinda kontrol dahil her bir besiyerine %0.5 oranmnda ekim
yapildi. 37°C’de 150 rpm’de inkiibasyona birakildi. a-amilaz aktivitesi i¢in 72. saat
sonunda Ornekler alinarak +4°C’de 10000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Elde

edilen iist sivilardan o-amilaz aktivite tayini yapild1.

4.2.6. KSF

4.2.6.1. KSF Ortaminda Uygun Substrat Secimi

1500 um capinda olan bugday kepegi, piring kabugu, mercimek kabugu,
portakal kabugu, muz kabugu, elma kabugu, pamuk sap1 (biiyiik ve kiiciik parcalar
halinde), ogiitiilmiis dar1 ve misir kaba unu 3’er g tartilip her biri farkli 100 mL’lik
erlanmayerler icerisine konuldu. Uzerlerine 10 mL ¢esme suyu eklenip otoklavlandi.
Daha sonra sivi besiyerinden (LB) her birine 3’er mL bakteri ekimi yapildi.
Calkalayicida 37°C’de 12, 24, 48, 72, 96, 120 ve 144 saat 150 rpm’de inkiibasyona
birakildi.

4.2.6.2. KSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Degisik inkiibasyon Siirelerinin
Etkisi

1500 um boyunda olan piring kabugu, mercimek kabugu ve pamuk saplari
(kiiciik parca) alindi. 3’er g tartilip 100 mL’lik erlenmayerler icerisine konuldu ve 10
mL ¢esme suyu eklenip otoklavlandi. Daha sonra sivi besiyerinden (LB) her birine
3’er mL bakteri ekimi yapilarak. 37°C’de 150 rpm’de inkiibasyona birakildi. Her
inkiibasyon siiresi sonunda 24 saatte bir dokuz giin siireyle (12; 24; 48; 72; 96; 120,
144, 168 ve 192 saat) orneklerin bulundugu KSF’li ortamlara 10 mL ¢esme suyu

eklendi ve 30 dakika calkalanmaya devam etti. Bu siire sonunda 6rnekler steril sargi
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bezleri ile siiziildiikten sonra enzim aktivitesi kontrol edilerek uygun inkiibasyon

suiresi belirlendi.

4.2.6.3. KSF’de Enzim Uretimi Uzerine Ureme Sicakhiginin Etkisi

Kati substrat olarak 1500 um boyunda olan pirin¢ kabugu, pamuk sap1 (kiiciik
parca) ve mercimek kabugu 3’er g tartilarak 100 mL’lik erlenmayerler icerisine
konuldu ve 10 mL cesme suyu eklenip otoklavlandi. Daha sonra ortama sivi
besiyerinden alman 3 mL bakteri ekimi yapildi. 30, 37, 40, 45 ve 50 °C’lerde
besiyerleri inkiibasyona birakildi. B-Galaktosidaz icin 48. ve 120., a-amilaz i¢in 72.
ve proteaz i¢cin 120. saatlik Orneklerin iizerlerine 10 mL c¢esme suyu eklendikten
sonra 30 dakika calkalanmaya devam etti. Bu siire sonunda oOrnekler steril sargi
bezleri ile siiziildiikten sonra santrifiijlenen materyalin iist sivisindan a-amilaz,

proteaz ve -galaktosidaz aktivite tayini yapildi.

4.2.6.4. KSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Calkalama Hizinin Etkisi

Pirin¢ kabugu, mercimek kabugu ve pamuk sapindan (kiiciik) daha 6nceki
deney basamaginda belirlenen miktarlarda kat1 bitki atiklar1 tartilip 100 mL’lik
erlenmayerlere konulup otoklavlandi. Otoklav islemi sonrasi her aktivite tayini i¢in
daha ©Onceden belirlenen miktarlarda ekim yapildi ve daha sonra farkli ¢alkalama
hizlarinda (60- 100- 120- 150- 180 ve 200 rpm) inkiibasyona birakilan 6rneklere a-
amilaz icin 72. saatte 50 mM NaCl ve proteaz i¢cin 120. saatte %1 Triton X100
eklenerek (10 mL) 30 dakika ¢alkalanmaya devam etti. Santrifiijlenen materyallerin

tist stvisindan a-amilaz, proteaz ve -galaktosidaz aktivite tayini yapildi.

4.2.6.5. KSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Ekstraksiyon Kaynagimn
Etkisi

Piring kabugu, mercimek kabugu ve pamuk sap1 (kiigiik parca) 3 g tartilip
100 mL’lik erlenmayerler icerisine konuldu ve 10 mL c¢esme suyu eklenip

otoklavlandi. Daha sonra sivi besiyerinden (LB) her birine 3’er mL bakteri ekimi
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yapilarak. 37°C’de 150 rpm’de inkiibasyona birakildi. Enzim {iretimi {izerine
ekstraksiyon ortamimnin etkisini belirlemek amaciyla B-galaktosidaz icin 48. ve 120.,
a-amilaz i¢in 72. ve proteaz i¢in 120. saatin sonunda KSF’li ortamlara ekstraksiyon
kaynaklar1 olarak; cesme suyu (kontrol) , tampon (amilaz i¢in 0.1 M pH:7.0 fosfat
tamponu, proteaz i¢in 0.1 M pH:9.0 Tris-HCI tamponu ve B-galaktosidaz i¢in 0.1 M
pH:6.8 fosfat tamponu), cesme suyu ile 10 mLolacak sekilde hazirlanan %1 SDS, 50
mM NaCl, %1 Tween- 40, %1 Triton X- 100, %1 CHAPS (3-[(3-Cholamido-
propyl)-dimethylammonio]-propane- sulfonate) c¢ozeltileri ve saf su (10 mL)
eklendikten sonra 30 dakika c¢alkalanmaya devam etti. Bu siire sonunda Ornekler
steril sarg1 bezlerinde siiziildiikten sonra santrifiijlenen materyalden {iist sivi elde
edildi. Ust sivilar enzim kaynagi olarak kullanilip o-amilaz, proteaz ve -

galaktosidaz aktivite tayini yapild.

4.2.6.6. KSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine inokiiliim Hacminin Etkisi
Pirin¢ kabugu, mercimek kabugu ve pamuk sapindan (kiiciik parca) 3 g
tartilip 100 mL’lik erlenmayerler icerisine konuldu ve 10 mL ¢esme suyu eklenip
otoklavlandi. Uygun inokiiliim hacminin belirlenmesi i¢in sivi besiyerinden KSF’li
ortama 0,5-1-1,5-2-2,5-3-3,5-4-6 ve 8 mL’ye kadar arttirilarak bakteri ekimi yapildi.
Calkalayicida 37°C’de 150 rpm’de calkalandi. o-Amilaz i¢in 72. saat sonunda
ekstraksiyon medyumu olarak 10 mL 50 mM NacCl ¢ozeltisi, proteaz i¢in 120. saatin
sonunda ekstraksiyon medyumu olarak %1 Triton X- 100 ve B-galaktosidaz i¢in 48
ve 120. saatin sonunda 10 mL c¢esme suyu uygun ekstraksiyon cozeltisi olarak
eklendi ve 30 dakika calkalanmaya devam etti. Bu siire sonunda 6rnekler steril sargi
bezlerinde siiziildiikten sonra santrifiijlenen materyalden iist siv1 elde edildi. Elde
edilen iist sivilar enzim kaynagi olarak kullanilip a-amilaz, proteaz ve B-galaktosidaz

aktivite tayini yapildi.

4.2.6.7. KSF Ortaminda Uygun Substrat Miktarimin Belirlenmesi

Enzim iretimi iizerine kepek miktarinin oranim1 belirlemek icin piring
kabugu, mercimek kabugu ve pamuk sap1 (kii¢iik) alindi. % 20’den baslayarak %30,
%40, %50 ve %60’a kadar (2g- 3g- 4g- 5g- 6g) kepek tartilip iizerlerine ayr1 ayr1 100

mL’lik erlenmayerler igerisine birakilarak tizerlerine 10 mL c¢esme suyu eklenip
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otoklavlandi. Daha sonra s1v1 besiyerinden (LB) her bir ortama gerekli oranda bakteri
ekimi yapilarak calkalayicida 37°C’de 150 rpm’de inkiibasyona birakildl. [-
galaktosidaz i¢in 48. ve 120., a-amilaz i¢in 72. ve proteaz icin 120. saate birakilan
orneklere inkiibasyon siiresi sonunda her aktivite tayini i¢in uygun ekstraksiyon
stvist (10 mL) eklendi ve 30 dakika calkalanmaya devam etti. Santrifiijlenen
materyalden st sivi elde edildi. Elde edilen iist sivilar enzim kaynagi olarak

kullanilip a-amilaz, proteaz ve B-galaktosidaz aktivite tayini yapildi.

4.2.6.8. KSF Ortaminda Baslangic pH’nin Belirlenmesi

Pirin¢ kabugu, mercimek kabugu ve pamuk sapindan (kiiciik) onceki deney
basamaginda belirlenen miktarlarda kati bitki atiklar: tartilip 100 mL’lik erlenmayer
icerisine konuldu. Otoklav isleminden once KSF’li ortama eklenecek 10 mL ¢esme
suyunun pH’s1 0.1 M HCI ve 0.1 M NaOH cozeltileri kullanilarak sirasiyla pH: 4.0°
dan baslayarak (4.0- 4.5- 5.0- 5.5- 6.0- 6.5- 7.0- 7.5- 8.0- 8.5- 9.0- 9.5- 10.0) pH
10.0’a kadar ayarlandi. Degisik pH’lardaki ¢cesme sular1 ayr1 ayr1 (10 mL) kat1 bitki
atiklarinin bulundugu 100 mL’lik erlenmayerlerin igerisine konulup otoklavlandi.
Daha sonra sivi besiyerinden (LB) her bir aktivite tayini i¢in gerekli oranda bakteri
ekimi yapilarak 37°C’de inkiibasyona birakildi. B-Galaktosidaz i¢cin 48 ve 120, a-
amilaz i¢cin 72 ve proteaz i¢in 120 saat inkiibasyona birakilan orneklere inkiibasyon
sliresi sonunda her aktivite tayini i¢in uygun ekstraksiyon sivist (10 mL) eklenerek
30 dakika calkalanmaya devam etti. Santrifiijlenen materyalden iist siv1 elde edildi.
Elde edilen iist sivilar enzim kaynagi olarak kullanilip o-amilaz, proteaz ve [-

galaktosidaz aktivite tayini yapild.

4.2.6.9. KSF Ortaminda En Iyi Aktivite Elde Edilen Substrat Karisim
Miktarlarimin Belirlenmesi

Enzim iiretimi {izerine kepek karisim miktarini belirlemek icin B-galaktosidaz
aktivite tayini icin 48 ve 120 saat pirin¢ kabuklar1 ile pamuk saplar1 (kiigiik), a-
amilaz aktivite tayini icin 72 saat pamuk saplarn (kiiciik) ile piring kabuklar1 ve

proteaz icin 120 saat mercimek kabuklar: ile pamuk saplar1 (biiyiik) toplam kiitleleri
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5 g olacak sekilde 0.5 gramdan baslanarak (0.5 g+4.5 g; 1 g +4 g; 1.5g+3.5¢g, 2g+3 g;
2.5 g+2.5, 3g+2g, 3.5+1.5 g, 4g+lg, 45+ 0.5 g) farkhh karisim oranlarinda
karistirildi. 5 g tartilan bitki atiklar: her biri farkli 100 mL’lik erlanmayerler icerisine
konuldu. Uzerlerine 10 mL c¢esme suyu eklenip otoklavlandi. Daha sonra sivi
besiyerinden (LB) her birine 3’er mL bakteri ekimi yapildi. Calkalayicida 37°C’de
150 rpm’de calkalandi. Her inkiibasyon siiresi sonunda KSF’li ortamlara 10 mL
cesme suyu ilave edilerek 30 dakika calkalanmaya devam etti. Santrifiijlenen
materyalden st sivi elde edildi. Elde edilen iist sivilar enzim kaynagi olarak

kullanilip a-amilaz, proteaz ve -galaktosidaz aktivite tayini yapildi.

4.2.6.10. KSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklan Etkisi

%1 olacak sekilde 0.1 g miktarinda tartilan farkli karbon kaynaklarindan
maltoz, glukoz, galaktoz, fruktoz, ksiloz, mannoz, laktoz, arabinoz ve sukroz steril
edildikten sonra piring kabuklari, mercimek kabuklar1 ve pamuk saplar1 (kiiciik
parca) daha onceki deney basamaginda belirlenen miktarlarda tartiip 100 mL’lik
erlenmayerlere 10 mL cesme suyu eklenerek otoklavlanmis KSF besiyerlerine
eklendi. Her aktivite tayini icin daha dnceden belirlenen miktarlarda ekim yapildi.
Daha sonra B-galaktosidaz i¢in 48. ve 120, o-amilaz i¢in 72 ve proteaz i¢in 120.
saatin sonunda her aktivite tayini i¢in uygun ekstraksiyon sivist (10 mL) eklenerek
30 dakika calkalanmaya devam etti. Santrifiijlenen materyalden iist siv1 elde edildi.
B-Galaktosidaz icin 48. ve 120, a-amilaz i¢cin 72 ve proteaz i¢in 120. saatin sonunda
elde edilen iist sivilar enzim kaynagi olarak kullanilip a-amilaz, proteaz ve [-

galaktosidaz aktivite tayini yapild.

4.2.6.11. KSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Azot Kaynaklan Etkisi

%]1 olacak sekilde 0.1 g miktarinda tartilan azot kaynaklarindan pepton, beef
extract, kazein, amonyum nitrat (NH4NO3), amonyum klorid (NH4Cl), sodyum nitrat
(NaNO3), iire, yeast extract, amonyum siilfat (NH4)2SO4 ve tryptone daha once
tartilip hazirlanmig 100 mL’lik erlenmayerler iceresinde bulunan pirin¢ kabuklari,

mercimek kabuklar1 ve pamuk saplar1 (kiiciik par¢ca) bulunan KSF’li ortamlara

58



eklenerek otoklavlandi. Otoklav sonrasi her aktivite tayini i¢in daha Onceden
belirlenen miktarlarda ekim yapildi. B-Galaktosidaz i¢in 48 ve 120, a-amilaz i¢in 72
ve proteaz i¢in 120 saat inkiibasyona birakilan orneklere inkiibasyon siiresi sonunda
her aktivite tayini i¢in uygun ekstraksiyon sivist (10 mL) eklenerek 30 dakika
calkalanmaya devam etti. Santrifiijlenen materyalden iist s1v1 elde edildi. Elde edilen
ist sivilar enzim kaynagi olarak kullanilip a-amilaz, proteaz ve [-galaktosidaz

aktivite tayini yapildi.

4.2.6.12. KSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Metal Tuzlarin Etkisi

Pirin¢ kabuklari, mercimek kabuklar1 ve pamuk sapilar1 daha 6nceki deney
basamagmda belirlenen miktarlarda tartiip 100 mL’lik erlenmayerlere konuldu.
Daha sonra %0.1 olacak sekilde FeSO4.7H,O, CuSO04.5H,0, ZnSO4.7H0,
MgS04.7H,0 ve CaCl, 0.01 g miktarlarinda metal tuzlarindan tartildi ve KSF’li
besiyerlerine eklenip otoklavlandi. Otoklav sonrasi her aktivite tayini i¢in daha
onceden belirlenen miktarlarda ekim yapildi. B-Galaktosidaz icin 48. ve 120, o-
amilaz icin 72 ve proteaz i¢in 120. saat inkiibasyona birakilan 6rneklere inkiibasyon
sliresi sonunda her aktivite tayini i¢in uygun ekstraksiyon sivist (10 mL) eklenerek
30 dakika calkalanmaya devam etti. Santrifiijlenen materyalden iist siv1 elde edildi.
Elde edilen iist sivilar enzim kaynagi olarak kullanilip a-amilaz ve proteaz aktivite

tayini yapildi.

4.2.6.13. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakh@mn Etkisi

a-amilaz ve proteaz aktivitesi iizerine sicakligin etkisini belirlemek icin sicak
su banyosunda 25 °C’den baglayarak 30; 37; 40; 45; 50; 60; 70; 80 ve 90 °C’ye kadar
degisen sicakliklarda 30 dakika boyunca On-inkiibasyona birakilan enzim iist

stvilarinda a-amilaz ve proteaz aktivite tayini yapildi.
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4.2.6.14. Farkh Hacimlerdeki KSF Ortamlarmin Enzim Urettimi Uzerine Etkisi

Mercimek kabugu ve pamuk sapindan (kiigiik) 100, 250, 500 ve 1000 mL’lik
erlenmayerler i¢in sirasiyla 3, 7.5, 15 ve 30 g miktarlarinda tartilan kat1 bitki atiklar1
dort farkli hacimdeki erlenmayerler igerisine konulup iizerlerine her biri icin sirastyla
10, 25, 50 ve 100 mL cesme suyu eklendikten sonra otoklavlandi. Otoklav islemi
sonrast pamuk saplarmin bulundugu KSF ortamlarina sirasiyla 3.5, 8.75, 17.5 ve 35
mLve mercimek kabuklarinin bulundugu KSF ortamlarma sirasiyla 3, 6, 15 ve 30
mL bakteri ekimi yapildi. 37°C’de 150 rpm’de a-amilaz i¢in 72 ve proteaz icin 120.
saate calkalayicilara birakilan farkli 6rneklere inkiibasyon siiresi sonunda her aktivite
tayini i¢in uygun ekstraksiyon sivist (10, 25, 50 ve 100 mL) eklenerek 30 dakika
calkalanmaya devam etti. Santrifiijlenen materyalden iist s1v1 elde edildi. Elde edilen

tist sivilar enzim kaynagi olarak kullanilip a-amilaz ve proteaz aktivite tayini yapildi.

4.2.6.15. Verilerin Istatistik Analizi

Deneyler 3 tekrarli olarak yapilmistir. Elde edilen verilerin analizi
ANOVA’ya gore yapilmistir. Gruplar arasindaki farkin belirlenmesinde Duncan’in
coklu karsilagtirma testi kullanilmistir. Ortamlar arasindaki fark, p<0.05 oldugu

zaman 6nemli kabul edilmistir.
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5. BULGULAR
5.1. Sub-merged Fermantasyonu (SmF)

5.1.1. SmF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Farkli Besiyerlerinin Etkisi

B. subtilis RSK96 NB, LB, SP, A ve B olmak iizere 5 farkli besiyerinde
kiiltiir edilmistir. Sekil 5.1 ve Sekil 5.2.°de B. subtilis RSK96’ nin degisik SmF
ortamlarinda kiiltiir edilmesi sonucu elde edilen o-amilaz ve proteaz aktivite

sonuclar1 verilmistir.

B. subtilis RSK96 bes farkli besiyerinde inkiibasyona birakildiginda LB ve
NB besiyerlerinde o-amilaz aktivitesine rastlanmistir. SP ve B besiyerlerlerinde
tireme olmus ancak aktivite goriilmemistir. A besiyerinde ise iireme olmamistir. En
yiikksek o-amilaz aktivitesi LB besiyerinde 391.9 U/mg olarak oOl¢iilmiistiir (Sekil
5.1.).
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Besiyerleri

Sekil 5. 1. SmF ortaminda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96’nin o-amilaz iiretimi
tizerine farkli besiyerlerinin etkisi

B. subtilis RSK96 bes farkli besiyerinde inkiibasyona birakildiginda LB ve
NB besiyerlerinde proteaz aktivitesine rastlanmistir. SP ve B besiyerlerlerinde iireme
olmus ancak aktivite goriilmemistir. A besiyerinde ise iireme olmamistir. En yiiksek

proteaz aktivitesi LB besiyerinde 1903.2 U/mg olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 5.2).
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Sekil 5. 2. SmF ortaminda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96 nin proteaz iiretimi
tizerine farkli besiyerlerinin etkisi

5.1.2. SmF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Farkh inkiibasyon Siirelerinin
Etkisi

B. subtilis RSK96 LB besiyerinde 12. saatten baslayarak 120. saate kadar
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siireleri sonunda alman 6rneklerden a-amilaz

ve proteaz aktivitelerine bakilmistir.

B. subtilis RSK96 LB besiyerinde 12. saatten baslayarak 120. saate kadar
kiiltiir edilmesi sonucunda alinan Orneklerden en yiliksek o-amilaz aktivitesi 72.
saatte 391.9 U/mg ve en diisiik a-amilaz aktivitesi 120. saatte 193.3 U/mg olarak elde
edilmistir (Sekil 5.3.).

B. subtilis RSK96 LB besiyerinde 12. saatten baslayarak 120. saate kadar
kiiltiir edilmesi sonucunda alinan 6rneklerden en yiiksek proteaz aktivitesi 72. saatte
1903.2 U/mg ve en diisik a-amilaz aktivitesi 12. saatte 168 U/mg olarak elde
edilmistir (Sekil 5.4.).
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Sekil 5. 3. SmF ortaminda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96’nin oa-amilaz iiretimi
tizerine farkli inkiibasyon siirelerinin etkisi
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Sekil 5. 4. SmF ortaminda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96 nin proteaz iiretimi
tizerine farkli inkiibasyon siirelerinin etkisi
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5.1.3. SmF Ortamunda Enzim Uretimi Uzerine Farkh Karbon Kaynaklarmn
Etkisi

B. subtilis RSK96’nin Kkiiltiir edilecegi SmF ortamina %1 olacak sekilde 0.2 g
miktarinda tartilan karbon kaynaklarindan c¢oziiniir nisasta, patates nisastasi, misir
nisastasi, bugday nisastasi, piring unu, misir unu ve bugday unu 100 mL erlenler
icerisine ilave edildikten sonra hacim LB besiyeri ile 20 mL’ye tamamlandi. Gliserol
ise siv1 halde bulundugundan 200 pL almip 20 ml’ye tamamlandi. Karbon
kaynaklar1 olarak kullanilacak sekerlerin yapist otoklav islemi sirasinda
bozuldugundan otoklav sonucu steril hale getirilen LB besiyerlerine %1 olacak
sekilde 0.2 g arabinoz, mannoz, ksiloz, laktoz, siikroz, fruktoz, galaktoz ve glukoz
eklendi. Kiiltiir isleminden sonra elde edilen iist sivilardan a-amilaz ve proteaz

aktivite tayinleri yapilda.

SmF ortamina eklenen farkli karbon kaynaklarmin bulundugu ortamlarda
kiiltiir edilen B. subtilis RSK96 nin iirettigi a-amilaz aktivite tayinlerinde kontrole
(521 U/mg) gore daha az a-amilaz iiretimi meydana geldigi belirlenmistir. Karbon
kaynaklar1 arasinda misir unu ve c¢Oziiniir nisasta iceren ortamlarda o-amilaz
aktivitesi diger karbon kaynaklarina gore nispeten daha iyi, kontrole gore ise daha
diisik oldugu belirlenmistir. Karbon kaynaklar1 arasinda en yiiksek o-amilaz
aktivitesi misir unu (444.6 U/mg), en diisiik arabinoz (21 U/mg) bulunan ortamdan
elde edilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 5.1.’de gosterilmistir.

SmF ortamia eklenen farkh karbon kaynaklarimin bulundugu ortamda kiiltiir
edilen B. subtilis RSK96’nmin lirettigi proteaz aktivite tayinlerinde kontrole (1837
U/mg) gore daha az proteaz iiretimi meydana geldigi belirlenmistir. Karbon
kaynaklar1 arasinda bugday unu, sakkaroz, pirin¢ unu ve mannoz iceren ortamlarda
proteaz aktivitesi diger karbon kaynaklarina gore nispeten daha iyi, kontrolden ise
daha diisiiktiir. Karbon kaynaklar1 arasinda en yiiksek proteaz aktivitesi bugday unu
(1729 U/mg), en diisiik proteaz aktivitesi gliserol (406 U/mg) bulunan ortamda elde
edilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 5.2.’de gosterilmistir.

64



Tablo 5. 1. SmF ortaminda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96 nin a-amilaz iiretimi
tizerine farkli karbon kaynaklarinin etkisi

Spesifik Aktivite(U/mg)
(ortamalazstandart hata)
521.0+31.8°

Karbon kaynaklari (%1)

Kontrol

bc
Coziiniir Nisasta 419.3438.5

bed
Bugday Nisastast 389.0+32.8

gh
Patates Nisastasi 248.147.9

Misir Nisastasi 370.4+18.5"¢
Bugday unu 314.6+22.3"
Piring unu 344.6+52.7°
Misir unu 444.6+40.0°
Gliserol 51.7+£38.4™
Mannoz 141.4+48.1
Ksiloz 237.4+10.62
Laktoz 86.1+41.8™
Galaktoz 327.9425.2%
Arabinoz 21.1£3.9™
Glukoz 253.0+40.8"
Sukroz 365.6+47.7"¢
Fruktoz 279.9423.8%"

Kontrol: LB besiyeri

Tabloda farkli karbon kaynaklarina ait ortalamalar arasindaki farklarin karsilagtiriimasinda
ayn1 harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.
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Tablo 5. 2. SmF ortaminda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96’nin proteaz iiretimi
tizerine farkli karbon kaynaklarinin etkisi

Spesifik Aktivite(U/mg)
Karbon kaynaklari (%1)
(ortamalazstandart hata)

Kontrol 1837+15.4*
Coziiniir Nigasta 1223+37.7°
Bugday Nisastasi 843+41.3"
Patates Nisastast 864+48.2"
Misir Nisastast 1030+46.6"
Bugday unu 1729+41.7°
Piring unu 1686+23.3
Maisir unu 850+49.5"
Gliserol 406+22.8%
Mannoz 1623+76.8
Ksiloz 1394+68.0°
Laktoz 1513491.9°
Galaktoz 1131+25.3¢
Arabinoz 918+39.6="
Glukoz 692+128.2'
Sukroz 688+32.0'
Fruktoz 1604+49.2"

Kontrol: LB besiyeri

Tabloda farkli karbon kaynaklarina ait ortalamalar arasindaki farklarin karsilagtirilmasinda
ayn1 harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.

5.1.4. SmF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Farkh Azot Kaynaklarmm Etkisi

B. subtilis RSK96’nin Kkiiltiir edilecegi SmF ortamina %1 olacak sekilde 0.1 g
miktarinda tartilan azot kaynaklarindan pepton, beef extract, kazein, amonyum nitrat
(NH4NO3), amonyum klorid (NH4Cl), sodyum nitrat (NaNO3), iire, yeast extract,
amonyum siilfat (NH4)2SOy, tryptone ve soya unu %1 oraninda ilave edildi. Kiiltiir
isleminden sonra elde edilen iist sivilardan a-amilaz ve proteaz aktivite tayinleri

yapildi.
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SmF ortamina eklenen farkl azot kaynaklari bulunan ortamlarda kiiltiir edilen
B. subtilis RSK96’nin iirettigi a-amilaz aktivite tayinlerinde %1°lik azot kaynaklar1
arasinda kazein igeren ortamdaki o-amilaz aktivitesi 554.1 U/mg olarak elde
edilmistir. Elde edilen bu deger kontrol olarak kullanilan ortamdan elde edilen
degerden (521 U/mg) yiiksektir. SmF ortamina eklenen farkli azot kaynaklari
arasinda en diisiik a-amilaz aktivitesi sodyum nitrat (10.4 U/mg) bulunan ortamda

elde edilmistir.. Elde edilen sonuclar Tablo 5.3.’de gosterilmistir.

Tablo 5. 3. SmF ortaminda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96 nin a-amilaz iiretimi
tizerine farkli azot kaynaklarinimn etkisi

Azot kaynaklari(%1) Spesifik Aktivite(U/mg)
(ortamalazstandart hata)
Kontrol 521.0+31.8°

Yeast extract
Tryptone

Beef extract
Peptone
Amonyum nitrat
Amonyum klorid
Amonyum siilfat
Sodyum nitrat
Urea

Kazein

Soya unu

346.0+45.9™
261.6+54.3%
284.2429.7%
285.4+37.8%
205.6+48.4%
95.1+42.0°
42.9+31.3°
10.4+11.7°
398.7+43.5"
554.1457.4*
174.2420.2

Kontrol: LB besiyeri

Tabloda farkli azot kaynaklarina ait ortalamalar arasindaki farklarin karsilastirilmasinda ayni
harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.
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Tablo 5. 4. SmF ortaminda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96'nin proteaz iiretimi
tizerine farkli azot kaynaklarinimn etkisi

Azot kaynaklari(%1) Spesifik Aktivite(U/mg)
(ortamalazstandart hata)

Kontrol 1837.5+£100.3"

Yeast extract 66.3+53.7"

Tryptone 486.1£72.2%

Beef extract 516.7448.9%

Peptone 611.4+116.9°

Amonyum nitrat 1005.3+80.2°

Amonyum klorid 1393.9+86.0

Amonyum siilfat 1044.4+63.8°

Sodyum nitrat 330.5+79.7°

Urea 575.1492.3¢

Kazein 562.2+72.2°

Soya unu 1385.5+60.8"

Kontrol: LB besiyeri

Tabloda farkli azot kaynaklarina ait ortalamalar arasindaki farklarin karsilastirilmasinda ayni
harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.

5.1.5. SmF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Farkh Aminoasitlerin Etkisi

B. subtilis RSK96’nin kiiltiir edilecegi SmF ortamina %0.01 olacak sekilde
0.002 g miktarinda tartilan aminoasitlerden L-fenilalanin, L-trozin, L-lizin, L-sistein,
L-metyonin, glisin, glutamik asit, L-alanin, L-triptofan, L-izoleusin ve L-valin ilave
edildi. Kiiltiir isleminden sonra elde edilen iist sivilardan a-amilaz ve proteaz aktivite

tayinleri yapildi.

SmF ortamina farkli aminoasitlerin bulundugu ortamlarda kiiltiir edilen B.
subtilis RSK96’nin iirettigi a-amilaz aktivite tayinlerinde en yiiksek o-amilaz
aktivitesi glutamik asit (629.0 U/mg) iceren ortamda elde edilmistir. Lizin iceren
ortamda elde edilen deger de yiiksektir (619.2 U/mg). Kontrolden elde edilen deger
(521.0 U/mg) glutamik asit ve lizin bulunan ortamlarda elde edilen degerlere gore

diisik diger aminoasitleri iceren ortamlara gore yiiksek olarak bulunmustur.
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Aminoasitleri iceren ortamlar arasinda en diisiik o-amilaz aktivitesi valin (183.1

U/mg) bulunan ortamda elde edilmistir (Tablo 5.5.).

Tablo 5. 5. SmF ortaminda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96’nin a-amilaz tiretimi
tizerine farkli aminoasitlerin etkisi

Aminoasitler (%0.01) Spesifik Aktivite(U/mg)

(ortamalatstandart hata)

Kontrol
Glisin
L-lizin
L-trozin
L-sistein
Glutamik asit
L-alanin
L-triptofan
L-fenilalanin
L-izolozin
L-valin

L-metyonin

521.0460.1™¢
382.0+56.9°
619.2+59.5
358.5+73.9%
335.5+64.3%
629.0461.5
268.4+53.2°"
415.8455.1"¢
538.4+60.8"
510.0439.7%¢
183.1+58.2"
445.3+63.8"

Kontrol: LB besiyeri

Tabloda farkli aminoasitlere ait ortalamalar arasindaki farklarin karsilagtirilmasinda ayni
harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.

SmF ortamina eklenen farkli aminoasitlerin bulundugu ortamlarda Kkiiltiir
edilen B. subtilis RSK96’nm {irettigi proteaz aktivite tayinlerinde aminoasit bulunan
ortamlardaki proteaz aktivitesi izdlosin (2342 U/mg) iceren ortamda elde edilmistir.
Kontrolden elde edilen deger 1842.5 U/mg’dir. Diger aminoasitleri igeren

ortamlardaki tiim aktivite tayinleri kontrole gore diisiik ¢cikmustir (Tablo 5.6.).
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Tablo 5. 6. SmF ortaminda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96’nin proteaz iiretimi
tizerine farkli aminoasitlerin etkisi

Aminoasitler (%0.01)

Spesifik Aktivite(U/mg)

(ortamalatstandart hata)

Kontrol
Glisin

L-lizin
L-trozin
L-sistein
Glutamik asit
L-alanin
L-triptofan

L-fenilalanin

1842.5+79.1°
1796.4+76.5>
1623.8+88.0
1611.4+56.7%
1436.4+51.3%
1431.4+69.4%
1414.7494.7°
1539.8+92.9%
1745.2+129.3"

L-izol6zin 2342.94+59.7%
L-valin 1755.8+77.6™
L-metyonin 1535.8+64.6%

Kontrol: LB besiyeri

Tabloda farkli aminoasitlere ait ortalamalar arasindaki farklarin karsilagtirilmasinda ayni
harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.

5.1.6. SmF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Farklh Metal Tuzlarmn Etkisi
B. subtilis RSK96 nin kiiltiir edilecegi SmF ortamina %0.1 olacak sekilde 0.2
¢ miktarinda tartilan metal tuzlarindan ilave edildi. Kiiltiir isleminden sonra elde

edilen iist sivilardan a-amilaz ve proteaz aktivite tayinleri yapildi.

SmF ortamma eklenen farkli metal tuzlarinin bulundugu ortamda kiiltiir
edilen B. subtilis RSK96’nin iirettigi o-amilaz aktivite tayinlerinde kontrole (669.2
U/mg) gore daha yiiksek a-amilaz aktivitesi belirlenmemistir. SmF ortamina eklenen
metal tuzlar1 arasinda en yiiksek aktivite CaCl, bulunan ortamda elde edilmistir.
FeSO4, CuSO4 ve ZnSO4 tuzlarini iceren SmF ortamlarinda bakteri iliremesi
gerceklesmemistir (Tablo5.7).
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Tablo 5. 7. SmF ortaminda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96 nin a-amilaz tiretimi
tizerine farkli metal tuzlarmin etkisi

Metal Tuzlar1(%0.1) Spesifik Aktivite(U/mg)
(ortamalazstandart hata)

Kontrol 669.2+50.2°

FeSO, Ureme yok

MgSO, 401.2+40.9°

CaCl, 618.5+29.2°

CuSO, Ureme yok

ZnSO, Ureme yok

Kontrol: LB besiyeri

Tabloda farkli metal tuzlarma ait ortalamalar arasindaki farklarin karsilagtiritlmasinda ayni
harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.

SmF ortamina eklenen farkli metal tuzlarinin bulundugu ortamlarda kiiltiir
edilen B. subtilis RSK96’nm iirettigi proteaz aktivite tayinlerinde kontrole (1837.5
U/mg) gore daha yiiksek proteaz aktivitesi belirlenmemistir. SmF ortamina eklenen
metal tuzlar1 arasinda en yiiksek aktivite CaCl2 bulunan ortamda elde edilmistir.
FeSO4, CuSO4 ve ZnSO4 tuzlarim1 iceren SmF ortamlarinda bakteri iliremesi
gerceklesmemistir (Tablo 5.8.).

Tablo 5. 8. SmF ortaminda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96’nin proteaz iiretimi
tizerine farkli metal tuzlarimin etkisi

Agir metaller(%0.1) Spesifik Aktivite(U/mg)
(ortamalazstandart hata)

Kontrol 1837.5+79.1°

FeSO, Ureme yok

MgSO, 1474.3+40.9

CaCl, 1835,0+29.2°

CuSO, Ureme yok

ZnSO, Ureme yok

Kontrol: LB besiyeri

Tabloda farkli metal tuzlarmna ait ortalamalar arasindaki farklarin karsilagtiritlmasinda ayni
harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.
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5.1.7. SmF Ortaminda a-amilaz Uretimi Uzerine Farkh Konsantrasyonlardaki
Kalsiyum (CaCl,) Tuzlarimin Etkisi

B. subtilis RSK96’nin kiiltiir edilecegi SmF ortamina %0.25, %0.5 , %0.75,
%1, % 1.25 ve %1.5 olacak sekilde 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25 ve 0.3 g CaCl,
tuzlarindan ilave edildi. Kiiltiir isleminden sonra elde edilen iist sivilardan a-amilaz

aktivite tayinine yapild.

SmF ortamina eklenen farkli konsantrasyonlarda CaCl, tuzlarmin bulundugu
ortamlarda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96’nin irettigi a-amilaz aktivitesinin
tayinlerinde CaCl, tuzlar1 %0.25, %0.5, %0.75, %1 ve %1.25 konsantrasyonlarinda
kontrole gore o-amilaz aktivitesinin diisiik oldugu ancak %1.5 oraninda CaCl,
tuzlarinin bulundugu ortamda elde edilen aktivite degerinin kontrolden daha fazla
oldugu saptanmustir. (679.3 U/mg). Kontrol olarak kullanilan ortamdan elde edilen
enzim aktivitesi 669.2 U/mg olarak elde edilmistir (Sekil 5.5).

1-Kontrol(LB)
2.%0,25(CaCi2)
3-%0,5(CaCi2)
4-%0,75(CaCl2)
e 5.9%1(CaCi2)
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et ‘ e 7-%1,5(CaCi2)
600 <
@ 3
g
=)
£ 400
s
g
=
=
S 300 4
[0
Q.
w
200 4
100 : : : : : | |
1 2 3 4 5 6 7

Farkl kalsiyum klorir (CaCl2) derisimleri (%)

Sekil 5. 5. SmF ortaminda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96’nin oa-amilaz iiretimi
tizerine farkli konsantrasyonlardaki kalsiyum kloriir (CaCl,) tuzlarinimn etkisi
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5.1.8. SmF Ortaminda a-amilaz Uretimi Uzerine Farklh Konsantrasyonlardaki
Pamuk Saplarmin (kiiciik) Etkisi

B. subtilis RSK96’ nin kiiltiir edilecegi SmF ortamina %0.25, %0.5 ,%1 ve %2
olacak sekilde 0.05, 0.1, 0.2 ve 0.4 g pamuk saplarindan ilave edildi. Kiiltiir

isleminden sonra elde edilen iist sivilardan a-amilaz aktivite tayini yapildi.

SmF ortamina eklenen farkli konsantrasyonlarda pamuk saplarmin bulundugu
ortamlarda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96’nin iirettigi o-amilaz aktivite tayinlerinde
en yiiksek aktivite %0.5 oraninda pamuk saplarinin bulundugu ortamda 858.6 U/mg
olarak elde edilmistir. %2 oraninda pamuk sap1 iceren ortam hari¢ farkl derisimlerde
pamuk saplarinin bulundugu tiim ortamlarda elde edilen a-amilaz aktivite degerleri

kontrole gore yiiksek bulunmustur (Sekil 5.6.).
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Sekil 5. 6. SmF ortaminda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96’nin oa-amilaz iiretimi
tizerine farkli konsantrasyonlardaki pamuk saplarinin (kiigtik) etkisi
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5.2 Kati1 Faz Fermantasyonu (KSF)

5.2.1. KSF Ortaminda Uygun substratin Secimi

KSF ortaminda bugday kepegi, piring kabugu, mercimek kabugu, portakal
kabugu, muz kabugu, elma kabugu, pamuk sap1 (biiyiik ve kiigiik parcalar halinde),
ogiitiilmiis dar1 ve misir kaba unu substrat olarak kullanilarak B. subtilis RSK96 nin
kiiltiir edilmesi sonucu elde edilen a-amilaz aktivite degerleri Sekil 5.1.2.1°de

gosterilmistir.

B. subtilis RSK96’nin farkli bitki atiklarmin bulundugu KSF ortamlarinda
144 saat iiretilmesiyle ilgili sonuclara gbre maksimum o-amilaz tiretimi 72. saatte
1016.3 U/mg olarak pamuk saplarinin (kii¢iik) bulundugu ortamda elde edilmistir.
Bunun digindaki inkiibasyon siirelerinde a-amilaz aktivite degerleri 72. saate gore
daha diisiik bulunmus ve en diisiik a-amilaz degeri 144. saatte 665.6 U/mg olarak
elde edilmistir. Pamuk saplarinin (biiyiik) kat1 substrat olarak kullanildig: ortamda a-
amilaz tiretimi pamuk saplarmin (kiiciik) bulundugu ortama yakin olarak bulunmus
olup en yiiksek a-amilaz degeri 96. saatte elde edilmistir. Pirin¢g kabuklarinin kati
substrat olarak kullanildig1 ortamda en yiiksek a-amilaz aktivite degeri 72. saatte elde
edilmistir. Ogiitiilmiis misir kaba ununun bulundugu ortamda 144 saat siireyle
inkiibasyona birakilan B. subtilis RSK96’nin en yiiksek a-amilaz iiretimi 72. saatte
elde edilmistir. Bunun disindaki inkiibasyon siirelerinde birbirine yakin sonuclar elde
edilmis ve en diisiik a-amilaz aktivite degerine 144. saatte rastlanmstir. Ogiitiilmiis
dar1 kaba ununun bulundugu ortamda en yiiksek a-amilaz aktivite degeri 48. saatte
elde edilmistir. Mercimek kabuklarinin bulundugu ortamlarda 24, 48, 72 ve 96.
saatlerde birbirine yakin aktivite sonuglar1 elde edilmistir, ancak 120 ve 144.
saatlerde oa-amilaz iretimi en yiikksek degerine ulasmistir. Bugday kepeginin
bulundugu ortamda 72. saatte a-amilaz iiretiminde hizli bir artis gerceklesmistir.
Diger inkiibasyon siirelerinde a-amilaz aktivite degerleri diisiik bulunmustur. Elma
kabugu, portakal kabugu ve muz kabuklarinin bulundugu ortamda o-amilaz

iretimine rastlanmamistir.
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Sekil 5. 7. KSF ortaminda B. subtilis RSK96 nin o-amilaz iiretimi iizerine farkli
substratlarin etkisi

B. subtilis RSK96’nin farkli bitki atiklarmin bulundugu KSF ortamlarinda
144 saat inkiibasyona birakilmas: ile ilgili sonuclara gore mercimek kabugunun
bulundugu ortamda en yiiksek proteaz iiretimi gerceklesmistir. Mercimek kabugunun
bulundugu ortamda 24 ve 48. saatlerin aksine 72. saatte proteaz aktivite degerinde
hizli bir artis gerceklesmis ve maksimum proteaz iiretimi 120. saatte 3937.0 U/mg
olarak gerceklesmistir. Bunun disindaki inkiibasyon siirelerinde proteaz aktivite
degerleri 120. saate gore daha diisiik bulunmus olup en diisiik proteaz aktivite degeri
24. saatte 303.3 U/mg olarak elde edilmistir. Mercimek kabugunun kullanilmas: ile
en yiiksek proteaz iiretiminin elde edildigi bitki atiklar1 arasinda en fazla proteaz
tretiminin elde edildigi ikinci kati substrat pamuk sapmnimn (biiyiik) kullanildig:
ortamidir. Pamuk sapimin (biiyiik) bulundugu ortamda proteaz iiretiminde 48. saatten
sonra hizli bir artis gerceklesmis olup 120. saatte en yiiksek proteaz iiretimine
rastlanmistir. Bugday kepeginin bulundugu ortamda en yiiksek proteaz aktivite
degerine 72. saatte en diisiik degere ise 144. saatte rastlanmustir. Ogiitiilmiis dar1 ve
misir kaba unlarmin bulundugu ortamda en yiiksek proteaz aktivite degeri her iki
bitki atig1 icinde 48. saate elde edilmistir. Pirin¢ kabuklarinin kati substrat olarak

kullanildig1 ortamda 144. saat siireyle benzer proteaz aktivite sonuglar1 elde
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edilmistir. Pamuk sapmin (kiiciik) kat1 substrat olarak kullanildigi ortamda 24.
saatten sonra proteaz iiretiminde artis gerceklesmistir. En yiiksek proteaz aktivite
degeri 48. saatte elde edilmis ve diger siirelerde benzer sonuclar elde edilmistir.
Elma kabugu, portakal kabugu ve muz kabuklarinin bulundugu ortamda o-amilaz

tiretimine rastlanmamustir. Elde edilen sonuclar Sekil 5.7.”de gosterilmistir.
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Sekil 5. 8. KSF ortaminda B. subtilis RSK96 nin proteaz iiretimi tizerine farkli
substratlarin etkisi

B. licheniformis ATCC12759 farkli bitki atiklarinmn bulundugu KSF
ortamlarinda 144 saat inkiibasyona birakilmasi ile ilgili sonuglara gore piring
kabuklarmin kati substrat olarak bulundugu ortamda en yiiksek B-galaktosidaz
iretimi gerceklesmistir. Piring kabuklarmin bulundugu ortamda 48. saatten sonra [3-
galaktosidaz iiretiminde hizli bir artiy gerceklesmis ve maksimum [3-galaktosidaz
aktivite degeri 120. saatte 2891.3 U/mg olarak elde edilmistir. Bunun disindaki
inkiibasyon siirelerinde B-galaktosidaz aktivite degerleri 120. saate gore daha diisiik
bulunmus ve en diisiik B-galaktosidaz aktivite degeri 24. saatte 190.8 U/mg olarak
elde edilmistir. Pamuk sapmin (kiiciik) bulundugu ortamda [-galaktosidaz

tiretiminde 24., 48. ve 72. saatlerde benzer sonuglar elde edilmistir. 72. saatten sonra
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enzim iiretiminde artis meydana gelmis ve 144. saatte en yiiksek B-galaktosidaz
tiretimine rastlanmistir. Pamuk sapinin (biiyiik) kullanildig1 ortamda en yiiksek [-
galaktosidaz aktivitesi 72. saatte elde edilmistir. Ogiitiilmiis dar1 ununun kullamldig
KSF ortamlarinda 24. saatte aktivite gozlenmemistir. Diger inkiibasyon siirelerindeki
B-galaktosidaz aktivitesi diisiik sekilde gozlenmis ve benzer sonuclar elde edilmistir.
Bugday kepeginin bulundugu ortamda 24. ve 48. saatlerde [-galaktosidaz
aktivitesine rastlanmamistir. En yiiksek B-galaktosidaz aktivite degeri 96. saatte elde
edilmistir. Ogiitiilmiis misir ununun kullanildigt KSF ortaminda en yiiksek B-
galaktosidaz aktivitesi 72. saatte elde edilmistir. Diger siirelerde benzer sonuglara
rastlanmigtir. Elma kabugu, portakal kabugu ve muz kabuklarinin bulundugu
ortamda o-amilaz iiretimine rastlanmamistir. Elde edilen sonuclar Sekil 5.9.°da

gosterilmistir.
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Sekil 5. 9. KSF ortaminda B. licheniformis ATCC 12759’da B-galaktosidaz iiretimi
tizerine farkli substratlarin etkisi

B. licheniformis yabani susunun farkli bitki atiklarinin bulundugu KSF
ortamlarinda 72 saat inkiibasyona birakilmasi ile ilgili sonuclara gore piring

kabuklarmin bulundugu ortamda en yiiksek [B-galaktosidaz iiretimi gerceklesmistir.
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Pirin¢ kabuklarmin bulundugu ortamda en yiiksek B-galaktosidaz aktivite degeri 48.
saatte 2795.7 U/mg olarak gerceklesmistir. En diisiik B-galaktosidaz aktivite degeri
24. saatte 235.1 U/mg olarak elde edilmistir. Pamuk sapmin (kii¢iik) bulundugu
ortamda en yiiksek [B-galaktosidaz iiretimine 72. saatte en diisilk p-galaktosidaz
iiretimine 24. saatte rastlanmistir. Ogiitiilmiis dar1 ununun bulundugu ortamda en
yiiksek [B-galaktosidaz iiretimine 72. saatte en diisiikk B-galaktosidaz iiretimine 24.
saatte rastlanmistir. Bugday kepeginin bulundugu ortamda en yiiksek B-galaktosidaz
iretimine 48. saatte en diisiik P-galaktosidaz iiretimine 24. saatte rastlanmustir.
Mercimek kabugunun bulundugu ortamda 24. saatte [-galaktosidaz {retimi
gerceklesmemistir. En yliksek B-galaktosidaz iiretimine 48. saatte rastlanmistir. Elma
kabugu, portakal kabugu ve muz kabuklarinin bulundugu ortamda o-amilaz

tiretimine rastlanmamustir. Elde edilen sonuclar Sekil 5.10.’da gosterilmistir.
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Sekil 5. 10. KSF ortaminda kiiltiir edilen B. licheniformis’in yabani susunun [-
galaktosidaz iiretimi lizerine farkli substratlarin etkisi
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5.2.2. KSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Degisik inkiibasyon Siirelerinin
Etkisi

B. subtilis RSK96 ve degisik bitki atiklarmin KSF ortaminda kullanilmas: ile
yapilan denemeler sonucu en yiiksek o-amilaz aktivite degerleri pamuk sapmin
(kiiciik) kullanildig1 ortamda elde edildiginden bu bitkisel kat1 atik uygun substrat
olarak secildi. Uygun inkiibasyon siiresini tespit etmek i¢cin 12. saatten 192. saate
kadar ilk Ornek 12 saatte alindiktan sonra her 24 saatlik siirelerde B. subtilis
RSK96’nm kiiltiir edildigi ortamlardan Ornekler almip a-amilaz aktivite tayini

yapildi. Bulunan degerler Sekil 5.2.2.1°de gosterilmistir.

B. subtilis RSK96 pamuk sapmin (kiiciik) kat1 substrat olarak kullanildig:
KSF ortamlarinda en yiiksek a-amilaz iiretimi 72. saatte 1403.7 U/mg olarak
gerceklestirmistir. o-Amilaz aktivitesinin diger inkiibasyon siirelerinde 72. saatte

gore azaldig belirlenmistir.
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Sekil 5. 11. KSF ortaminda B. subtilis RSK96’nin a-amilaz {iretimi lizerine degisik
inkiibasyon siirelerinin etkisi
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B. subtilis RSK96 ve degisik bitki atiklarmin KSF ortaminda kullanilmas: ile
yapilan denemeler sonucu en yiiksek proteaz aktivite degerleri mercimek kabugunun
kullanildig1 ortamda elde edildiginden bu bitkisel kati atik en uygun substrat olarak
secildi. Uygun inkiibasyon siiresini tespit etmek icin 12. saatten 192. saate kadar ilk
ornek 12 saatte alindiktan sonra her 24 saatlik siirelerde B. subtilis RSK96 nin kiiltiir
edildigi ortamda Ornekler alinip proteaz aktivite tayini yapildi. Bulunan degerler

Sekil 5.11.°de gosterilmistir.

B. subtilis RSK96 nin mercimek kabugunun kati substrat olarak kullanildigi
KSF ortaminda en yiiksek proteaz iiretimi 120. saatte 4059.9 U/mg olarak tespit
edilmistir. Proteaz aktivitesinde 96. saatten sonra hizli bir artma gozlenmis ve 120.

saatten sonra diisiis gbzlenmistir.
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Sekil 5. 12. KSF ortaminda B. subtilis RSK96’nin proteaz iiretimi iizerine degisik
inkiibasyon siirelerinin etkisi

B. licheniformis ATCCI12759 ve degisik bitki atiklarmin KSF ortaminda
kullanilmas1 ile yapilan denemeler sonucu en yiiksek [-galaktosidaz aktivite

degerleri pirin¢ kabuklarinin kullanildig1 ortamda elde edildiginden bu bitkisel kat1
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atik en uygun substrat olarak secildi. Uygun inkiibasyon siiresini tespit etmek icin 12.
saatten 192. saate kadar ilk 0rnek 12 saatte alindiktan sonra her 24 saatlik siirelerde
B. licheniformis ATCC12759’un Kkiiltiir edildigi ortamda Ornekler alnip f-
galaktosidaz aktivite tayini yapildi. Bulunan degerler Sekil 5.12.”de gosterilmistir.

B. licheniformis ATCC12759’un piring kabuklarininkat: substrat olarak
kullanildigi KSF ortaminda en yiiksek [B-galaktosidaz iiretimi 120. saatte 3244.7
U/mg olarak tespit edilmistir. B-galaktosidaz aktivitesinde 24. saatten sonra hizli bir

artisa rastlanmistir ve 120.saatten sonra diisiis gozlenmistir.
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Sekil 5. 13. KSF ortaminda B. licheniformis ATCC12759’un -galaktosidaz iiretimi
tizerine degisik inkiibasyon siirelerinin etkisi

Yabani sus B. licheniformis ve degisik bitki atiklariin KSF ortaminda
kullanilmas1 ile yapilan denemeler sonucu en yiiksek [-galaktosidaz aktivite
degerleri pirin¢ kabuklarinin kullanildig1 ortamda elde edildiginden bu bitkisel kat1
atik en uygun substrat olarak secildi. Uygun inkiibasyon siiresini tespit etmek i¢in 24.
saatten 72. saate kadar her 24 saatlik siirelerde yabani sus B. licheniformis’in kiiltiir
edildigi ortamda ornekler alinip [-galaktosidaz aktivite tayini yapildi. Bulunan
degerler Sekil 5.13.’te gOsterilmistir.
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Yabani sus B. licheniformis’in piring kabuklarinin kati substrat olarak
kullanildig1 KSF ortaminda en yiiksek -galaktosidaz tiretimi 48. saatte 2893.9 U/mg
olarak tespit edilmistir. B-galaktosidaz aktivitesinde 24. saatten sonra hizli bir artiga

rastlanmistir ve 48.saatten sonra diisiis gézlenmistir (Sekil 5.14.).
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Sekil 5. 14. KSF ortaminda yabani sus B. licheniformis’in B galaktosidaz iiretimi
tizerine degisik inkiibasyon siirelerinin etkisi

5.2.3. KSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Ureme Sicakhiginin Etkisi

Enzim iiretimi {izerine sicakligin etkisini belirlemek icin KSF’li besiyeri 30,
37, 40, 45 ve 50°C’lerde inkiibasyona birakildi. B. subtilis RSK96 pamuk saplarmin
(kiiciik) bulundugu KSF ortaminda o-amilaz aktivite tayini icin 72 saat, mercimek
kabuklarmin bulundugu KSF ortaminda proteaz aktivite tayini i¢in 120 saat, B.
licheniformis ATCC 12759 ve B. licheniformis piring kabuklarinin bulundugu KSF
ortamlarinda swastyla 120 ve 48 saat Kkiiltiir edildikten sonra [-galaktosidaz
aktivitelerine bakildi.

B. subtilis RSK96 pamuk saplarinin (kiiciik) kat1 substrat olarak kullanildig:

KSF ortaminda kiiltiir edilip a-amilaz aktivitesi incelendiginde en uygun o-amilaz
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tiretim sicaklig1 olarak 37°C (818.3 U/mg) olarak tespit edilmistir. Bulunan degerler

Sekil 5.15.°te gosterilmistir.
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Sekil 5. 15. KSF ortaminda B. subtilis RSK96 nin a-amilaz iiretimi {izerine iireme
sicakligmin etkisi

B. subtilis RSK96 mercimek kabuklarmin kati substrat olarak kullanildigi
KSF ortaminda kiiltiir edildiginde en uygun proteaz iiretim sicakligr 37°C (7031.7
U/mg) olarak tespit edilmistir. Bulunan degerler Sekil 5.16.’da gosterilmistir.

B. licheniformis ATCC 12759 piring kabuklarinin kati substrat olarak
kullanildig1 KSF ortaminda kiiltiir edildiginde B-galaktosidaz iiretimi icin en uygun
sicaklik 37°C (3396.8 U/mg) olarak tespit edilmistir. Bulunan degerler Sekil 5.17.’de

gosterilmistir.
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Sekil 5. 16. KSF ortaminda B. subtilis RSK96’nin proteaz iiretimi iizerine iireme
sicakligmin etkisi
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Sekil 5. 17. KSF ortaminda B. licheniformis ATCC 12759 un B-galaktosidaz iiretimi
tizerine iireme sicakliginin etkisi
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Yabani sus B. licheniformis piring kabuklarinmm kat1 substrat olarak
kullanildig1 KSF ortaminda kiiltiir edildiginde B-galaktosidaz tiretimi icin en uygun
sicaklik 37°C (3180 U/mg) olarak tespit edilmistir. Bulunan degerler Sekil 5.18.’de

gosterilmistir.
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Sekil 5. 18. KSF ortaminda yabani sus B. licheniformis’ in -galaktosidaz iiretimi
lizerine iireme sicakliginin etkisi

5.2.4. KSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Calkalama Hizinin Etkisi

Enzim iiretimi iizerine calkalama hizinin etkisini belirlemek i¢in B. subtilis
RSK96’nm a-amilaz iiretimi icin pamuk saplar1 (kiigiik) ve proteaz i¢in mercimek
kabuklarinin bulundugu KSF ortamlarinda 60, 100, 120, 150, 180 ve 200 rpm
hizlarinda kiiltiir iglemi yapildi. Kiiltiir islemi sonunda elde edilen {ist sivilardan a-

amilaz ve proteaz aktivite tayinleri yapildi.

B. subtilis RSK96’nin pamuk saplarinin (kiigiik) kat1 substrat olarak
kullanildig1 KSF ortamimda 150 rpm ¢alkalama hizinda kiiltiir islemi yapildiginda en

yiikksek a-amilaz tiretimi elde edilmistir (799.1 U/mg). En diisiik a-amilaz iiretimi
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kiiltiir isleminin yapildigr 60 rpm hizinda elde edilmistir (335.8 U/mg). Bulunan
degerler Sekil 5.19.’da gosterilmistir.
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Sekil 5. 19. KSF ortaminda B. subtilis RSK96’nin o-amilaz iiretimi iizerine
calkalama hizinin etkisi

B. subtilis RSK96’nimn mercimek kabuklarmmn kat: substrat olarak
kullanildig1 KSF ortamimda 150 rpm ¢alkalama hizinda kiiltiir islemi yapildiginda en
yiikksek proteaz iiretimi elde edilmistir (2029.6 U/mg). En diisiik proteaz iiretimi
kiiltiir igleminin yapildig1 200 rpm hizinda elde edilmistir (1360.0 U/mg). Bulunan
degerler Sekil 5.20.’de gosterilmistir.
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Sekil 5. 20. KSF ortaminda B. subtilis RSK96’nin proteaz iiretimi {izerine calkalama
hizinin etkisi

5.2.5. KSF Ortamunda Enzim Uretimi Uzerine Degisik Ekstraksiyon Ortanmunin
Etkisi

Enzim iiretimi iizerine ekstraksiyon ortaminin etkisini belirlemede uygun kati
substratlarm bulundugu KSF ortamlarmin her biri i¢in ayr1 ayr1 10 mL 50 mM NaCl,
%1 CHAPS, %1 TritonX100, %1 SDS, %1 Tween40, saf su, pH:7.0 Sodyum Fosfat
(a-amilaz), pH:9.0 Tris-HCI (proteaz) ve pH: 6.8 Sodyum Fosfat (-galaktosidaz)
tamponlart ve ¢esme suyu (kontrol) eklenerek elde edilen iist sivilar a-amilaz,

proteaz ve -galaktosidaz aktiviteleri i¢in enzim kaynagi olarak kullanildi.

B. subtilis RSK96’nin pamuk saplarinin (kiigiik) kat1 substrat olarak
kullanildig1 KSF ortaminda eklenen 50 mM NaCl’nin diger ekstraksiyon ortamlarina
gore daha yiiksek oranda amilaz iiretimi (847 U/mg) meydana geldigi belirlenmistir.
Saf suyun ekstraksiyon medyumu olarak kullanildig1 ortamda en diisiik o-amilaz

tiretimine rastlanilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 5.9.’da gosterilmistir.
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Tablo 5. 9. KSF ortaminda B. subtilis RSK96 nin o-amilaz tretimi lizerine degisik
ekstraksiyon ortamlarinin etkisi

Ekstraksiyon Medyumu(10 mL) Spesifik aktivite(U/mg)

(ortamalatstandart hata)

50 mM NaCl 847.8453.7°
%1 CHAPS 820.6+17.4™
%1 TritonX100 809.6+64.4™
%1 SDS 602.6+24.8°
Saf su 541.9469.1°
pH=7 Sodyum Fosfat 549.2+28.4°
%1 Tweend0 730.2417.1°
Cesme suyu 748.4430.9%

Tabloda farkli ekstraksiyon ortamlarina ait degerlerin arasindaki farklarin karsilagtiritlmasinda
ayn1 harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.

B. subtilis RSK96’nin mercimek kabuklarmin kati substrat olarak kullanildig:
KSF ortamina eklenen %1 Triton X100’iin diger ekstraksiyon ortamlarina gore daha
yiikksek oranda proteaz iiretimi (3781.5 U/mg) meydana geldigi belirlenmistir. Saf
suyun ekstraksiyon medyumu olarak kullanildig1 ortamda en diisiik proteaz iiretimine

rastlanilmigtir. Elde edilen sonuglar Tablo 5.10.’da gosterilmistir.

B. licheniformis ATCC12759’un piring kabuklarmin kati substrat olarak
kullanildig1 KSF ortaminda eklenen ¢esme suyunun diger ekstraksiyon ortamlarina
gore daha yiiksek oranda B-galaktosidaz iiretimi (3239 U/mg) meydana geldigi
belirlenmistir. %1 Tween40’1n ekstraksiyon medyumu olarak kullanildig1 ortamda en
diisiik B-galaktosidaz tiretimine rastlanilmigtir. Elde edilen sonuglar Tablo 5.11.de

gosterilmistir.
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Tablo 5. 10. KSF ortaminda B. subtilis RSK96’nin proteaz iiretimi iizerine degisik
ekstraksiyon ortamlarinin etkisi

Ekstraksiyon medyumu(10 mL) Spesifik Aktivite (U/mg)
(ortamalazstandart hata)
50 mM NaCl 2514.3+£39.4°
%1 CHAPS 3140.2+37.3°
%]1 Triton 3781.5+£12.0°
%1 SDS 2853.0+£34.4¢
Saf su 1521.7+14.5"
pH=9 Tris-HCI 2338.0+21.7"
%1 Tween40 2696.5+35.6"
Cesme suyu 1673.5+35.28

Tabloda farkli ekstraksiyon ortamlarina ait degerlerin arasindaki farklarin karsilagtiritlmasinda
ayn1 harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.

Tablo 5. 11. KSF ortaminda B. licheniformis ATCC 12759’un [-galaktosidaz
tiretimi tizerine degisik ekstraksiyon ortamlarinin etkisi

Ekstraksiyon Medyumu Spesifik Aktivite (U/mg)
(ortamalazstandart hata)
50 mM NaCl 2522.2+66.4°
%1 CHAPS 2505.4+75.6°
%1 Triton 1840.6+65.6"
%1 SDS 2507.4+82.7°
Saf su 2961.4+74.9°
pH=6.8 Sodyum Fosfat 2954.1463.9
%]1 Tween40 1820.2+64.7
Cesme suyu 3239.0485.1°

Tabloda farkli ekstraksiyon ortamlarina ait degerlerin arasindaki farklarin karsilagtiritlmasinda
ayn1 harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.
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B. licheniformis yabani susunda pirin¢g kabuklarinin kati substrat olarak
kullanildig1 KSF ortaminda eklenen ¢esme suyunun diger ekstraksiyon ortamlarina
gore daha yiiksek oranda fB-galaktosidaz iiretimi (2045.4 U/mg) meydana geldigi
belirlenmistir. %1 SDS’nin ekstraksiyon medyumu olarak kullanildigi ortamda en
diisiik B-galaktosidaz tiretimine rastlanilmigtir. Elde edilen sonuglar Tablo 5.12.°de

gosterilmistir.

Tablo 5. 12. KSF ortaminda yabani sus B. licheniformis’ in -galaktosidaz iiretimi
tizerine degisik ekstraksiyon ortamlarmin etkisi

Ekstraksiyon Medyumu Spesifik Aktivite(U/mg)
(ortamalazstandart hata)

50 mM NaCl 1745.049.8°

%1 CHAPS 1348.6+48.3¢

%1 Triton 1339.8+49.6°

%1 SDS 1203.5+9.8°

Saf su 1537.7423.3¢

pH: 6.8 Sodyum-Fosfat Tamponu 1732.7421.3

%1 Tween40 1296.7+29.5¢

Cesme suyu 2045.4+26.3"

Tabloda farkli ekstraksiyon ortamlarina ait degerlerin arasindaki farklarin karsilagtiritlmasinda
ayn1 harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.

5.2.6. KSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine inokiiliim Hacminin Etkisi

KSF ortaminda uygun inokiilim hacminin belirlenmesi i¢in yapilan
deneylerde 0.5 ml’de 8 mL’ye kadar bakteri ekimi yapilarak B. subtilis RSK96’nin
a-amilaz i¢in 72. saatte, proteaz i¢in 120. saatte, B. licheniformis ATCC12759 ve B.
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licheniformis yabani susunda [(-galaktosidaz i¢in 120. ve 48. saatlerdeki enzim

aktivitelerine bakild:.

B. subtilis RSK96’nin pamuk sapimnin (kiiciik) kati substrat olarak kullanildigi
KSF ortamina bakteri inokiilim hacmi 3.5 mL olarak yapildiginda 72. saate en
yiiksek o-amilaz aktivitesi elde edilmistir (1341.7 U/mg, Sekil 5.21.).
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Sekil 5. 21. KSF ortaminda B. subtilis RSK96'nin o-amilaz iiretimi {izerine
inokiiliim hacminin etkisi

B. subtilis RSK96’nmn mercimek kabuklarmmn kat: substrat olarak
kullanildig1 KSF ortamina bakteri inokiiliim hacmi 3 mL olarak aktarildiginda 120.
saatte en yiiksek proteaz aktivitesi elde edilmistir (2689.1 U/mg, Sekil 5.22.).
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Sekil 5. 22. KSF ortaminda B. subtilis RSK96 'nin proteaz iiretimi iizerine inokiiliim
etkisi

B. licheniformis ATCC12759’un pirin¢g kabuklarinin kati substrat olarak
kullanildig1 KSF ortamina bakteri inokiiliim hacmi 3.5 mL olarak aktarildiginda en
yiiksek B-galaktosidaz aktivitesi elde edilmistir (5064.2 U/mg, Sekil 5.23.).

B. licheniformis yabani susu piring kabuklarmin kati substrat olarak
kullanildig1 KSF ortamina bakteri inokiiliim hacmi 3.5 mL olarak aktarildiginda en
yiiksek B-galaktosidaz aktivitesi elde edilmistir (3342.7 U/mg, Sekil 5.24.).
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Sekil 5. 23. KSF ortaminda B. licheniformis ATCC 12759’ da B-galaktosidaz tiretimi
tizerine inokiilim etkisi
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Sekil S. 24. KSF ortaminda B. licheniformis yabani susunun [-galaktosidaz iiretimi
tizerine inokiiliim etkisi
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5.2.7. KSF Ortaminda Farkh Substrat Miktarlarinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi lizerine substrat miktarmin oranini belirlemesine yonelik
yapilan calismalarda B. subtilis RSK96'nin o-amilaz aktivite tayini i¢in pamuk
saplar1 (kiiglik), proteaz aktivite tayini i¢in mercimek kabuklari, B. licheniformis
ATCC12759 ve yabani sus B. licheniformis bakterilerinde B-galaktosidaz aktivite
tayini icin piring kabuklar1 alindi. %20’den baslayarak %60’a kadar substrat

miktarlarinin arttirildigi calismada elde edilen sonuglar asagida gosterilmistir.

B. subtilis RSK96’nin pamuk saplarinin (kiigiik) kat1 substrat olarak
kullanildig1 KSF ortaminda a-amilaz iiretimi i¢in en uygun substrat miktar1 olarak
%30’luk (3 g) substrat miktarmin kullanildigi ortamda o-amilaz aktivitesi 926.9
U/mg olarak belirlenmistir. Kepek miktar1 arttirildiginda a-amilaz aktivitesinin
asamali olarak diistiigii goriilmiistiir. Calismada elde edilen a-amilaz aktivite

sonuclart Sekil 5.2.7.1°de verilmistir.
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Sekil 5. 25. KSF ortaminda B. subtilis RSK96 nin a-amilaz iiretimi iizerine farkli
substrat miktarlarinin belirlenmesi

B. subtilis RSK96’nin mercimek kabuklarinin kati substrat olarak

kullanildig1 KSF ortaminda proteaz iiretimi i¢in en uygun substrat miktar1 olarak

%30’luk (3 g) substrat miktarmmn kullanildigr ortamda proteaz aktivitesi 3770.7
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U/mg olarak belirlenmistir. Kepek miktar1 arttirildiginda proteaz aktivitesinin
kademeli olarak diistiigi goriilmiistiir. Calismada elde edilen proteaz aktivite

sonuclart Sekil 5.25.te verilmistir.
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Sekil 5. 26. KSF ortaminda B. subtilis RSK96 nin proteaz iiretimi iizerine farkli
substrat miktarlarmin belirlenmesi

B. licheniformis ATCC 12759’un piring kabuklarmnin kat1 substrat olarak
kullanildig1 KSF ortaminda B-galaktosidaz iiretimi i¢in en uygun substrat miktar1
olarak %?20’lik (2 g) substrat miktarinin kullanildigr ortamda [-galaktosidaz
aktivitesi 3238.4 U/mg olarak belirlenmistir. Kepek miktarinin arttirilmasi ile f-
galaktosidaz aktivitesinin diistiigii goriilmiistiir. Calismada elde edilen -galaktosidaz

aktivite sonuglar1 Sekil 5.27.’de verilmistir.

Yabani sus B. licheniformis’in piring kabuklariin kati substrat olarak
kullanildig1 KSF ortaminda B-galaktosidaz iiretimi i¢in en uygun substrat miktar1
olarak %?20’lik (2 g) substrat miktarinin kullanildigr ortamda [-galaktosidaz
aktivitesi 3509.5 U/mg olarak belirlenmistir. Kepek miktarinin arttirilmasi ile f-
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galaktosidaz aktivitesinin diistiigii goriilmiistiir. Calismada elde edilen -galaktosidaz

aktivite sonuclar1 Sekil 5.28.’de verilmistir.
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Sekil 5. 27. KSF ortaminda B. licheniformis ATCC 12759’da B-galaktosidaz iiretimi

tizerine farkli substrat miktarlarinin belirlenmesi
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Sekil 5. 28. KSF ortaminda yabani sus B. licheniformis’in -galaktosidaz enzim

tiretimi iizerine farkli substrat miktarlarinin belirlenmesi
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5.2.8. KSF Ortaminda Baslangic pH’nin Belirlenmesi

Baslangic pH’nin belirlenmesi i¢in ¢egme suyunun pH’s1 0.5 birim araliklarla
pH 4’ten pH 10’a kadar 0.1 M HCI ve 0.1 M NaOH ile ayarlandi. Daha sonra B.
subtilis RSK96 Kkiiltiir edilecegi ortamda a-amilaz aktivite tayini i¢in pamuk sapi
(kiiciik), proteaz aktivite tayini i¢in mercimek kabugu, B. licheniformis ATCC12759
ve yabani sus B. licheniformis’ten [-galaktosidaz aktivite tayini i¢in pirin¢ kabugu
bulunan KSF besiyerlerine farkli pH’larda hazirlanmis olan ¢esme sularindan 10 mL
ilave edilerek ornekler otoklavlandi. Sterilizasyon ve ekim islemlerinden sonra KSF

besiyerleri 37°C’de inkiibasyona birakilda.

B. subtilis RSK96 nn kiiltiir edilecegi ortamda a-amilaz aktivite tayini i¢in
pamuk saplarinin (kii¢iik) kat1 substrat olarak kullanildigi KSF ortaminda pH:4.0 ile
baslayan ortamda a-amilaz aktivitesinde giderek bir artiy gdzlenmis ve en uygun
baslangic pH’1 7.0 olarak belirlenmistir. pH:7.0’daki a-amilaz aktivitesi 923.3 U/mg
olarak Ol¢iilmiistiir. Bu pH degerinden sonra a-amilaz aktivite degerinde giderek

azalma goriilmiistiir (Sekil 5.29.).
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Sekil 5. 29. KSF ortaminda B. subtilis RSK96’nin o-amilaz iiretimi iizerine
baslangi¢c pH etkisi
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B. subtilis RSK96’nin kiiltiir edilecegi ortamda proteaz aktivite tayini i¢in
mercimek kabuklarinin kati substrat olarak kullanildigi KSF ortaminda pH: 4.0 ile
baslayan ortamda proteaz aktivitesinde giderek bir artis gozlenmis ve en uygun
baslangic pH 9.0 olarak belirlenmistir. Enzim aktivitesi pH:9.0’da 3558.6 U/mg
olarak Olciilmiistiir. pH:4.0-6.5 degerlerinde en diisiik proteaz aktivite degerleri
kaydedilmistir (Sekil 5.30.).
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Sekil 5. 30. KSF ortaminda B. subtilis RSK96 nin proteaz {iiretimi iizerine baglangic
pH etkisi

B. licheniformis ATCCI12759’un Kkiiltiir edilecegi ortamda [-galaktosidaz
aktivite tayini icin piring kabuklarinin kati substrat olarak kullamildigi KSF
ortaminda pH: 4.0 ile baslayan ortamda B-galaktosidaz aktivitesinde giderek bir artig
gozlenmis ve en uygun baslangic pH 7.0 olarak belirlenmistir. p-galaktosidaz
aktivitesi pH: 7.0’da 3022.1 U/mg olarak ol¢iilmiistiir. Bu pH degerinden sonra [-
galaktosidaz aktivite degerinde giderek azalma goriilmiistiir (Sekil 5.31.).

Yabani sus B. licheniformis’in Xkiiltiir edilecegi ortamda [-galaktosidaz
aktivite tayini icin piring kabuklarinin kati substrat olarak kullamildigi KSF
ortaminda pH: 4.0 ile baslayan ortamda B-galaktosidaz aktivitesinde giderek bir artig
gozlenmis ve en uygun baslangic pH 7.0 olarak belirlenmistir p-galaktosidaz
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aktivitesi pH:7.0’de 3082 U/mg olarak ol¢iilmiistiir. Bu pH degerinden sonra B-
galaktosidaz aktivite degerinde giderek azalma goriilmiistiir (Sekil 5.32.).
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Sekil 5. 31. KSF ortaminda B. licheniformis ATCC12759’un -galaktosidaz iiretimi
tizerine baslangi¢c pH etkisi
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Sekil 5. 32. KSF ortaminda yabani sus B. licheniformis’in B-galaktosidaz iiretimi
tizerine baslangic pH’ nim etkisi

99



5.2.9. KSF Ortaminda En Iyi Aktivite Elde Edilen Substrat Karisim
Miktarlarimin Belirlenmesi

Enzim iiretimi iizerine kepek karigim miktarlarint belirlemek icin B. subtilis
RSK96 bakterinde a-amilaz aktivitesi i¢cin pamuk sapi (kiiciik) ile birlikte en iyi
aktivite veren pirin¢ kabugu, proteaz aktivite tayini icin mercimek kabugu ve pamuk
sap1 (biiylik), B. licheniformis ATCCI12759 ve yabani sus B. licheniformis
bakterilerinde B-galaktosidaz aktivitesi i¢in piring kabugu ve pamuk sap1 (kiiciik)

almarak farkli oranlarda karistirildi.

B. subtilis RSK96’nin o-amilaz aktivitesi icin pamuk sap1 (kiiciik) ve piring
kabuklarinin en iyi aktivite veren substratlar olarak belirlendigi ortamda optimum
enzim aktivitesi %90 pamuk sapr (kiicik) ve %10 piring kabugu karigimimin
bulundugu ortamda 1073.2 U/mg olarak belirlenmistir. Karisimdaki pamuk sapi
(kiiciik) miktar1 azalip pirin¢ kabugu miktar1 arttikca aktivitenin giderek azaldigi,
piring miktart %90’nin altina indikten sonrada aktivitenin diistiigii belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar Tablo 5.13.’te gosterilmistir.
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Tablo 5. 13. KSF ortaminda B. subtilis RSK96’nin a-amilaz {iretimi sirasinda en iyi
aktivite elde edilen substrat karigim miktarlarmin belirlenmesi

Kepek Karisimlar: (%) Spesifik aktivite(U/mg)

(ortamalazstandart hata)

10 Pk"+90 P 653.0+56.2°
20 Pk+ 80 P 663.5+31.3°
30 Pk+ 70 P 736.7+41.7%
40 Pk+ 60 P 749.2+48.1%
50 Pk+ 50 P 821.8+63.9%
60 Pk+ 40 P 893.4420.6™
70 Pk +30 P 934.9423.6
80 Pk+ 20 P 968.8+42.0
90 Pk+10P 1073.2433.8"

Pk": Pamuk sapi (kiiciik), P*: Piring kabugu

Tabloda substrat karigimlarina ait ortamlar arasindaki farklarmn kargilastirilmasinda ayni
harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.

B. subtilis RSK96’nin proteaz aktivitesi i¢in mercimek kabugu ve pamuk
sapimnin (biiylik) en iyi aktivite veren substratlar olarak belirlendigi ortamda optimum
enzim aktivitesi %90 mercimek kabugu ve %10 pamuk sap1 (biiyiik) karigimimin
bulundugu ortamda 9566.6 U/mg olarak belirlenmistir. Karigimdaki mercimek
kabugu miktar1 azalip pamuk sapi (biiyiik) miktar1 arttikca aktivitenin giderek

azaldig: belirlenmistir. Elde edilen sonuclar Tablo 5.14.’te gosterilmistir.
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Tablo 5. 14. KSF ortaminda B. subtilis RSK96’nin proteaz iiretimi sirasinda en 1yi
aktivite elde edilen substrat karigim miktarlarmin belirlenmesi

Kepek karisimlari (%) Spesifik Aktivite(U/mg)
(ortamalazstandart hata)

10 M'+90Pb” 2442.0+30.6'

20 M+80 Pb 3369.1+36.8"

30 M+70 Pb 3691.5+44.9"

40 M+60 Pb 3798.2436.1"

50 M+50 Pb 4663.7+46.0°

60 M+40 Pb 5365.4+64.7°

70 M+30 Pb 5643.1+44 4°

80 M+20 Pb 6300.9+18.7°

90 M+10 Pb 9566.6+56.4*

M'": Mercimek kabugu Pb**Pamuk sap1 (biiyiik)

Tabloda substrat karigimlarina ait ortamlar arasindaki farklarmn kargilastirilmasinda ayni
harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.

B. licheniformis ATCC12759’un B-galaktosidaz aktivitesi i¢in piring kabugu
ve pamuk sapmin (kii¢iik) en 1yi aktivite veren substratlar olarak belirlendigi ortamda
optimum enzim aktivitesi %90 piring kabugu ve %10 pamuk sap1 (kiigiik)
karigtminin bulundugu ortamda 3099.2 U/mg olarak belirlenmistir. Karigimdaki
piring kabugu miktar1 azalip pamuk sap1 (kiiciik) miktar: arttik¢a aktivitenin giderek

azaldig belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 5.15°te gosterilmistir.,
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Tablo 5. 15. KSF ortaminda B. licheniformis ATCC12759un B-galaktosidaz iiretimi
sirasinda en iyi aktivite elde edilen substrat karisim miktarlarinin belirlenmesi

Kepek karisimlari(% ) Spesifik Aktivite (U/mg)
(ortamalazstandart hata)

10 P'+90 PK* 3099.2+70.5"

20 P+80 Pk 2789.6+50.8"

30 P+70 Pk 2220.9483.0°

40 P+40 Pk 1910.7+104.4°

50 P+50 Pk 1794.5+9.3¢

60 P+ 40 Pk 1101.0+70.7°

70 P+30 Pk 1090.7+55.7°

80 P+20 Pk 1007.2+51.7"

90 P+10 Pk 932.6+56.0"

P': Piring kabugu, Pk™: Pamuk sapi (kiigiik)

Tabloda substrat karigimlarina ait ortamlar arasindaki farklarmn kargilastirilmasinda ayni
harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.

Yabani sus B. licheniformis’in B-galaktosidaz aktivitesi icin pirin¢ kabugu ve
pamuk sapinimn (kiiciik) en iyi aktivite veren substratlar olarak belirlendigi ortamda
optimum enzim aktivitesi %90 piring kabugu ve %10 pamuk sap1 (kiigiik)
karisiminin bulundugu ortamda 2744.4 U/mg olarak belirlenmistir. Karigimdaki
piring kabugu miktar1 azalip pamuk sap1 (kiiciik) miktar: arttik¢a aktivitenin giderek

azaldig: belirlenmistir. Elde edilen sonuclar Tablo 5.16.’da gosterilmistir.
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Tablo S. 16. KSF ortaminda yabani susB. licheniformis [B-galaktosidaz iiretimi
sirasinda en iyi aktivite elde edilen substrat karisim miktarlarinin belirlenmesi

Kepek Karisimlari (%) Spesifik Aktivite(U/mg)
(ortamalatstandart hata)

10 P'+90 Pk 991.6+59.7¢

20 P+ 80Pk 1296.3+37.9"

30 P+ 70 Pk 1755.4+13.3°

40P+ 60 Pk 2061.2+27.1

50 P+ 50 Pk 2199.5+18.8°

60 P+ 40 Pk 2435.2427.1°

70 P+ 30 Pk 2744.4+60.4"

80 P+ 20 Pk 2790.5+18.2°

90 P+ 1 Pk 2801.0+£19.1°

P: Piring kabugu, Pk™: Pamuk sapi (kiigiik)

Tabloda substrat karigimlarina ait ortamlar arasindaki farklarmn kargilastirilmasinda ayni
harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.

5.2.10. KSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklar Etkisi

B. subtilis RSK96 nm Kkiiltiir edilecegi KSF ortamina derisimi %1 olacak
sekilde maltoz, glukoz, galaktoz, fruktoz, ksiloz, mannoz, laktoz, arabinoz ve sukroz
ilave edildi. Kiiltiir isleminden sonra elde edilen iist sivilardan a-amilaz ve proteaz
aktivite tayinleri yapildi. B. licheniformis ATCC12759 ve yabani sus B. licheniformis
bakterilerinin kiiltiir edilecegi KSF ortamlarina derisimi %1 olacak sekilde maltoz,
glukoz, galaktoz, fruktoz, laktoz ve sukroz ilave edildi. Kiiltiir isleminden sonra elde

edilen iist sivilardan B-galaktosidaz aktivite tayini yapildi.

Pamuk saplarmin (kiiciik) kat1 substrat olarak kullamildigi KSF ortamina
eklenen %1 konsantrasyonundaki karbon kaynaklarinin bulundugu ortamlarda kiiltiir

edilen B. subtilis RSK96 ile iirettigi a-amilaz aktivite tayinlerinde kontrole (1142.8
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U/mg) gore daha az o-amilaz iiretimi meydana geldigi belirlenmistir. Karbon
kaynaklar1 arasinda galaktozun (1128.2 U/mg) kontrole gore oldukca yakin sonug
verdigi saptanmistir. Arabinoz (979.2 U/mg ) ve siikkroz (973.0 U/mg) iceren
ortamlardaki o-amilaz aktivitesi diger karbon kaynaklarina gore nispeten daha iyi,
kontrolden ise diisiiktiir. Karbon kaynaklar1 arasinda en yiiksek a-amilaz aktivitesine
galaktoz, en diisik a-amilaz aktivitesine de ksiloz (413.3 U/mg) iceren KSF

ortaminda rastlanmistir. Elde edilen sonucglar Tablo 5.17.’de gosterilmistir.

Tablo 5. 17. KSF ortaminda B. subtilis RSK96 nin a-amilaz iiretimi iizerine karbon
kaynaklariin etkisi

Karbon Kaynaklari(%1) Spesifik aktivite(U/mg)
(ortamalazstandart hata)

Kontrol 1142.8+40.9°

Mannoz 458.6+36.8°

Arabinoz 979.2+79.8"

Siikroz 973.0£34.6"

Glukoz 597.6+39.0"

Galaktoz 1128.2+437.5°

Fruktoz 802.2+37.3¢

Laktoz 877.7£25.7°

Ksiloz 413.3+23 .4°

Kontrol: kat1 substrat olarak pamuk sapinin bulundugu KSF ortam1

Tabloda farkli karbon kaynaklarina ait ortamlar arasindaki farklarin karsilastirilmasinda ayni
harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.

Mercimek kabuklarinin kati substrat olarak kullamildigi KSF ortamina
eklenen %1 konsantrasyonundaki karbon kaynaklar1 bulunan ortamda kiiltiir edilen
B. subtilis RSK96’nin iirettigi proteaz aktivite tayinlerinde arabinoz (4688.2 U/mg),
laktoz (4460.2 U/mg), galaktoz (3812,7 U/mg), fruktoz (3600.8 U/mg), glukoz
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(3462.0 U/mg), siikroz (3345,5 U/mg) ve mannoz (2918.7 U/mg) bulunan KSF
ortamlarindan elde edilen proteaz aktivite sonug¢larmin kontrole (2788.9 U/mg) gore
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Karbon kaynaklar1 arasinda ksilozun (1907.8
U/mg) ise kontrole gore daha diisiik sonu¢ verdigi saptanmustir. Karbon kaynaklar1
arasinda en yiiksek proteaz aktivitesine arabinoz (4688.2 U/mg), en diisiik proteaz
aktivitesine de ksiloz (1907.8 U/mg) iceren KSF ortaminda rastlanmustir. Elde edilen

sonuclar Tablo 5.18.’de gosterilmistir.

Tablo 5. 18. KSF ortaminda B. subtilis RSK96’nm proteaz iiretimi iizerine karbon
kaynaklariin etkisi

Karbon Kaynaklar1 (%1) Spesifik Aktivite (U/mg)
(ortamalazstandart hata)

Kontrol 2788.9+87.0"

Mannoz 2918.7+71.3"

Arabinoz 4688.2+57.3*

Sukroz 3345.5+62.4°

Glukoz 3462.0+58.6"

Galaktoz 3812.7+39.7°

Fruktoz 3600.8+68.3¢

Laktoz 4460.2+72.4°

Ksiloz 1907.8+112.8"

Kontrol: kat1 substrat olarak mercimek kabugunun bulundugu KSF ortami

Tabloda farkli karbon kaynaklarina ait ortamlar arasindaki farklarin karsilastirilmasinda ayni
harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.

Piring kabuklarinin kati substrat olarak kullanildigr KSF ortamina eklenen %1
konsantrasyonundaki karbon kaynaklarinin bulundugu ortamlarda kiiltiir edilen B.
licheniformis ATCC 12759’un iirettigi f-galaktosidaz aktivite tayinlerinde kontrole

(3674.3 U/mg) gore daha az B-galaktosidaz iiretimi meydana geldigi belirlenmistir.

106



Karbon kaynaklar1 arasinda galaktozun (3524.7 U/mg) kontrole gore yakin bir sonug
verdigi saptanmistir. Fruktoz (3101.2 U/mg ) ve siikroz (3083.3 U/mg) iceren
ortamlarda (-galaktosidaz aktivitesi diger karbon kaynaklarma gore nispeten daha
1yi, kontrolden ise daha diisiik oldugu belirlenmistir. Karbon kaynaklar1 arasinda en
yiiksek B-galaktosidaz aktivitesine galaktoz (3524 U/mg), en diisiikk [-galaktosidaz
aktivitesine de glukoz (2903.2 U/mg) iceren KSF ortaminda rastlanmustir. Elde

edilen sonuglar Tablo 5.19.’da gosterilmistir.

Tablo 5. 19. KSF ortaminda B. licheniformis ATCC 12759’un [-galaktosidaz
tiretimi tizerine karbon kaynaklarmin etkisi

Karbon Kaynaklar1 (% 1) Spesifik Aktivite (U/mg)
(ortamalazstandart hata)

Kontrol 3674.3+78.3"

Siikroz 3083.3+61.5"

Glukoz 2903.2+75.9*

Galaktoz 3524.7+192.3*

Fruktoz 3101.2+80.3"

Laktoz 2928.8+71.4

Kontrol: kati substrat olarak pirin¢ kabugunun bulundugu KSF ortami1

Tabloda farkli karbon kaynaklarina ait ortamlar arasindaki farklarin karsilastirilmasinda ayni
harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.

Piring kabuklarinin kati substrat olarak kullanildigi KSF ortamina eklenen %1
konsantrasyonundaki karbon kaynaklarmin bulundugu ortamda kiiltiir edilen yabani
sus B. licheniformis’in trettigi B-galaktosidaz aktivite tayinlerinde kontrole (3720.8
U/mg) gore daha az B-galaktosidaz iiretimi meydana geldigi belirlenmistir. Karbon

kaynaklar1 arasinda en yiiksek PB-galaktosidaz iiretimi galaktoz (3274.9 U/mg), en
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diisiikk B-galaktosidaz iiretimi laktoz (1263.6 U/mg) bulunan KSF ortaminda elde
edilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 5.20.’de gosterilmistir.

Tablo 5. 20. KSF ortaminda yabani sus B. licheniformis’in B-galaktosidaz iiretimi
tizerine karbon kaynaklarmin etkisi

Karbon kaynaklari(%1) Spesifik Aktivite(U/mg)
(ortamalazstandart hata)
Kontrol 3720.8+60.2%
Siikroz 2834.4+49 4¢
Glukoz 3045.7+42.9°
Galaktoz 3274.9+34.9°
Fruktoz 1786.2+27.3"
Laktoz 1263.6+43.78

Kontrol: kat1 substrat olarak pirin¢ kabugunun bulundugu KSF ortami1

Tabloda farkli karbon kaynaklarina ait ortamlar arasindaki farklarin karsilastirilmasinda ayni
harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.

5.2.11. KSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Azot Kaynaklar1 EtKisi

B. subtilis RSK96’nin kiiltiir edilecegi KSF ortamina derisimi %1 olacak
sekilde azot kaynaklarindan pepton, beef extract, kazein, amonyum nitrat (NH4NO3),
amonyum klorid (NH4Cl), sodyum nitrat (NaNO3), iire, yeast extract, amonyum
stilfat (NH4)2SO4 ve tryptone ilave edildi. Kiiltiir isleminden sonra elde edilen iist
stvilardan o-amilaz ve proteaz aktivite tayinleri yapildi. B. licheniformis ATCC
12759 ve yabani sus B. licheniformis bakterilerinin kiiltiir edilecegi KSF ortamina
derisimi %1 olacak sekilde pepton, amonyum nitrat (NH4NO3), amonyum klorid
(NH4ClI), yeast extract, amonyum siilfat (NH4),SO4 ve tryptone kuru agirlhiga gore
%1 oraninda ilave edildi. Kiiltiir isleminden sonra elde edilen iist sivilardan -

galaktosidaz aktivite tayini yapild.
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Pamuk saplarmin (kiigiik) kati substrat olarak kullanildigi KSF ortamina

eklenen % 1 konsantrasyonundaki azot kaynaklar1 bulunan ortamda Kkiiltiir edilen B.

subtilis RSK96’nin iirettigi a-amilaz aktivite tayinlerinde en yiiksek deger amonyum

nitrat bulunan ortamda 1483.1 U/mg olarak elde edilmistir. Ure (1172.7 U/mg)

kontrole (1185.7 U/mg) yakin o-amilaz aktivite degeri vermistir. KSF ortamina

eklenen azot kaynaklar1 arasinda en yiiksek o-amilaz aktivitesi amonyum nitrat, en

diisik o-amilaz aktivitesine kazein (633.6 U/mg) bulunan KSF ortamlarinda

rastlanmustir. Elde edilen sonuglar Tablo 5.21.’de gosterilmistir.

Tablo 5. 21. KSF ortaminda B. subtilis RSK96 nin a-amilaz iiretimi lizerine azot

kaynaklarinin etkisi

Azot kaynaklar1(%1) Spesifik aktivite(U/mg)

(ortamalazstandart hata)

Kontrol

Sodyum nitrat
Amonyum siilfat
Amonyum nitrat
Amonyum kloriir
Beef extract
Tripton

Pepton

Yeast extract
Ure

Kazein

1185.7459.1°
852.9+45.2¢
846.9+37.8"
1483.1+32.5°
1043.6+61.9°
886.1+64.3
850.5+56.7d
1012.3+40.8°
685.1+39.2°
1172.7435.9

633.6+38.6°

Kontrol: kat1 substrat olarak pamuk sapinin bulundugu KSF ortam1

Tabloda farkli azot kaynaklarna ait ortamlar arasindaki farklarin karsilagtirilmasinda ayni

harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.
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Mercimek kabuklarinin kati substrat olarak kullamldigi KSF ortamina
eklenen % 1 konsantrasyonundaki azot kaynaklar1 bulunan ortamda Kkiiltiir edilen B.
subtilis RSK96’nin lrettigi proteaz aktivite tayinlerinde beef extract (4346.2 U/mg)
ve sodyum nitrat (3013.0 U/mg) bulunan ortamlarda en yiiksek proteaz aktivite
degeri elde edilmistir. Ayn1 zamanda bu azot kaynaklar1 kontrole (2788.9 U/mg) gore
daha yiiksek proteaz aktivitesi gostermislerdir. Kontrol dahil KSF ortamia eklenen
tim azot kaynaklarinin bulundugu KSF ortamlarinda proteaz aktivitesi elde
edilmistir. KSF ortamlarina eklenen azot kaynaklar1 arasinda en yiiksek proteaz
aktivitesi beef extract, en diisiik proteaz aktivitesine tripton (1242.3 U/mg) bulunan
KSF ortamlarinda elde edilmistir. Elde edilen sonu¢lar Tablo 5.22.’de gosterilmistir.

Tablo 5. 22. KSF ortaminda B. subtilis RSK96’nin proteaz iiretimi lizerine azot
kaynaklarmnin etkisi

Azot kaynaklari (%1) Spesifik Aktivite (U/mg)
(ortamalazstandart hata)
Kontrol 2788.9+71.4°
Sodyum nitrat 3013.0+£75.3°
Amonyum sulfat 1962.5+46.0"
Amonyum nitrat 2209.6+71.5°
Amonyum klorur 2451.2+45.5¢
Beef ekstrakt 4346.2+35.8"
Tripton 1242.3+46.2"
Pepton 2510.5+36.9¢
Yeast ekstrakt 1271.1£37.3"
Ure 1600.4+77.3%
Kazein 1680.1£76.1%

Kontrol: kat1 substrat olarak mercimek kabugunun bulundugu KSF ortami

Tabloda farkli azot kaynaklarna ait ortamlar arasindaki farklarin karsilagtirilmasinda ayni
harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.
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Piring kabuklarmin kat1 substrat olarak kullanildigi KSF ortamlarina eklenen
%1 konsantrasyonundaki azot kaynaklarinm bulundugu ortamlarda kiiltiir edilen B.
licheniformis ATCC 12759’un iirettigi B-galaktosidaz aktivite tayinlerinde azot
kaynaklarmin tiimii kontrole (3674.3 U/mg) gore diisiik B-galaktosidaz aktivitesi
vermiglerdir. Amonyum siilfat ve tryptone birbirine yakin B-galaktosidaz aktivitesi
gostermislerdir. Kontrol dahil KSF ortamlarma eklenen tiim azot kaynaklarinin
bulundugu ortamlarda B-galaktosidaz aktivitesi elde edilmistir. KSF ortamina
eklenen azot kaynaklari arasinda en yiiksek [-galaktosidaz aktivitesi tryptone
bulunan KSF ortaminda (3209.0 U/mg), en diisiik B-galaktosidaz aktivitesine ise
pepton (1944.5 U/mg) bulunan KSF ortamlarinda rastlanmistir. Elde edilen sonuclar
Tablo 5.23.’te gosterilmistir.

Tablo 5. 23. KSF ortaminda B. licheniformis ATCC 12759’un irettigi [-
galaktosidaz iiretimi lizerine azot kaynaklarinin etkisi

Azot kaynaklari(%1) Spesifik Aktivite (U/mg)
(ortamalazstandart hata)

Kontrol 3674.3£63.0"

Amonyum siilfat 3200.4493.5"

Amonyum nitrat 2280.0+73.5¢

Amonyum kloriir 1995.6+63.6°

Tryptone 3209.0+104.0

Pepton 1944.5+90.5°

Yeast extract 1974.4+121.5°

Kontrol: kati substrat olarak pirin¢ kabugunun bulundugu KSF ortami1

Tabloda farkli azot kaynaklarna ait ortamlar arasindaki farklarin karsilastirilmasinda ayni
harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.

Piring kabuklarinin kati substrat olarak kullanildigi KSF ortamina eklenen %1

konsantrasyonundaki azot kaynaklarinin bulundugu ortamda kiiltiir edilen yabani sus
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B. licheniformis’in iirettigi p-galaktosidaz aktivite tayinlerinde azot kaynaklarinin
timii kontrole (3720,8 U/mg) gore diisiik P-galaktosidaz aktivitesi vermislerdir.
Amonyum siilfat ve amonyum nitrat birbirine yakin [-galaktosidaz aktivitesi
gostermisglerdir. Kontrol dahil eklenen tiim azot kaynaklarmin bulundugu KSF
ortamlarinda B-galaktosidaz aktivitesi elde edilmistir. KSF ortamina eklenen azot
kaynaklar1 arasinda en yiiksek [-galaktosidaz aktivitesi amonyum siilfat (3477.2
U/mg), en diisiik B-galaktosidaz aktivitesi ise pepton (2165.2 U/mg) bulunan KSF
ortamlarinda elde edilmistir. Elde edilen sonuclar Sekil 5.24.’te gosterilmistir.

Tablo 5. 24. KSF ortaminda B. licheniformis yabani susunun iirettigi [-galaktosidaz
iretimi lizerine azot kaynaklarinimn etkisi

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

(ortamalazstandart hata)

Kontrol 3720.8+31.9°
Amonyum siilfat 3477.2432.5°
Amonyum nitrat 3328.1+34.5°
Amonyum Kloriir 2824.4+31.0°
Tripton 3153.2438.9¢
Pepton 2165.2+16.9'
Yeast extract 2168.1+25.1"

Kontrol: kati substrat olarak pirin¢ kabugunun bulundugu KSF ortami1

Tabloda farkli azot kaynaklarna ait ortamlar arasindaki farklarin karsilastirilmasinda ayni
harfle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik

(p<0.05) gostermektedir.

5.2.12. KSF Ortaminda Enzim Uretimi Uzerine Metal Tuzlarimin EtKisi
B. subtilis RSK96’nin kiiltiir edilecegi KSF ortamlarma derisimi %0.1 olacak
sekilde FeSO4.7H,0, CuS04.5H,0, ZnS04.7H,0, MgS04.7H,O ve CaCl, kuru
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agirhiga gore %0.1 oraninda ilave edildi. Kiiltiir isleminden sonra elde edilen {ist

stvilardan a-amilaz ve proteaz aktivite tayinleri yapildi.

Pamuk saplarmin (kiiciik) kat1 substrat olarak kullanildigi KSF ortamlarina
eklenen % 0.1 konsantrasyonundaki metal tuzlar1 bulunan ortamlarda kiiltiir edilen B.
subtilis RSK96’nin {irettigi a-amilaz aktivite tayinlerinde elde edilen degerler
kontrole (1185.7 U/mg) gore diisik bulunmustur. KSF ortamima eklenen metal
tuzlar1 arasinda en yiiksek a-amilaz aktivitesi demir tuzlar1 (1087.6 U/mg), en diisiik
a-amilaz aktivitesine ¢inko tuzlar1 (776.4 U/mg) bulunan KSF ortamlarinda elde
edilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 5.25’te gosterilmistir.

Tablo 5. 25. KSF ortaminda B. subtilis RSK96 nin a-amilaz iiretimi iizerine metal
tuzlarmin etkisi

Metal Tuzlar1(%0.1) Spesifik aktivite(U/mg)
(ortamalazstandart hata)

Kontrol 1185.7+30.8°

MgSO, 949.4+46.6°

ZnSO, 776.4+41.3°

CaCl, 1053.0+61.2

CuSO, 1041.3+36.9*

FeSO, 1087.6+29.8%

Kontrol: kat1 substrat olarak pamuk sapinin bulundugu KSF ortami

Tabloda farkli metal tuzlarina ait ortamlar arasindaki farklarin karsilastirilmasinda ayni harfle
gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik (p<0.05)

gostermektedir.

Mercimek kabuklarinin kati substrat olarak kullamldigi KSF ortamina
eklenen metal tuzlar1 bulunan ortamlarda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96 nin iirettigi
proteaz aktivite tayinlerinde elde edilen degerlerde kontrole (3440.8 U/mg) gore en
yiikksek degerler demir, magnezyum ve kalsiyum tuzlarinin bulundugu ortamlarda en

yiikksek proteaz aktivite degeri elde edilmistir. KSF ortamina eklenen metal tuzlari
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arasinda en yiiksek proteaz aktivitesi demir tuzlarmin (5997.6 U/mg), en diisiik
proteaz aktivitesine c¢inko tuzlarmm (647.0 U/mg) bulundugu KSF ortamlarinda

rastlanmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 5.26.’da gosterilmistir.

Tablo 5. 26. KSF ortaminda B. subtilis RSK96’nm proteaz iiretimi iizerine metal
tuzlarini etkisi

Metal Tuzlar1(%0.1) Spesifik Aktivite (U/mg)
(ortamalazstandart hata)

Kontrol 3440.8+71.6°

MgSO, 4710.0+23.5

ZnS0O, 647.0+59.3"

CaCl, 3662.1+60.1°

CuSO, 3185.1+£58.4°

FeSO, 5997.6+43.2%

Kontrol: kat1 substrat olarak mercimek kabugunun bulundugu KSF ortam1

Tabloda farkli metal tuzlarina ait ortamlar arasindaki farklarin karsilastirilmasinda ayni harfle
gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), farkli harfle gosterilenler ise anlamlilik (p<0.05)

gostermektedir.

5.2.13. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

a-Amilaz ve proteaz aktivitesi tizerine sicakligin etkisini aragtirmak igin 25-
100°C araliklarinda calisildi. Amilaz i¢in 72. saatte, proteaz icin 120. saatte elde
edilen iist sivilardan enzim aktivitelerine bakildi. Elde edilen sonuglar Sekil 5.33. ve

5.34.’te gosterilmistir.

Pamuk saplarmin kati substrat olarak kullanildigi KSF ortaminda o-amilaz
aktivitesi icin elde edilen enzim iceren iist sivilarin 30 dakika boyunca farkhi
sicakliklarda bekletildikten sonra enzim aktivitesinin 60°C’de bekletildiginde en

yiiksek aktiviteyi verdigi belirlenmistir.
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Mercimek kabuklarinin kati substrat olarak kullanildigi KSF ortaminda

proteaz aktivitesi i¢in elde edilen enzim iceren iist sivilarin 30 dakika boyunca farkl

sicakliklarda bekletildikten sonra enzim aktivitesinin 90°C’de bekletildiginde en

yiiksek aktiviteyi verdigi belirlenmistir.

80

Rolatif Aktivite ( %)

75 4

70

65

Sekil 5. 33. KSF ortaminda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96’dan elde edilen a-amilaz
tizerine aktivite sicakliginin etkisi
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Sekil 5. 34. KSF ortaminda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96’dan elde edilen proteaz
aktivitesi tizerine sicakligin etkisi

5.2.14. Farkll Hacimlerdeki KSF Ortamlarinin Enzim Urettimi Uzerine Etkisi
Enzim {iiretimi {lizerine ortam hacminin etkisini belirlemek icin B. subtilis
RSK96’dan a-amilaz ve proteaz iiretimi i¢in sirastyla pamuk saplar1 (kiiciik) ve
mercimek kabuklar1 farklh miktarlarda (3, 7.5, 15 ve 30 g) tartilarak 100, 250, 500 ve
1000 mL’lik erlenler icerisine konulup kiiltiir islemi yapildi. Kiiltiir islemi sonunda

elde edilen iist sivilardan a-amilaz ve proteaz aktivite tayinleri yapildi.

Kati substrat olarak pamuk saplarinin (kiiciik) 250 mL hacimdeki erlen (489.9
U/mg) icinde kullanilmas: ile KSF ortaminda en yiiksek a-amilaz {iiretimi
gerceklestirmistir. En diisiik o-amilaz iiretimi kiiltiir islemi yapilan 1000 mL erlen
(224.6 U/mg) ortamindan elde edilmistir.  Bulunan degerler Sekil 5.35.te

gosterilmistir.
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Sekil 5. 35. Farkli hacimlerdeki KSF ortamlarinin a-amilaz iiretimi iizerine etkisi

B. subtilis RSK96 mercimek kabuklarmin 1000 mL hacimdeki erlen (5759.2
U/mg) icerisinde kat1 substrat olarak kullanildigi KSF ortaminda en yiiksek proteaz
tiretimi gerceklestirilmistir. En diisiik proteaz iiretimi kiiltiir islemi yapilan 100 mL
hacmindeki erlen (4091.4 U/mg) ortamindan elde edilmistir. Bulunan degerler Sekil

5.36.’da gosterilmistir.
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Sekil 5. 36. Farkli hacimlerdeki KSF ortamlarinin proteaz {iiretimi iizerine etkisi
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6. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, bazi Bacillus tiirlerinden submerged (SmF) ve tarimsal
atiklarin substrat olarak kullanildigi, kat1 substrat fermantasyon (KSF) teknigi ile a-
amilaz, B-galaktosidaz ve proteaz iiretimi incelenmistir. Bacillus cinsi bakterilerin
tercih edilmelerinin nedeni; degisik ekstraselliiler enzimleri sentezleyebilme ve bu
enzimleri c¢ok miktarlarda salgilama yeteneginde olmalar1 ve biiylime
gereksinimlerinin basit olusudur. En 6nemli avatanjlarindan biri de kuskusuz patojen

olmamalaridir'™".

Ekstraselliiler enzimlerin iiretimi biyokiitle gelisimi ile iliskilidir. Bakteri
hiicreleri tarafindan {iiretilen proteazlarin bircogu ekstraselliiler yapidadir ve hiicre
biiylimesi i¢in ihtiya¢ duyulan amino bilesikleri saglamak i¢in fermantasyon
ortaminda bulunan kompleks proteinli bilesiklerin islenmesine yardimci olurlar.
Metabolitlerin artis1 biiylime fazinin logaritmik artis evresi boyunca meydana gelir.
Bacillus curcilans’in fermantasyon siiresince cesitli fermantasyon, fizyolojik ve

ortam bilesenlerinden etkilenerek alkalin proteaz iirettigi rapor edilmistir’™ >,

Bacillus tiirlerinin ¢cogu bazi ortamlarda pH ve tuz konsantrastyonlarmin
degistirilmesine ihtiya¢c duymalarina ragmen cogunlugu ticari olarak hazirlanmig

besiyeri ortamlarinda mesofilik sicakliklarda gelisirler.

Bacillus tiirii bakteriler logaritmik artis Oncesi ve duragan fazlarda
ekstraseliiler proteazlar iiretirler, proteaz liretimi ayn1 zamanda biiyiime ile iligkidir.

Benzer sonuglar diger enzimleri iireten mikrobiyal tiirlerden de rapor edilmistir'™'*%,

B. subtilis RSK96 bes farkli besiyerinde kiiltiir edildiginde maksimum o-

amilaz ve proteaz aktiviteleri 72. saatte LB besiyeri ortaminda sirasiyla 391,9 U/mg
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ve 1903,2 U/mg olarak elde edilmistir (Sekil 5.1. ve Sekil 5.2.) Bacillus tiirleri ile
yapilan Onceki ¢alismalarda o-amilaz ve proteaz i¢in uygun inkiibasyon siireleri

farkl saatlerde rapor edilmistir™>>>1%°,

Genel olarak mikroorganizmalarmm meydana getirdigi o-amilaz ve proteazlar
dogada temel ve kismen Dbircok  kiiltiir  sartlarinda  indiiklenirler.
Mikroorganizmalarin iirettigi ekstraseliiler proteazlar ayn1 zamanda C/N oranindaki
farklardan, glukoz gibi kolay metabolize edilen sekerler ve metal iyonlar1 gibi ortam

129,157,158

bilesenlerinden yogun sekilde etkilenirler Proteaz sentezi ortamdaki

aminoasitler gibi hizli metabolize edilebilen azot kaynaklarndan da etkilenir' %,

Mikroorganizmalarda azot (organik ve inorganik formda) aminoasitler,
niikleikasitler, proteinler ve hiicre duvari bilesenlerinin sentezinde metabolize
edilirler. Karbon ve azot kaynaklar1 bakterilerin iiremeleri iizerinde 6nemli etkiye
sahiptir. Mikroorganizmalarin enzim sentezi Kkiiltiir ortammda bulunan farkli

aminoasit ve azot kaynaklarinin bulunup bulunmamasi ile iliskilidir.

Proteaz iiretimi ortamdaki azot ve karbon kaynaklarinmn varligma siki bir

sekilde baghdir. Azot ve karbon kaynaklarmin her ikisi de enzim sentezi lizerinde

159-161

regulator etkiye sahiptir . Ortamdaki azot orani az olunca bu oran enzim iiretimi

icin yetersiz gelmektedir. Bununla birlikte azot oranindaki fazlalik enzim tiretiminde
inhibisyona neden olabilir'®*,

Daha onceki yapilan caligmalarda rapor edildigine gore Bacillus cinsinin
bircok tiiriinde karbonhidrat indirgeyen enzimlerin kolayca metabolize edilen

163-167

subsratlarin varhiginda katabolit represyona ugradigi rapor edilmistir . Yapilan

bu caligmalara benzer sekilde yaptigimiz calismada SmF ortamima eklenen %1
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konsantrasyonundaki karbon kaynaklarinin bulundugu ortamlarda kiiltiir edilen B.
subtilis RSK96’nin irettigi o-amilaz aktivite tayinlerinde kontrole (521 U/mg) gore
daha az o-amilaz iiretimi meydana geldigi belirlenmistir. Kiiltiir ortamina eklenen
karbon kaynaklarinin hi¢biri o-amilaz iiretiminde arttirci rol oynamamistir. SmF
ortamina eklenen karbon kaynaklarindan kontrole gore arabinoz %96, gliserol %91
ve laktoz %84 oraninda a-amilaz {iretimini inhibe etmistir (Tablo 5.1.). Proteaz
aktivite tayinlerinde ise kontrole (1837 U/mg) gore daha az proteaz iiretimi meydana
geldigi belirlenmistir. Karbon kaynaklarindan gliserol kontole gore proteaz sentezini
yaklasik olarak %78 oraninda baskilamustir (Tablo 5.2.).

Yapilan 6nceki caligmalarda karbon kaynaklar1 B. subtilis’in kiiltiir edildigi
ortamlara eklenmis ve proteaz biyosentezi lizerine olan etkileri incelenmistir.
Genelde saf karbon kaynaklar1 proteaz iiretimini inhibe etmekte ve ayni zamanda
proteaz biyosentezinin katabolik represyonuna neden olabilmektedir102.Yapt1g1m1z
calismaya benzer sekilde diger arastirmalarda da ortama glukoz eklenmesi sonucu
proteaz iiretiminde diisiis gézlenmistirm'”o.

Kullandigimiz mikroorganizma mono ve dissakkaritlerin bulundugu
ortamlarda iireme gostermis ancak o-amilaz ve proteaz iliretimleri baskilanmistir. Bu
sonuclar bize enzimlerin sentezinde dogrudan bir inhibisyonun oldugunu ve
muhtemelen enzim sentezi iizerine karbon kaynaklarinin katabolik represyonundan
dolay1 a-amilaz ve proteaz iiretiminde azalmanin oldugunu diistindiirtmektedir.

SmF ortamma eklenen % 1 konsantrasyonundaki azot kaynaklar1 bulunan
ortamlarda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96’nin iirettigi o-amilaz aktivite tayinlerinde
azot kaynaklar1 arasmnda organik azot kaynaklarindan kazein iceren ortamda en

yiikksek o-amilaz aktivitesi (554,1 U/mg) elde edilmistir. SmF ortamina inorganik
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azot kaynaklarinin organik azot kaynaklarmma gore daha fazla baskilayici etki
gosterdigi tespit edilmistir. Inorganik azot kaynaklarindan sodyum nitrat yaklasik
olarak %99 ve amonyum siilfat %92 oraninda a-amilaz iiretimini baskilamistir. Elde
ettigimiz proteaz aktivite tayinlerinde kontrole (1837 U/mg) gore daha az proteaz
tiretimi meydana geldigi belirlenmistir. Azot kaynaklar1i arasinda yeast extract
proteaz aktivitesini kontrole gore yaklasik olarak %97 oraninda inhibe etmistir. Elde

edilen sonuglar Tablo 5.3. ve Tablo 5.4.’te gosterilmistir.

Onceki cahigmalarda rapor edilen sonuglar incelendiginde elde ettigimiz
sonuglara benzer sekilde bazi organik azot kaynaklarinin (yeast extract ve pepton) a-

171,172

amilaz tiretimini arttirdig1 rapor edilmistir . Organik azot kaynaklarmdan yeast

extract ve peptone genelde amilaz sentezini olumlu yonde etkilemektedirler”'?17.
Elde ettigimiz sonuglar Bacillus tiirleri ile yapilan daha Onceki ¢aligmalardan elde
edilen sonuglara benzer sekilde amonyum tuzlari tarafindan ilireme ve enzim
iretiminin baskilandig1 olgusunu desteklemektedir'®%!7 17,

SmF ortamina eklenen %0.01 konsantrasyonundaki aminoasitlerin bulundugu
ortamlarda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96’nin iirettigi o-amilaz aktivite tayinlerinde
kiiltiir ortamma eklenen glutamik asit ve lizin iceren ortamlarda kontrole gore
yaklasik olarak sirasiyla %20 ve %18 daha fazla a-amilaz aktivitesi elde edilmistir.
Kontrolden elde edilen deger (521,0 U/mg) glutamik asit ve lizin bulunan ortamlarda
elde edilen degerlere gore diisiikk diger aminoasitleri iceren ortamlara gore yiiksek
olarak bulunmustur. Aminoasitleri iceren ortamlar arasinda en diisilk a-amilaz
aktivitesi valin (183,1 U/mg) bulunan ortamda elde edilmistir (Tablo 5.5). Proteaz

aktivite tayinlerinde aminoasit bulunan ortamlardaki proteaz aktivitesi iz6losin iceren

ortamda kontolden elde edilen degerden %27 daha fazla bulunmustur. Diger
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aminoasitleri iceren ortamlardaki tiim aktivite tayinleri kontrolden diisiik ¢ikmuistir.
L-alanin igeren ortamda 6nemli oranda enzim iiretimi baskilamistir (Tablo 5.6.).

Yapilan 6nceki bir ¢calismada Ile, Cys, Phe, Asp, Glu, Met iceren ortamlarin
B. stearothermophilus’un bilyimesini uyardig1 rapor edilmistir'®”. Aym sekilde B.
subtilis’in kiiltiir edildigi ortama arjinin, sistein, glutamik asit, izolosin, lizin,
metyonin, aspartik asit, prolin, fenil alanin, glisin, valin ve triptofan eklediginde en
yiiksek proteaz aktivitesi valin bulunan ortamda elde edilmistirng.

SmF ortamina eklenen %0.1 konsantrasyonundaki metal tuzlarmin bulundugu
ortamda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96 nin iirettigi o-amilaz ve proteaz iiretimleri
izerine herhangi bir arttirict etkisi tespit edilmemistir. SmF ortamina eklenen metal
tuzlar1 arasinda en yiiksek aktivite CaCl, bulunan ortamda elde edilmistir. FeSOs,
CuSOy4 ve ZnSOy4 tuzlarini iceren SmF ortamlarinda bakteri tiremesi gerceklesmemis
ve dolayisi ile enzim sentezi de olmamistir (Tablo 5.7 ve Tablo 5.8).

Calismamiza benzer sekilde daha Once yapilan calismalarda da kiiltiir
ortamlarma eklenen metal tuzlarmin enzim iretimini inhibe ettigi rapor

132,170

edilmistir Inhibisyon, ortamdaki katyonlar ile proteinlerle iliskili katyonlar

arasindaki rekabetten dolay1 enzim aktivitesinde azalmaya neden olmus olabilir.
a-Amilazlar, aktiviteleri i¢in herhangi bir koenzime gereksinimi olmayan ve
kalsiyum tasiyan metalo proteinlerdir. Kalsiyum, enzim substrat ikilisinin olusumuna

katilmaz, fakat enzimi maksimum dayaniklilik ve yiiksek aktivite icin dogru

1

konformasyonda tutar'’!. Enzimin stabilizasyon ve proteolitik etkilere karsi
y y p $

korunmasi i¢in mutlaka ortamda etkili metal iyonlarinin bulunmasi gerekmektedirm'

74 Farkli kaynaklardan saflagtirilan a-amilazlarin mol basina 1 mol kalsiyum iyonu

175

bagladiklar1 belirtilmektedir *~. Ayrica, aragtirmacilar kalsiyumun bakteri fizyolojisi
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ve metabolizmas1 iizerinde 6nemli etkileri oldugunu diisiinmektedirler'®'””. Gida
iceriklerinde bulunan spesifik metal iyonlar1 varhiginda amilaz aktivitesi inhibe veya
aktif olur ve bdylece sindirim oram belirlenir. Metal iyonlarinin etkisi farkh tiirlerde
bulunan amilazlar tizerinde farkli rol oynar.

SmF ortamina eklenen farkli konsantrasyonlardaki CaCl, tuzlarmin
bulundugu ortamlarda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96 nm iirettigi a-amilaz aktivitesi
tayinlerinde %1.5 konsantrasyonunda CaCl, iyonlarinin bulundugu ortamda kontrole
gore yaklasik olarak %102 daha fazla elde edilmistir (Sekil 5.5.).

Deterjanlarda kullanilan o-amilazlarm smirlamalarindan biri de kalsiyuma
duyarlilik gostermeleri ve diisiik kalsiyum iceren ortamlarda stabilitelerinin ciddi bir
sekilde riske girmesidir46. Elde ettigimiz sonuglara dayanarak B. subtilis RSK96 nin
tirettigi a-amilaz enziminin bu yOniiyle avantaj saglayacagm diisiinmekteyiz.

SmF ortamina eklenen farkli konsantrasyonlarda pamuk saplarmin bulundugu
ortamda kiiltiir edilen B. subtilis RSK96’nin iirettigi a-amilaz aktivite tayinlerinde en
yiiksek aktivite %0.5 oraninda pamuk saplarmin bulundugu ortamdan kontrole gore
%128 daha fazla aktivite elde edilmistir. Sadece %?2 konsantrasyonunda pamuk sap1
iceren ortam hari¢ %0.25, 0.5 ve 0.75 konsantrasyonlarm pamuk saplarinin
bulundugu ortamlarda kontrole gore sirasiyla %128,124 ve 119 daha fazla a-amilaz

tiretimi gerceklesmistir (Sekil 5.6.).

Elde ettigimiz bu sonu¢ bize B. subtilis RSK96’ nin kiiltiir edildigi SmF
ortammda pamuk sapmin karbon ve azot kaynagi olarak kullanilabilecegini

diistindiirtmektedir.

Kat1 substrat fermantasyonu (KSF) serbest halde suyun olmadigi ve smirl

oranda nemin bulundugu ortamda mikroorganizmalarin gelisimine dayali bir
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metottur. Bu yontemde mikroorganizmalar nemli kat1 bir yiizey iizerinde gelisir ve
ortamda bulunan serbest hava kullanilir. Boylece fermantasyon ortami ideal olarak
baz1 mikroorganizmalardan belirli metabolitleri elde etmek i¢in uygun olan dogal bir
biiylime ortamima benzer hale gelmektedir. KSF bugday, piring, soya, manyok gibi
nem icerigine sahip polimer yapidaki tarim substratlarini doniistiirmede kullanilmaya
baslannn§t1r34.

KSF’de fermantasyon siireci i¢in uygun kati substrat se¢cimi olduk¢a dnemli
bir faktordiir. Bu yiizden mikrobiyal biiylime ve iiriin eldesi i¢in ¢ok sayida tarimsal
sanayi atiklar1 kullanilmaktadir. KSF’de kullanilan baslica substratlar daha onceki
caligmalarda da belirtildigi gibi genellikle piring, bugday, dari, misir, soya fasulyesi

gibi yoresel olarak farkli kullanim oranlar1 gosteren sanayi ve tarimsal atiklardir'".

Calismamizda, KSF yontemiyle kati substrat olarak bugday kepegi, piring
kabugu, muz kabugu, mercimek kabugu, portakal kabugu, elma kabugu, pamuk sapz,
ogiitiilmiis dar1 ve misir kaba unlar1 gibi tarimsal atiklar KSF yonteminde substrat
olarak kullanilarak bazi Bacillus tiirlerinin o-amilaz, B-galaktosidaz ve proteaz

tiretimleri incelenmistir.

Farkli tarim atiklarinin bulundugu KSF ortamlarinda kiiltiir edilen B. subtilis
RSK96 en yiiksek o-amilaz iiretimini pamuk saplarinin (kiiciik), en yiiksek proteaz
tiretimini mercimek kabuklarinin, B. licheniformis ATCC 12759 ve yabani sus B.
licheniformis en 1iyi [-galaktosidaz {iiretimini piring kabuklarinin bulundugu
ortamlarda gerceklestirmislerdir. KSF’de piring kabugu kullanimi daha oOnceki

131,178

caligmalarda belirtildigi gibi olduk¢a yaygindir . Piring kabugu, mercimek

kabugu ve pamuk sapmin karbonhidratlarca zengin olmasi, 6nemli oranda vitamin ve
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mineral madde icermeleri mikroorganizmalarin iiremesini kolaylastirmis ve enzim

tiretme kapasitelerini arttirmis olabilir.

Yapilan incelemelerde mikroorganizmalar tarafindan iiretilen o-amilaz veya
diger enzimlerin desteklenmesinde bazi kat1 substratlarin diger bazi kati substratlarla
karsilastirildiginda daha yiiksek bir potansiyele sahip oldugu belirlenmistir. Ornegin
bugday kepegi ve patates kabugu diger kati substratlara gore benzer KSF sartlari
altinda daha fazla a-amilaz iiretimi saglamaktadir. Ancak bazi spesifik kati
substratlar iizerinde biiyliyen mikroorganizmalarin yiliksek miktarda enzim iiretimi
gerceklestirme nedenleri hakkinda simdiye kadar yeterli bir aciklama

yap11mam1§t1r136.

Bu calisma piring kabugu, mercimek kabugu ve pamuk saplarmin kati
substrat olarak kullanilmas: ile biiyiik 6l¢iide endiistriyel enzimlerin iiretilmesini ve
ayrica bu organik atiklarm ¢op yigmlari haline gelerek cevre sorunlarina yol acan bu
katilarin, hem ekonomik hem de giivenli sekilde degerlendirilebilecegini

gostermektedir.

Mikrobiyal metabolizma kompleks bir siire¢ olup fermantasyon ve ortam
bilesenleri tarafindan etkilenir. Maksimum enzim iiretimi gerceklesen inkiibasyon
stirelerinden sonra enzim aktivitelerinde goriilen azalmalarin nedeni fermantasyon
ortaminda bulunan diger bilesenler ile meydana gelen enzim etkilesimleri sonucunda
enzim yapisinda olusan konformasyonel degisiklik ve meydana gelen
denatiirasyondan kaynikli olabilir. Bunun yaninda ortama salgilanan diger hidrolitik

enzimlerin etkisi sonucu enzim iiretiminde azalma meydana gelmis olabilir.

126



Biyokiitle mikroorganizmalarin enzim iretme kapasitesi ile ilgili olabilir.

Mikroorganizmalar maksimum iireme fazinda iken enzim iiretimi de maksimumdur.

Mikroorganizmalarin enzim iiretimleri ile biiyiimeleri arasinda bir iligki soz

180

konusudur . Inkiibasyon zamani ortamim 6zellikleri tarafindan kontrol edilir ve bu

olay dogal olarak biiyiime ve enzim iiretimine bag11d1r142’180.

Bu caligmada kati substrat olarak pamuk saplarinin bulundugu ortamda kiiltiir
edilen B. subtilis RSK96 en yiiksek a-amilaz tiretimini 72. saatte 1403,7 U/mg;
mercimek kabuklarinin bulundugu ortamda en yiiksek proteaz iiretimi ise 120. saatte
4059,9 U/mg olciilmiis olup elde edilen sonuglar Sekil 5.7. ve 5.8.’de gosterilmistir.
Yabani sus B. licheniformis ve B. licheniformis ATCC 12759 kat1 substrat olarak
pirin¢ kabuklarinin bulundugu ortamda kiiltiir edildiklerinde maksimum [-
galaktosidaz aktiviteleri sirasiyla 48. saatte 2893,9 U/mg ve 120. saatte 3244,7 U/mg

olarak elde edilmistir (Sekil 5.9. ve Sekil 5.10.).

Benzer sekilde diger arastirmacilar tarafindan yapilan 6nceki caligmalarda da
KSF kosullar1 altinda a-amilaz icin uygun inkiibasyon siiresi 72. saat olarak

136,181

belirlenmistir Onceki calismalarda 24. saatler ile 120. saatler arasinda en

. L e 44,131,143,169,179,181-183
yiiksek a-amilaz iiretimi rapor edilmigtir**'?!-143-169-179.181-18

. Bunun yanmda Bacillus
subtilis CM3’ten maksimum o-amilaz iiretimi 144. saatte elde edilmistir'>'. Elde

ettigimiz sonuglar daha 6nceki ¢alismalarla paralellik gostermektedir.

Proteaz liretimi 12. saatte iiretim az olup artan saatlere bagli olarak 120. saatte
maksimum seviyeye cikmis ve bu siireden sonra iiretim diigmeye baslamstir.

Yaptigimiz calismaya benzer sekilde proteazin 24. saatten sonra iiretiminin artmaya
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basladig1 yapilan diger ¢calismlarda da rapor edilmistir. Elde ettigimiz sonuclar daha

onceki calismalara paralellik gostermektedir' #1818,

KSF ve SmF yontemleri ile gerceklesen proteaz iiretimini karsilagtirma amaci
ile yapilan bir calismada 1 g kepegin yaklasik 100 mL siv1 besiyerine denk geldigi

belirlenmistir'*.

B. subtilis RSK96 KSF ve SmF ortamlarinda 72 saat kiiltiir edildiginde KSF
ortaminda elde edilen o-amilaz aktivitesi SmF ortaminda elde edilen enzim
aktivitesinden yaklasik olarak 3.6 kat daha fazla bulunmustur. Benzer sekilde KSF
ortamindan 120. saatte elde edilen proteaz aktivite degeri, SmF ortaminda 72. saatte

elde edilen proteaz aktite degerinden yaklasik olarak 2 kat daha fazla bulunmustur.

Kullandigimiz mikroorganizmalardan yabani sus B. licheniformis ile B.
licheniformis 12759 substrat olarak piring kabuklarmin kullanildigi KSF
ortamlarinda  kiiltiir edildiginde p-galaktosidaz {iiretme kabiliyetlerine gore
kargilastirildiginda yabani susun 48. saatte 2893,9 U/mg, B. licheniformis 12759 un
ise 120. saatte 3244,7 U/mg B-galaktosidaz iiretimi gerceklestirildigi tespit edilmistir.
Elde edilen degerlerden de anlasilacagi gibi B. licheniformis 12759 yabani sustan
daha fazla enzim iiretmistir. Ancak inkiibasyon siireleri dikkate alindiginda yabani

sus B. licheniformis daha avantajli gériinmektedir.

Inkiibasyon siirelerinden sonra ortamda olusmaya baslayan sekonder
metabolitlerin, enzimin denatiirsayonuna neden olup enzim miktarinda diisiise yol
actigi diisiiniilmektedir**'**!'®_ Kullanilan bakterinin biiylime hiz1 ve enzim iliretme

44,143

ozelligi de inkiibasyon siiresini etkilemektedi . Aym1 zamanda inkiibasyon

siirelerinin farkli olmasi, calismalarda kullanilan mikroorganizma ozelliklerinin
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farkli olmas1 ve kat1 substratlarin icerdikleri besin maddelerinin farkli olmasindan

kaynaklandig diistiniilmektedir.

Sicaklik biyokimyasal reaksiyon oranlarini etkiler ve KSF’de Onemli bir
parametredir, ancak kontrolii SmF’ten daha zordur®. Bir¢ok kiiltiir isleminde enzim

iiretimi i¢in optimum sicakligin mesofilik diizeyde uygun oldugu rapor edilmistir'**,

Fermantasyon sicaklig1 genelde 1siya duyarl olan enzimler ve metabolitlerin
sentezlenmesi ve mikroorganizma biiylimesi i¢in ¢ok onemli bir faktordiir. Daha
yiiksek sicakliklar bakteri icin olumsuz etki yapmis ve dolayisi ile enzim sentezinde
diisise neden olmus olabilir. KSF islemi boyunca sicaklik dogrudan orantili sekilde

mikroorganizmalarm metabolik aktivitelerini etkilemistir.

Enzim iiretimi {izerine sicakligin etkisini incelemek i¢in yaptigimiz ¢aligmada
amilaz, proteaz ve B-galaktosidaz i¢cin maksimum enzim iiretimi 37°C’lik inkiibasyon
ortamindan elde edilmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da benzer sonuglar elde

. 44,143,180,181

edilmist Bunun yaninda yapilan caligmalarda uygun inkiibasyon

sicakliklar1 25 ile 45°C arasinda degisiklik gostermektedir**!'30-143182-183.188.190-194.

Sicakligin 37°C’den 45 °C’ye ¢ikarilmasiyla da enzim iiretimlerinde énemli
azalmanin oldugu gozlenmistir. Ayrica fermantasyon sicakligindaki bu azalma
ortamin buharlagsma hizin1 diisiirmesi acisindan da avantaj saglamaktadir.

Calismamizda kullandigimiz ~ bakterilerin optimum iireme sicakliklari
37°C’dir. Kiiltiir ortamlarinin da bu sicakliga benzer kosullarda olmasi enzim iiretme

yeteneklerini arttirmis olabilir.

KSF’de sicaklik kontroliiniin ¢cok ©Onemli oldugu ve mikroorganizmanin

gelisebilmesi, enzim ya da metabolitleri tiretebilmesinin ortam sicakligiyla yakindan
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iliskili oldugu belirtilmektedir®’. Genellikle kati substrat fermantasyonunda ortam
sicakligr 25-37°C araliginda degismektedir ve mikroorganizmalarm biiyiime
kinetigine bakildiginda sicakliga baglh olarak bu sicaklik araliklarinda kararh kaldig:

belirtilmektedir'>!

. Maksimum enzim iiretimi 37°C’de yapilan deneylerde elde
edilmistir ve bu sicaklik literatiirde belirtilen sicaklik degerlerine olduk¢a yakindir.
Yabani sus B. licheniformis ile B. licheniformis 12759 substrat olarak piring
kabuklarinin kullanildigi KSF ortamlarinda (-galaktosidaz iiretimi i¢in farkl
inkiibasyon sicakliklarinda (30-37-40-45 ve 50°C) kiiltir edildiklerinde B.
licheniformis 12759 B-galaktosidaz iiretmesi yoniiyle bu sicaklik degisimlerine daha
fazla toleransli davranmis ve daha fazla enzim iiretimi gostermistir. Bu yoniiyle B.

licheniformis 12759 B-galaktosidaz iiretimine yonelik kullanimda daha avantajh

goriinmektedir.

Fermantasyon sisteminde calkalama sistemdeki homojeniteyi arttirir ve
gradiyentleri bozar. Bakteri hiicreleri substrat yiizeyine sikica baglanmadiklarindan,
calkalama ile baslica hava akimiyla iliskili biyokiitle engeli ortadan kaldirilabilir.
Karmagik molekiiller olan enzimleri mekanik giice duyarhidirlar ve uygun olmayan
calkalama hizlarinda enzim denatiirasyonu meydana gelebilirlgs. Diisiik calkalama
hiz1 fermantasyon ortaminda organizmanin biiylimesi ve enzim iiretimi i¢in gerekli

olan zayif havalandirma oranma neden olabilir.

Enzim iiretimi iizerine ortam bilesenlerinin yaninda ortam sartlarinin da etkin
oldugu sentetik ortama gore, dogal substratlarin kullanildig1 ortamlarda oksijen
transferinin daha yavas oldugu bilinmektedir. Oksijen transferini 6nemli oranda
etkileyen c¢alkalama hizinin incelendigi deney sonuclarimiz Sekil 5.19. ve Sekil

5.20.’de verilmistir. 60, 100, 120, 180 ve 200 rpm de yapilan deney sonucunda enzim
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tiretiminin azaldig1 belirlenmistir. Bu sonug, derin fermantasyona gore daha viskoz
olan kat1 substratin kullanildig1 ortamda diisiik karistirma hizinda oksijen transferi
smirlanmakta, yiiksek karistrma hizlarinda ise mikroorganizmanin gelismesi
olumsuz yonde etkilenmektedir. Diisiikk karistirma hizinda enzim aktivitesindeki
azalma fermantasyonun oksijen smirlandirmasindan ve/veya kati substrata bagli

besinlerin ortama yeterince gecememesinden kaynaklanabilecegini gostermektedir.

Yaptigimiz calismada KSF ortamlarinda B. subtilis RSK96’dan maksimum a-
amilaz ve proteaz Uretimleri icin uygun calkalama hizi 150 rpm olarak tespit
edilmistir.  Elde ettigimiz bu sonu¢ Onceki calismalar 1ile paralellik

o . 193,197
gostermektedir 9319

. Mikroorganizmalardan enzim optimizasyonu caligmalarinda
calkalama hizlar1 farklilik gostermektedir. Bunun yaninda diger arastirmacilar

tarafindan yapilan onceki ¢alismalarda enzim iiretimi i¢in uygun calkalama hizlar:

120, 180, 200, 250 ve 260 rpm olarak tespit edilmigtir®!-*4!42143-181.184.187.193.197

Ekstraksiyon fermente olmus biyokiitleden enzim elde etmek i¢in dnemlidir
ve bundan dolay1 uygun bir solvent se¢imi gereklidir. Ekstraksiyon islemi i¢in diisiik
solvent hacmi kullanilirsa total aktivitede azalma gozlenir ve bu yetersiz solvent

hacmi fermente olmus kati1 substrat kiitlesine yeterince niifus edemez'”’

. Uygun
ekstraksiyon sivisi secimi enzim elde etme asamasinda maliyeti azaltan 6nemli bir

farktordiir.

Enzim iretimi lizerine ekstraksiyon ortaminin etkisini belirlemek i¢in kati
substrat olarak pamuk sapinin (kiigiik) kullanildigi KSF ortaminda en yiiksek o-
amilaz aktivitesi ekstraksiyon ortami olarak 50 mM NaClI kullanilan ortamda (847

U/mg) (Sekil), mercimek kabuklarmin kati substrat olarak kullanildigi KSF
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ortaminda en yiiksek proteaz aktivitesi ekstraksiyon ortami olarak %1 Triton X 100
kullanilan ortamda (3781,5 U/mg), B. licheniformis ATCC 12759 ve yabani sus B.
licheniformis piring kabuklariin bulundugu KSF ortaminda ekstraksiyon medyumu
olarak ¢esme suyunun kullanildig1 ortamda en yiiksek B-galaktosidaz aktivitesi elde
edilmistir. Yabani sus B. licheniformis ile B. licheniformis 12759 [B-galaktosidaz
tretimi i¢in farkli ekstraksiyon ortamlar: ile ekstrakte edildiginde B. licheniformis
12759 B-galaktosidaz iiretimi bakimindan tiim ekstraksiyon ortamlarinda yabani sus
B. licheniformis’e gore daha fazla iiretim gerceklesmistir. Cesme suyunun mineral
madde bakimindan zengin olmasi mikroorganizmanm enzim liretme yetenegini-

stabilitesini arttirmis olabilir.

Yaptigimiz caligmaya benzer sekilde o-amilaz, proteaz ve B-galaktosidaz
tiretimine yOnelik ©nceki caligmalarda farkli tamponlar, deterjanlar ve saf su

ekstraksiyon sivis1 olarak kullanilmgtyr!>#4-142195.19

Genelde canli hiicreler ortamin %70-80 nem igerigi ile karakterize edilir ve
bu nedenle su icerigi yeni hiicrelerin sentezini belirleyen 6nemli bir faktordiir. Bir
faktor olarak nem, KSF’nin tanimlanmasiyla iligkilendirilmistir. Bu parametrenin
kontrolii mikroorganizmanin metabolik aktivitesindeki degisimi kontrol etmek icin
kullanilabilir. Bakteriler i¢cin kati matriks nem oranmnin %70’ten fazla olmasi
gerektigi belirlenmistir'”’. KSF yonteminde az suyun bulundugu sartlarda hizla
gelisen bir organizma kullanilir ve eger aktif bir inokiilim islemi substrat yiizeyine

yapilirsa kullamlan organizma kontaminant mikroorganizmalarla rekabet edebilir™*.

Inokiiliim seviyesindeki artis genelde organizmanin biiyiimesi ve biiyiime ile

ilgili aktiviteleri belirli oranda arttirmaktadir. inokiilim seviyesindeki artis besin
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azhigindan dolayr mikrobiyal aktivitede azalmaya neden olabilir. Diisiik inokiiliim
hacmi iiretim ortamindaki hiicrelerin sayisinda azalmayla sonuglanabilir. Bu istenen
iriin olusumu ve substrat kullanimi i¢in daha fazla zaman gereksinimine yol

195,200
acar .

Yiiksek miktarda bakteri ekimi nem seviyesini arttirarak yiizeyde emilmeyen
bir tabaka olusumuna ve difiizyon bariyeri gibi gdrev yapmasina ve kat1 substratin
olumsuz etkilenmesine yol acar. Bu durum mikrobiyal aktiviteyi azaltacagindan

T 1. 44,143,195
enzim iiretiminde diislise yol agabilir ™ %

Dogal ortamlarda enzim iiretimi diger ortamlara nazaran daha yavas

gerc;eklesmektedir196

. Mikroorganizmanin besiyerinde bulunan glukoz ve nisasta gibi
besinleri dogal substratlara gore daha hizli metabolize etmesi beklenen bir sonugtur.
Kat1 substratin ortama ge¢cmesi, bu substratlar1 mikroorganizmanin kullanacak forma
getirmesi gibi ara kademeler sonucu ortamdaki enzim aktivitesi daha geg
belirlenebilmistir.

Enzim {iiretimi {izerine inokiilim hacminin etkisini belirlemek i¢in yapilan
calismalarda B. subtilis RSK96’da a-amilaz ve proteaz i¢in uygun inokiiliim hacmi
sirastyla 3.5 mL ve 3 mL olarak tespit edilmistir (Sekil 5.21. ve 5.22.). B.
licheniformis ATCC12759 ve yabani sus Bacillus licheniformis’ten en yiiksek [-
galaktosidaz iiretimleri i¢in uygun inokiiliim hacmi her iki mikroorganizma i¢inde
3.5 mL olarak tespit edilmistir (Sekil 5.23. ve 5.24.). Arastirmacilar tarafindan
yapilan onceki caligmalarda, kullanilan mikrooganizma ve substrat tiiriine bagl
olarak inokiilim hacimleri farkli degerlerde (%10, 20, 25 ve 30)

136,143,195,201-203

belirlenmigstir . Elde ettigimiz sonuclar onceki ¢aligmalar ile paralellik

gostermektedir.
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Ortamda bulunan bakteri miktarinin azligi iiremenin yavas olmasma ve
dolayisi ile diisiik enzim iiretimine neden olur. Inokiiliim hacmi arttik¢a, ortamda
bulunan bakteri yogunlugu da artar ve dogal olarak sentezledigi metabolitler de artar.
Bu metabolitlerin artis1 a-amilaz, proteaz ve B-galaktosidaz iiretimini indiiklemis ve
dolayisiyla bu enzimlerin miktarlarint da arttirmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
Inokiiliim hacmi ¢ok fazla olunca da enzim iiretiminde diisiis gozlenmistir. Bunun

nedeni biyokiitledeki artisin yaninda siirli besin varligindan kaynaklanabilir.

Kat1 substrat fermantasyonunda ortamm nem igeriginin kritik éneme sahip
oldugu bilinmektedir. Enzimin biyosentezi ve salgilanmas1 kati haldeki substratin
nemle etkilesimiyle iliskilendirilebilir. Yiiksek nem icerigi substratin gdzeneklerini
tikar, yapiskanlik 6zelligini artirir, gaz hacmini azaltir, difiizyonu diisiiriir ve oksijen
smirlanmasi ile sonug¢lanabilirken, diisiik nem icerigi kati haldeki besinlerin ortama
gecebilmesi icin yeterli olmayabilir ve substrat sigkinligini azaltmaktadir, ayni
zamanda yliksek oranda su gerilimleri meydana gelir43 44204208 Ortamun su aktivitesi
hiicre membranindan madde gecisinde su ve soliitlerin kiitle transferi i¢cin temel
olarak g6z Oniine alinabilir. Bu parametrenin kontrolii mikroorganizmanin metabolik

aktivitesindeki degisimi kontrol etmek icin kullanilabilir®.

Baslangic nem igeriginin (%30-80) biiytime, farkli metabolitlerin biyosentez
ve salgilanmasimi etkiledigi i¢in kat1 substrat fermantasyonu i¢cin énemli bir faktor
oldugu rapor edilmistir’®%.

B. subtilis RSK96’nin kiiltiir edilecegi KSF ortamima kati substrat olarak

eklenen substrat miktarinin (nem) o-amilaz ve proteaz iiretimi iizerine etkisini
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belirlemek i¢in yapilan calismada %30’luk (3 g) substrat miktarinin uygun oldugu
tespit edilmistir (Sekil 5.25.ve 5.26.). Maksimum diizeyde B-galaktosidaz iiretimi
icin B. licheniformis ATCC 12759 ve yabani sus B. licheniformis’in kiiltiir edildigi
KSF ortamlarinda kat1 substrat olarak kullanilan substrat miktarlar1 her iki bakteri

icinde %20’lik (2 g) tespit edilmistir (Sekil 5.27. ve 5.28.).

Ortamin nem igerigindeki degisimler fermantasyon siiresince havalandirma
ve metabolik aktivitelerde degisimlere yol acar bu ylizden KSF isleminde nem
oranimi optimize etmek oldukga onemlidir*. Ortamin nem iceriginin de degistigi bu
deneylerde, diisiik substrat konsantrasyonlarinda enzim iiretiminin diisiik oldugu
gorilmiistiir. Kepek miktar1 azliginda ortamda substrat az olacagindan iireme ve
enzim iuretimi de yavas olacaktir. Substrat miktar1 belli bir miktarm iizerine
ciktiginda ise mikroorganizmalar i¢in havalandirmanin gii¢liigii, su oraninin diismesi
gibi nedenlerden dolay1 enzim iiretimi de azalmis olabilir.

KSF teknigi kullanilarak yapilan Onceki caligmalarda, kullanilan substrat
miktarlar1 farkli degerlerde (%15, 20, 70, 85 ve 90) belirlenmistir**"*"'*>!% Elde
ettigimiz sonuglar 6nceki caligmalar ile paralellik gostermektedir.

pH cesitli metabolik aktiviteler iizerinde etki gostererek hiicre zarindan gegen
baz1 bilesikleri etkileyen her fermantasyon isleminde goz Oniinde bulundurulmasi
gereken Onemli bir faktordiir’™. Enzimler pH’a kars1 oldukca duyarhdirlar. Enzimler
protein yapisinda olduklarindan dolayi, enzimin primer ve sekonder yapisini
olusturan aminoasitlerin iyonlasmasi pH’dan etkilenir. Bu durum enzim aktivitesine
de etki eder. pH’da meydana gelen herhangi bir degisiklik protein yapisinda anlamli
degisikliklere yol acar. pH enzimlerin aktivasyon ve inaktivasyonunda onemli bir

oynar. Her enzim maksimum enzim aktivitesi i¢in optimum bir pH degerine sahiptir.
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Kat1 substrat fermantasyonlarinda (KSF) fermantasyon siiresince pH kontrolii
yapilamaz, sadece substratin baslangi¢c pH’1 inokiilasyondan once ayarlanabilir. Baz1
tarim endiistrisi atiklar1 egsiz bir tampon 0zelligine sahiptirler ve enzim iiretimi i¢in
avantajlar saglamaktadir. Ornegin bugday ve pirin¢ kabugu ile nemlendirilmis bir

karisimda %25 bugday kepegi yaklasik pH 5.5 baslangic pH’1na sahiptirzog.

B. subtilis RSK96, B. licheniformis ATCC12759 ve yabani sus B.
licheniformis’in kiiltiir edilecegi KSF ortamlarmin baslangic pH’s14.0-10.0 degerleri
arasinda a-amilaz, proteaz ve [-galaktosidaz iiretimleri agisindan incelendiginde
maksimum o-amilaz ve B-galaktosidaz iiretimleri i¢in uygun baslangic pH’1 7.0 ve

proteaz i¢in pH:9.0 olarak tespit edilmistir (Sekil 5.29-Sekil 5.32.).

Organizmanin biiylimesi sirasinda pH degisimi ortamdaki {iriin stabilitesini

etkiler. Bircok Bacillus tiirii amilaz iiretimi icin pH 6.0 ve 9.0 arasinda ticari olarak

67,210,211

SmF ile iiretilmektedir . Mikrobiyal biiylime ve metabolizma hidrojen iyon

212

dengesini ve dolayisiyla kiiltiir ortaminin pH’1n1 bozar™ “. Daha 6nceki ¢aligmalarda

amilaz icin optimum aktivite pH’s1 genellikle 5-6,5 arasinda oldugu rapor

159,181

edilmistir . Proteaz iiretimi tizerine baslangic pH etkisi ile ilgili elde ettigimiz

sonuclar onceki ¢aligmalarla paralellik g(jstermektedir213 214,

Mikrobiyal tiirler tarafindan enzim iiretimi dis ortam pH’ina siki bir sekilde
baghdir. Ciinkii kiiltiir pH’s1 bircok enzimatik islemden etkilenir ve pH degeri sadece
enzimlerin degil tiim proteinlerin yapisini etkileyen bir faktordiir'*.

pH’daki bu degisim baslangictan itibaren dogal substratin biinyesinde
bulunan proteinlerin ortama salgilanmasiyla ve daha sonraki pH artig1 ise

215

mikroorganizmanin protein iiretimi ile aciklanabilir™~. Enzim iiretiminin maksimum
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oldugu zaman dilimlerinde ortam pH’sminda yaklagik olarak ayni ve paralel bir trend
izledigi goriilmektedir.

Yaptigimiz caligmalarda elde ettigimiz sonuca benzer sekilde Onceki
caligmalarda uygun baslangic pH’s1 a-amilaz iiretimi icin 7.0 olarak tespit

169,194,215,216 B

edilmistir -galaktosidaz icin yapilan calismalarda pH:5.0, 5.5 ve 6.5

olarak tespit edilmistir®'’>"?,

Proteazlarda ozellikle alkalin olanlar i¢in pH genellikle 8.0 ve tizeri olarak
rapor edilmistir. Calismamizda proteaz iiretimi icin uygun baslangic pH’1 9.0 olarak
tespit edilmistir. Serin proteazlarin (E.C. 3.4.21) bir alt tipi olan “alkalin proteazlar”
yilksek pH degerlerinde ve yiiksek sicakliklarda kararli olmalarindan dolay: basta
deterjan endiistrisi olmak tizere deri, gida, ipek ve kagit endiistrilerinde yaygin
sekilde kullanilmaktadir™.

Yapilan bir ¢aligmada sterilizasyon icin otoklavlanan orneklerin baslangic
pH’larinin farkli olmasina ragmen Orneklerin ayni pH oOzelligi gosterdigi tespit
edilmistir. Bunun iizerine ¢aligmada kat1 substrat olarak kullanilan subtratin icerdigi
yiikksek yapidaki proteinlerden (yaklasik %60) dolay1 bu proteinlerin tampon olarak
gorev yaptigi diisiiniilmiistir™”.

Fizikokimyasal parametreler arasinda biiyiime ortaminin pH’s1 organizma ve
enzim salgilanmasini iceren morfolojik degisiklikler tizerinde 6nemli bir rol oynar ve
daha Once yapilan calismalarda enzim iiretiminin fermantasyon ortaminin baslangi¢
pH’ma kars1 olduk¢a duyarh oldugu rapor edilmistir'*>**!,

Son zamanlarda, protein miithendisligi sayesinde, deterjanlarda agartict madde

olarak kullanilan perborata dayamikli alkalin proteazlar kullamilmakta olup

giiniimiizde deterjanin alkalinite derecesine ve icerigine gore en uygun proteaz
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secilerek formulasyon yapilabilmektedir. Calismamizda, elde ettigimiz proteazin
ozellikle deterjan, kagit, gida ve ipek sanayinde istenilen ozelliklere sahip oldugu

gorilmiistiir.

KSF ortaminda en iyi aktivite veren substrat karisitmlarinin kullanilmasi ile
yaptigimiz deneylerde maksimum o-amilaz, proteaz ve [-galaktosidaz iiretimleri
icin sirastyla %90 pamuk sap1 (kiigiik)-% 10 piring kabugu, % 90 mercimek kabugu-
%10 pamuk sap1 (biiylik) ve %90 piring kabugu-% 10 pamuk sap1 (kiigiik) substrat

olarak kullanilan KSF ortamlarinda maksimum enzim itiretimleri gerceklesmistir.

Yapilan onceki ¢alismalarda farkli tarim atiklar1 farkli oranlarda karigtirilarak
KSF ortamlarinda substrat olarak kullanilmis ve benzer sonuglar elde

c . 44.194.202,209,217,22
edilmistir »194,202,209,217,222

Pamuk sap1 (kiigiik)+piring kabugu, mercimek kabugu+pamuk sap1 (biiyiik)
ve piring kabugu+pamuk sapi (kiiciik) karisimlar1 yukarida belirtilen oranlarda
karistirilirsa kullandigimiz mikroorganizmalardan maksimum enzim iiretimi elde
edilebilir. Bu kati atiklar fermantasyonda substrat olarak mikroorganizmalar
tarafindan kullanildiklarinda cevre kirlenmelerini 6nleme ve ekstraselliiller enzim

elde edilmesi icin diisitk maliyetli bir mikrobiyal teknoloji olanagi saglayabilir.

Genelde bircok mikroorganizma hiicresel fonksiyonlarini saglamak, biyokiitle
formasyonu ve metabolit iiretimi icin bir karbon kaynagina ihtiya¢ duyarlar.
Bakteriyel tiirler proteaz {iretimi swrasinda karbon kaynagi tiirline ve
konsantrasyonuna gore farkli tepkiler verirler. Ortama eklenen karbon kaynaklar:
mikroorganizmalarm beslenebilmeleri, iiremeleri ve enerji iiretebilmeleri icin

gereksinim duyduklar1 en biiyiik besin kaynagidir.
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Yaptigimiz ¢calismada kullandigimiz mikroorganizmalarin kiiltiir edildigi KSF
ortamlarina farkl karbon kaynaklar1 (%1 maltoz, glukoz, galaktoz, fruktoz, ksiloz,
mannoz, laktoz, arabinoz ve sukroz) ilave edilmistir. Pamuk saplarinin (kiigiik) kati
substrat olarak kullamildigi KSF ortamimna eklenen karbon kaynaklari a-amilaz
liretimi iizerinde herhangi bir artiric1 etki gostermemistir. Incelenen proteaz aktivite
degerlerinde arabinoz, laktoz, galaktoz, fruktoz, siikroz ve mannoz bulunan
ortamlarda proteaz iretiminde artiy gozlenmistir. Benzer sonuglar Onceki

caligmalarda da meveuttur >

. Pirin¢g kabuklarinin kat1 substrat olarak kullanildigi
KSF ortamlarma eklenen farkli karbon kaynaklarinin (%1) bulundugu ortamlarda
kiiltiir edilen B. licheniformis ATCC 12759 ve yabani sus B. licheniformis’ten [-

galaktosidaz iiretimi lizerine artiric etki gostermemistir.

Diisiik molekiil agirlikli sekerler represyondan dolayr a-amilaz sentezini
azaltmus olabilir. Bu sonug bize kat1 substrat fermantasyon ortaminda substrat olarak
kullanilan pamuk saplarinin (kiiciik) B. subtilis RSK96 i¢in iyi bir destekleyici
olmasinin yanindan ayni zamanda da iyi bir karbon kaynagi oldugu fikrini
vermektedir. Elde ettigimiz bu sonu¢ Onceki c¢aligmalarla  paralellik

N . 164,223,224
gostermektedir ~ 7,

Yaptigimiz calismada kullandigimiz mikroorganizmalarin kiiltiir edildigi KSF
ortamlarmna farkli organik ve inorganik azot kaynaklar1 (%1) ilave edilmistir. Pamuk
saplarimin (kiiciik) kat1 substrat olarak kullanildigi KSF ortamlarina eklenen azot
kaynaklarindan amonyum nitrat bulunan ortamda o-amilaz iiretimi artmustir. Benzer

sonuclar onceki ¢calismalarda da meveuttur®®!3-202215.221.223-229
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Incelenen proteaz aktivite degerlerinde organik azot kaynaklarmdan beef
extract ve sodyum nitrat bulunan ortamlarda enzim iiretiminin arttig1 tespit edilmistir.
Organik azot kaynaklarnin (yeast extract, pepton, beef extract) bakteriyel suslarda
maksimum enzim Uretimi sagladigi  yapilan bircok calismada ifade

edilmektedir'®'">*°

. Beef extract ve sodyum nitrat gibi azot kaynaklarmin bulundugu
KSF ortamlarinda enzim iiretiminin artmasi, bakterinin besiyerindeki bu azot
kaynaklarmi kullanarak proteine doniistiirdiigii fikrini vermektedir. Bu azot
kaynaklar1 bircok kimyasal madde icerdiginden, iceriklerindeki hangi maddelerin
enzim iretimini arttirdi@in1 saptamak giictiir. Uygun karbon ve azot kaynaklarmin
veya diger besinlerin secimi etkili ekonomik bir islemin gelistirilmesinde cok dnemli
bir faktordiir. Benzer sonuglar 6nceki ¢alismalarda da meveuttur? 72 130-178:199.231-233

Azot ve karbon kaynaklarmin se¢imi enzim iretimi lizerinde Onemli bir
etkiye sahiptir. Elde ettigimiz sonuglara benzer sekilde onceki ¢aligmalarda oldugu
gibi bakteriler biiylime ve enzim iiretimi icin farkli organik ve inorganik azot
kaynaklarmi tercih ederler. Genelde kompleks azot kaynaklar1 proteaz iiretimi icin
daha fazla tercih edilmektedir®~>"%,

Mercimek kabuklarinin substrat olarak kullanildigi ortamlara eklenen karbon
(arabinoz, laktoz, galaktoz, fruktoz, glukoz, siikroz, mannoz) ve azot kaynaklarinin
(beef extract ve sodyum nitrat) proteaz sentezini arttirmalari bu maddelerin B.

subtilis RSK96’ya besin teskil etmesi ve enzim liretimini olumlu yonde etkilemesi

seklinde agiklanabilir.

Pirin¢ kabuklariin kati substrat olarak kullanildigi KSF ortamlarina eklenen

farkli azot kaynaklar1 (%1) bulundugu ortamlarda kiiltiir edilen B. licheniformis
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ATCC 12759 ve yabani sus B. licheniformis’ten B-galaktosidaz iiretimi iizerine

artiric etki gostermemistir.

Substrat olarak pirin¢ kabuklarmin bulundugu kati substrat fermantasyon
ortamlarina eklenen karbon ve azot kaynaklar1 varhiginda kiiltiir edilen B.
licheniformis ATCC 12759 ve yabani sus B. licheniformis’te [-galaktosidaz
tiretimlerinde diisiis gozlenme sebebi ortamda bulunan fazla besin miktarindan
kaynakli olabilir. Ciinkii ortamda bulunan fazla besin mikroorganizmanin iireme
stiresini etkiledigi ve buna bagli olarak uygun inkiibasyon siiresininde degistigi

diistiniilmektedir.

Calismalarimizda tarimsal atiklarin substrat olarak kullanilmasi ile azot
ihtiyact bu substratlardan karsilanmis olabilir. Kiiltiir ortaminda karbon kaynaklar1

gibi tarim maddelerinin kullanimi enzim iiretim maliyetini azaltmaktadir.

Pamuk saplarmin (kiiciik) kati substrat olarak kullanildigi KSF ortamlarina
eklenen % 0.1 konsantrasyonundaki metal tuzlar1 bulunan ortamda kiiltiir edilen B.
subtilis RSK96 iirettigi o-amilaz aktivite tayinlerinde elde edilen aktivite degerleri
kontrole (1185.7 U/mg) gore diisiik bulunmustur. Metal tuzlarini i¢ceren ortamlardan
en fazla enzim iiretimini baskilayici etki gosteren ZnSOy iceren ortam olmustur.

Calismamizda kiiltiir ortaminda Zn** iyonlarmin bulunmas: o-amilaz
sentezini azaltmistir. Daha Once yapilan ¢aliymalarda Zn** etkisi o-amilaz iizerinde
farkl etkiler gésternlistir234'236.

Metal tuzlarinm kullanimimin enzim iiretimi iizerine Oonemli bir etkisinin

bulunmadiginin tespit edilmesi kullandigimiz bakterinin tuz ihtiyaci substrat olarak

kullanilan pamuk sap1 ve ¢esme suyundan karsiladigi fikrini vermektedir. Bu
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yoniiyle B. subtilis RSK96 ile yapilacak enzim iiretim caligmalarinda liretim maliyeti
azalabilir.

Mercimek kabuklarmin kat1 substrat olarak kullanildigi KSF ortamlarina
eklenen % 0.1 konsantrasyonundaki metal tuzlar1 bulunan ortamlarda kiiltiir edilen B.
subtilis RSK96’nm iirettigi proteaz aktivite tayinlerinde FeSO4, MgSO, ve CaCl,
iceren ortamlardan elde edilen aktivite degerleri kontrole gore daha fazla ¢cikmustir.
Metal tuzlarm iceren ortamlardan ZnSOy iceren ortamda proteaz baskilanmustir.
Yaptigimiz c¢alismaya benzer sekilde daha Once yapilan caligmalarda kiiltiir
ortaminda eklenen ¢esitli tuzlarin enzim aktivitesini arttirdigma yonelik calismalar

mevcutturm’23 7,23 8.

Nisasta sivilastirma islemi genelde 70-90°C gibi yiiksek sicakliklarda
gerceklestirilmektedir. Bu acidan termostabil amilazlara yonelik biiyiikk bir ilgi
vardir®.

Calismamizda a-amilaz i¢in optimum aktivite sicakligi 60°C, proteaz igin ise
90°C olarak belirlenmistir. a-Amilaz 100°C’de aktivitesini yaklagik olarak %73
olarak muhafaza ettigi Sekil 5.33.te gosterilmektedir. Bezer sekilde yapilan 6nceki
caligmalarda yiiksek 1silara dayanikli a-amilaz enzimlerinin varligi rapor
edilmistir™**. Bu yoniiyle kullandigimiz bakteriden elde edilen a-amilaz nisasta

sivilastirma islemlerinde kullanilabilir.

Elde ettigimiz proteazin optimum sicakhigi 90°C’dir. Enzim 100°C’de
aktivitesinin yaklasik %89’unu korumaktadir. Ozellikle deterjan ve deri isleme
sanayii sicakliga baglh siirecler oldugundan belirli sicaklilard bu enziminin

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Buna benzer olarak daha onceki caligmalarda B.
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pumilus, B. cereus BG1, B.mojavensis’den elde edilen proteazlarin optimum aktivite

sicaliklar1 60°C olarak rapor edilmistir™*2*2.

Kullandigimiz proteazin sicaklik uygunlugu suan Savinase ve Esperase ticari
isimleriyle deterjan endiistrisinde kullanilan Bacillus sp. tarafindan iiretilen iki
alkalin proteaz ile uyusmaktadir.

Kullandigimiz mikroorganizma (B. subtilis RSK96) mezofilik olmasina
ragmen diger mesofilik kaynaklardan elde edilen enzimlerle karsilastirildiginda daha
dikkat cekmektedir. B. subtilis RSK96 termofilik o-amilaz ve proteaz iiretmektedir.
Bu enzimlerin deterjan katki maddeleri gibi kullanimi i¢in gerekli olan onemli bir
ozelliktir. Daha Once bir¢ok Bacillus tiirtinden yiiksek sicakliklarda is goren enzimler
rapor edilmistir™* 2.

B. subtilis RSK96 pamuk saplarinin (kii¢iik) KSF ortaminda substrat olarak
kullanildig1 deneylerde fermantasyon ortam biiyiikliiglinii artrmaya yOnelik
deneylerde en yiiksek a-amilaz iiretimi fermantasyon ortami olarak 250 mL
hacimdeki erlen ortamindan elde edilmistir (Sekil 5.35.). Mercimek kabuklariin kat1
substrat olarak kullamildigi KSF ortamlarinda fermantasyon ortam biiytikliigiinii

arttirmaya yonelik calismalarda en yiiksek proteaz aktivitesi 1000 mL hacimdeki

erlen ortamindan elde edilmistir (Sekil 5.36.).

Kullandigimiz  B. licheniformis ATCC 12759 ve yabani sus B.
licheniformis’ten elde ettigimiz [-galaktosidaz laktozun enzimatik hidrolizinde
kullanilarak sonucta laktozdan dort kat daha fazla tath ve ii¢ kat daha fazla ¢oziiniir
glukoz ve galaktozdan meydana gelen bir seker karigimi elde edilebilir. Bu seker

karigtmi  yogun bir seker surubu gibi is goOrebilir ve bu sayede firinlama
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endiistrisinde, sekerleme {iiriinlerinde, dondurma ve diger iiriinlerin hazirlanmasinda
kullanilabilir.

Laktozun sindirilememe durumunu azaltmak i¢in diisiikk oranda laktoz iceren
stit tiretimine yonelik endiistriyel uygulamalarda elde ettigimiz B-galaktosidazin

kullanilmasiyla bu sorunun iistesinden gelinebilir.

Amilazlar diinya pazarinda 6nemli bir sermaye payina sahiptirler. Bugiinkii
senaryoda amilazlar gidalar, deterjanlar, tekstil ve kagit endiistrileri gibi tiim
endiistriyel uygulamalarda nisasta hidrolizi icin kullanilmaktadirlar. Ayn1 zamanda
farmakolojik ve degerli kimyasallarin meydana getirildigi endiistriyel alanlarda da

kullanilabilirler.

Gecen son 30 yildan beri a-amilazlar nisasta hidrolizatlarinin meydana
getirilmesinde asit hidroliz islemlerinin yerini alarak kullanilmaktadirlar. Bu enzim
aynt zamanda bira, meyve suyu, giysiler ve porselenlerdeki nisastanin
uzaklastirilmasi i¢in kullanilmaktadirlar. Biyoteknolojinin 1518inda oa-amilazlar
biyofarmakolojik uygulamalarda ©nem kazanmistir. Gida ve nisastaya dayal
endiistrilerde Onemli bir pazardir ve gelecekte bu sektorlerde her zaman canh

kalacaktir.

Yiiksek sicakliklarda aktivite gosteren proteazlar eczacilik, deterjan, deri,
tabakhane, aminoasit iiretimi, kontakt lenslerin temizlenmesi, atik islah1 vb. gibi
uygulamarda kullanilabilir.

Proteazlar deterjanlarin hazirlanmasinda kullanilirlar. Camasir deterjanlarinin
pH’s1 genelde 9-10.5 arasinda degismektedir ve sicaklik 90°C’ye kadar olabilir'"*. Bu

yOniiyle elde ettigimiz proteaz enzimi deterjan katki maddeleri gibi kullanilabilir.
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Camasir yikanmasi diinya genelinde ortak bir gereksinimdir. Saglik, hijyen
giivenligi ve yasam tarzi acisindan memnun edici olmalidir. Temizlik aligkanliklart
yeni teknolojiler, yeni kirletici kaynaklar1 ve su fakliliklarindan dolay: giinden diine
degismektedir. Deterjan pazarindaki hizli gelisim ve cesitlilikte siirekli olarak
ihtiyaglar1 karsilamak icin meydana getirilen modern, gelismis ve modifiye iiriinler

dikkate almmalidir'"’.

SmF ile karsilastirildiginda genelde daha az kompleks karbon kaynaklar:
kullanilir, kat1 maddeler mikrobiyal metabolizmada indiiksiyon, inhibisyon ve
represyona neden olabilen yiiksek molekiiler agirliga sahip karbon bilesiklerinin
substratlarla karigmasini engeller. KSF’nin bu egsiz 0zelligi mikroorganizmaya
diisik oranda nem iceren ortamda segici bir biiylime ortami saglar ve boylece
organizma degisik ekstraselliiller enzimleri bagli ya da serbest halde iiretir aym

zamanda kat1 yiizeylere yakin yiiksek besin konsantrasyonlarinda gelisebilir™*®.

KSF'de amaglanan enzim {iretimi i¢in olusturulacak ortamin iiretim
maliyetini azaltmak oldukca Onemlidir. Bakteriyel a-amilazlarin iiretilmesinde KSF
tekniginin kullanilmasi maliyet ve islem icin gerekli olan ara¢ gereksinimlerinin

Oonemli derecede azalmasini saglar ve daha az fermantasyon siiresi gerektirir.

Sonug olarak, mikroorganizmalar kullanilarak KSF’li ortamda enzim iiretme
caligmalar1 son yillarda giderek artmaya ve SmF’e alternatif bir teknik haline
gelmeye baslamistir. Diinya genelinde artan tarimsal atiklarin tekrar kullanilmalar1
ekolojik ve ekonomik olarak olduk¢a onemlidir. Birgok tarimsal atigin hayvan yemi
vb. alanlarda kullanilabildigi bilinen bir gercektir. Fakat KSF tekniginin kullanimu ile

bu atiklardan daha ekonomik yararlar saglamak miimkiin olacaktir.
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EKLER

Ek.1. Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi:

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

hacimleri saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

pH 8.0; 0.1 M Tris- HCI Tamponu: 50 mL 0.1 M Tris-baz ve 29.2 mL 0.1
M HCI hazirlanir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler bir beher igerisinden karistirildiktan sonra

hacimleri saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

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

hacimleri saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

pH: 6.8; 0.1 M Fosfat Tamponu: 24.5 mL 0.1 M Na,HPO, ve 25.5 ml 0.1
M NaH,POj4 hazirlanir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler bir beher icerisinden karistirildiktan

sonra hacimleri saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

pH: 7.0; 0.1 M Fosfat Tamponu: 30 mL 0.1 M Na,HPO4 ve 19 mL 0.1 M
NaH,PO4 hazirlanir. Hazirlanan bu cozeltiler bir beher igerisinden karistirildiktan

sonra hacimleri saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.
Ek.2. Alkalin Cozeltisi
%4 Na,COs
%4 Na-K tartarat
%2 CuSOy4
100 mL Na,COj; iizerine 1mL Na-K tartarat, ImlL CuSOgilave edilir.

EKk.3. Bernfeld Reaktifinin Hazirlanmast:

20 g 3,5 dinitro salisilik asit 400 ml distile su i¢inde ¢Oziindii. Bagka bir
beherde 32 g /300 ml NaOH c¢ozeltisi magnetik karistirict ile karistirildi. Daha sonra
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yavas yavas 3,5 dinitro salisilik asit iizerine eklendi. Bir siire sicak su banyosunda
bekletildi. Sonra 600 g Na-K-Tartarat azar azar eklendi. Hacim saf su ile 2000 mL’ye
tamamlandi1 (Bernfeld, 1955)238.

Ek.4 Deterjan Cozeltilerin Hazirlanmasi:

SDS (Sodium dodecil sulphate) ve CHAPS (3-[(3-Cholamido-propyl)-
dimethylammonio]-propane- sulfonate)’den 0,1g, Tween- 40, Triton X- 100’den 100
uL alinip iizerlerine 10 mL ¢cesme suyu eklendi.

Ek.S Nisastanin Hazirlanmasi

%0.5’ lik nisasta 0.1M pH 7 sodyum fosfat tamponu icerisinde ¢oziinmesi

saglanarak hazirlandi.

Ek.6 ONPG’ nin Hazirlanmasi

10 mL i¢in 0.018g O-nitro-fenil-B-D-galactopyranoside (ONPG), 0.1M pH

6.8 sodyum fosfat tamponu icerisinde ¢oziinmesi saglanarak hazirland1.

EKk.7 Azo-kazein hazirlanmasi

10 ml i¢in 0,02 gr azokazein O,1 M pH 9 Tris-HCI tamponu igerisinde ¢oziinmesi

saglanir.
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