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Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, Triinlerin kullanim alanlarinin

cesitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin
endiistriyel enzimlerle 1ilgili alaninda yapilan arastirmalar gittikge Onem
kazanmaktadir.

a-amilaz ve B-galaktozidaz glinlimiiz biyoteknolojisinin en 6nemli enzimleri
arasindadir. Bu enzimlerin ¢ok sayida endiistriyel uygulamalar1 bulunmaktadir.
a-amilaz; yiyecek, fermantasyon, tekstil, kagit, deterjan endiistrisi ve tip gibi pek ¢ok
kullanim alanina sahiptir.  p-galaktozidaz ise laktozun enzimatik hidrolizini
katalizleyerek saglik ve yiyecek teknolojisi acisindan oldukca faydali sonuglar
saglamaktadir.

Calismamizda SSF yontemiyle Bacillus circulans’tan a-amilaz ve f-
galaktozidaz iiretimi ve bu enzimlerin bir takim optimizasyonlar: tespit edilmeye
calisildi. SSF besiyerini olusturmak igin kat1 substrat olarak pamuk kiispesi, misir
kiispesi, elma kabugu, muz kabugu, portakal kabugu, piring kabugu, bugday kepegi
ve dar1 kullanildi. En iyi aktivite piring kabugunda elde edildi. Bu nedenle daha
sonraki ¢aligmalarimizda piring kabugu kat1 substrat olarak kullanildi.

Enzimlerin iiretimi i¢in en iyi inkiibasyon siiresi 48. saat, en iyi inkiibasyon
sicakligi 37°C olarak tespit edildi. Uygun ekim miktari, uygun nem miktar1 ve
baslangi¢ pH tespiti amaciyla yapilan deneylerde, a-amilaz i¢in uygun ekim miktari
%25, B-galaktozidaz i¢in %35; uygun nem miktar1 her iki enzim igin %20 ve
baslangi¢ pH’s1 7.5’te elde edildi.

50mM NacCl, %1 CHAPS, %]1 TritonX100, %1 SDS, %1 Tween 40, saf su,

pH 6.8 ve pH 7.0 sodyum fosfat tamponu ve cesme suyu kullanilarak uygun



ekstraksiyon ortami belirlenmeye calisildi. Her iki enzim i¢in en iyi aktivite ¢gesme
suyunda elde edildi.

25°C — 90°C sicaklik araliklarinda yapilan aktivite tayinlerinde a-amilaz igin
optimum aktivite sicakligi 70°C ve B-galaktozidaz i¢in 60°C olarak tespit edildi.

Enzimlerin iiretiminde en iyi aktivite kati substrat karisimlarindan 0.5g dar1 +
4.5g piring kabugu karisiminda elde edildi.

%1 oranindaki farkli azot ve karbon kaynaklarinin enzimlerin iiretimi tizerine
etkisi incelendi. o-amilaz i¢in en iyi azot kaynagi amonyum kloriir ve amonyum
nitrat iken P-galaktozidaz i¢in azot kaynaklarinin enzim {iretimini arttirict bir
etkisinin olmadig1 belirlendi. %1 oranindaki karbon kaynaklarinin ise enzimlerin
iretimini arttirmadig: tespit edildi.

%0.1 oranindaki metal iyonlarinin enzimlerin iiretimi tizerine etkisi incelendi.
Her iki enzim i¢in ZnSO4.7H,O ve CuSO4.5H,O’da aktivite goriilmezken

MgS04.7H,0, FeSO4.7H,0 ve CaCl,’ nin kontrole gore diisiik ¢iktig1 belirlendi.

Anahtar sozciikler : SSF, a-amilaz, B-galaktozidaz, Bacillus circulans.
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ABSTRACT

Because of the gradual development of the enzyme technology, the variety of
usage areas and high economic value of products, the researches on the industrial
enzyme of bio-technology are becoming more significant.

a-Amylase and B-galactosidase are among the most important enzymes of
modern biotechnology. There are a great number of industrial usages of these
enzymes. o-Amylase has many different usage areas such as food, fermenting,
textile, paper, the industry of detergent and medicine while B-galactosidase provides
relatively beneficial results for the health and food teachnology by catalyzing the
enzymatic hydrolysis of lactose.

In our study, we have worked on the obtaining a-amylase and -galactosidase
from the bacteria of Bacillus circulans with the help of SSF method and some
optimizations of these enzymes have been determined. In order to form SSF
medium; cotton pulp, corn gluten meal, the crust of apple, the crust of banana, the
crust of orange, rice husk, wheat bran and millet were used as solid substrate. The
best result was gained with rice husk. Therefore, rice husk was used as solid
substrate in the following studies.

The suitable incubation time for the obtaining of the enzymes has been
determined as 48th hour and the suitable incubation temperature has been found as
37°C. In studies done for the purposes of determining the proper planting amount,
humidity amount and pH the proper planting amount for a-amylase has been stated
as %25 and for B-galactosidase as %35 whereas the proper humidity amount has

been determined as %20 and suitable initial pH 7.5 for both of the enzymes
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By using 50mM NaClI, %1 CHAPS, %1 Triton, %1 SDS, %1 Tween 40,
deionize water, pH 6.8 and pH 7.0 sodium, the buffer of phosphate and tap water, the
proper environment of extraction was specified. The best result for both enzymes
was gained by using the tap water.

While designating the activations done at temperatures around 25 °C — 90 °C,
the ideal activation temperature for a- amylase was determined as 70°C and for -
galactosidase as 60°C.

While obtaining the enzymes, the best activation was seen with the mixture of
0.5g millet and 4.5g rice husk, out of the other solid substrate blends.

The effect of different nitrogen and carbon sources in % 1 ratios on the
production of enzymes was observed. While the best nitrogen source for a-amylase
was determined as ammonium chloride and ammonium nitrate it was found that there
is no effect of nitrogen sources on B-galactosidase in terms of increasing the
activation. It was determined that carbone sources in % 1 ratios do not induce the
activation of enzymes.

The effect of metal ions in %0.1 ratios on the activation of enzyme was
observed. Enzyme activity could not be seen in ZnSO4.7H,0 and CuSO4.5H,0 for
both enzymes. It was revealed that the amount of MgS0,4.7H,0, FeSO4.7H,O and

CaCl, was lower than the control group.

Key words : SSF, a-amylase, B-galactosidase, Bacillus circulans
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ONSOZ ve TESEKKUR
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1. GIRIS

Enzimler canli hiicreler tarafindan biyolojik kosullarda sentez edilen, katalitik
aktiviteye sahip genellikle protein yapisinda olan molekiillerdir. Enzimlerin aktivite
gostermesi i¢in hiicre icinde bulunmalar1 gerekmez. Enzimler bugiin hiicreden
cikmis ve artik g¢esitli bakimlardan gilinlik ve ekonomik hayata girmistir. Bugiin
ekmek, bira, peynir {liretimi gibi ekonomik sahalarda, temizlik alanlar1 gibi giinliik
yasamda ve bir saglik alam1 olan tipta teshis ve tedavide enzimler biiyiik rol
oynamaktadir'.

Endistriyel enzimler olduk¢a genis bir pazar payma sahiptir. Diinya
pazarlarinda tahmin edilen yaklasik degerleri iki milyar dolardir. Enzimlerin
endistrideki dagilimi incelendiginde deterjanlar %37, tekstil %12, nisasta %11,

ekmek %8 ve hayvan yemi %6 toplamda da %75’ lik bir paya sahiptirler”.

1.1. a-Amilaz

Amilazlar nisastayr hidroliz ederek dekstrin, oligosakkarid ve glukoz
molekiilleri gibi iirlinlere pargalayan endiistriyel oneme sahip hidrolitik enzimler
arasindadir’.

Amilazlarin tarihgesi 1811°de ilk olarak Kirchoff’un nisastayr parcalayan
enzimi kesfetmesiyle basladi. Bunu sindirim amilazlarinin ve malt amilazlarinin
bulunmasi izledi'. Daha sonra 1930°da Ohlsson malttaki amilazlarm nisastay
parcalamasi sonucu olusan seker tiplerine gore amilazlarin a-amilaz ve p-amilaz
seklinde siniflandirilmasini dnerdi’.

Bakteriyel amilazlar, nisastay1 hidrolizleme durumuna gore endoamilazlar ve

ekzoamilazlar olmak iizere iki gruba ayrilir. Bir endoamilaz olan o-amilaz



(E.C 3.2.1.1; a-1,4 glukan, glukanhidroksilaz) hidrolazlar smnifinin en Onemli
tiyelerinden biridir ve nisastadaki glikozidik baglarini rastgele yerlerden hidrolizler.
Bir ekzoamilaz olan B-amilaz (E.C 3.2.1.2; a-1,4, glukanmalthidrolaz) ise nisastanin
indirgen olmayan ucundan baglayarak glikozidik baglarin1 hidrolizler. Ayrica bir
glukoamilaz olan y-amilaz (E.C 3.2.1.3) amilopektinin dallanma noktalarindaki
glikozidik baglari kirar’ .(Sekil 1.1. o-amilazin nisastay1 hidrolizi) °.

Amilazlar bitkiler, hayvanlar, mikroorganizmalar gibi bir¢ok kaynaktan
saglanabilmekle birlikte endiistriyel alanda amilaz iiretimi i¢in mikroorganizmalar

daha ¢ok tercih edilmektedir™’.

Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli enzimlerin
bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yliksek
olmasi, istenmeyen yan iirliin olusturmamasi, daha stabil ve ucuz olmalari, fazla
miktarda elde edilebilmeleri gibi avantajlarindan dolayidir. Bu mikroorganizmalar

yalnizca enzim iiretme yeteneklerine gore degil, mikroorganizmalarin toksik ve

patojen olmamasina gore de secilmistir®.

1.2. B-Galaktozidaz

B-galaktozidaz (E.C.3.2.1.23) genellikle laktaz olarak bilinir ve laktozun
glukoz ve galaktoza hidrolizini katalizler. Laktoz siitiin baslica bilesenidir ve siitiin
yaklasik %4-5’ini olusturmaktadir’. Laktoz hidrolizi gerceklestiginde siitiin tatlihk
orani artar ve bu durum ozellikle ‘laktoz intoleransi’ olan kisilerin siit tiiketimini
kolaylastirir'™'" (Sekil 1.2. p-galaktozidazin laktozu hidrolizi).

B-galaktozidaz galaktooligosakkaritlerin (GOS) transgalaktozilasyonunu da

gergeklestirir'”.  GOS’un geri doniisiim reaksiyonu insan bagirsaginda yararli



bakterilerin gelismesini saglayarak sindirime yardimci olur. B-galaktozidaz bitkiler,
hayvanlar, mikroorganizmalar gibi birgok kaynaktan elde edilebilir'>'*.
B-galaktozidazlar aminoasit benzerliklerine gore glikozid hidrolazlar (GH)
ailesinde dort sinifa ayrilir : 1, 2, 35 ve 42. Termofilik, psikrofilik ve halofilik
organizmalar GH 42 ailesindeyken ¢ogu - galaktozidaz GH 2 ailesindedir"’.

B-galaktozidaz E.coli’de lac Z geninin irlinidiir ve genellikle molekiiler

biyoloji ve genetik ¢alismalarinda yaygin olarak kullanildig: rapor edilmektedir'®.

1.3. Kati Faz Fermantasyon (Solid State Fermentation; SSF)

Kati faz fermantasyon (SSF) mikroorganizmalarin susuz veya suyun az

17,18

bulundugu kati ortamlarda fermantasyonu olarak tanimlanir Biyoteknolojide

enzimlerin kullanim alanlarinin gittikge artmasi enzim {iretimi i¢in yeni yontemlerin

elismesine neden olmustur’. SSF enzim iiretimi icin zengin potansiyel bir
g ¢ gin p y

5,7,17,19,20

kaynaktir SSF tarimsal sanayi atiklarinin degerlendirilmesinde sayisiz

17,21,22,23

avantaj saglamaktadir . SSF yontemlerinin ¢ok daha az atik su olusturmas,

yiiksek verim saglamasi, diisiik maliyetli olmasi, ¢evre dostu olmasi bunlarin
arasinda sayilabilir'"**%.

SSF, tarimsal sanayi atiklarimin biyolojik olarak detoksifikasyonu, ekin
artiklarinin besinsel yonden zenginlesmesi i¢in biyodoniisiimii, biyoiyilestiricilerin
tiretimi, antibiyotikler, alkaloitler, bitki biiyiime faktorleri, enzimler, organik asitler,
biyopestisitler, biyoherbisitler, biyoyakit ve aroma bilesiklerinin tiretimi gibi bir ¢ok
kullanim alania sahiptir'"'®.

SSF tekniginin daha c¢ok mantarlar i¢in uygun oldugu disiniilmiistiir.

Bakteri kiiltiirleri daha fazla su aktivitesi gerektirdiginden dolayr bakteriler igin



uygun olamayacagina inaniliyordu. Ancak bakteriler SSF teknigini kullanarak

basarili bir bityiime gostermislerdir'~'®"°.

SSF mikroorganizmalarin dogal habitat
ortamina benzer ve bu nedenle mikroorganizmalarin biiylimesi igin tercih
edilmektedir. Denizde yasayan mikroorganizmalar bile suda serbest halde yasamay1
sevmezler. Ciinkii deniz ortaminda bulunan canlilarin %98’inden fazlas1 su altindaki
kat1 substratlarin yiizeyinden izole edilmistir'’.

SSF tekniginde c¢esitli kati substratlar, Ornegin, bugday kepegi, piring
kabugu'’, bugday unu, soya unu, piring unu, msir unu, nohut unu, muz kabugu, cay
kabugu, manyok kokii vb. kullanilabilir’. Ancak en yaygin kullanilan ve en iyi sonug

5,19

veren bugday kepegidir Bu substratlarin disinda karbon ve azot kaynaklar1 da

gereklidir'®".

SSF’te dikkat edilmesi gereken bir diger 6nemli nokta da parametrelerin ve
optimum kosullarin se¢imidir. Bunlar; partikiil biiyiikligli, pH, substrat se¢imi, bagil
nem, inkiibasyon, calkalama, havalandirma sicakligi, inokiilim hacmi, ortama
eklenen azot, fosfor, iz elementler ve karbon kaynaklaridir''®>*,

Bugiin ¢evremiz biiyiik bir degisim icerisindedir ve teknolojik gelismelerdeki
stireklilik bu yarista katalizor rol oynamaktadir. SSF simdilik laboratuar dlgeginde
olmasma ragmen yliksek fermantasyon verimliligi, yiiksek iiriin konsantrasyonu,

yiiksek tirlin stabilitesi, diisiik katabolik represyon, daha az sterilite ve su aktivitesi

gerektirmesi acisindan bircok biyoteknolojik avantaja sahip gériinmektedir'’.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Genel Bilgiler

Enzimler canli organizmalarda substratlarin kimyasal degisimini katalizleyen
kompleks molekiillerdir.  Enzimler in vitro kosullarda da katalitik aktivite
gosterdiklerinden, mikroorganizmalarin bu proteinleri bol miktarda {retmeleri

sonucu izole edilerek cesitli endiistriyel alanlarda kullanilabilirler.

Giinlimiizde enzimler siit {riinlerinin {retiminde, biracilikta, etlerin
islenmesinde, meyve sularinin berraklastirilmasinda, fruktoz surubu iiretiminde
kullanilmalariyla gida sektoriinde, protein ve yag artiklarini pargalamak iizere
deterjan endiistrisinde, deri ve dokuma ipliklerinin islenmesini kolaylagtirarak
tekstilde, teshis ve tedavi amaciyla tipta kullanilmaktadirlar. Bazi enzimlerin
kullanim alanlart1 ve elde edildikleri mikroorganizmalar Cizelge 2.1.°de

gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Bazi Enzimlerin Kullanom Alanlart ve Elde Edildikleri

Mikroorganizmalar'
ENZIM KULLANIM ALANI MIKROORGANIZMA
a-amilaz Maltoz ve dekstrinin yikilmasi Bacillus subtilis
Leke ¢ikarici Aspergillus oryzae
Unun zenginlestirilmesi Bacillus licheniformis
Glikoz surubu
B-glukanaz B-glukanin parcalanmasi yoluyla  Aspergillus oryzae

biranin berraklastirilmasi Bacillus subtilis



Katalaz

Selilaz

Glikoz izomeraz

Glikoz oksidaz

Laktaz

Lipaz

Pektinaz

Proteaz

Renin

Sukraz (invertaz)

Igeceklerin bozulmasimi énlemek icin Aspergillus niger

Deterjan katki maddesi Penicillum spp.

Atiklarin degerlendirilmesi

Glikoz, Fruktoz donligiimii Aspergillus spp.
Streptomycetes spp

Biyosensor Aspergillus niger

Laktoz  Glukoz+Galaktoz Kluyveromyces lactis

(Peynir alt1 suyu)

Laktozsuz gida iiretimi

Deterjan katki maddesi

Yaglarin par¢alanmasi Aspergillus oryzae
Peynir Endiistrisi

Meyve suyu ekstraksiyonu Erwinia spp.
Sarap ve meyve suyu

berraklastirilmasi

Deterjan katki maddesi

Deri Endiistrisi, et ekstraksiyonu Bacillus subtilis

Sindirime yardimc1

Peynir Endiistrisi Kluyveromyces lactis
Mucor spp.
Sekerleme Endiistrisi Saccharomyces spp.
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2.2. a-Amilazin Endiistride Kullanim Alanlari

o-Amilaz ticari olarak kullamlan ilk enzimdir >. Amilazlar nisastay1 temel
alan endistriler i¢in en 6nemli enzimler arasindadir. Giiniimiizde amilazlar gida,
deterjan, tekstil, kagit, ilac gibi endistriyel alanlarda kullanima uygun

3,4,5,6

bulunmustur Bu anlamda mikrobiyal amilazlar nigastayr temel alan

endiistrilerde neredeyse tamamen kimyasal hidrolizlerin yerini almustir™’,

2.2.1. a-Amilazin Firincilikta Kullanimi

Yiizyillardan beri mikrobiyal o-amilazlar firincilikta yaygin olarak
kullanilmaktadir.  Bu enzimler ekmegin daha hacimli olmasini, daha giizel
kizarmasint ve daha yumusak olmasini saglar. o-Amilaz yalnizca fermantasyon
oranini arttirmaz ayni zamanda hamurun vizkozitesinin diisiiriilmesini de saglar’.
a-Amilazin firincilikta yeni sayilan bir uygulama alani da ekmegin bayatlamasini

o P < 2
geciktirerek raf dmriiniin uzamasini saglamaktir”.

2.2.2. o-Amilazin Nisastanin Sekerlendirilmesinde Kullanimi

Amilazlar nisastanin maltoz, dekstrin ve glukoza hidrolizini saglarlar®. Bu
sekilde meydana gelen {iriin glukoz surubu olarak adlandirilir. Ancak glukozun
izomeri olan fruktozun tatlandiricilik 6zelligi glukozun iki katidir. Bu nedenle
diisiik kalorili gidalarda fruktoz tercih edilmektedir”.

Meyve suyu endiistrisinde de uygulama alani bulan enzim, 6zellikle elma ve
armut sularmin  berraklastirilmasinda  kullanilmaktadir. Meyveler tam

olgunlagsmadan toplandiginda meyvede hala nisasta bulundugu i¢in meyve suyunda
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bulaniklik meydana gelmektedir. Bu sorun ortama a-amilaz ilave edilerek

giderilmektedir™’.

2.2.3. a-Amilazin Tekstil Endiistrisinde Kullanimi

Tekstil endiistrisinde dokuma sirasinda ipliklerin saglam ve diizgiin olmas1 ve
kopmamasi i¢in iplikler nigasta igeren bir ¢ozelti ile muamele edilmektedirler. Bu
isleme hasillama adi1 verilir. Kumas dokunduktan sonra, kumastaki fazla nisastanin
uzaklagtirllmasi1 gerekir. Bunun i¢in hasil alma ajani olarak da bilinen a-amilaz

kullanilmaktadir®.

2.2.4. a-Amilazin Kagit Endiistrisinde Kullanimi

Kagit endiistrisinde, kagidin islenmesi i¢in nisastayla muamele edilmesi
gerekir. Boylece kagidin boyutlari islem esnasinda mekanik zararlardan korunmus
olur. Kagida sertlik ve dayaniklilik kazandirir, kagidin kolay silinebilmesini saglar.

Kagitla muamele edilen fazla nisastalar enzim yardimiyla ortamdan uzaklastirilir’.,

2.2.5. a-Amilazin Deterjan Endiistrisinde Kullanim

a-Amilazlar 1975’ten beri toz halindeki ¢amasir deterjanlarina katilmaktadir.
Gliniimiizde ise biitiin sivi deterjanlarin %90’ninda o-amilaz mevcuttur ve artik
bulasik makinesi deterjanlarina da katilmaktadi®. Son yillarda 6zellikle kuru
temizleme gibi yeni alanlarda da giderek artan sekilde kullanim alani bulmustur.
Notrofilik ozellige sahip amilazlar genel olarak pH 5.0-7.5 araliginda aktivite

gosterirken, Ozellikle deterjan sanayisinde kullanilan amilazlar pH 8.0-11.0
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araliginda aktivite goOstermekte olup, alkalifilik Bacillus tiirlerinden izole

edilmektedirler'®.

2.2.6. o-Amilazin Tipta Kullanimi

Amilaz pankreas, tlkiiriik bezleri ve bazi tiimorlerden (6rn. akciger)
salinmaktadir. Kandaki amilazin genellikle iigte biri pankreas, tigte ikisi ise tiikiiriik
bezleri kaynaklidir. Dolagima giren amilaz esas olarak bdobrekler araciliiyla
viicuttan atilmaktadir. Yiiksek kan amilaz diizeyi pankreatitte meydana gelir. Ayrica
karin agristyla ortaya c¢ikan bazi acil hastaliklarda, siddetli seker komasinda,
kabakulakta, morfin enjeksiyonundan sonra da amilaz diizeyleri bir miktar
yiikselebilmektedir. Amilaz degerinde diisiikliiglin klinik bir 6nemi yoktur. Kandaki

normal degeri 60-180 U/L dir'".

2.3. p-Galaktozidazin Genel Ozellikleri

B-galaktozidaz’in  varligimin belirlenmesi amaciyla o-nitrofenilbeta-D-
galaktozid (ONPG) testi yapilmaktadir. [B-galaktozidaz ortamda bulunan basit
galaktozidleri (laktoz dahil) hidrolizleyen bir enzimdir.  Bakterilerin laktozu
fermantasyon kabiliyeti, ortamda bulunan ONPG’nin ayrigmasi i¢in gerekli olan
B-galaktozidazin varligina baglidir. Eger besiyerinde galaktozidaz pozitif bir bakteri
varsa, renksiz olan ONPG hidroliz edilerek, sar1 kromojenik bir madde olan O-
nitrofenol (ONP) serbest kalir. Pozitif reaksiyon da bu maddenin tespiti iizerine
dayanir. Serbest kalan O-nitrofenol, alkali bir sollisyonda bulunursa, tautomerik

degismelere maruz kalarak sar1 renk meydana gelir'”.
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B-galaktozidazin aktif bolgesinde proton verici olarak sistein ve proton alici
olarak ise histidin aminoasiti bulunmaktadir. Son zamanlarda ise B-galaktozidaz i¢in
yeni bir aktif bolgenin oldugu ileri stirilmistiir. Bu aktif bolgede glutamik asit artig1

bulunmaktadir. Mikrobiyal kokenli baz1 B-galaktozidazlarda iki tane glutamik asit

482 551

art1g1 bulunmaktadir (Glu ™ ve Glu °>" gibi). Bunlardan birisi proton alic1 ve digeri

ise proton verici olarak gorev yapmaktadir. Reaksiyonun mekanizmasi Sekil 2.1.’de

gosterilmektedir'”.

CH20H

HO

Sekil 2.1. B-galaktozidaz tarafindan hidroliz edilen laktozun sematik mekanizmasi'

Seklin birinci adiminda enzim-galaktozil kompleks olusumu ve ayn1 zamanda
glukozun serbest birakilmasi, ikinci adiminda ise enzim-galaktozil kompleksinin
hidroksil grubu igeren bir akseptore transfer edilmesi gosterilmektedir. Sekilde
B-galaktozidazin aktif bolgesinde proton verici ve proton alici olarak iki tane

glutamik asit artig1 bulunmaktadir.
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B-galaktozidazlar c¢esitli mikrobiyal kaynaklardan saglanabilmekle birlikte

aktif bolgesindeki glutamik asitlerin pozisyonlari, protein zincirinin uzunlugu,

molekiil agirhig: farklidir. Cizelge 2.2° de bazi 6rnekler verilmistir.

Cizelge 2.2. Cesitli mikrobiyal kaynaklardan saflastirilan B-galaktozidazin aktif

bolgesi ve fiziksel 6zellikleri'?

Enzim Kluyveromyces | Escherichia | Escherichia | Aspergillus
Kaynagi lactis coli coli niger
Molekiil 117.618 116.351 118.016 119.160

Kiitlesi (Da)
Uzunluk (AA) 1025 1023 1031 1006
Proton verici Glu*? Glu*®! Glu*” Glu*”
Niikleofil/Baz Glu™' Glu™’ Glu’"? Glu™®
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2.4. B-Galaktozidazin Endiistride Kullanim Alanlar:

Laktozun enzimatik hidrolizi ya asit etkiyle yiiksek sicaklikta (150°C) ya da
B-galaktozidazin ilimli pH ve sicaklik sartlarinda enzimatik kataliziyle gerceklesir.
Laktozun enzimatik hidrolizi saglik, yiyecek teknolojisi ve ¢evre agisindan oldukca

faydal sonuglar saglamaktadir'®.

2.4.1. B-Galaktozidazin Siitteki Laktozun Uzaklastirilmasinda Kullanim

Diinyadaki yetigkin popiilasyonunun %75°1 siit ve siit trlinlerini yeterli
miktarda tiiketememektedir. Bunun nedenlerinden biri, bu insanlarin -galaktozidaz
eksikligi nedeni ile siit ve siit Uiriinlerindeki laktozu sindirememeleridir. Tiiketilen
siit, karin agrisi, diyare, gaz sancisi gibi agrilara neden olmaktadir''". Bu problemin
online ge¢mek icin siitteki laktoz, B-galaktozidaz ile hidroliz edilerek glukoz ve
galaktoza ayrigmasi saglanmaktadir. Yine yiliksek miktarda laktoz igeren siit
tiriinlerinden biri olan dondurmada, laktoz kristallesmesi sonucu kumlu bir goriintii
meydana gelir. Ancak [-galaktozidazin kullanilmasiyla bu tiir donmus siit

iirtinlerindeki laktoz konsantrasyonu azaltilabilir'.

2.4.2.  B-Galaktozidazin  Peynir Alti  Suyundaki Laktozun
Uzaklastirilmasinda Kullanimi

Peynir endiistrisinde laktoz atiktir ve bu durum ekonomik ve cevresel
problemlere neden olmaktadir. Diinyada yillik iiretilen peynirin %47’si atil haldedir.
Laktozun hidrolizi ile peynir alt1 suyu faydali sekerli igeceklerde, pastalarda ve

tathilarda kullanilabilmektedir'.
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2.4.3. p-Galaktozidazin Galaktooligosakkaritlerin Sentezlenmesinde
Kullanim

Laktozun hidrolizi sonucu galaktooligosakkaritler (GOS) olusur. Bu
bilesikler bagirsakta bulunan yararli bakterilerin gelisimini saglayarak sindirime
yardimct olur. Son giinlerde olduk¢a ucuz ve etkili bir yontem oldugu i¢cin GOS

{iretimine olan talep gittikce artmaktadir'>'®.

2.5. SSF’in Tarihcesi

SSF tarihine goz atildiginda II. Diinya Savasi sirasinda penisilinin ¢ok dnemli
olmasindan dolayr SmF (Submerged Fermantation) fermantasyonla bilesik
olusturmada model teknoloji oldu. Arastirmacilar zamanlarini ve dikkatlerini SmF
lizerine yogunlastirdiklart i¢in muhtemelen bilinmeyen SSF ihmal edildi. Ancak
1950-1960 yillarinda mantar kiiltiirleri kullanilarak steroid doniisiim agiklandiginda,
kiigiik capta arastirmalar da devam etti. SSF i¢in bir diger kilometre tas1 1960-1970
yillarinda bu yontemle mitotoksinlerin iiretimi oldu. Tarimsal sanayi artiklarindan
proteinle zenginlestirilmis hayvan yemi iiretimi bir diger onemli gelisme oldu.
Boylece bir ¢ok arastirmacit SSF yontemiyle ilgilenmeye basladi. Ozellikle SSF
yontemine olan ilgi artarak devam etti'”'®.

SSF siirecine bakildiginda Asya iilkelerinde ¢ok uzun zamandan beri var
oldugu ancak bati iilkelerinde daha ¢ok yeni oldugu goriiliir. SSF, Asya iilkelerinde
ozellikle yiyecek endiistrisinde pek c¢ok uygulama alani bulmustur. Ornegin

Aspergillus oryzae’den elde edilen ve pirincin yapimina katilan “koji”, pirincin

sekerlendirilmesiyle iiretilen alkollii bir icecek olan “sake”, Monascus purpurea
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metabolitlerinden elde edilen ve pirince kirmizi renk vermede kullanilan “angkak”

SSF teknigiyle iiretilmektedir'.

2.6. SSF’in SmF’e Gore Avantajlary, Dezavantajlari
Avantajlar

Yiiksek miktarda tiriin,

Daha iyi oksijen sirkiilasyonu,

Diisiik maliyetli ekipman,

Problemlerin ¢éziimiinde az ¢aba gerektirmesi,

Diisiik enerji ve arag gereksinimi,

Basit teknoloji,

Basit kontrol sistemi,

Birgok mikroorganizma i¢in dogal habitat ortamina benzemesi.
Dezavantajlar

Diisiik etki,

Parametrelerin (pH, sicaklik, nem vb.) kontroliiniin zor olmasi,
Sicaklik seviyesinin belirlenmesinin zor olmasi,

Yiiksek miktarda saf olmayan iiriin eldesi ve {iriinlerin maliyetinin artmasi.

2.7. SSF’te Dikkat Edilecek Hususlar
2.7.1. Mikroorganizma Secimi
Bir bakterinin 6zgiil 6zellikleri, (bir karbonhidrati kullanma, amino asit

sentezleyebilme v.b.) belirli bir enzim ya da enzimleri sentezleme yetenegine sahip
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olmasina baglidir. Bir bakteri tiiriinti diger bir tiirden farkli yapan nedenlerden biri
belirli enzimleri sentezleme yeteneklerindeki farktan kaynaklanmaktadir®'.

Daha 6nce SSF icin mantar ve mayalarin uygun oldugu, yiiksek su aktivitesi
gerektigi i¢in bakteri kiiltiirlerinin uygun olamayacagi diisiiniiliiyordu.  Ancak

bakteri kiiltiirleri SSF siirecinde oldukca basaril bityiime gostermislerdir'®.

2.7.2. Substrat Secimi

SSF siirecini etkileyen en 6nemli faktdrlerden biri kati substratin iglevidir.
Substrat secilirken ekonomik degerinin diisiik olmasi, kolay ve ucuz elde
edilebilmesi, tarimsal sanayi artiklarindan olusmasi gibi faktorler goz Oniinde
bulundurulmalidir. SSF’te substrat sadece kiiltiir ortamina besin destegi saglamaz;

aym1 zamanda mikrobiyal hiicreler i¢in tutunma yiizeyi olusturur*->>>’,

2.7.3. Substratin Partikiil Buytikligii

Genellikle kiiciik substrat partikiilleri mikrobiyal biiylime i¢cin daha genis
ylizey alan1 sagladigindan daha ¢ok tercih edilen bir durumdur. Ancak ¢ok kiigiik
substrat partikiilleri substrat birikmesine ve dolayisiyla havalandirmaya engel olur;
bu nedenle verimsiz biiylimeyle sonuglanir. Daha biiyiik partikiiller ise daha iyi
havalandirma saglar ancak mikrobiyal biiylimeyi sinirlar. Bu nedenle her bir siireg

icin uygun partikiil bliytikliigiinii segmek gerekir20’24.

2.7.4. Nem Icerigi ve Su Aktivitesi

Su mikroorganizmalarin temel bilesenidir ve SSF’te enzim iiretiminde besin

maddelerinin kat1 substrata diflizyonunda anahtar rol oynamaktadir. SSF’te en iyi
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baslangic nem igerigi (IMC: Initial Moisture Content), substratin dogasina ve
substratin su tiikketme kapasitesine baglidir. Bu ylizden farkli substratlar farkli IMC
degeri gosterebilir™.

Diisiik nem igerigi substrattaki besin maddelerinin ¢dziniirliglinii azaltir,
sisme oranini diisiiriir ve yiiksek oranda su gerilimine neden olur. Ote yandan yiiksek
nem igerigi substratin por acgikligini azaltarak oksijen gegisine engel oldugundan
enzim iretiminin azalmasma neden olur. SSF siire¢lerinde nem igerigi %30-85
arasinda degisiklik gosterir. Optimum nem igerigi mikroorganizmanin biiylime ve

substrat1 kullanmasina baglidir®.

2.7.5. Ekim Miktar1

Yiiksek ekim miktar1 (inokiiliim konsantrasyonu), nem igerigini belirli bir
seviyeye kadar arttirir. Asirt sivi faz, absorbe edilemeyen bir form olusmasina,
difiizyon bariyerinin yiikselmesine, kat1 substratin olumsuz etkilenmesine ve sonugta
enzim miktarinin azalmasina neden olur. Diigiik ekim miktar1 ise mikrobiyal hiicre
sayisinin azalmasina neden olur. Bu durum mikroorganizmalarin biiylime,
substrattan yararlanmak i¢in optimum sayiya ulasma ve istenilen iirlin eldesi i¢in

. .. . . 2
uzun bir zamana gereksinim gostermesine neden olur®®.

2.7.6. Sicaklik ve pH’nin Etkisi

Her mikroorganizmanin biiyiiyebilmesi ve aktivite gosterebilmesi i¢in sahip
oldugu bir pH aralig1 vardir. SSF siireclerinde pH dalgalanmalarindaki problemin
tistesinden gelmek icin uygun tampon kullanilarak biyolojik aktivitenin zarar

gdérmesi Onlenir.
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Mikroorganizmanin biiylimesi ve enzim iiretimi agisindan substrat yataginin

sicaklik kontrolii de oldukea énemlidir®.

2.7.7. Havalandirma

SSF’te 6nemli faktorlerden biri de havalandirmadir. Havalandirmanin birkag
fonksiyonu vardir. Bunlar oksijenlenme, CO;’in uzaklastirilmasi, 1sinin yayilmasi,
buharlasan suyun dagilmasi, metabolizma esnasinda olusan ugucu bilesiklerin
dagitilmasi sayilabilir. Havalandirma orani; gozenek sayisina, O, ve CO,

optimizasyonuna baglidir*’.
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2.8. Onceki Calismalar

Krishna ve Chandrasekaran® (1996) SSF teknigiyle muz kabugunu kati
substrat olarak kullanarak Bacillus subtilis CBTK 106’dan o-amilaz iiretmeye
calismiglardir. Calismada SSF ortaminin bazi optimizasyonlarini; baslangic nem
igerigini, partikiil biiyiikliiglinii, inkiibasyon sicakligini, inkiibasyon siiresini, pH’sini
ve ortama eklenen azot ve karbon kaynaklarmin enzim iiretimi iizerine etkisini
incelemiglerdir. Uygun baslangic nem igerigi %70, uygun partikiil biiyikligi
400um, baslangic pH 7.0 ve inkiibasyon sicakligi 35°C olarak tespit edilmistir. Azot
kaynagi olarak %1’lik amonyum siilfat/sodyum nitrat, %0.5’lik et oziitii/pepton;
karbon kaynagi olarak ise %0.1°lik glukoz, silikroz, nisasta ve maltozun enzim

tiretimini arttirdigini belitmislerdir.

Shaikh ve ark.”” (1997) Termofilik mantar Rhizomucor sp.’den
B-galaktozidaz {iiretmeye calismislardir. Calismada SmF teknigiyle elde edilen
maksimum enzim aktivitesi 0.21 Umg™ iken SSF teknigiyle SMF’e gore 9 kat daha
fazla aktivite elde edilmis olup 2.04 Umg' degeriyle ifade edilmistir. Sicaklik
araligr 38-55°C olarak belirlenmis ve en iyi aktivite 45°C’de, optimum pH 4.5,
sicaklik 60°C’de elde edilmistir. Divalent katyonlarindan Co*", Mn**, Fe** ve Zn*"

nin enzim aktivitesini gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi belirtilmistir.

Vetere ve Paoletti’® (1998) Bacillus circulans’tan elde edilen iigiincii cesit
B-galaktozidaz enziminin karekterizasyonunu yapmaya calismislardir. Calismada
daha Once tanimlanmis [-galaktozidazlarla birlikte {i¢ ¢esit B-galaktozidazin

ozellikleri karsilagtirilmistir. Bu ii¢ enzimin molekiiler agirliklar sirasiyla 212 kDa,
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145 kDa ve 86 kDa olup Km degerleri ONPG ve laktozu hidroliz durumlarina gore
3.6, 5.0 ve 3.3 mM olarak tespit edilmistir. Kinetik parametreler o-nitrofenil-f-

galaktopiranozit (ONPG) ve laktozun hidrolizine gore belirlenmistir.

Kotwal ve ark.’' (1998) Termofilik mantar Humicola sp.’den SSF teknigiyle
a-galaktozidaz liretmeye calismislardir. 45°C sicaklikta ve karbon kaynagi olarak
soya unu kullanildiginda maksimum enzim aktivitesinin 44.6 U/g olarak elde

edildigini belirtmislerdir.

Baysal ve ark.”? (2003) Diyarbakir-Cermik sicak su kaynagindan izole
ettikleri termotoleran Bacillus subtilis bakterisinden SSF teknigiyle a-amilaz elde
etmislerdir. Calismada bugday kepegi (Wheat Bran, WB) ve piring kabugu (Rice
Husk, RH) substrat olarak kullanilmis ve optimum enzim {iretme sartlari
belirlenmeye calisilmistir. Yaklasik inkiibasyon siiresini, nem seviyesini, pargacik
biiylikliigiinii ve inokiilim konsantrasyonunu belirlemislerdir. Maksimum iiriin
miktar1 159.520 ve 21.760 U g ile bugday kepegi ve piring kabugunda, 0.1M pH 7
fosfat tamponunda %30 nem seviyesi ile 24. ve 48. saatlerde elde etmislerdir.
Partikiil biiytlikliigli ve inokiilim konsantrasyonunu 1000um, %20 ve 500um, %15
ile bugday kepegi ve piring kabugunda sirasiyla tespit etmislerdir. Enzim miktarinin
bugday kepeginde, piring kabugundan 7 kat daha fazla bulundugunu rapor

etmislerdir.

Soni ve ark.” (2003) SSF teknigiyle bugday kepegini substrat olarak

kullanip Bacillus sp. AS1 ve Aspergillus sp. AS2’de yiiksek oranda a-amilaz
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(198950 U/g) ve glukoamilaz (3426 U/g) sirastyla elde etmislerdir. 50°C sicaklikta
%15 nisasta soliisyonunda glukoamilaz %87 sekerlenme etkisi gosterirken,

a-amilazin %96 sivilagsma etkisi gosterdigini belirtmislerdir.

Peksel ve ark.** (2005) Kiif mantar1 Trichoderma reesei anamorfu olan
ascomycete Hypocrea jeorina kullanarak kiiltiir ortaminda B-galaktozidaz sentezini
arastirmiglardir. Bunun icin 10 g/L karbon kaynagi iceren kiiltiir ortamlarin1 30°C’de
inkiibe etmislerdir. Enzim aktivite deneylerini substrat olarak O-nitrofenil-f-D-
galaktopiranozit  kullanarak  spektrofotometrik  olarak  gergeklestirmislerdir.
Optimizasyona yonelik caligmalar1 fizyolojik ve kimyasal kosullari degistirerek
saglamiglardir. Calismalar sonucunda ortam kosullarinin optimize edilmesiyle enzim

aktivitesinde artis tespit etmislerdir.

Rahardjo ve ark.”” (2005) SSF teknigiyle Aspergillus oryzae’nin aerial
miselinden a-amilaz iiretimi {lizerine ¢alisma yapmislardir. Calismada bu mantarin
aerial miselinde hem a-amilaz {iretimi gerceklestigini hem de mantarin kiitlesinde
giiclii bir artis oldugu tespit edilmistir. Mantar filamentlerinin morfolojileri, koloni
olusturabilmeleri ve kat1 substrata igleyebilme yeteneklerinden dolay1 SSF i¢in uygun
mikroorganizmalar oldugunu belirtmislerdir. Caligmada total a-amilaz aktivitesinin

20-65. saatlerde artig gosterdigini rapor etmislerdir.

Najafi ve ark.>® (2005) Bacillus subtilis AX20’den ekstraselliiler a-amilaz

tiretmislerdir. Optimum pH 6.0, optimum sicaklig1 55°C olarak tespit etmislerdir.

Hg”", Ag”" ,Cu*"nin enzim aktivitesini inhibe ettigini belirtmislerdir.
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Hsu ve ark.’” (2005) Bifidobacteria tirlerinden ¢esitli kiiltlir sartlarinda -
galaktozidaz iiretmeye caligmiglardir. Optimum enzim iiretiminin pH 6.5 ve 37°C
sicaklik sartlarinda meydana geldigini belirtmislerdir. Azot ve karbon kaynaklarinin

enzim {retimi lizerine etkisi ve transgalaktosilasyon aktivitesini de incelenmislerdir.

Baysal ve ark.”® (2005) SSF teknigiyle kavun kabugu kullanarak Bacillus
coagulans’tan lipaz liretmeye ve bu enzimin bazi optimizasyonlarini bulmaya
calismislardir. Enzimin en iyi dretildigi slire 24 saat, optimum pH 7.0, optimum
sicaklik 37°C olarak bulunmustur. %2 zeytinyaginin enzim tiretimini arttirdigi
gbzlenmisg, farkli azot, karbon kaynaklar1 ve surfaktantlarin etkisi incelenmistir.
Sodyum dodesil siilfat (SDS), amonyum nitrat (NH4NOj3), nisasta ve maltoz enzim
{iretimini arttirmugtir. Metal iyonlarin etkisi sonucu Mn*", Ni*" nin enzimi sirasiyla
%32 ve %26 diizeyinde inhibe ettigini, Ca®" iyonlarinin ise enzim aktivitesini %105

arttirdigini tespit etmislerdir.

Tanyilldiz1 ve ark.”> (2007) Bacillus amyloliquefaciens’ten SSF teknigiyle
a-amilaz elde etmeye calismislardir. En iyi enzim aktivitesini elde etmek igin
hayvan yemi olarak kullanilan ve olduk¢a ucuz olan musir kiispesini (CGM; corn
gluten meal), yedi farkli konsantrasyonda incelemislerdir. 5-40 g/L arasinda degisen
miktarlarda kullanilan CGM’de en iyi enzim aktivitesini 30 g/L’de bulmuslardir.
Farkli nitrojen kaynaklarindan pepton ve yeast lizerinde yapilan caligmada en
yiiksek aktivite 10 g/L ile yeast exract (YE)’ta tespit etmislerdir. ~MgSO4 ve
CaCl,’nin enzim aktivitesine etkisi incelendiginde herhangi 6nemli bir etkisinin

olmadig1 sonucuna varmiglardir. Calkalama hizinin enzim iiretimine etkisini
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incelemek i¢in yaptiklari deneyde, 100-150-200 rpm ¢alkalama hizlarindan en iyi
etkiyi 150 rpm olarak bulmuslardir. 25 ile 45°C arasinda alt1 farkli inkiibasyon
sicakliginda en iyi aktivite 33°C’de ve pH 5.0 ile 8.0 arasinda yapilan dort farkli

pH’da en iyi aktiviteyi pH 7.0’da tespit etmislerdir.

Balkan ve Ertan®® (2007) Penicillium chrysogenum’dan SSF teknigiyle bazi
tarimsal irlinler kullanarak a-amilaz tiretmeye calismislardir. Kati substrat olarak
misir kogani, ¢avdar samani, bugday samani ve bugday kepegi kullanmislardir. Nem
miktarinin, partikiil biiytikliigiiniin, ve ekim miktarinin Penicillium chrysogenum’da
enzim Uretimi iizerine etkisini incelemiglerdir. Optimum nem miktarini; misir
kogani, cavdar samani, bugday samani ve bugday kepegi i¢in sirasiyla %75-65-60 ve
55 olarak, partikiil biiyiikliigli ve ekim miktarini a-amilaz {iretimi i¢in sirastyla 1mm,
%20; 1mm, %20; Imm, %20 ve Imm %30 olarak tespit etmislerdir. En yiiksek

enzim miktarin1 bugday kepeginde 160 U/ml olarak bulmuslardir.

Asgher ve ark.” ( 2007 ) Termofilik Bacillus subtilis JS 2004’ten
termostabil a-amilaz liretmeye calismislardir. Kalsiyum, maya 06ziitii ve glukoz
katkilarinin  bakterinin biiyiimesi ve enzim {retmesi tizerindeki etkilerini
arastirmiglardir.  Maksimum enzim iretimini 72 U/ml, 48. saatte, pH 7.0’da ve
50°C’de elde etmiglerdir. Kalsiyum ve maya oOziitii eklentisinin mikrobiyal
biliylimeyi ve enzim tretimini artirdigini, %1 glukozun ise azalttigini belirtmislerdir.
Enzimin 1-6 saatlerinde ve 70°C ‘de oldukca stabil oldugunu 80°C’de %12 ve
90°C’de %48 aktivite kaybi gosterdigini tespit etmislerdir. Ca®™ nin enzim

aktivitesini %117 civarinda arttirdigii Co®”, Cu*", Hg*" min inhibe ettigini Mg*",
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Zn*", Fe*" ve Mn®" nin da ¢ok az etkiledigini belirtmislerdir. Bacillus subtilis JS
2004’iin oldukga yiiksek miktarda termostabil a-amilaz iirettigini bu nedenle hem
nisastanin hidroliz edilmesinde hem de yiyecek endiistrisinde kullanilabilecegini
belirtmisglerdir.

Shankar ve Mulimani *°

(2007) SSF teknigiyle Aspergillus oryzae’den
a-galaktozidaz elde etmeye calismislardir. Calismada kirmizi nohut bitkisinin atigi
(Red Gram Plant Waste, RGPW) ve bugday kepegi kati substrat olarak
kullanilmigtir. RGPW’den elde edilen a-galaktozidaz aktivitesi 3.4 U/g iken bugday
kepeginde 2.7 U/g olarak tespit edilmistir. RGPW ve bugday ununun 1:1 oranindaki

kombinasyonunun a-galaktozidaz aktivitesini arttirdigini belirtmislerdir.

Konsoula ve Kyriakides'' (2007) Bacillus subtilis’'ten ekstraselliiler
termostabil a-amilaz ve B-galaktozidazin birlikte tiretimi {lizerine karbon, organik
azot ve kompleks organik kaynaklarin etkisini aragtirmiglardir. Organik azot
kaynaklar1 igerisinde tripton ve musir kiispesinin enzim iiretimini destekledigini
belirtmiglerdir. Caligmada ¢oziinebilir nigasta yerine bagka nisastali substratlar,
ornegin, misir unu kullanilmis ve her iki enzim iizerine pozitif etki olusturmustur.
Ayrica misir kiispesi ve triptonun farkli unlarla karistirilmast enzimlerin {iretimini 2
kat arttirmustir.  Bacillus subtilis’ten elde edilen a-amilaz ve [-galaktozidazin

sirastyla 135°C ve 65°C sicaklikta maximum aktivite gosterdigini rapor etmislerdir.

Liu ve Xu* (2008) Bacillus sp. YX-1’den a-amilaz iiretmeye ¢alismislardir.

Maksimum enzim aktivitesi (53 U/ml™), 45°C’de ve 44. saatte pH 5.0°da tespit
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edilmistir. Amonyum siilfat kullanilarak saflagtirilan enzimin molekiil agirligini,
iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisinde Sodyum Dodesil Siilfat-
Poliakrilamit Jel Elektroforeziyle (SDS-PAGE) 56 kDA olarak bulmuslardir.
Substrat olarak misir, bugday ve patates nisastasi kullanilmis en iyi aktivite misir

nisastasinda tespit edilmistir.

Gangadharan ve ark.*® (2008) SmF  teknigiyle  Bacillus
amyloliquefaciens’ten a-amilaz sentezi ve bu enzimin bazi optimizasyonlari lizerine
calismalar yapmuslardir. Bu optimizasyonlar arasinda substrat konsantrasyonu,
inkiibasyon siiresi ve CaCl, konsantrasyonu gibi parametrelerin belirlenmesinin
onemli oldugunu acgiklamiglardir. Substrat konsantrasyonunu %12.5, inkiibasyon

stiresini 42.saat ve CaCl, konsantrasyonunu 0.0275M olarak tespit etmislerdir.

Ray ve ark.** (2008) Bacillus brevis MTCC 7521°den ekstraselliiler a-amilaz
elde etmeye ¢alismiglardir. Optimum sicaklik 50°C, pH 6.0 ve inkiibasyon stiresi 36.
saat olarak tespit edilmistir. Kullanilan azot kaynaklarindan et 6ziitli (beef extract),
diger azot kaynaklarindan pepton, maya oOziitli (yeast extract) ve kazein ile
karsilastirildiginda daha ¢ok amilaz iirettigini, asparajin, potasyum nitrat, amonyum
siilfat, amonyum nitrat ve iirenin enzim iiretimini azalttigii belirtmislerdir. Ca*"
veya surfaktantlarin (Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80, sodyum lauryl

stilfat %0.02) enzim aktivitesini arttirmadigini da belirtmislerdir.

Rajagopalan ve Krishnan®> (2008) Bacillus subtilis KCC103’ten a-amilaz

elde etmeye ve bazi optimizasyonlarini tespit etmeye calismislardir. Bakterinin
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katabolit represyon yoklugunda basit sekerleri kullanarak o-amilaz iirettigini
belirtmiglerdir. 37°C sicaklik, pH 7.0, %1 inokiiliim hacmi, 200 rpm ¢alkalama hizi
ve 48. saat inkiibasyon siiresi belirlenen deney sartlar1 olup enzim iiretimini bu sartlar
altinda gergeklestirmislerdir. %1 w/v oranindaki karbon kaynaklarindan en iyi enzim
{iretimini 145 TU mL™" degeriyle ham patateste, %1 w/v oranindaki organik azot
kaynaklarindan 119 TU mL™" degeriyle maya oziitinde elde etmislerdir. Cesitli
mikroniitrientlerin 6rnegin, vitaminler, aminoasitler ve metal iyonlarinin da a-amilaz
sentezine etkisini incelemislerdir. %0.01 oranindaki vitaminlerden tiaminin 2.35 kat,
aminoasitlerden sistin’in ise 2 kat a-amilaz iiretimini arttirdifini ancak metal
iyonlarindan Hg*" nin ve surfaktantlardan Tween 20-40’1n enzim iiretimini inhibe

ettigini tespit etmislerdir.

Nizamuddin ve ark.”® (2008) SSF teknigiyle Aspergillus oryzae’den
B-galaktozidaz liretmeye ¢alismislardir. Calismada bugday kepegi ve piring kabugu
destegiyle Aspergillus oryzae’den maksimum diizeyde [p-galaktozidaz elde
etmislerdir. Enzim iretimi i¢in karbon kaynaklarindan glukoz, laktoz, maltoz ve
sikroz kullanmiglar ve en iyi aktiviteyi glukozda tespit etmislerdir.  Azot
kaynaklarinda ise en iyi aktiviteyi sodyum nitratta elde etmislerdir. Baslangi¢ pH,
nem igerigi, inkiibasyon sicaklig1 gibi bazi parametrelere de bakmislardir. En yiiksek
enzim aktivitesini ve protein miktarin1 bugday kepegi ve piring kabugu 1:1 oraninda
karistirildiginda elde etmislerdir. Nem igerigi %90, baslangi¢ pH 5.0, glukoz miktari
%12.5 (w/w), sodyum nitrat %1 (w/w), optimum sicaklik 30°C tespit ettikleri

optimizasyonlardir.
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Mukherjee ve ark.'” (2009) SSF teknigiyle Bacillus subtilis DM03’ten
sentezlenen ekstraselliller a-amilaz iizerine fermente substratlarin etkisi hakkinda
calismalar yapmiglardir. Calismada enzim iiretimi i¢in patates kabugu en iyi substrat
olarak tespit edilmistir.  Katabolit represyondan dolay1r yiiksek oranda seker
iceriginin enzim sentezi ilizerinde negatif bir etki olusturdugunu ancak cesitli
analizlerin yiiksek oranda nisasta iceren fermente substratlarin a-amilaz sentezini

tetikledigini belirtmislerdir.

Neri ve ark.'® (2009) Aspergillus oryzae’de PB-galaktozidaz tarafindan

galaktoolisakkaritlerin ~ sentezlenmesini ve enzim immobilizasyonu iizerine

caligsmalar yapmuslardir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Biyolojik Materyal

Calismalarimizda biyolojik materyal olarak Bacillus circulans (ATCC 4516)

kullanildi.

3.2. Kimyasal Maddeler

3.2.1. Azot Kaynaklar

Ure, maya oziitii, sodyum nitrat ve amonyum siilfat Merck’ten; kazein,
pepton ve et Oziiti Oxoid’den; tripton Difco’dan; amonyum nitrat ve amonyum

klorid Riedel De Haen’den temin edilmistir.

3.2.2. Karbon Kaynaklari
Glukoz Merck’ten; fruktoz, galaktoz, laktoz, mannoz ve ksiloz Sigma’dan;

arabinoz ve sakkaroz Difco’dan temin edilmistir.

3.2.3. Metal iyonlar
ZnS04.7H,0 Analar’dan, MgS0,4.7H,0, FeS04.7H,0 ve CaCl, Merck’ten;

CuS0O4.5H,0 Riedel De Haen’den temin edilmistir.

3.2.4. Deterjanlar

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS), CHAPS ve Tweend40 Merck’ten, TritonX100

ise Sigma’dan temin edilmistir.
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3.3. Besiyerleri
3.3.1. Kat1 Besiyeri
8g Nutrient Broth (Oxoid) ve 16g agar (Merck), 1000ml saf suya

tamamlanarak ¢oziinmesi saglandiktan sonra otoklavlandi.

3.3.2. Siv1 Besiyeri
3.3.2.1. Nutrient Broth (NB) Besiyeri
8g NB, 1000ml saf suya tamamlanip c¢Oziinmesi saglandiktan sonra

otoklavlandi.

3.3.2.2. Luria Broth (LB) Besiyeri
10g maya oziitii, Sg NaCl (Merck), 5g tripton, 1000ml saf suya tamamlanip

¢Oziinmesi saglandiktan sonra otoklavlandi.

3.3.3. SSF Besiyeri

Pamuk kiispesi, misir kiispesi, elma kabugu, muz kabugu, portakal kabugu,
piring kabugu, bugday kepegi ve dari kurutularak blendirdan gegirildi. Farkl
gbzenek biiyiikliiglindeki eleklerden gecirilerek 500pum, 1000pm, 1500um, 2000pum
olmak iizere dort farkli parca biiyilikliigiinde substratlar elde edildi. 1500pum
biiylikliigiinde olanlar alindi. 100ml’lik erlenmayer igerisinde hacim %30 olacak
sekilde 3g tartilip iizerine 10ml ¢esme suyu eklendi. 121°C’de 15dk otoklavlanarak
steril edildi. Soguduktan sonra 600nm’de 0.6 OD’ye gelen bakterilerden %30

inokulum besiyerinden katilarak 37°C’de inkiibasyona birakildi.
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3.4. Cozeltiler
3.4.1. Tampon Cozeltiler

0.1M pH 6.8 ve 0.1M pH 7.0 sodyum fosfat tamponu hazirlandi.

3.4.2. Nisastanin Hazirlanmasi

%0.5’1ik nigasta 0.1M pH 7.0 sodyum fosfat tamponu igerisinde ¢oziinmesi

saglanarak hazirland.

3.4.3. ONPG’ nin Hazirlanmasi

10ml i¢in 0.018g O-nitro-fenil-B-D- galactopyranoside (ONPG), 0.1M pH 6.8

sodyum fosfat tamponu igerisinde ¢dzlinmesi saglanarak hazirlandi.

3.4.4. Sodyum Karbonatin Hazirlanmasi
IM sodyum karbonat ¢ozeltisi B-galaktozidaz enzim aktivite tayininde
reaksiyon durdurucu olarak kullanildi. Cozelti, 10.6g Na,CO; 100ml saf suya

tamamlanip ¢6ziinmesi saglanarak hazirlandi.

3.4.5. Alkalin Cozeltisi

% 4 Na,CO;

% 4 Na-K tartarat

% 2 CuS0O4.5H,0

Bir beherde 100ml ig¢in %4 oraninda Na,COj; hazirlandi. Ayr tiiplerde
hazirlanan  Na-K tartarat ve CuSOgy’tan 1’er ml ilave edilerek karistiricida

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

Bir beherde 20g 3,5 dinitrosalisilik asit (DNS veya DCA), 400ml saf suya
tamamlanarak ¢6ziinmesi saglandi. Bagka bir beherde 32g NaOH ¢d6zeltisi 300ml saf
suya tamamlanarak c¢oOziinmesi saglandi. DNS karistiricida karismaya devam
ederken iizerine yavas yavas NaOH ¢ozeltisi ilave edildi. Karigim bir siire sicak su
banyosunda bekletildi. Uzerine 600g Na-K tartarat azar azar eklendi. Son olarak
¢ozeltinin hacmi saf su ile 2000ml’ye tamamlandi'. Bernfeld reaktifi a-amilaz enzim
aktivite tayininde reaksiyon durdurucu olarak kullanildi.

3.5. Kullanilan Cihazlar

Otoklav (Hirayama)

Etiiv (Heraeus)

Steril Kabin (Telstar AV 100)
Calkalayici (Selecta P)

Elektronik Terazi (GEC Avery)

Inkiibator (EN 400)

Sogutmali Santrifiij (Sigma Christ 2K 15)

pH Metre (METTLER MP220)

Magnetik Karistirict (Stuart)

Mikropipet (Eppendorf)

Blendir (Waring Commercial Laboratory Blender)

Spektrofotometre (Varian)

Deep-Freeze (Sanyo Medical Freezer)
Vorteks (Fisons Whirli Mixer)
Kiivet (Light path)
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3.6. Bakteri Uretimi

NB ve LB siv1 besiyerlerine, kat1 besiyerinden platin 6ze yardimiyla ekim
yapildi.  Calkalayicida 37°C sicaklikta 150rpm calkalama hizinda 24 saat
inkiibasyona birakildi. 600nm’de 0.6 OD’ye gelen bakterilerden SSF besiyerine

ekim yapildi.

3.7. SSF Besiyerinden Enzim Uretimi

SSF besiyeri 144. saate kadar inkiibasyona birakildi. Her 24 saatte bir SSF
besiyeri tizerine 10ml ¢esme suyu eklenip 30dk calkalandiktan sonra karigim steril
gazli bezle siiziildi. Siizlintli santrifiij tiipline aktarilarak sogutmali santrifiijde

10.000rpm’de 5dk santrifiij edildi. Ust siv1 enzim aktivite tayinlerinde kullanilda.

3.8. Enzim Aktivite Tayini

3.8.1. a-Amilaz Enzim Aktivite Tayini

o-amilaz enzim aktivite tayini Bernfeld yontemine gore yapildi'. Bu yonteme
gore 150ul enzim ¢ozeltisi ve 200ul %0.5°1lik nigasta ¢ozeltisi (0.1M, pH 7.0 sodyum
fosfat tamponunda ¢oziinmiis) 37°C’de 30dk inkiibe edildi. Bu siire sonunda
reaksiyonu durdurmak i¢in 400ul DNS (3,5-dinitrosalisilik asit) ¢ozeltisi ilave
edilerek 5dk kaynar su banyosunda bekletildi. DNS, sicakta indirgen seker uglartyla
tepkimeye girerek reaksiyonun durmasmi ve renk olusumunu saglar. Ornekler
soguduktan sonra lizerine 8ml saf su ilave edilerek seyreltme yapildi. Daha sonra
vorteksten gecirildi ve 489nm’de spektrofotometrik Slgiim yapildi.

Bir enzim iinitesi deney sartlar1 altinda 1pmol nisastay1 30 dakikada maltoza

parcalayan enzim miktari olarak tanimlandi.
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3.8.2. B-Galaktozidaz Enzim Aktivite Tayini

B-Galaktozidaz aktivitesi 0.1M, pH 6.8 sodyum fosfat tamponu igerisinde
6mM O-nitro fenil-B—D-galactopyranoside (ONPG) c¢ozeltisinden O-nitrophenol
tiriinlinlin salinimu ile tespit edildi. 200ul enzim ¢ozeltisine 500ul substrat (ONPG)
ilave edilerek 37°C’de 30dk inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda reaksiyon,
IM 500ul sodyum karbonat ¢ozeltisi ile durduruldu. 420nm’de spektrofotometrik
6lgiim yapildr’.

Bir enzim iinitesi, deney sartlar1 altinda dakikada ONPG’den 1umol ONP’nin

olusumunu saglayan enzim miktari olarak tanimlandi.

3.8.3. Protein Miktar Tayini

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

3.9. Enzimlerin Uretimi Uzerine Farkh Parametrelerin Etkisinin
incelenmesi

3.9.1. Uygun Substrat Secimi

Pamuk kiispesi, misir kiispesi, elma kabugu, muz kabugu, portakal kabugu,

piring kabugu, bugday kepegi ve dar1 3g tartilarak erlenlere aktarildiktan sonra
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lizerine ¢esme suyu eklenip otoklavlandi. Daha sonra 600nm’de 0.6 OD’ye gelen
bakterilerden 3000ul ekim yapilarak a-amilaz ve B-galaktozidaz iiretimi {izerine

farkli substratlarin etkisi incelendi.

3.9.2. Uygun Inkiibasyon Siiresinin Se¢imi
Hazirlanan SSF besiyerleri, sterilizasyon ve ekim islemlerinden sonra
inkiibasyona birakildi. 144. saate kadar her 24 saatte bir enzim aktivite tayini

yapilarak en uygun inkiibasyon siiresi tespit edilmeye c¢aligildi.

3.9.3. Uygun Inkiibasyon Sicakliginin Se¢imi
SSF besiyerleri hazirlanip otoklavlandiktan sonra bakteri ekimi yapildi.
Ornekler 30, 37, 40, 45 ve 50°C sicakliklarda inkiibasyona birakildi. 144. saate kadar

her 24 saatte bir 6rneklerin iist sivisindan aktivite tayini yapildi.

3.9.4. Uygun Ekstraksiyon Ortaminin Se¢imi
50mM NaCl, %1 CHAPS, %1 TritonX100, %1 SDS, %1 Tween 40, saf su,
pH 6.8 ve pH 7 sodyum fosfat tamponu ve ¢esme suyu kullanilarak enzimlerin

tiretimi iizerine etki eden en iyi ekstraksiyon ortami tespit edilmeye calisildi.

3.9.5. Baslangic pH’nin Secimi

Enzimlerin tretimi lizerine pH’nin etkisini incelemek i¢in ¢esme suyunun
pH’s1 pH 4’ten pH 10’a kadar 0.5 birim araliklarla 0.1M HCI ve 0.1M NaOH ile
ayarlandi. Hazirlanan SSF besiyerlerine ¢cesme suyu eklendikten sonra sterilizasyon

ve ekim yapildi. Daha sonra 6rnekler inkiibasyona birakildi.
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3.9.6. Optimum Aktivite Sicakli@inin Sec¢imi

Enzimlerin {retimi tiizerine sicakligin etkisini incelemek igin reaksiyon
baslatildiktan sonra ornekler, 25, 30, 37, 40, 45, 50, 60, 70, 80 ve 90°C’lerdeki
sicaklik araliklarinda bekletildi ve aktivite tayini yapilarak optimum aktivite sicakligi

bulunmaya g¢aligildi.

3.9.7. Uygun Ekim Miktarinin Se¢imi (Inokiiliim Hacmi)

SSF besiyerlerine besiyeri hacminin %5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 60, 80’1
olacak sekilde 500ul’den 8000ul’ye kadar degisen miktarlarda bakteri ekimi
yapildiktan sonra drnekler inkiibasyona birakildi. 144. saate kadar her 24 saatte bir

orneklerin iist sivisindan enzim aktivite tayini yapildi.

3.9.8. Uygun Nem Miktarinin Sec¢imi (Moisture Level)

a-amilaz ve B-galaktozidaz iiretimine etki eden uygun nem miktarini tespit
etmek icin SSF besiyerine, besiyeri hacminin %5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ve 60’1
olacak sekilde sirasiyla; 0.5¢g, 1g, 1.5g, 2g, 3g, 4g, 5g ve 6g agirliginda piring kabugu
ilave edildi. Uzerine 10ml ¢esme suyu eklenerek otoklavlandi. Daha sonra SSF
besiyerlerine bakteri ekimi yapilarak inkiibasyona birakildi. 144.saate kadar her 24

saatte bir 6rneklerin iist sivisindan aktivite tayini yapildi.

3.9.9. En Iyi Aktivite Veren Substratlarin Karisim

a-amilaz ve B-galaktozidaz iiretiminde en iyi aktiviteyi veren iki substrat 0.5-

4.5; 1-4; 1.5-3.5; 2-3; 2.5-2.5; 3-2; 3.5-1.5; 4-1; 4.5-0.5g olacak sekilde tartildiktan
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sonra tizerine 10 ml ¢esme suyu eklenerek otoklavlandi. Elde edilen iist sividan

enzim aktivite tayini yapildi.

3.9.10. Enzimlerin Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarimn Etkisinin
Incelenmesi

SSF besiyerleri hazirlandiktan sonra besiyeri hacminin %]1°1 olacak sekilde
azot kaynaklarindan; sodyum nitrat, amonyum siilfat, amonyum nitrat, amonyum
kloriir, et Oziitli, tripton, pepton, maya Oziitii, iire ve kazein SSF besiyerlerine
eklendi. Orneklere 10ml ¢esme suyu eklendikten sonra otoklavlandi. Daha sonra
ekim yapilip inkiibasyona birakilan Orneklerin iist sivisindan enzim aktivite

tayinlerine bakildi.

3.9.11. Enzimlerin Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarimin Etkisinin
incelenmesi

SSF besiyerleri hazirlandiktan sonra besiyeri hacminin %1°1 olacak sekilde
karbon kaynaklarindan; mannoz, arabinoz, glukoz, galaktoz, fruktoz, laktoz,
sakkaroz, ksiloz SSF besiyerlerine eklendi. Daha sonra ekim yapilip inkiibasyona

birakilan 6rneklerin {ist stvisindan aktivite tayini yapildi.

3.9.12. Enzimlerin Uretimi Uzerine Metal Iyonlarimin Etkisinin
Incelenmesi
SSF besiyerleri hazirlandiktan sonra besiyeri hacminin % 0.1°1 olacak sekilde

metal iyonlarindan CaCl,, MgS04.7H,0, ZnS04.7H,0, FeSO4.7H,0 ve
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CuS0O4.5H,0 SSF besiyerlerine eklendi. 10ml saf su ilave edilip sterilizasyon ve
ekim yapild1.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. BULGULAR

4.1.1. Enzim Uretimi Uzerine Uygun Substratin EtKkisi

Farkli SSF kaynaklarindan pamuk kiispesi, misir kiispesi, elma kabugu, muz
kabugu, portakal kabugu, piring kabugu, bugday kepegi ve dar1 kat1 substrat olarak
kullanildi. En yiiksek aktivite piring kabugunda elde edildigi i¢in bundan sonraki
calismalarimizda piring kabugu kati substrat olarak kullanildi.  Sekil 4.1°de
goriildiigii gibi a-amilaz liretiminde en yliksek aktivite piring kabugunda elde edilmis
ve maximum aktivite degeri 4019 U/mg olarak bulunmustur. Sekil 4.2’de ise [-
galaktozidaz i¢in piring kabugunda elde edilen aktivite degeri 5359 U/mg degeriyle
ifade edilmistir. Her iki enzimin iretimi acisindan en diisiik aktivite portakal

kabugunda tespit edilmistir.

4.1.2. Enzim Uretimi Uzerine Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Piring kabugu en uygun substrat olarak seg¢ildikten sonra uygun inkiibasyon
sliresini tespit etmek icin ¢alisma yapildi. Bunun i¢in 144. saate kadar her 24 saatte
bir enzimlerin aktivite tayinine bakildi. En uygun inkiibasyon siiresi a-amilaz ve [-
galaktozidaz icin 48. saat olarak tespit edildi. Sekil 4.3 ve 4.4’te gorildugi gibi
piring kabugu bulunan SSF ortamindaki en yiiksek enzim {iretimi 48.saat olarak

tespit edilmis ve bu saatten sonra ise enzim tiretiminde diigiis meydana gelmistir.

4.1.3. Enzim Uretimi Uzerine Inkiibasyon Sicakhiginin Etkisi
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SSF besiyerlerini hazirlamak i¢in 3g piring kabugu tartilarak erlenlere eklendi
ve lizerine 10ml ¢esme suyu ilave edilerek otoklavlandi. Bu sekilde sterilizasyon ve
ekim islemlerinden sonra ornekler 30, 37, 40, 45 ve 50°C sicaklik araliklarinda
inkiibasyona birakildi. Her 24 saatte bir orneklerin {ist sivisindan yapilan aktivite
tayininde her iki enzimin tiretimi bakimindan en iyi inkiibasyon sicakligi 37°C olarak

tespit edildi (Sekil 4.5 ve 4.6).

4.1.4. Enzim Uretimi Uzerine Ekstraksiyon Ortaminin Etkisi

Piring kabugu iceren SSF besiyerine, 50mM NaCl, %1 CHAPS,
%1 TritonX100, %1 SDS, %1 Tween 40, saf su, pH 7.0 ve pH 6.8 sodyum fosfat
tamponu ve g¢esme suyu ecklenerek bakteri iiretimi yapildi. Calismada en iyi
ekstraksiyon ortami a-amilaz ve B-galaktozidaz i¢in ¢esme suyunda tespit edildi. En
diistik aktivite ise a-amilaz i¢in sirasiyla Tween 40 ve SDS’de, B-galaktozidaz igin

Tween 40 ve CHAPS ta tespit edildi (Sekil 4.7 ve 4.8).

4.1.5. Baslangic pH

En iyi ekstraksiyon ortami ¢esme suyunda elde edildigi i¢in bundan sonraki
calismalara ¢gesme suyunun pH’s1 ayarlanarak devam edildi. Cesme suyunun pH’s1
pH 4.0’dan pH 10.0’a kadar 0.5 birim araliklarla 0.1M HCI ve 0.1M NaOH ile
ayarlandiktan sonra piring kabugu bulunan SSF besiyerlerine farklt pH’larda
hazirlanmis olan ¢esme suyundan 10ml ilave edilerek Ornekler otoklavlandi.
Sterilizasyon ve ekim iglemlerinden sonra SSF besiyerleri 37°C’de inkiibasyona

birakildi. Orneklerin {ist sivisindan yapilan enzim aktivite tayin sonuglarma goére
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a-amilaz ve B-galaktozidaz i¢in en iyi aktivite pH 7.5’te tespit edildi (Sekil 4.9 ve

4.10).

4.1.6. Optimum Aktivite Sicakhig1

Enzimlerin optimum aktivite sicakligini tespit etmek i¢in reaksiyon
baslatildiktan sonra Ornekler 25, 30, 37, 40, 45, 50, 60, 70, 80 ve 90°C sicaklik
araliklarinda inkiibasyona birakildi. 30dk inkiibasyon siiresi sonunda yapilan enzim
aktivite tayin sonuglarma gore o-amilaz i¢in optimum aktivite sicakligi 70°C,

-galaktozidaz icin ise 60°C olarak tespit edildi (Sekil 4.11 ve 4.12).

4.1.7. Enzim Uretimi Uzerine Ekim Miktarimin Etkisi

Piring kabugu bulunan SSF besiyerine, sterilizasyon isleminden sonra
besiyeri hacminin %35, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 60 ve 80’1 olacak sekilde 600nm’de
0.6 OD’ye gelen bakterilerden 500ul’den 8000ul’ye kadar degisen miktarlarda ekim
yapildi ve daha sonra inkiibasyona birakildi. Inkiibasyona birakilan 6rneklerden
yapilan aktivite tayinlerinde o-amilaz igin en yliksek aktivite %25, B-galaktozidaz

icin %35 ekim miktarinda tespit edildi (Sekil 4.13 ve 4.14).

4.1.8. Enzim Uretimi Uzerine Nem Miktarimn Etkisi

SSF besiyerine, besiyeri hacminin %5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ve 60’1 olacak
sekilde sirasiyla 0.5g, 1g, 1.5g, 2g, 3g, 4g, 5g ve 6g piring kabugu ilave edildi.
Uzerine 10ml ¢esme suyu eklendikten sonra otoklavlandi. Bu sekilde sterilizasyon
ve ekim islemlerinden sonra en iyi aktivite hem a-amilaz hem de B-galaktozidaz igin

%20 nem miktarindaki piring kabugunda elde edildi (Sekil 4.15 ve 4.16).
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4.1.9. Enzim Uretimi Uzerine En Iyi Aktivite Veren Substratlarin
Karisimi
a-Amilaz ve B-galaktozidaz enzim aktivite tayinlerinde en iyi aktivite veren
substratlar sirasiyla piring kabugu ve dar1 olarak bulunmustur.
Bunun i¢in bu iki substrat:
0.5g Piring + 4.5g Dar1
1g Piring + 4g Dar1
1.5g Piring + 3.5g Dar1
2g Piring + 3g Dar1
2.5g Piring + 2.5g Dar1
3g Piring + 2g Dar1
3.5g Piring + 1.5g Dar1
4g Piring + 1g Dar1
4.5g Piring + 0.5g Dar1
oranlarinda karistirilarak aktivite tayini yapildi. En iyi aktivite hem o-amilaz hem de

B-galaktozidaz i¢in 4.5¢g piring + 0.5g darida elde edildi (Sekil 4.17 ve 4.18).

4.1.10. Enzim Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarinin Etkisi

Piring kabugu bulanan SSF besiyerine, besiyeri hacminin %1°i olacak sekilde
azot kaynaklarindan sodyum nitrat, amonyum nitrat, amonyum siilfat, amonyum
kloriir, et 6ziitli, tripton, pepton, maya 0ziitii, iire ve kazein eklendikten sonra 10ml

cesme suyu eklenip Ornekler otoklavlandi.  Bakteri ekimi yapildiktan sonra
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inkiibasyona birakilan orneklerin aktivite tayinlerine bakildi. Yapilan aktivite
tayinlerinde a-amilaz i¢in amonyum kloriiriin ve az miktarda da amonyum nitrat’in
enzim iretimini arttirdigi, diger azot kaynaklarinin ise enzim iiretimini arttirmadigi
tespit edildi. B-galaktozidaz iginse azot kaynaklarinin enzim tiretimini arttirict etkisi

goriilmedi (Sekil 4.19 ve 4.20).

4.1.11. Enzim Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarinin Etkisi

SSF besiyeri hazirlandiktan sonra besiyeri hacminin %]1°1 olacak sekilde
karbon kaynaklarindan mannoz, arabinoz, glukoz, galaktoz, fruktoz, laktoz, sakkaroz
ve ksiloz eklendi. Ekim yapilip inkiibasyona birakilan 6rneklerin yapilan aktivite
tayinlerinde her iki enzim i¢in de karbon kaynaklarinin aktiviteyi arttirmadig tespit

edildi (Sekil 4.21 ve 4.22).

4.1.12. Enzim Uretimi Uzerine Metal Iyonlarinin Etkisi

SSF besiyeri hazirlandiktan sonra besiyeri hacminin %0.1°1 olacak sekilde
metal iyonlarindan MgS0O4.7H,0, ZnSO04.7H,0, CaCl,, FeSO4.7H,O ve
CuS04.5H,0 eklendi. Uzerine 10ml saf su ilave edilip otoklavlandi. Ekim yapilip
inkiibasyona birakilan 6rneklerin yapilan aktivite tayinlerinde her iki enzim i¢in de

metal iyonlariin aktiviteyi attirmadigi tespit edildi (Sekil 4.23 ve 4.24).

4.2. TARTISMA
SSF’te fermantasyon siireci i¢in uygun kati substrat se¢imi olduk¢a dnemli
bir faktordiir. Bu yilizden mikrobiyal biiylime ve {iriin eldesi i¢in ¢ok sayida tarimsal

sanayi atiklar1 kullanilmaktadir'.
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Calismamizda pamuk kiispesi, misir kiispesi, elma kabugu, muz kabugu,
portakal kabugu, piring kabugu, bugday kepegi ve dar1 kati substrat olarak kullanildu.
En iyi aktivite hem a-amilaz hem de [-galaktozidaz icin piring kabugunda elde
edildi. o-Amilaz i¢in piring kabugunda tespit edilen maximum aktivite degeri 4019
U/mg’dir. Elde edilen a-amilaz aktivitesine gore siralama piring kabugundan sonra
sirastyla dar1, bugday kepegi, pamuk kiispesi ve misir kiispesi seklindedir. Darida
elde edilen aktivite, misirda elde edilen aktivitenin 4 kat1 olup 922 U/mg degeriyle
ifade edildi. B-galaktozidaz i¢in piring kabugunda tespit edilen maximum aktivite
degeri ise 5359 U/mg’dir. B-galaktozidaz aktivitesi piring kabugundan sonra
sirastyla dar1, misir kiispesi, pamuk kiispesi ve bugday kepeginde elde edildi. Her iki
enzim i¢in en diisiik aktivite degerleri sirastyla muz kabugu, elma kabugu ve portakal
kabugunda tespit edildi. Bu nedenle daha sonraki ¢alismalarimizda piring kabugu
kat1 substrat olarak kullanilmugtir.

Kunamneni ve ark.' Thermomyces lanuginosus’tan SSF teknigiyle a-amilaz
tiretmede kati substrat olarak bugday kepegi, melas kepegi, piring kepegi, dar1 unu,
akdar1 gevregi, bugday taneleri, arpa kepegi, misir kogani, Ogiitiilmiis misir ve
ogitillmiis bugday kullanmislardir. En iyi aktiviteyi bugday kepeginde elde
etmislerdir.

Tanyildizi ve ark.” B.amyloliquefaciens ten SSF teknigiyle a-amilaz iiretmede
kat1 substrat olarak misir kiispesi (Corn Gluten Meal; CGM) kullanmislardir.

Rahardjo ve ark.’ Aspergillus oryzae misellerinden SSF teknigiyle a-amilaz

tiretmede kat1 substrat olarak bugday unu kullanmislardir.
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Balkan ve Ertan* SSF teknigiyle Penicillium chrysogenum’dan a-amilaz
tiretmede kati substrat olarak misir kogani, ¢avdar samani, bugday samani ve bugday
kepegi kullanmislardir. En iyi aktivite bugday kepeginde elde edilmistir.

Baysal ve ark.’ SSF teknigiyle Bacillus subtilis’ten a-amilaz iiretmede kati
substrat olarak bugday kepegi ve piring kabugu kullanmiglardir.

Mukherjee ve ark.® SSF teknigiyle Bacillus subtilis DM03’ten a-amilaz elde
etmede kat1 substrat olarak bugday kepegi, piring kepegi, melas kepegi, arpa kepegi,
misir unu, soya unu, patates kabugu, coconut oil cake (COC) kullanmiglardir.

Nizamuddin ve ark.” SSF teknigiyle Aspergillus oryzae’den p-galaktozidaz
tiretmede kat1 substrat olarak bugday kepegi ve piring kabugu kullanmiglardir.

Mukherjee ve ark.’nin® belirttigine gore literatiirlerde yapilan incelemelerde
mikroorganizmalar  tarafindan {retilen o-amilaz veya diger enzimlerin
desteklenmesinde bazi kati substratlar diger kati substratlarla karsilastirildiginda
daha yiiksek bir potansiyele sahiptirler. Ornegin bugday kepegi ve patates kabugu
diger kat1 substratlara nazaran benzer SSF sartlar1 altinda daha fazla a-amilaz iiretir.
Ancak bazi spesifik kat1 substratlar iizerinde biiyiiyen mikroorganizmalarin yiiksek
miktarda enzim iretiminin sebebiyle 1ilgili simdiye kadar kesfedilmis ve
gbzlemlenmis etkisi hakkinda makul bir agiklama yapilmamustir.

Calismamizda piring kabugunda uygun inkiibasyon siiresi hem a-amilaz hem
de B-galaktozidaz i¢in 48. saat olarak tespit edilmistir. En iyi inkiibasyon siiresinin
48. saatte tespit edilmesi SSF tekniginin fazla zaman almamasi agisindan olumlu bir
sonugtur.  Inkiibasyon siiresinin 48.saatten sonra diisme sebebi fermantasyon
ortaminda bulunan diger bilesenlerle enzimin etkilesiminin sonucunda enzimin

yapisinda meydana gelen konformasyonel degisiklik olabilir. ~ Ayrica ortama
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salgilanan diger hidrolitik enzimlerin ekisi sonucu enzim iretiminde azalma
meydana gelmis olabilir.

Gangadharan ve ark.nin® belirttigine gore inkiibasyon siiresi, kiiltiir
ortaminin karakteristik 6zelliklerine ve biiylime oranina baglhdir.

Literatiirlerde yapilan incelemelerde tespit edilen inkiibasyon siirelerinin
farkli olmasi, ¢alismalarda kullanilan bakterilerin 6zelliklerinin farkli olmasi ve kati
substratlarin igerdikleri besin maddelerinin farkli olmasindan kaynaklandigi
distiniilebilir.

Baysal ve ark.” SSF teknigiyle Bacillus subtilis’ten o-amilaz iiretmede en iyi
inkiibasyon siiresini piring kabugu i¢in 24. saat, bugday kepegi i¢in 48. saat olarak
tespit etmislerdir.

Asgher ve ark.” patates nisastasi i¢eren kiiltiir ortamuinda Bacillus subtilis’in
48. saatte en yiiksek a-amilaz aktivitesi gosterdigini belirtmislerdir.

Mukherjee ve ark.’ SSF teknigiyle Bacillus subtilis DMO03’ten a-amilaz
tiretmede uygun inkiibasyon siiresini 72. saatte patates kabugunda tespit etmislerdir.

Kunamneni ve ark.' Thermomyces lanuginosus tan SSF teknigiyle a-amilaz
tiretmede uygun inkiibasyon siiresini 120.saat olarak belirlemislerdir.

Calismamizda optimum inkiibasyon sicakligini tespit etmek i¢in 6rnekler 30,
37, 40, 45 ve 50°C sicakliklarda inkiibasyona birakildi. Her iki enzim i¢in en uygun
inkiibasyon sicaklig1 37°C olarak tespit edildi.

Nizamuddin ve ark.” SSF teknigiyle Aspergillus oryzae’den p-galaktozidaz

tiretmigler ve optimum inkiibasyon sicakligin1 30°C olarak tespit etmislerdir.
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Rajagopalan ve Krishnan'® Bacillus subtilis KCC103’ten a-amilaz iiretmisler
ve optimum inkiibasyon siiresini 48. saat, optimum inkiibasyon sicakligini 37°C
olarak tespit etmislerdir.

Sodhi ve ark."" Bacillus sp. PS7’den SSF teknigiyle irettikleri a-amilazin
optimum inkiibasyon siiresini ve sicakligini sirastyla 48. saat ve 37°C olarak rapor
etmislerdir. Bu durum bizim sonuglarimizi destekler niteliktedir.

Najafi ve ark.'? Bacillus subtilis AX20 bakterisinden o-amilaz iretmede
maksimum enzim aktivitesini 37°C kiiltiir ortaminda elde etmislerdir.

Calismamizda enzimlerin ekstraksiyon ortaminin tespitinde en iyi aktivite
cesme suyunda tespit edildi. En iyi enzim iiretiminin ¢esme suyunda elde
edilmesinin nedeni ¢esme suyundaki tuz oraninin az olmasindan kaynaklanabilir. a-
amilaz i¢in aktivite siralamasi yapilacak olursa ¢esme suyu > pH 7.0 sodyum fosfat
tamponu > saf su > 50 mM NaCl > %1 Triton > %1 CHAPS > %1 SDS > %1 Tween
40 seklinde sonug elde edilir. B-galaktozidaz i¢in ise siralama ¢esme suyu > saf su >
%1 Triton > %1 SDS > 50mM NaCIl> pH 6.8 sodyum fosfat tamponu > %1 CHAPS
> %1 Tween 40 seklindedir. a-Amilaz i¢in ¢esme suyunda elde edilen maximum
aktivite degeri 2006 U/mg iken en diisiik a-amilaz aktivitesi Tween 40°da 1002
U/mg olarak tespit edilmistir. Cesme suyunda elde edilen en yiiksek B-galaktozidaz
aktivitesi 3119 U/mg olup Tween 40’da elde edilen B-galaktozidaz aktivitesinin
yaklagik 1.5 katindan fazla oldugu goriilmiistiir.

Caligmalarimizda baslangic pH tespiti ¢esme suyunun pH’sinin
ayarlanmasiyla elde edildi. Calismamizda a-amilazin pH 6.0-8.5 arasinda kararlilik
gosterdigi en iyi aktivitenin ise pH 7.5’te oldugu tespit edilmistir. B-galaktozidazin

ise pH 6.5-8.0’da kararlilik gosterdigi, en iyi aktivitenin de pH 7.5 oldugu
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belirlenmistir.  a-Amilaz i¢cin pH 7.5’te tespit edilen enzim aktivite degeri
2191 U/mg iken, B-galaktozidaz i¢in ise 3141 U/mg’dir.

Tanyildizi ve ark” B. amyloliqufaciens’ten o-amilaz tiretmede baslangic
pH‘nin enzim {iretimi {izerine etkisini incelemislerdir. pH 5.0°dan pH 8.0’a kadar 1.0
birim aralikla ¢esme suyunun pH‘s1 ayarlanmistir. Sterilizasyon i¢in otoklavlanan
orneklerin baslangic pH’larimin farkli olmasina ragmen ornekler, ayn1 pH ozelligi
gostermistir.  Bunun iizerine calismada kati substrat olarak kullanilan misir
kiispesinin icerdigi yiiksek proteinden dolayr tampon olarak gorev yaptig
diisiiniilmiigtiir. Ard arda yapilan tekrarlardan sonra fermantasyon ortami pH 7.0’da
elde edilmistir.

Mukherjee ve ark.® Bacillus subtilis DMO03’ten alkalin a-amilaz tiretmede
distile su veya ¢esme suyunun pH 8.5 ve 9.0 oldugunda enzim iiretiminin daha etkili
oldugunu belirtmislerdir. ~ SSF siireclerinde distile su veya c¢esme suyunun
kullanilmasinin daha uygun olacagini rapor etmislerdir. Bunun nedenini tamponlarin
yiiksek tuz konsantrasyonundan dolay1 Bacillus subtilis DMO03 tarafindan {iiretilen o-
amilaz tlizerine negatif etki yapabilecegi ancak distile suda tuz olmadigindan ve
cesme suyunda da ihmal edilecek kadar tuz bulundugundan amilaz sentezini
engellemeyecegi seklinde agiklamiglardir.

Hsu ve ark.” Bifidobacteria longum’dan B-galaktozidaz iiretmede baslangic
pHy1 6.5 olarak elde etmiglerdir.

Calismamizda 25-90°C sicaklik araliklarinda enzimlerin optimum aktivite
sicaklig1 belirlenmeye calisildi ve a-amilaz i¢in optimum aktivite sicakligr 70°C, B-

galaktozidaz i¢in ise 60°C olarak tespit edildi.
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Asgher ve ark.’min’ belirttigine gore a-amilaz iizerinde yapilan ¢alismalar
optimum aktivitenin 70°C ve pH 8.0 degerleriyle karakterize oldugu ortaya ¢ikmustir.
Enzimin ilk 1 saatte 60°C ve 70°C‘de oldukga stabil oldugunu 80°C ve 90°C’de
sirastyla %12 ve %48 orijinal aktivitesini kaybettigini rapor etmislerdir.

Vetere ve Paoletti'® Bacillus circulans’tan izole ettikleri i cesit P-
galaktozidazin optimum sicaklik aktivitelerini B-galaktozidaz I, II, III i¢in sirasiyla
44°C, 74°C ve 60°C olarak rapor etmislerdir.

Sodhi ve ark.'' nisasta sivilastirma reaksiyonlarinda a-amilazlar icin
genellikle uygulanan sicaklik araliklarinin 65-80°C oldugunu belirtmislerdir. Ayrica
Bacillus sp. PS-7‘den a-amilaz iiretmede elde edilen optimum sicakligi 60°C olarak
rapor etmislerdir.

Shaikh ve ark."> Rhizomucor sp.‘den B-galaktozidaz iiretmisler ve optimum
sicakligini 60°C olarak belirtmislerdir.

Calismamizda enzimlerin iiretimi iizerine ekim miktariin (inokiiliim hacmi)
ve nem miktarinin (moisture level) etkisi incelendi. o-amilaz i¢in en uygun ekim
miktart %25, nem miktar1 ise %20 iken, B-galaktozidaz i¢in sirasiyla %35 ve %20
olarak tespit edildi. a-Amilaz i¢in %25 inokiiliim konsantrasyonundaki maximum
enzim aktivitesi 2135 U/mg olup en diisiik aktivite %5 inokulum konsantrasyonunda
tespit edildi ve 1327 U/mg degeriyle ifade edildi. %20 nem miktarindaki a-amilaz
aktivite degeri 1251U/mg olarak tespit edildi. B-Galaktozidazin %35 inokiiliim
konsantrasyonundaki enzim aktivite degeri 2580 U/mg, %20 nem miktarindaki ise
2915 U/mg olarak bulunmustur.

Baysal ve ark. > Bacillus subtilis’ten SSF yontemiyle iirettikleri a-amilazin

bugday kepegi ve piring kabugundaki inokiiliim konsantrasyonu ve nem miktarini
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incelemislerdir. Bugday kepeginde inokiiliim konsantrasyonunu %20, nem miktarin
%30, piring kabugunda sirasiyla %15 ve %30 olarak rapor etmislerdir. Yiiksek nem
iceriginde enzim {retiminin azalmasimin nedenini substratin gdzenek sayisinin
azalmasi, substratin partikiil yapisinin degismesi ve gaz hacminin diismesi olarak
yorumlamislardir.

Inokiiliim konsantrasyonunun yiiksek olmasi ortamin nem igerigini dnemli
derecede artirir. Ancak asir1 sivi faz absorbe edilemeyen bir form olusmasina
difiizyon bariyerinin yiikselmesine kat1 substratin olumsuz etkilenmesine ve enzim
{iretiminde azalmaya neden olur*’.

Balkan ve Ertan® SSF teknigi ile Penicillium chrysogenum’dan a-amilaz
tiretmigler ve kati substrat olarak kullandiklari misir kogani (corncob leaf, CL),
cavdar samani (rye straw, RS), bugday samani (wheat straw, WS), ve bugday kepegi
(wheat bran, WB) i¢in inokiiliim konsantrasyonunu ve nem miktarini incelemislerdir.
Bu dort kat1 substratin CL, RS, WS, WB i¢in nem miktarini sirastyla %75, %55,
%65 ve %65 inokiiliim konsantrasyonunu ise CL, WS, WB i¢in %20 ve RS i¢in %30
olarak elde etmislerdir.

Calismamizda en iyi aktivite veren iki substrat sirastyla piring kabugu ve dari
olarak tespit edildi. Bu nedenle toplam agirlik 5g olacak sekilde piring kabugu ve
dar1 kastirilarak enzimlerin aktivitesine bakildi. En iyi aktivite 0.5g dar1 + 4.5g
piring kabugunda tespit edildi. 0.5g dar1 + 4.5g piring kabugu karisimindan elde
edilen a-amilaz aktivitesi 0.5g piring kabugu + 4.5¢g dar1 karisimindan elde edilen o-
amilaz aktivitesinin yaklasgtk 3 katidir.  Aym1 durum [-galaktozidaz igin

degerlendirildiginde, piring kabugunun yogun oldugu ortamdan elde edilen enzim
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aktivitesinin, darinin yogun oldugu ortamdan elde edilen enzim aktivitesinin yaklasik
5 kat1 degere sahip oldugu goriiliir.

Nizamuddin ve ark.” Aspergillus oryzae’den SSF yontemiyle p-galaktozidaz
tiretimi lizerine yaptiklari ¢alismada bugday kepegi ve piring kabugunu 1:1 oraninda
65g olacak sekilde substratlari karistirarak enzim aktivitesine bakmuislardir.

Sodhi ve ark."" Bacillus sp.’den a-amilaz iiretmede kat1 substratlardan bugday
kepegi + piring kepegi, bugday kepegi + musir kepegi, piring kepegi + misir kepegi
karigimlarini 5g’a tamamlayarak enzim aktivite tayinine bakmislardir.

Calismamizda enzimlerin iiretimi tizerine karbon kaynaklarinin, azot
kaynaklarimin ve metal iyonlarmin etkisi incelendi. %]l oranindaki karbon
kaynaklarinin a-amilaz {izerine etkisi incelendiginde karbon kaynaklarinin kontrole
gore diigiik ¢iktigi tespit edildi. Karbon kaynaklart igerisinde en yiiksek o-amilaz
aktivitesi 2014 U/mg degeriyle galaktozda, en diisiik aktivite ise 631 U/mg degeriyle
glukozda elde edildi. Karbon kaynaklarindan elde edilen a-amilaz aktivite siralamasi
galaktoz > sakkaroz > mannoz > ksiloz > laktoz > arabinoz > fruktoz > glukoz
seklindedir. B-galaktozidaz iiretimine karbon kaynaklarinin etkisi incelendiginde
elde edilen degerlerin kontrole gore diisiik ¢iktig1 belirlendi. Karbon kaynaklari
icerisinde en yiiksek B-galaktozidaz aktivitesi 3071 U/mg degeriyle fruktozda, en
diisiik 49 U/mg degeriyle glukozda elde edildi. Karbon kaynaklarindan elde edilen
B-galaktozidaz aktivite siralamasi fruktoz > galaktoz > sakkaroz > ksiloz > mannoz >
laktoz > arabinoz > glukoz seklindedir. Her iki enzim igin de en diisikk deger
glukoz’da elde edilmistir.

a-amilaz iiretimine %1 oranindaki azot kaynaklarinin etkisi incelendi ve en

iyi aktivite sirastyla amonyum kloriir ve amonyum nitrat’ta elde edildi. Diger azot
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kaynaklarinin ise aktivite degerlerinin kontrole gore diisiik ¢iktigi goriildii. Azot
kaynaklarindan elde edilen a-amilaz iiretimine gore siralama amonyum kloriir >
amonyum nitrat > amonyum siilfat > sodyum nitrat > et 6ziitli > {ire > maya 0Oziitii >
pepton > tripton > kazein seklindedir. Sonugtan da anlasildig1 lizere en iyi a-amilaz
aktivitesi azot kaynagi olarak amonyum bulunan SSF ortamindan elde edilmistir.
Amonyum kloriir’den elde edilen a-amilaz aktivitesi kazeinden elde edilen a-amilaz
aktivitesinin yaklasik 2.5 kati olup 2716 U/mg degeriyle ifade edilmistir. [-
galaktozidaz iliretimine %1 oranindaki azot kaynaklarinin etkisi incelendiginde elde
edilen aktivite degerlerinin kontrole gore diisik oldugu tespit edildi. Azot
kaynaklarindan elde edilen B-galaktozidaz aktivitesine gore siralama yapilacak olursa
amonyum kloriir > amonyum siilfat > maya 0ziitii > sodyum nitrat >amonyum nitrat
> pepton > et 6zitli > kazein > tripton > iire seklinde sonug elde edilir. Amonyum
kloriirden elde edilen B-galaktozidaz aktivitesi iire’den elde edilen B-galaktozidaz
aktivitesinin yaklasik 5 kat1 degere sahiptir.

Calismamizda SSF ortamina eklenen karbon ve azot kaynaklarinda enzim
aktivitesi elde edilememesi SSF ortamindaki kati subsratin bu kaynaklarinin yeterli
olabilecegi seklinde agiklanabilir.

Ray ve ark.'® Bacillus brevis MTCC 7521°den a-amilaz iiretmeye ¢alismuslar
ve enzim lretimi iizerine karbon ve azot kaynaklarmin etkisini arastirmiglardir. %1
oranindaki karbon kaynaklarindan ¢o6ziinebilir nigasta, manyok kokii nisastasi,
manyok kokii unu, patates nisastasi, bugday unu, tatl patates nigastasi ve tatl patates
unu kullanmiglar ve maksimum aktiviteyi patates nisastasinda elde etmiglerdir. %1
oranindaki azot kaynaklarindan et oziitli, maya 0ziitii, pepton, kazein, amonyum

klorid, asparajin, iire, amonyum siilfat, potasyum nitrat, amonyum molibdat ve
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amonyum nitrat kullanmislar ve en iyi aktiviteyi et Oziitlinde elde etmislerdir.

Sodhi ve ark.'' SSF yontemiyle Bacillus sp. PS-7’den a-amilaz iiretme
calismalarinda %1 oranindaki karbon ve azot kaynaklarindan en iyi karbon kaynagi
olarak glukoz ve en iyi azot kaynagi olarak soyayi tespit etmislerdir.

Nizamuddin ve ark.” SSF teknigiyle Aspergillus oryzae’den p-galaktozidaz
tiretmede enzim iretimi iizerine karbon ve azot kaynaklarinin etkisini
arastirmiglardir.  Calismalarinda karbon kaynagi olarak %1 oraninda dort farkl
seker; laktoz, glukoz, maltoz, siikroz; azot kaynagi olarak %1 oraninda pepton, iire,
sodyum nitrat, amonyum nitrat, amonyum siilfat, corn step liquor (CSL)
kullanmiglardir. Karbon kaynaklarinda en iyi enzim aktivitesi glukozda tespit
edilmistir. Azot kaynaklar1 i¢in enzim iretiminde elde edilen aktivite siralamasi
sodyum nitrat > pepton > amonyum siilfat > {ire > amonyum nitrat > CSL
seklindedir. Sodyum nitrat kontrolden 4.8 kat daha fazla enzim iiretmistir.

Calismamizda a-amilaz iizerine % 0.1 oranindaki metal iyonlarmin etkisini
belirlemek igin bes farkli metal iyonu kullanildi. Bunlar CaCl,, ZnSO4.7H,0,
MgS04.7H,0, CuS04.5H,0, FeSO4.7H,0. Elde edilen aktivite degerlerine gore
CaCl, kontrole yakin ancak kontrolden diisilk, MgSO4 ve FeSO4 ise kontrolden
diisiik cikmigtir. En diistik aktivite sirasiyla CuSO4 ve ZnSO4’te elde edilmistir. [-
galaktozidaz tizerine %0.1 oranindaki metal iyonlarinin etkisi incelendiginde metal

iyonlarinin enzim iiretimini arttirmadigi gorilmiistiir.
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4.3. SEKILLER
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Sekil 4.2. B-Galaktozidaz iiretimine uygun substratin etkisi
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Sekil 4.3. a-Amilaz iiretimine inkiibasyon siiresinin etkisi
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Sekil 4.4. -Galaktozidaz iiretimine inkiibasyon siiresinin etkisi
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Sekil 4.5. a-Amilaz tiretimine inkiibasyon sicakliginin etkisi
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Sekil 4.6. B-Galaktozidaz iiretimine inkiibasyon sicakliginin etkisi
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Sekil 4.10. B-Galaktozidaz iiretimine baslangi¢c pH’ nin etkisi
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Sekil 4.11. a-Amilaz i¢in optimum aktivite sicakligt
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Sekil 4.12. B-Galaktozidaz i¢in optimum aktivite sicakligt
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Sekil 4.13. a-Amilaz {iretimine ekim miktarinin etkisi
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Sekil 4.14. B-Galaktozidaz iiretimine ekim miktarinin etkisi

68




1400

1200

1000 -

800 -

600 -

400 -

Spesifik Aktivite (U/mg)

200 A

9]
—
<
—
9)]
N
[—
w
<
S
<
n
[—J
=)
<

Nem Miktan (%)

Sekil 4.15. a-Amilaz liretimine nem miktarinin etkisi
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Sekil 4.16. B-Galaktozidaz liretimine nem miktarinin etkisi
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Sekil4.17. a-Amilaz iiretimine en iyi aktivite veren substrat karigimlarinin etkisi
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Sekil 4.18. B-Galaktozidaz iiretimine en iyi aktivite veren substrat karigimlarinin

etkisi
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Sekil 4.19. a-Amilaz iiretimine %1 azot kaynaklarinin etkisi
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Sekil 4.20. B-Galaktozidaz iiretimine %1 azot kaynaklarinin etkisi
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Sekil 4.22. B-Galaktozidaz iiretimine %1 karbon kaynaklarinin etkisi
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5. SONUCLAR ve ONERILER

SSF, son yillarda biyolojik aktif sekonder metabolitlerin iiretiminde
potansiyel uygulama alani bulmasi, bunun yani sira kimya endiistrisi, ila¢ enddistrisi,
yakit, gida gibi alanlardaki uygulamalari ve SmF’e alternatif olmasiyla
biyoteknolojik alanda giivenilirlik kazanmustir.  Ozellikle de tarimsal sanayi
atiklarinin SSF’te substrat olarak kullanilmasi SSF yonteminin degerini arttirmistir.
SSF teknigi ekonomik zorluklar i¢inde olan ve globallesen diinya ekonomisinin
tarima izin vermedigi gelismekte olan iilkelerde, biyoteknolojik evrimin tarima eslik
etmesine firsat saglar'.

Mikrobiyal kaynakli enzimler, insanoglunun birtakim gereksinimlerini
kargiladigr en Onemli irlinler arasindadir. Enzimlerin endistriyel, ¢evresel, gida
biyoteknolojisi ve bunun gibi bircok alanda olduk¢a genis kullanim alanm
bulunmaktadir.  Biyoteknolojideki son gelismeler enzimlerin {iretimi igin yeni
uygulama alanlar1 olusturmaya yoneliktir. SSF, enzim iiretimi i¢in zengin potansiyel
bir kaynaktir. Bu oldukca 6zel teknikle ham fermente {iriinler enzim kaynagi olarak
kullanilabilir. Bu goriis c¢esitli endiistriyel enzimlerin SSF yontemiyle iiretimi
{izerine odaklanmistir®.

Ray ve ark.” nin belirttigine gére optimum enzim tretimi i¢in uygun kiiltiir
sartlarin1 gelistirmek zorunludur. Bu c¢alismada a-amilaz ve B-galaktozidaz iiretimi

icin en uygun kiiltiir sartlar1 tespit edilmeye ¢aligilmistir.

1. Calismamizda pamuk kiispesi, misir kiispesi, elma, muz, portakal kabugu,

piring kabugu, bugday kepegi ve dar1 kati substrat olarak kullanilmistir. En iyi

aktivite hem a-amilaz hem de B-galaktozidaz i¢in piring kabugunda elde edilmistir.

77



2. Calismamizda en iyi inkiibasyon siiresi ve inkiibasyon sicakligi her iki
enzim igin sirasiyla 48. saat ve 37°C olarak tespit edilmistir. Inkiibasyon siiresinin
uzun olmamasi, SSF tekniginin zaman almamasi agisindan olumlu bir sonugtur.

3. En 1iyi ekstraksiyon ortami1 hem o-amilaz hem de [-galaktozidaz igin
¢cesme suyunda elde edilmistir. Bu durum SSF tekniginin olduk¢a ekonomik bir
teknik oldugunun gostergesidir.

4. Baslangi¢c pH tespiti amaciyla yapilan ¢alismada en iyi enzim iiretimi her
iki enzim i¢in pH 7.5 olarak tespit edilmistir.

5. 25-90°C sicaklik araliklarinda yapilan optimum sicaklik aktivitesi tayin
sonuclarina goére a-amilaz icin 70°C, B-galaktozidaz ic¢in ise 60°C olarak elde
edilmistir.

6. Uygun ekim miktar1 ve nem miktarinin tespiti amaciyla yapilan ¢aligmada
a-amilaz i¢in uygun ekim miktar1 %25, B-galaktozidaz i¢in %35; uygun nem miktari
her iki enzim i¢in %20 olarak tespit edilmistir.

7. Enzimlerin iiretimi {lizerine, en iyi aktiviteyi veren substrat karisimlarinin
etkisini incelemek amaciyla piring kabugu ve dar1 kullanildi. Her iki enzim i¢in en
iyi aktivite piring kabugunun yogunlukta oldugu SSF ortaminda elde edilmistir.

8. %1 oranindaki farkli azot ve karbon kaynaklarinin enzimlerin iretimi
tizerine etkisinin incelendigi calismada o-amilaz i¢in en iyi azot kaynagi amonyum
kloriir ve amonyum nitrat iken [-galaktozidaz i¢in azot kaynaklarinin enzim
tiretimini arttirict  bir etkisinin olmadig1 belirlendi. %1 oranindaki karbon
kaynaklarmin ise her iki enzimin de iiretimini arttirmadigi tespit edilmistir.

9. %0.1 oranindaki metal iyonlarmin enzimlerin iretimine etkisi

incelendiginde metal iyonlarinin enzimlerin liretimini arttirmadigi goriilmiistiir.
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10. Yapilan bu calismada SSF teknigiyle kat1 substrat olarak piring kabugu
kullanildiginda Bacillus circulans tan kisa slirede ve basit ekipmanlarla endiistriyel
alanda cok Onemli olan oa-amilaz ve [-galaktozidaz elde edilebilecegi tespit
edilmistir. Tarimsal sanayi atiklarinin enzim {iretiminde degerlendirilmesi gerek

ekonomik yonden gerekse ekolojik yonden bilime katki saglayabilir.
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