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AMAC

Son yillarda diger tekniklere oranla daha fazla iirlin elde edilmesinden Otiirii
Kati Faz Fermantasyon Teknigi (SSF), biyoteknolojik ve endiistriyel alanlarda

gittikge artan bir onem kazanmustir.

Bu teknikte, ticari 6nemi olmayan veya az olan ve g¢evre kirliligine yol agan
baz1 bitkisel atiklarin substrat olarak kullanilmasiyla, ekonomik ve ekolojik agidan
degerlendirilebilirliklerinin arastirilmast amaclanmaktadir. Bu amagla enzim iiretim
kaynag1 olarak uygun mikroorganizmalar kullanilacak olup bunlara uygun substrat

ve enzim liretim sartlar1 belirlenecektir.

SSF teknigi kullanilarak ekonomik degeri olmayan bitkisel atiklar ile yapilan
caligmalardan elde edilecek enzimlerin yiiksek seviyede iiretilebilmesi ve bu

tekniginin bir takim 6zellikleri incelenmeye calisilacaktir.



il
OZET

SSF (Kat1 Faz Fermantasyonu) son yillarda enzim {iretiminde sik¢a kullanilan
bir tekniktir. Biyoteknolojide enzimlerin kullanim alanlar1 gittikge artmaktadir. Bu
enzimlerin en 6dnemlilerinden olan amilaz ve proteaz enzimleri deterjan, gida, tekstil,

kagit endiistrisi gibi alanlarda kullanilmaktadir.

Bu calisgmada Van Golii kiyisindan izole edilen Bacillus licheniformis
bakterisinin amilaz ve proteaz enzim iiretimi {izerine cesitli parametrelerin etkisi

incelendi.

Pirin¢ kabugu, bugday kepegi, mercimek kabugu, elma kabugu, muz kabugu,
kiispelik misir, dar1 ve pamuk pargalar1 kat1 substrat olarak kullanilarak amilaz ve

proteaz iiretimi ve aktivitelerine bakildi.

Calismamizda amilaz ve proteaz enzimi i¢in en uygun substrat olarak piring
kabugu segildi. SSF teknigi ile Bacillus licheniformis piring kabugunu substrat olarak
kullanarak degisik inkiibasyon siirelerinde amilaz ve proteaz aktiviteleri oOlgiildii.
Amilaz i¢in optimum inkiibasyon siiresi 24. saat, proteaz i¢in ise 48. saat olarak
belirlendi. Optimum aktivite pH’s1 amilaz i¢in 6,0, proteaz icin 8,5 olarak belirlendi.
Aktivite sicakligi amilaz icin 40°C, proteaz igin 45°C olarak belirlendi. Inokiiliim
hacminin enzim aktivitesine etkisini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada amilaz i¢in 2
ml, proteaz, i¢cin 3 ml olarak belirlendi. Ekstraksiyon ortaminin etkisini arastirmak
i¢cin yapilan caligmada biitiin sonuglar kontrolden daha diisiik tespit edildi. Enzim
aktivitesi lizerine azot ve karbon kaynaklarimin etkisini arastirmak i¢in yapilan

calismada, amilaz icin %1 amonyum siilfat ve %2 nisastali ortamda, proteaz i¢in %1
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bacto casamino asit ve %1 maltoz bulunan ortamda maksimum aktivite elde
edilmistir. Kepek miktar1 ve kepek karisim oranlarinin etkisinin incelenmesi igin
yapilan ¢aligmada, amilaz i¢in %30 kepek (%20 piring kabugu+%10 bugday kepegi),
proteaz i¢in %30 kepek (%15 piring kabugu+%]15 bugday kepegi) bulunan ortamda

yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi.
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SUMMARY

Recently, SSF (Solid-State Fermentation) have usually been used for enzymes
production by using various agricultural vaste. The usages of enzymes in
biotechnology have become important. Among of these enzymes amylase and

protease are used in industry such as detergent, food, textil and paper.

Bacillus licheniformis which was isolated from near the Van Lake used to
investigate the effect of various parameters on enzyme produciton. Different
substrates such as rice husk, wheat bran, lentil husk, apple waste, banana waste, corn,

maize, cotton waste were used in SSF for a-amylase and protease production.

Rice husk is the most convenient to production of amylase and protease. a-
amylase and protease activity has been determinated at different incubation time by
using Bacillus licheniformis as microorganisms and rice husk as substrate in SSF
process. The appropriate incubation time has been found as 24. hours for amylase
and 48. hours for protease. Optimum pH was found to be 6.0 for amylase and 8.5 for
protease. Optimum temperature was found to be 40°C for amylase and 45°C for
protease. The effect of inoculume volume was used 2 ml for amylase and 3 ml for
protease. The effect of extraction medium was found to be lower than control on
amylase and protease. The effect of carbon and nitrogen sources on amylase activity
were observed the highest with %1 Ammonium sulfat, %2 starch and for protease
with %1 bacto casamino acid, %1 maltose. The effect amount of solid substrate and
mixed solid substrate on highest amylase and protease activity was investigated. The
highest amylase activity was observed at %30 mixed substrate (%20 rice husk and

%10 wheat brean) and for protease %30 (%15 rice husk and %15 wheat brean).



1 GIRIS

Endiistriyel enzimlerin kullaniminin artmasiyla birlikte biyoteknolojik olarak
enzim c¢aligsmalar1 da artmaya baglamistir. Bu enzimler bitkilerden, hayvanlardan ve
mikroorganizmalardan elde edilebilir, fakat endiistriyel agidan kullanilan enzimler,

katalitik aktivitelerinin yiiksek olmasi, istenmeyen yan iiriin olusturmamalar1 vb. gibi

sebeplerden dolay1r mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerdir.

Ticari 6nemi olmayan bazi tarimsal atiklarin hem ekolojik, hem de ekonomik
olarak degerlendirilmesinde uygun mikroorganizmalar1 kullanip enzim, O6zellikle
ticari Onemi olan enzimlerin iiretimi miimkiindiir. Endistriyel agidan 6nemli

enzimlerden ikisi proteaz ve amilaz’dur.
1.1 Enzimler

Enzimler canli hiicrelerde olusan ve organizmadaki tiim reaksiyonlarin ¢ok
ilimlt  kosullarda gerceklesmesini saglayan ve bunlari diizenleyen biyolojik
katalizorlerdir. Aktivite gostermek icin hiicre i¢inde olmalar1 gerekmez. Enzimler
olduk¢a 6zel yapr kazanmis ve genellikle bliylik protein molekiilleridir. Enzimde
bulunan aminoasitlerin 6zel dizilisi enzimin belli bir konformasyonu ve kuaterner

yapiy1 kazanmasinda en énemli rolii oynamaktadir (Goziikara 1989).

Enzimlerden giinliik hayatta yararlanma olgusu oldukca eskidir. Insanlar
farkinda olmadan enzimlerden peynir, bira, sarap vb. maddelerin yapiminda ve ilag
olarak yararlanmiglardir. Hiicre dis1 bir aktivitenin oldugu ilk kez 1783 yilinda
Spallanzi tarafindan atmacanin mide suyunun eti eritebildigi gosterilerek

kanitlanmistir. Daha sonra 1811 yilinda Kirchoff, bugday nisastasinin zamanla sekere



dontstiigiint saptamistir (Gupta 2003). 1825 yilinda Berzellius bugdaygillerden elde
edilen enzim karigiminin nisastayi siilfirik asitten daha hizli pargaladigini saptamigtir
(Goziikara 1989). 1830 yillarinda amigdalinin ac1 badem tarafindan hidroliz edildigi
gosterilmis ve 1833 yilinda diastaz bulunmustur. Diastaz amilaz hazirlanmasinda
kullanilmaktadir. 1834 yilinda Scwan pepsini oldukg¢a saf elde etmeyi basarmustir.
Enzimler i¢in katalizor sozciigii ise 1878 yilinda Kiithne tarafindan kullanilmigtir
(Telefoncu 1997). Cagdas enzim kimyasi g¢aligmalart enzimatik reaksiyonlarla
ilgili Michelis-Menten varsayimi ve Sumner tarafindan 1926 yilinda saf olarak
kristal {ireaz enziminin izolasyonu ile baslamistir (Follmer 2008). Proteinlerin
saflagtirllmas1 ve yapilarinin aydinlatilmasi ile ilgili yeni kimyasal ve fiziksel
teknikler gelistirildikten sonra F. Sanger 1853 yilinda 51 amino asitten olusan
instilinin amino asit dizisini saptamistir. Bundan bes yil sonra 124 amino asitten
olugsan riboniikleazin amino asit dizisi aydimnlatilmigtir. Merrifield ve c¢alisma
arkadaslar1 1969 yilinda kimyasal sentez yoluyla biyolojik aktivite gdsteren
riboniikleaz enzimini elde etmeyi basarmistir. Bu alandaki ¢alismalar giin gegtikce
daha da yogunlasmakta olup yeni enzimler izole edilip saflastiriimaktadir.
Enzimlerin yapilarinin aydinlatilmasina paralel olarak enzim katalizli reaksiyonlarin
kinetik ve termodinamik agidan incelenmesi c¢alismalari da hizla ilerlemistir.
Enzimlerin katalitik giigleri gercekten sasirticidir. Enzimler, molekiilleri parcalar,

birlestirir veya belirli gruplart bir molekiilden digerine tasirlar (Telefoncu 1997).

1.2 Biyoteknoloji

Biyoteknoloji, modern tekniklerle bitki, hayvan ve mikroorganizmalar

kullanilarak kiiltiir ortaminda onlardan {iriin elde etmektir. Ozellikle saglk, gida,



cevre, kozmetik ve temizlik sanayinde sik¢a kullanilmakta olup ekonomik agidan

oldukg¢a yarar saglamaktadir (Horikoshi 1996).

Genel olarak mikroorganizmalar metabolizmalart sonucu bazi bilesikleri
salgilarlar. Mikroorganizmalarin besi ortamina uygun substratlar eklenerek sekonder
metabolitler elde edilir. Bu ortamlarin hazirlanmasinda, maliyetin ucuz olmasi igin
organizmalarin en ¢ok gereksinim duydugu karbon kaynagini ekonomik degeri diisiik
maddelerden saglanmas1 gerekir. Nitekim sekonder metabolit olan organik asitler,
aminoasitler, niikleik asitler ve onlarla iligkili bilesikler; vitaminler, enzimler, steroid
hormonlar ve antibiyotiklerin ¢ok ¢esitli alanlarda kullanildiklar1 bilinen bir gercektir

(Francis ve ark. 2003).

Biyoteknolojik uygulamalar genellikle ¢evreye zarar vermeyen teknikleri
kullanirlar. Bu tekniklerin enerji ihtiyaci azdir, yiiksek basing gerektirmez, oda
sicakliginda veya daha diisiik sicakliklarda gerceklestirilir. Cevreyi kirleten atiklarin
degerlendirilmesi ve mikroorganizmalar yardimi ile pargalanmasi da miimkiindiir
(Telefoncu, 1996). Biyoteknolojide fermantasyon icin kullanilacak organizmalarin
insanlarda herhangi bir hastaliga neden olmamasi, verim giiciiniin yiiksek olmasi,
sahip olduklar1 ozellikleri kaybetmemesi ve iiretim ortaminda hizli ¢ogalmasi
gerekir. Ayrica organizmanin bulundugu ortama konacak ve iiretecegi {iriiniin esas
ham maddesini olusturacak organik maddenin, kolayca, bol miktarda, ucuza
bulunabilen ve atik madde niteligi tasiyan madde olmasi gerekir (Heck ve ark.

2006).



1.3 Enzimlerin Biyoteknolojide Kullanimi

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, {riinlerin kullanim alanlarinin
cesitliligi (Tablo 1.1) ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeni ile
biyoteknolojinin endiistriyel enzimlerle ilgili yapilan cesitli arastirmalar daha da
onem kazanmaktadir. Ozellikle son yillarda stratejik alan seklinde degerlendirilen
rekombinant DNA teknolojisinden yararlanilarak enzim iretimi biiylik boyutlara
ulagmis ve kullanimi giderek yayginlasmistir. Endiistriyel alanda kullanilan enzimler
bitkisel, hayvansal ve mikroorganizma kokenli olmakla birlikte, agirlikli olarak
mikroorganizmalardan temin edilmektedirler. Bunlardan en Onemlileri bakteri
kaynakli enzimler olup, ilag {iiretimi, mayalama, yiyeceklerin saklanmasi gibi

biyoteknolojik alanlarinda kullanimi gittik¢e artmaktadir. (Kapucu 2003).

Endiistrinin  hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli
enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin
cok yiiksek olmalari, istenmeyen yan {irlin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz
olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleridir. Mikroorganizmalar yalnizca enzim
tiretme yeteneklerine gore degil, toksik ve patojen olmamalarina gore de segilirler.
Bugiin endiistride kullanilan bir¢ok enzim mikrobiyal kokenli oldugu igin,
endiistriyel enzimlerin iiretiminde, mikroorganizma kullanimi artmistir (Kiran ve

ark.2006)



Tablo 1.1. Enzimlerin Biyoteknolojide Kullanim Alanlari*

ENZIM

UYGULAMA ALANI

Lipazlar

Yaglarin parcalanmasi-interesterifikasyon
Yag esasli kirlerin ve lekelerin giderilmesi

Alfa Amilaz

Nisasta hidrolizi,

Ekmekgilik

Silaj iiretimi

Camasir ve bulasik makinesi deterjanlari
Hasil s6kme

Alkol Fermantasyonu

Peynir ve bira gibi gida sektorii

Proteazlar

Sindirime yardime1 olma
Dericilik

Siit ¢oktliirme

Ekmek yapimi

Kek yapimi

Et yumusatma

Silaj tiretimi

Kumag agartma

Ipek kalitesinin yiikseltilmesi
Deterjan

Papain

Etin yumusatilmasi

Papain, fisin, bromelain

Biranin soguga dayanikliliginin arttirilmasi

Tripsin, papain, fisin, | Balik pres suyu viskozitesinin diisiiriilmesi
pepsin
Invertaz Sakaroz inversiyonu
Niikleazlar Lezzet kontrolii
. Oksidasyonun onlenmesi ve besin
Oksidazlar 4

maddelerinde renk kontroli

Rennin, pepsin

Peynir tiretimi

Beta amilaz

Maltoz surup

Glukoamilaz Glukoz surup

Seliilaz Teks‘qlde pamukcuk giderme ve tas yikama
Deterjan

Pektinesteraz Meyve suyu berraklastirma

Arabinaz

Xylanaz Nigasta gluten ayrimi

Fkmek Hacmi

* (Telefoncu, 1996;Dagasan, 1997)




Mikrobiyal enzimlerin diinya genelinde yillik kullanim degerlerine
bakildiginda alkalin proteaz %25, diger proteazlar %21, amilaz %18, rennin %10,
tripsin %3, lipaz %3 ve diger karbonhidratlar1 parcalayan enzimler %10 seklinde bir
dagilimla karsilasilmaktadir. Bu enzimlerin parasal olarak yiiz milyonlarca dolar
seklinde tanimlanan ekonomik degeri vardir. Dogada var olan enzim sayisinin 25000
oldugu tahmin edilmektedir. Cogunlugu hidrolazlar, transferazlar, ve
oksidorediiktazlar olmak iizere yaklasik 400 tanesi arastirmalar i¢in ticari olarak elde
edilmektedir (Adlercreutzve ark. 1994; Schrerier 1997). Giiniimiizde bunlardan
sadece 4000 tanesi tanimlanmistir (Heck ve ark. 2006). Hidrolazlar endiistriyel
biyotransformasyonlarda en ¢ok kullanilan enzimlerdir (Kapucu 2003). Deterjan ve
gida endistrilerinde ise yaklasik olarak 50 enzim kullanilmaktadir. Hidrolazlar
endistriyel olarak kullanilan enzimlerin %80'ini olusturmaktadir (Kiran ve
Comlekgioglu, 2003). 1985 yilinda yapilan bir degerlendirmede, diinyadaki enzim
satiginin 450 milyon dolar1 buldugu belirtilmektedir. 1993 yilinda 1 milyar dolar olan
diinya enzim pazar degeri, 2001 yilinda 1.63 milyar dolara ylikselmistir (Schrerier

1997).

1.4 Ekstraseliiler Enzimler

Ekstraseliiler enzimler, besiyeri ve hiicre duvarinin dis1 ile baglantili halinde
olan enzimler olarak tanimlanirlar. Bakteri kaynakli ekstraseliiler enzimlerin ilag¢
iretimi, mayalama, yiyeceklerin saklanmasi gibi biyoteknoloji alanlarinda kullanimi

giin gectikce artmaktadir (Kapucu 2003).

Bir bakterinin 6zgiil 6zellikleri, belirli bir enzim ya da enzimleri sentezleme

yetenegine sahip olmasina baglidir. Bir bakteri tiiriinii diger bir tiirden farkli kilan



karakterlerden biri, belirli enzimleri sentezleme yeteneklerindeki farktan da
kaynaklanir. Birgok bakterinin, iiredigi ortama salgiladiklari enzimlerin temel
fonksiyonlart; kendileri i¢in kullanilabilir besin saglamaktir (Uyar 1993). Ticari

olarak kullanilan enzimlerden en dnemlileri amilaz ve proteazdir.

1.5 Amilaz

Amilaz nisastayr glukoza pargalayan, hidrolaz sinifina ait enzimlerdendir
(Teresita ve ark.1996). Amilazlar nigasta molekiillerini hidrolizleyip ¢esitli dekstrin
ve glukoz tniteleri igeren yapilara parcalarlar (Windish 1965). o-Amilazlar diiz
amiloz molekiilii ve dallanmig amilopektin molekiiliindeki a-1,4 glikozidik baglarini
parcalayan ekstraseliiler enzimlerdir (Fogarty ve Kelly 1990; Kandra 2003; Vishnu
ve ark. 2006) . o-Amilazlar nisastayr glukoz ve maltoz veya spesifik malto-
oligosakkaritlere veya karisik oligosakkaritlere hidrolizlerler (Dey 2001; Messaod

ve ark. 2004; Hashim ve ark.2005).

Amilazlar bitki, hayvan ve mikroorganizmalar gibi farkli kaynaklardan elde
edilebilmesine ragmen ticari ihtiyaglar1 karsilamada genellikle mikrobiyal enzimler
kullanilir. Giliniimiizde mikrobiyal amilazlarin biiyliik bir kismi ticari olarak
tiretilmekte ve hemen hemen tamami nisastanin kimyasal hidrolizinde 6nemli role
sahiptirler. Amilazlarin tarihi, ilk olarak 1811 yilinda Kirchhof tarafindan enzimin
kesfi ile baslamistir. Bunu takiben malt amilazlar1 ve sindirim amilazlar ile ilgili
birka¢ rapor yayinlanmistir. Daha sonralari 1930°da Ohlsson nisastay1 parcalayan
sindirim enzimlerini a ve B- amilaz olarak siniflandirmistir (Gupta 2003). Amilazlar
endoamilaz ve ekzoamilaz diye iki kategoride siniflandirilirlar. Endoamilazlar nigasta

molekiilii icinde gelisigiizel hareket ederek hidrolizi katalizlerler. Bu hareket



sonucunda dogrusal ve dallanmis olarak farkli uzunluklarda oligosakkaritler olusur.
Ekzoamilazlar indirgenmemis ugtan baglayarak basarili bir sekilde kisa parcalar
tiretirler. Mikroorganizmalarin enzim {iretiminde kullanilmasimin ve mikrobiyal
tiriiniin O6nemli Ol¢lide yararlari vardir. Ekonomik olarak saf maddelerin {iretim
kapasitesinin yiiksek olmasi ve mikroorganizmalarin karakteristik enzimler iiretmesi

en biiyiik avantajlardandir (Lonsane ve Ramesh 1990) .

Amilazlar endiistride ¢ok farkli amaglarla kullanilirlar. Nisasta, deterjan,
yiyecek ve tekstil endiistrisinde dnemli role sahip olup, diinya enzim ticaretinin %
25-33’linili olusturmaktadir (Nguyen ve ark. 2002). Endiistriyel enzimler, tarimsal
tirlinler substrat olarak kullanilarak daha diisiik maliyetle {iretilebilirler. Bacillus sp.
nisastali ortamda o-amilaz ireten iyi bilinen bir bakteridir. Bacillus sp. bugday
kepegi, piring kabugu gibi bazi tarimsal atiklarin bulundugu ortamda SSF (Solid
State Fermentation=Kat1 Faz fermatasyonu) ile a-amilaz tretimi ile ilgili bazi
calismalar bulunmaktadir (Babu ve Satyanarayana 1995; Baysal ve ark. 2003;

Sodhi. ve ark. 2005).

1.5.1 o-Amilaz

a-Amilazlar (endo—1,4-a-D-glucan glucanohydrolase E 3.2.1.1) maltoz ve
maltotrioz molekiillerinin glukoz {niteleri arasindaki 1,4- o glikozidik baglarini
parcalayan ekstraseliilar bir enzimdir. a-Amilazlar genellikle ¢dziliniir nisasta veya
modifiye edilmis nisasta molekiillerini substrat olarak kullanarak nigasta
molekiiliindeki o-1,4 baglarmi hidrolizler, glukoz, dekstrin ve limit dekstrinler

tiretirler. a-Amilaz enzim aktivitesini tayin etmek i¢in ¢esitli yontemler kullanilabilir.



Bunlardan bazilar1 iyotla boyanan nisasta molekiiliindeki azalisa ve indirgen sekerin

artigina bakilarak tayin edilebilir (Priest 1977) .

o-Amilaz Ca®" iyonlar iceren ve 50-60 kDa molekiil agirligina sahip bir
metalo enzimdir. Amilazlarin ticari olarak genis bir kullanim alan1 vardir (Gupta ve
ark. 2003). Bu enzimler giiniimiiz biyoteknolojisinde yiyecekten kagit endiistrisi,
tekstil ve mayalanmaya kadar bir¢ok alanda kullanilirlar (Pandey ve ark.2000). o-
Amilazlar ayrica klinik, medikal ve analitik kimya gibi bir¢ok uygulamada da

kullanilirlar. (Hagihara ve ark. 2001).

1950’lerden beri fungal amilazlar seker karisimi i¢eren surup hazirlanmasinda
kullanilmaktadir. a-Amilazlar yaygin olarak yiyecek endiistrisinde kullanilirlar. Kek
yapimi, bira, hazir gida, meyve sulari, igecek, nisasta surubu gibi alanlarda yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Ornegin, unlu mamuller ve pisirme sanayinde nisastay1
daha kiiciik karbonhidrat pargalarina hidrolizlemede a-amilaz siklikla kullanilirlar.
Bu islem sayesinde hamurun viskozitesini azaltir ve seker seviyesini artirir. Ayrica
bira fabrikalarinda ve icecek endiistrisinde kullanilabilirler (Shalenberger 1990;
Yeshajahu 1991). o-Amilazlar ayrica konserve yapiminda kullanilir. a-Amilazlar
sekerleme ve tatlandirici sanayinde kullanilan farkli sekerlerin oranlarini kontrol

etmede kullanilirlar (Alvin ve ark.2002).

o—Amilazlarin iiretimi genellikle SmF (Submerged Fermantation) teknigi
kullanilarak yapilir. Fakat SSF’le a—amilaz iiretimi son yillarda giderek daha popiiler
hale gelmektedir. Geleneksel olarak a-amilaz SmF ile iiretilmektedir (Bose ve Das
1996; Egas ve ark. 1998; Aguilar ve ark. 2000). a-Amilazlar i¢in farkli substratlar

bulunur. Bunlar arasinda, basta dogada bol miktarda bulunan patates, bugday, musir,



10

piring gibi bitkilerden elde edilen, ham nisasta yer alir. Enzim substratin1 kullanarak
once dekstrine, son lriin olarak da glukoz, maltoz ve maltoz tiniteleri igeren
karbonhidratlara doniistiiriir (Somers ve ark. 1995). Enzimin aktivite gostermesi igin
kofaktor gereklidir. Enzimlerin aktivite gostermesi icin gerekli olan ve protein
yapisinda olmayan, genellikle metal iyonlarindan meydana gelmis yan gruplara
kofaktor denir. a-Amilaz aktivite gosterebilmek i¢in kofaktdr olarak kalsiyum

iyonlarina ihtiya¢ duymaktadir (Goziikara 1989).

1.5.1.1 a-Amilazlarin Endiistriyel Kullanim Alanlari

a-Amilazlar nisastaya bagli endiistrilerde en 6nemli hidrolitik enzimlerdir.
Ticari amilazlar en eski enzimler olup ilk olarak 1984 yilinda ilag ve sindirim
kaynakli olarak kullanilmistir. Giinlimiizde yiyecek, deterjan, tekstil ve kagit
endiistrisinde nigastanin hidrolizinde kullanilirlar. Bu 6zelliklerden dolay1 mikrobiyal
amilazlar nisasta isleme siirecinde kimyasal hidroliz islemlerinde kullanilir.
Potansiyel kullanim alani olarak ila¢ ve kimya endiistrisinde daha yaygin olarak
kullanilabilirler. Bugiin amilazlar diinya enzim ticaretinde en biiylik paya sahiptirler

(Aehle ve Misset 1999).

Nisastanin o-amilaz tarafindan hidrolizi sonucu olusan maltooligosakkaritler
gida, ila¢g ve kimya endiistrilerinde onemli o6zelliklerinden dolay1 kullanim alani
bulmuslardir. Bunlar ¢ocuklar ve yagllar i¢in yiiksek oranda besleyici gidalar olup,
1yi c¢oziinerek berrak soliisyonlar olusturmaktadir veya kalori eksikligi c¢eken
kisilerde besin olarak kullanilmaktadir. Maltotetroz, besindeki nemin korunmasinda,
yapisinin iyilestirilmesinde ve besin katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Kandra,

2003).
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1.5.1.2 a-Amilazlarin Ekmek Pisirme Endiistrisi ve Raf omriinii Uzatma

Siirecinde Kullanimi

Pisirme endiistrisinde enzimler, yiizlerce yildir kullanilarak yiiksek kalitede
cesitli tirlinler elde etmede kullanilmislardir (Hammer 1995; Si 1999) Bu enzimlerin
ekmek yapiminda kullanilarak, daha yiiksek hacim, daha iyi renk ve daha yumusak
pargalar elde edilmistir. Malt hazirlamada ticari olarak bir¢ok enzim kullanilir.
Gilintimiizde amilaz disinda proteaz, lipaz, glukoz oksidaz, ksilanaz, pullulanaz,
pentozanaz, lipoksijenaz vb. gibi enzimler de ekmek imalat endiistrisinde ¢esitli

amaglarla kullanilirlar (Kulp 1993; Prietto ve ark.1995; Si 1999).

Unlu mamul yapimminda kullanilan a-amilazlar arpa maltindan, mantar ve
bakterilerden elde edilen mikrobiyal enzimlerdir (Hebeda ve ark. 1990-1991).
Fungal a-amilazlarin ekmek yapilacak hamura ilavesi 1955’ten beri ABD’de ve
1963’ten beri Ingiltere’de kullamlmaktadir. Fungal a-amilazlar cogunlukla unlu
mamul ihtiyacinin karsilanmasinda yaygin bir bi¢cimde pisirme siirecinde

kullanilmiglardir (Pritchard 1992).

a-Amilazlarin unlara katilmasiyla sadece fermantasyon siirecinin hizlanmasi,
akiskanlik oraninin azaltilmasi ve daha genis hacimli ekmek iiretimi saglanmaz, ayn
zamanda tat, renk ve daha kaliteli kizarmis ekmek iiretimi de saglanmis olur (Van

DAM ve Hille 1992).

a-Amilazlarin endiistride yeni kullanim alanlarindan biri de bayatlamay1
geciktirmede ve ekmegin raf dmriinii uzatmada kullanimidir. Yaygin olarak ekmek
yapim endiistrisinde ¢esitli katkilarin kullanilmasiyla, lezzetli ve daha iyi goriiniimlii

pisirme elde edilmistir. Kimyasallarin, kiicik sekerlerin, enzim ve
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kombinasyonlarinin, siit tozunun, emiilsiyon saglayicilarin, mono-digliseritlerin,
seker esterlerinin, antioksidanlarin, seker- tuz vb. maddeleri ilave edilerek siireg
islenebilir. Son zamanlarda hamur iretmede enzimlerin raf Omriinii uzatmadaki
Oonemi gittikge artmaktadir. Bunlar a-amilazlar, maltogenik amilazlar, B-amilazlar,
amiloglukozidazlardir. Pullulanaz ve o-amilazlarin beraber kullanimi bayatlamay1
geciktirmede daha etkilidir (Carroll ve ark. 1987). Bununla beraber a-amilazlarin az
miktarda bile asir1 kullanimi istenmeyen ekmek yapismalarina yol agabilir (Olesen
1991). Dolayistyla son siirecte orta diizeyde 1stya stabil (ITS) a-amilazlarin kullanim
egilimi vardir (Kulp 1993; Hebeda ve ark.1990-1991; Ahuja ve ark. 1998). o-
Amilazlarin yaygin olarak mikrobiyal a-amilaz olarak bilinmesine ragmen ITS
olarak bilinenlerin sadece birka¢ mikroorganizmadan iiretildigi rapor edilmistir

(Kraus ve ark. 1993).

1.5.1.3 a-Amilazlarin Nisastay: Sivilastirmada ve Sekerlemede Kullanimi

Piyasada bulunan birgok iirlin i¢in kullanilan a-amilazlar nisastay1 hidroliz
ederek glukoz ve fruktoza doniistiiriilmesini saglarlar. Nisasta yliksek oranda tahil
fruktozu igeren suruplara doniistiiriiliir. Yiksek tatlandirict 6zelliklerinden dolay1
bliyiik oranda igecek endiistrisinde kullanilirlar Nisastayr sivilastirmada yiiksek

oranda termostabil a-amilazlar kullanilirlar (Gupta ve ark.2003).

1.5.1.4 o-Amilazlarin Tekstil Endiistrisinde Kullanimi

Tekstil iirlinlerinin islenme siirecinde dokumanin sertlestirilmesi ve gerilmesi
onemli bir etkendir. Nisasta ucuzlugundan ve diinyanin bir¢ok bdlgesinde kolay
bulunabilmesinden dolay1 tekstil sanayinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Tekstilde

nisasta molekiil boyunun iyi bir sekilde ayarlanmasi1 a-amilazlarin uygulanmas ile
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basarilabilir. oa-Amilazlar siklikla ¢oziiniir suda, nisasta ig¢endeki dekstrin
molekiillerini  temizleyerek, nisastanin fazlasinin uzaklagtirilmasi islemini
saglayabilir. a-Amilazlarin kullanilmasiyla tekstil iiriinlerindeki dokumanin egriligi

diizeltilebilir (Hendriksen ve ark.1999).

1.5.1.5 a-Amilazlarin Kagit Endiistrisinde Kullanim

Yiiksek molekiiler agirliktaki nisastanin kagit endiistrisinde kullanimini,
disiik viskozite saglamasindan dolayr oa-amilazlar sayesinde basarilmistir
(Bruinenberg ve ark. 1996). o-Amilazlarin kagit ve kagit hamuru endiistrisinde
kullanim1 nisastanin kagidi kaplamasin1i ve modifiye edilmesini saglar. Tekstilde
oldugu gibi kagit boyutu ve mekanik hasara kars1 performansi koruma isleminde de
a-amilazlar uygulanir. Kagitta sertlik ve genislik boyutunun arttirilmasi énemlidir.
Kagidin temizlenebilmesini ve 1yi kaplanmasini saglar. Nisasta kagit isleme siirecinin
bitmesini ve cilalanmasimi saglayan 1yi bir molekiildiir. Nisastanin kagida
eklenmesiyle, kagidin sertlestirilmesi ve toplanmasi i¢in nisastanin bulamag¢ haline
getirilmesi ve transfer edilmesi gibi iki etkiyle olur. Bu islemin sicaklik araligi 45-60
°C araligindadir. Nisastanin akigkanhiginin sabitligi bu durumdaki sonuglarin
tekrarlanabilmesi i¢in gereklidir. Nisastanin dogal akiskanligi, devam eden siirecte
veya grup halindeki amilazin kagit boyunu ayarlamasi ve kismen kiiciiltiilmesi i¢in
gereginden daha fazladir. Bu kosullar nisasta kaynaklarina ve o-amilazlarin

kullanilmasina baglidir (Tolan 1996).

1.5.1.6 o-Amilazlarin Deterjan Uygulamalarinda Kullanim

Yeni deterjanlar genellikle enzimleri igerirler. Enzimlerin deterjan sanayinde

uygulanmasinin temel avantaji daha yumusak bir ortam olusturmasidir. Daha



14

onceleri otomatik bulasik makineleri deterjanlar1 oldukga sert bir yapiya sahiptiler ve
narin porselenlerin ve tabaklarin hasar gérmelerine yol agiryordu. Bu etkiden dolay1
deterjan endiistrisinde daha yumusak ve etkili karigimlar aranmaya baglandi (Van Ee
ve ark. 1992). Enzimler yikama sicakligin1 diisirmeye yararlar. a-Amilazlar
1975’ten beri ¢amasir deterjanlarinin bilesiminde kullanilirlar. Giiniimiizde sivi
deterjanlarin % 90’1 a-amilaz igerirler (Kotwitz ve ark. 1994) ve otomatik bulasik
makinesi deterjanlarinin a-amilaz orani1 gittikge artmaktadir. Deterjanlarda kullanilan
a-amilazlarin sinirlamalarindan biri enzimim kalsiyum hassasiyeti gdstermesi ve
diisiik kalsiyum igeren ortamda stabilitelerinin giigliigiidiir. Son zamanlarda iki
biliylik deterjan saglayicti Novozymes ve General Internetional’daki deterjan
arastirmalarinda c¢alisan bilim adamlart o-amilazlarin  beyazlatici  6zelligini

gelistirmislerdir (Tierny ve ark. 1995; Bisgard-Frantzen ve ark.1995).

1.5.1.7 o-Amilazlarin Tibbi Ve Klinik Kimyada Kullanimi

Biyoteknolojik alanda amilaz uygulamalarinin olduk¢a yaygindir. Bunlardan
bazilar1 klinik, tibbi ve analitik kimyadir. Amilazlarla ilgili olarak tibbi ve klinik
birkag islemsel slire¢ bulunmaktadir. S1vi1 sabit ayiraglarin uygulamalarinin a-amilaza
bagl oldugunu Ciba Corning Express klinik kimya sistemleri tanimlamistir (Becks
ve ark. 1995). Daha yiiksek oligosakkaritleri belirleme isleminde amilaz
uygulamalar gelistirilmistir (Giri ve ark. 1990). Bu metodun giimiis nitrat testinden

daha etkili oldugu iddia edilmektedir (Menzel ve ark. 1998).

1.5.1.8 a -Amilazlarin Etki Mekanizmasi

1963 yilina kadar, o-amilazlarin nisastay1 rastgele hidrolizleyip, glukoz

molekiillerine doniistiirdiigii distiniilityordu. B. subtilis  o-amilazlarinin, nisasta
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iizerine etkisinin incelenmesi sonucu, ortamda maltotrioz ve maltoheksoz’un baskin
oldugu bir karigim olusunca o-amilazlarin nisasta lizerindeki etkisinin rastgele
olmadig1 ortaya c¢ikmustir. Buna gore; a-amilaz tizerinde 9 glukoz kalintisinin
baglanabilecegi baglanma merkezleri bulunmaktadir. a-(1—-4) bagmni hidrolizleyen
aktif merkezin, 3-4 nolu glukoz kalintilarinin baglandigr baglanma merkezleri
tizerinde kaldig1 diistinlilmektedir. Buna gore hidroliz isleminden sonra soldaki grup
enzim iizerinden ayrilirsa, bosalan baglanma merkezine nisasta zinciri kendiliginden
hareket ederek maltoheksoz olusur. Hidrolizinden sonra, zincirin sag tarafi ayrilirsa,
nisasta zinciri bosalan baglanma merkezini doldurmak i¢in saga dogru kayar ve
maltotrioz olusur. Amilopektin molekiiliinden ise maltoz, maltodioz, maltotrioz ve

maltoheksoz meydana gelir (Robyt 1989).

1.5.2 Bakteriyel Amilazlar

Karbohidrazlarin en onemli kaynagimi Bacillus tiirii mikroorganizmalar
olusturmaktadir. Bir karbohidraz olan a-amilaz enzimi ticari olarak kullanilan ilk
enzimdir. Nisasta, cok sayida glikoz molekiiliiniin farkli sekillerde baglanmasiyla
olugsmus polisakkarit 6zellikte bir bilesiktir. Baz1 bakteriler ve mantarlar tarafindan
tiretilen o-amilaz, B-amilaz, glikoamilaz ve glikoizomeraz gibi enzimler nisastayi
par¢alama yetene8ine sahiptirler. Fungal o-amilazlar sicaklifa bakteriyel o-
amilazlardan daha az stabil oldugundan iizerinde c¢alisilan asil enzim kaynagini daha
cok bakteriyel; 6zellikle de Bacillus amilazlari olusturmaktadir. Bu cinsin 6zellikle 8
tanesinin sentezledigi a-amilaz enzimi cesitli arastiricilar tarafindan tanimlanmis ve

karakterize edilmistir. Bunlar B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. caldolytcus, B.
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coagulans, B. licheniformis B. macerans, B. stearothermophilus ve B. subtilis var.

amylosacchariticus’dur (Kiran ve Comlek¢ioglu, 2006) .

Bakteriyel amilazlar, substratlar1 olan nisastay1 hidrolizleme durumuna gore
endo ve ekso amilazlar olmak tizere 2 gruba ayrilir: Bir endo amilaz olan a-amilaz
(EC 3.2.1.1.), hidrolazlar smifinin en Onemli iiyelerinden biridir, nisastadaki
glikozidik baglarini rastgele yerlerden hidrolizler. Bir ekso amilaz olan B-amilaz (EC
3.2.1.2.) ise, nisastanin indirgen olmayan ucundan baslayarak glikozidik baglarini
hidrolizler. Ayrica bir glukoamilaz olan y-amilaz (EC 3.2.1.3.) vardir ki bu,

amilopektinin dallanma noktalarindaki glikozidik baglar kirar (Sinnet, 1990).

Besiyeri ortaminda, bakterilerin protein, peptid ve pepton gibi organik
maddelerin varliginda bunlar1 kullanarak ekzoenzim sentezini arttirdig1 saptanmustir.
Bununla birlikte organik ve kompleks organik azot kaynaklarinin inorganik azot
kaynaklarima nazaran amilaz T{retimini arttirdigt belirlenmistir (Babu ve
Satyanarayana, 1993; Pederson ve Nielsen, 2000). Yine besiyeri ortaminda, farkli
karbon kaynaklart kullanilarak {iretilen bakterilerde nisasta ve glukozun diger
sekerlere oranla o- amilaz iretimini arttirdigt belirlenmistir (Krishna ve

Chandrasekanan, 1996; Ramachandra, 2004).

Bacillus endiistriyel enzimlerin en énemli kaynaklarindan biri olarak bilinir
ve B. amyloliquefaciens en yaygin a-amilaz iireticisi olarak bilinir (Abate ve ark.

1999).
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1.6 Proteazlar

Proteazlar, proteinlerin hidrolizini katalize eden hidrolitik enzimlerdir.
Proteazlar, dogada bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kalintilarin dekompozisyonunda
onemli rol oynamaktadirlar ve bdylece besin dongiisiinii saglamakta ve ayrica
bitkilerin besinleri alabilmelerini saglamaktadir. Proteazlar enzimlerin oldukca
kompleks bir grubunu olustururlar ve oldukga farkli fizikokimyasal ve katalitik
ozelliklere sahiptirler. Proteaz sentezinin hiicresel kontroliinden sorumlu mekanizma
heniiz tam olarak bilinmemekle beraber alkalin proteazlarin {iretimi amino asit veya
amonyum gibi hizli bir sekilde metabolize edilebilen azot kaynaklar ile
baskilanmaktadir. Diger ortam bilesenleri kiicliik sekerler ve mineraller enzim
sentezini etkilemektedir. Potansiyel proteaz kullanimi ve maksimum enzim iiretimi
ile endiistriyel islemlerin maliyetini diisirmek amaglanmaktadir. Proteazlar, toplam
endistriyel enzim ticaretinin yaklasik %60’ olusturmaktadir. Proteazlar, ¢camagir
deterjanlari, deri, et, siit, ilag, bira, fotograf, organik sentezlerde ve atiklarin
muamelesinde kullanilmaktadir (Kumar ve ark. 2005). Bakteriyel proteazlar,
hayvan ve fungal proteazlar ile karsilagtirildigt zaman daha etkin oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle ticari ilgiden dolay1 endiistriyel olarak uygun proteazlari
tireten mikroplar ¢ok c¢esitli habitatlardan arastiricilar tarafindan g¢alisilmistir

(Banerjee ve ark., 1999).

Alkalin proteazlar, bakteri, kiif, maya gibi ¢esitli kaynaklardan elde edilse de
alkalifilik Bacillus biyoteknolojide en fazla kullanilan mikroorganizmadir. Ciinkii
¢ok ¢esitli ortamlardan izolasyonu nispeten kolaydir. Bununla birlikte Bacillus, hem

kompleks hem de sentetik ortamda gelisebilmektedir. Termofilik ve alkalifilik
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Bacillus tarafindan iretilen alkalifilik proteazlar yiiksek sicaklik ve pH’ya
dayanmaktadir. Ayrica Bacillus tiirleri post-eksponansiyal ve durgunluk fazlarinda da

ekstraselliiler proteazlar iiretebilmektedir (Fogarty ve Kelly, 1990).

Mikroorganizmalardan elde edilen proteolitik enzimler diinya c¢apinda
deterjan endiistrilerinde en fazla kullanim alani bulan enzimlerdir. 30 yil boyunca
deterjanlardaki proteazlarin 6nemi kiigiik katki maddesinden, anahtar bilesenlere
degismistir. Iyi bir deterjan enzimi oksitleme ajani ve agarticilarla beraber
stabilitesini koruyabilmelidir. Ticari olarak kullanilan enzimlerin biiylik bir kisnu
agartma/oksitleme ajanlarinin varliginda stabilitesini koruyamamaktadir. Bu nedenle,
enzim tabanli deterjanlarin daha iyi stabiliteye sahip olmasi i¢in rekombinant DNA
teknolojisi kullanilmaktadir. Bununla birlikte mikrobiyal ¢esitliligi derinlemesine
inceleyerek ticari olarak daha kullanighi enzimler {iretebilen mikroorganizmalarin
bulunma sanst da daima vardir. Klasik olarak deterjanlar yiiksek yikama
sicakliklarinda kullanilmaktadir. Simdilerde alkalin proteazlarin tanimlanmasinda
genis sicaklik araliklarinda etkili olmasi oldukga ilgi ¢ekmektedir. Diger taraftan
giinimiizde deterjan endiistrisi, yikama sicakliginin disiiriilmesi ve deterjan
kompozisyonunun degismesi yoOniinde ¢alismalar yapmakta, fosfat tabanl
deterjanlar1 uzaklastirarak, deterjan uygulamalart i¢in daha uygun yeni alkalin
proteazlar lizerinde durmaktadir. Proteazlarin diger ilging bir kullanim alani ise deniz
Crustacea atiklarinin deproteinizasyonudur. Kimyasal islemlerin iistesinden gelmek
icin mikroorganizmalarin veya proteolitik enzimlerin kullanilmasi iizerine ¢aligmalar

yapilmaktadir (Yang ve ark., 1996).
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Mikroorganizmalar ~ genetik  manipiilasyonlara  hassasiyetinden  ve
biyokimyasal cesitliliklerinden dolayr miikemmel bir proteaz kaynaklaridir.
Mikrobiyal enzimler diinya enzim ticaretinin yaklasik %40’ karsilarlar (Rao ve

ark. 1998).

Proteazlar protein molekiiliindeki peptid baglarim1  hidrolizleyebilen
enzimlerdir. Endistriyel enzim gruplarindan en genis kullanim alanina sahip
enzimlerdir. Ozellikle endiistriyel, biyoteknolojik, tibbi ve temel arastirma
alanlarindaki kullanimi artis gostermektedir (Wiesman 1993; Rao ve ark. 1998).
Proteazlar bitki, hayvan ve mikroorganizmalarda dogal olarak bulunurlar. Proteaz
biyosentezinin; Aspergillus (Fan-Ching ve ark. 1998), Rhizopus (Rao ve ark. 1998)
ve Penicillum (Farley ve ark. 1992) gibi funguslar tarafindan yapilabildigi

belirtilmektedir.

Proteazlar asidik, notral ve alkalin olmak iizere ii¢ grupta siniflandirilirlar.
Notral proteazlar, 6zellikle yiyecek endiistrisinde kullanilirlar. Ciinkii hidrofobik
aminoasit baglarmi ndétral pH’da spesifik olarak hidrolizlerler. Notral proteazlar
piring nisastasi izolasyonunda etkilidirler (Wang 2001). Alkalin proteazlar genis bir
uygulama alanma sahiptirler. Ozellikle endiistriyel proteazlar deterjan, yiyecek,
kimya endiistrisi, klinik formiilasyonlar ve X-ray filmlerinden glimiisiin geri alinmas1
gibi alanlarda yaygin olarak kullanilirlar (Kumar ve ark. 1999). Bacillus,
Streptomyces ve Aspergillus tiirleriyle proteaz galismalari yaygindir. Beauveria’dan
elde edilen alkalin proteazin belirgin bir etkisi olmasina ragmen (Bidockha ve ark.
1987-1990; Urtz 2000), ticari uygulamalar i¢in alkalin proteaz ¢aligmalari bu cinste

kesfedilmemistir. Dolayisiyla Beauveria’dan alkalin proteaz liretiminin ¢ogu SmF ile
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yapilmaktadir. Alkalin proteaz genellikle SSF ortaminda mantarlardan elde edilir

(Aikat ve ark.2000-2001; Germano ve ark.2003).

Alkalin proteazlar kuvvetli enzimler olup Onemli Olgiide deterjan, deri,
giimiig, ilag, yiyecek, tohum ve kimya sanayinde kullanilirlar. Bu enzimler yiiksek
kaliteli sindirimde kullanilirlar (Kumar ve ark. 1999). Proteazlar ¢ok sayida
mikrobiyal kaynaklardan elde edilmesine ragmen sadece birkag1 ticari olarak
tanimlanmistir. Proteazlar SmF ve SSF ile iiretilmektedir. Her organizma veya irk

kendi maksimum enzim &zelliklerine sahiptir.
1.6.1 Proteazlarin Biyoteknolojide Kullanim Alanlar:

1.6.1.1 Siit Endiistrisinde Proteazlarin Kullanimi

Proteaz enzimi siit isleme siirecinde kullanilan en 6nemli enzimlerdendir.
Peynirin olgunlagmasina yardimei olurlar. Peynir yapimi sirasinda siit proteinlerinin
¢Oktiirtilmesi i¢cin chymosin (renin) adi verilen bir proteaz enzim kullanilmaktadir.
Bu enzim siit danalarinin midesinin 4. boliimiinde bulunmaktadir. Renin siit
danalarindan tuzlu su ekstraksiyonu ile elde edilmektedir. Yetiskin hayvanlarin
midesinde renin’e ilaveten pepsin adi verilen enzim de bulunur, ancak pepsin peynir
yapimi sirasinda istenmeyen aromalara sebep oldugu i¢in kullanilmasi
istenmemektedir. Ozellikle siit danalarindan elde edilen renin, miktar yetersizligi ve
ekstraksiyon zorluklar1 nedeniyle sikinti yaratan bir enzimdir. Bu yonde yapilan
arastirmalar sayesinde bakteriyel kokenli renin elde edilmis ve 1985 yilindan itibaren

tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir (Dagasan 1997).
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1.6.1.2 Ekmekgilikte Proteaz Kullanim

Yiiksek miktarda bugday proteini (gluten) iceren hamurlarin islenmesi
mekanik olarak daha zordur ve bu hamurlardan istenen diizeyde yiiksek hacimlerin
elde edilmesi olduk¢a zordur. Bu amagla proteaz tipi enzimlere gereksinim
duyulmaktadir. Ozellikle biskiivi ve kraker yapiminda diisiik gluten iceren unlar
tercih edilmekte, ancak bunun yeterli olmadig1 durumlarda proteaz tipi enzimlerle bu
ihtiyac  giderilebilmektedir. Proteaz tipi enzimler ekmegin besin degerini
etkilemeden, unun yapisinda bulunan gluteni hidroliz etmekte ve hamurun kolay

islenebilirliligini saglamaktadir (Dagasan 1997).

1.6.1.3 Tekstil Sanayinde Proteaz Kullanimi

Ham ipek, sericin adi verilen mumsu ve mat bir protein kilifi ile sarilidir.
Tipik ipek parlakliginin ve yumusakliginin ortaya ¢ikabilmesi icin sericinin agartma
ad1 verilen islemle c¢oziilmesi gerekmektedir. Bu operasyon geleneksel olarak ipek
cilelerini sabunlu ve sodali suda kaynatarak yapilmaktadir ve kayiplara neden
olmaktadir. Alkalin proteaz enzimi non-iyonik bir 1slaticiyla pH 8.0 civarinda 50-55
derecede kullanilarak 1-2 saatte ekonomik bir sekilde agartma islemi yapilabilir.
Boylece ipek kalitesi yiikseldigi gibi kayiplar da asgariye indirilebilir (Dagasan

1997).

1.6.1.4 Deterjan Sanayinde Proteaz Kullanim

Ilk olarak 1913 yilinda pankreas ekstresi ve sodyum karbonat karigimi
seklinde patenti alinan ‘biyo-1slatma’ iiriiniinden sonra pek 6nemsenmeyen bu sektor,
1960 yillarinda Bacillus subtilis alkalin proteazinin nispeten bol ve ucuz iiretimi ile

tekrar giindeme gelmis ve devamli gelismistir. Degismeyen 6zelligi serin proteaz
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olmasma karsin, zamanla Bacillus licheniformis ve Bacillus alcalophilus gibi
suslarin se¢imi ile pH optimum degerleri alkaline kayan proteazlar tiretilmistir. Son
zamanlarda ise, protein mithendisligi sayesinde, deterjanlarda agartici madde olarak
kullanilan perborata dayamkli alkalin proteazlar kullanmilmaktadir. Ozet olarak,
giiniimiizde deterjanin alkalinite derecesine ve igerigine gore en uygun proteaz

enzimi segilerek formulasyon yapilabilmektedir (Dagasan 1997).

1.6.1.5 Deri Sektoriinde Proteaz Kullanimi

En eski sanayi kollarindan birisi olan dericilikte proteaz enzimleri, farkinda
olunmadan yiizlerce belki binlerce yildir kullanilmistir. 20. ylizyilin baslarinda Otto
Rohm tarafindan pankreatik tripsin ile sama uygulamasi patenti alinana kadar kopek
pislikleri proteaz ve bunlar iireten bakterilerin kaynagi olarak kullanilmaktaydi.
Giliniimlizde bakteriyel alkalin ve ndétr proteazlar biiylik Ol¢ilide tripsinin yerine
gecmislerdir. Hayvan derileri epidermis denilen ve kil kokleri ile yag ve ter bezlerini
igeren dis deri, korium denilen ve kollajen fiberleri ile elastin ve diger proteinleri
iceren esas deri ve nihayet deriyi besleyen damarlar1 da igeren bag dokusundan
olusmaktadir. Giiniimiizde ekonomik nedenlerden dolayr bakteri kokenli proteaz
enzimleri bliyiikk Olgiide tripsinin yerine ge¢mis bulunmaktadirlar. Bu enzimlerle,
tabaklama islemleri sirasinda 1slatma, kireglik-kil dokme ve sama islemi gibi ii¢ ayr1

uygulama yapilmaktadir (Dagasan 1997).

1.7 Bacillus licheniformis

Bacillus licheniformis dogada yaygin olarak bulunan saprofit bir bakteridir.

Fermantasyon endiistrisinde, biyoteknolojik ©Oneme sahip amilaz, proteaz,
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antibiyotikler, c¢evre ve insan saghig acisindan ¢ok az risk olusturan ozel

kimyasallarin tiretimi i¢in yaygin olarak kullanilir.

Tip ve Veterinerlikte yaygin olarak kullanilan ‘Bacitracin’ adi verilen ilk
antibiyotik peptidi Bacillus licheniformis kiiltiiriinden elde edilmistir (He ve

ark.2000).

Glikoz suruplarmin fruktoza izomerizasyonunda sivilagtirma agamasinda
Bacillus licheniformis a-amilazlari tercih edilmektedir. Cilinkii o -amilazlar (6zellikle
B. subtilis kaynakli olanlar) kalsiyum-metallo enzimleridir. Buna karsin, B.
licheniformis o -amilazlar1 daha az kalsiyuma gereksinim duyarlar ve bu maddenin
ortamda cok diisiikk miktarda olmasi durumunda (1 ppm'nin altinda) magnezyum
iyonlariin vasitasiyla, izomerizasyon asamasinda rol oynayan glikoz izomeraz
tizerindeki inhibitor etkisi baskilanmaktadir. Bu nedenle, B. licheniformis o-
amilazlar1 daha az kalsiyum gereksinim duymasi ve sicakliga daha dayanikli olmasi

ozelliginden otiird, stvilastirma agamasinda tercih edilmektedir.

Bacillus licheniformis’ten elde edilen diger enzimler ve bazi metabolitler

asagida verilmistir:

Glimiis nano-kristalleri (Kalimunthu ve ark. 2008), 3-lactamase BS3 (Beck
ve ark. 2008), ksilanaz (Liu ve Liu 2008), endoglukanaz (Bischoff ve ark. 2007),

elastaz (Qihe ve ark. 2007), laktik asit (Sakai ve Yamanami 2006).

1.8 Kati Faz Fermantasyonu (SSF, Solid-State Fermentation)

SSF SmF’e alternatif bir sistem olarak son yillarda gelistirilmis bir yontemdir.

SSF kat1 substratlar igeren, suyun olmadigi veya az oldugu ortamda fermantasyon
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olarak adlandirilir. SSF ortami suyun olmadigi veya az oldugu ¢oziinmeyen kati
substratlarin bulundugu ortamda mikroorganizmalarin dogal ortamlarina benzer
biliylime gostermelerini saglar (Mitchell ve ark. 2002; Pandey ve ark. 2003). SSF
teknigi ile yiyecekler, enzimler, organik asit ve tatlandirici iceren diger ekstraseliilar

metabolitler elde edilmektedir (Pandey ve ark. 2000a).

SSF eski zamanlardan beri bilinen ve mantarlar kullanilarak yiyecek
tiretiminde uygulanan bir islemdir. 5000 yil 6nce mantarlar kullanilarak SSF ile
yiyecek elde edilmistir. Belki de en eski bilinen fermantasyon Aspergillus oryzae
kullanarak piringten koji elde etmedir. 4000 y1l 6nce peynir tiretiminde Penicillum
kullanarak farkli aromalar elde edilmistir. 3000 y1l dnce Cin ve Misirda soya sosu ve
ekmek yapiminda SSF kullanilmistir (Pandey 2000). SSF’in biyoteknolojik
kullanimi1 yaygindir (Raimbault ve ark. 1998). SSF’in biyoteknolojide kullanim ile
ilgili olarak son yillarda Onemli calismalar yapilmistir. Son yillarda yapilan
calismalarda sekonder metabolitler (Balakrishnan ve Pandey 1996; Robinson ve
ark. 2001), alfatoksinler (Barrios-Gonzales ve Tomasini 1996) teknik enzimler
(Pandey ve ark. 1999) bakteriyel enzimler (Babu ve Satyanarayana 1996),
nisastay1 sekerleyen enzimler (Selvakumar ve ark. 1998), scliilaz (Cen ve Xia
1999), seliilitik enzimler (Nigam ve Singh 1996b), Cin yiyecekleri (Han ve ark.
2001), lignoseliilozun biyolojik doniisiimii (Tendery ve Szackas 2003), mantar
yetistirme ve dogal tatlandirma (Nigam ve Singh 1996a) {iriinlerinin elde edildigi

bildirilmistir.

Cin’de yaygin olarak sarap, soya sosu ve asidik igecekler liretiminde SSF

teknigi kullanilmistir (Chen,1992). Japonya’da ticari enzim iiretiminde SSF teknigi
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yaygin olarak kullanilmaktadir (Suryanarayan 2003). Yine 1982’den beri
Brezilya’da tropik tarimsal atiklar SSF’te kullanilarak c¢ok degerli arastirmalar
yapilmistir (Soccol Vandenberghe, 2003). Boylece etanol, kii¢iik hiicresel proteinler,
mantarlar, enzimler, organik asitler, aminoasitler ve biyolojik aktiviteye sahip
sekonder metabolitler elde edilmistir (Pandey ve ark. 2000b; Vandenberghe, ve

ark. 2000; Holker ve ark. 2004).

Mantarlar, morfolojileri koloni kurmalarina ve kati substratlarin i¢ine niifuz
etmelerine olanak tanidig1 i¢in SSF’te uygun mikroorganizmalardir (Sandhya ve
ark. 2005). SSF’in genellikle mantarlarin bulundugu ortamda daha iyi sonuglar
verdigi bilinmektedir. Bakterilerin ise daha yiiksek su aktivitesi gereksinimlerinden
dolayr SSF i¢in uygun olmadigr diisiiniilmekteydi. Bundan dolay1 bakteriler
genellikle SmF ortaminda kullanilirlar. Fakat birgok dogal fermantasyon ortaminda
SSF teknigi ile bakteriler kullanilarak basarili biiyiime sonuglart ve a-amilaz {iretimi
gergeklestirilmistir (Babu ve Satyanarayana 1995;Baysal ve ark. 2003; Kashyap

ve ark. 2003).

SSF teknolojisi piring, bugday, soya, tropikal bitkiler gibi diisilk nem igeren
kat1 substratlarla kullanilmaya baslanmistir. Son yillarda glukoamilaz (Ishida ve ark.
2000) ve biyokontrol mantar sporlarinin (de Vrije ve ark. 2001) sadece SSF
kosullar1 ile tretildigi iddia edilmektedir. SSF’te amilaz ve proteaz gibi enzimler

SmF’e oranla daha yiiksek iiriin vermektedir (Lambert 1983; Lekha ve ark. 1994).

SSF yiizyillardir yiyecek iiretim siirecinde basariyla uygulandigi bilinen bir
metoddur. Son yillarda mikrobiyal enzimlerin {iretimi bazi ekonomik avantajlarindan

dolay1 yaygin olarak SmF ile tiretilmektedir. SSF ile ilgili son zamanlarda bazi temel
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kimyasal iiriinler (Vanderberghe ve ark. 2000; Roukas 1999; Nagampoothiri ve
ark. 1996), enzimler (Adreas ve ark. 1999; Selvekumar ve Pandey 1999; Surash
ve ark. 1999), antibiyotikler (Kota ve ark. 1999), vb. {iriinlerin elde edildigi ile ilgili

cesitli raporlar bulunmaktadir.

Mikrobiyal biiylime i¢in substrat parca biiytikliigii, partikiil seviyesi ve su
aktivitesi oldukc¢a 6nemlidir (Barrios ve ark. 1993; Liu ve Tzeng, 1999). Genellikle
kiigiik substrat partikiilleri mikrobiyal biiyiime i¢in genis bir ylizey alani saglar. Ama
eger partikiil blytikligii ¢ok kiiciikse substratin topaklanmasina sebep olacagindan
biiylimeyi sinirlar. Buna karsin; daha biiyiik partikiiller daha iyi havalandirma ortami
saglamalarma karsin mikrobiyal biliylimeyi yavaslatirlar. Dolayisiyla uygun

partikiillerin se¢imi SSF i¢in ¢ok dnemlidir ( Pandey ve ark. 1999).

Mikroorganizmalarin  kati  substrat i¢ine yayilmasi daha yavastir.
Mikroorganizmalar yiyecek ve alkol endiistrisinde biiyiik bir 6neme sahiptirler. Buna
ek olarak yiyeceklere tat verme, koruma, renklendirme ve antioksidan gibi {irtinlerin
endiistrisinde de mikrobiyal fermantasyon {iirtinleri kullanilir. Mikroorganizmalardan
elde edilen dogal iirlinler kimyasal olarak iiretilen sentetik iiriinlerden daha

kullanighidir (Hesseltine, 1977; Soccol ve ark. 1994; Pandey, ve ark. 1999a).

Son yillarda enzim, tatlandirict renklendirici ve diger yiyecek endiistrisi
ihtiyaglarindan dolay1 SSF ¢ok daha fazla ilgi gérmeye baslamistir. SSF, daha yiiksek
irtin verimi daha karakteristik iiriin elde edilmesinden dolayr SmF e oranla tercih

edilmektedir (Acuna ve ark. 1995).

SSF tarimsal atiklarin mikrobiyolojik siiregte tekrar kullanimini saglar.

Ulkelerde ¢ok biiyiik olgiide tarimsal atiklarn SSF’te kullanilmasi daha ucuz
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hammadde ve daha az atik iiriin olusmasini1 saglayabilir. Bu siiregte kati substratlar
sadece besin kaynagi olarak degil, ayn1 zamanda mikrobiyal hiicrelerin tutunma
kaynag1 olarakta is yaparlar. SSF siirecinde olduk¢a ucuz hammadde kullanimi
esastir. Dolayisiyla SSF’te kesinlikle dogal zengin kati atik igeren besinlerin
kullanim1 gereklidir. Yiiksek karbonhidrat ve diger besin iceren tarimsal atiklarin
substrat olarak kullanilmasiyla enzimler ve yliksek kaliteli kimyasal iirlinler elde

edilir.

Son yillarda yapilan yayimlarda SSF ile SmF’in kiyaslanmasi yapilmis ve
avantaj-dezavantaj karsilastirilmast yapilmistir. SSF, SmF’e oranla daha yiiksek
tiretim kapasitesi, daha az katabolik atik, daha iyi aktivite, basit teknik, diisiik
sermaye, daha az enerji gereksinimi, daha az su gereksinimi, daha iyi {iriin elde etme
ve dolayisiyla daha az steril ortam isteginden dolay1 daha ¢ok tercih edilmektedir.
SSF’in en biiylik avantaji ise tarimsal ve yiyecek endiistrisinde kullanilan kolay elde

edilebilir substratlara sahip olmasidir (Stredansky ve ark. 1999).

SSF ve SmF kiyaslandiginda SSF ¢ok fazla avantaja sahiptir. Ornegin daha
kolay olmasi, daha yiiksek aktivite, daha diisiik maliyet, daha az enerji ve daha az
atik su vb. ozellikler SSF’i daha avantajli kilmaktadir (Carrizales ve Jaffe 1986).
Asirt enzim lretim potansiyelinin olusmasiyla SSF son yillarda ¢esitli tarimsal
kaynaklardan atilan atiklar kullanilarak yapilmaya baglanmistir (Sangeetha 2004).

SSF siirecinde optimum ortam kosullarinin olusturulmasi ¢ok énemlidir.

Fiyat ve ulasilabilirlilik onemli Olgiitlerdir ve dolayisiyla SSF siirecinde

onemli rol oynarlar. SSF genellikle daha basit silire¢ gerektirir ve SmF’ten daha az
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enerji ihtiyaci vardir. SSF’in avantaj ve dezavantajlarinin karsilastirilmasi Tablo 2’de

gosterilmigtir.

Tablo 1.2. SSF’in avantajlar1 ve dezavantajlar:

SSF’in avantajlari SSEF’in dezavantajlari

Diisiik maliyet pH, sicaklik, nem, besin miktar1 gibi

parametrelerin kontrol giicliigii

Daha ytiksek tiretim kapasitesi Reaksiyon dengelenmesinin gii¢liigii

Daha iyi oksijen sirkiilasyonu Etkin karigim diistikliigi

Daha diisiik efor harcanmasi Sicaklik artis problemi

Enerji ve maliyetin azaltilmas1

Basit teknoloji
asit teknolojt Daha yiiksek saf olmayan kirli

maddelerin liretimi
Deneysel problemlerin az olmasi

Dogal yasam ortami olmasi

SSF genellikle kat1 substratlarin bulundugu farkli miktarda su bulunan
ortamda biiylimeleridir. Kat1 substratlar karbon, azot, mineral ve biiylime i¢in gerekli
maddeleri igerirler. Ayn1 zamanda mikrobiyal biiyiime i¢in suyu emme yetenegine

sahiptirler. SSF ortaminda iiretilen mikroorganizmalar kendi dogal habitatlarindakine
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benzer biiylime gosterirler ve SmF’ten daha etkili metabolitler ve mikroorganizmalar

tiretebilirler (Han B. Ve ark. 1999; Pandey A. 2003; Goes ve Sheppard 1999).

Ucuz tarimsal ve endiistriyel kaynaklar SSF’te substrat olarak kullanilarak
diinyamizda daha zengin kaynaklarin bulunmasina olanak saglayabilir. Bu kati
substratlar dogadaki en iyi karbon kaynaklaridir (Francis ve ark. 2003). SSF’teki
kat1 substratlar yalnizca kiiltiir ortami degil ayn1 zamanda mikrobiyal biiyiime i¢in

hiicrelerin tutunma alanidir (Baysal ve ark. 2003).

SSF’te karisim ve konsantrasyon oranlart mikroorganizmalardan elde edilen
ekstraseliiler enzim iiretimi ve biiylimeyi Onemli Olgiide arttirirlar. Maliyet ve
ulagilabilirlilik 6nemli Olgiitlerdir ve dolayisiyla SSF’in etkisinin gelismesinde

onemli rol oynarlar (Elibol ve Moreira 2005).

SSF’in amaci1 ¢oziinmeyen kati substratlarin  bulundugu ortamda
fermantasyonu yiiksek oranda basarmaktir. SmF’e kiyasla birgok ekonomik ve
ekolojik Onemi bulunmaktadir. Buna ragmen SSF’in bazi kii¢iik dezavantajlari
bulunmaktadir. Ne yazik ki SSF daha yavas isleyen bir siirectir Suyun az oldugu
ortamda kiiltiir ortaminin nemini ayarlamak, sicaklik ve pH gibi etkenlerin ayarlanma
zorlugu, oksijen konsantrasyonu gibi etmenler SSF’i sinirlandiran giigliiklerdir.

SSF’in avantajlarini, sonucunu ve bu problemlerin ¢oziimii Tablo 1.3’te verilmistir.
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Tablo 1.3. SSF’in SmF’e gore Biyoteknolojik avantajlari, Sonug¢ ve

Problemin ¢oziimii*

Avantajlan Sonucu Problemin
cozimii
Diisiik su istegi Daha az su kullanimi1 Nem miktarinin
diizenlenmesi
Uretim  sonunda  yiiksek | Daha diisiik maliyet
konsantrasyon
Yikim iriinlerinin | Glukoz varliginda

baskilanmasini énemli Olgiide
azaltma

mayalanma

Kati tiriinlerden faydalanma Yiiksek oranda substrat | Substrat miktarinin
biliyiimesi diizenlenmesi
Daha diistik  sterilizasyon pH miktarinin
istegi diizenlenmesi
Mikroorganizmalar icin kati | Mikroorganizmalar icin

destek

karigik kiiltiir ortami

Dogal ¢evreye benzerlik

Mikroorganizmalarin daha
1yl performans gostermesi

Coziinmez kat1 substratlarda
fermantasyon olanagi

Metabolik  performansin
artmasi

Mikroorganizmalar i¢in karma
ortam

Yiiksek oranda tiretim

Daha az mikroorganizma
gereksinimi

Sicaklik i¢cin daha az enerji
istegi

Sicaklik miktarinin
diizenlenmesi

Kolay havalanma

Oksijen miktarinin

diizenlenmesi
Kullanilmayan diger karbon | Daha ucuz ve bol karbon
kaynaklarindan yararlanma kaynaklar1
*(Holker ve ark. 2004)
SSF siirecinde yaygin olarak kullanilan kati substratlar, iriinler ve

mikroorganizmalarla ilgili bazi bilgiler Tablo 1,4’te verilmistir.




Tablo 1.4.

SSF’te kullanilan substratlar, mikroorganizmalar ve iiretilen

iiriinler
Substrat Uretim Mikroorganizma Referans
Badem unu Lipaz Rhizopus oligosporus | Ul-Haq ve ark. (2002)

Elma piiresi

Boya ayrigimi

Beyaz mantar

Robinson ve ark.(2002)

Piring kabugu Lignolititk Pleurotus sp. Reddy ve ark. (2003)
enzimler

Pili¢ maddesi Biyokontrol Bacillus thuringient Adams ve ark.(2002)
ajani

Kakao jeli galaktorunaz Peacilomyces sp. Souza ve ark. (2003)

Soya fasulyesi Aroma Rhizopus oryzae Christen ve ark. (2000)

Hindistan cevizi | Lipaz Candida rugosa Benjamin ve ark. (1997)

Kahve atig1

Yenilen mantar

Pleurotus ostreatus

Fan ve ark. (2000)

Misir kogani

Seliilitik enzim

Fusarium oxysporum

Panagiotu ve ark. (2003)

Okaliptus Ksilanaz Streptomyces sp. Beg ve ark. (2000)

Sert nohut Tempeh Aspergillus sp. Reyes ve ark.(2000)
Portakal kiispesi | Pektinaz Thermoascus sp. Martins ve ark.(2002)
Ananas Sitrik asit Aspergillus niger Kumar ve ark. (2003)
Kauguk Geri dontigiim Gordonia sp. Arenskoétter (2003)
Soya atig1 Proteaz Penicillum sp. Germano ve ark. (2003)

SSF ortaminda bakteriler kullanilarak proteaz iretimi ile ilgili ¢ok az literatiir
bulunmaktadir. Endiistriyel kullanimda alkalin proteaz daha ¢ok SmF ile firetilir
(Kumar ve ark. 1999). SSF ile alkalin proteaz iiretimi daha az su istegi ve kati
substratlarin kullanilarak maliyetin azaltilmasindan dolayr SmF’e kiyasla daha

ekonomik ve daha ekolojiktir (Dayanandan ve ark.2003; Pandey ve ark. 2000a).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Krisha ve ark. (1996), SSF yontemiyle piring sapinit substrat olarak
kullanarak Bacillus subtilis CBTK 106’dan o-amilaz {retmislerdir. Yaptiklart
calismada substrat parga biyiikliigiiniin, SSF ortammin pH’sini, baslangic nem
oraninin, inkiibasyon sicakliginin, ortama eklenen karbon ve azot kaynaklarinin o-
amilaz enzim iretimi lizerine etkisini incelemislerdir. En uygun parcacik biiyiikliigii
olarak 400 um, en uygun baslangi¢ nem seviyesini %70, en uygun inkiibasyon
sicakligi olarak 35°C, uygun pH olarak 7.0 olarak tespit etmislerdir. Azot kaynagi
olarak %1’lik amonyum nitrat ve amonyum siilfat ve %0.5’lik et Oziitii veya
peptonun enzim sentezini uyardigini belirlemiglerdir. Karbon kaynagi olarak
%0.1’lik nisasta, maltoz, glukoz ve siikkrozun enzim sentezini uyardigini
belirlemislerdir. Ayrica %1’lik NaCl ve KCI’'nin enzim sentezini arttirdigini

belirlemislerdir. En yiiksek enzim aktivitesini 24. saatte elde etmislerdir.

Hamilton ve ark. (1999), Bacillus sp. IMD 435’de a-amilaz tiretimini
calismislardir. Maksimum amilaz tiretimini karbon kaynagi olarak %4’liikk laktoz ve
azot kaynagi olarak da %2’lik yeast ekstrakt ihtiva eden besiyerinde elde etmislerdir.
Laktozlu ortamda amilaz iiretimi fazla olmasina ragmen bakteri iiretiminin az oldugu
goriilmiistiir. Glukoz ve fruktoz ihtiva eden besiyerinde amilaz aktivitesinin

goriilmedigini rapor etmislerdir.

Mulimani ve ark. (2000), SSF yontemiyle degisik substratlar kullanarak
Gibberella fujikuroi’den a-amilaz tretmislerdir. En yiiksek o-amilaz aktivitesini
bugday kepeginin substrat olarak kullanildig1 ortamda elde etmislerdir. Ayrica piring

sap1 ve piring kabugu kullanarak olusturulan ortamda da a-amilaz elde etmislerdir.
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Bunlarin karisimlarindan elde edilen enzim aktivitesinin tek tek elde edilen
aktiviteden daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. %1’lik karbon kaynaklari
ilavesinde en yiiksek aktiviteyi laktozlu ortamda elde etmislerdir. %2.5’luk azot
kaynaklar1 ilavesinde en yiiksek aktiviteyi amonyum siilfatl ortamda elde

etmislerdir.

Sookheo ve ark. (2000), Bacillus stearothermophillus tarafindan iiretilen tig
ekstraseliiler proteaz enziminin optimum aktivite sicakliklarin1 70°C, 85°C ve 90°C
olarak belirlemislerdir. Optimum pH 7.0 olarak belirlenmis olup enzim aktivitesini 5

mM CaCl,’nin arttirdigint ve EDTA’nin ise inhibe ettigini belirlemislerdir.

Cordeiro ve ark. (2002), termofilik Bacillus sp.’den a-amilaz tiretimini 48.
saatte ve enzim aktivitesinin optimum sicakhigini 70°C olarak tespit etmiglerdir.
Optimum pH 7.5 olarak tespit etmislerdir. Enzim aktivitesi {izerine agir metallerin
etkisini arastirarak Cu®", Co>" ve Ba®"nin inhibisyonun Mg*", Ca®", Sr*", Ni*" ve

Mn’"den daha fazla oldugunu belirlemislerdir.

Hawumba ve Broze (2002), Kuzey Uganda’da sicak su kaynaklarindan
Geobacillus cinsi bakterileri izole ederek proteaz iretip iretmediklerini
arastirmislardir. Bakterilerin optimum tireme kosullarinin 60-62 °C ve pH’nin ise

7.5-8.5 oldugunu belirlemislerdir.

Elliah ve ark. (2002), SSF metoduyla, misir kepegi, misir unu, arpa unu,
soya unu, yesil nohut kepegi ve piring kabugu gibi degisik kati substratlar
kullanildiginda; Aspergillus sp.’den glukoamilaz aktivitesinin en yiiksek bugday

kepeginde oldugunu bildirmisledir.
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Ul-Haq ve ark. (2002), yaptiklar1 c¢alismada; Bacillus licheniformis
tarafindan a-amilazin liretimi i¢in yeni ortamlarin segilmesine yonelik aragtirmalar
yapmiglardir. Aragtirmacilar, a-amilazin iiretimi i¢in bugday kepegi, aycicegi unu,
pamuk tohumu, soya unu, piring kabugu gibi farkli tarimsal yan {irlinleri test
etmiglerdir. Test edilen tarimsal yan iiriinler arasinda bugday kepeginin a-amilazin
optimum iretimi i¢in en iyi temel ve standardize edilmis ortam oldugunu
bulmuslardir. Coziiniir nigasta yerine, %1 oraninda dar1 nisastasi kullanildiginda ve
nutrient broth konsantrasyonunun %1’den %0.5’e disiiriildiigiinde tiretimin iki kat
arttigini tespit etmislerdir. Bu yeni segtikleri fermantasyon ortaminin igerigini 100 ml
fosfat tamponu igerisinde %1.25 bugday kepegi, %0.5 nutrient broth, %1.0 dar

nisastasi, %0.5 laktoz, %0.5 NaCl ve 0.2 CaCl, olarak tanimlamislardir.

Beg ve Gupta (2003), Bacillus mojavensis tarafindan iiretilen serin alkalin
proteaz enzim aktivitesinin optimum sicakligini 60°C optimum pH’nin 8 oldugunu
belirlemislerdir. Cu®” ve Mn®" iyonlarmin varliginda ise aktivitenin %36 oraninda

arttigint PMSF varliginda ise enzimin inhibe oldugunu belirlemislerdir.

Soni ve ark. (2003), SSF yontemiyle bugday kepegi kullanarak Bacillus sp.
ve Aspergillus sp.’den a-amilaz aktivitesine bakmugslardir. Enzim aktivitesinin

optimum 50°C’de ve pH 6’da oldugunu tespit etmisledir.

Kiran ve ark. (2003), Su ve topraktan 65 Bacillus susu izole ederek bunlarin
a-amilaz iiretme yeteneklerini arastirmis ve en iyi aktivite gosteren susun pH 9.5 ve

42°C’de optimize edildigini belirtmistir.

Baysal ve ark. (2003), bugday kepegi ve piring kabugu iizerinde

termotoleran Bacillus subtilis’i kullanarak SSF metoduyla o-amilaz {iretimini
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gostermislerdir. Bugday kepeginde, piring kabuguna nazaran daha ytiksek bir aktivite

gbzlemlemislerdir. En yiiksek enzim aktivitesini 24. saatte elde etmislerdir.

Ghorbel ve ark. (2003) Bacillus tarafindan iretilen proteazin optimum
aktivite sicakligimin 60°C, optimum pH’min 8 oldugunu belirlemislerdir. Ca**
iyonlarinin aktiviteyi arttirdigi Mg®*, Zn*" iyonlarimin inhbitor etki yaptigi, EDTA

bulunan ortamda ise aktivitesini tamamen yitirdigini belirlemislerdir.

Ramachandra ve ark. (2004), COC (Coconat oil cake) substrat olarak
kullanilarak Aspergillus oryzae tarafindan a-amilaz {iretimini rapor etmislerdir. En
yiiksek enzim aktivitesini 30°C ‘de 72. saatte yakalamiglardir. Yine bu c¢alismada,
ortama %?2 oraninda karbon kaynaklari eklenmis, nisasta ve glukozda kontrol
grubuna gore daha yiiksek c¢iktigi goriilmiistiir. Bununla birlikte maltozda enzim
aktivitesinde diisme oldugu goriilmiis ve sukrozun enzim aktivitesinde higbir etkisi
olmadig rapor edilmistir. Eklenen %1 ‘lik konsantrasyondaki azot kaynaklarindan en
yiiksek artis peptonda goriilmiis, en diisiik enzim aktivitesi sodyum nitratta

gbzlemlenmistir.

Apar ve Ozbek (2004), yaptiklari ¢alismada musir, piring ve bugday
nisastasinin enzimatik hidrolizi iizerine sicakligin etkisini arastirmiglardir. Bu
nisastalarin  hidrolizi i¢in Bacillus sp., Aspergillus oryzae ve Bacillus
licheniformis’den saglanan {i¢ ticari a-amilazi kullanmiglardir. Her bir nisasta
hidroliz islemi i¢in ¢alkalamali yatak reaktoriinde zamana bagl olarak 50 ve 60°C’de
kalan nisasta konsantrasyonu ve o-amilaz aktivitesini belirlemislerdir. Arastiricilar

ayni zamanda kullanilan her bir enzim i¢in hidroliz esnasinda enzim stabilitesi ve
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sicaklik arasindaki iligkinin anlasilmasi i¢in bazi inaktivasyon modellerini de test

etmislerdir.

Bahgeci (2004) Tuz Goli’nden izole edilen bakterilerin endiistriyel 6neme
sahip ksilanaz, seliilaz, o-amilaz ve proteaz enzimlerini {iiretip tiretmediklerini
belirlemek amaciyla ¢aligmalar yapmislardir. Elde edilen izolatlarin birinin Bacillus
pumilis, iki izolatin Bacillus subtilis ve geriye kalanlarin Bacillus licheniformis
oldugunu tespit etmislerdir. Bu izolatlarin 6nemli 6l¢iide amilaz ve proteaz enzimi
lirettigi belirlenmistir. Enzimlerin optimum aktivite sicakliklart 60-80°C ve optimum
pH 7.0-8.0 olarak belirlenmistir. Amilaz enziminin 80°C ve pH 9’a kadar stabilite
gosterdigi  diger biitiin izolatlarin Onemli Olglide proteaz enzimi rettikleri
gOrlilmiistiir. Proteaz enziminin optimum aktivite sicakliklar1 50-60°C ve optimum
pH 7.0-7.4 olarak belirlenmistir. Proteaz enziminin 80°C ve pH 9’a kadar stabilite

gosterdigi belirlenmistir.

Uyar ve ark. (2004) Bacillus sp. kullanarak SSF teknigi ile mercimek kabugu
ve bugday kepegi bulunan ortamda alkalin proteaz aktivitesi incelemislerdir. Bugday
kepeginin substrat kullanildigt SSF’li besiyerinde en yiiksek enzim aktivitesi
belirlenmistir. Maksimum {iriin olarak 429.041 ve 168.640 U/g olarak bugday
kepeginin ve mercimek kabugunun substrat olarak kullanildig1 ortamlarda pH; 10°da
ve %40 luk kepek miktar1 24. saatte belirlenmistir. Inokiilim hacmi %20 olarak

rapor edilmistir.

Agrawal ve ark. (2005) Topraktan izole edilen Beauveria feline’da soya
proteinini hidrolizleyen alkalin proteaz aktivitesini, alkalin proteaz iireticisi olarak

bilinen Aspergillus oryzae NCIM 649 ile karsilastirmiglardir. SSF ortaminda alkalin
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proteaza etki eden parametreleri inceleyerck, Beauveria feline’da bugday unu
kullanarak 7 giin boyunca inkiibasyona birakilan ortamda maksimum enzim
aktivitesi olarak 20.000 U/g olarak tespit edilmistir. Baslangic nem orani olarak
%120 ve Optimum pH olarak 7.0 tespit edilmistir. Aspergillus oryzae NCIM 649,

Beauveria feline’ya oranla iki kat daha fazla alkalin proteaz lirettigi tespit edilmistir.

Aijun ve ark., (2005), B.pumilus AS 1.1625 tarafindan alkalin proteaz
tiretimi i¢in hava basinct titresimini uygulamiglardir. Hava basinci titresiminin
genigligi 0.10 MPa oldugunda hava basinci titresiminin periyodu %65°lik nem
seviyesi ile 1 saat’lik bir stiregte ve APPSSF (Air pressure pulsation SSF) tarafindan
elde edilen enzim iiriinii 860 U/ml, 4300 U/g bugday kepegi olarak bulmuslardir. Bu
degerin statik SSF ile elde edilen degerlerden iki kat daha fazla oldugunu
gormiislerdir. Arastirmacilar hava basing titresiminin ayni zamanda statik SSF’deki
yiiksek nem seviyesi ve artmis yatak derinliginden kaynaklanan problemlerin de
tistesinden geldigini gostermislerdir. Arastiricilar elde ettikleri sonuglarda hava
basing titresiminin SSF esnasindaki sicaklik ve kiitle transferini arttirmak i¢in etkin

ve genis ¢apta uygulanabilir oldugunu tespit etmislerdir.

Elibol ve Moreira (2005), SSF kosullar1 altinda Teredinobacter turnirae
ekstra selliiler alkalin proteaz lretimini optimize etmislerdir. Arastirmacilar bu
calismada soyay1 karbon ve/veya azot kaynagi olarak kullanmiglardir. Maksimum
proteaz iretimi (1950 U/ml) soyanin 2 mm’lik iri boyut, w/v %]1’lik soya
konsantrasyonunda, pH 7.34’de ekim oran1 v/v % 2.5 ve 120 rpm ¢alkalama oranda
gergeklestirilmistir. Bu islem parametrelerinin optimizasyonundan sonra %60 daha

fazla iiretimin gergeklestigini rapor etmislerdir.
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Kiran ve ark. (2005) Bacillus sp K-12’nin amilaz iiretimi tlizerine gesitli
kimyasallar ve karbon kaynaklarinin etkisini arastirmislardir. Topraktan izole edilen
Bacillus sp K—12 susu kullanilarak 20-55 °C sicakliklar1 arasinda optimum sicaklik
olarak 42°C olarak belirlenmistir. Enzim aktivitesi lizerine pH’nin etkisini arastirmak
icin 4.5 ile 10.5 arasinda degisen enzim aktiviteleri bulmuslardir. Karbon kaynagi
olarak %1 nisasta igeren ortamda maksimum amilaz tiretimi elde edilmistir. EDTA,
MgSOs ve ZnSO4 kullannminda amilaz enzim iretiminin inhibe edildigini

bulmuslardir.

Rahardjo ve ark. (2005), Kat1 substrat fermantasyonunda fungal yapidaki
oksijen transferinin temel bir faktor oldugunu belirtmislerdir. Misel tabakasi igerisine
oksijen geg¢isinin difiizyon sinirlamasiyla engellendigi belirtmislerdir. A. oryzae gibi
aerobik funguslar icin oksijenin tiikenmesi gelismeyi ve metabolit {iretimini
sinirlayan bir faktor olabilecegini belirtmiglerdir. Arastirmacilar yaptiklar1 bu
calismada oksijen konsantrasyonun bireysel hif seviyesinde, koloni seviyesinde, bir
sonraki kiiltiir seviyesinde ve bu kiiltiir seviyesindeki a-amilaz retimi ile gelisim
tizerine diisiik oksijen konsantrasyonlarini etkilerini tanimlamiglardir. Aragtirmacilar
patates dekstroz agar (PDA) ortaminda hif gelisimi orani, hifin dallanma siklig1 ve A.
oryzae kolonilerinin radyal genisleme oram1 iizerine diisiik  oksijen
konsantrasyonlariin etkilerini ¢alismiglardir. (v/v) %0.25 oksijen kosullar1 altinda o-

amilaz’in spesifik iiretiminin azaldigini bulmuslardir.

Hashim ve ark., (2005), Kenya’daki Bogoria Goéliinden izole ettikleri
Bacillus halodurans LBK 34’iin bir maltozhekzos olusturan a-amilaz Amy 34

kodlayan geni klonlayarak sekans analizini yapmuglardir. Olgun peptidin teorik
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olarak 107.2 kDalton molekiiler agirliga ve 4.41 pl degerine sahip 958 amino asitten
olustugunu bulmuslardir. Geni E.coli’de klonlayarak olasan rekombinant enzimi
metal selat affinitesi ve boyut farki kromotografisinin bir kombinasyonunu
kullanarak saflastirmiglardir. Saf enzimin optimum aktivitesinin 60°C de ve pH 10.5
ile 11.5 arasinda oldugunu gostermislerdir. Enzimi 4 saat boyunca 55°C’de inkiibe
ettikten sonra aktiviteyi %60’ 1n tizerinde tekrar elde edebilmislerdir. pH 9’da oldukca
stabil oldugunu gérmiislerdir. Enzim biitiiniiyle inhibisyonunun 5 mM Cu®’, Fe*",
Fe’*, Mn*" ve 5 mM EDTA varhiginda gergeklestigini gozlemislerdir. Arastirmacilar
enzimin (w/v) %1 SDS varliginda orijinal aktivitesini %80’ini gosterdigini ve 5 mM
DDT konsantrasyonu varligina kadar stabilitesini korudugunu tespit etmislerdir.
Maltohekzos (G6) nisasta hidrolizinin temel birincil {irtinii oldugunu ve diger
tiriinlerin ise G4>G2>G5>G3 ve G1 sirasina gore olustugunu gormislerdir. Amiloz
izerine enzim aktivitesinin temel son iriin olan amilopektin ve maltodekstrinin
maltotetroz oldugunu goérmiislerdir. Aragtirmacilar maltotetraozun enzim ile hidrolize
edilebilen en kiigik o (1-4 ) ile bagh maltooligosakkarikkarit oldugunu

gostermislerdir.

Kunamneni ve ark. (2005) SSF ortaminda termofilik fungus olan
Thermomyces lanigunosus kullanarak ekstra seliiller amilaz tretimi galismislardir.
Kat1 substrat olarak bugday kepegi, melas kepegi, piring kabugu, misir yemi, dari,
bugday, arpa, ezilmis misir, ezilmis bugday kullanilmistir. En yiliksek amilaz
aktivitesi bugday kepeginin kati substrat olarak kullanildig1 ortamdan elde edilmistir.
Maksimum enzim aktivitesi 120. saatte, 50°C’de, pH 6.0’da %10’luk inokiiliim

hacmi, tuz konsantrasyonu 1.5:10 ve %90 nem oraninda 534 U/g olarak



40

belirlenmistir. Ayrica substrat agirlik hacim orani 1:100 ve ¢oziiniir nisasta %1’lik

olarak belirlenmistir.

Sandhya ve ark. (2005) Tarimsal endiistriyel atiklar kullanarak noétral
proteaz iiretiminin SmF ile karsilastirilmasini yapmuslardir. Aspergillus oryzae’nin 3
k1, Penicillum’un 4 irki olan P. sp., P. funiculosum, P. pirophillum, P. aculetum
kullanarak proteaz iiretimleri karsilastirillmistir. Bugday kepegi, piring kabugu,
Hindistan cevizi kiispesi, susam yag1 kiispesi, bira yapiminda ortaya ¢ikan atiklar ve
palmiye kiispesi gibi tarimsal ve endiistriyel atiklar kullanilarak SSF ortami
hazirlanmis ve iretilen enzim SmF’te diretilen enzimle karsilastinlmistir.  Bu
sistemde en iyi substrat kaynagi olarak bugday kepegi belirlenmistir. SSF’te
baglangic nem seviyesi olarak optimum %43.6, en iyi aktivite sicakligi 30°C,
optimum pH 7.5, siire olarak’ta 72. saat olarak belirlenmistir. SmF’te optimum pH
7.5 ve %2 bugday kepegi ve 3 ml spor siispansiyonu kullanarak 30°C’de 180 rpm’ de
72. saatte maksimum enzim verimi 8.7 U/gds olarak belirlenmistir. Bu iki
fermantasyon sisteminin karsilagtirilmasi gostermistir ki SSF yoOntemiyle 3.5 kat

daha fazla enzim tretilmistir.

Ertan ve ark. (2006) SSF teknigi ile Penicillum graveofolvum kullanilarak o-
amilaz elde etmislerdir. a-Amilaz tiretiminde pH’ nin etkisi substrat konsantrasyonu,
islemsel ve dayaniklilik kabiliyeti gibi faktorlere bakilarak nisastanin hidrolizini
gergeklestirmiglerdir. Optimum pH olarak 5.5 ve optimum sicaklik olarak 40°C
olarak belirlenmistir. Immobilize edilen enzimin verimlilik oran1 olarak %87.6’lik bir
oran bulunmustur. Hidroliz kabiliyeti serbest enzimin %99.3, immobilize edilen

enzimin ise %97.9 olarak belirlenmistir.
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Asgher ve ark. (2007) Bacillus subtilis’ten nisasta siirecinde kullanilmak
lizere termostabil amilaz elde etmiglerdir. Maksimum enzim {iretimi 48. saatte, pH
7.0°da ve 50 °C’de 72 U/ml olarak bulunmustur. Enzim aktivitesini Ca** iyonlarinin

arttirdigini, Co”", Cu’", Hg®"

iyonlarim1 enzim aktivitesinin tamamen inhibe
. .. 2+ 2+ 2+ 24+ . . .. ..
ettiklerini bulmuglardir. Mg™, Zn™, Fe*" ve Mn~ iyonlarimin enzim aktivitesini

kismen inhibe ettikleri goriilmiistiir.

Ertan ve ark. (2007) SSF ortaminda ile Aspergillus sclerotiorum
kullanilarak a-amilaz elde etmiglerdir. Enzim immobilizasyonu iizerine CaCl,
konsantrasyonu, yiiklenen enzim miktari, tanecik boyu, tanecik miktari, alginat
konsantrasyonunun enzim aktivitesi izerine etkisini arastirmislardir. Optimum
alginat ve CaCl, konsantrasyonu olarak %3’liik konsantrasyon orani bulunmustur.
Yiiklenen enzim konsantrasyonu 140 Uml’' ve tanecik miktar1 0.5 g olarak

belirlenmistir.

Oztiirk (2007) yaptig1 calismada Van Gélii’nden izole edilen B. licheniformis
BA17°den alkalin proteaz enziminin saflastirilmast ve karakterizasyonunu
arastirllmistir. Enzimin molekiiler agirhg 19.7 kDa, Ca® iyonu varliginda ve

yoklugunda optimum sicaklig1 60°C olarak bulunmustur.

Arulmani ve ark. (2007) Bacillus laterosporus’dan serin proteaz enziminin
kismi saflastirmasini ve karakterizasyonu {izerine ¢alismalar yaparak enzimin
optimum 75°C ve pH 9’da aktivite gosterdigini, PMSF ile inhibe oldugunu Mg*",

Ca”" iyonlarinin varliginda ise aktivitenin arttigini belirlemislerdir.

Merheb ve ark. (2007) Termofilik fungus olan Thermoascus aurantiacus

kullanilarak SSF yoOntemiyle yeni proteaz iiretimi g¢alismiglardir. Enzim optimal
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olarak pH 5,5’te ve 60°C’de en iyi aktiviteyi vermistir. Enzim 1 saat boyunca

60°C’de ve pH aralig1 3.0-9.5 araliginda stabilitesini korumustur.

Tanyildiz1 ve ark. (2007) B. amyloliquefaciens kullanarak ¢alkalamali kiiltiir
ortaminda a-amilaz tiretmislerdir. Maksimum a-amilaz aktivitesi misir gluten unu
bulunan ortamda 30 g/1, yeast extract 10 g/l, ¢gokelme orani 150 rpm ve fermantasyon
sicakligi olarak 33 °C olarak belirlenmistir. Bu bulgulara gore fermantasyon
sicakliginin  a-amilaz iiretiminde 6nemli faktdr oldugunu tespit etmislerdir. Misir
gluten unu bulunan kiiltiir ortami nigasta ve diger karisimlari igeren ortamlara gore 5

kat daha fazla a-amilaz tirettigi belirlenmistir

Baysal ve ark. (2008) Bacillus sp. kullanarak SSF teknigi ile mercimek
kabugu ve bugday kepegi bulunan ortamda amilaz aktivitesini incelemislerdir.
Mercimek kabuklarinin kullanildigi SSF’li besiyerinde en yiiksek enzim aktivitesi
belirlenmistir. Maksimum iiriin olarak 216,000 ve 172,800 U/g olarak mercimek ve
bugday kepeginin substrat olarak kullanildigi ortamlarda pH; 10°da ve %30’ luk

kepek miktar1 24. saatte belirlenmistir. Inokiiliim hacmi %20 olarak rapor edilmistir.

Xu ve ark. (2008) bira sanayiinde kullanilan arpa atik {iriinleri ile SSF’te
Aspergillus oryzae AS 3951 tarafindan alfa amilaz iiretimi igin ucuz bir substrat ve
kat1 destek kullanilarak ayni zamanda Placket-Burman Dizayn1 (PBD) ve Box-
Behnken Dizayn1 (BBD) temel alinarak yiizey yanit metodolojisi (RSM) kullanilarak
besin seviyelerinin optimizasyonunu gerceklestirmislerdir. Ik optimizasyon
asamasinda iligkili faktorlerin etkilerini ortaya koymak i¢in bir PBD kullanmislardir.
Demlenmis musir likorii CaCl,, ve MgSO,4 SBG substratina en uygular kati maddeleri

olduklarin1 ve a-amilaz aktivitesi pozitif bir etkide bulunduklarini tespit etmislerdir.
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Optimizasyonun ikinci basamaginda bu ii¢ besinin konsantrasyonlarinin bir BBD
kullanarak optimize etmislerdir RSM ile optimize edilen ortamlar son
konsantrasyonlar (g/g kuru substrat) %1.8 demlenmis musir likorii, % 0.22 CaCl, ve
% 0.2 MgS0O4.7H,0 kati substrat olarak kullanilmistir. Ortalama  o-amilaz
aktivitesinin 96 saat sonra 30°C’de optimize edilen kosullar altinda 6186 Ug'e
ulastigini belirlemislerdir. SSF’in optimize edilen kosullar altinda enzim tiretiminde

yaklagik %17.5°lik bir artis1 tespit etmislerdir.

Mahanta ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢alismada yagi alinmis Jatropha tohum
kiispesinin SSF’te enzim iiretimi i¢in substrat olarak kullanilabilecegini
belirlemiglerdir. Arastirmacilar daha once kendileri tarafindan rapor edilen ¢oziicii
tolerant Pseudomonas aeruginosa PseA soyunu fermantasyon igin kullanmiglardir.
Bu tohum kiispesinin bakteriyal gelisimi ve enzim f{retimini iyi bir sekilde
destekledigini gormiislerdir (Proteaz 1818 U/g ve lipaz 625 U/g). Arastirmacilar
maksimum proteaz ve lipaz aktivitesini %50 substrat nemliliginde ve 72-120. saat
gelis periyotlarinda pH 6.0-7.0° da tespit etmislerdir. Karbon kaynagi olarak maltoz
ile zenginlestirmenin proteaz ve lipaz liretimini sirastyla; 6.3 ve 1.6 kat arttirdigini
tespit etmiglerdir. Proteaz iiretimi i¢in azot kaynagi olarak pepton eklenmesinin lipaz
tiretimi igin NaNOs eklenmesinin enzim iiretimini Jatropha tohum kiispesinin grami
basma lipaz aktivitesi 1084 U ve proteaz aktivitesi ise 11.376 U arttirdigin
belirtmiglerdir. Aragtirmacilar elde edilen sonuglarin endiistriyel enzimlerin iiretimi
icin SSF sartlarinda bu bol biyokiitlenin degerlendirilmesi i¢in degisken

yaklagimlarin olabilecegini gostermislerdir.
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Narayana ve ark. (2008) topraktan ve Kkiiltiir ortamindan izole edilen
Streptomyces albidoflavus’tan SmF yontemiyle o-amilaz elde etmislerdir. Optimum
amilaz liretim siiresi olarak 84. saate ve pH 6.5 olarak tespit edilmistir. Optimum
aktivite sicaklig1 olarak 30 °C olarak belirlenmistir. Karbon kaynaklari olarak maltoz
ve trehaloz en iyi aktivite veren kaynaklar olarak belirlenmistir. Azot kaynaklar
olarak yeast ekstrakt, tryptone, sodyum nitrat, pepton ve soya kullanilmistir.
Maksimum a-amilaz liretimi %1.5 nisasta ve %0.2 yeast igeren ortamlarda elde

edildigi belirlenmistir.

Rajagopalan ve Khrisnan (2008) B. subtilis KCC 103 kullanarak
sekerkamig1 posast kiiltiir ortaminda  o-amilaz elde etmislerdir. Seker kamisi
hidrolizat: eklenmesiyle besi ortaminda o-amilaz iiretimi 67.4 Umlolarak
belirlenmigtir. Seker kamisi hidrolizatinin HPLC analizinde glukoz, ksiloz ve

arabinoz oranlar1 0.9:1.0:0.16 olarak belirlenmistir.

Egwim ve Oloyede (2008) Digiteria exilis’ten palmiye, hindistan cevizi ve
pamuk lifleri kullanarak 96 saate kadar inkiibasyon yapilmis o-amilaz elde
etmiglerdir. Palmiye kiispesi kullanilarak elde edilen enzim aktivitesinin 25. saatte ve
7.107 mg glukoz ml min" yogunlugundaki ortamda enzim aktivitesini muhafaza
ettigini belirlemiglerdir. Hindistan cevizi ve pamuk liflerinin bulundugu ortamda

enzim aktivitesini 12. saatte yitirdigini tespit etmislerdir.
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3 MATERYAL ve METOD

3.1 MATERYAL

3.1.1 Mikroorganizma secimi

Calismalarimizda Dog¢.Dr. Ziibeyde BAYSAL tarafindan Van Golii kiyisindan
izole edilen ve ODTU Ref-Gen Teknokent’te teshis edilen Bacillus licheniformis

bakterisi kullanilmistir.

3.1.2 Substrat se¢cimi

Calismamizda substrat olarak ¢evremizde siklikla kullanilan tarimsal iiriin
atiklarindan bugday kepegi, piring kabugu, kiispelik misir, muz kabugu, pamuk sapi,
dari, mercimek kepegi, portakal kabugu, piring kabugu ve elma kabugu

kullanilmastir.

3.1.3 Substrat par¢a biyiikliigi

Calismamizda kurutulmus bitkisel atiklar olan; bugday kepegi, piring kabugu,
kiispelik misir, muz kabugu, pamuk sapi, dari, mercimek kepegi, portakal kabugu,
piring kabugu ve elma kabugu o6giitiildiikten sonra 4 farkli elek (500 um, 1000 pm,
1500 pm, 2000 um ¢apli) yardimiyla elendi. Elde edilen farkli substratlardan 1000

um capindaki parcalar kullanilip enzim tiretimi sagland.

3.1.4 Kullanilan kimyasal maddeler

K,HPO4, KH,POs, NaH,PO4 Na,HPO4, NaOH, Trikloroasetikasit, Tris-

Base[Tris(hydroxymetyl), Asetik asit, Amonyum Siilfat, Sodyum sitrat, MgSOy,
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Glukoz, nutrient broth, yeast-extract, NaCl, SDS, nisasta, Merck’ ten, p-
nitrofenilpalmitat, tris-hidroksimetilaminometan, Triton-X 100 Sigma’ dan, HCI

Riedel-de Hean’ dan, tryptone, agar Difco’dan elde edilmistir.

3.1.5 Azot kaynaklar:

Bacto kasamino asit ve bacto liver Difco’dan; amonyum siilfat, tire, NH4CI,

NH4NO; ve Methionin Merck Darmstag’dan temin edilmistir.

3.1.6 Karbon kaynaklari:

Nisasta, mannoz, glukoz, galaktoz, arabinoz ve sukroz Merck Darmstag’dan

temin edilmistir

3.1.7 Besi Yeri Maddeleri:

Nutrient Broth (NB) OXOID’den, Yeast extract Merck’ten ve agar

ATABAY’dan temin edilmistir.

3.1.8 Kullamlan Besiyerleri

a) Siv1 Besiyeri:

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

tamamlanip otoklavlandi.

NB: 25 g NB. alinip 1 litre saf suya tamamlanip otoklavlandu.

Spizizen: 14 g K, HPO,

6 g KH2PO4
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2 g Amonyum Siilfat

1 g Sodyum Sitrat

0,2 g MgSO4 1 litre saf suya tamamlanip otoklavlandi.

Otoklavlandiktan sonra % 1 Glikoz eklendi.

b) Kati Besiyeri:

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

tamamlanip otoklavlandi.

¢) SSF Besiyeri:

Kurutulmus bitkisel atiklar, besiyeri ortaminda %30 (w/v) olacak sekilde 3 g
1000 um parga biiyiikliigliinde substratlardan kullanilarak 100 ml' lik erlenlere

birakildi. Uzerlerine ¢esme suyu eklenerek otoklavlandi.

Kullanilan Aletler:

Inkiibator ( Sanyo )

Steril Kabin ( Telstar AV-100)

Spektrofotometre (Varian Carry U.V. Visible)

Calkalayici ( Julobo )

Sogutmal1 Santrifiij ( Sigma Christ 2K 15 )

Vorteks ( Stuart )

Magnetik Karistirict ( Stuart )



Deep-Freeze ( Haris, -70°C )

Etliv ( Heraus )

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

Otoklav

Su Banyosu ( Grant 6G, -20, +100°C )

pH metre ( Jenvay 3010, PCP JO1 elektrod )

Sterilizator ( Heraus )

Blender ( Waring )

Mikropipet (Gilson)

48
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3.2 METOD

3.2.1 Mikroorganizmalarin Uretilmesi

Van Gélii kiyisindan izole edilen ODTU Ref-Gen Teknokent’te teshis edilen
Bacillus licheniformis bakterisi saklanma kosullarindan (- 20°C) ¢ikarilip 37°C’de 24
saat boyunca NB, LB ve SP besiyerlerinde iiretildi. a-Amilaz ve proteaz tiretimleri
icin NB, LB ve SP sivi besiyerleri kullanildi. Bu besiyerleri 121°C’de 15 dak.

otoklavlanarak steril edildi.

100 ml’ lik erlenlerde 20 ml farkli s1v1 besiyeri igeren ortamlara 100 pl 6rnek
eklenerek 0.6 absorbansa gelecek sekilde 37°C’de 24 saat siireyle iiretildi. Buradan
alman 100 pl 6rnek taze NB, LB ve SP besiyerlerine ekilerek 37°C’de 150 rpm’de
24, 48, 72, 96 ve 120 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Alinan 6rnekler +4°C’de
5000 rpm’de 5 dak. santrifiijlenerek hiicre sporlardan arindirildi. Enzim aktivitesi ve

optimizasyon ¢alismalari i¢in iist s1vi kullanildi.

3.2.2 Cozeltilerin Hazirlanmasi:

pH: 4;5;6: 50 mM Asetat tamponu

pH: 7;8 : 50 mM Tris- HCl Tamponu

pH: 9; 9,5 50 mM Fosfat tamponu

3.2.3 Enzim Uretimi Uzerine Farkh SSF Kaynaklar1 Etkisi

1000 um boyunda olan bugday kepegi, piring kabugu, kiispelik misir, pamuk

sap1 (biiylik ve kiiciik parcalar halinde), dar1, mercimek kepegi, portakal kabugu, muz
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kabugu ve elma kabugu 3 g tartilip her biri farkli 100 ml’lik erlanmayer igerisine
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 24,

48 ve 72. saat 200 rpm’de inkiibasyona birakildi.

3.3 Enzim Ekstraksiyonu:

Bakteriyel kiiltiir ortaminda bulunan enzimi ekstrakte etmek icin SSF besi
yeri ortamina 10 ml ¢cesme suyu kullanilarak 30 dakika calkalandi. Kiigiik substrat
partikiilleri, hiicre ve sporlarindan wuzaklagtirmak i¢in +4°C’de 5 dakika

santrifiijlendi. Siipernatant tizerinden a-amilaz ve proteaz aktivite tayini yapildu.

3.3.1 o-Amilaz Aktivite Tayini

a-Amilaz enzim aktivite tayini Bernfeld yontemine gore yapildi (Bernfeld
1955). 150 pl enzim ¢ozeltisi ve 200 pl % 0,5°lik nisasta ¢ozeltisi (0,1 M Tris-HCl
tamponu pH: 7) 37°C’de 30 dak. inkiibe edildi. Siire sonunda reaksiyonu durdurmak
icin, 400 ul 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 yapilarak ve Orneklerin absorbans degerleri 489 nm’ de

spektrofotometrik dl¢tim yapildi.

Bir enzim iinitesi deney kosullarinda 1pmol nisastay1r 30 dakikada maltoza

parcalayan enzim miktari olarak tanimlandi.

3.3.1.1 Bernfeld Reaktifinin Hazirlanmasi:

Bernfeld Reaktifinin hazirlanmasi1 Eklerde verilmistir. (Ek-1).
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3.3.1.2 Maltoz Standart Egrisinin Hazirlanmasi

Standart olarak maltoz kullanildi. Standart egriyi ¢izmek i¢in derisimi bilinen
maltozdan bir seri standart ¢ozeltiler hazirlandi. Enzim aktivite tayinindeki yontem
uygulandi. Okunan absorbans degerlerine karsilik standart egri cizilerek numunelerin

maltoz miktarlar1 egriden hesaplandi.

3.3.2 Proteaz Enzim Aktivite Tayini

Proteaz aktivite tayini i¢in 150 pl enzim ¢ozeltisine 250 pl % 0.5 azokazein
(0.1 M Fosfat tamponu; pH 8,5) ilave edildi. 37°C’ de 30 dakika inkiibe edildi. Bu
siire sonunda ortama Iml TCA katilarak reaksiyon durduruldu. 15 dakika +4°C’de
bekletildikten sonra 5 dakika santrifiij edildi. 1 ml {ist siv1 tizerine 500 pul NaOH ilave

edilerek 420 nm’de okundu (Leighton 1973).

Bir enzim iinitesi deney kosullarinda 1pumol azokazeini 30 dakikada

parcalayan enzim miktar1 olarak tanimlandi.

3.3.3 Azokazein Standart Egrisinin Hazirlanmasi

Standart olarak azokazein kullanildi. Standart egriyi ¢izmek i¢in derigimi
bilinen azokazeinden bir seri standart c¢ozeltiler hazirlandi. Enzim aktivite
tayinindeki yontem uygulandi. Okunan absorbans degerlerine karsilik standart egri

cizilerek numunelerin maltoz miktarlar1 egriden hesaplandi.

3.3.4 Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini standart olarak Bovin Serum Albumin (BSA)

kullanilarak Lowry yontemine gore yapildi (Lowry 1951).
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Standart egriyi cizmek icin derisimi bilinen (5 mg.ml') Bovin serum
albumin’den bir seri standart ¢ozeltiler hazirlandi. Biitiin tiipler saf su ile 500 puL’ye
tamamlandi. Daha sonra tliplere 5 ml alkalin ¢ozeltisi katilarak, 15 dakika 40°C su
banyosuna birakildi. Sonra iizerine folin reaktifinden (1:1) 500 pL katilarak 30
dakika sonra 660 nm’de absorbans degerleri okundu. Okunan degerlere karsilik

standart egri ¢izildi. Numunelerin protein icerikleri bu egriden hesaplandi.
3.3.5 Enzim Uretimi Uzerine Degisik Inkiibasyon Siirelerinin Etkisi

1000 pm boyunda olan piring kabuklar1 alindi. 3 g tartilip lizerine 10 ml
cesme suyu eklenip eklenip 100 ml’lik erlenmayer igerisine eklenip otoklavlandi.
Daha sonra sivi besiyerinden (LB) her birine 3’er ml bakteri ekimi yapilarak.
37°C’de 200 rpm’de inkiibasyona birakildi. Her 24 saatte bir bes giin stireyle (12; 24;
48; 72; 96; 120 saat) ornek almarak enzim aktivitesi kontrol edilerek uygun

inkiibasyon siiresi belirlendi.
3.3.6 Enzim Uretimi Uzerine Ureme Sicakhginin Etkisi

Kati substrat olarak 1000 pm boyunda olan piring kabuklari alindi. 3 g
tartilarak iizerine 10 ml ¢gesme suyun konularak otoklavlandi. Daha sonra ortama sivi
besiyerinden aliman 3 ml bakteri ekilerek 35, 37, 40, 45, 50 ve 55°C’de besiyerleri
inkiibasyona birakildi. Amilaz i¢in 24, proteaz i¢in 48. saatler sonunda {izerlerine 10
ml ¢esme suyu eklendikten sonra 30 dakika ¢alkalanmaya devam etti. Santrifiijlenen

materyalden st siv1 elde edilerek a- amilaz ve proteaz aktivite tayini yapildi.
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3.3.7 Enzim Uretimi Uzerine inokiiliim Hacmi EtKisi

Uygun inokiiliim hacminin belirlenmesi i¢in siv1 besiyerinden SSF’li ortama
0,5 ml’den baglayip 3,5 ml’ye kadar arttirilarak alinan bakteri ekimi yapildi.
Calkalayicida 37°C’de 200 rpm’de ¢alkalandi. Amilaz i¢in 24, proteaz i¢in 48. saatler
sonunda tiizerlerine 10 ml ¢esme suyu eklendikten sonra 30 dakika c¢alkalanmaya
devam etti. Santrifiijlenen materyalden {ist sivi elde edilerek a- amilaz ve proteaz

aktivite tayini yapildu.

3.3.8 Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

a-Amilaz ve proteaz aktivitesi iizerine sicakligin etkisini belirlemek igin
enzim igeren st sivilar sicak su banyosunda 30 dakika boyunca 35°C’den baslayarak
40; 45; 50; 55; 60; 65; 70; 75°C’ye kadar bekletildikten sonra a- amilaz ve proteaz

aktivite tayini yapildu.

3.3.9 Enzim Aktivitesi Uzerine pH’simin EtKisi

Enzim aktivitesi {izerine pH etkisini incelemek icin 50 mM
konsantrasyonlarda asetat tamponu (pH: 4,0-6,5) ;Tris-HCI tamponu (pH: 7,0-8,0) ve

fosfat tamponu (pH: 8,5-9,5) kullanilarak substratlar hazirlandi.

3.3.10 Enzim Uretimi Uzerine Ekstraksiyon Ortaminin Etkisi

Enzim tretimi {izerine ekstraksiyon ortaminin etkisini belirlemek i¢in SSF’li
ortama 10 ml Cesme suyu (kontrol) , Tampon (amilaz i¢in pH 6.0, proteaz i¢in pH
8.5 tamponu) Saf su, %2 SDS ve 50 mM NaCl eklenerek otoklavlandi. Calkalayicida

37°C’de 200 rpm’de calkalandi. 24 ve 48.saatlik siireler sonunda iizerlerine 10 ml
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cesme suyu( kontrol) , tampon, saf su, SDS ve 50 mM NaCl ayr ayr eklendikten
sonra 30 dakika ¢alkalanmaya devam etti. Santrifiijlenen materyalden iist sivi elde
edildi. Amilaz icin 24. saatte, Proteaz i¢in 48. saatte elde edilen iist sivilar enzim

kaynagi olarak kullanilarak o- amilaz ve proteaz aktivite tayini yapildi.

3.3.11 Enzim Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklar Etkisi

SSF kat1 besiyeri hazirlandiktan sonra %1, %2 ve %3 oranlarinda hazirlanan
karbon kaynaklarindan nisasta, maltoz, glukoz, galaktoz, fruktoz ve sukroz steril
edildikten sonra besiyerine birakildi. Ekim yapildiktan sonra a-amilaz i¢in 24 saat,
proteaz icin 48 saat inkiibasyona birakilan 6rneklerin her birine inkiibasyon siiresi

sonunda aktivite tayini yapildi.

3.3.12 Enzim Uretimi Uzerine Azot Kaynaklar1 Etkisi

SSF kat1 besiyeri hazirlandiktan sonra %1, %2 oraninda hazirlanan azot
kaynaklarindan bacto kasamino asit, bacto liver, amonyum siilfat, iire, NH4CIl ve
methionin besiyerine eklendi. Ekim yapildiktan sonra amilaz i¢in 24 saat, proteaz
icin 48 saat inkiibasyona birakilan 6rneklerin her birine, inkiibasyon siiresi sonunda

aktivite tayini yapildu.

3.3.13 Uygun Kepek Miktarinin Belirlenmesi

Enzim iiretimi lizerine kepek miktarinin oranini belirlemek i¢in1000 pm
boyunda olan piring kabuklari alindi. % 20’den baglayarak %30, %40, %50 ve

%60’a kadar kepek tartilip tizerine 10 ml ¢esme suyu eklenip 100 ml’lik erlenmayer
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igerisine birakilarak otoklavlandi. Daha sonra sivi besiyerinden (LB) her birine 3’er
ml bakteri ekimi yapildi. Calkalayicida 37°C’de 200 rpm’de ¢alkalandi. 24 ve 48.
saatlik siireler sonunda iizerlerine 10 ml ¢esme suyu eklendikten sonra 30 dakika
calkalanmaya devam etti. Santrifiijlenen materyalden {ist siv1 elde edilerek a- amilaz

ve proteaz aktivite tayini yapildu.

3.3.14 Kepek Karisim Miktarlarinin Belirlenmesi

Enzim Uretimi {izerine kepek karisim miktarii belirlemek igin piringle
birlikte en iyi aktivite veren bugday kepegi alinarak toplam kiitleleri 3 g. Olacak
sekilde 0.5 gramdan baslanarak (0.5 g+2.5 g; 1 g +2 g; 1.5g+1.5 g; 2 g+l g; 2.5 g+
0.5 g) farkli karisim oranlari elde edildi. 3 g tartilip her biri farkli 100 ml’lik
erlanmayer icerisine konuldu. Uzerlerine 10 ml ¢esme suyu eklenip otoklavlandi.
Daha sonra sivi besiyerinden (LB) her birine 3’er ml bakteri ekimi yapild.
Calkalayicida 37°C’de 200 rpm’de calkalandi. 24 ve 48. saatlik siireler sonunda
tizerlerine 10 ml ¢gesme suyu eklendikten sonra 30 dakika calkalanmaya devam etti.
Santrifiijlenen materyalden iist siv1 elde edilerek a- amilaz ve proteaz aktivite tayini

yapildu.
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4 BULGULAR

4.1 Mikroorganizma ozellikleri

Calismamizda kullandigimiz Bacillus licheniformis bakterisinin iireme

zamani ve bazi Ozellikleri sunlardr.

Minimum tireme sicakligi: 15°C; Maksimum iireme sicakligi: 50°C,

Optimum iireme sicakligi 37°C
Salgiladig1 bazi enzimler: Amilaz, proteaz, lipaz, katalaz
4.2 Enzim Uretimi Uzerine Farkli SSF Kaynaklarinin Etkisi

Bugday kepegi, piring kabugu, kiispelik misir, pamuk sap1, dari, mercimek
kepegi, portakal kabugu, muz kabugu ve elma kabugunun amilaz ve proteaz aktivite

tayinleri yapilip elde edilen sonuglar Sekil 4.1 ve Sekil 4.2’de gosterilmistir.

0,5 -
0,45 - _
0,4 -

0,35 -
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Sekil 4.1. Farkh substratlarin amilaz iiretimi iizerine etKkisi

Spesifik aktivite (U/mg)

E: elma; Mu: muz; Pi: piring; B: bugday; D: dari; M: musir;
Pb: pamuk biiyiik par¢.; Pk: pamuk kii¢iik parc., Me:mercimek
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Bacillus licheniformis bakterisinin farkli bitki atiklariin bulundugu ortamda
tiretilmesiyle ilgili sonuglara gore en iyi a-amilaz tiretimi 24. saatte 0,443 U/mg
olarak pirin¢ kabuklarinin bulundugu ortamda elde edilmistir. Bugday kepeginin kati
substrat olarak kullanildig1 ortamda 48. saatte a-amilaz iiretimi piring kabuklari
bulunan ortama yakin olarak bulunmustur. Elma, pamugun biiyiik pargalar1 ve kii¢iik
pargalarint bulundugu ortamda o-amilaz iiretimi diisiik oranda bulunmustur. Misir
atiklarinin bulundugu ortamda 24, 48 ve 72. saatte de birbirine yakin diigiik sonuglar
elde edilmistir. Mercimek kabugunun kati1 substrat olarak kullanildigi ortamda 48 ve
72. saatlerde a-amilaz iiretimi piring ve bugdaydan elde edilen aktiviteye yakin
olarak belirlenmistir. Darmnin kati substrat olarak kullanildigi ortamda o-amilaz
tretimi sadece 48. saatte bulunmustur. Muz kabuklarinin kati substrat olarak
kullanildig1 ortamda 24. saatte a-amilaz aktivitesi olmadigi, 48. saatte diisiik o-

amilaz iiretimi oldugu ve 72. saatte {iretimin daha da diistigl tespit edilmistir.
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Sekil 4.2. Farkl substratlarin proteaz iiretimi iizerine etKisi

E: elma; Mu: muz; Pi: piring; B: bugday; D: dari; M: misir;
Pb: pamuk biiyiik parc.; Pk: pamuk kiiciik parg., Me:mercimek
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Bacillus licheniformis bakterisinin farkli bitki atiklariin bulundugu ortamda
tiretilmesiyle ilgili sonuglar gére en iyi proteaz iiretimi 48. saatte 469 U/mg olarak
piring kabuklarinin bulundugu ortamda elde edilmistir. Bugday kepeginin kati
substrat olarak kullanildig1i ortamda 48. saatte proteaz iiretimi piring kabuklari
bulunan ortama yakin olarak bulunmustur. Elma, muz kabugu pamugun biiyilik
parcalart ve kiiciik pargalarinin substrat olarak bulundugu ortamda proteaz tiretimi
piring ve bugday kepeklerinin bulunduga ortama gore daha diisik olarak
bulunmustur. Misir ve dart atiklarinin bulundugu ortamda 24, 48 ve 72. saatte de
birbirine yakin sonuglar elde edilmis olup her ikisinde de 48. saatte en iyi proteaz
tiretimi bulunmustur. Mercimek kabugunun kat1 substrat olarak kullanildig1 ortamda
72. saatlerde proteaz Ttretimi misirdan elde edilen aktiviteye yakin olarak

belirlenmistir.

4.3 Enzim Uretimi Uzerine Degisik Inkiibasyon Siirelerinin Etkisi

SSF ortamina 12. saatten 120. saate kadar her 24 saatlik siire sonunda o-
amilaz ve proteaz aktivite tayini yapildi. Bulunan degerler Sekil 4.3 ve 4.4°te

gosterilmigtir.
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Sekil 4.3. Inkiibasyon siiresinin amilaz iiretimi iizerine etkisi

Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklarinin kati substrat olarak
kullanildig1 SSF’1i ortaminda en yiiksek a-amilaz {iretimi 24. saatte 0,5 U/mg olarak

tespit edilmistir. a-Amilaz aktivitesinin 24. saatten sonra 48 ve 72. saatlerde diistiigii

belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Inkiibasyon siiresinin Proteaz iiretimi iizerine etkisi
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Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklarinin kati substrat olarak
kullanildigr SSF’li ortaminda en yiiksek proteaz iiretimi 48. saatte 496 U/mg olarak
tespit edilmistir. Proteaz aktivitesinin 48 ve 72. saatlerde biribirine yakin oldugu 48.

saatten sonra 72, 96 ve 120. saatlerde diistiigii belirlenmistir.

4.4 Enzim Uretimi Uzerine Sicakligin Etkisi

Enzim iiretimi {izerine sicakligin etkisini belirlemek i¢in SSF’li besiyeri 35,
37, 40, 45, 50 ve 55°C’de inkiibasyona birakildi. Amilaz i¢in 24. Saatte, proteaz i¢in
48. saatte enzim aktivitelerine bakildi. Bulunan degerler Sekil 4.5 ve 4.6’da

gosterilmigtir.
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Sekil 4.5. Amilaz iiretimi iizerine sicakhgin etkisi

Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklarinin kati substrat olarak
kullanildig1 SSF’li ortaminda a-amilaz aktivitesi i¢in bakteri iiretim sicakligi olarak

37°C olarak tespit edilmistir. Sicaklik 40°C’nin {izerine ¢iktiginda ¢ok diisiik iiretim
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gosterdigi tespit edilmistir. 45°C ve daha yiiksek sicakliklarda iiretilen bakterilerde

a-amilaz tiretimine rastlanilmamistir.
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Sekil 4.6. Proteaz iiretimi iizerine sicakhgin etkisi

Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklarinin kati substrat olarak
kullan1ldig1 SSF’li ortaminda en iyi proteaz aktivitesi, bakterilerin 37°C’de {iiretildigi

48. saatte tespit edilmistir. 40°C ve daha yiiksek sicakliklarda tiretilen bakterilerde

proteaz iiretimine rastlanmamastir.
4.5 Enzim Uretimi Uzerine Inokiiliim Hacminin Etkisi

Uygun inokiiliim hacminin belirlenmesi i¢in yapilan deneylerde amilaz i¢in
24. saatte, proteaz i¢in 48. saatte enzim aktivitelerine bakildi. Elde edilen sonuglar

Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Inokiiliim hacminin amilaz iiretimi iizerine etKisi

Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklarinin kati substrat olarak

kullan1ldig1 SSF’li ortaminda a-amilaz aktivitesi i¢in sivi besiyerinden SSF’li ortama

aktarilan inokiilim hacmi 2 ml olarak belirlenmistir. Inokiiliim hacminin 05, ml’den

baslayip 2 ml’ye kadar arttirllmasiyla a-amilaz iiretiminin arttig1 2 ml’den sonra ise

az da olsa diistiigii tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. Inokiiliim hacminin proteaz iiretimi iizerine etkisi
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Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklarinin kati substrat olarak
kullanildig1 SSF’li ortaminda proteaz iiretimi igin sivi besiyerinden SSF’li ortama
aktarilan en iyi inokiiliim hacmi 3 ml olarak belirlenmistir. inokiiliim hacminin 05,
ml’den baslayip 3 ml’ye kadar arttirilmasiyla proteaz iiretiminin arttigi 2,5-3,5 ml

arasinda ise ¢ok fazla diismeden stabil olarak kaldig: tespit edilmistir.
4.6 Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Amilaz ve proteaz aktivitesi iizerine sicakligin etkisini arastirmak igin 35°C-
75°C araliklarinda g¢alisildi. Amilaz igin 24. saatte, proteaz igin 48. saatte enzim

aktivitelerine bakildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.9 ve 4.10’da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Amilaz aktivitesi iizerine sicakhigin etkisi

Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklarinin kati substrat olarak
kullanildigr SSF’li ortaminda amilaz aktivitesi i¢in alinan enzim igeren iist sivilarin
30 dakika boyunca farkli sicakliklarda bekletildikten sonra enzim aktivitesinin

40°C’de bekletildiginde en yliksek aktiviteyi verdigi belirlenmistir.



64

120

100 -

80

60 -

40 -

Rolatif aktivite (%)

20 -

35 40 45 50 55 60 65 70 75
Sicaklik (°C)

Sekil 4.10. Proteaz aktivitesi iizerine sicakh@in etkisi

Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklarinin kati substrat olarak
kullan1ldig1 SSF’1i ortaminda proteaz aktivitesi i¢in alinan enzim igeren list sivilarin
30 dakika boyunca farkli sicakliklarda bekletildikten sonra enzim aktivitesinin

45°C’de bekletildikten sonra en iyi aktiviteyi verdigi belirlenmistir.
4.7 Enzim Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine pH’nin etkisini incelemek i¢in 50 mM
konsantrasyonlarda; asetat tamponu (pH;4-5-6), Tris-HCI tamponu (pH;7-8) ve fosfat
tamponu (pH;8,5-9,5) kullanildi. En yiiksek aktivitenin amilaz i¢in pH 6,0, proteaz
icin pH 8,5 oldugu saptandi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Amilaz aktivitesi iizerine pH’nin Etkisi

Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklarimin kati substrat olarak
kullanildig1 SSF’1i ortaminda amilaz aktivitesi i¢in en uygun pH miktar1 olarak pH; 6
olarak belirlenmistir. pH; 4 ve 4,5 civarlarinda aktivitenin ¢ok diisiik oldugu ve pH;
5’ten sonra pH; 6’ya kadar aktivitenin giderek arttig1 belirlenmistir. pH; 6’dan sonra

ise aktivitenin azaldig1 gdzlenmistir.
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ekil 4.12. Proteaz aktivitesi iizerine pH’nin Etkisi
S p

Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklarinin kati substrat olarak
kullan1ldig1 SSF’1i ortaminda proteaz aktivitesi i¢in en uygun pH miktar1 olarak pH;
8,5 olarak belirlenmistir. pH; 5’te aktivitenin ¢ok diisiik oldugu ve pH; 5’ten sonra
pH; 8,5’e kadar aktivitenin giderek arttigi belirlenmistir. pH; 8,5’den sonra ise

aktivitenin azaldig1 gozlenmistir.
4.8 Enzim Uretimi Uzerine Ekstraksiyon Ortaminmin Etkisi

Enzim {iretimi {izerine Ekstraksiyon ortaminin etkisini belirlemek i¢in, kati
substrat olarak piring kabuklarinin bulundugu SSF’li ortama ¢esme suyu (kontrol),
tampon ( amilaz i¢in pH:6 tamponu, proteaz i¢in pH:8,5 tamponu), saf su, SDS ve 50
mm NaCl eklenerek elde edilen iist sivilar enzim kaynagi olarak kullanildi. Amilaz

ve proteaz icin aktivitelerine bakildi. Elde edilen sonuclar Sekil 4.13 ve Sekil

4.14’de gosterilmistir.
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Sekil 4.13. Ekstraksiyon ortaminin amilaz iiretimi iizerine etkisi

Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklarinin kati substrat olarak
kullanildig1 SSF’li ortamina eklenen ¢gesme suyunun tampon, saf su SDS ve NaCl’ye
oranla oldukca yliksek oranda amilaz tiretimi (0,66 U/mg) gdsterdigi belirlenmistir.

NacCl kullanilan ortamda enzim iiretimine rastlanilmamistir.

Spesifik aktivite (U/mg)

Cesme suyu  Tampon Safsu SDS NaCl

Sekil 4.14. Ekstraksiyon ortaminin proteaz iiretimi iizerine etkisi
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Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklarinin kati substrat olarak
kullanildigr SSF’li ortamina eklenen ¢gesme suyunun tampon, saf su SDS ve NaCl’ye

oranla oldukca yiiksek oranda proteaz tiretimi (470U/mg) gosterdigi belirlenmistir.

4.9 Enzim Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarinin Etkisi

SSF ortamina nisasta, maltoz, glukoz, galaktoz, fruktoz ve sukroz kuru
agirliga gore %1, %2 ve %3 oraninda ilave edildi. Elde edilen {ist sivilardan amilaz
ve proteaz aktiviteleri yapildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da

gosterilmigtir.

()] _

g 0,8

5 0,7 -

e 0,6 m Kontrol
> 05+ 01%
< 044 & 2%
MECKE

£ 02 = 3%
2 01 -

Q.

N

Glukoz
Sukroz |

[e]
=
©
=

Fruktoz &
Galaktoz

Kontrol
Nisasta ;

Karbon kaynaklari

Sekil 4.15. Karbon kaynaklarinin amilaz iiretimi iizerine etkisi

Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklarinin kati substrat olarak
kullanildigr SSF’li ortamina eklenen karbon kaynaklar1 bakimindan nisastanin
%2’1ik kullanildig1 ortamda (0,736 U/mg) ve galaktozun %1’lik kullanildig1 ortamda

(0,721 U/mg) amilaz iiretimi kontrolden daha yiiksek Olclilmistir. Glikoz ve
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fruktozun her ii¢ konsantrasyonda da kontrole gore daha az amilaz iiretimi verdigi
belirlenmistir. Siikkroz ve maltoz i¢eren ortamlarda amilaz aktivitesi nispeten glikoz
ve fruktoz i¢ceren ortamin amilaz iiretiminden daha iyi, kontrolden ise daha az amilaz

aktivite verdikleri belirlenmistir.
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Sekil 4.16. Karbon kaynaklarinin proteaz iiretimi iizerine etkisi

Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklarinin kati substrat olarak
kullanildigir SSF’li ortamima eklenen karbon kaynaklari bakimindan en yiiksek
proteaz lretimi maltozun %1°lik konsantrasyonundan 696 U/mg olarak
belirlenmigtir. Nisasta, fruktoz ve maltozun %1 olarak eklendigi ortamlardan elde
edilen proteaz iretimi kontrolden daha yiliksek olarak belirlenmistir. Glikoz ve
siikrozun her ii¢ konsantrasyonlarinin bulundugu ortamlarda proteaz iiretimi

kontrolden daha diisiik olarak belirlenmistir.
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4.10 Enzim Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarimin Etkisi

SSF ortammna %1, %2 ve %3 oraninda bacto kasamino asit, bacto liver,
amonyum siilfat, iire, NH4Cl ve methionin ilave edildi. Elde edilen iist sividan amilaz
ve proteaz i¢in enzim aktivitelerine bakildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.17 ve Sekil

4.18’de gosterilmistir.
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Sekil 4.17. Azot kaynaklarinin amilaz iiretimi iizerine etkisi

Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklarinin kati substrat olarak
kullanildig1 SSF’1i ortamina eklenen azot kaynaklari bakimindan %1°lik amonyum
stilfat (0,77 U/mg) ve Bacto casamino asit (0,76 U/mg) en iyi amilaz aktivitesi
vermislerdir. %2’lik Bacto liver ve %1°lik Amonyum kloriir kontrole yakin amilaz
aktivitesi vermislerdir. Ure ve Methionin eklenen ortamin aktivitesi kontrolden az

cikmasina ragmen degerler birbirlerine yakin olarak bulundu.
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Sekil 4.18. Azot kaynaklarinin proteaz iiretimi iizerine etkisi

Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklarinin kati substrat olarak
kullanildig1 SSF’1i ortamina eklenen azot kaynaklar1 bakimindan en yiiksek enzim
tiretimi %2’lik amonyum siilfat (402 U/mg),bulunan ortamda elde edilmistir. %1 lik
Bacto casamino asit ve %1’lik tire kontrole daha yiiksek proteaz aktivitesi
gostermislerdir. %2’lik Bacto casamino asid ve %]1’°lik methioninden elde edilen
proteaz aktivitesi kontrole ¢cok yakindir. Bacto liver’in her ii¢ konsantrasyon orani da
kontroliin altinda proteaz aktivitesi vermislerdir. %1°’lik amonyum kloriir eklenen

ortamda ise proteaz aktivitesine rastlanmamastir.

4.11 Enzim Uretimi Uzerine Kepek Miktarimin Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine kepek miktarinin oraninmi belirlemek i¢in1000 pum

boyunda olan piring kabuklar1 alindi. % 20’den baglayarak % 60’a kadar kepek
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miktar1 arttirildigr calismada elde edilen sonuglar Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°de

gosterilmistir.

0,7 -

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2 1

Spesifik aktivite (U/mg)

0,1

20

30

40
kepek miktari (%)

50 60

Sekil 4.19. Farkh kepek miktarlarinin amilaz iiretimi iizerine etkisi

Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklarinin kati substrat olarak

kullanildig1 SSF’li ortaminda amilaz {retimi i¢in en uygun kepek miktar1 olarak

%30’luk (3 g) kepek miktarinin kullanildig1 ortamda 0,66 U/mg olarak belirlenmistir.

Kepek miktar arttirildiginda amilaz enzim aktivitesinin diistiigii goriilmiistiir.
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Sekil 4.20. Farkh kepek miktarlarinin proteaz iiretimi iizerine etkisi

Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklarinin kati substrat olarak
kullanildig1 SSF’li ortaminda proteaz aktivitesi i¢in en uygun kepek miktar: olarak
%30’luk (3 g) kepek miktarmin kullanildig1 ortamda 462 U/mg olarak belirlenmistir.
%30’luk ve %40°lik kepek miktarlarinin proteaz aktivite degerleri birbirlerine yakin
olarak belirlenmistir. Kepek miktar1 arttirildiginda proteaz enzim aktivitesinin diistiigii

gorilmiistir.
4.12 Enzim Uretimi Uzerine Kepek Karisimlarimin Etkisi

Enzim {retimi lizerine kepek karigim miktarin1 belirlemek i¢in piringle
birlikte en iyi aktivite veren bugday kepegi alinarak farkli oranlarda karistirildi. Elde

edilen sonuglar Sekil 4.21 ve Sekil 4.22°da gosterilmistir.
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Sekil 4.21. Kepek karisim oranlarinin amilaz iiretimi iizerine etkisi

1:%30 Piring 4: %15 Piring+%15 bugday
2:%25 Piring+%5 Bugday 5: %10 Piring+%?20 Bugday
3:%20 Piring+%10 Bugday 6:%5 Piring+%25 Bugday

Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklar1 ve bugday kepeginin en
1yi aktivite veren substratlar olarak belirlendigi ortamda optimum enzim aktivitesi %
20 piring kabugu ve % 10 bugday kepegi karisiminin bulundugu ortamda 0,96 U/mg
olarak belirlenmistir. Karigimdaki piring miktar1 azalip bugday miktar1 arttikca
aktivitenin giderek artti81, piring miktar1 % 20’nin altina indikten sonrada aktivitenin

diistiigii belirlenmistir.
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Sekil 4.22. Kepek karisim oranlarinin proteaz enzim aktivitesi iizerine etkisi

1:%30 Piring 4: %15 Piring+%15 bugday
2:%25 Piring+%5 Bugday 5: %10 Piring+%?20 Bugday
3:%20 Piring+%10 Bugday 6:%5 Piring+%25 Bugday

Bacillus licheniformis bakterisinin piring kabuklar1 ve bugday kepeginin en
1yi aktivite veren substratlar olarak belirlendigi ortamda optimum enzim aktivitesi %
15 piring kabugu ve % 15 bugday kepegi karisiminin bulundugu ortamda 475 U/mg
olarak belirlenmistir. Karigimdaki basta piring miktar1 azalip bugday miktar: arttikca
aktivitenin giderek arttig1, piring miktar1 % 15’in altina indikten sonrada aktivitenin
diistiigli belirlenmistir. Bugdaya oranla Piring miktarinin fazlaliginin aktiviteyi daha

da arttirdig1 belirlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda gelisen biyoteknolojik tekniklerin kullanimi sayesinde
mikroorganizmalardan ¢ok sayida iiriin elde edilmeye baglanmigtir. Bu {irlinlerin en
onemlilerinden biri de enzimlerdir. Enzimler gida, tekstil, kagit, deterjan, medikal vb.

gibi bir¢ok alanda oldukg¢a 6nemli bir kullanim alanina sahiptirler (Dagasan 1997).

Mikroorganizmalar kullanilarak enzim iiretim g¢aligmalar1 oldukca eski ve
yaygindir. Mikroorganizma kokenli enzimlerin katalitik aktivitelerinin yiiksek
olmasi, istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, fazla
miktarda tretilebilir olmalart bu enzimlerin 6nemli &zellikleri ve tercih edilme

nedenleridir (Kiran ve ark 2006).

Bu ¢alismada yoremizde bulunan tarimsal atiklarin degerlendirilebilmesinde,
SSF teknigi kullanarak amilaz ve proteaz iiretimi incelenmistir. Mikroorganizma
olarak Van Goli kiyisindan izole edilen Bacillus licheniformis bakterisi
kullanilmistir. Bu bakterinin tercih edilmesinin sebebi; alkalik pH’da olan Van

Goli'nde yagayan bir bakterinin enzim iiretme potansiyelinin arastirilmasidir.

Calismamizda, SSF yontemiyle kati substrat olarak piring kabugu, bugday
kepegi, kiispelik misir, mercimek kabugu, dari, elma kabugu, muz kabugu ve pamuk
atik parcalar1 gibi tarimsal atiklar kullanilarak o-amilaz ve proteaz enzim aktivitesi
incelenmistir. En uygun amilaz ve proteaz enzim {iiretimi i¢in kati substrat olarak,
Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterildigi gibi, piring kabugu ve bugday kepegi
belirlenmistir. SSF’te piring kabugu ve bugday kepeginin kullanimi1 daha onceki
calismalarda belirtildigi gibi olduk¢a yaygindir (Krishna ve ark. 1996; Elliah ve

ark. 2002). Piring kabugu ve bugday kepeginde zengin igerikli vitamin ve
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minerallerin bulunmasi mikroorganizmalarin iiremesini kolaylastirmis ve enzim

tiretme kapasitelerini arttirmis olabilir.

SSF’ de kullanilan baslica substratlar daha 6nceki ¢aligmalarda da belirtildigi
gibi genellikle piring, bugday, dari, misir, soya fasulyesi gibi yoresel farkli kullanim
gosteren sanayi ve tarimsal atiklardir. Bu calisma ile piring ve bugday kepeklerinin
kat1 substrat olarak kullanilmasi biiyiik 6l¢iide endiistriyel enzimlerin liretilmesini ve
ayrica ¢evre sorunlarina yol agan bu atiklarin, hem ekonomik hem de giivenli sekilde

degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Bu calismada piring kabugunun kati substrat olarak kullanildigi ortamda en
yiiksek amilaz iiretimi 24. saatte 0,5 U/mg; en yiiksek proteaz iiretimi ise 48. saatte
496 U/mg oOlcililmiis olup elde edilen sonuglar Sekil 4.3 ve 4.4’te gosterilmigtir.
Amilaz liretiminin 24. saatten sonra azaldig1 belirlenmistir. Daha 6nceki ¢aligmalarda
inkiibasyon siiresi olarak 24. saatler ile 120. saatler arasinda en yiiksek amilaz
tiretimi rapor edilmistir. Fakat yaygin olarak amilaz genellikle 24. saatlerde en
yiiksek tiretimi vermektedir (Krishna ve ark. 1996;Baysal ve ark. 2003; Uyar ve
ark. 2004). Bu sonug daha onceki ¢alismalarla paralellik gostermektedir. 24. saatten
sonra amilaz Uretiminin diismiis olmasinin sebebi, ortamda 48. saatten itibaren

artmaya baslayan proteaz enziminin varligina bagli olabilecegi diistiniilmektedir.

Proteaz enzimi icin ise 24. saatte iiretim az olup 48. saatte maksimum
seviyeye ¢ikmig ve bu slireden sonra iiretim diismeye baslamistir. Daha Onceki
caligmalarda da proteaz enziminin 24. saatten sonra iiretiminin artmaya basladigi
goriilmektedir. Bu sonuglar daha oOnceki c¢alismalara paralellik gostermektedir

(Sandhya 2004).
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Enzim dretimi {izerine sicakhigin etkisini incelemek i¢in yaptigimiz
calismada, Sekil 4.5. ve 4.6.’da da gorildiigii gibi, amilaz ve proteaz i¢in maksimum
enzim tdretimi 37°C’lik inkiibasyon ortamindan elde edilmistir. 40°C’den daha
yiiksek sicakliklarda enzim iiretimin olmadig goriilmiistiir. Van goli kiyisindan izole
edilen Bacillus licheniformis’in  optimum {ireme sicakligi  37°C’dir. Bu
mikroorganizmanin minimum tireme sicakligi 15°C, maksimum iireme sicakligi ise
55°C olarak bulunmus olup kiiltiir ortaminin da bu sicakliga benzer kosullarda olmasi

enzim tiretme yeteneklerini arttirmis olabilir.

Enzim iiretimi {izerine inokiiliim hacminin etkisini belirlemek i¢in yapilan
calismalarda, Sekil 4.7. ve 4.8’de de gosterildigi gibi, en yiiksek enzim iiretimi
amilaz i¢in 2 ml, proteaz i¢in 3 ml eklenen ortamlarda sirastyla 0,7 U/mg ve 464
U/mg olarak tespit edilmistir. Amilaz iiretiminde inokiilim hacmi 2 ml’nin istiine
¢iktiginda enzim {iretiminin azalmaya basladigi gézlenmistir. Proteaz iiretiminde ise
inokiilim hacminin 1,5-3,5 ml arasindaki degisimlerinde enzim iiretiminin pek
degismedigi gozlenmistir. Ortamda bulunan bakteri miktarinin azlig1 iiremenin yavas
olmasma neden olacaktir. Inokiilim hacmi arttikga, ortamda bulunan bakteri
yogunlugu da artacak ve dogal olarak sentezledigi metabolitler de artacaktir. Bu
metabolitlerin artis1 proteaz iiretimini indiiklemis ve dolayisiyla proteaz miktarini

arttirmig olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda amilaz i¢in optimum aktivite sicakligi 40°C, proteaz i¢in ise
45°C olarak belirlenmistir. Amilaz enzimi 70°C’de aktivitesini yaklasik olarak %60
olarak muhafaza ettigi Sekil 4.9.’da gosterilmektedir. Ozellikle kagit endiistrisinde

kullanilan amilazlarda optimum sicaklik olarak 45-60°C’lik sicaklik araligi
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istenmektedir. Kagit endiistrisinde nisastanin kagida eklenmesiyle kagidin
sertlestirilmesi-toplanmasi i¢in nisastanin bulamag¢ haline getirilmesi ve transfer
edilmesi gereklidir. Bu islemin sicaklik araligi 45-60°C araligindadir (Tolan 1996).
Caligmamizda elde ettigimiz amilaz enzimi kagit endiistrisinde kullanilabilecek

ozellikler tasimaktadir.

Sekil 4.10°de goriildiigli gibi proteaz enziminin optimum sicaklhigi 45°C’dir.
Enzim 70°C’de aktivitesini halen %62 olarak korumaktadir. Ozellikle deterjan ve
deri igleme sanayii sicakliga bagl siiregler oldugundan belirli sicaklilara karsi bu

enziminin kullanilabilecegi diigiiniilmektedir.

Calismamizda enzim aktivitesi ilizerine pH’nin etkisini arastirmak igin
kullanilan tampon ¢ozeltilerde amilaz i¢in en yiiksek aktivite pH 6,0 ve proteaz i¢in
pH 8,5 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.11 ve 4.12). Daha 6nceki ¢alismalarda amilaz
icin optimum aktivite pH’s1 genellikle 5-6,5 arasinda degigsmektedir (Kunamneni ve
ark. 2005 Ertan ve ark. 2006). Elde ettigimiz bulgular daha onceki ¢alismalara
paralellik gostermektedir (Narayana ve ark. 2008). Proteaz enziminde ozellikle
alkalin olanlar i¢in Ph genellikle 8,0 ve {izeri olarak rapor edilmistir. Calismamizda
optimum pH 8,5 olarak tespit edilmistir. Serin proteazlarin (E.C. 3.4.21) bir alt tipi
olan “alkalin proteazlar” yiiksek pH degerlerinde ve yliksek sicakliklarda kararli
olmalarindan dolay1 basta deterjan endiistrisi olmak iizere deri, gida, ipek ve kagit
endistrilerinde yaygin sekilde kullanilmaktadir. (Battal 2004). Amilaz ve proteaz
enzim aktiviteleri yiiksek pH’larda dahi aktivitesini yaklasik olarak %60 civarlarinda
korumustur. Son zamanlarda ise, protein miihendisligi sayesinde, deterjanlarda

agartict madde olarak kullanilan perborata dayanikli alkalin proteazlar kullaniimakta
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olup giinlimiizde deterjanin alkalinite derecesine ve igerigine gore en uygun proteaz
enzimi seg¢ilerek formulasyon yapilabilmektedir (Dagasan 1997). Calismamizda,
elde ettigimiz proteaz enziminin Ozellikle deterjan, kagit, gida ve ipek sanayinde

istenilen dzelliklere sahip oldugu goriilmiistiir.

Enzim iiretimi {izerine ekstraksiyon ortaminin etkisini belirlemek i¢in yapilan
calismalarda ¢esme suyu, tampon ¢ozelti (pH 6,0 ve pH 8,5), %2’lik SDS ve S0mM
NaCl kullanilmistir. Sekil 4.13. ve 4.14.’de goriildiigii gibi, amilaz ve proteaz i¢in en
yiiksek enzim iiretimi ¢esme suyunun bulundugu ortamlarda 0,66 U/mg ve 470 U/mg
olarak tespit edilmistir. Saf su ve tampon bulunan ortamlarda ise enzim iiretiminin
oldukea diistik olarak gerceklestigi gozlenmistir. NaCl kullanilan ortamda ise amilaz
tiretimi  gerceklesmemistir. Cesme suyunun mineral madde bakimindan zengin

olmas1 mikroorganizmanin enzim iiretme yetenegini-stabilitesini arttirmis olabilir.

Bu ¢alismada amilaz ve proteaz enzim aktivitesi lizerine karbon kaynaklarinin
etkisini aragtirmak icin glukoz, sukroz, maltoz, nisasta, galaktoz ve fruktoz
kullanilmistir. Nisasta ve galaktoz eklenen ortamdaki amilaz iiretimleri kontrolden
daha yiiksek olarak belirlenmistir (Sekil 4.15. 4.16). Nisastanin %2’lik kullanildig:
ortamda ve galaktozun %1°lik kullanildig1 ortamda amilaz iiretimi kontrolden daha
yiiksek Ol¢iilmiistiir. Glikoz ve fruktozun her ii¢ konsantrasyonda da kontrole gore
daha az amilaz tretimi verdigi belirlenmistir. Siikkroz ve maltoz i¢eren ortamlarda
amilaz iiretimi nispeten glikoz ve fruktoz igeren ortamin amilaz {iretiminden daha iyi,
kontrolden ise daha az amilaz iiretimi verdikleri belirlenmistir. Daha Onceki
calismalarda genellikle ¢ok cesitli karbon kaynaklarinin kullanildig1 goriilmektedir.

Karbon kaynagi olarak %1 ve %2’lik karbon kaynaklari siklikla kullanilmistir.
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Nisasta iceren ortamlarin yiiksek amilaz iiretimi gosterdikleri daha oOnceki
calismalarda belirtilmis olup, ¢alismamiza paralellik gostermektedir (Kiran ve ark.
2005; Ramachandra 2004).Ortama eklenen karbon kaynaklari mikroorganizmalarin
beslenebilmeleri, iremeleri ve enerji tiretebilmeleri i¢cin gereksinim duyduklari en
biiyiikk besin kaynagidir. Bu ortamlardan nisasta dogada bilinen en yaygin glikoz
kaynagi oldugundan mikroorganizmanin {iremesini ve enzim lretmesini uyarmis

olabilir.

Proteaz iiretimi i¢in SSF’li ortamina eklenen karbon kaynaklar1 bakimindan
en yiksek proteaz aktivitesi maltoz ve nisasta i¢eren ortamlardan elde edilmistir.
Nigastanin %2’lik konsantrasyonu ve maltozun %1’lik konsantrasyonu en iyi proteaz
aktivitesi veren karbon kaynaklari olarak belirlenmistir. Galaktozun %2 olarak
eklendigi ortamdan elde edilen proteaz aktivitesi kontrolden daha yiiksek olarak
belirlenmigtir. Nisastanin %1, fruktozun %2 ve maltozun %2 olarak eklendigi
ortamlardan elde edilen proteaz aktivitesi kontrolden daha yiiksek olarak
belirlenmistir. Glikoz ve siikrozun her ti¢ konsantrasyonlarinin bulundugu ortamlarda

proteaz aktivitesi kontrolden daha diisiik olarak belirlenmistir.

Bu calismada enzim aktivitesi iizerine azot kaynaklarinin etkisini incelemek
icin %1, %2 ve %3 oraninda bacto kasamino asit, bacto liver, amonyum siilfat, iire,
NH4Cl ve methionin kullanilmigtir. SSF’li ortamma eklenen azot kaynaklari
bakimindan amonyum siilfat (0,77 U/mg) ve Bacto kasamino asit (0,76 U/mg)
kontrole gore daha iyi amilaz aktivitesi vermislerdir (Sekil 4.17.). Elde edilen amilaz

aktivitesi kontrole c¢ok yakindir. Bacto liver ve NH4Cl kontrole yakin amilaz
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aktivitesi vermislerdir. Ure ve methionin eklenen ortamin aktivitesi kontrolden az

cikmasina ragmen degerler birbirlerine yakin olarak bulunmustur.

Proteaz iiretimi i¢in SSF’li ortamina eklenen azot kaynaklari bakimindan
amonyum siilfat ilave edilen ortamda 402 U/mg olarak en yiiksek deger bulunmustur.
Bacto casamino asit (389 U/mg) kontrole yakin (362 U/mg) proteaz iiretimi
gostermiglerdir. Bacto liver, lire ve methionin kontroliin altinda proteaz iiretimi
gostermislerdir. NH4Cl eklenen ortamda ise proteaz aktivitesine rastlanmamigtir

(Sekil 4.18).

SSF’li ortama kat1 substrat olarak eklenen piring miktarinin enzim iiretimi
lizerine etkisini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada amilaz ve proteaz i¢in %30’luk (3
g) kepek miktarinin bulundugu ortamlarda en yiiksek enzim tiretimi (0,66 U/mg ve
462 U/mg) gozlenmistir (Sekil 4.19 ve 4.20.). Kepek miktar1 azliginda ortamda
substrat az olacagindan iireme ve enzim liretimide yavas olacaktir. Substrat miktari
belli bir miktarin iizerine ¢iktiginda ise mikroorganizmalar i¢in havalandirmanin
giicliigii, su oraninin diigmesi gibi nedenlerden dolay1 enzim {liretimi de azalmig

olabilir.

SSF’li ortama eklenen kepek karisim oranlarmin etkisini belirlemek igin
yapilan ¢alismada piring kabugu ile beraber en iyi aktivite gosteren bugday kepegi
kullanilmistir. Piring kabuklar1 ve bugday kepekleri 3 g olacak sekilde farkl
oranlarda karistirilmis olup amilaz i¢in en yiiksek iiretim degeri %20 piring ve %10
bugday kepegi kullanilan ortamda 0,96 U/mg olarak belirlenmistir (Sekil 4.21).
Proteaz igin, Sekil 4.22°de gosterildigi gibi %15 piring ve %15 bugday kepeginin

kullanildig1 ortamda en yiiksek iiretim 475 U/mg olarak belirlenmistir. Her iki enzim
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icin de piring kabugu oranlarmin diismesi enzim {retimlerinin azalmasina yol
acmaktadir. Piring kabugunda bulunan besin maddeleri bakterinin bu enzimleri

salgilamasini uyarmis olabilir.

Bu c¢alismada Van Golii kiyisindan izole edilen Bacillus licheniformis
bakterisinin SSF teknigi kullanilarak yoremize 0zgli olarak {retilen piring
kabuklarmin bulundugu ortamda amilaz ve proteaz enzimi tiretebildigi gosterilmistir.
Elde edilen amilaz ve proteaz enziminin sicaklik ve pH &zelliklerinden dolay1 kagat,

deterjan, gida ve tekstil gibi alanlarda kullanilabilecegi diisiiniilebilir.

Sonug olarak, mikroorganizmalar kullanilarak SSF’li ortamda enzim {iretme
calismalar1 son yillarda giderek artmaya ve SmF’e alternatif bir teknik haline
gelmeye baslamistir. Diinya genelinde artan tarimsal atiklarin tekrar kullanilmalari
ekolojik ve ekonomik olarak olduk¢a onemlidir. Bir¢ok tarimsal atigin hayvan yemi
vb. alanlarda kullanilabildigi bilinen bir gercektir. Fakat SSF teknigi kullanilarak bu

atiklardan daha ekonomik yarar saglamak miimkiindiir.
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Sekil 4.20. Farkli Kepek Miktarlarmin Proteaz Uretimi Uzerine Etkisi
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EKLER

4.12.1.1 Ek.1. Bernfeld Reaktifinin Hazirlanmasi:

20 g 3,5 dinitro salisilik asit 400 ml distile su iginde ¢o6ziindii. Bagka bir
beherde 32g/300 ml NaOH c¢ozeltisi magnetik karistirict ile karistirildi. Daha sonra
yavas yavas 3,5 dinitro salisik asit tizerine eklendi. Bir silire sicak su banyosunda

bekletildi. Hacim saf su ile 2000 ml’ye tamamlandi.
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