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AMAÇ 

Son yıllarda diğer tekniklere oranla daha fazla ürün elde edilmesinden ötürü 

Katı Faz Fermantasyon Tekniği (SSF), biyoteknolojik ve endüstriyel alanlarda 

gittikçe artan bir önem kazanmıştır. 

Bu teknikte, ticari önemi olmayan veya az olan ve çevre kirliliğine yol açan 

bazı bitkisel atıkların substrat olarak kullanılmasıyla, ekonomik ve ekolojik açıdan 

değerlendirilebilirliklerinin araştırılması amaçlanmaktadır. Bu amaçla enzim üretim 

kaynağı olarak uygun mikroorganizmalar kullanılacak olup bunlara uygun substrat 

ve enzim üretim şartları belirlenecektir. 

SSF tekniği kullanılarak ekonomik değeri olmayan bitkisel atıklar ile yapılan 

çalışmalardan elde edilecek enzimlerin yüksek seviyede üretilebilmesi ve bu 

tekniğinin bir takım özellikleri incelenmeye çalışılacaktır. 
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ÖZET 

SSF (Katı Faz Fermantasyonu) son yıllarda enzim üretiminde sıkça kullanılan 

bir tekniktir. Biyoteknolojide enzimlerin kullanım alanları gittikçe artmaktadır. Bu 

enzimlerin en önemlilerinden olan amilaz ve proteaz enzimleri deterjan, gıda, tekstil, 

kâğıt endüstrisi gibi alanlarda kullanılmaktadır. 

Bu çalışmada Van Gölü kıyısından izole edilen Bacillus licheniformis 

bakterisinin amilaz ve proteaz enzim üretimi üzerine çeşitli parametrelerin etkisi 

incelendi. 

Pirinç kabuğu, buğday kepeği, mercimek kabuğu, elma kabuğu, muz kabuğu, 

küspelik mısır, darı ve pamuk parçaları katı substrat olarak kullanılarak amilaz ve 

proteaz üretimi ve aktivitelerine bakıldı. 

Çalışmamızda amilaz ve proteaz enzimi için en uygun substrat olarak pirinç 

kabuğu seçildi. SSF tekniği ile Bacillus licheniformis pirinç kabuğunu substrat olarak 

kullanarak değişik inkübasyon sürelerinde amilaz ve proteaz aktiviteleri ölçüldü. 

Amilaz için optimum inkübasyon süresi 24. saat, proteaz için ise 48. saat olarak 

belirlendi. Optimum aktivite pH’sı amilaz için 6,0, proteaz için 8,5 olarak belirlendi. 

Aktivite sıcaklığı amilaz için 40ºC, proteaz için 45ºC olarak belirlendi. İnokülüm 

hacminin enzim aktivitesine etkisini belirlemek için yapılan çalışmada amilaz için 2 

ml, proteaz, için 3 ml olarak belirlendi. Ekstraksiyon ortamının etkisini araştırmak 

için yapılan çalışmada bütün sonuçlar kontrolden daha düşük tespit edildi. Enzim 

aktivitesi üzerine azot ve karbon kaynaklarının etkisini araştırmak için yapılan 

çalışmada, amilaz için %1 amonyum sülfat ve %2 nişastalı ortamda, proteaz için %1 



iii 

bacto casamino asit ve %1 maltoz bulunan ortamda maksimum aktivite elde 

edilmiştir. Kepek miktarı ve kepek karışım oranlarının etkisinin incelenmesi için 

yapılan çalışmada, amilaz için %30 kepek (%20 pirinç kabuğu+%10 buğday kepeği), 

proteaz için %30 kepek (%15 pirinç kabuğu+%15 buğday kepeği) bulunan ortamda 

yüksek aktiviteye sahip olduğu 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 α-amylase and protease production. 

 Rice husk is the most convenient to production of amylase and protease. α-

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 40ºC for amylase and 45ºC 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).  
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1 GİRİŞ 

Endüstriyel enzimlerin kullanımının artmasıyla birlikte biyoteknolojik olarak 

enzim çalışmaları da artmaya başlamıştır. Bu enzimler bitkilerden, hayvanlardan ve 

mikroorganizmalardan elde edilebilir, fakat endüstriyel açıdan kullanılan enzimler, 

katalitik aktivitelerinin yüksek olması, istenmeyen yan ürün oluşturmamaları vb. gibi 

sebeplerden dolayı mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerdir. 

Ticari önemi olmayan bazı tarımsal atıkların hem ekolojik, hem de ekonomik 

olarak değerlendirilmesinde uygun mikroorganizmaları kullanıp enzim, özellikle 

ticari önemi olan enzimlerin üretimi mümkündür. Endüstriyel açıdan önemli 

enzimlerden ikisi proteaz ve amilaz’dır. 

1.1 Enzimler  

Enzimler canlı hücrelerde oluşan ve organizmadaki tüm reaksiyonların çok 

ılımlı koşullarda gerçekleşmesini sağlayan ve bunları düzenleyen biyolojik 

katalizörlerdir. Aktivite göstermek için hücre içinde olmaları gerekmez. Enzimler 

oldukça özel yapı kazanmış ve genellikle büyük protein molekülleridir. Enzimde 

bulunan aminoasitlerin özel dizilişi enzimin belli bir konformasyonu ve kuaterner 

yapıyı kazanmasında en önemli rolü oynamaktadır (Gözükara 1989). 

Enzimlerden günlük hayatta yararlanma olgusu oldukça eskidir. İnsanlar 

farkında olmadan enzimlerden peynir, bira, şarap vb. maddelerin yapımında ve ilaç 

olarak yararlanmışlardır. Hücre dışı bir aktivitenin olduğu ilk kez 1783 yılında 

Spallanzi tarafından atmacanın mide suyunun eti eritebildiği gösterilerek 

kanıtlanmıştır. Daha sonra 1811 yılında Kirchoff, buğday nişastasının zamanla şekere 
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dönüştüğünü saptamıştır (Gupta 2003). 1825 yılında Berzellius buğdaygillerden elde 

edilen enzim karışımının nişastayı sülfirik asitten daha hızlı parçaladığını saptamıştır 

(Gözükara 1989). 1830 yıllarında amigdalinin acı badem tarafından hidroliz edildiği 

gösterilmiş ve 1833 yılında diastaz bulunmuştur. Diastaz amilaz hazırlanmasında 

kullanılmaktadır. 1834 yılında Scwan pepsini oldukça saf elde etmeyi başarmıştır. 

Enzimler için katalizör sözcüğü ise 1878 yılında Kühne tarafından kullanılmıştır 

(Telefoncu 1997). Çağdaş enzim kimyası çalışmaları enzimatik reaksiyonlarla 

ilgili Michelis-Menten varsayımı ve Sumner tarafından 1926 yılında saf olarak 

kristal üreaz enziminin izolasyonu ile başlamıştır (Follmer 2008). Proteinlerin 

saflaştırılması ve yapılarının aydınlatılması ile ilgili yeni kimyasal ve fiziksel 

teknikler geliştirildikten sonra F. Sanger 1853 yılında 51 amino asitten oluşan 

insülinin amino asit dizisini saptamıştır. Bundan beş yıl sonra 124 amino asitten 

oluşan ribonükleazın amino asit dizisi aydınlatılmıştır. Merrifield ve çalışma 

arkadaşları 1969 yılında kimyasal sentez yoluyla biyolojik aktivite gösteren 

ribonükleaz enzimini elde etmeyi başarmıştır. Bu alandaki çalışmalar gün geçtikçe 

daha da yoğunlaşmakta olup yeni enzimler izole edilip saflaştırılmaktadır. 

Enzimlerin yapılarının aydınlatılmasına paralel olarak enzim katalizli reaksiyonların 

kinetik ve termodinamik açıdan incelenmesi çalışmaları da hızla ilerlemiştir. 

Enzimlerin katalitik güçleri gerçekten şaşırtıcıdır. Enzimler, molekülleri parçalar, 

birleştirir veya belirli grupları bir molekülden diğerine taşırlar (Telefoncu 1997).  

1.2 Biyoteknoloji 

Biyoteknoloji, modern tekniklerle bitki, hayvan ve mikroorganizmalar 

kullanılarak kültür ortamında onlardan ürün elde etmektir. Özellikle sağlık, gıda, 
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çevre, kozmetik ve temizlik sanayinde sıkça kullanılmakta olup ekonomik açıdan 

oldukça yarar sağlamaktadır (Horikoshi 1996).  

Genel olarak mikroorganizmalar metabolizmaları sonucu bazı bileşikleri 

salgılarlar. Mikroorganizmaların besi ortamına uygun substratlar eklenerek sekonder 

metabolitler elde edilir. Bu ortamların hazırlanmasında, maliyetin ucuz olması için 

organizmaların en çok gereksinim duyduğu karbon kaynağını ekonomik değeri düşük 

maddelerden sağlanması gerekir. Nitekim sekonder metabolit olan organik asitler, 

aminoasitler, nükleik asitler ve onlarla ilişkili bileşikler; vitaminler, enzimler, steroid 

hormonlar ve antibiyotiklerin çok çeşitli alanlarda kullanıldıkları bilinen bir gerçektir  

(Francis ve ark. 2003).  

Biyoteknolojik uygulamalar genellikle çevreye zarar vermeyen teknikleri 

kullanırlar. Bu tekniklerin enerji ihtiyacı azdır, yüksek basınç gerektirmez, oda 

sıcaklığında veya daha düşük sıcaklıklarda gerçekleştirilir. Çevreyi kirleten atıkların 

değerlendirilmesi ve mikroorganizmalar yardımı ile parçalanması da mümkündür 

(Telefoncu, 1996). Biyoteknolojide fermantasyon için kullanılacak organizmaların 

insanlarda herhangi bir hastalığa neden olmaması, verim gücünün yüksek olması, 

sahip oldukları özellikleri kaybetmemesi ve üretim ortamında hızlı çoğalması 

gerekir. Ayrıca organizmanın bulunduğu ortama konacak ve üreteceği ürünün esas 

ham maddesini oluşturacak organik maddenin, kolayca, bol miktarda, ucuza 

bulunabilen ve atık madde niteliği taşıyan madde olması gerekir (Heck ve ark. 

2006). 
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1.3 Enzimlerin Biyoteknolojide Kullanımı 

Enzim teknolojisinin giderek gelişmesi, ürünlerin kullanım alanlarının 

çeşitliliği (Tablo 1.1) ve ekonomik değerinin çok yüksek olması nedeni ile 

biyoteknolojinin endüstriyel enzimlerle ilgili yapılan çeşitli araştırmalar daha da 

önem kazanmaktadır. Özellikle son yıllarda stratejik alan şeklinde değerlendirilen 

rekombinant DNA teknolojisinden yararlanılarak enzim üretimi büyük boyutlara 

ulaşmış ve kullanımı giderek yaygınlaşmıştır. Endüstriyel alanda kullanılan enzimler 

bitkisel, hayvansal ve mikroorganizma kökenli olmakla birlikte, ağırlıklı olarak 

mikroorganizmalardan temin edilmektedirler. Bunlardan en önemlileri bakteri 

kaynaklı enzimler olup, ilaç üretimi, mayalama, yiyeceklerin saklanması gibi 

biyoteknolojik alanlarında kullanımı gittikçe artmaktadır. (Kapucu 2003). 

 Endüstrinin hemen her alanında kullanılan enzimler genellikle 

mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bunun nedeni mikroorganizma kaynaklı 

enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynaklı enzimlere göre katalitik aktivitelerinin 

çok yüksek olmaları, istenmeyen yan ürün oluşturmamaları, daha stabil ve ucuz 

olmaları, fazla miktarda elde edilebilmeleridir. Mikroorganizmalar yalnızca enzim 

üretme yeteneklerine göre değil, toksik ve patojen olmamalarına göre de seçilirler. 

Bugün endüstride kullanılan birçok enzim mikrobiyal kökenli olduğu için, 

endüstriyel enzimlerin üretiminde, mikroorganizma kullanımı artmıştır (Kıran ve 

ark.2006) 
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Tablo 1.1. Enzimlerin Biyoteknolojide Kullanım Alanları* 

ENZİM UYGULAMA ALANI 
            Lipazlar Yağların parçalanması-interesterifikasyon 

Yağ esaslı kirlerin ve lekelerin giderilmesi 

Alfa Amilaz 

Nişasta hidrolizi, 
Ekmekçilik  
Silaj üretimi 
Çamaşır ve bulaşık makinesi deterjanları 
Haşıl sökme 
Alkol Fermantasyonu 
Peynir ve bira gibi gıda sektörü 

Proteazlar 

Sindirime yardımcı olma 
Dericilik  
Süt çöktürme 
Ekmek yapımı 
Kek yapımı 
Et yumuşatma 
Silaj üretimi 
Kumaş ağartma 
İpek kalitesinin yükseltilmesi 
Deterjan 

Papain Etin yumuşatılması 
Papain, fisin, bromelain Biranın soğuğa dayanıklılığının arttırılması 
Tripsin, papain, fisin, 

pepsin 
Balık pres suyu viskozitesinin düşürülmesi 

İnvertaz Sakaroz inversiyonu 
Nükleazlar Lezzet kontrolü 

Oksidazlar 
Oksidasyonun önlenmesi ve besin 
maddelerinde renk kontrolü 

Rennin, pepsin Peynir üretimi 
Beta amilaz Maltoz şurup 
Glukoamilaz Glukoz şurup 

Selülaz 
Tekstilde pamukçuk giderme ve taş yıkama 
Deterjan  

Pektinesteraz 
Arabinaz 

Meyve suyu berraklaştırma 

Xylanaz 
Nişasta gluten ayrımı 
Ekmek Hacmi 

* (Telefoncu, 1996;Dağaşan, 1997) 
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Mikrobiyal enzimlerin dünya genelinde yıllık kullanım değerlerine 

bakıldığında alkalin proteaz  %25, diğer proteazlar %21, amilaz  %18, rennin %10, 

tripsin %3, lipaz %3 ve diğer karbonhidratları parçalayan enzimler %10 şeklinde bir 

dağılımla karşılaşılmaktadır. Bu enzimlerin parasal olarak yüz milyonlarca dolar 

şeklinde tanımlanan ekonomik değeri vardır. Doğada var olan enzim sayısının 25000 

olduğu tahmin edilmektedir. Çoğunluğu hidrolazlar, transferazlar, ve 

oksidoredüktazlar olmak üzere yaklaşık 400 tanesi araştırmalar için ticari olarak elde 

edilmektedir (Adlercreutzve ark. 1994; Schrerier 1997). Günümüzde bunlardan 

sadece 4000 tanesi tanımlanmıştır (Heck ve ark. 2006). Hidrolazlar endüstriyel 

biyotransformasyonlarda en çok kullanılan enzimlerdir (Kapucu 2003). Deterjan ve 

gıda endüstrilerinde ise yaklaşık olarak 50 enzim kullanılmaktadır. Hidrolazlar 

endüstriyel olarak kullanılan enzimlerin %80'ini oluşturmaktadır (Kıran ve 

Çömlekçioğlu, 2003). 1985 yılında yapılan bir değerlendirmede, dünyadaki enzim 

satışının 450 milyon doları bulduğu belirtilmektedir. 1993 yılında 1 milyar dolar olan 

dünya enzim pazar değeri, 2001 yılında 1.63 milyar dolara yükselmiştir (Schrerier 

1997).  

1.4 Ekstraselüler Enzimler 

Ekstraselüler enzimler, besiyeri ve hücre duvarının dışı ile bağlantılı halinde 

olan enzimler olarak tanımlanırlar. Bakteri kaynaklı ekstraselüler enzimlerin ilaç 

üretimi, mayalama, yiyeceklerin saklanması gibi biyoteknoloji alanlarında kullanımı 

gün geçtikçe artmaktadır (Kapucu 2003). 

Bir bakterinin özgül özellikleri, belirli bir enzim ya da enzimleri sentezleme 

yeteneğine sahip olmasına bağlıdır. Bir bakteri türünü diğer bir türden farklı kılan 
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karakterlerden biri, belirli enzimleri sentezleme yeteneklerindeki farktan da 

kaynaklanır. Birçok bakterinin, ürediği ortama salgıladıkları enzimlerin temel 

fonksiyonları; kendileri için kullanılabilir besin sağlamaktır (Uyar 1993). Ticari 

olarak kullanılan enzimlerden en önemlileri amilaz ve proteazdır. 

1.5 Amilaz 

Amilaz nişastayı glukoza parçalayan, hidrolaz sınıfına ait enzimlerdendir 

(Teresita ve ark.1996). Amilazlar nişasta moleküllerini hidrolizleyip çeşitli dekstrin 

ve glukoz üniteleri içeren yapılara parçalarlar (Windish 1965). α-Amilazlar düz 

amiloz molekülü ve dallanmış amilopektin molekülündeki α-1,4 glikozidik bağlarını 

parçalayan ekstraselüler enzimlerdir (Fogarty ve Kelly 1990; Kandra 2003; Vishnu 

ve ark. 2006) . α-Amilazlar nişastayı glukoz ve maltoz veya spesifik malto-

oligosakkaritlere veya karışık oligosakkaritlere hidrolizlerler (Dey 2001; Messaod 

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

Amilazlar bitki, hayvan ve mikroorganizmalar gibi farklı kaynaklardan elde 

edilebilmesine rağmen ticari ihtiyaçları karşılamada genellikle mikrobiyal enzimler 

kullanılır. Günümüzde mikrobiyal amilazların büyük bir kısmı ticari olarak 

üretilmekte ve hemen hemen tamamı nişastanın kimyasal hidrolizinde önemli role 

sahiptirler. Amilazların tarihi, ilk olarak 1811 yılında Kirchhof tarafından enzimin 

keşfi ile başlamıştır. Bunu takiben malt amilazları ve sindirim amilazları ile ilgili 

birkaç rapor yayınlanmıştır. Daha sonraları 1930’da Ohlsson nişastayı parçalayan 

sindirim enzimlerini α ve β- amilaz olarak sınıflandırmıştır (Gupta 2003). Amilazlar 

endoamilaz ve ekzoamilaz diye iki kategoride sınıflandırılırlar. Endoamilazlar nişasta 

molekülü içinde gelişigüzel hareket ederek hidrolizi katalizlerler. Bu hareket 
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sonucunda doğrusal ve dallanmış olarak farklı uzunluklarda oligosakkaritler oluşur. 

Ekzoamilazlar indirgenmemiş uçtan başlayarak başarılı bir şekilde kısa parçalar 

üretirler. Mikroorganizmaların enzim üretiminde kullanılmasının ve mikrobiyal 

ürünün önemli ölçüde yararları vardır. Ekonomik olarak saf maddelerin üretim 

kapasitesinin yüksek olması ve mikroorganizmaların karakteristik enzimler üretmesi 

en büyük avantajlardandır (Lonsane ve Ramesh 1990) .  

Amilazlar endüstride çok farklı amaçlarla kullanılırlar. Nişasta, deterjan, 

yiyecek ve tekstil endüstrisinde önemli role sahip olup, dünya enzim ticaretinin % 

25-33’ünü oluşturmaktadır (Nguyen ve ark. 2002). Endüstriyel enzimler, tarımsal 

ürünler substrat olarak kullanılarak daha düşük maliyetle üretilebilirler. Bacillus sp. 

nişastalı ortamda α-amilaz üreten iyi bilinen bir bakteridir. Bacillus sp. buğday 

kepeği, pirinç kabuğu gibi bazı tarımsal atıkların bulunduğu ortamda SSF (Solid 

State Fermentation=Katı Faz fermatasyonu) ile α-amilaz üretimi ile ilgili bazı 

çalışmalar bulunmaktadır (Babu ve Satyanarayana 1995; Baysal ve ark. 2003; 

Sodhi. ve ark. 2005). 

1.5.1 α-Amilaz 

α-Amilazlar (endo–1,4-α-D-glucan glucanohydrolase E 3.2.1.1) maltoz ve 

maltotrioz moleküllerinin glukoz üniteleri arasındaki 1,4- α glikozidik bağlarını 

parçalayan ekstraselülar bir enzimdir. α-Amilazlar genellikle çözünür nişasta veya 

modifiye edilmiş nişasta moleküllerini substrat olarak kullanarak nişasta 

molekülündeki α-1,4 bağlarını hidrolizler, glukoz, dekstrin ve limit dekstrinler 

üretirler. α-Amilaz enzim aktivitesini tayin etmek için çeşitli yöntemler kullanılabilir. 
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Bunlardan bazıları iyotla boyanan nişasta molekülündeki azalışa ve indirgen şekerin 

artışına bakılarak tayin edilebilir (Priest 1977) .  

α-Amilaz Ca2+ iyonları içeren ve 50–60 kDa molekül ağırlığına sahip bir 

metalo enzimdir. Amilazların ticari olarak geniş bir kullanım alanı vardır (Gupta ve 

ark. 2003). Bu enzimler günümüz biyoteknolojisinde yiyecekten kâğıt endüstrisi, 

tekstil ve mayalanmaya kadar birçok alanda kullanılırlar (Pandey ve ark.2000). α-

Amilazlar ayrıca klinik, medikal ve analitik kimya gibi birçok uygulamada da 

kullanılırlar. (Hagihara ve ark. 2001). 

1950’lerden beri fungal amilazlar şeker karışımı içeren şurup hazırlanmasında 

kullanılmaktadır. α-Amilazlar yaygın olarak yiyecek endüstrisinde kullanılırlar. Kek 

yapımı, bira, hazır gıda, meyve suları, içecek, nişasta şurubu gibi alanlarda yaygın bir 

şekilde kullanılmaktadır. Örneğin, unlu mamuller ve pişirme sanayinde nişastayı 

daha küçük karbonhidrat parçalarına hidrolizlemede α-amilaz sıklıkla kullanılırlar. 

Bu işlem sayesinde hamurun viskozitesini azaltır ve şeker seviyesini artırır. Ayrıca 

bira fabrikalarında ve içecek endüstrisinde kullanılabilirler (Shalenberger 1990; 

Yeshajahu 1991). α-Amilazlar ayrıca konserve yapımında kullanılır. α-Amilazlar 

şekerleme ve tatlandırıcı sanayinde kullanılan farklı şekerlerin oranlarını kontrol 

etmede kullanılırlar (Alvin ve ark.2002).  

α–Amilazların üretimi genellikle SmF (Submerged Fermantation) tekniği 

kullanılarak yapılır. Fakat SSF’le α–amilaz üretimi son yıllarda giderek daha popüler 

hale gelmektedir. Geleneksel olarak α-amilaz SmF ile üretilmektedir (Bose ve Das 

1996; Egas ve ark. 1998; Aguilar ve ark. 2000). α-Amilazlar için farklı substratlar 

bulunur. Bunlar arasında, başta doğada bol miktarda bulunan patates, buğday, mısır, 
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pirinç gibi bitkilerden elde edilen, ham nişasta yer alır. Enzim substratını kullanarak 

önce dekstrine, son ürün olarak da glukoz, maltoz ve maltoz üniteleri içeren 

karbonhidratlara dönüştürür (Somers ve ark. 1995). Enzimin aktivite göstermesi için 

kofaktör gereklidir. Enzimlerin aktivite göstermesi için gerekli olan ve protein 

yapısında olmayan, genellikle metal iyonlarından meydana gelmiş yan gruplara 

kofaktör denir. α-Amilaz aktivite gösterebilmek için kofaktör olarak kalsiyum 

iyonlarına ihtiyaç duymaktadır (Gözükara 1989). 

1.5.1.1 α-Amilazların Endüstriyel Kullanım Alanları 

α-Amilazlar nişastaya bağlı endüstrilerde en önemli hidrolitik enzimlerdir. 

Ticari amilazlar en eski enzimler olup ilk olarak 1984 yılında ilaç ve sindirim 

kaynaklı olarak kullanılmıştır. Günümüzde yiyecek, deterjan, tekstil ve kâğıt 

endüstrisinde nişastanın hidrolizinde kullanılırlar. Bu özelliklerden dolayı mikrobiyal 

amilazlar nişasta işleme sürecinde kimyasal hidroliz işlemlerinde kullanılır. 

Potansiyel kullanım alanı olarak ilaç ve kimya endüstrisinde daha yaygın olarak 

kullanılabilirler. Bugün amilazlar dünya enzim ticaretinde en büyük paya sahiptirler 

(Aehle ve Misset 1999). 

Nişastanın α-amilaz tarafından hidrolizi sonucu oluşan maltooligosakkaritler 

gıda, ilaç ve kimya endüstrilerinde önemli özelliklerinden dolayı kullanım alanı 

bulmuşlardır. Bunlar çocuklar ve yaşlılar için yüksek oranda besleyici gıdalar olup, 

iyi çözünerek berrak solüsyonlar oluşturmaktadır veya kalori eksikliği çeken 

kişilerde besin olarak kullanılmaktadır. Maltotetroz, besindeki nemin korunmasında, 

yapısının iyileştirilmesinde ve besin katkı maddesi olarak kullanılmaktadır (Kandra, 

2003). 
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1.5.1.2 α-Amilazların Ekmek Pişirme Endüstrisi ve Raf ömrünü Uzatma 

Sürecinde Kullanımı 

Pişirme endüstrisinde enzimler, yüzlerce yıldır kullanılarak yüksek kalitede 

çeşitli ürünler elde etmede kullanılmışlardır (Hammer 1995; Si 1999) Bu enzimlerin 

ekmek yapımında kullanılarak, daha yüksek hacim, daha iyi renk ve daha yumuşak 

parçalar elde edilmiştir. Malt hazırlamada ticari olarak birçok enzim kullanılır. 

Günümüzde amilaz dışında proteaz, lipaz, glukoz oksidaz, ksilanaz, pullulanaz, 

pentozanaz, lipoksijenaz vb. gibi enzimler de ekmek imalat endüstrisinde çeşitli 

amaçlarla kullanılırlar (Kulp 1993; Prietto ve ark.1995; Si 1999). 

Unlu mamul yapımında kullanılan α-amilazlar arpa maltından, mantar ve 

bakterilerden elde edilen mikrobiyal enzimlerdir (Hebeda ve ark. 1990–1991). 

Fungal α-amilazların ekmek yapılacak hamura ilavesi 1955’ten beri ABD’de ve 

1963’ten beri İngiltere’de kullanılmaktadır. Fungal α-amilazlar çoğunlukla unlu 

mamul ihtiyacının karşılanmasında yaygın bir biçimde pişirme sürecinde 

kullanılmışlardır (Pritchard 1992).  

α-Amilazların unlara katılmasıyla sadece fermantasyon sürecinin hızlanması, 

akışkanlık oranının azaltılması ve daha geniş hacimli ekmek üretimi sağlanmaz, aynı 

zamanda tat, renk ve daha kaliteli kızarmış ekmek üretimi de sağlanmış olur (Van 

DAM ve Hille 1992).  

α-Amilazların endüstride yeni kullanım alanlarından biri de bayatlamayı 

geciktirmede ve ekmeğin raf ömrünü uzatmada kullanımıdır. Yaygın olarak ekmek 

yapım endüstrisinde çeşitli katkıların kullanılmasıyla, lezzetli ve daha iyi görünümlü 

pişirme elde edilmiştir. Kimyasalların, küçük şekerlerin, enzim ve 
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kombinasyonlarının, süt tozunun, emülsiyon sağlayıcıların, mono-digliseritlerin, 

şeker esterlerinin, antioksidanların, şeker- tuz vb. maddeleri ilave edilerek süreç 

işlenebilir. Son zamanlarda hamur üretmede enzimlerin raf ömrünü uzatmadaki 

önemi gittikçe artmaktadır. Bunlar α-amilazlar, maltogenik amilazlar, β-amilazlar, 

amiloglukozidazlardır. Pullulanaz ve α-amilazların beraber kullanımı bayatlamayı 

geciktirmede daha etkilidir (Carroll ve ark. 1987). Bununla beraber α-amilazların az 

miktarda bile aşırı kullanımı istenmeyen ekmek yapışmalarına yol açabilir (Olesen 

1991). Dolayısıyla son süreçte orta düzeyde ısıya stabil (ITS) α-amilazların kullanım 

eğilimi vardır (Kulp 1993; Hebeda ve ark.1990–1991; Ahuja ve ark. 1998). α-

Amilazların yaygın olarak mikrobiyal α-amilaz olarak bilinmesine rağmen ITS 

olarak bilinenlerin sadece birkaç mikroorganizmadan üretildiği rapor edilmiştir 

(Kraus ve ark. 1993). 

1.5.1.3 α-Amilazların Nişastayı Sıvılaştırmada ve Şekerlemede Kullanımı  

Piyasada bulunan birçok ürün için kullanılan α-amilazlar nişastayı hidroliz 

ederek glukoz ve fruktoza dönüştürülmesini sağlarlar. Nişasta yüksek oranda tahıl 

fruktozu içeren şuruplara dönüştürülür. Yüksek tatlandırıcı özelliklerinden dolayı 

büyük oranda içecek endüstrisinde kullanılırlar Nişastayı sıvılaştırmada yüksek 

oranda termostabil α-amilazlar kullanılırlar (Gupta ve ark.2003).  

1.5.1.4 α-Amilazların Tekstil Endüstrisinde Kullanımı  

Tekstil ürünlerinin işlenme sürecinde dokumanın sertleştirilmesi ve gerilmesi 

önemli bir etkendir.  Nişasta ucuzluğundan ve dünyanın birçok bölgesinde kolay 

bulunabilmesinden dolayı tekstil sanayinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Tekstilde 

nişasta molekül boyunun iyi bir şekilde ayarlanması α-amilazların uygulanması ile 
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başarılabilir. α-Amilazlar sıklıkla çözünür suda, nişasta içendeki dekstrin 

moleküllerini temizleyerek, nişastanın fazlasının uzaklaştırılması işlemini 

sağlayabilir. α-Amilazların kullanılmasıyla tekstil ürünlerindeki dokumanın eğriliği 

düzeltilebilir (Hendriksen ve ark.1999). 

1.5.1.5 α-Amilazların Kâğıt Endüstrisinde Kullanımı 

Yüksek moleküler ağırlıktaki nişastanın kâğıt endüstrisinde kullanımını, 

düşük viskozite sağlamasından dolayı α-amilazlar sayesinde başarılmıştır 

(Bruinenberg ve ark. 1996).  α-Amilazların kâğıt ve kâğıt hamuru endüstrisinde 

kullanımı nişastanın kâğıdı kaplamasını ve modifiye edilmesini sağlar. Tekstilde 

olduğu gibi kâğıt boyutu ve mekanik hasara karşı performansı koruma işleminde de 

α-amilazlar uygulanır. Kâğıtta sertlik ve genişlik boyutunun arttırılması önemlidir. 

Kâğıdın temizlenebilmesini ve iyi kaplanmasını sağlar. Nişasta kâğıt işleme sürecinin 

bitmesini ve cilalanmasını sağlayan iyi bir moleküldür. Nişastanın kâğıda 

eklenmesiyle, kâğıdın sertleştirilmesi ve toplanması için nişastanın bulamaç haline 

getirilmesi ve transfer edilmesi gibi iki etkiyle olur. Bu işlemin sıcaklık aralığı 45–60 

οC aralığındadır. Nişastanın akışkanlığının sabitliği bu durumdaki sonuçların 

tekrarlanabilmesi için gereklidir. Nişastanın doğal akışkanlığı, devam eden süreçte 

veya grup halindeki amilazın kâğıt boyunu ayarlaması ve kısmen küçültülmesi için 

gereğinden daha fazladır. Bu koşullar nişasta kaynaklarına ve α-amilazların 

kullanılmasına bağlıdır (Tolan 1996).  

1.5.1.6  α-Amilazların Deterjan Uygulamalarında Kullanımı  

Yeni deterjanlar genellikle enzimleri içerirler. Enzimlerin deterjan sanayinde 

uygulanmasının temel avantajı daha yumuşak bir ortam oluşturmasıdır. Daha 
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önceleri otomatik bulaşık makineleri deterjanları oldukça sert bir yapıya sahiptiler ve 

narin porselenlerin ve tabakların hasar görmelerine yol açıyordu. Bu etkiden dolayı 

deterjan endüstrisinde daha yumuşak ve etkili karışımlar aranmaya başlandı (Van Ee 

ve ark. 1992). Enzimler yıkama sıcaklığını düşürmeye yararlar. α-Amilazlar 

1975’ten beri çamaşır deterjanlarının bileşiminde kullanılırlar. Günümüzde sıvı 

deterjanların % 90’ı α-amilaz içerirler (Kotwitz ve ark. 1994) ve otomatik bulaşık 

makinesi deterjanlarının α-amilaz oranı gittikçe artmaktadır. Deterjanlarda kullanılan 

α-amilazların sınırlamalarından biri enzimim kalsiyum hassasiyeti göstermesi ve 

düşük kalsiyum içeren ortamda stabilitelerinin güçlüğüdür.  Son zamanlarda iki 

büyük deterjan sağlayıcı Novozymes ve General Internetional’daki deterjan 

araştırmalarında çalışan bilim adamları α-amilazların beyazlatıcı özelliğini 

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

1.5.1.7  α-Amilazların Tıbbi Ve Klinik Kimyada Kullanımı 

Biyoteknolojik alanda amilaz uygulamalarının oldukça yaygındır. Bunlardan 

bazıları klinik, tıbbi ve analitik kimyadır. Amilazlarla ilgili olarak tıbbi ve klinik 

birkaç işlemsel süreç bulunmaktadır. Sıvı sabit ayıraçların uygulamalarının α-amilaza 

bağlı olduğunu Ciba Corning Express klinik kimya sistemleri tanımlamıştır (Becks 

ve ark. 1995). Daha yüksek oligosakkaritleri belirleme işleminde amilaz 

uygulamaları geliştirilmiştir (Giri ve ark. 1990). Bu metodun gümüş nitrat testinden 

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

1.5.1.8  α -Amilazların Etki Mekanizması 

1963 yılına kadar, α-amilazların nişastayı rastgele hidrolizleyip, glukoz 

moleküllerine dönüştürdüğü düşünülüyordu. B. subtilis  α-amilazlarının, nişasta 
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üzerine etkisinin incelenmesi sonucu, ortamda maltotrioz ve maltoheksoz’un baskın 

olduğu bir karışım oluşunca α-amilazların nişasta üzerindeki etkisinin rastgele 

olmadığı ortaya çıkmıştır. Buna göre; α-amilaz üzerinde 9 glukoz kalıntısının 

bağlanabileceği bağlanma merkezleri bulunmaktadır. α-(1→4) bağını hidrolizleyen 

aktif merkezin, 3–4 nolu glukoz kalıntılarının bağlandığı bağlanma merkezleri 

üzerinde kaldığı düşünülmektedir. Buna göre hidroliz işleminden sonra soldaki grup 

enzim üzerinden ayrılırsa, boşalan bağlanma merkezine nişasta zinciri kendiliğinden 

hareket ederek maltoheksoz oluşur. Hidrolizinden sonra, zincirin sağ tarafı ayrılırsa, 

nişasta zinciri boşalan bağlanma merkezini doldurmak için sağa doğru kayar ve 

maltotrioz oluşur. Amilopektin molekülünden ise maltoz, maltodioz, maltotrioz ve 

maltoheksoz meydana gelir (Robyt 1989). 

1.5.2 Bakteriyel Amilazlar 

Karbohidrazların en önemli kaynağını Bacillus türü mikroorganizmalar 

oluşturmaktadır. Bir karbohidraz olan α-amilaz enzimi ticari olarak kullanılan ilk 

enzimdir. Nişasta, çok sayıda glikoz molekülünün farklı şekillerde bağlanmasıyla 

oluşmuş polisakkarit özellikte bir bileşiktir. Bazı bakteriler ve mantarlar tarafından 

üretilen α-amilaz, β-amilaz, glikoamilaz ve glikoizomeraz gibi enzimler nişastayı 

parçalama yeteneğine sahiptirler. Fungal α-amilazlar sıcaklığa bakteriyel α- 

amilazlardan daha az stabil olduğundan üzerinde çalışılan asıl enzim kaynağını daha 

çok bakteriyel; özellikle de Bacillus amilazları oluşturmaktadır. Bu cinsin özellikle 8 

tanesinin sentezlediği α-amilaz enzimi çeşitli araştırıcılar tarafından tanımlanmış ve 

karakterize edilmiştir. 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 (Kıran ve Çömlekçioğlu, 2006) . 

Bakteriyel amilazlar, substratları olan nişastayı hidrolizleme durumuna göre 

endo ve ekso amilazlar olmak üzere 2 gruba ayrılır: Bir endo amilaz olan α-amilaz 

(EC 3.2.1.1.), hidrolazlar sınıfının en önemli üyelerinden biridir, nişastadaki 

glikozidik bağlarını rastgele yerlerden hidrolizler. Bir ekso amilaz olan β-amilaz (EC 

3.2.1.2.) ise, nişastanın indirgen olmayan ucundan başlayarak glikozidik bağlarını 

hidrolizler. Ayrıca bir glukoamilaz olan γ-amilaz (EC 3.2.1.3.) vardır ki bu, 

amilopektinin dallanma noktalarındaki glikozidik bağları kırar (Sinnot, 1990). 

Besiyeri ortamında, bakterilerin protein, peptid ve pepton gibi organik 

maddelerin varlığında bunları kullanarak ekzoenzim sentezini arttırdığı saptanmıştır. 

Bununla birlikte organik ve kompleks organik azot kaynaklarının inorganik azot 

kaynaklarına nazaran amilaz üretimini arttırdığı belirlenmiştir (Babu ve 

Satyanarayana, 1993; Pederson ve Nielsen, 2000). Yine besiyeri ortamında, farklı 

karbon kaynakları kullanılarak üretilen bakterilerde nişasta ve glukozun diğer 

şekerlere oranla α- amilaz üretimini arttırdığı belirlenmiştir (Krishna ve 

Chandrasekanan, 1996; Ramachandra, 2004). 

Bacillus endüstriyel enzimlerin en önemli kaynaklarından biri olarak bilinir 

ve B. amyloliquefaciens en yaygın α-amilaz üreticisi olarak bilinir (Abate ve ark. 

1999). 
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1.6  Proteazlar 

Proteazlar, proteinlerin hidrolizini katalize eden hidrolitik enzimlerdir. 

Proteazlar, doğada bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kalıntıların dekompozisyonunda 

önemli rol oynamaktadırlar ve böylece besin döngüsünü sağlamakta ve ayrıca 

bitkilerin besinleri alabilmelerini sağlamaktadır. Proteazlar enzimlerin oldukça 

kompleks bir grubunu oluştururlar ve oldukça farklı fizikokimyasal ve katalitik 

özelliklere sahiptirler. Proteaz sentezinin hücresel kontrolünden sorumlu mekanizma 

henüz tam olarak bilinmemekle beraber alkalin proteazların üretimi amino asit veya 

amonyum gibi hızlı bir şekilde metabolize edilebilen azot kaynakları ile 

baskılanmaktadır. Diğer ortam bileşenleri küçük şekerler ve mineraller enzim 

sentezini etkilemektedir. Potansiyel proteaz kullanımı ve maksimum enzim üretimi 

ile endüstriyel işlemlerin maliyetini düşürmek amaçlanmaktadır. Proteazlar, toplam 

endüstriyel enzim ticaretinin yaklaşık %60’ını oluşturmaktadır. Proteazlar, çamaşır 

deterjanları, deri, et, süt, ilaç, bira, fotoğraf, organik sentezlerde ve atıkların 

muamelesinde kullanılmaktadır (Kumar ve ark. 2005).  Bakteriyel proteazlar, 

hayvan ve fungal proteazlar ile karşılaştırıldığı zaman daha etkin olduğu 

görülmektedir.  Bu nedenle ticari ilgiden dolayı endüstriyel olarak uygun proteazları 

üreten mikroplar çok çeşitli habitatlardan araştırıcılar tarafından çalışılmıştır 

(Banerjee ve ark., 1999). 

Alkalin proteazlar, bakteri, küf, maya gibi çeşitli kaynaklardan elde edilse de 

alkalifilik Bacillus biyoteknolojide en fazla kullanılan mikroorganizmadır. Çünkü 

çok çeşitli ortamlardan izolasyonu nispeten kolaydır. Bununla birlikte Bacillus, hem 

kompleks hem de sentetik ortamda gelişebilmektedir. Termofilik ve alkalifilik 
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Bacillus tarafından üretilen alkalifilik proteazlar yüksek sıcaklık ve pH’ya 

dayanmaktadır. Ayrıca Bacillus türleri post-eksponansiyal ve durgunluk fazlarında da 

ekstrasellüler proteazlar üretebilmektedir (Fogarty ve Kelly, 1990). 

Mikroorganizmalardan elde edilen proteolitik enzimler dünya çapında 

deterjan endüstrilerinde en fazla kullanım alanı bulan enzimlerdir. 30 yıl boyunca 

deterjanlardaki proteazların önemi küçük katkı maddesinden, anahtar bileşenlere 

değişmiştir. İyi bir deterjan enzimi oksitleme ajanı ve ağartıcılarla beraber 

stabilitesini koruyabilmelidir. Ticari olarak kullanılan enzimlerin büyük bir kısmı 

ağartma/oksitleme ajanlarının varlığında stabilitesini koruyamamaktadır. Bu nedenle, 

enzim tabanlı deterjanların daha iyi stabiliteye sahip olması için rekombinant DNA 

teknolojisi kullanılmaktadır. Bununla birlikte mikrobiyal çeşitliliği derinlemesine 

inceleyerek ticari olarak daha kullanışlı enzimler üretebilen mikroorganizmaların 

bulunma şansı da daima vardır. Klasik olarak deterjanlar yüksek yıkama 

sıcaklıklarında kullanılmaktadır. Şimdilerde alkalin proteazların tanımlanmasında 

geniş sıcaklık aralıklarında etkili olması oldukça ilgi çekmektedir. Diğer taraftan 

günümüzde deterjan endüstrisi, yıkama sıcaklığının düşürülmesi ve deterjan 

kompozisyonunun değişmesi yönünde çalışmalar yapmakta, fosfat tabanlı 

deterjanları uzaklaştırarak, deterjan uygulamaları için daha uygun yeni alkalin 

proteazlar üzerinde durmaktadır. Proteazların diğer ilginç bir kullanım alanı ise deniz 

Crustacea atıklarının deproteinizasyonudur. Kimyasal işlemlerin üstesinden gelmek 

için mikroorganizmaların veya proteolitik enzimlerin kullanılması üzerine çalışmalar 

yapılmaktadır (Yang ve ark., 1996).  



19 

Mikroorganizmalar genetik manipülasyonlara hassasiyetinden ve 

biyokimyasal çeşitliliklerinden dolayı mükemmel bir proteaz kaynaklarıdır. 

Mikrobiyal enzimler dünya enzim ticaretinin yaklaşık %40’ını karşılarlar (Rao ve 

ark. 1998). 

Proteazlar protein molekülündeki peptid bağlarını hidrolizleyebilen 

enzimlerdir. Endüstriyel enzim gruplarından en geniş kullanım alanına sahip 

enzimlerdir. Özellikle endüstriyel, biyoteknolojik, tıbbi ve temel araştırma 

alanlarındaki kullanımı artış göstermektedir (Wiesman 1993; Rao ve ark. 1998). 

Proteazlar bitki, hayvan ve mikroorganizmalarda doğal olarak bulunurlar. Proteaz 

biyosentezinin; Aspergillus (Fan-Ching ve ark. 1998), Rhizopus (Rao ve ark. 1998) 

ve Penicillum (Farley ve ark. 1992) gibi funguslar tarafından yapılabildiği 

belirtilmektedir. 

Proteazlar asidik, nötral ve alkalin olmak üzere üç grupta sınıflandırılırlar. 

Nötral proteazlar, özellikle yiyecek endüstrisinde kullanılırlar. Çünkü hidrofobik 

aminoasit bağlarını nötral pH’da spesifik olarak hidrolizlerler. Nötral proteazlar 

pirinç nişastası izolasyonunda etkilidirler (Wang 2001). Alkalin proteazlar geniş bir 

uygulama alanına sahiptirler. Özellikle endüstriyel proteazlar deterjan, yiyecek, 

kimya endüstrisi, klinik formülasyonlar ve X-ray filmlerinden gümüşün geri alınması 

gibi alanlarda yaygın olarak kullanılırlar (Kumar ve ark. 1999). Bacillus, 

Streptomyces ve Aspergillus türleriyle proteaz çalışmaları yaygındır. Beauveria’dan 

elde edilen alkalin proteazın belirgin bir etkisi olmasına rağmen (Bidockha ve ark. 

1987–1990; Urtz 2000), ticari uygulamalar için alkalin proteaz çalışmaları bu cinste 

keşfedilmemiştir. Dolayısıyla Beauveria’dan alkalin proteaz üretiminin çoğu SmF ile 
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yapılmaktadır. Alkalin proteaz genellikle SSF ortamında mantarlardan elde edilir 

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

Alkalin proteazlar kuvvetli enzimler olup önemli ölçüde deterjan, deri, 

gümüş, ilaç, yiyecek, tohum ve kimya sanayinde kullanılırlar. Bu enzimler yüksek 

kaliteli sindirimde kullanılırlar (Kumar ve ark. 1999). Proteazlar çok sayıda 

mikrobiyal kaynaklardan elde edilmesine rağmen sadece birkaçı ticari olarak 

tanımlanmıştır. Proteazlar SmF ve SSF ile üretilmektedir. Her organizma veya ırk 

kendi maksimum enzim özelliklerine sahiptir.  

1.6.1 Proteazların Biyoteknolojide Kullanım Alanları 

1.6.1.1  Süt Endüstrisinde Proteazların Kullanımı 

Proteaz enzimi süt işleme sürecinde kullanılan en önemli enzimlerdendir. 

Peynirin olgunlaşmasına yardımcı olurlar. Peynir yapımı sırasında süt proteinlerinin 

çöktürülmesi için chymosin (renin) adı verilen bir proteaz enzim kullanılmaktadır. 

Bu enzim süt danalarının midesinin 4. bölümünde bulunmaktadır. Renin süt 

danalarından tuzlu su ekstraksiyonu ile elde edilmektedir. Yetişkin hayvanların 

midesinde renin’e ilaveten pepsin adı verilen enzim de bulunur, ancak pepsin peynir 

yapımı sırasında istenmeyen aromalara sebep olduğu için kullanılması 

istenmemektedir. Özellikle süt danalarından elde edilen renin, miktar yetersizliği ve 

ekstraksiyon zorlukları nedeniyle sıkıntı yaratan bir enzimdir. Bu yönde yapılan 

araştırmalar sayesinde bakteriyel kökenli renin elde edilmiş ve 1985 yılından itibaren 

tüm dünyada yaygın olarak kullanılmaya başlanmıştır (Dağaşan 1997). 



21 

1.6.1.2 Ekmekçilikte Proteaz Kullanımı  

Yüksek miktarda buğday proteini (gluten) içeren hamurların işlenmesi 

mekanik olarak daha zordur ve bu hamurlardan istenen düzeyde yüksek hacimlerin 

elde edilmesi oldukça zordur. Bu amaçla proteaz tipi enzimlere gereksinim 

duyulmaktadır. Özellikle bisküvi ve kraker yapımında düşük gluten içeren unlar 

tercih edilmekte, ancak bunun yeterli olmadığı durumlarda proteaz tipi enzimlerle bu 

ihtiyaç giderilebilmektedir. Proteaz tipi enzimler ekmeğin besin değerini 

etkilemeden, unun yapısında bulunan gluteni hidroliz etmekte ve hamurun kolay 

işlenebilirliliğini sağlamaktadır (Dağaşan 1997). 

1.6.1.3 Tekstil Sanayinde Proteaz Kullanımı 

Ham ipek, sericin adı verilen mumsu ve mat bir protein kılıfı ile sarılıdır. 

Tipik ipek parlaklığının ve yumuşaklığının ortaya çıkabilmesi için sericinin ağartma 

adı verilen işlemle çözülmesi gerekmektedir. Bu operasyon geleneksel olarak ipek 

çilelerini sabunlu ve sodalı suda kaynatarak yapılmaktadır ve kayıplara neden 

olmaktadır. Alkalin proteaz enzimi non-iyonik bir ıslatıcıyla pH 8.0 civarında 50–55 

derecede kullanılarak 1–2 saatte ekonomik bir şekilde ağartma işlemi yapılabilir. 

Böylece ipek kalitesi yükseldiği gibi kayıplar da asgariye indirilebilir (Dağaşan 

1997). 

1.6.1.4 Deterjan Sanayinde Proteaz Kullanımı  

İlk olarak 1913 yılında pankreas ekstresi ve sodyum karbonat karışımı 

şeklinde patenti alınan ‘biyo-ıslatma’ ürününden sonra pek önemsenmeyen bu sektör, 

1960 yıllarında Bacillus subtilis alkalin proteazının nispeten bol ve ucuz üretimi ile 

tekrar gündeme gelmiş ve devamlı gelişmiştir. Değişmeyen özelliği serin proteaz 
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olmasına karşın, zamanla Bacillus licheniformis ve Bacillus alcalophilus gibi 

suşların seçimi ile pH optimum değerleri alkaline kayan proteazlar üretilmiştir. Son 

zamanlarda ise, protein mühendisliği sayesinde, deterjanlarda ağartıcı madde olarak 

kullanılan perborata dayanıklı alkalin proteazlar kullanılmaktadır. Özet olarak, 

günümüzde deterjanın alkalinite derecesine ve içeriğine göre en uygun proteaz 

enzimi seçilerek formulasyon yapılabilmektedir (Dağaşan 1997). 

1.6.1.5 Deri Sektöründe Proteaz Kullanımı 

En eski sanayi kollarından birisi olan dericilikte proteaz enzimleri, farkında 

olunmadan yüzlerce belki binlerce yıldır kullanılmıştır. 20. yüzyılın başlarında Otto 

Röhm tarafından pankreatik tripsin ile sama uygulaması patenti alınana kadar köpek 

pislikleri proteaz ve bunları üreten bakterilerin kaynağı olarak kullanılmaktaydı. 

Günümüzde bakteriyel alkalin ve nötr proteazlar büyük ölçüde tripsinin yerine 

geçmişlerdir. Hayvan derileri epidermis denilen ve kıl kökleri ile yağ ve ter bezlerini 

içeren dış deri, korium denilen ve kollajen fiberleri ile elastin ve diğer proteinleri 

içeren esas deri ve nihayet deriyi besleyen damarları da içeren bağ dokusundan 

oluşmaktadır. Günümüzde ekonomik nedenlerden dolayı bakteri kökenli proteaz 

enzimleri büyük ölçüde tripsinin yerine geçmiş bulunmaktadırlar. Bu enzimlerle, 

tabaklama işlemleri sırasında ıslatma, kireçlik-kıl dökme ve sama işlemi gibi üç ayrı 

uygulama yapılmaktadır (Dağaşan 1997). 

1.7 Bacillus licheniformis 

Bacillus licheniformis doğada yaygın olarak bulunan saprofit bir bakteridir. 

Fermantasyon endüstrisinde, biyoteknolojik öneme sahip amilaz, proteaz, 
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antibiyotikler, çevre ve insan sağlığı açısından çok az risk oluşturan özel 

kimyasalların üretimi için yaygın olarak kullanılır.  

Tıp ve Veterinerlikte yaygın olarak kullanılan ‘Bacitracin’ adı verilen ilk 

antibiyotik peptidi Bacillus licheniformis kültüründen elde edilmiştir (He ve 

ark.2006). 

Glikoz şuruplarının fruktoza izomerizasyonunda sıvılaştırma aşamasında 

Bacillus licheniformis α-amilazları tercih edilmektedir. Çünkü α -amilazlar (özellikle 

B. subtilis kaynaklı olanlar) kalsiyum-metallo enzimleridir. Buna karşın, B. 

licheniformis α -amilazları daha az kalsiyuma gereksinim duyarlar ve bu maddenin 

ortamda çok düşük miktarda olması durumunda (1 ppm'nin altında) magnezyum 

iyonlarının vasıtasıyla, izomerizasyon aşamasında rol oynayan glikoz izomeraz 

üzerindeki inhibitör etkisi baskılanmaktadır. Bu nedenle, B. licheniformis α-

amilazları daha az kalsiyum gereksinim duyması ve sıcaklığa daha dayanıklı olması 

özelliğinden ötürü, sıvılaştırma aşamasında tercih edilmektedir.  

Bacillus licheniformis’ten elde edilen diğer enzimler ve bazı metabolitler 

aşağıda verilmiştir: 

Gümüş nano-kristalleri (Kalimunthu ve ark. 2008), β-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 Katı Faz Fermantasyonu (SSF, Solid-State Fermentation) 

SSF SmF’e alternatif bir sistem olarak son yıllarda geliştirilmiş bir yöntemdir. 

SSF katı substratlar içeren, suyun olmadığı veya az olduğu ortamda fermantasyon 



24 

olarak adlandırılır. SSF ortamı suyun olmadığı veya az olduğu çözünmeyen katı 

substratların bulunduğu ortamda mikroorganizmaların doğal ortamlarına benzer 

büyüme göstermelerini sağlar (Mitchell ve ark. 2002; Pandey ve ark. 2003). SSF 

tekniği ile yiyecekler, enzimler, organik asit ve tatlandırıcı içeren diğer ekstraselülar 

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

SSF eski zamanlardan beri bilinen ve mantarlar kullanılarak yiyecek 

üretiminde uygulanan bir işlemdir. 5000 yıl önce mantarlar kullanılarak SSF ile 

yiyecek elde edilmiştir. Belki de en eski bilinen fermantasyon Aspergillus oryzae 

kullanarak pirinçten koji elde etmedir. 4000 yıl önce peynir üretiminde Penicillum 

kullanarak farklı aromalar elde edilmiştir. 3000 yıl önce Çin ve Mısırda soya sosu ve 

ekmek yapımında SSF kullanılmıştır (Pandey 2000). SSF’in biyoteknolojik 

kullanımı yaygındır (Raimbault ve ark. 1998). SSF’in biyoteknolojide kullanımı ile 

ilgili olarak son yıllarda önemli çalışmalar yapılmıştır. Son yıllarda yapılan 

çalışmalarda 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), 

nişastayı şekerleyen enzimler (Selvakumar ve ark. 1998), selülaz (Cen ve Xia 

1999), selülitik enzimler (Nigam ve Singh 1996b), Çin yiyecekleri (Han ve ark. 

2001), lignoselülozun biyolojik dönüşümü (Tendery ve Szackas 2003), mantar 

yetiştirme ve doğal tatlandırma (Nigam ve Singh 1996a) ürünlerinin elde edildiği 

bildirilmiştir. 

Çin’de yaygın olarak şarap, soya sosu ve asidik içecekler üretiminde SSF 

tekniği kullanılmıştır (Chen,1992). Japonya’da ticari enzim üretiminde SSF tekniği 
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yaygın olarak kullanılmaktadır (Suryanarayan 2003). Yine 1982’den beri 

Brezilya’da tropik tarımsal atıklar SSF’te kullanılarak çok değerli araştırmalar 

yapılmıştır (Soccol Vandenberghe, 2003). Böylece etanol, küçük hücresel proteinler, 

mantarlar, enzimler, organik asitler, aminoasitler ve biyolojik aktiviteye sahip 

sekonder metabolitler elde edilmiştir (Pandey ve ark. 2000b; Vandenberghe, ve 

ark. 2000; Hölker ve ark. 2004). 

Mantarlar, morfolojileri koloni kurmalarına ve katı substratların içine nüfuz 

etmelerine olanak tanıdığı için SSF’te uygun mikroorganizmalardır (Sandhya ve 

ark. 2005). SSF’in genellikle mantarların bulunduğu ortamda daha iyi sonuçlar 

verdiği bilinmektedir. Bakterilerin ise daha yüksek su aktivitesi gereksinimlerinden 

dolayı SSF için uygun olmadığı düşünülmekteydi. Bundan dolayı bakteriler 

genellikle SmF ortamında kullanılırlar. Fakat birçok doğal fermantasyon ortamında 

SSF tekniği ile bakteriler kullanılarak başarılı büyüme sonuçları ve α-amilaz üretimi 

gerçekleştirilmiştir (Babu ve Satyanarayana 1995;Baysal ve ark. 2003; Kashyap 

ve ark. 2003). 

SSF teknolojisi pirinç, buğday, soya, tropikal bitkiler gibi düşük nem içeren 

katı substratlarla kullanılmaya başlanmıştır. Son yıllarda glukoamilaz (Ishida ve ark. 

2000) ve biyokontrol mantar sporlarının (de Vrije ve ark. 2001) sadece SSF 

koşulları ile üretildiği iddia edilmektedir. SSF’te amilaz ve proteaz gibi enzimler 

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

SSF yüzyıllardır yiyecek üretim sürecinde başarıyla uygulandığı bilinen bir 

metoddur. Son yıllarda mikrobiyal enzimlerin üretimi bazı ekonomik avantajlarından 

dolayı yaygın olarak SmF ile üretilmektedir. SSF ile ilgili son zamanlarda bazı temel 



26 

kimyasal ürünler (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. ürünlerin elde edildiği ile ilgili 

çeşitli raporlar bulunmaktadır.  

Mikrobiyal büyüme için substrat parça büyüklüğü, partikül seviyesi ve su 

aktivitesi oldukça önemlidir (Barrios ve ark. 1993; Liu ve Tzeng, 1999). Genellikle 

küçük substrat partikülleri mikrobiyal büyüme için geniş bir yüzey alanı sağlar. Ama 

eğer partikül büyüklüğü çok küçükse substratın topaklanmasına sebep olacağından 

büyümeyi sınırlar. Buna karşın; daha büyük partiküller daha iyi havalandırma ortamı 

sağlamalarına karşın mikrobiyal büyümeyi yavaşlatırlar. Dolayısıyla uygun 

partiküllerin seçimi SSF için çok önemlidir ( Pandey ve ark. 1999).  

Mikroorganizmaların katı substrat içine yayılması daha yavaştır. 

Mikroorganizmalar yiyecek ve alkol endüstrisinde büyük bir öneme sahiptirler. Buna 

ek olarak yiyeceklere tat verme, koruma, renklendirme ve antioksidan gibi ürünlerin 

endüstrisinde de mikrobiyal fermantasyon ürünleri kullanılır. Mikroorganizmalardan 

elde edilen doğal ürünler kimyasal olarak üretilen sentetik ürünlerden daha 

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

Son yıllarda enzim, tatlandırıcı renklendirici ve diğer yiyecek endüstrisi 

ihtiyaçlarından dolayı SSF çok daha fazla ilgi görmeye başlamıştır. SSF, daha yüksek 

ürün verimi daha karakteristik ürün elde edilmesinden dolayı SmF e oranla tercih 

edilmektedir (Acuna ve ark.  1995). 

SSF tarımsal atıkların mikrobiyolojik süreçte tekrar kullanımını sağlar. 

Ülkelerde çok büyük ölçüde tarımsal atıkların SSF’te kullanılması daha ucuz 
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hammadde ve daha az atık ürün oluşmasını sağlayabilir. Bu süreçte katı substratlar 

sadece besin kaynağı olarak değil, aynı zamanda mikrobiyal hücrelerin tutunma 

kaynağı olarakta iş yaparlar. SSF sürecinde oldukça ucuz hammadde kullanımı 

esastır. Dolayısıyla SSF’te kesinlikle doğal zengin katı atık içeren besinlerin 

kullanımı gereklidir. Yüksek karbonhidrat ve diğer besin içeren tarımsal atıkların 

substrat olarak kullanılmasıyla enzimler ve yüksek kaliteli kimyasal ürünler elde 

edilir.  

Son yıllarda yapılan yayınlarda SSF ile SmF’in kıyaslanması yapılmış ve 

avantaj-dezavantaj karşılaştırılması yapılmıştır. SSF, SmF’e oranla daha yüksek 

üretim kapasitesi, daha az katabolik atık, daha iyi aktivite, basit teknik, düşük 

sermaye, daha az enerji gereksinimi, daha az su gereksinimi, daha iyi ürün elde etme 

ve dolayısıyla daha az steril ortam isteğinden dolayı daha çok tercih edilmektedir. 

SSF’in en büyük avantajı ise tarımsal ve yiyecek endüstrisinde kullanılan kolay elde 

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

SSF ve SmF kıyaslandığında SSF çok fazla avantaja sahiptir. Örneğin daha 

kolay olması, daha yüksek aktivite, daha düşük maliyet, daha az enerji ve daha az 

atık su vb. özellikler SSF’i daha avantajlı kılmaktadır (Carrizales ve Jaffe 1986). 

Aşırı enzim üretim potansiyelinin oluşmasıyla SSF son yıllarda çeşitli tarımsal 

kaynaklardan atılan atıklar kullanılarak yapılmaya başlanmıştır (Sangeetha 2004). 

SSF sürecinde optimum ortam koşullarının oluşturulması çok önemlidir.  

Fiyat ve ulaşılabilirlilik önemli ölçütlerdir ve dolayısıyla SSF sürecinde 

önemli rol oynarlar. SSF genellikle daha basit süreç gerektirir ve SmF’ten daha az 
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enerji ihtiyacı vardır. SSF’in avantaj ve dezavantajlarının karşılaştırılması Tablo 2’de 

gösterilmiştir. 

Tablo 1.2. SSF’in avantajları ve dezavantajları 

SSF’in avantajları SSF’in dezavantajları 

Düşük maliyet pH, sıcaklık, nem, besin miktarı gibi 

parametrelerin kontrol güçlüğü 

Daha yüksek üretim kapasitesi 

 

Reaksiyon dengelenmesinin güçlüğü 

Daha iyi oksijen sirkülasyonu 

 

Etkin karışım düşüklüğü 

Daha düşük efor harcanması 

 

Sıcaklık artış problemi 

Enerji ve maliyetin azaltılması 

 

 

 

 

Daha yüksek saf olmayan kirli 

maddelerin üretimi 

Basit teknoloji 

Deneysel problemlerin az olması 

Doğal yaşam ortamı olması 

 

SSF genellikle katı substratların bulunduğu farklı miktarda su bulunan 

ortamda büyümeleridir. Katı substratlar karbon, azot, mineral ve büyüme için gerekli 

maddeleri içerirler. Aynı zamanda mikrobiyal büyüme için suyu emme yeteneğine 

sahiptirler. SSF ortamında üretilen mikroorganizmalar kendi doğal habitatlarındakine 
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benzer büyüme gösterirler ve SmF’ten daha etkili metabolitler ve mikroorganizmalar 

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

Ucuz tarımsal ve endüstriyel kaynaklar SSF’te substrat olarak kullanılarak 

dünyamızda daha zengin kaynakların bulunmasına olanak sağlayabilir. Bu katı 

substratlar doğadaki en iyi karbon kaynaklarıdır (Francis ve ark. 2003). SSF’teki 

katı substratlar yalnızca kültür ortamı değil aynı zamanda mikrobiyal büyüme için 

hücrelerin tutunma alanıdır (Baysal ve ark. 2003). 

SSF’te karışım ve konsantrasyon oranları mikroorganizmalardan elde edilen 

ekstraselüler enzim üretimi ve büyümeyi önemli ölçüde arttırırlar. Maliyet ve 

ulaşılabilirlilik önemli ölçütlerdir ve dolayısıyla SSF’in etkisinin gelişmesinde 

önemli rol oynarlar (Elibol ve Moreira 2005).     

SSF’in amacı çözünmeyen katı substratların bulunduğu ortamda 

fermantasyonu yüksek oranda başarmaktır. SmF’e kıyasla birçok ekonomik ve 

ekolojik önemi bulunmaktadır. Buna rağmen SSF’in bazı küçük dezavantajları 

bulunmaktadır. Ne yazık ki SSF daha yavaş işleyen bir süreçtir Suyun az olduğu 

ortamda kültür ortamının nemini ayarlamak, sıcaklık ve pH gibi etkenlerin ayarlanma 

zorluğu, oksijen konsantrasyonu gibi etmenler SSF’i sınırlandıran güçlüklerdir. 

SSF’in avantajlarını, sonucunu ve bu problemlerin çözümü Tablo 1.3’te verilmiştir. 
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Tablo 1.3. SSF’in SmF’e göre Biyoteknolojik avantajları, Sonuç ve 

Problemin çözümü* 

Avantajları Sonucu Problemin 
çözümü 

Düşük su isteği Daha az su kullanımı Nem miktarının 
düzenlenmesi 

Üretim sonunda yüksek 
konsantrasyon 
 

Daha düşük maliyet  

Yıkım ürünlerinin 
baskılanmasını önemli ölçüde 
azaltma 
 

Glukoz varlığında 
mayalanma 

 

Katı ürünlerden faydalanma Yüksek oranda substrat 
büyümesi 

Substrat miktarının 
düzenlenmesi 

Daha düşük sterilizasyon 
isteği 

 pH miktarının 
düzenlenmesi 

Mikroorganizmalar için katı 
destek 

Mikroorganizmalar için 
karışık kültür ortamı 

 

Doğal çevreye benzerlik Mikroorganizmaların daha 
iyi performans göstermesi 

 

Çözünmez katı substratlarda 
fermantasyon olanağı 

Metabolik performansın 
artması 

 

Mikroorganizmalar için karma 
ortam 

  

Yüksek oranda üretim Daha az mikroorganizma 
gereksinimi 

 

Sıcaklık için daha az enerji 
isteği 

 Sıcaklık miktarının 
düzenlenmesi 

Kolay havalanma   Oksijen miktarının 
düzenlenmesi 

Kullanılmayan diğer karbon 
kaynaklarından yararlanma 

Daha ucuz ve bol karbon 
kaynakları 

 

*(Hölker ve ark. 2004) 

SSF sürecinde yaygın olarak kullanılan katı substratlar, ürünler ve 

mikroorganizmalarla ilgili bazı bilgiler Tablo 1,4’te verilmiştir. 
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Tablo 1.4. SSF’te kullanılan substratlar, mikroorganizmalar ve üretilen 

ürünler 

Substrat Üretim Mikroorganizma Referans 
Badem unu 
 

Lipaz Rhizopus oligosporus Ul-Haq ve ark. (2002) 

Elma püresi 
 

Boya ayrışımı Beyaz mantar Robinson ve ark.(2002) 

Pirinç kabuğu Lignolititk 
enzimler 

Pleurotus sp. Reddy ve ark. (2003) 

Piliç maddesi 
 

Biyokontrol 
ajanı 

Bacillus thuringient Adams ve ark.(2002) 

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 atığı 
 

Yenilen mantar Pleurotus ostreatus Fan ve ark. (2000) 

Mısır koçanı 
 

Selülitik 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 küspesi 
 

Pektinaz Thermoascus sp. Martins ve ark.(2002) 

Ananas 
 

Sitrik asit Aspergillus niger Kumar ve ark. (2003) 

Kauçuk 
 

Geri dönüşüm Gordonia sp. Arenskötter (2003) 

Soya atığı 
 

Proteaz Penicillum sp. Germano ve ark. (2003) 

SSF ortamında bakteriler kullanılarak proteaz üretimi ile ilgili çok az literatür 

bulunmaktadır. Endüstriyel kullanımda alkalin proteaz daha çok SmF ile üretilir 

(Kumar ve ark. 1999). SSF ile alkalin proteaz üretimi daha az su isteği ve katı 

substratların kullanılarak maliyetin azaltılmasından dolayı SmF’e kıyasla daha 

ekonomik ve daha ekolojiktir (Dayanandan ve ark.2003; Pandey ve ark. 2000a). 
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

Krisha ve ark. (1996), SSF yöntemiyle pirinç sapını substrat olarak 

kullanarak Bacillus subtilis CBTK 106’dan α-amilaz üretmişlerdir. Yaptıkları 

çalışmada substrat parça büyüklüğünün, SSF ortamının pH’sını, başlangıç nem 

oranının, inkübasyon sıcaklığının, ortama eklenen karbon ve azot kaynaklarının α-

amilaz enzim üretimi üzerine etkisini incelemişlerdir. En uygun parçacık büyüklüğü 

olarak 400 μm, en uygun başlangıç nem seviyesini %70, en uygun inkübasyon 

sıcaklığı olarak 35οC, uygun pH olarak 7.0 olarak tespit etmişlerdir. Azot kaynağı 

olarak %1’lik amonyum nitrat ve amonyum sülfat ve %0.5’lik et özütü veya 

peptonun enzim sentezini uyardığını belirlemişlerdir. Karbon kaynağı olarak 

%0.1’lik nişasta, maltoz, glukoz ve sükrozun enzim sentezini uyardığını 

belirlemişlerdir. Ayrıca %1’lik NaCl ve KCl’nin enzim sentezini arttırdığını 

belirlemişlerdir. En yüksek enzim aktivitesini 24. saatte elde etmişlerdir. 

Hamilton ve ark. (1999), Bacillus sp. IMD 435’de α-amilaz üretimini 

çalışmışlardır. Maksimum amilaz üretimini karbon kaynağı olarak %4’lük laktoz ve 

azot kaynağı olarak da %2’lik yeast ekstrakt ihtiva eden besiyerinde elde etmişlerdir. 

Laktozlu ortamda amilaz üretimi fazla olmasına rağmen bakteri üretiminin az olduğu 

görülmüştür. Glukoz ve fruktoz ihtiva eden besiyerinde amilaz aktivitesinin 

görülmediğini rapor etmişlerdir.  

Mulimani ve ark. (2000),  SSF yöntemiyle değişik substratlar kullanarak 

Gibberella fujikuroi’den α-amilaz üretmişlerdir. En yüksek α-amilaz aktivitesini 

buğday kepeğinin substrat olarak kullanıldığı ortamda elde etmişlerdir. Ayrıca pirinç 

sapı ve pirinç kabuğu kullanarak oluşturulan ortamda da α-amilaz elde etmişlerdir. 
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Bunların karışımlarından elde edilen enzim aktivitesinin tek tek elde edilen 

aktiviteden daha yüksek olduğunu tespit etmişlerdir. %1’lik karbon kaynakları 

ilavesinde en yüksek aktiviteyi laktozlu ortamda elde etmişlerdir. %2.5’luk azot 

kaynakları ilavesinde en yüksek aktiviteyi amonyum sülfatlı ortamda elde 

etmişlerdir. 

Sookheo ve ark. (2000), Bacillus stearothermophillus tarafından üretilen üç 

ekstraselüler proteaz enziminin optimum aktivite sıcaklıklarını 70οC, 85οC ve 90οC 

olarak belirlemişlerdir. Optimum pH 7.0 olarak belirlenmiş olup enzim aktivitesini 5 

mM CaCl2’nin arttırdığını ve EDTA’nın ise inhibe ettiğini belirlemişlerdir. 

Cordeiro ve ark. (2002),  termofilik Bacillus sp.’den α-amilaz üretimini 48. 

saatte ve enzim aktivitesinin optimum sıcaklığını 70οC olarak tespit etmişlerdir. 

Optimum pH 7.5 olarak tespit etmişlerdir. Enzim aktivitesi üzerine ağır metallerin 

etkisini araştırarak Cu2+, Co2+ ve Ba2+’nin inhibisyonun Mg2+, Ca2+, Sr2+, Ni2+  ve 

Mn2+’den daha fazla olduğunu belirlemişlerdir. 

Hawumba ve Broze (2002), Kuzey Uganda’da sıcak su kaynaklarından 

Geobacillus cinsi bakterileri izole ederek proteaz üretip üretmediklerini 

araştırmışlardır. Bakterilerin optimum üreme koşullarının 60–62 οC ve pH’nın ise 

7.5–8.5 olduğunu belirlemişlerdir. 

Elliah ve ark. (2002), SSF metoduyla, mısır kepeği, mısır unu, arpa unu, 

soya unu, yeşil nohut kepeği ve pirinç kabuğu gibi değişik katı substratlar 

kullanıldığında; Aspergillus sp.’den glukoamilaz aktivitesinin en yüksek buğday 

kepeğinde olduğunu bildirmişledir. 



34 

Ul-Haq ve ark. (2002), yaptıkları çalışmada; Bacillus licheniformis 

tarafından α-amilazın üretimi için yeni ortamların seçilmesine yönelik araştırmalar 

yapmışlardır. Araştırmacılar, α-amilazın üretimi için buğday kepeği, ayçiçeği unu, 

pamuk tohumu, soya unu, pirinç kabuğu gibi farklı tarımsal yan ürünleri test 

etmişlerdir. Test edilen tarımsal yan ürünler arasında buğday kepeğinin α-amilazın 

optimum üretimi için en iyi temel ve standardize edilmiş ortam olduğunu 

bulmuşlardır. Çözünür nişasta yerine,  %1 oranında darı nişastası kullanıldığında ve 

nutrient broth konsantrasyonunun %1’den %0.5’e düşürüldüğünde üretimin iki kat 

arttığını tespit etmişlerdir. Bu yeni seçtikleri fermantasyon ortamının içeriğini 100 ml 

fosfat tamponu içerisinde %1.25 buğday kepeği, %0.5 nutrient broth, %1.0 darı 

nişastası, %0.5 laktoz, %0.5 NaCl ve 0.2 CaCl2 olarak tanımlamışlardır. 

Beg ve Gupta (2003), Bacillus mojavensis tarafından üretilen serin alkalin 

proteaz enzim aktivitesinin optimum sıcaklığını 60οC optimum pH’nın 8 olduğunu 

belirlemişlerdir. Cu2+ ve Mn2+ iyonlarının varlığında ise aktivitenin %36 oranında 

arttığını PMSF varlığında ise enzimin inhibe olduğunu belirlemişlerdir. 

Soni ve ark. (2003), SSF yöntemiyle buğday kepeği kullanarak Bacillus sp. 

ve Aspergillus sp.’den  α-amilaz aktivitesine bakmışlardır. Enzim aktivitesinin 

optimum 50οC’de ve pH 6’da olduğunu tespit etmişledir. 

Kıran ve ark. (2003), Su ve topraktan 65 Bacillus suşu izole ederek bunların 

α-amilaz üretme yeteneklerini araştırmış ve en iyi aktivite gösteren suşun pH 9.5 ve 

42οC’de optimize edildiğini belirtmiştir. 

Baysal ve ark. (2003),  buğday kepeği ve pirinç kabuğu üzerinde 

termotoleran Bacillus subtilis’i kullanarak SSF metoduyla α-amilaz üretimini 
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göstermişlerdir. Buğday kepeğinde, pirinç kabuğuna nazaran daha yüksek bir aktivite 

gözlemlemişlerdir. En yüksek enzim aktivitesini 24. saatte elde etmişlerdir. 

Ghorbel ve ark. (2003) Bacillus tarafından üretilen proteazın optimum 

aktivite sıcaklığının 60οC, optimum pH’nın 8 olduğunu belirlemişlerdir. Ca2+ 

iyonlarının aktiviteyi arttırdığı Mg2+, Zn2+ iyonlarının inhbitör etki yaptığı,  EDTA 

bulunan ortamda ise aktivitesini tamamen yitirdiğini belirlemişlerdir. 

Ramachandra ve ark. (2004), COC (Coconat oil cake) substrat olarak 

kullanılarak Aspergillus oryzae tarafından α-amilaz üretimini rapor etmişlerdir. En 

yüksek enzim aktivitesini 30ºC ‘de 72. saatte yakalamışlardır. Yine bu çalışmada, 

ortama %2 oranında karbon kaynakları eklenmiş, nişasta ve glukozda kontrol 

grubuna göre daha yüksek çıktığı görülmüştür. Bununla birlikte maltozda enzim 

aktivitesinde düşme olduğu görülmüş ve sukrozun enzim aktivitesinde hiçbir etkisi 

olmadığı rapor edilmiştir. Eklenen %1‘lik konsantrasyondaki azot kaynaklarından en 

yüksek artış peptonda görülmüş, en düşük enzim aktivitesi sodyum nitratta 

gözlemlenmiştir. 

Apar ve Özbek (2004), yaptıkları çalışmada mısır, pirinç ve buğday 

nişastasının enzimatik hidrolizi üzerine sıcaklığın etkisini araştırmışlardır. Bu 

nişastaların hidrolizi için Bacillus sp., Aspergillus oryzae ve Bacillus 

licheniformis’den sağlanan üç ticari α-amilazı kullanmışlardır. Her bir nişasta 

hidroliz işlemi için çalkalamalı yatak reaktöründe zamana bağlı olarak 50 ve 60οC’de 

kalan nişasta konsantrasyonu ve α-amilaz aktivitesini belirlemişlerdir. Araştırıcılar 

aynı zamanda kullanılan her bir enzim için hidroliz esnasında enzim stabilitesi ve 



36 

sıcaklık arasındaki ilişkinin anlaşılması için bazı inaktivasyon modellerini de test 

etmişlerdir. 

Bahçeci (2004) Tuz Gölü’nden izole edilen bakterilerin endüstriyel öneme 

sahip ksilanaz, selülaz, α-amilaz ve proteaz enzimlerini üretip üretmediklerini 

belirlemek amacıyla çalışmalar yapmışlardır. Elde edilen izolatların birinin Bacillus 

pumilis, iki izolatın Bacillus subtilis ve geriye kalanların Bacillus licheniformis 

olduğunu tespit etmişlerdir. Bu izolatların önemli ölçüde amilaz ve proteaz enzimi 

ürettiği belirlenmiştir. Enzimlerin optimum aktivite sıcaklıkları 60–80οC ve optimum 

pH 7.0–8.0 olarak belirlenmiştir. Amilaz enziminin 80οC ve pH 9’a kadar stabilite 

gösterdiği diğer bütün izolatların önemli ölçüde proteaz enzimi ürettikleri 

görülmüştür. Proteaz enziminin optimum aktivite sıcaklıkları 50–60οC ve optimum 

pH 7.0–7.4 olarak belirlenmiştir. Proteaz enziminin 80οC ve pH 9’a kadar stabilite 

gösterdiği belirlenmiştir. 

Uyar ve ark. (2004) Bacillus sp. kullanarak SSF tekniği ile mercimek kabuğu 

ve buğday kepeği bulunan ortamda alkalin proteaz aktivitesi incelemişlerdir.  Buğday 

kepeğinin substrat kullanıldığı SSF’li besiyerinde en yüksek enzim aktivitesi 

belirlenmiştir. Maksimum ürün olarak 429.041 ve 168.640 U/g olarak buğday 

kepeğinin ve mercimek kabuğunun substrat olarak kullanıldığı ortamlarda pH; 10’da 

ve %40’ luk kepek miktarı 24. saatte belirlenmiştir. İnokülüm hacmi %20 olarak 

rapor edilmiştir.  

Agrawal ve ark. (2005) Topraktan izole edilen Beauveria feline’da soya 

proteinini hidrolizleyen alkalin proteaz aktivitesini, alkalin proteaz üreticisi olarak 

bilinen Aspergillus oryzae NCIM 649 ile karşılaştırmışlardır. SSF ortamında alkalin 
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proteaza etki eden parametreleri inceleyerek,  Beauveria feline’da buğday unu 

kullanarak 7 gün boyunca inkübasyona bırakılan ortamda maksimum enzim 

aktivitesi olarak 20.000 U/g olarak tespit edilmiştir. Başlangıç nem oranı olarak 

%120 ve Optimum pH olarak 7.0 tespit edilmiştir.  Aspergillus oryzae NCIM 649, 

Beauveria feline’ya oranla iki kat daha fazla alkalin proteaz ürettiği tespit edilmiştir. 

Aijun ve ark., (2005), B.pumilus AS 1.1625 tarafından alkalin proteaz 

üretimi için hava basıncı titreşimini uygulamışlardır. Hava basıncı titreşiminin 

genişliği 0.10 MPa olduğunda hava basıncı titreşiminin periyodu %65’lik nem 

seviyesi ile 1 saat’lik bir süreçte ve APPSSF (Air pressure pulsation SSF) tarafından 

elde edilen enzim ürünü 860 U/ml, 4300 U/g buğday kepeği olarak bulmuşlardır. Bu 

değerin statik SSF ile elde edilen değerlerden iki kat daha fazla olduğunu 

görmüşlerdir. Araştırmacılar hava basınç titreşiminin aynı zamanda statik SSF’deki 

yüksek nem seviyesi ve artmış yatak derinliğinden kaynaklanan problemlerin de 

üstesinden geldiğini göstermişlerdir. Araştırıcılar elde ettikleri sonuçlarda hava 

basınç titreşiminin SSF esnasındaki sıcaklık ve kütle transferini arttırmak için etkin 

ve geniş çapta uygulanabilir olduğunu tespit etmişlerdir. 

Elibol ve Moreira (2005),  SSF koşulları altında Teredinobacter turnirae 

ekstra sellüler alkalin proteaz üretimini optimize etmişlerdir. Araştırmacılar bu 

çalışmada soyayı karbon ve/veya azot kaynağı olarak kullanmışlardır. Maksimum 

proteaz üretimi (1950 U/ml) soyanın 2 mm’lik iri boyut, w/v %1’lik soya 

konsantrasyonunda, pH 7.34’de ekim oranı v/v % 2.5 ve 120 rpm çalkalama oranda 

gerçekleştirilmiştir. Bu işlem parametrelerinin optimizasyonundan sonra %60 daha 

fazla üretimin gerçekleştiğini rapor etmişlerdir. 
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Kıran ve ark. (2005) Bacillus sp K-12’nin amilaz üretimi üzerine çeşitli 

kimyasallar ve karbon kaynaklarının etkisini araştırmışlardır. Topraktan izole edilen 

Bacillus sp K–12 suşu kullanılarak 20–55 οC sıcaklıkları arasında optimum sıcaklık 

olarak 42οC olarak belirlenmiştir. Enzim aktivitesi üzerine pH’nın etkisini araştırmak 

için 4.5 ile 10.5 arasında değişen enzim aktiviteleri bulmuşlardır. Karbon kaynağı 

olarak %1 nişasta içeren ortamda maksimum amilaz üretimi elde edilmiştir. EDTA, 

MgSO4 ve ZnSO4 kullanımında amilaz enzim üretiminin inhibe edildiğini 

bulmuşlardır. 

Rahardjo ve ark. (2005), Katı substrat fermantasyonunda fungal yapıdaki 

oksijen transferinin temel bir faktör olduğunu belirtmişlerdir. Misel tabakası içerisine 

oksijen geçişinin difüzyon sınırlamasıyla engellendiği belirtmişlerdir. A. oryzae gibi 

aerobik funguslar için oksijenin tükenmesi gelişmeyi ve metabolit üretimini 

sınırlayan bir faktör olabileceğini belirtmişlerdir. Araştırmacılar yaptıkları bu 

çalışmada oksijen konsantrasyonun bireysel hif seviyesinde, koloni seviyesinde, bir 

sonraki kültür seviyesinde ve bu kültür seviyesindeki α-amilaz üretimi ile gelişim 

üzerine düşük oksijen konsantrasyonlarını etkilerini tanımlamışlardır. Araştırmacılar 

patates dekstroz agar (PDA) ortamında hif gelişimi oranı, hifin dallanma sıklığı ve A. 

oryzae kolonilerinin radyal genişleme oranı üzerine düşük oksijen 

konsantrasyonlarının etkilerini çalışmışlardır. (v/v) %0.25 oksijen koşulları altında α-

amilaz’ın spesifik üretiminin azaldığını bulmuşlardır. 

Hashim ve ark., (2005), Kenya’daki Bogoria Gölünden izole ettikleri 

Bacillus halodurans LBK 34’ün bir maltozhekzos oluşturan  α-amilaz Amy 34 

kodlayan geni klonlayarak sekans analizini yapmışlardır. Olgun peptidin teorik 
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olarak 107.2 kDalton moleküler ağırlığa ve 4.41 pl değerine sahip 958 amino asitten 

oluştuğunu bulmuşlardır. Geni E.coli’de klonlayarak olaşan rekombinant enzimi 

metal şelat affinitesi ve boyut farkı kromotografisinin bir kombinasyonunu 

kullanarak saflaştırmışlardır. Saf enzimin optimum aktivitesinin 60οC de ve pH 10.5 

ile 11.5 arasında olduğunu göstermişlerdir. Enzimi 4 saat boyunca 55οC’de inkübe 

ettikten sonra aktiviteyi %60’ın üzerinde tekrar elde edebilmişlerdir. pH 9’da oldukça 

stabil olduğunu görmüşlerdir. Enzim bütünüyle inhibisyonunun 5 mM Cu2+, Fe2+, 

Fe3+, Mn2+ ve 5 mM EDTA varlığında gerçekleştiğini gözlemişlerdir. Araştırmacılar 

enzimin (w/v) %1 SDS varlığında orijinal aktivitesini %80’ini gösterdiğini ve 5 mM 

DDT konsantrasyonu varlığına kadar stabilitesini koruduğunu tespit etmişlerdir. 

Maltohekzos (G6) nişasta hidrolizinin temel birincil ürünü olduğunu ve diğer 

ürünlerin ise G4>G2>G5>G3 ve G1 sırasına göre oluştuğunu görmüşlerdir. Amiloz 

üzerine enzim aktivitesinin temel son ürün olan amilopektin ve maltodekstrinin 

maltotetroz olduğunu görmüşlerdir. Araştırmacılar maltotetraozun enzim ile hidrolize 

edilebilen en küçük α (1-4 ) ile bağlı maltooligosakkarikkarit olduğunu 

göstermişlerdir. 

Kunamneni ve ark. (2005) SSF ortamında termofilik fungus olan 

Thermomyces lanigunosus kullanarak ekstra selüler amilaz üretimi çalışmışlardır. 

Katı substrat olarak buğday kepeği, melas kepeği, pirinç kabuğu, mısır yemi, darı, 

buğday, arpa, ezilmiş mısır, ezilmiş buğday kullanılmıştır. En yüksek amilaz 

aktivitesi buğday kepeğinin katı substrat olarak kullanıldığı ortamdan elde edilmiştir. 

Maksimum enzim aktivitesi 120. saatte, 50οC’de, pH 6.0’da %10’luk inokülüm 

hacmi, tuz konsantrasyonu 1.5:10 ve %90 nem oranında 534 U/g olarak 
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belirlenmiştir. Ayrıca substrat ağırlık hacim oranı 1:100 ve çözünür nişasta %1’lik 

olarak belirlenmiştir.  

Sandhya ve ark. (2005) Tarımsal endüstriyel atıklar kullanarak nötral 

proteaz üretiminin SmF ile karşılaştırılmasını yapmışlardır. Aspergillus oryzae’nın 3 

ırkı, Penicillum’un 4 ırkı olan P. sp., P. funiculosum, P. pirophillum, P. aculetum 

kullanarak proteaz üretimleri karşılaştırılmıştır. Buğday kepeği, pirinç kabuğu, 

Hindistan cevizi küspesi, susam yağı küspesi, bira yapımında ortaya çıkan atıklar ve 

palmiye küspesi gibi tarımsal ve endüstriyel atıklar kullanılarak SSF ortamı 

hazırlanmış ve üretilen enzim SmF’te üretilen enzimle karşılaştırılmıştır.  Bu 

sistemde en iyi substrat kaynağı olarak buğday kepeği belirlenmiştir. SSF’te 

başlangıç nem seviyesi olarak optimum %43.6, en iyi aktivite sıcaklığı 30οC, 

optimum pH 7.5, süre olarak’ta 72. saat olarak belirlenmiştir. SmF’te optimum pH 

7.5 ve %2 buğday kepeği ve 3 ml spor süspansiyonu kullanarak 30οC’de 180 rpm’ de 

72. saatte maksimum enzim verimi 8.7 U/gds olarak belirlenmiştir. Bu iki 

fermantasyon sisteminin karşılaştırılması göstermiştir ki SSF yöntemiyle 3.5 kat 

daha fazla enzim üretilmiştir. 

Ertan ve ark. (2006) SSF tekniği ile Penicillum graveofolvum kullanılarak α-

amilaz elde etmişlerdir. α-Amilaz üretiminde pH’nın etkisi substrat konsantrasyonu, 

işlemsel ve dayanıklılık kabiliyeti gibi faktörlere bakılarak nişastanın hidrolizini 

gerçekleştirmişlerdir. Optimum pH olarak 5.5 ve optimum sıcaklık olarak 40οC 

olarak belirlenmiştir. İmmobilize edilen enzimin verimlilik oranı olarak %87.6’lık bir 

oran bulunmuştur. Hidroliz kabiliyeti serbest enzimin %99.3, immobilize edilen 

enzimin ise %97.9 olarak belirlenmiştir. 
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Asgher ve ark. (2007) Bacillus subtilis’ten nişasta sürecinde kullanılmak 

üzere termostabil amilaz elde etmişlerdir. Maksimum enzim üretimi 48. saatte, pH 

7.0’da ve 50 οC’de 72 U/ml olarak bulunmuştur. Enzim aktivitesini Ca2+  iyonlarının 

arttırdığını, Co2+, Cu2+, Hg2+ iyonlarını enzim aktivitesinin tamamen inhibe 

ettiklerini bulmuşlardır. Mg2+, Zn2+, Fe2+ ve Mn2+ iyonlarının enzim aktivitesini 

kısmen inhibe ettikleri görülmüştür. 

Ertan ve ark. (2007)  SSF ortamında ile Aspergillus sclerotiorum 

kullanılarak α-amilaz elde etmişlerdir. Enzim immobilizasyonu üzerine CaCl2 

konsantrasyonu, yüklenen enzim miktarı, tanecik boyu, tanecik miktarı, alginat 

konsantrasyonunun enzim aktivitesi üzerine etkisini araştırmışlardır. Optimum 

alginat ve CaCl2 konsantrasyonu olarak %3’lük konsantrasyon oranı bulunmuştur. 

Yüklenen enzim konsantrasyonu 140 Uml-1 ve tanecik miktarı 0.5 g olarak 

belirlenmiştir. 

Öztürk (2007) yaptığı çalışmada Van Gölü’nden izole edilen B. licheniformis 

BA17’den alkalin proteaz enziminin saflaştırılması ve karakterizasyonunu 

araştırılmıştır. Enzimin moleküler ağırlığı 19.7 kDa, Ca2+ iyonu varlığında ve 

yokluğunda optimum sıcaklığı 60°C olarak bulunmuştur.  

Arulmani ve ark. (2007)  Bacillus laterosporus’dan serin proteaz enziminin 

kısmi saflaştırmasını ve karakterizasyonu üzerine çalışmalar yaparak enzimin 

optimum 75οC ve pH 9’da aktivite gösterdiğini, PMSF ile inhibe olduğunu Mg2+, 

Ca2+ iyonlarının varlığında ise aktivitenin arttığını belirlemişlerdir. 

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

kullanılarak SSF yöntemiyle yeni proteaz üretimi çalışmışlardır. Enzim optimal 
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olarak pH 5,5’te ve 60οC’de en iyi aktiviteyi vermiştir. Enzim 1 saat boyunca 

60οC’de ve pH aralığı 3.0-9.5 aralığında stabilitesini korumuştur. 

Tanyıldızı ve ark. (2007) B. amyloliquefaciens kullanarak çalkalamalı kültür 

ortamında α-amilaz üretmişlerdir. Maksimum α-amilaz aktivitesi mısır gluten unu 

bulunan ortamda 30 g/l, yeast extract 10 g/l, çökelme oranı 150 rpm ve fermantasyon 

sıcaklığı olarak 33 οC olarak belirlenmiştir.  Bu bulgulara göre fermantasyon 

sıcaklığının  α-amilaz üretiminde önemli faktör olduğunu tespit etmişlerdir. Mısır 

gluten unu bulunan kültür ortamı nişasta ve diğer karışımları içeren ortamlara göre 5 

kat daha fazla α-amilaz ürettiği belirlenmiştir 

Baysal ve ark. (2008) Bacillus sp. kullanarak SSF tekniği ile mercimek 

kabuğu ve buğday kepeği bulunan ortamda amilaz aktivitesini incelemişlerdir.  

Mercimek kabuklarının kullanıldığı SSF’li besiyerinde en yüksek enzim aktivitesi 

belirlenmiştir. Maksimum ürün olarak 216,000 ve 172,800 U/g olarak mercimek ve 

buğday kepeğinin substrat olarak kullanıldığı ortamlarda pH; 10’da ve %30’ luk 

kepek miktarı 24. saatte belirlenmiştir. İnokülüm hacmi %20 olarak rapor edilmiştir.  

Xu ve ark. (2008) bira sanayiinde kullanılan arpa atık ürünleri ile SSF’te 

Aspergillus oryzae AS 3951 tarafından alfa amilaz üretimi için ucuz bir substrat ve 

katı destek kullanılarak aynı zamanda Placket-Burman Dizaynı (PBD) ve Box-

Behnken Dizaynı (BBD) temel alınarak yüzey yanıt metodolojisi (RSM) kullanılarak 

besin seviyelerinin optimizasyonunu gerçekleştirmişlerdir. İlk optimizasyon 

aşamasında ilişkili faktörlerin etkilerini ortaya koymak için bir PBD kullanmışlardır. 

Demlenmiş mısır likörü CaCl2, ve MgSO4 SBG substratına en uygular katı maddeleri 

olduklarını ve α-amilaz aktivitesi pozitif bir etkide bulunduklarını tespit etmişlerdir. 
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Optimizasyonun ikinci basamağında bu üç besinin konsantrasyonlarının bir BBD 

kullanarak optimize etmişlerdir. RSM ile optimize edilen ortamlar son 

konsantrasyonlar (g/g kuru substrat) %1.8 demlenmiş mısır likörü, % 0.22 CaCl2 ve 

% 0.2 MgSO4.7H20 katı substrat olarak kullanılmıştır. Ortalama  α-amilaz 

aktivitesinin 96 saat sonra 30οC’de optimize edilen koşullar altında 6186 Ug-1’e 

ulaştığını belirlemişlerdir. SSF’in optimize edilen koşulları altında enzim üretiminde 

yaklaşık %17.5’lik bir artışı tespit etmişlerdir. 

Mahanta ve ark. (2008) yaptıkları çalışmada yağı alınmış Jatropha tohum 

küspesinin SSF’te enzim üretimi için substrat olarak kullanılabileceğini 

belirlemişlerdir. Araştırmacılar daha önce kendileri tarafından rapor edilen çözücü 

tolerant Pseudomonas aeruginosa PseA soyunu fermantasyon için kullanmışlardır. 

Bu tohum küspesinin bakteriyal gelişimi ve enzim üretimini iyi bir şekilde 

desteklediğini görmüşlerdir (Proteaz 1818 U/g ve lipaz 625 U/g). Araştırmacılar 

maksimum proteaz ve lipaz aktivitesini %50 substrat nemliliğinde ve 72-120. saat 

geliş periyotlarında pH 6.0-7.0’ da tespit etmişlerdir. Karbon kaynağı olarak maltoz 

ile zenginleştirmenin proteaz ve lipaz üretimini sırasıyla; 6.3 ve 1.6 kat arttırdığını 

tespit etmişlerdir. Proteaz üretimi için azot kaynağı olarak pepton eklenmesinin lipaz 

üretimi için NaNO3 eklenmesinin enzim üretimini Jatropha tohum küspesinin gramı 

başına lipaz aktivitesi 1084 U ve proteaz aktivitesi ise 11.376 U arttırdığını 

belirtmişlerdir. Araştırmacılar elde edilen sonuçların endüstriyel enzimlerin üretimi 

için SSF şartlarında bu bol biyokütlenin değerlendirilmesi için değişken 

yaklaşımların olabileceğini göstermişlerdir.  
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Narayana ve ark. (2008) topraktan ve kültür ortamından izole edilen  

Streptomyces albidoflavus’tan SmF yöntemiyle  α-amilaz elde etmişlerdir. Optimum 

amilaz üretim süresi olarak 84. saate ve pH 6.5 olarak tespit edilmiştir. Optimum 

aktivite sıcaklığı olarak 30 οC olarak belirlenmiştir. Karbon kaynakları olarak maltoz 

ve trehaloz en iyi aktivite veren kaynaklar olarak belirlenmiştir. Azot kaynakları 

olarak yeast ekstrakt, tryptone, sodyum nitrat, pepton ve soya kullanılmıştır. 

Maksimum  α-amilaz üretimi %1.5 nişasta ve %0.2 yeast içeren ortamlarda elde 

edildiği belirlenmiştir. 

Rajagopalan ve Khrisnan (2008) B. subtilis KCC 103 kullanarak 

şekerkamışı posası kültür ortamında   α-amilaz elde etmişlerdir. Şeker kamışı 

hidrolizatı eklenmesiyle besi ortamında α-amilaz üretimi 67.4 Uml-1olarak 

belirlenmiştir. Şeker kamışı hidrolizatının HPLC analizinde glukoz, ksiloz ve 

arabinoz oranları 0.9:1.0:0.16 olarak belirlenmiştir. 

Egwim ve Oloyede (2008) Digiteria exilis’ten palmiye, hindistan cevizi ve 

pamuk lifleri kullanarak 96 saate kadar inkübasyon yapılmış α-amilaz elde 

etmişlerdir. Palmiye küspesi kullanılarak elde edilen enzim aktivitesinin 25. saatte ve 

7.10-2 mg glukoz ml min-1 yoğunluğundaki ortamda enzim aktivitesini muhafaza 

ettiğini belirlemişlerdir. Hindistan cevizi ve pamuk liflerinin bulunduğu ortamda 

enzim aktivitesini 12. saatte yitirdiğini tespit etmişlerdir.  
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3 MATERYAL  ve METOD 

3.1  MATERYAL 

3.1.1 Mikroorganizma seçimi 

Çalışmalarımızda Doç.Dr. Zübeyde BAYSAL tarafından Van Gölü kıyısından 

izole edilen ve ODTÜ Ref-Gen Teknokent’te teşhis edilen Bacillus licheniformis 

bakterisi kullanılmıştır. 

3.1.2 Substrat seçimi 

Çalışmamızda substrat olarak çevremizde sıklıkla kullanılan tarımsal ürün 

atıklarından buğday kepeği, pirinç kabuğu, küspelik mısır, muz kabuğu,  pamuk sapı, 

darı, mercimek kepeği, portakal kabuğu, pirinç kabuğu ve elma kabuğu 

kullanılmıştır. 

3.1.3 Substrat parça büyüklüğü 

Çalışmamızda kurutulmuş bitkisel atıklar olan; buğday kepeği, pirinç kabuğu, 

küspelik mısır, muz kabuğu,  pamuk sapı, darı, mercimek kepeği, portakal kabuğu, 

pirinç kabuğu ve elma kabuğu öğütüldükten sonra 4 farklı elek (500 µm, 1000 µm, 

1500 µm, 2000 µm çaplı) yardımıyla elendi. Elde edilen farklı substratlardan 1000 

µm çapındaki parçalar kullanılıp enzim üretimi sağlandı. 

3.1.4 Kullanılan kimyasal maddeler  

K2HPO4, KH2PO4, NaH2PO4, Na2HPO4, NaOH, Trikloroasetikasit, Tris-

Base[Tris(hydroxymetyl), Asetik asit, Amonyum Sülfat, Sodyum sitrat, MgSO4, 
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Glukoz, nutrient broth, yeast-extract, NaCl, SDS, nişasta, Merck’ ten, p-

nitrofenilpalmitat, tris-hidroksimetilaminometan, Triton-X 100 Sigma’ dan, HCl 

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

3.1.5 Azot kaynakları: 

Bacto kasamino asit ve bacto liver Difco’dan; amonyum sülfat, üre, NH4Cl, 

NH4NO3 ve Methionin Merck Darmstag’dan temin edilmiştir. 

3.1.6 Karbon kaynakları: 

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

temin edilmiştir 

3.1.7 Besi Yeri Maddeleri: 

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

ATABAY’dan temin edilmiştir.  

3.1.8  Kullanılan Besiyerleri 

a) Sıvı Besiyeri: 

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

tamamlanıp otoklavlandı. 

NB:  25 g NB. alınıp 1 litre saf suya tamamlanıp otoklavlandı. 

Spizizen: 14 g K2 HPO4 

         6 g KH2PO4 
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         2 g Amonyum Sülfat 

       1 g Sodyum Sitrat 

       0,2 g MgSO4 1 litre saf suya tamamlanıp otoklavlandı. 

Otoklavlandıktan sonra % 1 Glikoz eklendi. 

b) Katı Besiyeri:  

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

tamamlanıp otoklavlandı. 

c) SSF Besiyeri: 

 Kurutulmuş bitkisel atıklar, besiyeri ortamında %30 (w/v) olacak şekilde 3 g 

1000  µm parça büyüklüğünde substratlardan kullanılarak 100  ml' lik erlenlere 

bırakıldı. Üzerlerine çeşme suyu eklenerek otoklavlandı. 

 Kullanılan Aletler:  

    İnkübatör ( Sanyo ) 

    Steril Kabin ( Telstar AV-100) 

Spektrofotometre (Varian Carry U.V. Visible) 

    Çalkalayıcı ( Julobo ) 

    Soğutmalı Santrifüj ( Sigma Christ 2K15 ) 

    Vorteks ( Stuart ) 

    Magnetik Karıştırıcı ( Stuart ) 
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    Deep-Freeze ( Haris, -70ºC ) 

    Etüv ( Heraus ) 

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

    Otoklav 

    Su Banyosu ( Grant 6G, -20, +100ºC ) 

    pH metre ( Jenvay 3010, PCP J01 elektrod ) 

    Sterilizatör ( Heraus ) 

    Blender ( Waring ) 

 Mikropipet (Gilson) 
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3.2 METOD 

3.2.1 Mikroorganizmaların Üretilmesi 

Van Gölü kıyısından izole edilen ODTÜ Ref-Gen Teknokent’te teşhis edilen 

Bacillus licheniformis bakterisi saklanma koşullarından (- 20°C) çıkarılıp 37°C’de 24 

saat boyunca NB, LB ve SP besiyerlerinde üretildi. α-Amilaz ve proteaz üretimleri 

için NB, LB ve SP sıvı besiyerleri kullanıldı. Bu besiyerleri 121°C’de 15 dak. 

otoklavlanarak steril edildi. 

100 ml’ lik erlenlerde 20 ml farklı sıvı besiyeri içeren ortamlara 100 μl örnek 

eklenerek 0.6 absorbansa gelecek şekilde 37°C’de 24 saat süreyle üretildi. Buradan 

alınan 100 μl örnek taze NB, LB ve SP besiyerlerine ekilerek 37°C’de 150 rpm’de 

24, 48, 72, 96 ve 120 saat süreyle inkübasyona bırakıldı. Alınan örnekler +4°C’de 

5000 rpm’de 5 dak. santrifüjlenerek hücre sporlardan arındırıldı. Enzim aktivitesi ve 

optimizasyon çalışmaları için üst sıvı kullanıldı. 

3.2.2 Çözeltilerin Hazırlanması: 

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 Üretimi Üzerine Farklı SSF Kaynakları Etkisi 

1000 µm boyunda olan buğday kepeği, pirinç kabuğu, küspelik mısır, pamuk 

sapı (büyük ve küçük parçalar halinde), darı, mercimek kepeği, portakal kabuğu, muz 
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kabuğu ve elma kabuğu 3 g tartılıp her biri farklı 100 ml’lik erlanmayer içerisine 

konuldu. Üzerlerine 10 ml çeşme suyu eklenip otoklavlandı. Daha sonra sıvı 

besiyerinden (LB) her birine 3’er ml bakteri ekimi yapıldı. Çalkalayıcıda 37ºC’de 24, 

48 ve 72. saat 200 rpm’de inkübasyona bırakıldı.  

3.3 Enzim Ekstraksiyonu: 

Bakteriyel kültür ortamında bulunan enzimi ekstrakte etmek için SSF besi 

yeri ortamına 10 ml çeşme suyu kullanılarak 30 dakika çalkalandı. Küçük substrat 

partikülleri, hücre ve sporlarından uzaklaştırmak için +4°C’de 5 dakika 

santrifüjlendi. Süpernatant üzerinden α-amilaz ve proteaz aktivite tayini yapıldı. 

3.3.1 α-Amilaz Aktivite Tayini 

α-Amilaz enzim aktivite tayini Bernfeld yöntemine göre yapıldı (Bernfeld 

1955). 150 μl enzim çözeltisi ve 200 μl % 0,5’lik nişasta çözeltisi (0,1 M Tris-HCl 

tamponu pH: 7) 37°C’de 30 dak. inkübe edildi. Süre sonunda reaksiyonu durdurmak 

için, 400 μl DNS (3,5 dinitro salisilik asit) çözeltisi ilave edilerek 5 dakika kaynar su 

banyosunda bekletildi. Daha sonra oda sıcaklığına geldiğinde 8 ml saf su ilave 

edilerek seyreltme yapılarak ve örneklerin absorbans değerleri 489 nm’ de 

spektrofotometrik ölçüm yapıldı.  

Bir enzim ünitesi deney koşullarında 1μmol nişastayı 30 dakikada maltoza 

parçalayan enzim miktarı olarak tanımlandı. 

3.3.1.1 Bernfeld Reaktifinin Hazırlanması: 

Bernfeld Reaktifinin hazırlanması Eklerde verilmiştir. (Ek-1). 
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3.3.1.2 Maltoz Standart Eğrisinin Hazırlanması 

Standart olarak maltoz kullanıldı. Standart eğriyi çizmek için derişimi bilinen 

maltozdan bir seri standart çözeltiler hazırlandı. Enzim aktivite tayinindeki yöntem 

uygulandı. Okunan absorbans değerlerine karşılık standart eğri çizilerek numunelerin 

maltoz miktarları eğriden hesaplandı. 

3.3.2 Proteaz Enzim Aktivite Tayini 

Proteaz aktivite tayini için 150  μl enzim çözeltisine 250 μl % 0.5 azokazein 

(0.1 M Fosfat tamponu; pH 8,5) ilave edildi. 37°C’ de 30 dakika inkübe edildi. Bu 

süre sonunda ortama 1ml TCA katılarak reaksiyon durduruldu. 15 dakika +4°C’de 

bekletildikten sonra 5 dakika santrifüj edildi. 1 ml üst sıvı üzerine 500 μl NaOH ilave 

edilerek 420 nm’de okundu (Leighton 1973). 

Bir enzim ünitesi deney koşullarında 1μmol azokazeini 30 dakikada 

parçalayan enzim miktarı olarak tanımlandı. 

3.3.3 Azokazein Standart Eğrisinin Hazırlanması 

Standart olarak azokazein kullanıldı. Standart eğriyi çizmek için derişimi 

bilinen azokazeinden bir seri standart çözeltiler hazırlandı. Enzim aktivite 

tayinindeki yöntem uygulandı. Okunan absorbans değerlerine karşılık standart eğri 

çizilerek numunelerin maltoz miktarları eğriden hesaplandı. 

3.3.4 Protein Miktar Tayini  

Protein miktar tayini standart olarak Bovin Serum Albumin (BSA) 

kullanılarak Lowry yöntemine göre yapıldı (Lowry 1951). 
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Standart eğriyi çizmek için derişimi bilinen (5 mg.ml-1) Bovin serum 

albumin’den bir seri standart çözeltiler hazırlandı. Bütün tüpler saf su ile 500 μL’ye 

tamamlandı. Daha sonra tüplere 5 ml alkalin çözeltisi katılarak, 15 dakika 40ºC su 

banyosuna bırakıldı. Sonra üzerine folin reaktifinden (1:1) 500 μL katılarak 30 

dakika sonra 660 nm’de absorbans değerleri okundu. Okunan değerlere karşılık 

standart eğri çizildi. Numunelerin protein içerikleri bu eğriden hesaplandı.  

3.3.5 Enzim Üretimi Üzerine Değişik İnkübasyon Sürelerinin Etkisi 

1000 µm boyunda olan pirinç kabukları alındı. 3 g tartılıp üzerine 10 ml 

çeşme suyu eklenip eklenip 100 ml’lik erlenmayer içerisine eklenip otoklavlandı. 

Daha sonra sıvı besiyerinden (LB) her birine 3’er ml bakteri ekimi yapılarak. 

37ºC’de 200 rpm’de inkübasyona bırakıldı. Her 24 saatte bir beş gün süreyle (12; 24; 

48; 72; 96; 120 saat) örnek alınarak enzim aktivitesi kontrol edilerek uygun 

inkübasyon süresi belirlendi. 

3.3.6 Enzim Üretimi Üzerine Üreme Sıcaklığının Etkisi 

Katı substrat olarak 1000 µm boyunda olan pirinç kabukları alındı. 3 g 

tartılarak üzerine 10 ml çeşme suyun konularak otoklavlandı. Daha sonra ortama sıvı 

besiyerinden alınan 3 ml bakteri ekilerek 35, 37, 40, 45, 50 ve 55ºC’de besiyerleri 

inkübasyona bırakıldı. Amilaz için 24, proteaz için 48. saatler sonunda üzerlerine 10 

ml çeşme suyu eklendikten sonra 30 dakika çalkalanmaya devam etti. Santrifüjlenen 

materyalden üst sıvı elde edilerek α- amilaz ve proteaz aktivite tayini yapıldı. 
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3.3.7 Enzim Üretimi Üzerine İnokülüm Hacmi Etkisi 

Uygun inokülüm hacminin belirlenmesi için sıvı besiyerinden SSF’li ortama 

0,5 ml’den başlayıp 3,5 ml’ye kadar arttırılarak alınan bakteri ekimi yapıldı. 

Çalkalayıcıda 37ºC’de 200 rpm’de çalkalandı. Amilaz için 24, proteaz için 48. saatler 

sonunda üzerlerine 10 ml çeşme suyu eklendikten sonra 30 dakika çalkalanmaya 

devam etti. Santrifüjlenen materyalden üst sıvı elde edilerek α- amilaz ve proteaz 

aktivite tayini yapıldı. 

3.3.8 Enzim Aktivitesi Üzerine Sıcaklığın Etkisi 

α-Amilaz ve proteaz aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisini belirlemek için 

enzim içeren üst sıvılar sıcak su banyosunda 30 dakika boyunca 35ºC’den başlayarak 

40; 45; 50; 55; 60; 65; 70; 75ºC’ye kadar bekletildikten sonra α- amilaz ve proteaz 

aktivite tayini yapıldı. 

3.3.9 Enzim Aktivitesi Üzerine pH’sının Etkisi 

Enzim aktivitesi üzerine pH etkisini incelemek için 50 mM 

konsantrasyonlarda asetat tamponu (pH: 4,0-6,5) ;Tris-HCl tamponu (pH: 7,0-8,0) ve 

fosfat tamponu (pH: 8,5-9,5) kullanılarak substratlar hazırlandı. 

3.3.10 Enzim Üretimi Üzerine Ekstraksiyon Ortamının Etkisi 

Enzim üretimi üzerine ekstraksiyon ortamının etkisini belirlemek için SSF’li 

ortama 10 ml Çeşme suyu (kontrol) , Tampon (amilaz için pH 6.0, proteaz için pH 

8.5 tamponu) Saf su, %2 SDS ve 50 mM NaCl eklenerek otoklavlandı. Çalkalayıcıda 

37ºC’de 200 rpm’de çalkalandı. 24 ve 48.saatlik süreler sonunda üzerlerine 10 ml 
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çeşme suyu( kontrol) , tampon, saf su, SDS ve 50 mM NaCl ayrı ayrı eklendikten 

sonra 30 dakika çalkalanmaya devam etti. Santrifüjlenen materyalden üst sıvı elde 

edildi. Amilaz için 24. saatte, Proteaz için 48. saatte elde edilen üst sıvılar enzim 

kaynağı olarak kullanılarak α- amilaz ve proteaz aktivite tayini yapıldı. 

3.3.11 Enzim Üretimi Üzerine Karbon Kaynakları Etkisi 

SSF katı besiyeri hazırlandıktan sonra %1, %2 ve %3 oranlarında hazırlanan 

karbon kaynaklarından nişasta, maltoz, glukoz, galaktoz, fruktoz ve sukroz steril 

edildikten sonra besiyerine bırakıldı. Ekim yapıldıktan sonra α-amilaz için 24 saat, 

proteaz için 48 saat inkübasyona bırakılan örneklerin her birine inkübasyon süresi 

sonunda aktivite tayini yapıldı. 

3.3.12 Enzim Üretimi Üzerine Azot Kaynakları Etkisi  

SSF katı besiyeri hazırlandıktan sonra %1, %2 oranında hazırlanan azot 

kaynaklarından  bacto kasamino asit, bacto liver, amonyum sülfat, üre, NH4Cl ve 

methionin besiyerine eklendi. Ekim yapıldıktan sonra amilaz için 24 saat, proteaz 

için 48 saat inkübasyona bırakılan örneklerin her birine, inkübasyon süresi sonunda 

aktivite tayini yapıldı.   

 

3.3.13 Uygun Kepek Miktarının Belirlenmesi 

Enzim üretimi üzerine kepek miktarının oranını belirlemek için1000 µm 

boyunda olan pirinç kabukları alındı. % 20’den başlayarak %30, %40, %50 ve  

%60’a kadar kepek tartılıp üzerine 10 ml çeşme suyu eklenip 100 ml’lik erlenmayer 
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içerisine bırakılarak otoklavlandı. Daha sonra sıvı besiyerinden (LB) her birine 3’er 

ml bakteri ekimi yapıldı. Çalkalayıcıda 37ºC’de 200 rpm’de çalkalandı. 24 ve 48. 

saatlik süreler sonunda üzerlerine 10 ml çeşme suyu eklendikten sonra 30 dakika 

çalkalanmaya devam etti. Santrifüjlenen materyalden üst sıvı elde edilerek α- amilaz 

ve proteaz aktivite tayini yapıldı. 

3.3.14 Kepek Karışım Miktarlarının Belirlenmesi 

Enzim Üretimi üzerine kepek karışım miktarını belirlemek için pirinçle 

birlikte en iyi aktivite veren buğday kepeği alınarak toplam kütleleri 3 g. Olacak 

şekilde 0.5 gramdan başlanarak (0.5 g+2.5 g; 1 g +2 g; 1.5g+1.5 g; 2 g+1 g; 2.5 g+ 

0.5 g) farklı karışım oranları elde edildi. 3 g tartılıp her biri farklı 100 ml’lik 

erlanmayer içerisine konuldu. Üzerlerine 10 ml çeşme suyu eklenip otoklavlandı. 

Daha sonra sıvı besiyerinden (LB) her birine 3’er ml bakteri ekimi yapıldı. 

Çalkalayıcıda 37ºC’de 200 rpm’de çalkalandı. 24 ve 48. saatlik süreler sonunda 

üzerlerine 10 ml çeşme suyu eklendikten sonra 30 dakika çalkalanmaya devam etti. 

Santrifüjlenen materyalden üst sıvı elde edilerek α- amilaz ve proteaz aktivite tayini 

yapıldı. 
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4  BULGULAR 

4.1 Mikroorganizma özellikleri 

Çalışmamızda kullandığımız Bacillus licheniformis bakterisinin üreme 

zamanı ve bazı özellikleri şunlardır. 

Minimum üreme sıcaklığı: 15°C; Maksimum üreme sıcaklığı: 50°C, 

Optimum üreme sıcaklığı 37°C 

Salgıladığı bazı enzimler: Amilaz, proteaz, lipaz, katalaz 

4.2 Enzim Üretimi Üzerine Farklı SSF Kaynaklarının Etkisi 

Buğday kepeği, pirinç kabuğu, küspelik mısır, pamuk sapı, darı, mercimek 

kepeği, portakal kabuğu, muz kabuğu ve elma kabuğunun amilaz ve proteaz aktivite 

tayinleri yapılıp elde edilen sonuçlar Şekil 4.1 ve Şekil 4.2’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4.1. Farklı substratların amilaz üretimi üzerine etkisi 

E: elma; Mu: muz; Pi: pirinç; B: buğday; D: darı; M: mısır;  

Pb: pamuk büyük parç.; Pk: pamuk küçük parç., Me:mercimek 
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Bacillus licheniformis bakterisinin farklı bitki atıklarının bulunduğu ortamda 

üretilmesiyle ilgili sonuçlara göre en iyi α-amilaz üretimi 24. saatte 0,443 U/mg 

olarak pirinç kabuklarının bulunduğu ortamda elde edilmiştir. Buğday kepeğinin katı 

substrat olarak kullanıldığı ortamda 48. saatte α-amilaz üretimi pirinç kabukları 

bulunan ortama yakın olarak bulunmuştur. Elma, pamuğun büyük parçaları ve küçük 

parçalarını bulunduğu ortamda α-amilaz üretimi düşük oranda bulunmuştur. Mısır 

atıklarının bulunduğu ortamda 24, 48 ve 72. saatte de birbirine yakın düşük sonuçlar 

elde edilmiştir. Mercimek kabuğunun katı substrat olarak kullanıldığı ortamda 48 ve 

72. saatlerde α-amilaz üretimi pirinç ve buğdaydan elde edilen aktiviteye yakın 

olarak belirlenmiştir. Darının katı substrat olarak kullanıldığı ortamda α-amilaz 

üretimi sadece 48. saatte bulunmuştur. Muz kabuklarının katı substrat olarak 

kullanıldığı ortamda 24. saatte α-amilaz aktivitesi olmadığı, 48. saatte düşük α-

amilaz üretimi olduğu ve 72. saatte üretimin daha da düştüğü tespit edilmiştir.  
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Şekil 4.2. Farklı substratların  proteaz üretimi üzerine etkisi 

E: elma; Mu: muz; Pi: pirinç; B: buğday; D: darı; M: mısır;  

Pb: pamuk büyük parç.; Pk: pamuk küçük parç., Me:mercimek 
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Bacillus licheniformis bakterisinin farklı bitki atıklarının bulunduğu ortamda 

üretilmesiyle ilgili sonuçlar göre en iyi proteaz üretimi 48. saatte 469 U/mg olarak 

pirinç kabuklarının bulunduğu ortamda elde edilmiştir. Buğday kepeğinin katı 

substrat olarak kullanıldığı ortamda 48. saatte proteaz üretimi pirinç kabukları 

bulunan ortama yakın olarak bulunmuştur. Elma, muz kabuğu pamuğun büyük 

parçaları ve küçük parçalarının substrat olarak bulunduğu ortamda proteaz üretimi 

pirinç ve buğday kepeklerinin bulunduğa ortama göre daha düşük olarak 

bulunmuştur. Mısır ve darı atıklarının bulunduğu ortamda 24, 48 ve 72. saatte de 

birbirine yakın sonuçlar elde edilmiş olup her ikisinde de 48. saatte en iyi proteaz 

üretimi bulunmuştur. Mercimek kabuğunun katı substrat olarak kullanıldığı ortamda 

72. saatlerde proteaz üretimi mısırdan elde edilen aktiviteye yakın olarak 

belirlenmiştir.   

4.3 Enzim Üretimi Üzerine Değişik İnkübasyon Sürelerinin Etkisi 

SSF ortamına 12. saatten 120. saate kadar her 24 saatlik süre sonunda  α-

amilaz ve proteaz aktivite tayini yapıldı. Bulunan değerler Şekil 4.3 ve 4.4’te 

gösterilmiştir.  
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Şekil 4.3. İnkübasyon süresinin amilaz üretimi üzerine etkisi 

Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabuklarının katı substrat olarak 

kullanıldığı SSF’li ortamında en yüksek α-amilaz üretimi 24. saatte 0,5 U/mg olarak 

tespit edilmiştir. α-Amilaz aktivitesinin 24. saatten sonra 48 ve 72. saatlerde düştüğü 

belirlenmiştir.  
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Şekil 4.4. İnkübasyon süresinin Proteaz üretimi üzerine etkisi 
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Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabuklarının katı substrat olarak 

kullanıldığı SSF’li ortamında en yüksek proteaz üretimi 48. saatte 496 U/mg olarak 

tespit edilmiştir. Proteaz aktivitesinin 48 ve 72. saatlerde biribirine yakın olduğu 48. 

saatten sonra 72, 96 ve 120. saatlerde düştüğü belirlenmiştir.  

4.4 Enzim Üretimi Üzerine Sıcaklığın Etkisi 

Enzim üretimi üzerine sıcaklığın etkisini belirlemek için SSF’li besiyeri 35, 

37, 40, 45, 50 ve 55ºC’de inkübasyona bırakıldı. Amilaz için 24. Saatte, proteaz için 

48. saatte enzim aktivitelerine bakıldı. Bulunan değerler Şekil 4.5 ve 4.6’da 

gösterilmiştir.  
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Şekil 4.5. Amilaz üretimi üzerine sıcaklığın etkisi 

Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabuklarının katı substrat olarak 

kullanıldığı SSF’li ortamında α-amilaz aktivitesi için bakteri üretim sıcaklığı olarak 

37ºC olarak tespit edilmiştir. Sıcaklık 40ºC’nin üzerine çıktığında çok düşük üretim 
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gösterdiği tespit edilmiştir.  45ºC ve daha yüksek sıcaklıklarda üretilen bakterilerde 

α-amilaz üretimine rastlanılmamıştır. 

0
50

100
150
200
250
300
350
400
450
500

35 37 40 45 50 55

Sıcaklık (ºC)

S
pe

si
fik

 a
kt

iv
ite

 (U
/m

g)

 

Şekil 4.6. Proteaz üretimi üzerine sıcaklığın etkisi 

Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabuklarının katı substrat olarak 

kullanıldığı SSF’li ortamında en iyi proteaz aktivitesi, bakterilerin 37ºC’de üretildiği 

48. saatte tespit edilmiştir. 40ºC ve daha yüksek sıcaklıklarda üretilen bakterilerde 

proteaz üretimine rastlanmamıştır. 

4.5 Enzim Üretimi Üzerine İnokülüm Hacminin Etkisi 

Uygun inokülüm hacminin belirlenmesi için yapılan deneylerde amilaz için 

24. saatte, proteaz için 48. saatte enzim aktivitelerine bakıldı. Elde edilen sonuçlar 

Şekil 4.7 ve Şekil 4.8’de gösterilmiştir. 

 



62 

0

0,1

0,2

0,3
0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

İnokülüm hacmi (ml)

S
pe

si
fik

 a
kt

iv
ite

 (U
/m

g)

 

Şekil 4.7. İnokülüm hacminin amilaz üretimi üzerine etkisi 

Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabuklarının katı substrat olarak 

kullanıldığı SSF’li ortamında α-amilaz aktivitesi için sıvı besiyerinden SSF’li ortama 

aktarılan inokülüm hacmi 2 ml olarak belirlenmiştir. İnokülüm hacminin 05, ml’den 

başlayıp 2 ml’ye kadar arttırılmasıyla α-amilaz üretiminin arttığı 2 ml’den sonra ise 

az da olsa düştüğü tespit edilmiştir. 
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Şekil 4.8. İnokülüm hacminin proteaz üretimi üzerine etkisi 
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Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabuklarının katı substrat olarak 

kullanıldığı SSF’li ortamında proteaz üretimi için sıvı besiyerinden SSF’li ortama 

aktarılan en iyi inokülüm hacmi 3 ml olarak belirlenmiştir. İnokülüm hacminin 05, 

ml’den başlayıp 3 ml’ye kadar arttırılmasıyla proteaz üretiminin arttığı 2,5–3,5 ml 

arasında ise çok fazla düşmeden stabil olarak kaldığı tespit edilmiştir. 

4.6 Enzim Aktivitesi Üzerine Sıcaklığın Etkisi 

Amilaz ve proteaz aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisini araştırmak için 35ºC-

75ºC aralıklarında çalışıldı. Amilaz için 24. saatte, proteaz için 48. saatte enzim 

aktivitelerine bakıldı. Elde edilen sonuçlar Şekil 4.9 ve 4.10’da gösterilmiştir. 
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Şekil 4.9. Amilaz aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisi 

Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabuklarının katı substrat olarak 

kullanıldığı SSF’li ortamında amilaz aktivitesi için alınan enzim içeren üst sıvıların 

30 dakika boyunca farklı sıcaklıklarda bekletildikten sonra enzim aktivitesinin 

40ºC’de bekletildiğinde en yüksek aktiviteyi verdiği belirlenmiştir.  
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Şekil 4.10. Proteaz aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisi 

Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabuklarının katı substrat olarak 

kullanıldığı SSF’li ortamında proteaz aktivitesi için alınan enzim içeren üst sıvıların 

30 dakika boyunca farklı sıcaklıklarda bekletildikten sonra enzim aktivitesinin 

45ºC’de bekletildikten sonra en iyi aktiviteyi verdiği belirlenmiştir. 

4.7 Enzim Aktivitesi Üzerine pH’nın Etkisi 

Enzim aktivitesi üzerine pH’nın etkisini incelemek için 50 mM 

konsantrasyonlarda; asetat tamponu (pH;4-5-6), Tris-HCl tamponu (pH;7-8) ve fosfat 

tamponu (pH;8,5-9,5) kullanıldı. En yüksek aktivitenin amilaz için pH 6,0, proteaz 

için pH 8,5 olduğu saptandı. Elde edilen sonuçlar Şekil 4.11 ve Şekil 4.12’de 

gösterilmiştir. 
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Şekil 4.11. Amilaz aktivitesi üzerine pH’nın Etkisi 

Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabuklarının katı substrat olarak 

kullanıldığı SSF’li ortamında amilaz aktivitesi için en uygun pH miktarı olarak pH; 6 

olarak belirlenmiştir. pH; 4 ve 4,5 civarlarında aktivitenin çok düşük olduğu ve pH; 

5’ten sonra pH; 6’ya kadar aktivitenin giderek arttığı belirlenmiştir. pH; 6’dan sonra 

ise aktivitenin azaldığı gözlenmiştir. 
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Şekil 4.12. Proteaz aktivitesi üzerine pH’nın Etkisi 

Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabuklarının katı substrat olarak 

kullanıldığı SSF’li ortamında proteaz aktivitesi için en uygun pH miktarı olarak pH; 

8,5 olarak belirlenmiştir. pH; 5’te aktivitenin çok düşük olduğu ve pH; 5’ten sonra 

pH; 8,5’e kadar aktivitenin giderek arttığı belirlenmiştir. pH; 8,5’den sonra ise 

aktivitenin azaldığı gözlenmiştir. 

4.8 Enzim Üretimi Üzerine Ekstraksiyon Ortamının Etkisi  

Enzim üretimi üzerine Ekstraksiyon ortamının etkisini belirlemek için,  katı 

substrat olarak pirinç kabuklarının bulunduğu SSF’li ortama  çeşme suyu (kontrol), 

tampon ( amilaz için pH:6 tamponu, proteaz için pH:8,5 tamponu), saf su, SDS ve 50 

mm NaCl eklenerek elde edilen üst sıvılar enzim kaynağı olarak kullanıldı. Amilaz 

ve proteaz için aktivitelerine bakıldı.  Elde edilen sonuçlar Şekil 4.13 ve Şekil 

4.14’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4.13. Ekstraksiyon ortamının  amilaz  üretimi üzerine etkisi 

 Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabuklarının katı substrat olarak 

kullanıldığı SSF’li ortamına eklenen çeşme suyunun tampon, saf su SDS ve NaCl’ye 

oranla oldukça yüksek oranda amilaz üretimi (0,66 U/mg) gösterdiği belirlenmiştir. 

NaCl kullanılan ortamda enzim üretimine rastlanılmamıştır. 
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Şekil 4.14. Ekstraksiyon ortamının  proteaz  üretimi üzerine etkisi 
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Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabuklarının katı substrat olarak 

kullanıldığı SSF’li ortamına eklenen çeşme suyunun tampon, saf su SDS ve NaCl’ye 

oranla oldukça yüksek oranda proteaz üretimi (470U/mg) gösterdiği belirlenmiştir. 

4.9 Enzim Üretimi Üzerine Karbon Kaynaklarının Etkisi 

SSF ortamına nişasta, maltoz, glukoz, galaktoz, fruktoz ve sukroz kuru 

ağırlığa göre %1, %2 ve %3 oranında ilave edildi. Elde edilen üst sıvılardan amilaz 

ve proteaz aktiviteleri yapıldı. Elde edilen sonuçlar Şekil 4.15 ve Şekil 4.16’da 

gösterilmiştir. 
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Şekil 4.15. Karbon kaynaklarının amilaz üretimi üzerine etkisi 

Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabuklarının katı substrat olarak 

kullanıldığı SSF’li ortamına eklenen karbon kaynakları bakımından nişastanın 

%2’lik kullanıldığı ortamda (0,736 U/mg) ve galaktozun %1’lik kullanıldığı ortamda 

(0,721 U/mg) amilaz üretimi kontrolden daha yüksek ölçülmüştür. Glikoz ve 
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fruktozun her üç konsantrasyonda da kontrole göre daha az amilaz üretimi verdiği 

belirlenmiştir. Sükroz ve maltoz içeren ortamlarda amilaz aktivitesi nispeten glikoz 

ve fruktoz içeren ortamın amilaz üretiminden daha iyi, kontrolden ise daha az amilaz 

aktivite verdikleri belirlenmiştir. 
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Şekil 4.16. Karbon kaynaklarının proteaz üretimi üzerine etkisi 

Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabuklarının katı substrat olarak 

kullanıldığı SSF’li ortamına eklenen karbon kaynakları bakımından en yüksek 

proteaz üretimi maltozun %1’lik konsantrasyonundan 696 U/mg olarak 

belirlenmiştir. Nişasta, fruktoz ve maltozun %1 olarak eklendiği ortamlardan elde 

edilen proteaz üretimi kontrolden daha yüksek olarak belirlenmiştir. Glikoz ve 

sükrozun her üç konsantrasyonlarının bulunduğu ortamlarda proteaz üretimi 

kontrolden daha düşük olarak belirlenmiştir. 
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4.10 Enzim Üretimi Üzerine Azot Kaynaklarının Etkisi 

SSF ortamına  %1, %2 ve %3 oranında bacto kasamino asit, bacto liver, 

amonyum sülfat, üre, NH4Cl ve methionin ilave edildi. Elde edilen üst sıvıdan amilaz 

ve proteaz için enzim aktivitelerine bakıldı. Elde edilen sonuçlar Şekil 4.17 ve Şekil 

4.18’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4.17. Azot kaynaklarının amilaz üretimi üzerine etkisi 

Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabuklarının katı substrat olarak 

kullanıldığı SSF’li ortamına eklenen azot kaynakları bakımından %1’lik amonyum 

sülfat (0,77 U/mg) ve Bacto casamino asit (0,76 U/mg) en iyi amilaz aktivitesi 

vermişlerdir. %2’lik Bacto liver ve %1’lik Amonyum klorür kontrole yakın amilaz 

aktivitesi vermişlerdir. Üre ve Methionin eklenen ortamın aktivitesi kontrolden az 

çıkmasına rağmen değerler birbirlerine yakın olarak bulundu.  
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Şekil 4.18. Azot kaynaklarının proteaz  üretimi üzerine etkisi 

Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabuklarının katı substrat olarak 

kullanıldığı SSF’li ortamına eklenen azot kaynakları bakımından en yüksek enzim 

üretimi %2’lik amonyum sülfat (402 U/mg),bulunan ortamda elde edilmiştir. %1’lik 

Bacto casamino asit ve %1’lik üre kontrole daha yüksek proteaz aktivitesi 

göstermişlerdir. %2’lik Bacto casamino asid ve %1’lik methioninden elde edilen 

proteaz aktivitesi kontrole çok yakındır. Bacto liver’in her üç konsantrasyon oranı da 

kontrolün altında proteaz aktivitesi vermişlerdir. %1’lik amonyum klorür eklenen 

ortamda ise proteaz aktivitesine rastlanmamıştır. 

4.11 Enzim Üretimi Üzerine Kepek Miktarının Etkisi 

Enzim aktivitesi üzerine kepek miktarının oranını belirlemek için1000 µm 

boyunda olan pirinç kabukları alındı. % 20’den başlayarak  % 60’a kadar kepek 
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miktarı arttırıldığı çalışmada elde edilen sonuçlar Şekil 4.19 ve Şekil 4.20’de 

gösterilmiştir. 
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Şekil 4.19. Farklı kepek miktarlarının amilaz üretimi üzerine etkisi 

Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabuklarının katı substrat olarak 

kullanıldığı SSF’li ortamında amilaz üretimi için en uygun kepek miktarı olarak 

%30’luk (3 g)  kepek miktarının kullanıldığı ortamda 0,66 U/mg olarak belirlenmiştir. 

Kepek miktarı arttırıldığında amilaz enzim aktivitesinin düştüğü görülmüştür.  
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Şekil 4.20. Farklı kepek miktarlarının proteaz  üretimi üzerine etkisi 

Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabuklarının katı substrat olarak 

kullanıldığı SSF’li ortamında proteaz aktivitesi için en uygun kepek miktarı olarak 

%30’luk (3 g)  kepek miktarının kullanıldığı ortamda 462 U/mg olarak belirlenmiştir. 

%30’luk ve %40’lık kepek miktarlarının proteaz aktivite değerleri birbirlerine yakın 

olarak belirlenmiştir. Kepek miktarı arttırıldığında proteaz enzim aktivitesinin düştüğü 

görülmüştür.  

4.12 Enzim Üretimi Üzerine Kepek Karışımlarının Etkisi 

Enzim üretimi üzerine kepek karışım miktarını belirlemek için pirinçle 

birlikte en iyi aktivite veren buğday kepeği alınarak farklı oranlarda karıştırıldı. Elde 

edilen sonuçlar Şekil 4.21 ve Şekil 4.22’da gösterilmiştir. 
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Şekil 4.21. Kepek karışım oranlarının amilaz üretimi üzerine etkisi 

1:%30 Pirinç 4: %15 Pirinç+%15 buğday 

2:%25 Pirinç+%5 Buğday 5: %10 Pirinç+%20 Buğday 

3:%20 Pirinç+%10 Buğday 6:%5 Pirinç+%25 Buğday 

Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabukları ve buğday kepeğinin en 

iyi aktivite veren substratlar olarak belirlendiği ortamda optimum enzim aktivitesi % 

20 pirinç kabuğu ve % 10 buğday kepeği karışımının bulunduğu ortamda 0,96 U/mg 

olarak belirlenmiştir. Karışımdaki pirinç miktarı azalıp buğday miktarı arttıkça 

aktivitenin giderek arttığı, pirinç miktarı % 20’nin altına indikten sonrada aktivitenin 

düştüğü belirlenmiştir. 
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Şekil 4.22. Kepek karışım oranlarının proteaz enzim  aktivitesi üzerine etkisi 

1:%30 Pirinç 4: %15 Pirinç+%15 buğday 

2:%25 Pirinç+%5 Buğday 5: %10 Pirinç+%20 Buğday 

3:%20 Pirinç+%10 Buğday 6:%5 Pirinç+%25 Buğday 

Bacillus licheniformis bakterisinin pirinç kabukları ve buğday kepeğinin en 

iyi aktivite veren substratlar olarak belirlendiği ortamda optimum enzim aktivitesi % 

15 pirinç kabuğu ve % 15 buğday kepeği karışımının bulunduğu ortamda 475 U/mg 

olarak belirlenmiştir. Karışımdaki başta pirinç miktarı azalıp buğday miktarı arttıkça 

aktivitenin giderek arttığı, pirinç miktarı % 15’in altına indikten sonrada aktivitenin 

düştüğü belirlenmiştir. Buğdaya oranla Pirinç miktarının fazlalığının aktiviteyi daha 

da arttırdığı belirlenmiştir. 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Son yıllarda gelişen biyoteknolojik tekniklerin kullanımı sayesinde 

mikroorganizmalardan çok sayıda ürün elde edilmeye başlanmıştır. Bu ürünlerin en 

önemlilerinden biri de enzimlerdir. Enzimler gıda, tekstil, kâğıt, deterjan, medikal vb. 

gibi birçok alanda oldukça önemli bir kullanım alanına sahiptirler (Dağaşan 1997). 

Mikroorganizmalar kullanılarak enzim üretim çalışmaları oldukça eski ve 

yaygındır. Mikroorganizma kökenli enzimlerin katalitik aktivitelerinin yüksek 

olması, istenmeyen yan ürün oluşturmamaları, daha stabil ve ucuz olmaları, fazla 

miktarda üretilebilir olmaları bu enzimlerin önemli özellikleri ve tercih edilme 

nedenleridir (Kıran ve ark 2006). 

Bu çalışmada yöremizde bulunan tarımsal atıkların değerlendirilebilmesinde, 

SSF tekniği kullanarak amilaz ve proteaz üretimi incelenmiştir. Mikroorganizma 

olarak Van Gölü kıyısından izole edilen Bacillus licheniformis bakterisi 

kullanılmıştır. Bu bakterinin tercih edilmesinin sebebi; alkalik pH’da olan Van 

Gölü’nde yaşayan  bir bakterinin enzim üretme potansiyelinin araştırılmasıdır. 

Çalışmamızda, SSF yöntemiyle katı substrat olarak pirinç kabuğu, buğday 

kepeği, küspelik mısır, mercimek kabuğu, darı, elma kabuğu, muz kabuğu ve pamuk 

atık parçaları gibi tarımsal atıklar kullanılarak α-amilaz ve proteaz enzim aktivitesi 

incelenmiştir. En uygun amilaz ve proteaz enzim üretimi için katı substrat olarak, 

Şekil 4.1 ve Şekil 4.2’de gösterildiği gibi, pirinç kabuğu ve buğday kepeği 

belirlenmiştir. SSF’te pirinç kabuğu ve buğday kepeğinin kullanımı daha önceki 

çalışmalarda belirtildiği gibi oldukça yaygındır (Krishna ve ark. 1996; Elliah ve 

ark. 2002). Pirinç kabuğu ve buğday kepeğinde zengin içerikli vitamin ve 



77 

minerallerin bulunması mikroorganizmaların üremesini kolaylaştırmış ve enzim 

üretme kapasitelerini arttırmış olabilir. 

SSF’ de kullanılan başlıca substratlar daha önceki çalışmalarda da belirtildiği 

gibi genellikle pirinç, buğday, darı, mısır, soya fasulyesi gibi yöresel farklı kullanım 

gösteren sanayi ve tarımsal atıklardır. Bu çalışma ile pirinç ve buğday kepeklerinin 

katı substrat olarak kullanılması büyük ölçüde endüstriyel enzimlerin üretilmesini ve 

ayrıca çevre sorunlarına yol açan bu atıkların, hem ekonomik hem de güvenli şekilde 

değerlendirilebileceğini göstermektedir. 

 Bu çalışmada pirinç kabuğunun katı substrat olarak kullanıldığı ortamda en 

yüksek amilaz üretimi 24. saatte 0,5 U/mg; en yüksek proteaz üretimi ise 48. saatte 

496 U/mg ölçülmüş olup elde edilen sonuçlar Şekil 4.3 ve 4.4’te gösterilmiştir. 

Amilaz üretiminin 24. saatten sonra azaldığı belirlenmiştir. Daha önceki çalışmalarda 

inkübasyon süresi olarak 24. saatler ile 120. saatler arasında en yüksek amilaz 

üretimi rapor edilmiştir. Fakat yaygın olarak amilaz genellikle 24. saatlerde en 

yüksek üretimi vermektedir (Krishna ve ark. 1996;Baysal ve ark. 2003; Uyar ve 

ark. 2004). Bu sonuç daha önceki çalışmalarla paralellik göstermektedir. 24. saatten 

sonra amilaz üretiminin düşmüş olmasının sebebi, ortamda 48. saatten itibaren 

artmaya başlayan proteaz enziminin varlığına bağlı olabileceği düşünülmektedir. 

Proteaz enzimi için ise 24. saatte üretim az olup 48. saatte maksimum 

seviyeye çıkmış ve bu süreden sonra üretim düşmeye başlamıştır. Daha önceki 

çalışmalarda da proteaz enziminin 24. saatten sonra üretiminin artmaya başladığı 

görülmektedir. Bu sonuçlar daha önceki çalışmalara paralellik göstermektedir 

(Sandhya 2004).  
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Enzim üretimi üzerine sıcaklığın etkisini incelemek için yaptığımız 

çalışmada, Şekil 4.5. ve 4.6.’da da görüldüğü gibi, amilaz ve proteaz için maksimum 

enzim üretimi 37οC’lik inkübasyon ortamından elde edilmiştir. 40οC’den daha 

yüksek sıcaklıklarda enzim üretimin olmadığı görülmüştür. Van gölü kıyısından izole 

edilen Bacillus licheniformis’in optimum üreme sıcaklığı 37οC’dir. Bu 

mikroorganizmanın minimum üreme sıcaklığı 15οC, maksimum üreme sıcaklığı ise 

55οC olarak bulunmuş olup kültür ortamının da bu sıcaklığa benzer koşullarda olması 

enzim üretme yeteneklerini arttırmış olabilir. 

Enzim üretimi üzerine inokülüm hacminin etkisini belirlemek için yapılan 

çalışmalarda, Şekil 4.7. ve 4.8’de de gösterildiği gibi, en yüksek enzim üretimi 

amilaz için 2 ml, proteaz için 3 ml eklenen ortamlarda sırasıyla 0,7 U/mg ve 464 

U/mg olarak tespit edilmiştir. Amilaz üretiminde inokülüm hacmi 2 ml’nin üstüne 

çıktığında enzim üretiminin azalmaya başladığı gözlenmiştir. Proteaz üretiminde ise 

inokülüm hacminin 1,5–3,5 ml arasındaki değişimlerinde enzim üretiminin pek 

değişmediği gözlenmiştir. Ortamda bulunan bakteri miktarının azlığı üremenin yavaş 

olmasına neden olacaktır. İnokülüm hacmi arttıkça, ortamda bulunan bakteri 

yoğunluğu da artacak ve doğal olarak sentezlediği metabolitler de artacaktır. Bu 

metabolitlerin artışı proteaz üretimini indüklemiş ve dolayısıyla proteaz miktarını 

arttırmış olabileceği düşünülmektedir. 

Çalışmamızda amilaz için optimum aktivite sıcaklığı 40οC, proteaz için ise 

45οC olarak belirlenmiştir. Amilaz enzimi 70οC’de aktivitesini yaklaşık olarak %60 

olarak muhafaza ettiği Şekil 4.9.’da gösterilmektedir. Özellikle kâğıt endüstrisinde 

kullanılan amilazlarda optimum sıcaklık olarak 45–60οC’lik sıcaklık aralığı 
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istenmektedir. Kâğıt endüstrisinde nişastanın kâğıda eklenmesiyle kâğıdın 

sertleştirilmesi-toplanması için nişastanın bulamaç haline getirilmesi ve transfer 

edilmesi gereklidir. Bu işlemin sıcaklık aralığı 45–60οC aralığındadır (Tolan 1996). 

Çalışmamızda elde ettiğimiz amilaz enzimi kâğıt endüstrisinde kullanılabilecek 

özellikler taşımaktadır. 

Şekil 4.10’de görüldüğü gibi proteaz enziminin optimum sıcaklığı 45οC’dir. 

Enzim 70οC’de aktivitesini halen %62 olarak korumaktadır. Özellikle deterjan ve 

deri işleme sanayii sıcaklığa bağlı süreçler olduğundan belirli sıcaklılara karşı bu 

enziminin kullanılabileceği düşünülmektedir. 

Çalışmamızda enzim aktivitesi üzerine pH’nın etkisini araştırmak için 

kullanılan tampon çözeltilerde amilaz için en yüksek aktivite pH 6,0 ve proteaz için 

pH 8,5 olarak tespit edilmiştir (Şekil 4.11 ve 4.12). Daha önceki çalışmalarda amilaz 

için optimum aktivite pH’sı genellikle 5-6,5 arasında değişmektedir (Kunamneni ve 

ark. 2005 Ertan ve ark. 2006). Elde ettiğimiz bulgular daha önceki çalışmalara 

paralellik göstermektedir (Narayana ve ark. 2008). Proteaz enziminde özellikle 

alkalin olanlar için Ph genellikle 8,0 ve üzeri olarak rapor edilmiştir. Çalışmamızda 

optimum pH 8,5 olarak tespit edilmiştir. Serin proteazların (E.C. 3.4.21) bir alt tipi 

olan “alkalin proteazlar” yüksek pH değerlerinde ve yüksek sıcaklıklarda kararlı 

olmalarından dolayı başta deterjan endüstrisi olmak üzere deri, gıda, ipek ve kâğıt 

endüstrilerinde yaygın şekilde kullanılmaktadır. (Battal 2004). Amilaz ve proteaz 

enzim aktiviteleri yüksek pH’larda dahi aktivitesini yaklaşık olarak %60 civarlarında 

korumuştur. Son zamanlarda ise, protein mühendisliği sayesinde, deterjanlarda 

ağartıcı madde olarak kullanılan perborata dayanıklı alkalin proteazlar kullanılmakta 
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olup günümüzde deterjanın alkalinite derecesine ve içeriğine göre en uygun proteaz 

enzimi seçilerek formulasyon yapılabilmektedir (Dağaşan 1997). Çalışmamızda, 

elde ettiğimiz proteaz enziminin özellikle deterjan, kâğıt, gıda ve ipek sanayinde 

istenilen özelliklere sahip olduğu görülmüştür. 

Enzim üretimi üzerine ekstraksiyon ortamının etkisini belirlemek için yapılan 

çalışmalarda çeşme suyu, tampon çözelti (pH 6,0 ve pH 8,5), %2’lik SDS ve 50mM 

NaCl kullanılmıştır. Şekil 4.13. ve 4.14.’de görüldüğü gibi, amilaz ve proteaz için en 

yüksek enzim üretimi çeşme suyunun bulunduğu ortamlarda 0,66 U/mg ve 470 U/mg 

olarak tespit edilmiştir. Saf su ve tampon bulunan ortamlarda ise enzim üretiminin 

oldukça düşük olarak gerçekleştiği gözlenmiştir. NaCl kullanılan ortamda ise amilaz 

üretimi gerçekleşmemiştir. Çeşme suyunun mineral madde bakımından zengin 

olması mikroorganizmanın enzim üretme yeteneğini-stabilitesini arttırmış olabilir. 

Bu çalışmada amilaz ve proteaz enzim aktivitesi üzerine karbon kaynaklarının 

etkisini araştırmak için glukoz, sukroz, maltoz, nişasta, galaktoz ve fruktoz 

kullanılmıştır. Nişasta ve galaktoz eklenen ortamdaki amilaz üretimleri kontrolden 

daha yüksek olarak belirlenmiştir (Şekil 4.15. 4.16). Nişastanın %2’lik kullanıldığı 

ortamda ve galaktozun %1’lik kullanıldığı ortamda amilaz üretimi kontrolden daha 

yüksek ölçülmüştür. Glikoz ve fruktozun her üç konsantrasyonda da kontrole göre 

daha az amilaz üretimi verdiği belirlenmiştir. Sükroz ve maltoz içeren ortamlarda 

amilaz üretimi nispeten glikoz ve fruktoz içeren ortamın amilaz üretiminden daha iyi, 

kontrolden ise daha az amilaz üretimi verdikleri belirlenmiştir. Daha önceki 

çalışmalarda genellikle çok çeşitli karbon kaynaklarının kullanıldığı görülmektedir. 

Karbon kaynağı olarak %1 ve %2’lik karbon kaynakları sıklıkla kullanılmıştır. 
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Nişasta içeren ortamların yüksek amilaz üretimi gösterdikleri daha önceki 

çalışmalarda belirtilmiş olup, çalışmamıza paralellik göstermektedir (Kıran ve ark. 

2005; Ramachandra 2004).Ortama eklenen karbon kaynakları mikroorganizmaların 

beslenebilmeleri, üremeleri ve enerji üretebilmeleri için gereksinim duydukları en 

büyük besin kaynağıdır. Bu ortamlardan nişasta doğada bilinen en yaygın glikoz 

kaynağı olduğundan mikroorganizmanın üremesini ve enzim üretmesini uyarmış 

olabilir. 

Proteaz üretimi için SSF’li ortamına eklenen karbon kaynakları bakımından 

en yüksek proteaz aktivitesi maltoz ve nişasta içeren ortamlardan elde edilmiştir. 

Nişastanın %2’lik konsantrasyonu ve maltozun %1’lik konsantrasyonu en iyi proteaz 

aktivitesi veren karbon kaynakları olarak belirlenmiştir. Galaktozun %2 olarak 

eklendiği ortamdan elde edilen proteaz aktivitesi kontrolden daha yüksek olarak 

belirlenmiştir. Nişastanın %1, fruktozun %2 ve maltozun %2 olarak eklendiği 

ortamlardan elde edilen proteaz aktivitesi kontrolden daha yüksek olarak 

belirlenmiştir. Glikoz ve sükrozun her üç konsantrasyonlarının bulunduğu ortamlarda 

proteaz aktivitesi kontrolden daha düşük olarak belirlenmiştir. 

Bu çalışmada enzim aktivitesi üzerine azot kaynaklarının etkisini incelemek 

için %1, %2 ve %3 oranında bacto kasamino asit, bacto liver, amonyum sülfat, üre, 

NH4Cl ve methionin kullanılmıştır. SSF’li ortamına eklenen azot kaynakları 

bakımından amonyum sülfat (0,77 U/mg) ve Bacto kasamino asit (0,76 U/mg) 

kontrole göre daha iyi amilaz aktivitesi vermişlerdir (Şekil 4.17.). Elde edilen amilaz 

aktivitesi kontrole çok yakındır. Bacto liver ve NH4Cl kontrole yakın amilaz 
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aktivitesi vermişlerdir. Üre ve methionin eklenen ortamın aktivitesi kontrolden az 

çıkmasına rağmen değerler birbirlerine yakın olarak bulunmuştur.  

Proteaz üretimi için SSF’li ortamına eklenen azot kaynakları bakımından 

amonyum sülfat ilave edilen ortamda 402 U/mg olarak en yüksek değer bulunmuştur. 

Bacto casamino asit (389 U/mg) kontrole yakın (362 U/mg) proteaz üretimi 

göstermişlerdir. Bacto liver, üre ve methionin kontrolün altında proteaz üretimi 

göstermişlerdir. NH4Cl eklenen ortamda ise proteaz aktivitesine rastlanmamıştır 

(Şekil 4.18). 

SSF’li ortama katı substrat olarak eklenen pirinç miktarının enzim üretimi 

üzerine etkisini belirlemek için yapılan çalışmada amilaz ve proteaz için %30’luk (3 

g) kepek miktarının bulunduğu ortamlarda en yüksek enzim üretimi (0,66 U/mg ve 

462 U/mg) gözlenmiştir (Şekil 4.19 ve 4.20.). Kepek miktarı azlığında ortamda 

substrat az olacağından üreme ve enzim üretimide yavaş olacaktır. Substrat miktarı 

belli bir miktarın üzerine çıktığında ise mikroorganizmalar için havalandırmanın 

güçlüğü, su oranının düşmesi gibi nedenlerden dolayı enzim üretimi de azalmış 

olabilir. 

SSF’li ortama eklenen kepek karışım oranlarının etkisini belirlemek için 

yapılan çalışmada pirinç kabuğu ile beraber en iyi aktivite gösteren buğday kepeği 

kullanılmıştır. Pirinç kabukları ve buğday kepekleri 3 g olacak şekilde farklı 

oranlarda karıştırılmış olup amilaz için en yüksek üretim değeri %20 pirinç ve %10 

buğday kepeği kullanılan ortamda 0,96 U/mg olarak belirlenmiştir (Şekil 4.21). 

Proteaz için, Şekil 4.22’de gösterildiği gibi %15 pirinç ve %15 buğday kepeğinin 

kullanıldığı ortamda en yüksek üretim 475 U/mg olarak belirlenmiştir. Her iki enzim 
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için de pirinç kabuğu oranlarının düşmesi enzim üretimlerinin azalmasına yol 

açmaktadır. Pirinç kabuğunda bulunan besin maddeleri bakterinin bu enzimleri 

salgılamasını uyarmış olabilir. 

Bu çalışmada Van Gölü kıyısından izole edilen Bacillus licheniformis 

bakterisinin SSF tekniği kullanılarak yöremize özgü olarak üretilen pirinç 

kabuklarının bulunduğu ortamda amilaz ve proteaz enzimi üretebildiği gösterilmiştir. 

Elde edilen amilaz ve proteaz enziminin sıcaklık ve pH özelliklerinden dolayı kâğıt, 

deterjan, gıda ve tekstil gibi alanlarda kullanılabileceği düşünülebilir. 

Sonuç olarak, mikroorganizmalar kullanılarak SSF’li ortamda enzim üretme 

çalışmaları son yıllarda giderek artmaya ve SmF’e alternatif bir teknik haline 

gelmeye başlamıştır. Dünya genelinde artan tarımsal atıkların tekrar kullanılmaları 

ekolojik ve ekonomik olarak oldukça önemlidir. Birçok tarımsal atığın hayvan yemi 

vb. alanlarda kullanılabildiği bilinen bir gerçektir. Fakat SSF tekniği kullanılarak bu 

atıklardan daha ekonomik yarar sağlamak mümkündür. 
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Şekil 4.22. Kepek Karışım Oranlarının Proteaz Enzim  Aktivitesi Üzerine 

Etkisi 
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EKLER 

4.12.1.1 Ek.1. Bernfeld Reaktifinin Hazırlanması: 

20 g 3,5 dinitro salisilik asit 400 ml distile su içinde çözündü. Başka bir 

beherde 32g/300 ml NaOH çözeltisi magnetik karıştırıcı ile karıştırıldı. Daha sonra 

yavaş yavaş 3,5 dinitro salisik asit üzerine eklendi. Bir süre sıcak su banyosunda 

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