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ÖZET 

 

Bu çal mada at k maddeler kullan larak, kat  ortamda Aspergillus niger ile 

Glukoz Oksidaz üretimi ara lm r. Karbonhidrat olarak eker pancar  

melas , kat  destek maddesi olarak çay at klar , kalsiyum karbonat kayna  

olarak da yumurta kabu u kullan lm r. Glukoz Oksidaz üretimi için 

optimum artlar (süre, MnO2,  O2 etkisi) incelenmi tir.  En fazla enzim üretimi 

96 saatte gözlenmi tir. Hücre d  enzim aktivitesi 10,6 ünite/mL olarak,  

spesifik aktivite ise 10,2 ünite/mg protein olarak saptanm r. MnO2 

kullan ld nda enzim aktivitesi 1,57 kat artm r.  Üretim ortam ndan hava 

geçirildi inde  (ak  h  16 mL/s) enzim aktivitesi kontrole göre 1,64 kat 

artm r. 
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ABSTRACT 

 
In this study, Glucose Oxidase production was investigated with Aspergillus 

niger in solid state medium by using waste material. Sugarcane molasses as 

carbohydrates, tea waste as a solid support material, the egg shell as a source of 

calcium carbonate were used. The optimum conditions for production of 

Glucose Oxidase (time, the effect of MnO2 and O2) were investigated. Maximum 

enzyme production was obtained at 96 hours. Extracellular enzyme activity and 

specific activity were found 10.6 units / mL and 10.2 units / mg protein, 

respectively. Enzyme activity was 1.57-fold increased by using MnO2. When air 

(flow rate 16 mL/s) passed through production medium, enzyme activity was 

1.64-fold increased according to the control. 

 

 

 

 

 

 
 
Science Code   : 201.1.020 
Key Words      : Glucose oxidase, Aspergillus niger, Waste materials,   
                                      MnO2 
Page Number  : 53 
Adviser            : Prof. Dr. Selma ATE  



                                                                                                                                                         
 
 
                                                                                                                                                               vi 

 

TE EKKÜR 

 

Tez konumun belirlenmesinde ve çal malar n her a amas nda beni yönlendiren, 

deste ini gösteren, yard m ve katk lar yla bana k tutan Say n  Hocam  Prof. Dr. 

Selma ATE ’e te ekkürlerimi sunar m. 

 

Çal malar m s ras nda Biyoloji Ara rma Laboratuvar n olanaklar  kullanmama 

izin veren Say n Hocam Prof. Dr. Belma Asl m’a te ekkürlerimi sunar m. 

 

Yüksek lisans tez çal mam s ras nda bana manevi desteklerinden dolay  dostlar m 

ebnem BUDAK ve Dilek Ç MEN’e sonsuz sevgilerimle te ekkür ederim. 

 

Varl klar yla her zaman gurur duydu um ve mutlu oldu um, hayat m boyunca her 

konuda desteklerini gördü üm, tezimin olu turulmas nda göstermi  olduklar  sab r, 

destek ve ho görüden dolay  annem erife GÜREL ve karde lerim Lütfiye 

TA KIRAN, Zafer GÜREL ve Lütfü GÜREL’e çok te ekkür ederim. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



                                                                                                                                                         
 
 
                                                                                                                                                               vii 

 

NDEK LER 

                                                                                                                               Sayfa 

ÖZET……………………………………………………………………………....... iv 

ABSTRACT……………………………………………………………………...... .. v 

TE EKKÜR……………………………………………………………………...... . vi 

NDEK LER……………………………………………………………………. . vii 

ZELGELER N L STES  ……………………………………………………….. .. x 

EK LLER N L STES  ………………………………………………………… ... . .xi 

RES MLER N L STES  …………………………………………………..……… . xii 

MGELER VE KISALTMALAR …………………………………………….. ... xiii 

1. G ………………………..………………………………………………... ... ... 1 

2. GENEL VE TEOR K B LG LER  ……………………………...……………... ... 3 

    2.1. Çay ……………………………………………………................................. .. 3 

    2.2. Melas…………………………………………………………..............…… .. 4 

           2.2.1. Organik maddeler……………………………………….………….... .. 6 

           2.2.2. norganik maddeler …...……………….…………….……………… ... 6 

    2.3. Yumurta Kabu u..…………………………….…………….……………... ... 6 

    2.4. Mikroorganizmalar …….………................…………….…………….......... .. 7    

           2.4.1. Mikroorganizmalar n tarihsel geli imi…………….……………….... .. 9 

           2.4.2. Mikroorganizmalar n hayat zdaki önemi……….……………........ .10      

           2.4.3. Mikroorganizmalar n biyoteknolojideki önemi….…………….......... ..10                    

    2.5. Funguslar…………………………...………………….…………….…….. ..11 

    2.6. Enzimler……………………………..………………………….…….….......15 

           2.6.1. Enzimlerin yap ………………….…………….………………… ... ..16                                        

           2.6.2. Enzimlerin isimlendirilmesi……………………..………………….. ..16 

           2.6.3. Enzimlerin s fland lmas ………………….………….………...... ..17 



                                                                                                                                                         
 
 
                                                                                                                                                               viii 

 

                                                                                                                               Sayfa 

           2.6.4. Enzimlerin özgüllü ü…………………….…………….…...................18            

           2.6.5. Enzim ara rmalar n tarihçesi…………………………………....... .18 

           2.6.6. Enzimlerin endüstriyel uygulamalar ...…………………………….... ..18 

    2.7. Glukoz Oksidaz (GOD) …………………………….................................... ..21 

           2.7.1. Aktif merkez………………………………………….……….……... .22 

           2.7.2. Glukoz Oksidaz’  saklanma ko ullar …...…………………………… .24 

           2.7.3. Glukoz Oksidaz’ n inhibitörleri………………….………………… ....24 

           2.7.4. Glukoz Oksidaz’ n kullan m alanlar …………………….…….…… ...24 

    2.8. Fermentasyon………………………………………..…………….…..…. ....25 

           2.8.1. Fermentasyon teknikleri…………………………….……………… ...25 

     2.9. Kaynak Ara rmas ………………………………………….…….…….. ....27 

3. MATERYAL VE METOT……………..…….…………….…………..……… ...29 

    3.1. Materyaller………………………..…………….…………….…….......... ....29 

    3.2. Mikroorganizma………………………………….……………................. ....29 

    3.3. Aspergillus niger Fungusunun Spor Say m Yöntemi …..………………… ...29 

    3.4. Aspergillus niger Fungusunun Ço alt lmas ………………...…………… ....30 

    3.5. Üretim Ortam n Haz rlanmas  ve Glukoz Oksidaz Üretimi…………… .....30 

    3.6. Glukoz Oksidaz’ n Ortamdan zolasyonu………………………………… ...31 

    3.7. Glukoz Oksidaz’ n Aktivite Tayini………………………………………. ....32 

           3.7.1. Hidrokinonun kalibrasyon rafi i…………………………………… ...32 

           3.7.2. Spektrofotometrik yöntem………………………………………… .....34 

           3.7.3. Enzim aktivitesi…………………………………...……………… . ....34 

    3.8. Protein Deri imi Tayini …………………………………………….……. ....35 

    3.9. Glukoz Oksidaz’ n Vm ve Km De erlerinin Tayini……………………… ...36 

    3.10. Biyokütle……………………………………….…………….…………. ....36 



                                                                                                                                                         
 
 
                                                                                                                                                               ix 

 

                                                                                                                               Sayfa 

    3.11. Glukoz Oksidaz Üretiminde Besi Yeri Seçimi……………..…………... .....36 

    3.12. Glukoz Oksidaz Üretiminde MnO2 Etkisi………………………….…… ...37 

    3.13. Glukoz Oksidaz Üretiminde Yumurta Kabu unun Etkisi……………… .....38 

    3.14. Gl koz Oksidaz Üretiminde O2’nin Etkisi…………………………….... ....38 

    3.15. Glukoz Oksidaz Üretiminde NaOH Etkisi……………………………… ....39 

4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTI MA ………….………………………... 40 

    4.1. Aspergillus Niger’in Kültür Seçimi ……………………………………… ....40 

    4.2. Glukoz Oksidaz Üretiminde  Besi Yerinin Etkisi……..…………………. ....41 

    4.3. Glukoz Oksidaz Üretiminde MnO2 Deri iminin Etkisi…………………. .....42 

    4.4. Glukoz Oksidaz Üretiminde Yumurta Kabu unun Etkisi………………… ...44 

    4.5. Glukoz Oksidaz Üretiminde O2’nin Etkisi…............................................. ....44 

    4.6. Glukoz Oksidaz Üretiminde NaOH Etkisi……………………………….. ....45 

    4.7. Glukoz Oksidaz’ n Vm ve Km De erlerinin Belirlenmesi………………. ....45 

           4.7.1 Glukoz Oksidaz için Lineweaver-Burk grafi i…………………….. ....45 

    4.8. Enzim Protein Tayini………...…………………………….………….….. ....46 

5. SONUÇLAR VE ÖNER LER……………………………………….……….......47 

KAYNAKLAR………………………………………..………….…………….... ....49 

ÖZGEÇM ……………………….......…………….……………...…………… …. 53 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



                                                                                                                                                         
 
 
                                                                                                                                                               x 

 

ZELGELER N L STES  

Çizelge                                                                                                                   Sayfa 

 

Çizelge 2.1. Kuru siyah çay n mineral bile imi …………………………..…………. 4 

Çizelge 2.2. eker pancar  melas bile imi…………………………………………… 5 

Çizelge 2.3. Yumurta kabu u bile imi………………………………………………. 6 

Çizelge 2.4. Enzimlerin endüstriyel uygulamalar  ……………………………........ 20 

Çizelge 3.1. GOD üretiminde kullan lan kat  besi ortam ………………………….. 31 

Çizelge 3.2. Farkl  deri imlerdeki hidrokinon çözeltilerinin absorbans de erleri. ….33 

Çizelge 3.3. Farkl  deri imlerdeki protein çözeltilerinin absorbans de erleri ….. ….35 

Çizelge 3.4. GOD üretimi için farkl  besi ortam  içeri i……………………………37 

Çizelge 3.5. Yumurta kabu u içeren besi ortam  içeri i………………………........38 

Çizelge 4.1. Farkl  kültürlerin ekstraselüler ve intraselüler enzim üretimine  
                    etkisinin zamana ba   de imi........................................................ ….40 

Çizelge 4.2. Farkl  besi yerlerindeki ekstraselüler ve intraselüler GOD üretimi… ...41 

Çizelge 4.3. Farkl  deri imlerdeki MnO2’nin GOD üretimine etkisi…………… .....43 

Çizelge 4.4. Yumurta kabu u içeren besi ortamlar nda GOD Üretimi…………. .....44 

Çizelge 4.5. Glukoz Oksidaz’ n farkl  substrat deri imlerine kar  V de erleri.........45 

Çizelge 4.6. 1/[S] ye kar  1/V de erleri………………………….……………… ...46 

                                                 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                         
 
 
                                                                                                                                                               xi 

 

EK LLER N L STES  

 

ekil                                                                                                                      Sayfa 

 

ekil 2.1. Glukozun glukonik asite oksidasyonu…………………………….……... 21 

ekil 3.1. GOD aktivite tayini için reaksiyon mekanizmas ………………………... 33 

ekil 3.2. Hidrokinonun kalibrasyon grafi i………………………………………...34 

ekil 3.3. Protein deri imlerinin absorbansa göre kalibrasyon grafi i…………....... 35 

ekil 4.1. Ekstraselüler ve ntraselüler GOD üretiminin zamanla de imi…….. …. 41 

ekil 4.2. MnO2 deri imine ba  GOD üretimi grafi i……………………………. 43 

ekil 4.3. Glukoz’un MnO2’li ortamda oksidasyonu………………………………. 43 

ekil 4.4. GOD için L-B grafi i…………………………………………………..... 46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 



                                                                                                                                                         
 
 
                                                                                                                                                               xii 

 

RES MLER N L STES  

 

Resim                                                                                                                    Sayfa 

 
Resim 2.1. Glukoz oksidaz n aktif merkezindeki amino asit kal nt lar                    
                   ve FAD’ n pozisyonu…………………………………………...…... ....23    

Resim 2.2. Glukoz oksidaz n protein yap ………………………………………... 23 

Resim 2.3. Aspergillum…………………….……………………..………………... 27   

Resim 3.1. Aspergillus niger hücresinin patlat lmas nda kullan lan düzenek…... .....32 

Resim 3.2. Hava beslemeli kültür ortam ……………………………………………38            

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 



                                                                                                                                                         
 
 
                                                                                                                                                               xiii 

 

MGELER VE KISALTMALAR 

 

Bu çal mada kullan lan baz  simge ve k saltmalar, aç klamalar  ile birlikte a da 

sunulmu tur.  

                               

Simgeler Aç klama 

S Substrat 

V z 

µm Mikrometre 

T cakl k (0C) 

T Süre (dk)        

                                                    

saltmalar     Aç klama 

ES                                  Enzim Substrat 

EÜ    Enzim Ürün 

FAD       Flavin Adenin Dinükleotit 

GOD      Glukoz Oksidaz 

PDA       Patates Dekstroz Agar 
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1. G  

  

Çay, dünyada sudan sonra, en fazla içilen ve içme al kanl  gittikçe artan bir bitki 

olarak 5000 y ll k bir geçmi e sahiptir. Türkiye’nin çayla tan mas  1787 tarihinde, 

Japonya’dan getirilen çay tohumlar n ekilmesiyle ba lar. Türkiye y ll k ki i ba na 

çay tüketimi bak ndan dünya ülkeleri aras nda 4. s rada yer almaktad r. Çay da 

salep, boza,  ayran gibi Türk insan n milli içecekleri aras nda yerini alm r. Yurt 

içi y ll k tüketim miktar  ise 140 bin tonun üzerindedir [Akova, 2005]. 

 

Çay n içerdi i kafein nedeni ile yorgunluk giderici ve canl k verici etkisi 

bilinmektedir. Çay n demlenmesi s ras nda içerdi i kafein büyük bir oranda deme 

geçmektedir. Çayda kafeinin yan  s ra Fosfor (P), Kalsiyum (Ca), Potasyum (K), 

Bak r (Cu), Mangan (Mn), Çinko (Zn), Magnezyum (Mg), Demir (Fe)  gibi 

minaraller ile polifenoller bulunur ve demleme s ras nda deme geçer [Öl, 1981]. 

 

At k çaylarda da  polifenoller, kafein, amino asitler, ekerler, organik asitler, ya lar, 

minaraller, pigmentler, proteinler bulunur [Menon, 1993].  At k çayda bulunan bu 

kimyasal içerik yani fenoller, ekerler ve amino asitler mikroorganizmalar n 

geli mesi için uygun bir ortamd r [Selvakumar ve  ark., 1998]. 

 

Mikroorganizmalar ekosistemde hayati rol oynarlar. Enzim, vitamin, organik asit ve 

antibiyotik gibi maddelerin üretimi için endüstriyel olarak kullan rlar. 

Mikroorganizmalar yap lar na ve geli mi lik durumlar na göre ba ca üç grupta 

incelenir; ökaryotik, prokaryotik ve virüs. Mantarlar ökaryotik canl lar olup 

klorofilleri olmad ndan fotosentez yapamazlar, genellikle aerobik özellik 

gösterirler. Oksijenin bulundu u ortamlarda geli ir ve ürerler [Mikrobiyoloji.org]. 

 

 Bu çal mada Aspergillus niger kullan lm r. Aspergillus niger çevrede s k 

rastlanan ve insanda infeksiyona sebep olan flamentöz bir mantard r. A.niger daha 

çok sitrik asit üretimindeki rolüyle bilinir. Bu mikroorganizma toprakta ya am alan  

bulur ve yeryüzünde ki karbon çevriminde önemli rol oynar. Organizma hidrolitik ve 

oksidatif enzimleri ile toprakta bulunan bitkilerin lignin ve selüloz yap lar  bozarak 
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ayr r, çürümelerine sebep olur. A.niger’ in salg lad  enzimlerin bu özelli inden 

dolay  mikroorganizma biyoteknoloji endüstrisinde önemli kullan m alan  bulmu tur 

[Baker, 2006]. 

 

Glukoz Oksidaz n g dalar n renk, koku özelliklerinin iyile tirilmesi, raf ömrünün 

artt lmas  gibi g da sanayinde çe itli kullan m alanlar  vard r. Biyosensör olarak 

kullan r; vücut s lar nda, içeceklerde ve g dalarda bulunan glukozun nicel 

analizini sa lar [Bankar ve ark., 2009]. 

 

 Bu çal mada enzim üretimi için kat  faz fermentasyonu kullan lm r. Kat  faz 

fermentasyon mikroorganizmalar n susuz veya suyun az bulundu u kat  ortamlarda 

fermentasyon yapmas r ancak mikroorganizman n büyümesi ve üremesi için 

yeterli neme de sahip olmas  gerekir. Bu yöntemde dikkat edilmesi gereken birkaç 

nokta vard r; Uygun mikroorganizma ve subsrat seçimi, ürün izolasyonu ve 

safla lmas  ayr ca üretim için gerekli olan parametrelerin  optimizasyonu.  Kat  

faz fermentasyon tekni i tar msal sanayi at klar n biyolojik detoksifikasyonu, ekin 

ve ekin art klar n besin de erlerinin art lmas n biyolojik dönü ümü, 

mikroorganizmalar taraf ndan üretilen sekonder metabolitlerin y  ve enzim, 

alkoloit, organik asit vb bile iklerin üretilmesi gibi birçok alanda kullan lmaktad r 

[Pandey,  2003]. 
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2. GENEL VE TEOR K B LG LER 

 

2.1. Çay 

 

Çay bitkisi taze sürgünlerin de ik yöntemlerle i lenmesi ile elde edilir. Çay bitkisi 

botanikte “Angiospermea” çiçek açanlar bölümünden, “Dicotyledonea” s ndan ve 

“Camellia” familyas ndand r. Çay üretimi tropik ve subtropik iklim ko ullar nda 

yap labilmektedir. Y ll k toplam ya  500 mm’ nin üzerinde olan man bölgelerde 

yeti ir. Besin maddelerince zengin, derin, geçirgen ve asidik reaksiyonlu topraklarda 

yeti ebilir. Kalsiyumu sevmez ve pH aral  4,5-6,0 olan topraklar çay 

yeti tiricili ine uygundur.  

 

Taze çay yapraklar ndan elde edilen sulu ekstrakt n içecek olarak hiçbir ho a gider 

özelli i yoktur. Taze çay ürünü ancak belirli i lemlerden geçtikten sonra içilebilir 

hale gelmektedir ve çay bu i lemlerin yap lmas na göre siyah çay, ye il çay gibi 

flara ayr r.  

 

Taze ye il çay yapraklar  siyah çaya dönü ürken bir seri kimyasal yap  de ikli ine 

rar. Flavonoid yap lar nda de iklik olur, karotenoidler ve ya  asitleri gibi baz   

bile enler de parçalanarak uçucu aroma maddelerine dönü ürler. Serbest amino 

asitler de bir taraftan proteinlerin parçalanmas  ile olu urken bir taraftan da 

kompleks oksidasyon ürünlerin yap na kat rlar. Ye il çaydan siyah çaya geçi te 

organik maddeler tamamen yok olmaz aroma bile enlerine dönü ür. Siyah çayda 

organik maddeler yan nda anorganik maddeler de vard r ve anorganik madde 

bile imi Çizelge 2.1.’ de verilmi tir. 
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Çizelge 2.1. Kuru siyah çay n mineral bile imi 

Bile en Miktar  (ppm) Bile en Miktar  (ppm) 

Na 19-667 Mn 155-1533 

K 9000-14000 Fe 56-333 

Mg 1200-3400 Ni 3-15 

Ca 1400-10000 Cu 12-70 

Sr 12-43 Zn 20-36 

B 11-50 Al 200-1100 

Si 200-600 N 33000-73000 

P 2600-6500 S 800-3700 

Se 116 F 3.2-260 

Cl 200-1000 Ti, V, Cr, Co, Mo,  

Cd, Sn, Pb, Bi 

<10 

 

 

Çayda bulunan anorganik maddelerin büyük bir k sm  bitkilerde bulunan esas 

maddelerdendir. Ancak baz lar  bitkinin ya  ve genetik yap na ba  olarak 

de iklik gösterebilir. Çay bitkisinde bulunan bu minerallerin çok az bir k sm  

demleme s ras nda s ya geçmektedir [Tüfekçi, 1989]. 

 

2.2. Melas 

 

Melas, eker endüdtrisinin bir yan ürünüdür. eker pancar  özünden elde edilen 

sakkarozun kristalize ve santrifüj edilmesinden sonra geriye kalan k sm r. eker 

fabrikasyonu teknolojisinde var olan teknik olanaklar ile içinden eker elde 

edilemeyen k md r. eker fabrikalar nda eker pancar ndan ve eker kam ndan 

sakkaroz elde edilirken hasat ekli, depolanma ekli ve kullan lan yönteme ba  

olmak üzere kristallenmeyen k sm n yakla k %4 ü melas olarak ç kar.  
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Melas n yakla k olarak  %15’ i su, %50’si sakkaroz, %35’i sakkaroz d  

maddelerden olu maktad r. Melas n bile imi Çizelge 2.2.’ de verilmi tir [Deveci, 

2008]. 

 

Çizelge 2.2. eker pancar  melas bile imi  

eker % 

eker D  Maddeler 

norganik Mad. % Organik Mad. % Vitaminler µg/kg 

Sakkaroz     48-50 

Rafinoz      0,8-1,2 

Kestoz       0,5-0,8 

Galaktoz       0,3 

ndir. eker   0,3 

 

 

Kül              10,09 

Sülfat          11,73 

Potasyum     4,68 

Sodyum       0,73 

Kalsiyum     0,35 

Magnezyum 0,08 

Demir           0,04 

Alüminyum  0,12 

Klor              1,03 

Sülfit             0,03 

Fosfor            0,06 

Nitrat             0,29 

Nitrat(µg/kg) 50-400 

SO2   (µg/kg)  10-2 

Toplam N          2,2 

Glutamik Asit   0,53 

Asparagin     0,23 

Lösin 0,41 

Glikokol 0,27 

Alanin 0,22 

Valin 0,22 

Aminobütrikasit  0,26 

Betain 5,5 

Aminoasit 0,6 

Laktik asit 1,88 

Asetik asit 0,81 

Stearik asit 0,29 

Formik asit 0,23 

Butirik asit 0,18 

Propiyonik aist 0,11 

Okzalik asit 0,068 

 

nozit 5000-8000 

Biotin 0,04-0,15 

Pantotenik asit  

50-110 

Vitamin B1 1,3 

Vitamin B2 0,41 

Vitamin B3 5,4 

Folik asit 0,29 

Niyasin 51 

 

 

 

Melastaki sakkaroz d  maddeler organik ve inorganik maddeler olmak üzere ikiye     

ayr labilir. 
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2.2.1. Organik maddeler 

 

Organik maddeler içinde en önemlisi azotlu maddelerdir. Bunlar n %20’si amino asit 

azotu olu turur. Melastaki asitler aras nda en fazla glutamik asit bulunur. Protein 

yakla k %0.6’l k k sm  olu turur. Bu da toplam azotun %1.6’s  geçmez. Melasta 

bulunan azotsuz organik maddeler ise pektin, dikarboksilik asitleri (okzalik, 

malonik, süksinik, glutarik, adipik asitler) ve oksikarboksilik asitleri (glikolik, laktik, 

malik, tartarik asitler) say labilir. Uçucu asitlerden (formik, bütirik, propiyonik 

asitler) de melasta az miktarda bulunur [Deveci,  2008]. 

 

2.2.2. norganik maddeler 

 

Bu maddelerin miktar  ve bile imi toprak ve meteoroloji ko ullar na ve pancar 

çe idine ba r. Sodyum, potasyum, kalsiyum miktarlar  mikroorganizma geli imi 

için yeterli olmakla beraber magnezyum ve fosfor miktar  yetersizdir [Deveci,  

2008]. 

 

2.3. Yumurta Kabu u 

 

Yumurtan n büyüklü üne göre yumurtan n %7,8-13,6’s  yumurta kabu u  

olu turur. Kabuk mineral ve organik maddeler ile sudan ibarettir. %3-4 oran nda 

protein a  ve %95-96 oran nda birikerek yerle mi  anorganik tuzlardan olu mu tur. 

Yumurta kabu unun kimyasal bile imi Çizelge 2.3.’ te verilmi tir [Ay ve ark., 

2011]. 

 

Çizelge 2.3. Yumurta Kabu unun Kimyasal Bile imi 

 % Bile im 

Kalsiyum Karbonat 93,7 

Magnezyum Karbonat 1,0 

Kalsiyum Fosfat 1,0 

Organik maddeler 3,3 

Su 0,1 
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2.4. Mikroorganizmalar 

 

Tek hücre veya hücre topluluklar eklindeki mikroskobik canl lar  ve hücre 

yap nda olmayan mikroskobik olan virüsleri içeren büyük ve çe itlilik gösteren bir 

gruptur.  Mikroorganizmalar, hayvan ve bitki gibi makroorganizma hücrelerinden 

farkl rlar. Bitki ve hayvan hücreleri do ada tek ba lar na ya ayamazlar, çok hücreli 

yap lar n birer parças  olarak bulunurlar. Ancak  mikroorganizmalar büyüme, enerji 

üretimi ve üreme gibi ya amsal süreçleri di er hücrelerden ba ms z olarak yerine 

getirirler [Madigan ve Martinko, 2010]. 

 

Mikroorganizmalardan baz lar ; bakteriler, funguslar, algler, protozoalar ve 

virüslerdir. Mikroorgnizmalar  hayvanlar ve bitkiler aleminden ay ran özellikleri; 

boyutlar , ekilleri, aktiviteleri, metabolizmalar ndaki esneklik, ekolojilerindeki 

geni lik ve laboratuvardaki elde edilebilirlikleridir. Mikroorganizmalar n boyutlar  

ancak mikrometre (µm) ile ölçülebilmektedir. Bakterilerin ço u 0,2-2,0 µm 

çap ndad r. Mayalar ve protozoanlar n büyüklükleri de 10 µm’nin alt ndad r.  

 

Geli mi  bitki ve hayvanlar enzim donan mlar  bak ndan oldukça stabildir, bu 

nedenle ortam farkl la nda meydana gelen de iklikler önemsiz boyutta 

kalmaktad r. Mikroorganizmalar da ise ortamdaki besin maddelerine uygun enzim 

salg layabilme yeteneklerine ba  olarak gerekli enzimlerin depolanmas art 

olmamaktad r, bu nedenle metabolik aktiviteleri çok esnektir [Güven ve Zorba, 

2011]. 

 

Hücreler iç yap lar na göre prokaryot ve ökaryot olarak iki yap sal tipe ayr lm r. 

Ökaryot hücreler prokaryot hücrelerden daha büyük ve yap sal olarak daha 

komplekstir. Ökaryotik mikroorganizmalara algler, funguslar ve protozoalar dahildir. 

Tüm çok hücreli bitki ve hayvanlar da ökaryotik hücrelerden olu mu tur. Ökaryotik 

hücreleri prokaryotik hücrelerden ay ran en önemli özellik, organel adl  membranla 

çevrili yap lar n bulunmas r. Prokaryotik hücrelerde membran ile çevrili organel 

bulunmaz ve daha basit bir iç yap  vard r. Prokaryot mikroorganizmalara ise 

bakteriler girmektedir [Madigan ve Martinko, 2010]. 
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Mikroorganizmalar n geli mesi canl  materyalin geriye dönü ümü olmayan art  

olarak tan mlanmaktad r. Mikroorganizman n geli mesiyle yüzlerce küme, 

yüzbinlerce koloni veya milyarlarca popülasyonun birikimiyle say  art  olur. 

Mikrobiyal geli me için baz  ko ullar gerekir. Ba calar ; s cakl k, pH, ozmotik 

bas nç, oksijen ve di er elementler ve organik maddeler. 

 

Mikroorganizmalar n ço almas  e eyli, e eysiz olmak üzere iki ana gruba ayr r. 

eysiz ço alma, tekbir hücrenin kendi ba na ço almas r. Bu nedenle kromozom 

art  veya yar lanmas  söz konusu de ildir. E eysiz ço alma; vegetatif ve sporla 

ço alma olmak üzere iki grupta incelenir. Vegetatif ço alma gerek ökaryotlarda 

gerekse prokaryotlarda yayg n olarak görülür. Ço alma s ras nda ya  hücreden 

yavru hücrenin meydana geli ekli dikkate al narak, tomurcuklanma ve bölünme 

olmak üzere ikiye ayr r. Sporla ço almada ise sporlar cinsel (seksüel) ve cinsel 

olmayan (aseksüel) olmak üzere ayr rlar. Cinsel sporlar ayn  cinse ait iki farkl  

bireyin füzyonundan meydana gelirler. Cinsel olmayan sporlar fungusun bireysel 

olarak mitoz ve takiben hücre bölünmesiyle üretilir. Sporla ço alman n en çok 

rastland  mikroorganizmalar misel olu turan mantarlard r [Güven ve Zorba, 2011]. 

 

Ticari ürünleri üretmek veya önemli kimyasal reaksiyonlar  gerçekle tirmek için 

mikroorganizmalar kullan r. Mikroorganizmalar, çevremizdeki hemen hemen her 

yerde bulunmaktad rlar. Suda, havada ve g dalarda bulunabilirler. Tüketti imiz bu 

dalar n büyük bir k sm , mikroorganizmalar n faaliyetleri sonucu üretilir. Örne in; 

peynir, tereya  ve yo urt mikrobiyal fermentasyon sonucu üretilen süt ürünleridir. 

Sosisler, salamlar ve sucuklar gibi et ürünleri de mikrobiyal fermentasyon teknikleri 

kullan larak üretilmektedir. Sirke laktik asit bakterileri, alkollü içkiler ise maya 

kullan larak fermentasyon i lemleri ile üretilmektedir. Mikroorganizmalar, fermente 

dalar n olu turulmas nda önemli olmalar na ra men, mikroorganizmalar n 

dalarda geli mesi sonucunda g dalardaki besinler bozularak önemli ekonomik 

kay plar da olu turmaktad r [Madigan ve Martinko, 2010].  
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2.4.1. Mikroorganizmalar n tarihsel geli imi 

 

Mikroskobik canl lar n, geli mi  canl lardan çok daha önce yeryüzünde var olduklar  

dü ünülmektedir. Varolu lar  çok eskiye dayanan mikroskobik canl lar, günümüze 

kadar ve günümüzde de varl klar  sürdürürler, geli mi  canl lar ile de etkile im 

içindedirler. nsano lu toplumsal ya ama geçi le birlikte, bilinçli veya bilinçsiz 

olarak mikroorganizmalarla ilgilenmi tir. Bira, arap, sirke, tur u vb. fermentasyon 

ürünleri, yo urt, peynir vb. süt ürünleri, ekmek vb. hububat ürünleri üretimleri ile 

baz  besin maddelerinin tuzlanarak veya kurutularak dayan kl  hale getirilmeleri 

örnek verilebilir. Bunlardan bir bölümünde mikroorganizmalardan yararlanmak bir 

bölümünde korunmak amaçlanm r. 

 

Mikroorganizmalar hakk nda ilk bilgiler, Romal  akademisyen Marcus Terentius 

Varro’nun MÖ 1. yüzy lda yay mlanan ‘Tar m Üzerine’ adl  kitab nda yer alm r 

[Loeb, 1993]. Leeuwenhoek, 1675’te mikroskobu kullanarak, ç plak gözle 

görülmeyecek ya am biçimleri oldu unu kan tlad  [Leeuwenhoek, 2008]. 

Leeuwenhoek ya mur suyu, tükürük, toz biberi inceleyerek günümüzde “bakteri ve 

protozoa” olarak adland lan mikroorganizmalar , kendi deyimiyle 

“hayvanc klar ”saptam r [Güven ve Zorba, 2011].  

 

Lazzaro Spallanzani mikroorganizmalar n sadece hava ile temas  olan etsuyunda 

ço ald  ke fetti. Louis Pasteur, Spallanzani'nin bulgular  kaynat lm  et 

sular n havayla temas  sa layarak geli tirdi. Pasteur deneyinin ba nda etsuyunu 

önceden kaynatarak etsuyu içinde hiç mikroorganizma kalmad  ortaya koymu tu. 

Pasteur'ün deneyinde etsular nda herhangi bir canl  üremedi. Bu u anlama geliyordu 

içinde mikroorganizma üreyen et sular na bu canl lar d ar dan geliyordu. Böylece 

Pasteur kendili inden olu  teorisini y kt  ve mikrop teorisini ortaya koydu. 1876'da 

Robert Koch mikroplar n hastal k yapabilece ini ortaya koydu [O’ Brien ve Geodert, 

1996].  Koch, s rlar n ölümüne neden olan antraks hastal  kanlar ndaki çubuk 

ekilli bir bakterinin yapt  bulmu tur. Bakteriyi yapay bir besi yerinde kültüre 

alm  ve sa kl  hayvanlara enjekte etmi tir. Bu mikroorganizma ile a lanan 

hayvanlar da hastalanarak ölmü tür. Koch, bakterilerin besiyerlerinde 
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ço alt labilece ini ve bunlar n hastal k etmeni olabilece ini belirlemi tir [Güven ve 

Zorba, 2011]. 

 

2.4.2. Mikroorganizmalar n hayat zdaki önemi 

 

Mikroorganizmalar, boyutlar n küçük olmas  nedeniyle havada, suda ve karada 

kolayca her yere ula abilmekte, çevre ko ullar na hemen uyum sa lamakta, kolayca 

üreyebilmektedir. Mikroorganizmalar de ik faaliyetlerde bulunarak yararl  ve 

zararl  birçok i lev yapmaktad r. Yeryüzünde madde de im zincirinde önemli rol 

oynar, organik maddeleri parçalar, karbon, azot, kükürt, fosfor gibi elementlerin 

tekrar do aya dönmesini sa lar. Bunun yan nda t pta ilaç üretiminde, besin 

maddelerinin elde edilmesinde, kimya sanayinde, ya , vitamin ve baz  amino 

asitlerin üretiminde mikroorganizmalardan yararlan lm r.  

 

Mikroorganizmalar n zararl  yanlar  da vard r; Hastal k ve infeksiyon nedeni 

olmaktad r. Meyve, sebze ve di er besin maddelerinin bozulmas na yol açmaktad r 

[Güven ve Zorba, 2011].  

 

2.4.3. Mikroorganizmalar n biyoteknolojideki önemi 

 

Mikroorganizmalar n biyoteknolojideki önemi, insanlar n kullanabilece i maddeleri 

üretmelerindendir. Bu maddeler enzim, vitamin, organik asit ve antibiyotiklerdir. 

Büyük olmay  nedeniyle mikroorganizmalar, hacimlerine oranla önemli bir yüzeye 

sahiptir. Böylece besin maddeleri hücre içine, metabolik ürünler ise hücre d na 

nakledilir. Mikroorganizmalar n biyoteknolojik tercihlerinin en büyük nedeni ise çok 

çabuk büyüyüp ço almalar r [Özçelik, 1998]. 

 

Biyoteknolojialan ndaki son geli melerle endüstriyel funguslar n önemi de 

artmaktad r. Günümüzde bilinen yakla k 120 000 fungus türünden pek ço u 

endüstriyel öneme sahiptir. Örne in Aspergillus niger önemli bir fungusdur; t pta 

(vücut s lar nda) ve içeceklerde glukozun miktar  tespit etmek amac yla 
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biyosensör olarak kullan lan glukoz oksidaz enziminin üretiminde kullan r. [Kona 

ve ark., 2001]. 

 

Enzim teknolojisi; ekonomik etkili ve biyoteknolojik tekniklere olan büyük ihtiyaç 

nedeniyle ilerleme kaydetmi tir. Biyoteknoloji sayesinde, yeni tür enzimlerin, büyük 

ölçeklerde ve ekonomik olarak üretilmesi mümkün olmu tur. Buna göre bir enzimin 

herhangi bir endüstri alan nda, kullanabilirli i; maliyet bak ndan ucuz olmas , 

çok farkl  alanlarda kullan labilme özelli inde olmas  ve en önemlisi de enzimin 

alerjik ya da toksik etkiye sahip olmamas  gerektirmektedir [Wiseman, 1987]. 

 

Yeryüzünde bulunan çok say da fungus türü çe itli kimyasal maddeleri 

sentezleyebilmekte ve bu yetenekleri uzun y llardan beri ara rmalara konu 

olmaktad r. Funguslar çok say da ve farkl  karbon kaynaklar  kullanabilme 

yetene ine sahiptirler. Fungus kulland  besin maddelerini; enerjiye, ya ve hücre 

olu umu için gerekli maddelere çevirir. Üreme için gerekli olan bile iklere birincil 

metabolitler, bu olaya da birincil metabolizma denilmektedir. Birincil metabolitlerin 

birço u hücre replikasyonu ve büyümesi için gerekli maddelerdir. Birincil metabolit 

olan bu maddelere sitrik asit, etanol, glukonik asit, vitamin, aminoasit ve polisakkarit 

örnek olarak verilebilir. kincil metabolizma birincil metabolizmaya z t olarak 

fungus büyümesi için esas olmayan metabolitlerin üretildi i, büyümenin olmad , 

durdu u fazd r. Literatür bilgilerine göre genelde funguslarda üreme ortam nda besin 

maddelerinin azalmas  ve dengeli büyümenin sona ermesi sonucunda ikincil 

metabolizman n dolay yla ikincil metabolitlerin sentezinin ba lad  bildirilmi tir. 

Antibiyotikler, toksinler, alkoloidler, antikanser ilaç ham maddeleri, boyalar, 

büyüme düzenleyicileri gibi maddeler endüstri ve tar m aç ndan öneme sahip en iyi 

bilinen ikincil metabolitlerdir [Wentzel, 1988]. 

 

2.5. Funguslar 

 

Ökaryotik canl lar olup, geli mi  bir çekirde e sahiptirler. Bakterilerden bu 

yönleriyle ayr rlar. Ayr ca bakterilerden daha büyük hücrelere sahiptirler. 
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Fotosentetik pigment içermezler bu yüzden parazit veya çürükçül ya arlar. E eyli ve 

eysiz ço alabilirler. Genel olarak 3 k mda incelenirler. 

 

 Küfler 

 

Besin maddeleri üzerinde beyaz ya da renkli görünümleriyle dikkat çekerler. 

Çürükçül, parazit ya da simbiyotik olarak ya arlar. Heterotrofturlar. Yani organik 

maddeleri enerji kayana  olarak kullan rlar. Karbon kayna  olarak genellikle 

glukoz, sakkaroz ve maltozu seçerler. En çok amonyum azotunu baz  türleri nitrat ve 

nitrit azotlar  kullan rlar. Küf mantarlar  aerob olduklar ndan yüzeyde geli irler. 

 

Günümüzde pekçok ülkede fermente ürünlerin elde edilmesinde kullan rlar. Tercih 

edilmelerinin en büyük nedeni, patojen olmamalar  ve toksik madde 

olu turmamalar r. Buna ra men insanlar için çok tehlikeli oldu u bilinen baz  küf 

türleri de vard r. Bunlardan Aspergillus fumigatus toksik madde üreten küflere bir 

örnektir. Küflerin bile iminde % 15-50 oran nda protein bulunur. Nükleik asit oran  

% 10 kadard r. Proteinlerin aminoasit yap  di er mikroorganizmalara benzer. 

Do ada çok yayg n olarak bulunan küfler, çok hücreli iplikçikler olu turarak 

geli irler. Yap nda hif ad  verilen, tüp eklinde dallanm  iplikler bulunur. Hifler 

yakla k 2-10 mikrometre geni li indedir.  Baz  hifler bölmeli, baz lar  bölmesizdir. 

Hiflerin uçlar ndan uzamalar , dallanmalar  ve birle melerinden olu mu  a  

eklindeki yap lar na miselyum ad  verilir. Küfler di er mikroorganizmalara k yasla, 

adapte olma özelli i en fazla olan gruptur. Ço almalar  sporlar yard yla olur. 

Sporlar e eyli veya e eysiz olarak olu abilir.  

 

Büyük bir k sm  25 oC ile 36 oC’lerde iyi geli irler. Ancak genel olarak küf miselleri 

30 oC’nin üstündeki s cakl klara dayan kl  de ildir. Küflerden alkol, antibiyotik ve 

organik asitlerin üretiminde endüstri alan nda geni  ölçüde yararlan lmaktad r 

[Özçelik, 1998]. 

 

Küflerin geli mesine etki eden faktörler nem, s cakl k, pH, oksijen ve k olarak 

belirtilebilir. Nem; bakteriler ve mayalar kadar olmamakla beraber küflerin de 
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geli ebilmeleri için öneme sahiptir. Nem oran n % 10-13’ün alt na dü tü ü 

ortamlarda üreyemez. S cakl k; küflerin geli mesinde en önemli etkendir. En dü ük 

geli me s cakl  8 °C olarak verilse de 0 °C geli en küflerin özellikle buzdolab nda 

saklanan besinlere zarar vermeleri mümkündür. En iyi geli meleri 20-30 °C aras nda 

görülür. Bunun için g dalar oda s cakl nda saklanmamal r. Küflerin geli mesinde 

pH da önemli bir etkendir. Örne in; 1,3 – 9,6 pH’lar aras nda faaliyet gösterebilir. 

Optimum geli me pH’lar  5 – 6 olan hafif asitli ortamlarda daha iyi geli ir. Küfler 

aerob mikroorganizmalard r. Bu nedenle, daha çok yüzeyde geli me gösterir. 

Küflenmeyi engellemek için g da maddelerinin hava ile temas etmeyecek ekilde 

ambalajlanmas  gerekir. Küflerle yap lan çal malarda, baz  cinsler belirli 

dönemlerin d nda geli melerini karanl kta sürdürür. 

  

Mayalar 

 

Mayalar mantar ailesinin geni  bir bölümünü olu turur. Do ada çok yayg n olarak 

bulunan mayalar n hücre yap lar  büyük oranda proteinler, polisakkaritler, lipidler ve 

nükleik asitlerden olu ur.  

 

Mayalar n üremeleri bölünerek ya da tomurcuklanarak olmaktad r. Bölünerek 

ço alan maya hücreleri, hücre ortas ndan bölünerek bir ara bölme olu turur ve 

buradan hücre ikiye ayr larak ayn  büyüklükte iki yavru hücre olu ur. 

Tomurcuklanarak ço alan mayalar uygun çevre ko ullar  bulurlarsa tomurcuklanma 

ile bir hücreden bir veya daha çok ç nt  meydana gelir ve bunlar yeni hücreler 

halinde geli ir. Geli en bu hücreler daha sonra ana hücreden ayr r. 

Tomurcuklanarak ço alan bir maya hücresi yakla k 50-55 defa tomurcuklanarak 

ço alabilmektedir. 

 

Maya hücreleri, hücre boyutlar , ekilleri ve renkleri bak ndan geni  bir da m 

gösterirler. Hücre biçimleri genellikle küresel, elipsoidal, uç k mlar  küresel 

silindirik (limon yap na benzer) veya oval olabilmektedir. Mayalar n hücre çaplar  

baz  türlerde farkl k göstermesine kar n, genellikle 1-10 µm aral nda 

de mektedir. 
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Mayalar n geli ebilmeleri ve aktivitelerini devam ettirebilmeleri için baz  ortam 

artlar na ve baz  besin maddelerine ihtiyaçlar  vard r. Mayalar n üremelerini 

etkileyen en önemli ortam artlar ,  pH, s cakl k ve havaland rmad r. Mayalar asidik 

ortamda geli ebilen mikroorganizmalard r. Mayalar için en uygun üreme pH’ s        

4-4,5’dur. Ayr ca mayalar, 0-50 ºC aras nda de en geni  bir s cakl k aral nda 

üreyebilir. Mayadan mayaya fark etmesine ra men genellikle hepsi en iyi üremeyi 

25-27 ºC’de gösterir. Ancak daha dü ük ve yüksek s cakl k maya aktivitesini ve 

üremesini oldukça yava lat r. Mayalar n üremesini etkileyen di er bir etken ise 

havaland rmad r. Mayalar havaland rmal  ve havas z ortamda üreyebilirler. Ancak 

havaland rmal  ortamda daha h zl  ürerler. Havas z ortamda ise besin maddesini 

ürüne (etil alkol) dönü türürler. Maya büyümesine ortam artlar  d nda baz  besin 

maddeleri de do rudan etki eder. Heterotrof bir mikroorganizma olan mayalar n en 

önemli ve üremesini k tlayan ve kontrol eden besin maddesi karbonhidratlard r. Bu 

karbonhidrat kayna  glukoz, sakkaroz, fruktoz, mannoz veya laktoz olabilir. 

Mayalar n üremesini etkileyen di er bir önemli madde ise azottur. Bunun yan nda, 

potasyum, fosfor, kalsiyum, magnezyum gibi maddelere de ihtiyaç duyarlar.  

 

nsanl k tarihinde ilk kullan lan mikroorganizmalar mayalard r. Günümüze kadar 

yakla k 700 çe it maya kültürü belirlenmi  olmakla beraber yeni maya kültürlerinin 

tan mlanmas na da halen devam edilmektedir. Mayalar binlerce y ld r insanlar 

taraf ndan de ik amaçlar için kullan lmaktad r. Mayalar n ilk kullan n 

Babilliler, Sümerler ve M rl lar taraf ndan bira ve arap üretiminde ve hamurun 

mayalanmas nda oldu u san lmaktad r. Modern ça da ise mayalar geleneksel g da 

endüstrisinde (ekmek mayas  üretimi, çe itli enzimler, pigmentler, g da 

asitlendiricilerin elde edilmesi) kullan mlar n yan ra, birçok fermentasyon 

prosesinde (bira, etanol) de kullan lmaktad r.  

 

Mayalar n gelecekte yenilenebilir enerji kaynaklar nda, çevresel biyoteknolojide ve 

insan sa  ilgilendiren pek çok biyolojik geli mede daha geni  uygulama alan  

bulaca  beklenmektedir. laç endüstrisinde a  üretimi ve özellikle insan tedavi 

amaçl  proteinlerin, hormonlar n ve kan faktörlerinin üretiminde de mayalar 

kullan lmaktad r [Çetin, 1983]. 
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apkal  mantarlar 

 

Funguslar n bu grubu üzerinde apka eklinde bir yap ya sahiptir. Beslenmede tüm 

dünyada yayg n olarak kullan lmaktad r. apkal  mantar n ticari üretimine daha 16. 

yüzy lda ba lanm r. Bugün yeryüzünde bilinen mantar türlerinin ancak 25’i 

beslenmede kullan r. Bu mantarlar g da olarak yüksek potansiyele sahiptir. 

Özellikle protein bak ndan zengindir. Besin olarak kullan mlar n d nda baz  

ilaçlar n yap nda da kullan rlar [Beyatl , 1996]. 

 

2.6. Enzimler 

 

Reaksiyon h  art ran bile iklere katalizör denir. Enzimler canl  organizmalarda 

meydana gelen, protein yap nda ve biyokimyasal reaksiyon s ras nda tüketilmeyen 

katalizörlerdir. Organizmadaki çe itli moleküllerin yap , y  ve yeniden 

düzenlenmesini sa layan reaksiyonlar  h zland rarak; organizmalar n fonksiyonlar  

ve canl  sürdürmesi içi gerekli enerji ve maddeleri sa larlar. Enzimler 

olmasayd  bu reaksiyonlar çok yava  meydana gelirdi [Bohager, 2006]. Enzimler 

enerji aç ndan mümkün olan birçok biyolojik reaksiyon aras nda substratlar  seçici 

olarak belirli bir reaksiyona kanalize ederler. Böylece enzimler bütün metabolik 

olaylar  yönlendirirler. 

 

Enzimleri biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlar , canl a zarar vermeyecek ml  

ko ullarda gerçekle mesini sa layan “biyokatalizörler” olarak da tan mlayabiliriz. 

Bununla birlikte; yeterli ko ullar sa land nda etkilerini canl  organizma d nda da 

gösterebilmeleri, enzimlerden do al ortamlar n d nda pek çok alanda 

yararlanabilme imkân  ortaya ç karmaktad r [Chanp ve ark., 1997].  

 

Endüstrinin hemen her alan nda kullan lan enzimler genellikle 

mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bunun nedeni: mikroorganizma kaynakl  

enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakl  enzimlere göre katalitik aktivitelerinin 

çok yüksek olmas  ve maliyetlerinin az olmas , fazla miktarda elde edilebilmeleridir. 

Bu mikroorganizmalar yaln zca enzim üretme yeteneklerine göre de il; 
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mikroorganizmalar n toksik ve patojen olmamas na göre de seçilmi tir. Bu gün 

endüstride kullan lan birçok enzim mikrobiyal kökenlidir.   

 

2.6.1. Enzimlerin yap  

 

Enzimlerin protein k sm na “apoenzim” denir. Enzimlerin baz lar  basit proteinlerdir. 

Bunlar n katalitik etki gösteren k sm  do rudan do ruya proteinin polipeptid 

zinciridir. Birçok enzimin katalitik etki gösterebilmesi için proteinden ba ka metal 

iyonuna, baz lar n protein olmayan bir organik bile e, baz lar n ise her ikisine 

de ihtiyac  vard r. Bu iyon veya bile e genel olarak “kofaktör” ad  verilir. Kofaktör 

organik bir bile ik ise buna koenzim denir. Organik bile ik enzimin protein k sm  ile 

kovalent ba la ba  ve ayr lm yorsa “prostetik grup” ad  al r.  Koenzimi ile 

birle ik halde bulunan apoenzim-koenzim bütününe “holoenzim” ad  verilir. Yani 

holoenzim, koenzim veya kofaktörü ile birlikte katalitik olarak aktif durumdad r. 

Protein yap lar  farkl , fakat katalizledikleri kimyasal reaksiyon ayn  olan enzimlere 

“izoenzim” veya “izozim” ad  verilmektedir.  Enzimin özgül olarak etki etti i 

maddeye veya madde kar na bu “enzimin substrat ” denir. Reaksiyon sonunda 

meydana gelen maddeye ise “ürün” ad  verilir [Whitaker, 1994]. 

 

2.6.2. Enzimlerin isimlendirilmesi 

 

Her enzime iki isim verilmi tir. Birincisi, günlük kullan m için olan k sa, yayg n 

isimdir. kincisi, enzimin detayl  olarak tan mlanmas  gerekti inde kullan lan daha 

kapsaml  sistematik isimdir. Sistematik isim  Uluslararas  Biyokimya ve Moleküler 

Biyoloji Birli i (IUBMB) taraf ndan önerilmi tir. IUBMB isimleri net ve bilgi 

vericidir fakat genel kullan m için oldukça zordur. Yayg n isim olu turulurken ya 

substrat n ad na örne in, “glukozidaz”, “üreaz”, “sukraz” yada tepkimenin ad na 

örne in, “laktat dehidrojenaz”, “adenilat siklaz” gibi “az” eki eklenmi tir. Enzimler 

etkili oldu u substrat n sonuna – litik eki getirilerek de isimlendirilirler. Örne in 

proteinleri parçalayan enzimlere “proteazlar” denildi i gibi “proteolitik enzimler” de 

denilir [Chanp ve ark., 1997]. 
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2.6.3. Enzimlerin s fland lmas  

 

IUBMB, enzimleri katalizledikleri reaksiyon tipine göre alt  ana s fa ay r. Bu 

flarda yer alan her enzim, EC olarak k salt lm  ve dört rakamdan olu an kod 

numaras  ile karakterize edilmi tir. EC numaras n kapsad  dört rakamdan ilki 

enzimin alt  ana s ftan hangisi içinde oldu unu, ikinci rakam alt s , üçüncü 

rakam alt - alt s  ve dördüncü rakam ise o enzimin bulundu u s ftaki seri 

numaras  ifade eder. Üçüncü rakam o alt s fa ait özellikleri belirtir. Örne in,  

oksidoredüktazlarda elektron verici grubu transferazlarda transfer edilen grubun 

özelli ini (metil transferi, hidroksimetil transferi gibi) belirtir.  

 

Enzimlerin alt  ana s  k saca öyledir.  

 

1. Oksidoredüktazlar: Redoks reaksiyonlar  katalizlerler. Sistematik ismin 

olu turulmas nda “donör: akseptör oksidoredüktaz” eklinde bir düzenleme yap r. 

2. Transferazlar: Metil, açil, amino, glikozil yada fosfat gibi spesifik bir                  

gurubun bir maddeden di erine transferini katalizleyen enzimlerdir. Sistematik ismin 

olu turulmas nda “donör: akseptör gruptransferaz” eklinde bir düzenleme yap r. 

3. Hidrolazlar: C-O, C-N, C-C gibi ba lar n hidrolitik y  katalizler. 

Sistematik ismin olu turulmas nda “substrat gruphidrolaz” ekinde bir düzenleme 

yap r. 

4. Liyazlar: C-C, C-O, C-N gibi ba lar n eliminasyon yoluyla y  

katalizler. Sistematik ismin olu turulmas nda “substrat grupliyaz” ekinde bir 

düzenleme yap r. 

5. zomerazlar: zomerazlar bir molekül içindeki geometrik yada yap sal 

yeniden düzenlenmeyi katalizlerler. Sistematik ismin olu turulmas nda “substrat 

grupizomeraz” ekinde bir düzenleme yap r. 

6. Ligazlar: Ligazlar ATP yada di er bir nükloezit trifosfat yap ndaki bir 

pirofosfat ba n hidrolizi yard yla iki molekülü birbirine ba layarak sentez 

gerçekle tiren enzimlerdir. Sistematik ismin olu turulmas nda “X:Y ligaz (Z)” (Z) 

tepkime s ras nda trifosfattan olu an ürünü göstermektedir [Whitaker, 1994]. 
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2.6.4. Enzimlerin özgüllü ü 

 

Enzimlerden ancak pek az , belirli bir substrat için özgüldür. Baz  enzimler sadece 

bir tek substrata etki edebilirler. Örne in, üreaz sadece üreye, karbonik anhidraz 

karbonik aside ve fumaraz yaln z fumarik aside etki eder. Enzimlerin baz lar  ise 

stereoözgüllük gösterirler. Yani stereoizomerleri tekbir enantiyomerine etki ederler. 

Örne in, arginaz sadece L-arginini hidroliz eder, D izomerine etki etmez. 

 

Enzim moleküllerinde aktif bölge denilen özel bir cep ya da bo luk bulunur. Aktif 

bölge substrat n yap na uygun olan üç boyutlu bir hacim olu turan aminoasit yan 

zincirleri içerir. Aktif bölge, substrat  ba layarak bir enzim substrat (ES) kompleksi 

meydana getirir. ES sonradan enzim ve ürüne parçalanan (EÜ)’ ye dönü ür 

[Telefoncu ve Dinçkaya, 1997]. 

 

2.6.5. Enzim ara rmalar n tarihçesi 

 

lk defa 1833 lerde Payen ve Persoz, alkol kullanmak suretiyle malt ekstresinden 

ni astay  sindiren enzimi ay rt ettiler ve buna “Diastaz” ad  verdiler. 1836 y nda 

Schwan mide suyundan “Pepsini” elde etti. Kristal halde bulunan ilk enzim olan  

“Üreaz” ancak 1926 y nda Summer taraf ndan izole edildi. 

 

Enzim terimi ilk defa 1878 y nda Kühne taraf ndan fermente yerine kullan lm  bir 

terim olup orijinini Yunanca “Maya” kelimesinden almaktad r.  Mayalanma bir s ra 

enzimatik faaliyetler sonucunda olu maktad r. Mayalanma s ras nda sentezlenen  

enzimlerin cins ve deri imleri bunlar  yapan mikroorganizmalar n genetik yap lar na 

ba r [Bingöl, 1997]. 

 

2.6.6. Enzimlerin endüstriyel uygulamalar  

 

Enzimler binlerce y ld r bilinçsizce de olsa insanlar taraf ndan peynir, yo urt, bira, 

arap gibi ürünlerin yap nda ve ilaç olarak kullan lm r. Günümüzde enzimler 

çe itli endüstri dallar nda kullan lmaktad r. Bugün bildi imiz enzim endüstrisi, 
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özellikle son 40 y lda; modern biyoteknolojinin ilerlemesiyle birlikte görülen h zl  

geli menin bir sonucudur. Biyokatalizörler at k g da ve kimya endüstrisinde, ilaç 

hammaddelerinin sentezinde ba ar yla kullan lmaktad r [Zhao ve ark., 2002]. 

Çizelge 2.4.  enzimlerin endüstriyel uygulamalardaki da mlar  göstermektedir. 

 

Proteazlar deterjan ve süt endüstrisindeki geni  kullan m alan na sahiptirler. Çe itli 

karbohidrazlar, amilazlar ve selülazlar ni asta, tekstil, deterjan ve f nc k 

endüstrilerinde kullan lan ikinci büyük enzim grubudur. Dünya çap nda tüketilen 

endüstriyel enzimlerin de eri 2000 y nda 1,5 milyar dolara ula r [Kirk ve ark., 

2002]. 

 

Enzimler kiral ve pozisyonel seçicilikleri sayesinde mükemmel spesifikli e 

sahiptirler; enantiyoselektif ve rejiyoselektif organik sentezlerdeki bezdirici bloke ve 

debloke etme basamaklar na gerek kalmadan tepkimeleri katalizleyebilirler. Ayr ca 

enzimler, yayg n kimyasal katalizörlerden çevre dostu olmalar  nedeniyle 

avantajl rlar [Schmid ve ark., 2001]. 
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Çizelge 2.4. Enzimlerin endüstriyel alandaki uygulamalar  
Endüstri Enzim s  Uygulama 

Deterjan 

Proteaz  Protein lekesi ç karma 
Amilaz  Ni asta lekesi ç karma 
Lipaz  Ya  lekesi ç karma 

Selulaz  Temizleme, renk berrakla rma 
Mannanaz  Mannan lekesi ç karma 

Ni asta ve yak t 

Amilaz Ni asta çözünürle tirme ve sakkarifikasyon 
Amiloglukosidaz Sakkarifikasyon  

Pullunanaz  Sakkarifikasyon  
Glukoz izomeraz Glukozu fruktoza dönü türmek 

Siklodekstrin-glikozil transferaz Siklodekstrin üretimi 
Ksilenaz  Vizkozite dü ürme 
Proteaz  Maya beslenmesi 

da ve süt endüstrisi 

Proteaz Süt p ht la rma, yeni do an formülleri, aroma 
Lipaz  Peynir aromas  
Laktaz  Laktoz giderme 

Pektin metil esteraz Meyve bazl  ürünler olu turma 
Pektinaz  Meyve bazl  ürünler 

Trans glutaminaz Modifiye visko-elastik özellikler 

nc k  

Amilaz  Ekmek yumu atma ve hacim, un ayarlama 
Ksilenaz  Hamur artland  

Lipaz  Hamur stabilitesi ve artland lmas  
Fosfolipaz  Hamur stabilitesi ve artland lmas  

Glukoz oksidaz Hamur güçlendirilmesi 
Lipoksijenaz  Hamur güçlendirilmesi ve ekmek beyazlatma 

Proteaz  Bisküviler, kurabiyeler 
Transglutaminaz  Katl  hamurlar n güçlendirilmesi 

Hayvan yemi 
fitaz  Fitat sindirimi, fosfor sal nmas  

Ksilenaz  Sindirilebilirlik 
-glukanaz Sindirilebilirlik  

çecek  

Pektinaz Pektin giderimi, pürele tirme 
Amilaz  Meyve suyu sa altma, dü ük kalorili bira 

-glukanaz Püre 
Asetolaktat dekarbosilaz Bira olgunla rma 

Lakkaz  Berrakla rma, aroma 

Tekstil  

Selulaz  Denim bitirme, pamuk yumu atma 
Amilaz Büyüme giderme 

Pektat liyaz Temizlik 
Katalaz Beyazlatma bitirme 
Lakkaz Beyazlatma 

Peroksidaz   boya ç karma 

Ka t hamuru ve ka t 

Lipaz Safs zl k kontrolü 
Proteaz Biyofilm ç karma 
Amilaz Ni asta kaplama, mürekkep ç karma 

Ksilenaz Beyazl k art rma 
Selulaz  Mürekkep ç karma, fiber modifikasyon 

Kat  ve s  ya lar Lipaz Transesterifikasyon 
Fosfolipaz  Sak zla ma giderici, liso-lesitin 

Organik sentez 
Lipaz Kiral alkollerin ve amidlerin çözünmesi 
Açilaz Yar sentetik penisilinlerin sentezi 
Nitrilaz  Enantiyosaf karboksilik asitlerin sentezi 

Dericilik  Proteaz Darbeleme  
Lipaz  De- pikle i leminde 

Ki isel bak m 
Amiloglukozidaz Antimikrobiyal 
Glukoz oksidaz Beyazlatma, antimikrobiyal 

Peroksidaz  Antimikrobiyal  
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2.7. Glukoz Oksidaz (GOD) 

 

Glukoz oksidaz ço unlukla Aspergillus ve Penicillium cinsleri taraf ndan salg lanan 

bir enzimdir [Clark ve ark., 2006]. Büyük oranda bu funguslar n etraf  çevreleyen 

hücre d  s da ve müsilaj tabakas  içinde, bir k sm  da hücre duvar nda bulunur 

[Miron ve ark., 2002]. Katalizledikleri reaksiyonlar ayn  olsa da farkl  kaynaklardan 

elde edilen enzimler farkl  kimyasal özellikler gösterirler. 

 

Glukoz oksidaz (GOD) (EC 1.1.3.4 -D-glukoz: oksijen oksidoredüktaz) glukozun 

moleküler oksijen ile yükseltgenip glukono- -lakton (glukono-1,5-lakton) ve 

hidrojen peroksit (H2O2) olu turdu u reaksiyonu katalizler. Lakton ve hidrojen 

peroksit ayn  zamanda olu ur ve laktonun sulu ortamda katalizlenmesinden glukonik 

asit olu urken hidrojen peroksitin  katalizlenmesinden su ve oksijen olu ur. Ancak 

hidrojen peroksitin ve glukonik asitin ortamda fazla birikmesi enzim aktivitesini 

dü ürür. Glukozun glukonik asit ve  hidrojen peroksite oksidasyonu e  zamanl  

gerçekle ir ve bu  reaksiyonlar ekil 2.1.’ de verilmi tir [ Wong ve ark., 2008]. 

 

(a) 

(b) 

 

ekil 2.1.Glukozdan glukonik asitin olu mas n enzimatik mekanizmas  
               [Wolhfart ve ark., 2005]. 
              a)D-glukozdan D-glukonolakton olu umu 
              b)D-glukonolaktonun su varl nda glukonik asite hidrolizi 
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2.7.1. Aktif merkez 

 

Glukoz oksidaz iki özde  alt birimden olu an (MA 160 kDa) dimerik yap ya sahip 

bir proteindir.  Monomerler tuz köprüleri ve hidrojen ba lar yla birle irler. Her 

monomer 583 amino asit kal nt ndan olu an tek polipeptid zincirine sahiptir. 

Monomerler kendi içlerinde katlanarak iki bölge olu tururlar. Bölgenin birine 

substrat ( -D-Glukoz) ba lan rken di er bölgeye güçlü bir yükseltgeyici ajan olarak 

flavin  adenin dinükleotid koenzimi s ca ba r [Haouz ve ark., 2001]. Her 

monomer bir mol demir içerir. Katalitik reaksiyonun merkezi FAD’ n izoalloksazin 

halkas n N5 pozisyonudur. Bu reaksiyon merkezini örtecek kadar yak nda yaln z 

üç amino asit yan zinciri vard r. Glutamik asit yan zinciri Glu412 ve iki Histidin 

kal nt n yan zincirleri His516 ve His559 bulunur, Resim 2.1.’ de gösterilmi tir. 

 

Glukoz oksidaz, genelde kütlesinin yakla k % 16’ s  olu turan ve büyük oranda 

mannoz içeren bir karbonhidrat birimi ile birlikte bulunan, bir glukoproteindir. 

Karbonhidrat N yada O-glikozit olarak proteine ba lan r [Wolhfart ve ark., 2005]. 

Resim 2.2.’de Glukoz oksidaz n yap  görülmektedir. 
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Resim 2.1. Glukoz oksidaz n aktif merkezindeki amino asit kal nt lar  ve  FAD’ n        
                  pozisyonu 
 
 
 

 
Resim 2.2. Glukoz oksidaz n protein yap  “*” ile gösterilen k m aktif          
                   merkezdir. 
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2.7.2. Glukoz Oksidaz’  saklama ko ullar  

 

Kristal halde bulunan GOD karal r. 0 0C de 2 y l  -15 0C de 8 y l durabilir. 

Çözünmü  halde bulunan GOD’nin kararl  pH ya ba r, pH 5,0’te ço unlukla 

kararl r. pH 2,0’nin alt nda ve pH 8,0’in üzerinde katalitik aktivitesini kaybeder. 

GOD 40 0C’ nin üzerindeki s cakl klarda da aktivitesini kaybeder, bu termal 

denaturasyon GOD gliserol içinde saklanarak engellenebilir [Wilson ve Turner, 

1992]. 

 

2.7.3. Glukoz Oksidaz’ n inhibitörleri 

 

Ag, Pb, Hg gibi a r metaller GOD inhibe ederler. Ayr ca hidrazin, hidroksilamin ve 

fenilhidrazinin milimolar miktarlar  bu enzimi k smi olarak inhibe eder. Örne in 10 

mM konsantrasyondaki hidroksikinolin %11, sodyum nitrat  %13,  semikarbazit 

%20 oran nda inhibisyon gösterir. 2-deoksi-d-glukoz yar mal  inhibitör olarak 

davran r. Halojen iyonlar  dü ük pH ta inhibisyon gösterir örne in, 0,1 M KCl pH 3 

te enzimi tamamiyle inhibe eder. enzim [Wilson ve Turner, 1992]. 

 

2.7.4. Glukoz Oksidaz n kullan m alanlar  

 

GOD enzimi glukozun glukonik asite ve hidrojen peroksite oksitlenmesini 

katalizlemektedir. T pta vücut s lar nda (kan, üre vb.) bulunan glukozun nicel  

tayini için kullan lan biyosensör immobilize edilmi  Glukoz Oksidaz enzimi içerir. 

da sanayinde ise GOD glukozu glukonik aside ve hidrojen peroksite oksitledi i 

için genellikle ekerli içeceklerin raf ömrünü uzatmak amac yla kullan r. GOD, s  

veya toz halinde g da ürünlerine eklenmektedir. Olu an glukonik asit ve hidrojen 

peroksit anti fungal ve anti bakteriyel özelli inden dolay  g dan n bozulmas  

engellemektedir [Lu ve ark., 1996]. 

 

GOD f nc k endüstrisinde çok kullan lan bir enzimdir. Süne (insektisit) zarar  

görmü  bu day unlar n  gluten yap  bozulur. Gluten yap  bozulmu  dü ük 

kaliteli bu day unlar , ekmek yap nda kullan lamazlar. GOD olu turdu u hidrojen 
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peroksit sayesinde glutenin çapraz ba lar n onar  ile bu day ununun kalitesini 

artt rmaktad r [ ahin ve ark., 2007]. 

 

Kuru yumurta tozu haz rlamak amac yla da GOD kullan lmaktad r. Enzim olmadan 

yap lan kavurma  i lemlerinde protein ve  amino asitlerin amino gruplar  ve ekerler 

bozunur ve ho a gitmeyen bir kahverengile me olu ur. Bu yüzden bu i lem s ras nda 

da GOD kullan r. 

 

Oksijen birçok g da için problem olu turur örne in yüksek ya  içeren g dalardan 

mayonez ortamda oksijenin olmas  ile çok çabuk bozulur. GOD’nin varl nda 

oksijeni enzim kullan r ve glukonik asit olu turur [Wong ve ark., 2008]. 

 

2.8. Fermentasyon  

 

Mikroorganizmalar aerobik veya anaerobik ko ullarda geli irler. Bu bir tepkimeler 

zinciridir ve glukozun pirüvik aside parçalanmas ndan sonra fermentasyon 

(mayalanma) veya solunuma u ramas  sonucu olu maktad r. Solunum, kimyasal 

bile iklerin okside edildi i ve son elektron al n daima bir inorganik molekül 

oldu u ATP-olu um prosesidir. Oksijen varl nda son elektron al  oksijendir 

(aerobik solunum). Fermentasyon (mayalanma) anaerobik ko ullarda, glukozun 

pirüvik aside parçalanmas  ve son elektron al  olarak organik molekülün 

sentezlenmesidir. Fermentasyonda; eker veya amino asitler, organik asitler, pürinler 

ve primidinler gibi moleküller enerji kayna  olarak kullan r [Güven ve Zorba, 

2011]. 

 

2.8.1. Fermentasyon teknikleri 
 
 
Fermentasyon yolu ile ürün elde etmede kullan lan metotlar iki grupta toplanabilir. 

 
Yüzeysel veya üst fermentasyon metodu  
 
Bu metoda göre mikroorganizmalar yar  kat  veya kat  substrat n yüzeyinde geli ir ve 

yüzeyde mikroorganizma hücreleri ve bunlar n metabolitlerinden olu an bir tabaka 
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ortaya ç kar. Metabolitlerin besi ortam na difüzlenmesi de mümkündür.  Besi ortam  

, yar  kat  veya kat  olabilir. Yüzey alan  artt kça havadan oksijen sa lanmas  

daha kolay olur ve ürün olu umu artar. Bu amaçla genellikle mikroorganizman n 

fungus türleri kullan r. Zira funguslar zaten yüzeyde kolayl kla ürerler. Yüzeysel 

fermentasyon metodu ile;  A  haz rlanmas ,  antibiyotik üretimi, baz  enzimlerin 

üretimi, at k sular n ar lmas  yap lmaktad r. 

 
Bu fermentasyonda suda çözünmeyen, hem fiziksel destek hem de besin kayna  

olarak hizmet eden kat  materyal besin kayna  olarak kullan rsa kat  hal 

fermentasyonu ad  al r. Kat  materyal olarak  çe itli tah llar n kepe i, eker kam  

küspesi, meyve püresi , zeytin küspesi gibi çe itli at k maddeler kullan r. Böylece 

at klar n de erlendirilmesi de sa lanm  olur.  

 

Kat  hal fermentasyonunun baz  avantajlar  vard r; Kompleks makine ve ekipman 

gerektirmez, fermentasyon ortam  az suya ihtiyaç duyar, do rudan sporlar 

kullan labilir ve çok miktarda ürün elde edilebilir [Pandey, 2003].  

 
Derin (veya Bat k) fermentasyon metodu 
 
Bu yöntemde mikroorganizmalar besin çözeltisinin içinde geli ir (Bat k kültür) Bu 

tip fermentasyon 3 ekilde uygulan r; 

 Kesikli(Batch) 

 Yar  Kesikli (Semi Batch) 

 Sürekli (Continuous) 
 
Kesikli Fermentasyon: Tank substrat ile doldurulur, organizma ile a lan r ve 

fermentasyona tabii tutulur. Ürün i lem bittikten sonra fermentörden ç kar r. 

 

Yar  Kesikli Fermentasyon: Fermentasyondan sonra biyoreaktör tamamen 

bo alt lmaz, bir k m materyal tankda b rak r (a lama kültürü) ve bunun üzeri yeni 

substrat ile doldurulur 
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Sürekli Fermentasyon: Bu sistemde sisteme bir taraftan substrat verilir bir taraftan da 

ürün al r. Bu sistemde substrat,  mikroorganizman n (logaritmik faz n) ço alma 

faz n sona erdi i anda tanka verilirken ve ayn  miktar ürün al r. Bu yöntemle 

THP (tek hücre proteini) ve ekmek mayas  üretimi, at k sular n ar lmas  gibi 

lemler yap lmaktad r.  

 

2.9. Kaynak Ara rmas  

 

Aspergillus ilk olarak 1729’da talyan rahip ve biyolog Pietro Antonio Michelli 

taraf ndan bulunmu tur. Daha sonra mantar n ekli Pietro’ya ayinlerde kutsal su 

serpmeye yarayan aspergillumu (Resim 2.3)  hat rlatt  için Aspergillus ismini 

vermi tir [Rypien, 2008]. 

 
Resim 2.3. Aspergillum 

 

Aspergillus türleri ekeri  kullanarak  TCA  çevrimi  ara  ürünleri  olan  endüstriyel  

asitlerin üretiminde (sitrik asit, -keto glutarik asit, süksinik asit, fumarik asit, malik 

asit, oksaloasetik asit) üretimi için  önemli bir fermentasyon arac r. Yap lan 

çal malarda farkl  teknikler kullan larak A. niger fungusunun strese girmeden 

geli mesi ve çe itli endüstriyel maddelerin üretilmesi için optimum ko ullar 

belirlenmi tir. Ayr ca üretilen bu maddelerin ortamdan al nmas , safla lmas  ve 

karakterizasyonu için sistemler kurulmu tur [Baker, 2006]. 

 

Lu ve arkada lar  1996’da Na- Glukonat, Potasyum-Glukonat, Magnezyum-

Glukonat üretimi sonras  at k A. niger misellerini glukoz oksidaz enzim üretimi için 

kullanm lard r. Ayr ca, enzim üretimine metal iyonlar n etkisini incelemi lerdir.. 

Dü ük tuz konsantrasyonlar nda, metal klorürler ve metal glukonatlar n GOD 

aktivitesini olumlu etkiledi ini gözlemi lerdir [Lu ve ark., 1996]. 
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Nakao ve arkada lar  1997’ de çok ince paladyum tozunu, hidrojen peroksitin 

inhibisyon etkisini ortadan kald rmak için glukoz oksidaz ile birlikte alginat jellerde 

immobilize etmi lerdir ve de ik reaktör tipleriyle denemeler yapm lard r [Nakao 

ve ark., 1997]. 

 

Singh ve arkada lar  2003’te mikroorganizman n geli me ortam  de tirerek 

denemeler yapm r. Dald lm  hal fermentasyonu, yar  kat  hal fermentasyonu, 

yüzey fermentasyonu tekniklerini uygulam lar ve glukonik asit üretimini 

sa lam lard r. En yüksek glukonik asit verimi kat  hal fermentasyonu alt nda 

gerçekle mi tir [Singh ve ark., 2003]. 

 

Betancor ve arkada lar  2006’da yapt klar  çal mada glutaraldehit ile aktive edilmi  

de ik desteklere enzimi immobilize etmi lerdir. mmobilize i lemini farkl  

materyaller ile gerçekle tirmi ler ve en iyi GOD aktivitesini belirlemi lerdir. 

[Betancor ve ark., 2006].  

 

Jafari ve arkada lar  2007’de, Aspergillus niger fungusunu kullanarak GOD 

üretiminde; ortam bile iminin, çalkalama ve havaland rma h n etkisini 

incelemi lerdir. Çalkalama h  300 rpm ve çözünmü  oksijen h  ise 2 vvm 

olarak bulmu lard r [Jafari ve ark., 2007]. 

 

Ramachandran ve arkada lar  2008’de yapt  çal mada glukonik asit üretiminde 

kullan lan A.Niger sporlar n geli im ve inhibisyonu üzerine sodyum azid ve sitralin 

etkisini ara rm lard r [Ramachandran ve ark., 2008].  

 

Miron ve arkada lar  2010’da  yapt klar  çal mada  poliüretan sünger maddesini  

destek maddesi olarak kullanm lard r ve midye i leme tesisinin at k sular  besin 

ortam  olarak kullanarak kat  ortam fermentasyonu ile glukoz okdidaz üretmi lerdir 

[Miron ve ark., 2010]. 
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3. MATERYAL VE METOT 

 

3.1. Materyaller 

 

Bu çal mada Patates Dekstroz Agar (Merck), MgSO4, CaCO3, (NH4)2HPO4, 

KH2PO4 , MnO2, Glukoz, Sodyum Sitrat (Sigma); Etanol, Asetik Asit ve Hidroklorik 

Asit (Carlo Erba) kullan ld . 

 

Çal mada kullan lan çay posas ; demlenmi  çaydan süzüldü,  saf su ile birkaç kez 

kand , sonra 100 0C de bir gece etüvde bekletilerek kullan ld . Yumurta kabu u 

olarak ha lanm  yumurta kabu u kullan ld ; kabuk kaynat ld , havanda dövüldü ve 

kullan ld . eker fabrikas ndan temin edilen melas do rudan kullan ld . 

 

3.2. Mikroorganizma 

 

Bu çal mada Aspergillus niger fungusunun farkl  su lar  kullan ld . NRRL 3 nolu 

su  ‘Northern Regional Research Laboratory, Department of Agriculture Peoria, 

Illinois, U.S.A.’dan getirtildi. Ayr ca Ankara Üniversitesinden temin edilen ve sitrik 

asit üretiminde kullan lan NRRL 2270 nolu su , Hollanda’dan getirtilen glukoz 

oksidaz üretiminde kullan lan CBS 513.88 nolu su  da çal mam zda kullan ld . Bu 

su lar PDA ya ekildi ve  en iyi üretim yapan  su  ara rmam z için seçildi. 

 

3.3. Aspergillus Niger Fungusunun Spor Say m Yöntemi 

 

Petri üzerinde PDA da ço alt lan, Aspergillus niger fungusunun sporlar  20 mL steril 

fizyolojik s  ile al nd .  Bu s   % 0,1 (m/v) NaCl ve % 0,2 (v/v) Tween 80 

içermektedir. Bu spor çözeltisi uygun oranda steril su ile seyreltildi ve Thoma lam  

üzerinde mikroskop alt nda spor say  yap ld . Thoma lam n esas , 0,1 mm3 

hacimde say m yap lmas r. 0,1 mm3 hacim içindeki 16 büyük kareden okunan spor 

say lar n ortalamalar  al narak a daki E itlik 3.1 ile spor say  hesapland  

[Gürgün ve Halkman, 1990].  
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SS= A x SF x 10000                                                                  (3.1)                                                            

  

itlikteki,  

SS: Say m sonucu  

A: 16 büyük kareden say lan spor say  

SF: Seyreltme faktörü 

10000: 0,1 mm3 deki say m sonucundan 1 mL deki say m sonucuna geçmek için 

kullan lan sabit say  

Yapt z tüm çal malarda bu yöntemle elde etti imiz süspansiyon (7,5 x108 

spor/mL) kullan ld . 

  

3.4. Aspergillus Niger Fungusunun Ço alt lmas  
  

Aspergillus niger fungusunun ço alt lmas nda, Patates Dekstroz Agar (PDA) 

kullan ld . Kat  besi ortam  haz rlan rken 9,75 g PDA 250 mL’ ye seyreltildi. Bu 

çözelti, otoklavda 121°C’de 1,2 atm bas nç alt nda 15 dakika süreyle steril edildi. 

Haz rlanan çözelti UV kabini içerisinde steril petri kaplar na dökülerek so umaya 

rak ld . So utulan besi ortamlar na, spor ekimi yap ld . Ekim yap lan petriler 30 

°C’de 7 gün süreyle inkübatörde bekletilerek mikroorganizma üretimi yap ld . 

Üretilen sporlar kullan ma kadar +4 0C’de buzdolab nda sakland . Sporlar n 

aktifliklerini kaybetmemesi için ayda bir kez üretim yenilendi. 

 
3.5. Üretim Ortam n Haz rlanmas  ve Glukoz Oksidaz Üretimi 
 

Çizelge 3.1.’de Glukoz  oksidaz  üretimi için kullan lan kat  besi ortam n bile imi 

verilmi tir [Sharma, 2007]. Haz rlanan besi ortam  121°C’de 1,2 atm bas nç alt nda 

15 dakika süreyle steril edildi. Besi ortam ndan ayr  olarak steril edilen CaCO3 ise 

mikrobiyal ekimden önce besi ortam na eklendi ve manyetik kar  ile homojen 

olarak kar ld . Haz rlanan bu ortam steril petri kaplar na e it miktarlarda 

da ld . 

 

Bölüm 3.4.’te haz rlanan petrilerin yüzeyinde üreyen sporlar, % 0,1 (m/v) NaCl ve  
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% 0,2 (v/v) Tween 80 içeren 20 mL steril suya aseptik ko ullarda al nd .  Petrilerdeki 

kat  besi ortam na 0,6 mL eklendi ve drigalski spatülü ile sporlar n homojen da  

sa land . Glukoz Oksidaz üretimi, 30 oC s cakl kta 48, 72, 96 ve 120 saatlik  

inkübasyon sonras nda  intraselüler ve ekstraselüler olarak ölçüldü.  

 

Çizelge 3.1. Glukoz oksidaz üretiminde kullan lan kat  besi ortam  
 
Madde Deri im 
Çay 20 mg/100mL 

Melas 20 mg/100mL 

(NH4)2HPO4 0,75mg/100 mL 

KH2PO4 0,05 mg/100 mL 

MgSO4 0,01 mg/100 mL 

CaCO3 4,0 mg/100 mL 

 

 

3.6. Glukoz Oksidaz’ n Ortamdan zolasyonu 

 

Üretim süresinin sonunda üretim ortam  tamamen 250 mL lik erlene al nd  ve 

üzerine pH 5,4 olan 30 mL asetat  tamponu   eklenerek  30 dk oda ko ullar nda 

çalkalamal  su banyosunda çalkaland . Ekstraselüler (hücre d ) enzimin besin 

ortam ndan s  ortama geçmesi sa lan ktan sonra whatman no:4 süzgeç ka ndan 

süzüldü ve süzüntü spektrofotometrede analiz için haz rland .  

 

Süzgeç ka nda kalan kat  k m ise intraselüler (hücre içi) enzim tayini için al nd  

ve tart ld . Her bir  gram için 1 mL pH 5,4 olan asetat tamponu eklendi.  Homojen 

bir ekilde kar mas  sa land ktan sonra hücre patlatmas  sa lamak için Resim 

3.1.’de görülen sonikatör cihaz  kullan ld  (sonics&Materials MC). Bu i lem 

sonikatörün nmamas  ve enzim aktivitesini inhibe etmemesi için ortam buz 

banyosu yard yla so utularak ve 1 dk süreler ile 6 kez gerçekle tirildi. Enzimin 

 ortama geçme i leminin tamamlanabilmesi için +4 0C’de 1 gece buz dolab nda 
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bekletildi. Daha sonra so utmal  santrifüj (Sigma 2-15KC) kullan larak +20C’de ve 

15000 rpm de 30 dk santrifüj edildi. S  k m al nd  ve enzim tayini için haz rland . 

 

 
Resim 3.1. A.niger fungusunun hücresinin patlat lmas nda kullan lan düzenek   

 

Hücre içi ve hücre d  enzim çal malar  s ras nda al nan s  k mlar 1:4 oran nda 

EtOH ile muamele edildi ve +4 0C’de bir gece buz dolab nda bekletilerek enzimin 

denatüre olmas  ve çökmesi sa land . Bu kar m +20C’ de 15000 rpm de 30 dk 

santrifüj edildi ve enzim pellet eklinde tüpün alt k sm nda kald  s  k m ise 

dekantasyon ile bo alt ld . Pellet eklindeki enzim 0.5 mL suda çözülerek  UV (UV-

GB spektrofotometre Hach) de aktivite tayini için kullan ld . 

 

3.7. Glukoz Oksidaz Aktivite Tayini  

 

3.7.1.  Hidrokinon kalibrasyon grafi i 

 

Glukoz oksidaz aktivite tayini spektrofotometrik yöntemle yap lm r. A daki 

tepkimelerde görüldü ü gibi, GOD, glukozu glukonik asite yükseltger. Bu 
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tepkimenin ba lang ç h , glukoz oksidaz enziminin aktivitesidir. Glukozun 

glukonik aside yükseltgenme tepkimesi spektrofotometrede ölçülebilir bir absorbans 

de eri vermez; bu nedenle ekil 3.1. (a)’ da verilen  tepkimede olu an  ürünü 

substrat olarak kullanan ve spektrofotometrede ölçülebilir bir absorbans de eri veren 

ekil 3.1. (b)’ deki tepkimeden yararlan r.  Burada ilk  tepkime s ras nda aç a 

kan H2O2, benzokinonla tepkimeye girerek hidrokinon olu turur. 

 

(a) 

                                                                  (b) 

 
ekil 3.1. Glukoz oksidaz aktivite tayini reaksiyon mekanizmas  

a) Glukozdan glukoz oksidaz varl nda H2O2 olu umu 
b) H2O2 varl nda benzokinondan hidrokinon olu umu 

 

Kalibrasyon grafi i için s ras yla 0,01 mM, 0,03 mM, 0,06 mM, 0,08 mM, 0,1 mM, 

0,15 mM ve 0,2 mM hidrokinon deri imlerine sahip çözeltiler haz rland  ve 

spektrofotometrede 290 nm dalga boyunda absorbsiyon ölçümleri Çizelge 3.2.’te 

verildi i gibi al nd  ve ekil 3.2’deki kalibrasyon grafi i olu turuldu. 

 

Çizelge 3.2. Farkl  deri imlerdeki hidrokinon çözeltilerinin absorbans de erleri 

Deri im 

(mM) 
0,01 0,03 0,06 0,08 0,10 0,15 0,20 

Absorbans 

(290 nm) 
0,03 0,08 0,15 0,20 0,25 0,37 0,50 

 

 

  H2O2 

Glukoz oksidaz 

1,4-Benzokinon Hidrokinon 
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ekil 3.2. Hidrokinon’un kalibrasyon grafi i ( = 290 nm) 

 

3.7.2.  Spektroskopik yöntem 

 

Bu tayin için 1 M glukoz çözeltisi tayinden bir gün önce haz rland  ve oda 

cakl nda anomerlerinin dengeye gelmesi için bekletildi. % 0,1 (m/v) deri iminde 

benzokinon çözeltisi ve 0,1 M pH 5 olan sodyum sitrat tamponu haz rland .  

 

 1 mL 1 M glukoz,  0,5 mL %0,1 (m/v)  benzokinon çözeltisi ve 0,5 mL sitrat 

tamponu eklenerek toplam 2 mL hacminde  kör haz rlanm r.  Numune ise; 1 mL 1 

M glukoz, 0,5 mL  %0,1 (m/v)  benzokinon, 0,48 mL sitrat tamponu eklenerek 

haz rland  ve 25 0C’de 5 dk  oda s cakl na gelmesi için bekletildi. Daha  sonra 0,02 

mL enzim çözeltisi eklendi ve 30 0C’de 1 dk bekletildikten sonra absorbans de eri 

290 nm’de okundu ve olu an hidrokinon deri imi kalibrasyon grafi inden hesapland  

[Ciucu ve Patrocou, 1984]. 

 

3.7.3. Enzim aktivitesi 

 

Reaksiyon ba lang ç h  enzim aktivitesidir. Enzim aktivitesi (ünite) 30 0C de 1 

dakikada olu an hidrokinonun µmol’üdür. Spesifik aktivite ise mg protein ba na 

dü en enzim ünitesi olarak hesaplan r [Ciucu ve Patrocou, 1984]. 

 

y = 2,434x + 0,007
R² = 1

0
0,033
0,066
0,099
0,132
0,165
0,198
0,231
0,264
0,297

0,33
0,363
0,396
0,429
0,462
0,495

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18 0,2 0,22

A
bs

or
ba

ns

Deri im (mM)
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3.8. Protein Deri imi Tayini 

 

0,5 mg/ mL BSA (Bovin Serum Albümin çözeltisinden) 5, 10, 15, 20 µL’ lik 

mlar al nd  ve her birinin hacimleri 0,15N NaCl çözeltisi ile 100 µL’ ye 

tamamland . Her tüpe 1 ml Bradford Reaktifi eklendi, vorteksle kar ld  ve 2 

dakika bekletildi. Bu çözeltilerin kör çözeltisine kar  (kör: 0,1 mL 0,15N NaCl ve 

1,0 mL Bradford Reaktifi)  UV spektrofotometrede 595 nm’de absorbanslar  

okundu. Farkl  deri imlere kar  elde edilen absorbans de erleri Çizelge 3.3.’te 

verildi. Bu çizelgede verilen de erler kullan larak kalibrasyon grafi i çizildi. 

Kalibrasyon grafi i ekil 3.3.’te verilmi tir. Enzim içeren örne in, 595 nm’deki 

absorbans  ölçüldü ve kalibrasyon grafi i yard yla ‘mg protein/mL’ olarak protein 

deri imi hesapland .  

 

Çizelge 3.3. Farkl  deri imlerdeki protein çözeltilerinin absorpsiyon de erleri 

Deri im  

mg protein/mL 
0 0,025 0,050 0,075 0,100 

Absorbans 

(595 nm) 
0 0,070 0,170 0,236 0,315 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  ekil 3.3. Protein deri imlerinin absorbansa göre  kalibrasyon grafi i  = 595 nm)   

y = 3,164x + 0,000
R² = 0,998

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3

0,35

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
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3.9. Glukoz Oksidaz’ n Vm ve Km De erlerinin Tayini 

 

Enzimin Vm ve Km de erleri, Lineweaver-Burk (LB) grafi i yard yla tayin edildi. 

Farkl  deri imlerde (1 mM, 3 mM, 5 mM, 10 mM, 30 mM, 50 mM) glukoz 

çözeltileri haz rland . Bu çözeltilerden yararlan larak  Bölüm 3.7.2.’de anlat ld  

gibi 30 0C s cakl kta deneyler yap ld . Glukozun farkl  deri imlerinde haz rlanan ve 

subsrat olarak kullan lan bu çözeltiler ile ba lang ç reaksiyon h zlar  (v) µmol/dk 

olarak saptand . 1/(v) de erleri, 1/[S] de erlerine kar  grafi e geçirilerek 

Lineweaver-Burk grafi i çizildi. Çizilen Lineweaver-Burk grafi indeki do runun x 

eksenini kesti i noktadan -1/Km, y eksenini kesti i noktadan ise 1/Vm belirlendi.  

 

3.10. Biyokütle 

 

Enz28im üretim ortam nda olu an miseller pH 5.4 olan asetat tamponuna yüzeyden 

kaz ma i lemi yap larak al nd . Biyokütle içeren bu süspansiyon süzgeç ka ndan 

süzüldü ve 75 0C de etüvde kurutuldu. Süzgeç ka  sabit tart ma geldi inde 

biyokütle 0,011  g/mL olarak  hesapland . 

 

3.11. Glukoz Oksidaz Üretiminde Besi Yeri Seçimi 

 

Maksimum enzim üretimi ve mikroorganizman n ortamdan en iyi ekilde 

faydalanabilmesi için bile imi çizelge 3.4.’te verilen farkl  besi yerleri denendi. Bu 

besi yerleri seçiminde çay posas , melas, yumurta kabu u gibi at k maddelerin 

de erlendirilmesi dü ünüldü.  
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Çizelge 3.4. GOD üretimi için farkl  besi ortam  içeri i  

Besi Yeri 

1 

Besi Yeri  

2 

Besi Yeri  

3 

Besi Yeri  

4 

Çay Çay Çay Çay 

Melas Melas Glukoz Melas 

(NH4)2HPO4 ---- (NH4)2HPO4 (NH4)2HPO4 

KH2PO4 ---- KH2PO4 KH2PO4 

MgSO4 ---- MgSO4 MgSO4 

CaCO3 Yumurta Kabu u CaCO3 CaCO3 

---- ---- ---- MnO2 

 

 

3.12. Glukoz Oksidaz Üretiminde MnO2 Deri iminin Etkisi 

 

MnO2’nin kat  ortamda glukoz oksidaz üretimine etkisi incelendi.  Bu amaçla 

ortamdaki deri im %  0,05, 0,08, 0,1, 0,2, 0,3 ve 0,5 (m/v) MnO2  olacak ekilde  

besi ortam na MnO2 eklendi. 

 

3.13. Glukoz Oksidaz Üretimine Yumurta Kabu u Etkisi 

 

 Bu çal mada da besi ortam na Çizelge 3.1.’de görüldü ü gibi % 4  (m/v) 

deri iminde CaCO3 eklenmi tir. Çizelge 2.3.’te verildi i gibi yumurta kabu u %93,7 

CaCO3 ve daha az oranlarda da MgCO3, Ca3(PO4)2, organik maddeler içermektedir. 

Bu at k madde (yumurta kabu u) normal besi ortam nda bulunan (Besi Yeri 1) 

(NH4)2HPO4,  KH2PO4, MgSO4 ve CaCO3 yerine kullan labilir. Bu çal mada 

Çizelge 3.5.’te görüldü ü gibi yumurta kabu u % 4 (m/v) oran nda besi ortam na 8 

üeklendi. 
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Çizelge 3.5. Yumurta kabu u içeren besi ortam  içeri i 

Besi Yeri  

1 

Besi Yeri  

2 

Besi Yeri  

3 

Çay Çay Çay 

Melas Melas Melas 

(NH4)2HPO4 ---- (NH4)2HPO4 

KH2PO4 ---- KH2PO4 

MgSO4 ---- MgSO4 

CaCO3 Yumurta Kabu u Yumurta Kabu u 

 

 

3.14. Glukoz Oksidaz Üretimine O2’nin Etkisi 

 

Fermentasyon aerobik ko ullarda gerçekle mektedir ve A. niger aerob bir küf 

mantar r ve ortama hava beslemesi yap larak oksijenin etkisi gözlenmi tir. Resim 

3.2.’de görülen sistem bütün ba lant lar yla birlikte sterillenerek kullan ld . 

Akvaryum hava pompas  (Champion CX-0088) vas tas yla steril filtreden geçirilen 

nemlendirilmi  hava ortama gönderildi. Havan n ak  h  flow metre ile 16 mL/sn 

olarak ölçüldü.  

 

 
Resim 3.2. Hava beslemeli kültür ortam  
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3.15. Glukoz Oksidaz Üretimine NaOH Etkisi 

 

Çay, melas, yumurta kabu u, MnO2 içeren ortama % 0,016 (m/v)  deri iminde 

NaOH eklendi, ortamdan hava geçirilerek (16 mL/s)   glukoz oksidaz üretimi 

ara ld .  
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTI MA 

 
4.1. Aspergillus Niger ‘in  Kültür Seçimi 

 

Bölüm 3.2. ve 3.4.’te anlat ld  gibi petrilerde üç farkl  su tan üretilen Aspergillus 

niger  süspansiyonu  bile imi Çizelge 3.1.’de verilen ortama ekildi.  Kültür  seçimi  

için su lar üçer paralel olacak ekilde ve 48, 72, 96 ve 120. saatler için ayr  ayr  ekim 

yap ld .  Bu sürelerde al nan örneklerimiz intraselüler ve ekstraselüler enzim tayini 

için analiz edildi. Ç kan sonuçlar Çizelge 4.1.’de U/mL cinsinden verildi. 

 

Çizelge 4.1. Farkl  kültürlerin ekstraselüler ve intraselüler enzim üretimine etkisinin     
                    zamana ba  de imi 

 

Saat (dk) 

Ekstraselüler  (U/mL) 

NRRL 3 NRRL 2270 CBS 513.88 

48 3,82 ±0,43 4,10 ±0,35 4,22 ±0,29 

72 8,11 ±0,30 4,13 ±0,31 3,54 ±0,33 

96 10,61 ±0,73 5,02 ±0,42 4,93 ±0,38 

120 10,46 ±0,37 4,61 ±0,30 4,82 ±0,27 

 

Saat (dk) 

ntraselüler  (U/mL) 

NRRL 3 NRRL 2270 CBS 513.88 

48 2,36 ±0,28 1,42 ±0,24 1,93 ±0,23 

72 5,21 ±0,25 2,07 ±0,22 1,31 ±0,31 

96 5,61 ±0,36 2,55 ±0,28 4,92 ±0,26 

120 4,44 ±0,32 3,71 ±0,25 5,36 ±0,37 

 

 

Ekstraselüler ve intraselüler enzim üretiminin en iyi oldu u kültür NRRL 3 olarak 

belirlenmi tir. Ekstraselüler ve intraselüler enzim üretimi 96. saatte maksimum 

de ere ula r. NRRL 3 kültürü için ekstraselüler ve intraselüler enzim üretimi 

ekil 4.1.’de  gösterilmi tir. 
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ekil 4.1. Ekstraselüler ve ntraselüler GOD üretiminin zamanla de imi 

 

4.2. Glukoz Oksidaz Üretimine Besi Yerinin Etkisi  

 

Çizelge 3.4.’te verilen  dört  farkl  besi yerleri haz rlanarak Bölüm 3.5’te anlat ld  

gibi ekim yap ld  ve 96 saat, 30 0C’da inkübatörde bekletildi.  Bölüm 3.6.’da 

anlat ld ekilde hücre d  ve hücre içi enzim izolasyonu yap ld . Enzim aktivite 

tayinleri Bölüm 3.7. ‘de anlat ld  gibi gerçekle tirildi. Elde edilen sonuçlar Çizelge 

4.2.’de verilmektedir. 

 

Çizelge 4.2. Farkl  besi yerlerindeki Ekstraselüler ve ntraselüler GOD üretimi 

 Ekstraselüler 

(U/mL) 

ntraselüler 

(U/mL) 

Besi Yeri 1 8,60 ±0,33 4,60 ±0,28 

Besi Yeri 2 9,06 ±0,29 4,82 ±0,31  

Besi Yeri 3 3,02 ±0,39 2,18 ±0,45 

Besi yeri 4 13,58 ±0,72 8,73 ±0,61 
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Besi yeri 4 kullan ld nda  ekstraselüler ve intraselüler enzim aktivitesi s ras yla 

13,58 U/mL ve 8,73 U/mL olarak bulundu. Besi yeri 4 di er besi ortamlar ndan 

farkl  olarak   %  0,1  (m/v)  MnO2   içermektedir. Ortama MnO2 kat lmas  Glukoz 

oksidaz verimini kontrole göre 1,58 kat artt rm r. Glukoz Oksidaz üretiminde yan 

ürün olarak olu an hidrojen peroksitin inhibisyon etkisini ortadan kald rmak için 

MnO2 ortama kat lmaktad r. MnO2 hidrojen peroksiti suya ve oksijene 

parçalamaktad r ve Glukoz Oksidaz aktivitesini art rmaktad r [Nakao ve ark., 1997].  

 

4.3. Glukoz Oksidaz Üretimine MnO2 Deri iminin Etkisi 

 

Bölüm 3.12.’de verilen  MnO2  deri imleri kullan larak haz rlanan besi yerlerine 

ekim yap ld . A.niger  ekstraselüler ve intraselüler enzim tayini için Bölüm 3.6. ve 

3.7.’de anlat lan yöntem kullan lm r. Elde edilen sonuçlar Çizelge 4.3’te 

verilmi tir.  ekil 4.2.’de MnO2 deri imine ba  GOD üretim grafi i gösterilmi tir. 

Çizelge ve ekilden görüldü ü gibi en iyi aktivasyon %0,2 (m/v) MnO2 deri iminde 

elde edilmi tir. Ortama  %0,2 (m/v) MnO2 kat lmas , Glukoz oksidaz verimini 

kontrole göre 1,92 kat artt rm r.  

 

Çizelge 4.3. Fark  deri imlardeki MnO2’nin GOD üretimine etkisi 

MnO2 

Deri imleri 

(%) (m/v) 

Ekstraselüler 

(U/mL) 

ntraselüler 

(U/mL) 

0,05 12,71 ±0,48 5,90 ±0,39 

0,08 13,23 ±0,56 6,22 ±0,35 

0,1 13,58 ±0,72 8,73 ±0,61 

0,2 16,56 ±0,63 7,62 ±0,54 

0,3 15,20 ±0,61 6,19 ±0,58 

0,5 14,06 ±0,41 6,10 ±0,49 
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ekil 4.2. MnO2 deri imine ba  GOD üretimi (T= 30 0C, t= 96 saat) 

 

Glukoz Oksidaz üretiminde yan ürün olarak olu an hidrojen peroksitin inhibisyon 

etkisini ortadan kald rmak için ortama katalaz enzimi kat lmaktad r. Katalaz enzimi 

pahal  ve karars z bir yap da oldu u için ayn  i levi gören MnO2 ortama 

kat lmaktad r. MnO2 hidrojen peroksiti suya ve oksijene parçalamaktad r ve Glukoz 

Oksidaz aktivitesini art rmaktad r [Nakao ve ark., 1997]. ekil 4.3.’te Glukozun 

oksidasyon mekanizmas  ve H2O2’ nin, MnO2 taraf ndan O2 ve H2O’ya parçalanmas  

gösterilmi tir. 

 

 
ekil 4.3. Glukozun MnO2’li ortamda oksidasyonu 
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4.4. Glukoz Oksidaz Üretimine Yumurta Kabu u Etkisi 

 

Çizelge 3.4.’te verilen besi ortam  kullan larak  glukoz oksidaz enzim üretimi 

yap lm r   (T=  30  0C, t= 96 saat). Yumurta kabu u kullan ld nda Besi Yeri 1 

(NH4)2HPO4,  KH2PO4, MgSO4 ve CaCO3 maddelerini içermekte Besi Yeri 2 ise 

bunlar n yerine sadece yumurta kabu u içermektedir, Besi Yeri 3 ise her ikisini de 

içermektedir. Sonuçlar Çizelge 4.4.’te verilmektedir. 

 

Çizelge 4.4. Yumurta kabu u içeren besi ortamlar n GOD üretimi 

 Ekstraselüler 

(U/mL) 

ntraselüler 

(U/mL) 

Besi Yeri 1 8,60 ±0,33 4,60 ±0,28 

Besi Yeri 2 9,06 ±0,29 4,82 ±0,31  

Besi Yeri 3 14,56 ±0,38 6,79 ±0,24 

 

Çizelgede görüldü ü gibi  (Besi Yeri 3 ve Besi Yeri 1)  yumurta kabu u kullan lmas  

halinde  ekstraselüler  GOD  aktivite de eri 1,70 kat artm r. Literatürde verilen 

besi ortam nda yüksek deri imde CaCO3 ortama eklenmektedir. Literatür verilerine 

göre CaCO3 glukoz oksidaz sentezini artt rmaktad r. Bunun nedeni olarak kat  

ortamda Ca+2 iyonlar n miselin geli mesini artt rd  bildirilmi tir[Rogalski ve 

ark., 1988]. Bankar ve arkada lar  GOD üretiminin pH 4 alt nda dü tü ünü  ve 

ortama CaCO3 eklenmesinin üretim s ras nda pH de erinin  dü mesini engelleyici  

etki gösterdi ini bildirmi lerdir [Bankar ve ark., 2009]. 

 

4.5. Glukoz Oksidaz Üretimine O2’nin Etkisi 
 
 
En  iyi  ortam  olarak  seçilen   Besi  yeri  4’e   %  0,2  (m/v)   MnO2 ekleyerek  Resim 

3.2’de görülen düzenek  kullan larak üretim yap ld  (T= 30 0C, t= 96 saat,  Hava ak  

= 16,0 mL/s ). Glukoz oksidaz enzim aktivitesi Bölüm 3.6 ve 3.7.’de anlat ld  

gibi saptand . Ekstraselüler Glukoz oksidaz aktivitesi 18,7 U/mL olarak 
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bulunmu tur. Glukoz oksidaz verimi kontrole göre (%0,2 MnO2 içeren besi yeri 4) 

1,64 kat artm r. 

 

4.6. Glukoz Oksidaz Üretimine NaOH Etkisi 

 

Bile imi Bölüm 3.15.’te verilen besi ortam nda GOD üretimi yap ld . Ekstraselüler  

Glukoz oksidaz aktivitesi 34,23 U/mL olarak ölçüldü. Bankar ve arkada lar n 

2009, Ramachandran ve arkada lar n 2006 y llar ndaki gözlemlerine göre ortam 

pH’  4 ün alt na dü memelidir. Ramachandran ve arkada lar  ortama CaCO3 veya 

NaOH kat lmas n aktiviteyi art rd  bildirmi lerdir.  NaOH’in ortama çözünür 

halde eklenmesi  daha etkin bir nötralle tirme arac r. Bu nedenle glukoz oksidaz 

aktivitesini 1,83 kat artt rm r. 

 

4.7. Glukoz Oksidaz n Vm ve Km De erlerinin Belirlenmesi 

 

4.7.1. Glukoz oksidaz Lineweaver-Burk grafi i 

 

Besi yeri 4 kullan larak ve % 0,2 (m/v) MnO2   içeren ko ullarda üretti imiz Glukoz 

oksidaz için LB grafi i Bölüm 3.9.’da  verilen  glukoz (subsrat) deri imlerine kar   

çizildi.  Çizelge 4.5.’te verilen v ve [S] de erlerinden yararlanarak, 1/v ve 1/[S] 

de erleri hesapland ;  1/v ve 1/[S] de erlerini kullanarak LB grafi i çizildi. Çizilen 

grafikten  Km ve Vm de erleri hesapland . Bulunan de erler s ras yla  Km=1,98 mM 

ve Vm=2,01 x 10-1U/mL’dir.  

 

Çizelge 4.5. GOD için substrat deri imlerine kar   v de erleri  

[S] (mM) 1,00 3,00 5,00 10,0 30,0 50,0 

V (µmol/dk.ml) 

(x10-1) 
0,67 1,21 1,52 1,71 1,80 1,87 
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Çizelge 4.6. 1/[S] ye kar  1/V de erleri 

  1/[S] (L/milimol) 

 
1,00 0,33 0,21 0.10 0.03 0.02 

1/V (dk.ml/µmol) 

 
14.9 8.25 6.58 5.85 5.55 5.35 

 

 

y = 9,8445x + 4,9853
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ekil 4.4. GOD için Lineweaver-Burk grafi i 

 

4.8. Enzim Protein Tayini 

 

Bölüm 3.8.’de anlat ld  gibi enzim içeren örne imizin protein deri imini 1,62 mg 

protein/mL olarak hesapland , Spesifik aktivite 10,2 U /mg protein  olarak bulundu. 
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5. SONUÇ VE ÖNER LER 

 

“Mikroorganizma Hücreleri Kullanarak Glukoz Oksidaz Enzim Üretimi” tez 

çal mas n sonuçlar  ve literatürdeki di er çal malarla kar la lmas  a da 

verilmi tir. 

 

1. Üç ayr  Aspergillus niger su u,  içeri i ayn  besi ortamlar na ekilerek en iyi 

GOD üretimi sa layan su  olarak  NRRL 3 seçilmi tir. 

 

Ramachandran ve arkada lar  2007’ de yapt klar  ‘‘glukonik asit üretim 

çal mas nda’’ NRRL 3 kültürünü kullanm r. 

 

2. Fermentasyon zaman n (48, 72, 96 ve 120 saat ) GOD üretimi üzerine etkisi 

incelenmi tir. 96. saatte NRRL 3 su unun en yüksek ekstraselüler GOD 

aktivasyonu 10,6 U/ml, intraselüler GOD aktivasyonu 5,6 U/mL olarak 

bulunmu tur. 

 
 Kashmiri ve arkada lar  2008’de yapt klar   çal mada GCUC-10 numaral  

Aspergillus niger fungusunu kullanm lard r.  Kültür ortam na ve periyoduna  

ba  olarak en yüksek GOD üretimi ekstraselüler için 72 saatte, intraselüler için 

36 saatte  elde edilmi tir. 

  

3. Çal mam zda serbest mikroorganizma kullan larak, farkl  kat  ortamlar 

denenmi tir. En yüksek GOD deri imi, MnO2 içeren kat  besi yerinde 

ekstraselüler ve intraselüler enzim aktivasyonu s ras yla 13,6 U/mL ve 8,73 

U/mL olarak bulunmu tur. 

 

Nakao ve arkada lar  2001’de yapt klar  çal mada, hidrojen peroksitin 

inhibisyon etkisini ortadan kald rmak için MnO2  kullanm lard r. 

 

4. Çal mam zda mikroorganizma kullan larak yap lan deneylerde, MnO2’nin 

farkl  deri imleri denenmi tir ve % 0.2 (m/v) deri iminde ekstraselüler GOD 
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aktivitesi 16,6 U/mL olarak bulunmu tur. MnO2 kat lmas  Glukoz oksidaz 

verimini kontrole göre 1,93 kat artt rm r. 

 

      “Serbest mikroorganizma kullan larak, MnO2’nin farkl  konsantrasyonlar n      

      GOD üretimine etkisi” hakk nda literatürde herhangi bir bulguya rastlanmam r 

 

5. Çal mam zda mikroorganizma kullan larak, hava beslemesinin GOD üretimine 

etkisi ara lm r. %0,2 (m/v) MnO2 içeren ortamda, 16 mL/s ak  h ndaki 

havayla beslenen ortamdaki ekstraselüler GOD aktivitesi 18,7 U/mL olarak 

bulunmu tur.  

 

 
6. Çal mam zda kat  ortam kullan larak at k de erlendirme yap lm r; çay, melas 

ve yumurta kabu u GOD üretimi için kullan lm r.  

 

Sharma ve arkada lar n 2008’de yapt   çal ma da çay at klar  ve eker 

melas  kullan lm  ve glukonik asit üretimi yap lm r.  
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