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OZET

Bu cahsmada atik maddeler kullamlarak, kati ortamda Aspergillus niger ile
Glukoz Oksidaz uretimi arastirilmistir. Karbonhidrat olarak seker pancar
melasi, kat1 destek maddesi olarak cay atiklan, kalsiyum karbonat kaynagi
olarak da yumurta kabugu kullanilmistir. Glukoz Oksidaz Uretimi igin
optimum sartlar (stire, MnO,, O, etkisi) incelenmistir. En fazla enzim tretimi
96 saatte goOzlenmistir. Hicre disi enzim aktivitesi 10,6 Unite/mL olarak,
spesifik aktivite ise 10,2 Unite/mg protein olarak saptanmistir. MnO;
kullanildiginda enzim aktivitesi 1,57 kat artmistir.  Uretim ortamindan hava

gecirildiginde (akis mz1 16 mL/s) enzim aktivitesi kontrole gore 1,64 kat

artmstir.
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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 MnO; and O;) 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 MnO,. When air
(flow rate 16 mL/s) passed through production medium, enzyme activity was

1.64-fold increased according to the control.
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1. GIRIS

Cay, dinyada sudan sonra, en fazla igilen ve igme aligkanhg: gittikge artan bir bitki
olarak 5000 yillik bir gegmise sahiptir. Turkiye’nin ¢ayla tanismasi 1787 tarihinde,
Japonya’dan getirilen ¢ay tohumlarinin ekilmesiyle baslar. Turkiye yillik Kisi basina
cay tuketimi bakimindan diinya dlkeleri arasinda 4. sirada yer almaktadir. Cay da
salep, boza, ayran gibi Tirk insanmnin milli icecekleri arasinda yerini almistir. Yurt

ici yillik tiketim miktari ise 140 bin tonun Gzerindedir [Akova, 2005].

Cayin icerdigi kafein nedeni ile yorgunluk giderici ve canlilik verici etkisi
bilinmektedir. Cayin demlenmesi sirasinda icerdigi kafein buylk bir oranda deme
gecmektedir. Cayda kafeinin yan: sira Fosfor (P), Kalsiyum (Ca), Potasyum (K),
Bakir (Cu), Mangan (Mn), Cinko (Zn), Magnezyum (Mg), Demir (Fe) gibi

minaraller ile polifenoller bulunur ve demleme sirasinda deme gecer [Ol, 1981].

Atik caylarda da polifenoller, kafein, amino asitler, sekerler, organik asitler, yaglar,
minaraller, pigmentler, proteinler bulunur [Menon, 1993]. Atik cayda bulunan bu
kimyasal icerik yani fenoller, sekerler ve amino asitler mikroorganizmalarin

gelismesi icin uygun bir ortamdir [Selvakumar ve ark., 1998].

Mikroorganizmalar ekosistemde hayati rol oynarlar. Enzim, vitamin, organik asit ve
antibiyotik gibi maddelerin Uretimi icin endustriyel olarak kullanilirlar.
Mikroorganizmalar yapilarina ve gelismislik durumlarina gore bashica ¢ grupta
incelenir; Okaryotik, prokaryotik ve virlis. Mantarlar okaryotik canlilar olup
klorofilleri olmadigindan fotosentez yapamazlar, genellikle aerobik 6zellik

gosterirler. Oksijenin bulundugu ortamlarda gelisir ve Urerler [Mikrobiyoloji.org].

Bu calismada Aspergillus niger kullanilmistir. Aspergillus niger cevrede sik
rastlanan ve insanda infeksiyona sebep olan flament6z bir mantardir. A.niger daha
cok sitrik asit tretimindeki roliyle bilinir. Bu mikroorganizma toprakta yasam alani
bulur ve yeryuziinde ki karbon ¢evriminde 6nemli rol oynar. Organizma hidrolitik ve

oksidatif enzimleri ile toprakta bulunan bitkilerin lignin ve selliloz yapilarini bozarak



ayristirir, clirimelerine sebep olur. A.niger’ in salgiladigi enzimlerin bu 6zelliginden
dolay1 mikroorganizma biyoteknoloji endustrisinde dnemli kullanim alani bulmustur
[Baker, 2006].

Glukoz Oksidazin gidalarin renk, koku oOzelliklerinin iyilestirilmesi, raf omrinin
arttirilmas1 gibi gida sanayinde cesitli kullanim alanlar1 vardir. Biyosensor olarak
kullanilir; vicut siwvilarinda, iceceklerde ve gidalarda bulunan glukozun nicel

analizini saglar [Bankar ve ark., 2009].

Bu calismada enzim uretimi icin kat1 faz fermentasyonu kullanilmistir. Kati faz
fermentasyon mikroorganizmalarin susuz veya suyun az bulundugu kati ortamlarda
fermentasyon yapmasidir ancak mikroorganizmanin buyumesi ve (remesi igin
yeterli neme de sahip olmas1 gerekir. Bu yontemde dikkat edilmesi gereken birkac
nokta vardir; Uygun mikroorganizma ve subsrat secimi, Urlin izolasyonu ve
saflastirilmas: ayrica Uretim igin gerekli olan parametrelerin optimizasyonu. Kati
faz fermentasyon teknigi tarimsal sanayi atiklarinin biyolojik detoksifikasyonu, ekin
ve ekin artiklarinin besin degerlerinin artirilmasinin  biyolojik  dénusimd,
mikroorganizmalar tarafindan Uretilen sekonder metabolitlerin yikimi1 ve enzim,
alkoloit, organik asit vb bilesiklerin Gretilmesi gibi birgok alanda kullanilmaktadir
[Pandey, 2003].



2. GENEL VE TEORIK BILGILER

2.1. Cay

Cay bitkisi taze strgunlerin degisik yontemlerle islenmesi ile elde edilir. Cay bitkisi
botanikte “Angiospermea” ¢icek aganlar bdlimiinden, “Dicotyledonea” smifindan ve
“Camellia” familyasindandir. Cay Uretimi tropik ve subtropik iklim kosullarinda
yapilabilmektedir. Yillik toplam yagisi 500 mm’ nin (izerinde olan 1liman bélgelerde
yetisir. Besin maddelerince zengin, derin, gecirgen ve asidik reaksiyonlu topraklarda
yetisebilir. Kalsiyumu sevmez ve pH arahg 4,5-6,0 olan topraklar cay

yetistiriciligine uygundur.

Taze cay yapraklarindan elde edilen sulu ekstraktin igecek olarak hicbir hosa gider
Ozelligi yoktur. Taze cay trund ancak belirli islemlerden gectikten sonra icilebilir
hale gelmektedir ve cay bu islemlerin yapilmasina gore siyah cay, yesil cay gibi

smiflara ayrilir.

Taze yesil cay yapraklar: siyah caya donustrken bir seri kimyasal yap1 degisikligine
ugrar. Flavonoid yapilarinda degisiklik olur, karotenoidler ve yag asitleri gibi bazi
bilesenler de parcgalanarak ugucu aroma maddelerine donusirler. Serbest amino
asitler de bir taraftan proteinlerin parcalanmasi ile olusurken bir taraftan da
kompleks oksidasyon Urinlerin yapisina katilirlar. Yesil ¢caydan siyah caya geciste
organik maddeler tamamen yok olmaz aroma bilesenlerine dénusir. Siyah cayda
organik maddeler yaninda anorganik maddeler de vardir ve anorganik madde

bilesimi Cizelge 2.1.” de verilmistir.



Cizelge 2.1. Kuru siyah cayin mineral bilesimi

Bilesen Miktar1 (ppm) Bilesen Miktar1 (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, <10
Cd, Sn, Pb, Bi

Cayda bulunan anorganik maddelerin buyik bir kismi bitkilerde bulunan esas
maddelerdendir. Ancak bazilar1 bitkinin yasi ve genetik yapisina bagli olarak
degisiklik gosterebilir. Cay bitkisinde bulunan bu minerallerin ¢ok az bir kismi

demleme sirasinda siviya gegcmektedir [Tufekci, 1989].

2.2. Melas

Melas, seker endudtrisinin bir yan drinudur. Seker pancart 0ziunden elde edilen
sakkarozun kristalize ve santrifiij edilmesinden sonra geriye kalan kismidir. Seker
fabrikasyonu teknolojisinde var olan teknik olanaklar ile icinden seker elde
edilemeyen kisimdir. Seker fabrikalarinda seker pancarindan ve seker kamisindan
sakkaroz elde edilirken hasat sekli, depolanma sekli ve kullanilan yonteme bagh

olmak (zere kristallenmeyen kismin yaklasik %4 ( melas olarak c¢ikar.



Melasin yaklasik olarak

%15” 1 su, %50’si sakkaroz, %35’i sakkaroz dis1

maddelerden olusmaktadir. Melasin bilesimi Cizelge 2.2.” de verilmistir [Deveci,

2008].

Cizelge 2.2. Seker pancar1 melas bilesimi

Seker Dis1 Maddeler

Seker % Inorganik Mad. % Organik Mad. % Vitaminler pg/kg
Sakkaroz  48-50 Kl 10,09 Toplam N 2,2 Inozit 5000-8000
Rafinoz  0,8-1,2 Stlfat 11,73 Glutamik Asit 0,53 Biotin 0,04-0,15
Kestoz  0,5-0,8 Potasyum 4,68 Asparagin 0,23 Pantotenik asit
Galaktoz 0,3 Sodyum 0,73 Ldsin 0,41 50-110
Indir. Seker 0,3 Kalsiyum 0,35 Glikokol 0,27 Vitamin B1 1,3

Magnezyum 0,08 Alanin 0,22 Vitamin B2 0,41
Demir 0,04 Valin 0,22 Vitamin B3 5,4
Aliiminyum 0,12 Aminobitrikasit 0,26 Folik asit 0,29
Klor 1,03 Betain 5,5 Niyasin 51
Sulfit 0,03 Aminoasit 0,6

Fosfor 0,06 Laktik asit 1,88

Nitrat 0,29 Asetik asit 0,81

Nitrat(pg/kg) 50-400
SO, (ug/kg) 10-2

Stearik asit 0,29
Formik asit 0,23
Butirik asit 0,18
Propiyonik aist 0,11
Okzalik asit 0,068

Melastaki sakkaroz dig1 maddeler organik ve inorganik maddeler olmak (lzere ikiye

ayrilabilir.




2.2.1. Organik maddeler

Organik maddeler icinde en dnemlisi azotlu maddelerdir. Bunlarin %20°si amino asit
azotu olusturur. Melastaki asitler arasinda en fazla glutamik asit bulunur. Protein
yaklasik %0.6°lik kismin1 olusturur. Bu da toplam azotun %1.6’sini1 ge¢gmez. Melasta
bulunan azotsuz organik maddeler ise pektin, dikarboksilik asitleri (okzalik,
malonik, stiksinik, glutarik, adipik asitler) ve oksikarboksilik asitleri (glikolik, laktik,
malik, tartarik asitler) sayilabilir. Ugucu asitlerden (formik, butirik, propiyonik
asitler) de melasta az miktarda bulunur [Deveci, 2008].

2.2.2. inorganik maddeler

Bu maddelerin miktar1 ve bilesimi toprak ve meteoroloji kosullarina ve pancar
cesidine baghdir. Sodyum, potasyum, kalsiyum miktarlari mikroorganizma gelisimi
icin yeterli olmakla beraber magnezyum ve fosfor miktar:1 yetersizdir [Deveci,
2008].

2.3. Yumurta Kabugu

Yumurtanin  bayuklugine goére yumurtanin  %7,8-13,6’sim1  yumurta kabugu
olusturur. Kabuk mineral ve organik maddeler ile sudan ibarettir. %3-4 oraninda
protein ag1 ve %95-96 oraninda birikerek yerlesmis anorganik tuzlardan olusmustur.
Yumurta kabugunun kimyasal bilesimi Cizelge 2.3.” te verilmistir [Ay ve ark.,
2011].

Cizelge 2.3. Yumurta Kabugunun Kimyasal Bilesimi

% Bilesim
Kalsiyum Karbonat 93,7
Magnezyum Karbonat 1,0
Kalsiyum Fosfat 1,0
Organik maddeler 3,3
Su 0,1




2.4. Mikroorganizmalar

Tek hucre veya hicre topluluklart seklindeki mikroskobik canlilari ve hicre
yapisinda olmayan mikroskobik olan virlsleri iceren biyuk ve cesitlilik gosteren bir
gruptur. Mikroorganizmalar, hayvan ve bitki gibi makroorganizma hucrelerinden
farkhdirlar. Bitki ve hayvan hicreleri dogada tek baslarina yasayamazlar, ¢cok hicreli
yapilarin birer pargasi olarak bulunurlar. Ancak mikroorganizmalar buytme, enerji
uretimi ve Ureme gibi yasamsal strecleri diger htcrelerden bagimsiz olarak yerine
getirirler [Madigan ve Martinko, 2010].

Mikroorganizmalardan bazilari; bakteriler, funguslar, algler, protozoalar ve
virtslerdir. Mikroorgnizmalari hayvanlar ve bitkiler aleminden ayiran Ozellikleri;
boyutlari, sekilleri, aktiviteleri, metabolizmalarindaki esneklik, ekolojilerindeki
genislik ve laboratuvardaki elde edilebilirlikleridir. Mikroorganizmalarin boyutlar:
ancak mikrometre (um) ile Olculebilmektedir. Bakterilerin cogu 0,2-2,0 pum

capindadir. Mayalar ve protozoanlarin blyuklikleri de 10 um’nin altindadir.

Gelismis bitki ve hayvanlar enzim donanimlari bakimindan oldukca stabildir, bu
nedenle ortam farkhlastiginda meydana gelen degisiklikler O6nemsiz boyutta
kalmaktadir. Mikroorganizmalar da ise ortamdaki besin maddelerine uygun enzim
salgilayabilme yeteneklerine bagli olarak gerekli enzimlerin depolanmas: sart
olmamaktadir, bu nedenle metabolik aktiviteleri cok esnektir [Guven ve Zorba,
2011].

Hucreler i¢ yapilarina gore prokaryot ve tkaryot olarak iki yapisal tipe ayrilmstir.
Okaryot hiicreler prokaryot hiicrelerden daha bilyilk ve yapisal olarak daha
komplekstir. Okaryotik mikroorganizmalara algler, funguslar ve protozoalar dahildir.
Tum cok hiicreli bitki ve hayvanlar da 6karyotik hiicrelerden olusmustur. Okaryotik
hicreleri prokaryotik hiicrelerden ayiran en dnemli 6zellik, organel adli membranla
cevrili yapilarinin bulunmasidir. Prokaryotik hiicrelerde membran ile ¢evrili organel
bulunmaz ve daha basit bir i¢ yapis1 vardir. Prokaryot mikroorganizmalara ise
bakteriler girmektedir [Madigan ve Martinko, 2010].



Mikroorganizmalarin gelismesi canli materyalin geriye donisimi olmayan artisi
olarak tanmimlanmaktadir. Mikroorganizmanin  gelismesiyle yiizlerce kime,
yuzbinlerce koloni veya milyarlarca popilasyonun birikimiyle say: artisi olur.
Mikrobiyal gelisme ic¢in bazi kosullar gerekir. Baslicalari; sicaklik, pH, ozmotik

basing, oksijen ve diger elementler ve organik maddeler.

Mikroorganizmalarin gogalmas: eseyli, eseysiz olmak Uzere iki ana gruba ayrilir.
Eseysiz ¢cogalma, tekbir hicrenin kendi basina ¢ogalmasidir. Bu nedenle kromozom
artis1 veya yarilanmasi s6z konusu degildir. Eseysiz ¢cogalma; vegetatif ve sporla
cogalma olmak Uzere iki grupta incelenir. Vegetatif cogalma gerek okaryotlarda
gerekse prokaryotlarda yaygin olarak gorulir. Cogalma sirasinda yashi hiicreden
yavru hicrenin meydana gelis sekli dikkate alinarak, tomurcuklanma ve bolinme
olmak uUzere ikiye ayrilir. Sporla ¢cogalmada ise sporlar cinsel (sekstel) ve cinsel
olmayan (asekslel) olmak (zere ayrilirlar. Cinsel sporlar ayni cinse ait iki farkl
bireyin flizyonundan meydana gelirler. Cinsel olmayan sporlar fungusun bireysel
olarak mitoz ve takiben hiicre bolinmesiyle dretilir. Sporla ¢ogalmanin en cok

rastlandigi mikroorganizmalar misel olusturan mantarlardir [Glven ve Zorba, 2011].

Ticari Ortnleri Gretmek veya Onemli kimyasal reaksiyonlari gerceklestirmek icin
mikroorganizmalar kullanilir. Mikroorganizmalar, ¢evremizdeki hemen hemen her
yerde bulunmaktadirlar. Suda, havada ve gidalarda bulunabilirler. Tukettigimiz bu
gidalarin biyik bir kismi, mikroorganizmalarin faaliyetleri sonucu tretilir. Ornegin;
peynir, tereyag: ve yogurt mikrobiyal fermentasyon sonucu Uretilen stt drinleridir.
Sosisler, salamlar ve sucuklar gibi et trunleri de mikrobiyal fermentasyon teknikleri
kullanilarak Gretilmektedir. Sirke laktik asit bakterileri, alkolli ickiler ise maya
kullanilarak fermentasyon islemleri ile tretilmektedir. Mikroorganizmalar, fermente
gidalarin  olusturulmasinda 6nemli olmalarina ragmen, mikroorganizmalarin
gidalarda gelismesi sonucunda gidalardaki besinler bozularak 6nemli ekonomik

kayiplar da olusturmaktadir [Madigan ve Martinko, 2010].



2.4.1. Mikroorganizmalann tarihsel gelisimi

Mikroskobik canlilarin, gelismis canlilardan cok daha dnce yerytziinde var olduklart
dustnulmektedir. Varoluslar: ¢cok eskiye dayanan mikroskobik canlilar, giinimuze
kadar ve ginumuzde de varliklarmi sirddrdrler, gelismis canlilar ile de etkilesim
icindedirler. insanoglu toplumsal yasama gegisle birlikte, bilingli veya bilingsiz
olarak mikroorganizmalarla ilgilenmistir. Bira, sarap, sirke, tursu vb. fermentasyon
urdinleri, yogurt, peynir vb. sut drtinleri, ekmek vb. hububat Grinleri Gretimleri ile
bazi besin maddelerinin tuzlanarak veya kurutularak dayanikli hale getirilmeleri
ornek verilebilir. Bunlardan bir boliminde mikroorganizmalardan yararlanmak bir

bolimiinde korunmak amaglanmistir.

Mikroorganizmalar hakkinda ilk bilgiler, Romali akademisyen Marcus Terentius
Varro’nun MO 1. yiizyilda yayimlanan ‘Tarim Uzerine’ adl kitabinda yer almistir
[Loeb, 1993]. Leeuwenhoek, 1675°te mikroskobu kullanarak, c¢iplak gozle
gorulmeyecek yasam bicimleri oldugunu kanitladi [Leeuwenhoek, 2008].
Leeuwenhoek yagmur suyu, tukirik, toz biberi inceleyerek glinimizde “bakteri ve
protozoa”  olarak  adlandirilan  mikroorganizmalari, kendi  deyimiyle

“hayvanciklarr”saptamistir [Glven ve Zorba, 2011].

Lazzaro Spallanzani mikroorganizmalarin sadece hava ile temas: olan etsuyunda
cogaldigin1 kesfetti. Louis Pasteur, Spallanzani'nin bulgularini kaynatilmis et
sularinin havayla temasini saglayarak gelistirdi. Pasteur deneyinin basinda etsuyunu
onceden kaynatarak etsuyu i¢inde hi¢ mikroorganizma kalmadigini ortaya koymustu.
Pasteur'in deneyinde etsularinda herhangi bir canl: tremedi. Bu su anlama geliyordu
icinde mikroorganizma Ureyen et sularina bu canlilar disaridan geliyordu. Boylece
Pasteur kendiliginden olus teorisini yikti1 ve mikrop teorisini ortaya koydu. 1876'da
Robert Koch mikroplarin hastalik yapabilecegini ortaya koydu [O’ Brien ve Geodert,
1996]. Koch, sigirlarin 6lumine neden olan antraks hastaligini kanlarindaki gubuk
sekilli bir bakterinin yaptigin1 bulmustur. Bakteriyi yapay bir besi yerinde kultiire
almis ve saghkli hayvanlara enjekte etmistir. Bu mikroorganizma ile asilanan

hayvanlar da hastalanarak Olmustir. Koch, bakterilerin  besiyerlerinde
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cogaltilabilecegini ve bunlarin hastalik etmeni olabilecegini belirlemistir [Glven ve
Zorba, 2011].

2.4.2. Mikroorganizmalann hayatimizdaki 6nemi

Mikroorganizmalar, boyutlarinin kictk olmas: nedeniyle havada, suda ve karada
kolayca her yere ulasabilmekte, cevre kosullarina hemen uyum saglamakta, kolayca
ureyebilmektedir. Mikroorganizmalar degisik faaliyetlerde bulunarak yararh ve
zararh bircok islev yapmaktadir. Yerylzinde madde degisim zincirinde énemli rol
oynar, organik maddeleri parcalar, karbon, azot, kikurt, fosfor gibi elementlerin
tekrar dogaya donmesini saglar. Bunun yaninda tipta ila¢c Uretiminde, besin
maddelerinin elde edilmesinde, kimya sanayinde, yag, vitamin ve bazi amino

asitlerin Uretiminde mikroorganizmalardan yararlanilmastir.

Mikroorganizmalarin zararli yanlart da vardir; Hastalik ve infeksiyon nedeni
olmaktadir. Meyve, sebze ve diger besin maddelerinin bozulmasina yol agmaktadir
[Glven ve Zorba, 2011].

2.4.3. Mikroorganizmalann biyoteknolojideki 6nemi

Mikroorganizmalarin biyoteknolojideki 6nemi, insanlarin kullanabilecegi maddeleri
uretmelerindendir. Bu maddeler enzim, vitamin, organik asit ve antibiyotiklerdir.
Buyuk olmayis1 nedeniyle mikroorganizmalar, hacimlerine oranla 6nemli bir ylizeye
sahiptir. BOylece besin maddeleri hticre igine, metabolik Grtinler ise hiicre disina
nakledilir. Mikroorganizmalarin biyoteknolojik tercihlerinin en biyik nedeni ise ¢ok

cabuk bilytylp cogalmalaridir [Ozcelik, 1998].

Biyoteknolojialanindaki son gelismelerle endustriyel funguslarin 6nemi de
artmaktadir. Guniimuzde bilinen yaklagik 120 000 fungus tlrinden pek cogu
endustriyel 6neme sahiptir. Ornegin Aspergillus niger 6nemli bir fungusdur; tipta

(vucut sivilarinda) ve iceceklerde glukozun miktarint tespit etmek amaciyla
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biyosensor olarak kullanilan glukoz oksidaz enziminin Gretiminde kullanilir. [Kona
ve ark., 2001].

Enzim teknolojisi; ekonomik etkili ve biyoteknolojik tekniklere olan blyuk ihtiyag
nedeniyle ilerleme kaydetmistir. Biyoteknoloji sayesinde, yeni tlr enzimlerin, blyuk
Olceklerde ve ekonomik olarak tretilmesi mumkin olmustur. Buna gére bir enzimin
herhangi bir endustri alaninda, kullanabilirligi; maliyet bakimindan ucuz olmasini,
cok farkl alanlarda kullanilabilme 6zelliginde olmasini ve en 6nemlisi de enzimin

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

Yeryuzinde bulunan c¢ok sayida fungus tird cesitli kimyasal maddeleri
sentezleyebilmekte ve bu yetenekleri uzun yillardan beri arastirmalara konu
olmaktadir. Funguslar cok sayida ve farkli karbon kaynaklarini kullanabilme
yetenegine sahiptirler. Fungus kullandig: besin maddelerini; enerjiye, 1siya ve hicre
olusumu icin gerekli maddelere gevirir. Ureme igin gerekli olan bilesiklere birincil
metabolitler, bu olaya da birincil metabolizma denilmektedir. Birincil metabolitlerin
bircogu hticre replikasyonu ve blytmesi icin gerekli maddelerdir. Birincil metabolit
olan bu maddelere sitrik asit, etanol, glukonik asit, vitamin, aminoasit ve polisakkarit
ornek olarak verilebilir. Ikincil metabolizma birincil metabolizmaya zit olarak
fungus blylmesi igin esas olmayan metabolitlerin retildigi, blyimenin olmadig,
durdugu fazdir. Literatlr bilgilerine gore genelde funguslarda treme ortaminda besin
maddelerinin azalmas:1 ve dengeli buyumenin sona ermesi sonucunda ikincil
metabolizmanin dolayisiyla ikincil metabolitlerin sentezinin basladig: bildirilmistir.
Antibiyotikler, toksinler, alkoloidler, antikanser ilag ham maddeleri, boyalar,
blyiime dizenleyicileri gibi maddeler endistri ve tarim agisindan dneme sahip en iyi
bilinen ikincil metabolitlerdir [Wentzel, 1988].

2.5. Funguslar

Okaryotik canlilar olup, gelismis bir cekirdege sahiptirler. Bakterilerden bu

yonleriyle ayrilirlar. Ayrica bakterilerden daha biyik hicrelere sahiptirler.
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Fotosentetik pigment icermezler bu yuzden parazit veya curtkcul yasarlar. Eseyli ve

eseysiz ¢cogalabilirler. Genel olarak 3 kisimda incelenirler.

Kufler

Besin maddeleri Uzerinde beyaz ya da renkli gorinimleriyle dikkat cekerler.
Curdkcul, parazit ya da simbiyotik olarak yasarlar. Heterotrofturlar. Yani organik
maddeleri enerji kayanagi olarak kullanirlar. Karbon kaynagi olarak genellikle
glukoz, sakkaroz ve maltozu secerler. En ¢ok amonyum azotunu baz: turleri nitrat ve

nitrit azotlarmi kullanirlar. Kuf mantarlar: aerob olduklarindan yizeyde gelisirler.

Gunumuzde pekcok tlkede fermente urunlerin elde edilmesinde kullanilirlar. Tercih
edilmelerinin en biyuk nedeni, patojen olmamalari ve toksik madde
olusturmamalaridir. Buna ragmen insanlar icin ¢ok tehlikeli oldugu bilinen bazi kuf
turleri de vardwr. Bunlardan Aspergillus fumigatus toksik madde Ureten kiflere bir
ornektir. Kiflerin bilesiminde % 15-50 oraninda protein bulunur. Nukleik asit orani
% 10 kadardir. Proteinlerin aminoasit yapisi diger mikroorganizmalara benzer.
Dogada c¢ok yaygin olarak bulunan kifler, ¢ok hicreli iplikcikler olusturarak
gelisirler. Yapisinda hif ad: verilen, tip seklinde dallanms iplikler bulunur. Hifler
yaklasik 2-10 mikrometre genisligindedir. Bazi hifler bolmeli, bazilar1 bélmesizdir.
Hiflerin uclarindan uzamalari, dallanmalar1 ve birlesmelerinden olusmus ag
seklindeki yapilarina miselyum ad verilir. Kufler diger mikroorganizmalara kiyasla,
adapte olma 0Ozelligi en fazla olan gruptur. Cogalmalar: sporlar yardimiyla olur.

Sporlar eseyli veya eseysiz olarak olusabilir.

Buyuk bir kismi 25 °C ile 36 °C’lerde iyi gelisirler. Ancak genel olarak kif miselleri
30 °C’nin Ustlindeki sicakliklara dayanikl degildir. Kiflerden alkol, antibiyotik ve
organik asitlerin Uretiminde endustri alaninda genis Olctde yararlaniimaktadir
[Ozcelik, 1998].

Kiflerin gelismesine etki eden faktorler nem, sicakhk, pH, oksijen ve 1sik olarak

belirtilebilir. Nem; bakteriler ve mayalar kadar olmamakla beraber kuflerin de
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gelisebilmeleri i¢in 6neme sahiptir. Nem oranmin % 10-13’Un altina dustugl
ortamlarda ureyemez. Sicaklk; kiflerin gelismesinde en 6nemli etkendir. En dustk
gelisme sicaklig1 8 °C olarak verilse de 0 °C gelisen kiiflerin 6zellikle buzdolabinda
saklanan besinlere zarar vermeleri mimkuindur. En iyi gelismeleri 20-30 °C arasinda
goruldr. Bunun igin gidalar oda sicakliginda saklanmamalidir. Kiflerin gelismesinde
pH da onemli bir etkendir. Ornegin; 1,3 — 9,6 pH’lar arasinda faaliyet gosterebilir.
Optimum gelisme pH’lar1 5 — 6 olan hafif asitli ortamlarda daha iyi gelisir. Kifler
aerob mikroorganizmalardir. Bu nedenle, daha c¢ok yuzeyde gelisme gosterir.
Kiflenmeyi engellemek icin gida maddelerinin hava ile temas etmeyecek sekilde
ambalajlanmas: gerekir. Kdflerle yapilan calismalarda, bazi cinsler belirli

donemlerin disinda gelismelerini karanlikta strdrr.

Mayalar

Mayalar mantar ailesinin genis bir bolimint olusturur. Dogada ¢ok yaygin olarak
bulunan mayalarin hiicre yapilar1 blytk oranda proteinler, polisakkaritler, lipidler ve
nikleik asitlerden olusur.

Mayalarin Uremeleri boliinerek ya da tomurcuklanarak olmaktadir. Boélinerek
cogalan maya hicreleri, hiicre ortasindan bolinerek bir ara bdlme olusturur ve
buradan hicre ikiye ayrilarak ayni biyuklikte ki yavru hiicre olusur.
Tomurcuklanarak ¢cogalan mayalar uygun cevre kosullar: bulurlarsa tomurcuklanma
ile bir hicreden bir veya daha ¢ok ¢ikinti meydana gelir ve bunlar yeni hucreler
halinde gelisir. Gelisen bu hicreler daha sonra ana hicreden ayrilr.
Tomurcuklanarak ¢ogalan bir maya hiicresi yaklasik 50-55 defa tomurcuklanarak

cogalabilmektedir.

Maya hticreleri, hiicre boyutlari, sekilleri ve renkleri bakimindan genis bir dagilim
gOsterirler. Hicre bigimleri genellikle kiresel, elipsoidal, u¢ kisimlart kiresel
silindirik (limon yapisina benzer) veya oval olabilmektedir. Mayalarin hiicre ¢aplari
bazi tirlerde farklilik g6stermesine karsin, genellikle 1-10 pm arahiginda
degismektedir.
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Mayalarin gelisebilmeleri ve aktivitelerini devam ettirebilmeleri icin bazi ortam
sartlarina ve bazi besin maddelerine ihtiyaclari vardir. Mayalarin tremelerini
etkileyen en 6nemli ortam sartlari, pH, sicaklik ve havalandirmadir. Mayalar asidik
ortamda gelisebilen mikroorganizmalardir. Mayalar igcin en uygun dreme pH’ si
4-4,5’dur. Ayrica mayalar, 0-50 °C arasinda degisen genis bir sicaklik arahginda
ureyebilir. Mayadan mayaya fark etmesine ragmen genellikle hepsi en iyi remeyi
25-27 °C’de gosterir. Ancak daha dustk ve yiiksek sicaklik maya aktivitesini ve
uremesini oldukca yavaslatir. Mayalarin Gremesini etkileyen diger bir etken ise
havalandirmadir. Mayalar havalandirmali ve havasiz ortamda Ureyebilirler. Ancak
havalandirmali ortamda daha hizli Grerler. Havasiz ortamda ise besin maddesini
urtine (etil alkol) dondsturarler. Maya biyumesine ortam sartlar: diginda bazi besin
maddeleri de dogrudan etki eder. Heterotrof bir mikroorganizma olan mayalarin en
onemli ve Gremesini kisitlayan ve kontrol eden besin maddesi karbonhidratlardir. Bu
karbonhidrat kaynagi glukoz, sakkaroz, fruktoz, mannoz veya laktoz olabilir.
Mayalarin tremesini etkileyen diger bir 6nemli madde ise azottur. Bunun yaninda,

potasyum, fosfor, kalsiyum, magnezyum gibi maddelere de ihtiya¢ duyarlar.

Insanlik tarihinde ilk kullamlan mikroorganizmalar mayalardir. Guniimiize kadar
yaklasik 700 cesit maya kdltirt belirlenmis olmakla beraber yeni maya kulttrlerinin
tanimlanmasina da halen devam edilmektedir. Mayalar binlerce yildir insanlar
tarafindan degisik amagclar icin kullaniimaktadir. Mayalarin ilk kullaniminin
Babilliler, Stimerler ve Misirhlar tarafindan bira ve sarap Uretiminde ve hamurun
mayalanmasinda oldugu sanilmaktadir. Modern c¢agda ise mayalar geleneksel gida
endustrisinde (ekmek mayas1 (retimi, cesitli enzimler, pigmentler, gida
asitlendiricilerin elde edilmesi) kullanimlarinin yanisira, birgok fermentasyon

prosesinde (bira, etanol) de kullanilmaktadir.

Mayalarin gelecekte yenilenebilir enerji kaynaklarinda, gevresel biyoteknolojide ve
insan saghgm ilgilendiren pek ¢ok biyolojik gelismede daha genis uygulama alani
bulacag1 beklenmektedir. ilag endustrisinde as1 Gretimi ve 6zellikle insan tedavi
amacli proteinlerin, hormonlarin ve kan faktorlerinin Uretiminde de mayalar
kullaniimaktadir [Cetin, 1983].
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Sapkali mantarlar

Funguslarin bu grubu Gizerinde sapka seklinde bir yapiya sahiptir. Beslenmede tim
dunyada yaygin olarak kullaniimaktadir. Sapkali mantarin ticari Uretimine daha 16.
yuzyilda baslanmistir. Bugln yeryuzinde bilinen mantar turlerinin ancak 25’i
beslenmede kullanilir. Bu mantarlar gida olarak yiiksek potansiyele sahiptir.
Ozellikle protein bakmmindan zengindir. Besin olarak kullanimlarmin disinda bazi

ilaglarin yapiminda da kullanilirlar [Beyatli, 1996].

2.6. Enzimler

Reaksiyon hizimi artiran bilesiklere katalizor denir. Enzimler canli organizmalarda
meydana gelen, protein yapisinda ve biyokimyasal reaksiyon sirasinda tiiketilmeyen
katalizorlerdir. Organizmadaki cesitli molekillerin yapimini, yikimini ve yeniden
dizenlenmesini saglayan reaksiyonlar1 hizlandirarak; organizmalarin fonksiyonlarini
ve canhligini strdirmesi ici gerekli enerji ve maddeleri saglarlar. Enzimler
olmasaydi bu reaksiyonlar ¢cok yavas meydana gelirdi [Bohager, 2006]. Enzimler
enerji agisindan mimkin olan birgok biyolojik reaksiyon arasinda substratlar: segici
olarak belirli bir reaksiyona kanalize ederler. Boylece enzimler bitin metabolik

olaylar1 yonlendirirler.

Enzimleri biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlari, canliliga zarar vermeyecek iliml
kosullarda gerceklesmesini saglayan “biyokatalizorler” olarak da tanimlayabiliriz.
Bununla birlikte; yeterli kosullar saglandiginda etkilerini canli organizma disinda da
goOsterebilmeleri, enzimlerden dogal ortamlarmin disinda pek c¢ok alanda

yararlanabilme imkéanini ortaya ¢ikarmaktadir [Chanp ve ark., 1997].

Endstrinin hemen her  alaninda kullanilan ~ enzimler  genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bunun nedeni: mikroorganizma kaynakl:
enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin
cok yuksek olmasi ve maliyetlerinin az olmasi, fazla miktarda elde edilebilmeleridir.

Bu mikroorganizmalar yalnizca enzim Uretme yeteneklerine gdre degil,
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mikroorganizmalarin toksik ve patojen olmamasina gére de secilmistir. Bu gln

endustride kullanilan birgok enzim mikrobiyal kokenlidir.

2.6.1. Enzimlerin yapasi

Enzimlerin protein kismina “apoenzim” denir. Enzimlerin bazilar1 basit proteinlerdir.
Bunlarin katalitik etki gosteren kismi dogrudan dogruya proteinin polipeptid
zinciridir. Birgok enzimin katalitik etki gosterebilmesi icin proteinden baska metal
iyonuna, bazilarinin protein olmayan bir organik bilesige, bazilarinin ise her ikisine
de ihtiyaci vardir. Bu iyon veya bilesige genel olarak “kofaktor” adi verilir. Kofaktor
organik bir bilesik ise buna koenzim denir. Organik bilesik enzimin protein kismu ile
kovalent bagla bagli ve ayrilmiyorsa “prostetik grup” adini alir. Koenzimi ile
birlesik halde bulunan apoenzim-koenzim butuntne “holoenzim” adi verilir. Yani
holoenzim, koenzim veya kofaktori ile birlikte katalitik olarak aktif durumdadir.
Protein yapilar: farkli, fakat katalizledikleri kimyasal reaksiyon ayni olan enzimlere
“izoenzim” veya “izozim” adi verilmektedir. Enzimin 0zgll olarak etki ettigi
maddeye veya madde karisgimina bu “enzimin substrati” denir. Reaksiyon sonunda

meydana gelen maddeye ise “Urtin” ad1 verilir [Whitaker, 1994].

2.6.2. Enzimlerin isimlendirilmesi

Her enzime iki isim verilmistir. Birincisi, gunlik kullanim igin olan kisa, yaygin
isimdir. ikincisi, enzimin detayh olarak tanimlanmas: gerektiginde kullamlan daha
kapsamli sistematik isimdir. Sistematik isim Uluslararas1 Biyokimya ve Molekdler
Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan 6nerilmistir. ITUBMB isimleri net ve bilgi
vericidir fakat genel kullanim icin oldukca zordur. Yaygin isim olusturulurken ya
substratin adina Ornegin, “glukozidaz”, “lreaz”, *“sukraz” yada tepkimenin adina
ornegin, “laktat dehidrojenaz”, “adenilat siklaz” gibi “az” eki eklenmistir. Enzimler
etkili oldugu substratin sonuna — litik eki getirilerek de isimlendirilirler. Ornegin
proteinleri parcalayan enzimlere “proteazlar” denildigi gibi “proteolitik enzimler” de
denilir [Chanp ve ark., 1997].
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2.6.3. Enzimlerin smiflandiriimas:

IUBMB, enzimleri katalizledikleri reaksiyon tipine gore alt: ana smifa aymrir. Bu
smiflarda yer alan her enzim, EC olarak kisaltilmis ve dort rakamdan olusan kod
numarasi ile karakterize edilmistir. EC numarasinin kapsadig: dort rakamdan ilki
enzimin alti ana siniftan hangisi iginde oldugunu, ikinci rakam alt smifi, tUgunci
rakam alt - alt smifi ve dordinci rakam ise o enzimin bulundugu siniftaki seri
numarasmi ifade eder. Uglincii rakam o alt smifa ait 6zellikleri belirtir. Ornegin,
oksidoreduktazlarda elektron verici grubu transferazlarda transfer edilen grubun

ozelligini (metil transferi, hidroksimetil transferi gibi) belirtir.

Enzimlerin alt1 ana smifi kisaca sOyledir.

1. Oksidorediiktazlar: Redoks reaksiyonlarini Kkatalizlerler. Sistematik ismin
olusturulmasinda “donor: akseptor oksidorediiktaz” seklinde bir diizenleme yapalir.

2. Transferazlar: Metil, acil, amino, glikozil yada fosfat gibi spesifik bir
gurubun bir maddeden digerine transferini katalizleyen enzimlerdir. Sistematik ismin
olusturulmasinda “dondr: akseptor gruptransferaz” seklinde bir diizenleme yapilir.

3. Hidrolazlar: C-O, C-N, C-C gibi baglarin hidrolitik yikimmi katalizler.
Sistematik ismin olusturulmasinda “substrat gruphidrolaz” sekinde bir diizenleme
yapailir.

4. Liyazlar: C-C, C-O, C-N gibi baglarin eliminasyon yoluyla yikimimi
katalizler. Sistematik ismin olusturulmasinda “substrat grupliyaz” sekinde bir
dizenleme yapilir.

5. Izomerazlar: izomerazlar bir molekiil igindeki geometrik yada yapisal
yeniden dizenlenmeyi katalizlerler. Sistematik ismin olusturulmasinda “substrat
grupizomeraz” sekinde bir diizenleme yapilir.

6. Ligazlar: Ligazlar ATP yada diger bir nikloezit trifosfat yapisindaki bir
pirofosfat baginin hidrolizi yardmmiyla iki molekult birbirine baglayarak sentez
gerceklestiren enzimlerdir. Sistematik ismin olusturulmasinda “X:Y ligaz (2)” (2)

tepkime sirasinda trifosfattan olusan Grtint gostermektedir [Whitaker, 1994].
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2.6.4. Enzimlerin 6zgulligu

Enzimlerden ancak pek azi, belirli bir substrat igin 6zglldir. Bazi enzimler sadece
bir tek substrata etki edebilirler. Ornegin, Ureaz sadece Ureye, karbonik anhidraz
karbonik aside ve fumaraz yalniz fumarik aside etki eder. Enzimlerin bazilari ise
stereodzgullik gosterirler. Yani stereoizomerleri tekbir enantiyomerine etki ederler.

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

Enzim molekdillerinde aktif bolge denilen 6zel bir cep ya da bosluk bulunur. Aktif
bblge substratin yapisina uygun olan ¢ boyutlu bir hacim olusturan aminoasit yan
zincirleri igerir. Aktif bolge, substrati baglayarak bir enzim substrat (ES) kompleksi
meydana getirir. ES sonradan enzim ve (riine parcalanan (EU)’ ye doénisir

[Telefoncu ve Dingkaya, 1997].

2.6.5. Enzim arastirmalarmin tarihgesi

Ilk defa 1833 lerde Payen ve Persoz, alkol kullanmak suretiyle malt ekstresinden
nisastayr sindiren enzimi ayirt ettiler ve buna “Diastaz” admi verdiler. 1836 yilinda
Schwan mide suyundan “Pepsini” elde etti. Kristal halde bulunan ilk enzim olan

“Ureaz” ancak 1926 yilinda Summer tarafindan izole edildi.

Enzim terimi ilk defa 1878 yilinda Kihne tarafindan fermente yerine kullanilmis bir
terim olup orijinini Yunanca “Maya” kelimesinden almaktadir. Mayalanma bir sira
enzimatik faaliyetler sonucunda olusmaktadir. Mayalanma sirasinda sentezlenen
enzimlerin cins ve derisimleri bunlar1 yapan mikroorganizmalarin genetik yapilarina
baglidir [Bingdl, 1997].

2.6.6. Enzimlerin endustriyel uygulamalan
Enzimler binlerce yildir bilingsizce de olsa insanlar tarafindan peynir, yogurt, bira,

sarap gibi urunlerin yapiminda ve ilag olarak kullanilmistir. Glniimuzde enzimler

cesitli endlstri dallarinda kullaniimaktadir. Bugun bildigimiz enzim endustrisi,
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Ozellikle son 40 yilda; modern biyoteknolojinin ilerlemesiyle birlikte gorilen hizh
gelismenin bir sonucudur. Biyokatalizorler atik gida ve kimya endistrisinde, ilag
hammaddelerinin sentezinde basariyla kullanilmaktadir [Zhao ve ark., 2002].
Cizelge 2.4. enzimlerin endustriyel uygulamalardaki dagilimlarmi gostermektedir.

Proteazlar deterjan ve siit endustrisindeki genis kullanim alanina sahiptirler. Cesitli
karbohidrazlar, amilazlar ve selilazlar nisasta, tekstil, deterjan ve firincilik
endustrilerinde kullanilan ikinci biyik enzim grubudur. Dunya ¢apinda tlketilen
endustriyel enzimlerin degeri 2000 yilinda 1,5 milyar dolara ulagmistir [Kirk ve ark.,
2002].

Enzimler kiral ve pozisyonel secicilikleri sayesinde mikemmel spesifiklige
sahiptirler; enantiyoselektif ve rejiyoselektif organik sentezlerdeki bezdirici bloke ve
debloke etme basamaklarina gerek kalmadan tepkimeleri katalizleyebilirler. Ayrica
enzimler, yaygin kimyasal katalizorlerden c¢evre dostu olmalar1 nedeniyle
avantajlidirlar [Schmid ve ark., 2001].



Cizelge 2.4. Enzimlerin endustriyel alandaki uygulamalar1
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Endustri Enzim sinifi Uygulama
Proteaz Protein lekesi ¢ikarma
Amilaz Nisasta lekesi ¢cikarma
Deterjan Lipaz Yag lekesi cikarma
Selulaz Temizleme, renk berraklastirma
Mannanaz Mannan lekesi ¢ikarma
Amilaz Nisasta ¢ozinUrlestirme ve sakkarifikasyon
Amiloglukosidaz Sakkarifikasyon
Pullunanaz Sakkarifikasyon

Nisasta ve yakit

Glukoz izomeraz

Glukozu fruktoza donustirmek

Siklodekstrin-glikozil transferaz

Siklodekstrin tretimi

Ksilenaz Vizkozite duslirme
Proteaz Maya beslenmesi
Proteaz Sit pihtilagtirma, yeni dogan formdilleri, aroma
Lipaz Peynir aromasi
Gida ve siit endustrisi Laktaz Laktoz giderme
Pektin metil esteraz Meyve bazli Uriinler olusturma
Pektinaz Meyve bazli Urinler
Trans glutaminaz Modifiye visko-elastik 6zellikler
Amilaz Ekmek yumusatma ve hacim, un ayarlama
Ksilenaz Hamur sartlandirici
Lipaz Hamur stabilitesi ve sartlandiriimasi
Firincilik Fosfolipaz Hamur stabilitesi ve sartlandiriimasi
Glukoz oksidaz Hamur gig¢lendirilmesi
Lipoksijenaz Hamur gug¢lendiriimesi ve ekmek beyazlatma
Proteaz Biskuviler, kurabiyeler
Transglutaminaz Katli hamurlarin giglendiriimesi
fitaz Fitat sindirimi, fosfor salinmasi
Hayvan yemi Ksilenaz Sindirilebilirlik
B-glukanaz Sindirilebilirlik
Pektinaz Pektin giderimi, plrelestirme
) Amilaz Meyve suyu sagdaltma, dusik kalorili bira
Icecek B-glukanaz Plre
Asetolaktat dekarbosilaz Bira olgunlastirma
Lakkaz Berraklastirma, aroma
Selulaz Denim bitirme, pamuk yumusatma
Amilaz Buyume giderme
Tekstil Pektat liyaz Temizlik
Katalaz Beyazlatma bitirme
Lakkaz Beyazlatma
Peroksidaz Asiri boya ¢ikarma
Lipaz Safsizlik kontrolu
Proteaz Biyofilm ¢ikarma
Kagit hamuru ve kagit Amilaz Nisasta kaplama, mirekkep gikarma
Ksilenaz Beyazlik artirma
Selulaz Mirekkep ¢ikarma, fiber modifikasyon
Kati ve sivi yaglar Lipaz Transesterifikasyon
Fosfolipaz Sakizlasma giderici, liso-lesitin
Lipaz Kiral alkollerin ve amidlerin ¢dziinmesi
Organik sentez Acilaz Yarisentetik penisilinlerin sentezi
Nitrilaz Enantiyosaf karboksilik asitlerin sentezi
Dericilik Proteaz Darbeleme
Lipaz De- pikle igleminde
Amiloglukozidaz Antimikrobiyal
Kisisel bakim Glukoz oksidaz Beyazlatma, antimikrobiyal

Peroksidaz

Antimikrobiyal
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2.7. Glukoz Oksidaz (GOD)

Glukoz oksidaz ¢ogunlukla Aspergillus ve Penicillium cinsleri tarafindan salgilanan
bir enzimdir [Clark ve ark., 2006]. Blyuk oranda bu funguslarin etrafini ¢evreleyen
hicre dig1 sivida ve musilaj tabakas: i¢inde, bir kismi da hiicre duvarinda bulunur
[Miron ve ark., 2002]. Katalizledikleri reaksiyonlar ayni olsa da farkl kaynaklardan
elde edilen enzimler farkli kimyasal 6zellikler gosterirler.

Glukoz oksidaz (GOD) (EC 1.1.3.4 B-D-glukoz: oksijen oksidorediiktaz) glukozun
molekdiler oksijen ile yilkseltgenip glukono-8-lakton (glukono-1,5-lakton) ve
hidrojen peroksit (H20,) olusturdugu reaksiyonu katalizler. Lakton ve hidrojen
peroksit ayn1 zamanda olusur ve laktonun sulu ortamda katalizlenmesinden glukonik
asit olusurken hidrojen peroksitin katalizlenmesinden su ve oksijen olusur. Ancak
hidrojen peroksitin ve glukonik asitin ortamda fazla birikmesi enzim aktivitesini
dustrdr. Glukozun glukonik asit ve hidrojen peroksite oksidasyonu es zamanh
gerceklesir ve bu reaksiyonlar Sekil 2.1.” de verilmistir [ Wong ve ark., 2008].

OH Glukoz Ok sidaz OH
v | e N - -t ~0
HO~~ =L \ e . HO~ =L .
b " D FADH;
oL ——N=\-0H  FAD_ , HO——" N
UHH e’ oH “o
B-D tlukoz H,0, 0. D- glukonolakion
(a)
oH  OH
DO H:O
O - = 2
o i o o
) O
D - glukonolakton D-glukonik asit (b)

Sekil 2.1.Glukozdan glukonik asitin olusmasmin enzimatik mekanizmasi
[Wolhfart ve ark., 2005].
a)D-glukozdan D-glukonolakton olusumu
b)D-glukonolaktonun su varhginda glukonik asite hidrolizi



22

2.7.1. Aktif merkez

Glukoz oksidaz iki 0zdes alt birimden olusan (MA 160 kDa) dimerik yapiya sahip
bir proteindir. Monomerler tuz kopruleri ve hidrojen baglariyla birlesirler. Her
monomer 583 amino asit kalintisindan olusan tek polipeptid zincirine sahiptir.
Monomerler kendi iclerinde katlanarak iki bolge olustururlar. Boélgenin birine
substrat (B-D-Glukoz) baglanirken diger bolgeye gucli bir yikseltgeyici ajan olarak
flavin adenin dinlkleotid koenzimi sikica baghdir [Haouz ve ark., 2001]. Her
monomer bir mol demir igerir. Katalitik reaksiyonun merkezi FAD’ 1n izoalloksazin
halkasinin N5 pozisyonudur. Bu reaksiyon merkezini ortecek kadar yakinda yalniz
U¢ amino asit yan zinciri vardir. Glutamik asit yan zinciri Glu412 ve iki Histidin

kahintisinin yan zincirleri His516 ve His559 bulunur, Resim 2.1.” de gosterilmistir.

Glukoz oksidaz, genelde ktlesinin yaklasik % 16’ smi olusturan ve biyik oranda
mannoz iceren bir karbonhidrat birimi ile birlikte bulunan, bir glukoproteindir.
Karbonhidrat N yada O-glikozit olarak proteine baglanir [Wolhfart ve ark., 2005].
Resim 2.2.’de Glukoz oksidazin yapisi gorulmektedir.



Resim 2.1. Glukoz oksidazin aktif merkezindeki amino asit kalintilari ve FAD’1n
pozisyonu

Resim 2.2. Glukoz oksidazin protein yapist “*” ile gosterilen kisim aktif
merkezdir.

23
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2.7.2. Glukoz Oksidaz’r saklama kosullar:

Kristal halde bulunan GOD karalidir. 0 °C de 2 yil -15 °C de 8 yil durabilir.
COzunmus halde bulunan GOD’nin kararliligi pH ya baghdir, pH 5,0’te cogunlukla
kararlidir. pH 2,0’nin altinda ve pH 8,0’in lzerinde katalitik aktivitesini kaybeder.
GOD 40 °C’ nin lzerindeki sicakliklarda da aktivitesini kaybeder, bu termal
denaturasyon GOD gliserol icinde saklanarak engellenebilir [Wilson ve Turner,
1992].

2.7.3. Glukoz Oksidaz’in inhibitorleri

Ag, Pb, Hg gibi agir metaller GOD inhibe ederler. Ayrica hidrazin, hidroksilamin ve
fenilhidrazinin milimolar miktarlar1 bu enzimi kismi olarak inhibe eder. Ornegin 10
mM konsantrasyondaki hidroksikinolin %11, sodyum nitrat %13, semikarbazit
%20 oraninda inhibisyon gosterir. 2-deoksi-d-glukoz yarismali inhibitor olarak
davranir. Halojen iyonlar: diislik pH ta inhibisyon gosterir 6rnegin, 0,1 M KCI pH 3

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

2.7.4. Glukoz Oksidazr’in kullanim alanlarn

GOD enzimi glukozun glukonik asite ve hidrojen peroksite oksitlenmesini
katalizlemektedir. Tipta vicut sivilarinda (kan, tre vb.) bulunan glukozun nicel
tayini icin kullanilan biyosensér immobilize edilmis Glukoz Oksidaz enzimi igerir.
Gida sanayinde ise GOD glukozu glukonik aside ve hidrojen peroksite oksitledigi
icin genellikle sekerli iceceklerin raf 6mrunu uzatmak amaciyla kullanilir. GOD, sivi
veya toz halinde gida Urtinlerine eklenmektedir. Olusan glukonik asit ve hidrojen
peroksit anti fungal ve anti bakteriyel 6zelliginden dolay: gidanin bozulmasini
engellemektedir [Lu ve ark., 1996].

GOD firincilik endistrisinde ¢ok kullanilan bir enzimdir. Sine (insektisit) zarari
gormis bugday unlarmin gluten yapisi bozulur. Gluten yapist bozulmus distk

kaliteli bugday unlari, ekmek yapimminda kullanilamazlar. GOD olusturdugu hidrojen
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peroksit sayesinde glutenin ¢apraz baglarmin onarimi ile bugday ununun kalitesini
arttirmaktadir [Sahin ve ark., 2007].

Kuru yumurta tozu hazirlamak amaciyla da GOD kullaniimaktadir. Enzim olmadan
yapilan kavurma islemlerinde protein ve amino asitlerin amino gruplar1 ve sekerler
bozunur ve hosa gitmeyen bir kahverengilesme olusur. Bu yiizden bu islem sirasinda
da GOD kullanilir.

Oksijen birgok gida igin problem olusturur 6rnegin yuksek yag iceren gidalardan
mayonez ortamda oksijenin olmas: ile gok cabuk bozulur. GOD’nin varhiginda

oksijeni enzim kullanir ve glukonik asit olusturur [Wong ve ark., 2008].

2.8. Fermentasyon

Mikroorganizmalar aerobik veya anaerobik kosullarda gelisirler. Bu bir tepkimeler
zinciridir ve glukozun pirivik aside parcalanmasindan sonra fermentasyon
(mayalanma) veya solunuma ugramas: sonucu olusmaktadir. Solunum, kimyasal
bilesiklerin okside edildigi ve son elektron alicismin daima bir inorganik molekil
oldugu ATP-olusum prosesidir. Oksijen varliginda son elektron alicis1 oksijendir
(aerobik solunum). Fermentasyon (mayalanma) anaerobik kosullarda, glukozun
pirivik aside parcalanmas: ve son elektron alicisi olarak organik molekulin
sentezlenmesidir. Fermentasyonda; seker veya amino asitler, organik asitler, pirinler
ve primidinler gibi molekuller enerji kaynag: olarak kullanilir [Glven ve Zorba,
2011].

2.8.1. Fermentasyon teknikleri

Fermentasyon yolu ile driin elde etmede kullanilan metotlar iki grupta toplanabilir.

Yizeysel veya Uist fermentasyon metodu

Bu metoda gore mikroorganizmalar yari kat1 veya kati substratin yiizeyinde gelisir ve

yiizeyde mikroorganizma hiicreleri ve bunlarin metabolitlerinden olusan bir tabaka
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ortaya ¢ikar. Metabolitlerin besi ortamina difuzlenmesi de miimkindur. Besi ortami
stvi, yart kati veya kati olabilir. Ylzey alan arttikga havadan oksijen saglanmasi
daha kolay olur ve Grin olusumu artar. Bu amacla genellikle mikroorganizmanin
fungus tirleri kullanilir. Zira funguslar zaten ytizeyde kolaylikla Urerler. YUzeysel
fermentasyon metodu ile; Asi hazirlanmasi, antibiyotik dretimi, bazi enzimlerin

uretimi, atik sularin aritilmas: yapilmaktadir.

Bu fermentasyonda suda ¢oziinmeyen, hem fiziksel destek hem de besin kaynagi
olarak hizmet eden kati materyal besin kaynagi olarak kullanilirsa kati hal
fermentasyonu adin1 alir. Kat1 materyal olarak cesitli tahillarin kepegi, seker kamisi
klispesi, meyve plresi , zeytin kuspesi gibi ¢esitli atik maddeler kullanilir. Boylece

atiklarin degerlendirilmesi de saglanmis olur.

Kati hal fermentasyonunun bazi avantajlart vardir; Kompleks makine ve ekipman
gerektirmez, fermentasyon ortami az suya ihtiyag duyar, dogrudan sporlar

kullanilabilir ve ¢ok miktarda urtn elde edilebilir [Pandey, 2003].

Derin (veya Batik) fermentasyon metodu

Bu yontemde mikroorganizmalar besin ¢Ozeltisinin icinde gelisir (Batik kultiir) Bu

tip fermentasyon 3 sekilde uygulanir;

o Kesikli(Batch)
e Yari Kesikli (Semi Batch)
e Surekli (Continuous)

Kesikli Fermentasyon: Tank substrat ile doldurulur, organizma ile asilanir ve

fermentasyona tabii tutulur. Uriin islem bittikten sonra fermentérden gikarilir.

Yar: Kesikli Fermentasyon: Fermentasyondan sonra biyoreaktér tamamen
bosaltilmaz, bir kistm materyal tankda birakilir (asilama kultlr) ve bunun tzeri yeni

substrat ile doldurulur
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Surekli Fermentasyon: Bu sistemde sisteme bir taraftan substrat verilir bir taraftan da
urtin alinir. Bu sistemde substrat, mikroorganizmanin (logaritmik fazinin) ¢ogalma
fazmin sona erdigi anda tanka verilirken ve ayni miktar trtn almir. Bu yontemle
THP (tek hicre proteini) ve ekmek mayas: Oretimi, atik sularin aritilmas: gibi

islemler yapilmaktadir.

2.9. Kaynak Arastirmasi

Aspergillus ilk olarak 1729°da italyan rahip ve biyolog Pietro Antonio Michelli
tarafindan bulunmustur. Daha sonra mantarin sekli Pietro’ya ayinlerde kutsal su

serpmeye yarayan aspergillumu (Resim 2.3) hatirlattigi icin Aspergillus ismini
vermistir [Rypien, 2008].

(] e,
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Resim 2.3. Aspergillum

Aspergillus turleri  sekeri kullanarak TCA c¢evrimi ara Urlinleri olan endustriyel
asitlerin tretiminde (sitrik asit, a-keto glutarik asit, siiksinik asit, fumarik asit, malik
asit, oksaloasetik asit) uretimi icin 6nemli bir fermentasyon aracidir. Yapilan
calismalarda farkl: teknikler kullanilarak A. niger fungusunun strese girmeden
gelismesi ve cesitli endustriyel maddelerin dretilmesi igin optimum kosullar
belirlenmistir. Ayrica Uretilen bu maddelerin ortamdan alinmasi, saflastiriimas: ve

karakterizasyonu icin sistemler kurulmustur [Baker, 2006].

Lu ve arkadaslar1 1996’da Na- Glukonat, Potasyum-Glukonat, Magnezyum-
Glukonat dretimi sonrasi atik A. niger misellerini glukoz oksidaz enzim dretimi igin
kullanmiglardir. Ayrica, enzim retimine metal iyonlarin etkisini incelemislerdir..
Dustk tuz konsantrasyonlarinda, metal klorirler ve metal glukonatlarin GOD

aktivitesini olumlu etkiledigini gozlemislerdir [Lu ve ark., 1996].
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Nakao ve arkadaslart 1997’ de cok ince paladyum tozunu, hidrojen peroksitin
inhibisyon etkisini ortadan kaldirmak icin glukoz oksidaz ile birlikte alginat jellerde
immobilize etmislerdir ve degisik reaktor tipleriyle denemeler yapmislardir [Nakao
ve ark., 1997].

Singh ve arkadaslarit 2003’te mikroorganizmanin gelisme ortamini degistirerek
denemeler yapmistir. Daldirilmis hal fermentasyonu, yari kati hal fermentasyonu,
yuzey fermentasyonu tekniklerini uygulamiglar ve glukonik asit Gretimini
saglamiglardir. En yuksek glukonik asit verimi kati hal fermentasyonu altinda

gerceklesmistir [Singh ve ark., 2003].

Betancor ve arkadaslar1 2006°da yaptiklari: ¢calismada glutaraldehit ile aktive edilmis
degisik desteklere enzimi immobilize etmislerdir. Immobilize islemini farkh
materyaller ile gerceklestirmigler ve en iyi GOD aktivitesini belirlemislerdir.
[Betancor ve ark., 2006].

Jafari ve arkadaslart 2007°de, Aspergillus niger fungusunu kullanarak GOD
uretiminde; ortam Dbilesiminin, c¢alkalama ve havalandirma hizinin etkisini
incelemiglerdir. Calkalama hizin1 300 rpm ve ¢Ozinmis oksijen hizimi ise 2 vvm

olarak bulmusglardir [Jafari ve ark., 2007].

Ramachandran ve arkadaslar1 2008’de yaptig1 calismada glukonik asit Gretiminde
kullanilan A.Niger sporlarinin gelisim ve inhibisyonu tizerine sodyum azid ve sitralin

etkisini arastirmiglardir [Ramachandran ve ark., 2008].

Miron ve arkadaslar1 2010°da yaptiklar: ¢alismada poliliretan stinger maddesini
destek maddesi olarak kullanmiglardir ve midye isleme tesisinin atik sularini besin
ortami olarak kullanarak kati ortam fermentasyonu ile glukoz okdidaz uretmislerdir
[Miron ve ark., 2010].
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyaller

Bu calismada Patates Dekstroz Agar (Merck), MgSO., CaCOs;, (NH4)2HPOy,
KH,PO4, MnO,, Glukoz, Sodyum Sitrat (Sigma); Etanol, Asetik Asit ve Hidroklorik
Asit (Carlo Erba) kullanild:.

Cahsmada kullanilan cay posasi; demlenmis ¢aydan suzildd, saf su ile birkag kez
yikands, sonra 100 °C de bir gece etiivde bekletilerek kullanildi. Yumurta kabugu
olarak haslanmis yumurta kabugu kullanildi; kabuk kaynatildi, havanda dovuldu ve

kullanildi. Seker fabrikasindan temin edilen melas dogrudan kullanild.
3.2. Mikroorganizma

Bu ¢alismada Aspergillus niger fungusunun farkl: suslari kullanildi. NRRL 3 nolu
sus ‘Northern Regional Research Laboratory, Department of Agriculture Peoria,
Ilinois, U.S.A.’dan getirtildi. Ayrica Ankara Universitesinden temin edilen ve sitrik
asit Uretiminde kullanilan NRRL 2270 nolu sus, Hollanda’dan getirtilen glukoz
oksidaz dretiminde kullanilan CBS 513.88 nolu sus da ¢alismamizda kullanildi. Bu

suslar PDA ya ekildi ve en iyi Uretim yapan sus arastirmamiz igin secildi.
3.3. Aspergillus Niger Fungusunun Spor Sayim Yontemi

Petri Gzerinde PDA da ¢ogaltilan, Aspergillus niger fungusunun sporlari 20 mL steril
fizyolojik sivi ile alindi. Bu sivi % 0,1 (m/v) NaCl ve % 0,2 (v/v) Tween 80
icermektedir. Bu spor ¢Ozeltisi uygun oranda steril su ile seyreltildi ve Thoma lam1
lizerinde mikroskop altinda spor sayimi yapildi. Thoma lammin esas;, 0,1 mm®
hacimde sayim yapilmasidir. 0,1 mm?® hacim icindeki 16 biiyiik kareden okunan spor
sayilarmin ortalamalar1 alinarak asagidaki Esitlik 3.1 ile spor sayisi hesaplandi
[Glrgln ve Halkman, 1990].
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SS= A x SF x 10000 (3.1)

Esitlikteki,

SS: Sayim sonucu

A: 16 buyuk kareden sayilan spor sayisi

SF: Seyreltme faktori

10000: 0,1 mm® deki sayim sonucundan 1 mL deki sayim sonucuna ge¢mek icin
kullanilan sabit say1

Yaptigimiz tim calismalarda bu yontemle elde ettigimiz siispansiyon (7,5 x10°
spor/mL) kullanild1.

3.4. Aspergillus Niger Fungusunun Cogaltilmasi

Aspergillus niger fungusunun cogaltilmasinda, Patates Dekstroz Agar (PDA)
kullanildi. Kati besi ortami hazirlanirken 9,75 g PDA 250 mL’ ye seyreltildi. Bu
cOzelti, otoklavda 121°C’de 1,2 atm basing altinda 15 dakika sureyle steril edildi.
Hazirlanan ¢Ozelti UV kabini igerisinde steril petri kaplarina dokulerek sogumaya
birakildi. Sogutulan besi ortamlarina, spor ekimi yapildi. EKim yapilan petriler 30
°C’de 7 gun sureyle inktbatorde bekletilerek mikroorganizma dretimi yapildi.
Uretilen sporlar kullanima kadar +4 °C’de buzdolabinda saklandi. Sporlarin

aktifliklerini kaybetmemesi igin ayda bir kez Uretim yenilendi.
3.5. Uretim Ortammin Hazirlanmasi ve Glukoz Oksidaz Uretimi

Cizelge 3.1.’de Glukoz oksidaz dretimi i¢in kullanilan kati besi ortammin bilesimi
verilmistir [Sharma, 2007]. Hazirlanan besi ortami 121°C’de 1,2 atm basing altinda
15 dakika sureyle steril edildi. Besi ortamindan ayr: olarak steril edilen CaCOs3 ise
mikrobiyal ekimden 6nce besi ortamina eklendi ve manyetik karistiric1 ile homojen
olarak karistirildi. Hazirlanan bu ortam steril petri kaplarina esit miktarlarda
dagitild1.

B6lim 3.4.°te hazirlanan petrilerin yiizeyinde Greyen sporlar, % 0,1 (m/v) NaCl ve
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% 0,2 (v/v) Tween 80 iceren 20 mL steril suya aseptik kosullarda alindi. Petrilerdeki
kat: besi ortamina 0,6 mL eklendi ve drigalski spatili ile sporlarin homojen dagilimi
saglandi. Glukoz Oksidaz uretimi, 30 °C sicakhkta 48, 72, 96 ve 120 saatlik

inklibasyon sonrasinda intraseltler ve ekstraseluler olarak dlguldu.

Cizelge 3.1. Glukoz oksidaz tretiminde kullanilan kati besi ortam

Madde Derigim

Cay 20 mg/100mL
Melas 20 mg/100mL
(NH,4),HPO, 0,75mg/100 mL
KH,PO, 0,05 mg/100 mL
MgSO, 0,01 mg/100 mL
CaCOs 4,0 mg/100 mL

3.6. Glukoz Oksidaz’in Ortamdan izolasyonu

Uretim siiresinin sonunda Gretim ortam: tamamen 250 mL lik erlene alind1 ve
uzerine pH 5,4 olan 30 mL asetat tamponu eklenerek 30 dk oda kosullarinda
calkalamali su banyosunda calkalandi. Ekstraseluler (hlcre disi) enzimin besin
ortamindan sivi ortama gegmesi saglaniktan sonra whatman no:4 stizge¢ kagidindan

stiztldl ve suzlintu spektrofotometrede analiz igin hazirland.

Slizge¢ kagidinda kalan kat1 kisim ise intraseliler (hticre i¢i) enzim tayini igin alindi
ve tartildi. Her bir gram i¢in 1 mL pH 5,4 olan asetat tamponu eklendi. Homojen
bir sekilde karismas: saglandiktan sonra hiicre patlatmasmi saglamak i¢in Resim
3.1.’de gorilen sonikator cihazi kullanildi (sonics&Materials MC). Bu islem
sonikatoriin 1sinmamas: ve enzim aktivitesini inhibe etmemesi icin ortam buz
banyosu yardimiyla sogutularak ve 1 dk sureler ile 6 kez gerceklestirildi. Enzimin

stvi ortama gecme isleminin tamamlanabilmesi icin +4 °C’de 1 gece buz dolabinda
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bekletildi. Daha sonra sogutmal: santrifiij (Sigma 2-15KC) kullanilarak +2°C’de ve

15000 rpm de 30 dk santrifiij edildi. Stvi kistm alind1 ve enzim tayini igin hazirlandi.

Resim 3.1. A.niger fungusunun hiicresinin patlatilmasinda kullanilan diizenek

Hicre ic¢i ve hiucre dis1 enzim ¢alismalar: sirasinda alinan sivi kisimlar 1:4 oraninda
EtOH ile muamele edildi ve +4 °C’de bir gece buz dolabinda bekletilerek enzimin
denatiire olmas: ve ¢okmesi saglandi. Bu karisim +2°C’ de 15000 rpm de 30 dk
santrifij edildi ve enzim pellet seklinde tipun alt kisminda kald: sivi kisim ise
dekantasyon ile bosaltildi. Pellet seklindeki enzim 0.5 mL suda ¢6zulerek UV (UV-
GB spektrofotometre Hach) de aktivite tayini igin kullanildi.

3.7. Glukoz Oksidaz Aktivite Tayini

3.7.1. Hidrokinon kalibrasyon grafigi

Glukoz oksidaz aktivite tayini spektrofotometrik yontemle yapilmistir. Asagidaki
tepkimelerde goruldigl gibi, GOD, glukozu glukonik asite yukseltger. Bu
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tepkimenin baslangic hizi, glukoz oksidaz enziminin aktivitesidir. Glukozun
glukonik aside yukseltgenme tepkimesi spektrofotometrede 6lglebilir bir absorbans
degeri vermez; bu nedenle Sekil 3.1. ()’ da verilen tepkimede olusan Urind
substrat olarak kullanan ve spektrofotometrede Glcilebilir bir absorbans degeri veren
Sekil 3.1. (b)’ deki tepkimeden yararlanilir. Burada ilk tepkime sirasinda agiga

¢ikan H,O,, benzokinonla tepkimeye girerek hidrokinon olusturur.

CH20H CH,OH
H AL O, OH Glukoz oksidaz H H OH o
ROH H_A o ROH H A~y + HDe
QH H : OH ™
H OH P OH
()
E‘ OF
“"—f h“‘] H.0> 4[,’;::[""
h‘-n”/"'. L":_\:_L e,
o OH
1,4-Benzokinon Hidrokinon (b)

Sekil 3.1. Glukoz oksidaz aktivite tayini reaksiyon mekanizmasi
a) Glukozdan glukoz oksidaz varliginda H,O, olusumu
b) H,0O, varhiginda benzokinondan hidrokinon olusumu

Kalibrasyon grafigi igin sirasiyla 0,01 mM, 0,03 mM, 0,06 mM, 0,08 mM, 0,1 mM,
0,15 mM ve 0,2 mM hidrokinon derigsimlerine sahip c¢Ozeltiler hazirland1 ve
spektrofotometrede 290 nm dalga boyunda absorbsiyon Olcumleri Cizelge 3.2.°te

verildigi gibi alind1 ve Sekil 3.2 deki kalibrasyon grafigi olusturuldu.

Cizelge 3.2. Farkl derisimlerdeki hidrokinon ¢dzeltilerinin absorbans degerleri

Derisim
(mM)
Absorbans
(290 nm)

0,01 0,03 0,06 0,08 0,10 0,15 0,20

0,03 0,08 0,15 0,20 0,25 0,37 0,50
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Sekil 3.2. Hidrokinon’un kalibrasyon grafigi ( A= 290 nm)
3.7.2. Spektroskopik yontem

Bu tayin i¢cin 1 M glukoz cozeltisi tayinden bir gin 6nce hazirlandi ve oda
sicakliginda anomerlerinin dengeye gelmesi icin bekletildi. % 0,1 (m/v) derisiminde
benzokinon ¢ozeltisi ve 0,1 M pH 5 olan sodyum sitrat tamponu hazirlandi.

1 mL 1 M glukoz, 0,5 mL %0,1 (m/v) benzokinon ¢Ozeltisi ve 0,5 mL sitrat
tamponu eklenerek toplam 2 mL hacminde kor hazirlanmistir. Numune ise; 1 mL 1
M glukoz, 0,5 mL %0,1 (m/v) benzokinon, 0,48 mL sitrat tamponu eklenerek
hazirland: ve 25 °C’de 5 dk oda sicakligina gelmesi icin bekletildi. Daha sonra 0,02
mL enzim cozeltisi eklendi ve 30 °C’de 1 dk bekletildikten sonra absorbans degeri
290 nm’de okundu ve olusan hidrokinon derisimi kalibrasyon grafiginden hesapland:
[Ciucu ve Patrocou, 1984].

3.7.3. Enzim aktivitesi
Reaksiyon baslangic hizi enzim aktivitesidir. Enzim aktivitesi (unite) 30 °C de 1

dakikada olusan hidrokinonun pumol’udir. Spesifik aktivite ise mg protein basina

dusen enzim Unitesi olarak hesaplanir [Ciucu ve Patrocou, 1984].
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3.8. Protein Derisimi Tayini

0,5 mg/ mL BSA (Bovin Serum Alblmin ¢ozeltisinden) 5, 10, 15, 20 pL’ lik
kisimlar alind: ve her birinin hacimleri 0,15N NaCl c¢ozeltisi ile 100 pL’ ye
tamamlandi. Her tiipe 1 ml Bradford Reaktifi eklendi, vorteksle karistirildi ve 2
dakika bekletildi. Bu ¢ozeltilerin kor ¢ozeltisine karsi (kor: 0,1 mL 0,15N NaCl ve
1,0 mL Bradford Reaktifi) UV spektrofotometrede 595 nm’de absorbanslari
okundu. Farklt derisimlere karsi elde edilen absorbans degerleri Cizelge 3.3.°te
verildi. Bu cizelgede verilen degerler kullanilarak kalibrasyon grafigi cizildi.
Kalibrasyon grafigi Sekil 3.3.’te verilmistir. Enzim igeren Ornegin, 595 nm’deki
absorbansi 6l¢uldu ve kalibrasyon grafigi yardimiyla ‘mg protein/mL’ olarak protein

derisimi hesaplandi.

Cizelge 3.3. Farkli derisimlerdeki protein ¢ozeltilerinin absorpsiyon degerleri

Derigim
) 0 0,025 0,050 0,075 0,100
mg protein/mL
Absorbans
0 0,070 0,170 0,236 0,315
(595 nm)
0,35

03 I= Séiw
0,25
0.2 /
01
0,05 /
0 / :

0 0,02 0,04 0,06 0,08 01 0,12

Absorbans

Derisim (mg protein/mL)

Sekil 3.3. Protein derisimlerinin absorbansa gore kalibrasyon grafigi (A= 595 nm)
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3.9. Glukoz Oksidaz’in Vi, ve K, Degerlerinin Tayini

Enzimin V, ve K, degerleri, Lineweaver-Burk (LB) grafigi yardimiyla tayin edildi.
Farkli derigimlerde (1 mM, 3 mM, 5 mM, 10 mM, 30 mM, 50 mM) glukoz
¢Ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden yararlanilarak Bolum 3.7.2.°de anlatildig:
gibi 30 °C sicaklikta deneyler yapildi. Glukozun farkl derisimlerinde hazirlanan ve
subsrat olarak kullanilan bu ¢Ozeltiler ile baslangi¢ reaksiyon hizlar: (v) pmol/dk
olarak saptandi. 1/(v) degerleri, 1/[S] degerlerine karsi grafige gecirilerek
Lineweaver-Burk grafigi cizildi. Cizilen Lineweaver-Burk grafigindeki dogrunun x

eksenini kestigi noktadan -1/Ky,, y eksenini kestigi noktadan ise 1/Vy, belirlendi.

3.10. Biyokdtle

Enz28im Uretim ortaminda olusan miseller pH 5.4 olan asetat tamponuna yiizeyden
kazima islemi yapilarak alindi. Biyokutle iceren bu stspansiyon stizge¢ kagidindan
stizildii ve 75 °C de etiivde kurutuldu. Siizge¢ kagidi sabit tartima geldiginde
biyokutle 0,011 g/mL olarak hesapland:.

3.11. Glukoz Oksidaz Uretiminde Besi Yeri Secimi

Maksimum enzim (retimi ve mikroorganizmanin ortamdan en iyi sekilde
faydalanabilmesi i¢in bilesimi gizelge 3.4.’te verilen farkli besi yerleri denendi. Bu
besi yerleri seciminde cay posasi, melas, yumurta kabugu gibi atik maddelerin

degerlendirilmesi dustnuldi.
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Cizelge 3.4. GOD duretimi icin farkli besi ortami igerigi

Besi Yeri Besi Yeri Besi Yeri Besi Yeri
1 2 3 4
Cay Cay Cay Cay
Melas Melas Glukoz Melas
(NH,),HPO, (NH,);HPO, | (NH,),HPO,
KH,PO, KH,PO, KH,PO,
MgSO, MgSO, MgSO,
CaCO, Yumurta Kabugu CaCO, CaCO,
MnO,

3.12. Glukoz Oksidaz Uretiminde MnO, Derisiminin EtKkisi

MnOz’nin kat: ortamda glukoz oksidaz uretimine etkisi incelendi. Bu amagla
ortamdaki derisim % 0,05, 0,08, 0,1, 0,2, 0,3 ve 0,5 (m/v) MnO; olacak sekilde
besi ortamina MnO, eklendi.

3.13. Glukoz Oksidaz Uretimine Yumurta Kabugu EtKkisi

Bu calismada da besi ortamina Cizelge 3.1.°de goraldigt gibi % 4  (m/v)
derisiminde CaCOj3 eklenmistir. Cizelge 2.3.’te verildigi gibi yumurta kabugu %93,7
CaCOs; ve daha az oranlarda da MgCQOs, Cas(POs),, organik maddeler icermektedir.
Bu atik madde (yumurta kabugu) normal besi ortaminda bulunan (Besi Yeri 1)
(NH4)2HPO4, KH2PO4, MgSO, ve CaCOs; yerine kullanilabilir. Bu ¢alismada
Cizelge 3.5.°te goruldugu gibi yumurta kabugu % 4 (m/v) oraninda besi ortamina 8

teklendi.



Cizelge 3.5. Yumurta kabugu igeren besi ortami icerigi

Besi Yeri Besi Yeri Besi Yeri
1 2 3
Cay Cay Cay
Melas Melas Melas
(NH,),HPO, (NH,),HPO,
KH,PO, KH,PO,
MgSO, MgSO,
CaCO; Yumurta Kabugu | Yumurta Kabugu

3.14. Glukoz Oksidaz Uretimine O,’nin Etkisi
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Fermentasyon aerobik kosullarda gerceklesmektedir ve A. niger aerob bir kuf

mantaridir ve ortama hava beslemesi yapilarak oksijenin etkisi gézlenmistir. Resim

3.2.’de goriulen sistem butin baglantilartyla birlikte sterillenerek kullanildi.

Akvaryum hava pompasi (Champion CX-0088) vasitasiyla steril filtreden gegirilen

nemlendirilmis hava ortama gonderildi. Havanin akis hizi flow metre ile 16 mL/sn

olarak olguldu.

Resim 3.2. Hava beslemeli kiltir ortam
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3.15. Glukoz Oksidaz Uretimine NaOH Etkisi

Cay, melas, yumurta kabugu, MnO; igeren ortama % 0,016 (m/v) derisiminde
NaOH eklendi, ortamdan hava gegirilerek (16 mL/s)  glukoz oksidaz Uretimi

arastirildi.



4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Aspergillus Niger ‘in Kalttr Sec¢imi
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Bolim 3.2. ve 3.4.’te anlatildig1 gibi petrilerde tg¢ farkli sustan Uretilen Aspergillus

niger suspansiyonu bilesimi Cizelge 3.1.”de verilen ortama ekildi. Kultir segimi

icin suslar tger paralel olacak sekilde ve 48, 72, 96 ve 120. saatler igin ayri ayri ekim

yapildi. Bu surelerde alinan 6rneklerimiz intraseliiler ve ekstraselliler enzim tayini

icin analiz edildi. Cikan sonuclar Cizelge 4.1.’de U/mL cinsinden verildi.

Cizelge 4.1. Farkl kulturlerin ekstraseliler ve intraselller enzim tretimine etkisinin
zamana bagli degisimi

Ekstraseliler (U/mL)
Saat (dk) | 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
Intraseltiler (U/mL)
Saat (dk) | 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

Ekstraseliler ve intraseluler enzim Gretiminin en iyi oldugu kiltur NRRL 3 olarak

belirlenmistir. Ekstraselller ve intraseluler enzim Uretimi 96. saatte maksimum

degere ulagmistir. NRRL 3 kultird i¢in ekstraseltler ve intraseluler enzim Gretimi

Sekil 4.1.’de g0sterilmistir.
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Sekil 4.1. Ekstraseltler ve intraseliler GOD (retiminin zamanla degimi

4.2. Glukoz Oksidaz Uretimine Besi Yerinin Etkisi
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Cizelge 3.4.’te verilen dort farkli besi yerleri hazirlanarak Bolim 3.5°te anlatildig:

gibi ekim yapild: ve 96 saat, 30 °C’da inkiibatorde bekletildi.

Bolum 3.6.’da

anlatildig sekilde hiicre dis1 ve hiicre i¢i enzim izolasyonu yapildi. Enzim aktivite

tayinleri Bolim 3.7. ‘de anlatildig: gibi gergeklestirildi. Elde edilen sonuclar Cizelge

4.2.’de verilmektedir.

Cizelge 4.2. Farkl besi yerlerindeki Ekstraseliiler ve Intraseliiler GOD uretimi

Ekstraseliiler | Intraseliiler

(U/mL) (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 kullanildiginda ekstraseluler ve intraseliler enzim aktivitesi sirasiyla
13,58 U/mL ve 8,73 U/mL olarak bulundu. Besi yeri 4 diger besi ortamlarindan
farkh olarak % 0,1 (m/v) MnO, icermektedir. Ortama MnO, katilmasi Glukoz
oksidaz verimini kontrole gore 1,58 kat arttirmistir. Glukoz Oksidaz Uretiminde yan
urtin olarak olusan hidrojen peroksitin inhibisyon etkisini ortadan kaldirmak icin
MnO, ortama katilmaktadir. MnO, hidrojen peroksiti suya ve oksijene
parcalamaktadir ve Glukoz Oksidaz aktivitesini artirmaktadir [Nakao ve ark., 1997].

4.3. Glukoz Oksidaz Uretimine MnO; Derisiminin Etkisi

Bolim 3.12.°de verilen MnO, derisimleri kullanilarak hazirlanan besi yerlerine
ekim yapildi. A.niger ekstraseluler ve intraseluler enzim tayini i¢in Bolim 3.6. ve
3.7.’de anlatilan yontem kullanilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.3’te
verilmistir. Sekil 4.2.’de MnO;, derisimine bagli GOD (retim grafigi gosterilmistir.
Cizelge ve Sekilden goruldigi gibi en iyi aktivasyon %0,2 (m/v) MnO- derisiminde
elde edilmistir. Ortama %0,2 (m/v) MnO, katilmasi, Glukoz oksidaz verimini

kontrole gore 1,92 kat arttirmastir.

Cizelge 4.3. Fark: derigsimlardeki MnO;’nin GOD dretimine etkisi

MnO; Ekstraseliiler | Intraseliiler
Derigimleri (U/mL) (U/mL)
(%) (m/v)

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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Sekil 4.2. MnO; derisimine bagli GOD retimi (T= 30 °C, t= 96 saat)

Glukoz Oksidaz retiminde yan Uriin olarak olusan hidrojen peroksitin inhibisyon
etkisini ortadan kaldirmak igin ortama katalaz enzimi katilmaktadir. Katalaz enzimi
pahali ve Kkararsiz bir yapida oldugu icin ayni islevi géren MnO, ortama
katilmaktadir. MnO- hidrojen peroksiti suya ve oksijene par¢alamaktadir ve Glukoz
Oksidaz aktivitesini artirmaktadir [Nakao ve ark., 1997]. Sekil 4.3.’te Glukozun
oksidasyon mekanizmasi ve H,O,’ nin, MnO; tarafindan O, ve H,O’ya pargalanmasi

gosterilmistir.

glukoz oksidaz
B-D-glukoz +O; —— - D-glukonolakton + H,O> (1)

Mnog
21,05 — 21,0 + O, (2)

Hz0 _ _
D-glukonolakton +H>O — glukonik asit (3)

Sekil 4.3. Glukozun MnQO;’li ortamda oksidasyonu
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4.4. Glukoz Oksidaz Uretimine Yumurta Kabugu EtKisi

Cizelge 3.4.’te verilen besi ortami kullanilarak glukoz oksidaz enzim Gretimi
yapilmistr  (T= 30 °C, t= 96 saat). Yumurta kabugu kullanildiginda Besi Yeri 1
(NH4)2HPO4, KH2PO4, MgSO, ve CaCO3z; maddelerini icermekte Besi Yeri 2 ise
bunlarin yerine sadece yumurta kabugu icermektedir, Besi Yeri 3 ise her ikisini de

icermektedir. Sonuclar Cizelge 4.4.’te verilmektedir.

Cizelge 4.4. Yumurta kabugu iceren besi ortamlarmin GOD (retimi

Ekstraseliler | Intraseliiler

(U/mL) (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

Cizelgede goraldugu gibi (Besi Yeri 3 ve Besi Yeri 1) yumurta kabugu kullaniimasi
halinde ekstraseliler GOD aktivite degeri 1,70 kat artmistir. Literaturde verilen
besi ortaminda ylksek derisimde CaCO3 ortama eklenmektedir. Literatlr verilerine
gore CaCO; glukoz oksidaz sentezini arttirmaktadir. Bunun nedeni olarak kati
ortamda Ca*? iyonlarmin miselin gelismesini arttirdig1 bildirilmistir[Rogalski ve
ark., 1988]. Bankar ve arkadaslari GOD dretiminin pH 4 altinda dustigini ve
ortama CaCOs eklenmesinin tretim sirasinda pH degerinin dismesini engelleyici

etki gosterdigini bildirmiglerdir [Bankar ve ark., 2009].

4.5. Glukoz Oksidaz Uretimine O,’nin Etkisi

En iyi ortam olarak secilen Besi yeri 4’e % 0,2 (m/v) MnO, ekleyerek Resim
3.2°de goriilen diizenek kullanilarak tretim yapild: (T= 30 °C, t= 96 saat, Hava akis
hizi= 16,0 mL/s ). Glukoz oksidaz enzim aktivitesi Bolum 3.6 ve 3.7.’de anlatildig:
gibi saptandi. Ekstraseliiler Glukoz oksidaz aktivitesi 18,7 U/mL olarak
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bulunmustur. Glukoz oksidaz verimi kontrole gére (%0,2 MnO; igceren besi yeri 4)

1,64 kat artmastir.

4.6. Glukoz Oksidaz Uretimine NaOH Etkisi

Bilesimi Bolim 3.15.’te verilen besi ortaminda GOD (retimi yapildi. Ekstraseliler
Glukoz oksidaz aktivitesi 34,23 U/mL olarak Olgildli. Bankar ve arkadaslarinin
2009, Ramachandran ve arkadaslarinin 2006 yillarindaki gézlemlerine gére ortam
pH’1 4 Un altina dismemelidir. Ramachandran ve arkadaslari1 ortama CaCOj3 veya
NaOH katilmasmin aktiviteyi artirdigint bildirmiglerdir. NaOH’in ortama ¢6zunir
halde eklenmesi daha etkin bir nétrallestirme aracidir. Bu nedenle glukoz oksidaz

aktivitesini 1,83 kat arttirmistur.

4.7. Glukoz Oksidazin Vi, ve K, Degerlerinin Belirlenmesi

4.7.1. Glukoz oksidaz Lineweaver-Burk grafigi

Besi yeri 4 kullanilarak ve % 0,2 (m/v) MnO; igeren kosullarda drettigimiz Glukoz
oksidaz icin LB grafigi Bolum 3.9.’da verilen glukoz (subsrat) derisimlerine karsi
cizildi. Cizelge 4.5.te verilen v ve [S] degerlerinden yararlanarak, 1/v ve 1/[S]
degerleri hesaplandi; 1/v ve 1/[S] degerlerini kullanarak LB grafigi ¢izildi. Cizilen
grafikten Km ve Vm degerleri hesaplandi. Bulunan degerler sirasiyla Km=1,98 mM
ve Vm=2,01 x 10 U/mL"dir.

Cizelge 4.5. GOD igin substrat derisimlerine kars1 vdegerleri

[S] (MM) 1,00 | 300 | 500 | 100 | 300 | 50,0

V (umol/dk.ml)

L 0,67 1,21 1,52 1,71 1,80 1,87
(x10™)




Cizelge 4.6. 1/[S] ye kars1 1/V degerleri
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1/IS] Umiimol) [

0,33 0,21

0.10

0.03

0.02

1/V (dk.ml/umol
( Hmol) 14.9

8.25 6.58

5.85

5.55

5.35

/‘— 9,8445x + 4,9853

yd

wv

(dk.ml/pmol)

\ [REN [REN [IEN
D N \ (op] Q [en) N £

-06 -04 -02,0

0 02 04 06 08

1,0

12 1

4

1/[S] (/milimol)

Sekil 4.4. GOD igin Lineweaver-Burk grafigi

4.8. Enzim Protein Tayini

Bolim 3.8.°de anlatildig1 gibi enzim iceren 6rnegimizin protein derisimini 1,62 mg

protein/mL olarak hesaplandi, Spesifik aktivite 10,2 U /mg protein olarak bulundu.
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5. SONUC VE ONERILER

“Mikroorganizma Hiicreleri Kullanarak Glukoz Oksidaz Enzim Uretimi” tez

caligmasinin sonuglar1 ve literatlirdeki diger calismalarla karsilastirilmas: asagida

verilmistir.

1.

Uc ayr1 Aspergillus niger susu, icerigi ayn besi ortamlarina ekilerek en iyi

GOD {retimi saglayan sus olarak NRRL 3 secilmistir.

Ramachandran ve arkadaslari 2007° de yaptiklari “‘glukonik asit dretim

caligmasinda’” NRRL 3 kultrinl kullanmastir.

Fermentasyon zamanmnin (48, 72, 96 ve 120 saat ) GOD uretimi Uzerine etkisi
incelenmistir. 96. saatte NRRL 3 susunun en yiuksek ekstraseliler GOD
aktivasyonu 10,6 U/ml, intraseluler GOD aktivasyonu 5,6 U/mL olarak

bulunmustur.

Kashmiri ve arkadaslari 2008’de yaptiklar1 ¢alismada GCUC-10 numarali
Aspergillus niger fungusunu kullanmislardir. Kultir ortammna ve periyoduna
bagli olarak en yuksek GOD uretimi ekstraseluler igin 72 saatte, intraselller igin

36 saatte elde edilmistir.

Cahismamizda serbest mikroorganizma kullanilarak, farkli kati ortamlar
denenmistir. En yiksek GOD derisimi, MnO; iceren kati besi yerinde
ekstraselller ve intraselliler enzim aktivasyonu sirasiyla 13,6 U/mL ve 8,73

U/mL olarak bulunmustur.

Nakao ve arkadaslart 2001’de yaptiklari cahsmada, hidrojen peroksitin

inhibisyon etkisini ortadan kaldirmak igin MnO, kullanmiglardir.

Calismamizda mikroorganizma kullanilarak yapilan deneylerde, MnO;’nin

farkli derisimleri denenmistir ve % 0.2 (m/v) derisiminde ekstraseliler GOD
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aktivitesi 16,6 U/mL olarak bulunmustur. MnO, katilmasi Glukoz oksidaz

verimini kontrole gore 1,93 kat arttirmagtir.

“Serbest mikroorganizma kullanilarak, MnO,’nin farkli konsantrasyonlarinin

GOD uretimine etkisi” hakkinda literattirde herhangi bir bulguya rastlanmamistir

CGalismamizda mikroorganizma kullanilarak, hava beslemesinin GOD uretimine
etkisi arastirilmistir. %0,2 (m/v) MnO-, igeren ortamda, 16 mL/s akis hizindaki
havayla beslenen ortamdaki ekstraseliler GOD aktivitesi 18,7 U/mL olarak
bulunmustur.

Calismamizda kat1 ortam kullanilarak atik degerlendirme yapilmistir; cay, melas

ve yumurta kabugu GOD uretimi igin kullaniimistr.

Sharma ve arkadaslarmin 2008’de yaptigi calisma da cay atiklari ve seker

melas: kullaniimis ve glukonik asit Gretimi yapilmistir.



49

KAYNAKLAR
Akova, Y., ihracat: Gelistirme Etut Merkezi (2005).

Ay, M., Sékmen, M., Bilgin, Y.,”Yumurta Kabuklarindan Tozsuz Tebesir Eldesi”,
Tubitak-Bideb Lise Ogretmenleri Proje Danismanligr Egitim Caligtayr (2011).

Baker, S.E.,”Aspergillus niger genomics: Past, present and into the future”, Medical
Mycology September, Washington USA, 44:17-21 (2006).

Bankar, S.B., Bule, M.V., Singhal, R.S.,”Optimization of Aspergillus niger
Fermentation fort he Production of Glucose Oxidase”, Food Bioprocess Technol,
2:344-352 (2009).

Beyatl, Y., “Biyoteknoloji ve biyoprotein tretimi”, Kikem Yay:nlar:, Ankara, 24-
34 (1996).

Betancor, L., Gallego, F.L., Hidalgo, A., Morales, N.A., Ortiz, G.D., Guisan, J.M.,
Lafuente, R.F.,”Preparation of a very stable immobilized biocatalyst of glucose
oxidase from Aspergillus niger”, Journal of Biotechnology, 121:284-289 (2006).

Bingdl, G.,”Vitaminler ve Enzimler”, Ankara Universitesi Eczaciik Fakiiltesi
Yayinlarz, No:46 (1997).

Bohager, T., “Enzimes:What the experts know 1nd ed.” , One World Press, Prescott
USA, 11 (2006).

Chanp, P.C., Harvey, R.A., “Biyokimya 2. baski”, Tokullugil, A., Dirican, M.,
Ulukaya, E., Nobel Tzp Kitabevleri, Istanbul, 47-51 (1997).

Clark, K.G., Johnstone-Robertson, M., Price, B., Harrison, S.T.L., “Location of
Glucose Oxidase During Production by Aspergillus Niger”, Appl .Microbiol.
Biothcnol., 70: 72-77 (2006).

Cetin, E., 1., “Endistriyel Mikrobiyoloji” fstanbul Universitesi T:p Fakiiltesi Vakfi
Bayda Yay:nlar:, istanbul, 2:45-160 (1983).

Ciucu, A., Patrocou, C.,”Fast Spectrophotometric Method or Determining Activity of
GOX”, Analytical Letters, 14:1417-1427 (1984).

Dececi, E.U., “Portakal Atiklarindan Aspergillus niger Flamentli Fungusu
Kullanilarak Sitrik Asit Uretiminde Degerlendirilmesi”’, Dokrora Tezi, Mersin
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti, Mersin, 1-242 (2008).

Gurgun, V., Halkman, K., “Mikrobiyolojide sayim yontemleri”, Gida Teknolojisi
Dernegi Dergisi, Ankara, 7:10-20 (1990).



50

Guven, S., Zorba Demirel, N.N.,”Genel Mikrobiyoloji ve Laboratuvar Kilavuzu”,
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Yayinlar, 3.basim (2011).

Haouz, A., Glandieres, J.M., Alpert, B., “Involvement of Protein Dynamics in
Enzyme Stability The Case of Glucose Oxidase ”, FEBS Letters , 506: 216-220
(2001).

Internet: Mikrobiyoloji.org “Mikroorganizmalar”
http://www.mikrobiyoloji.org (2012).

Icli, N.,”Immobilize glukoz oksidaz enziminin ozellikleri ve enzim aktifliginin
arttirilmasi”, Yiksek Lisans Tezi, Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitusi, 1-104
(2008).

Jafari, A.R., Sarrafzadeh, M.H., Alemzadeh, I., Vosoughi, M.,”Effect of stirrer speed
and aeration rate on the production of glucose oxidase by Aspergillus niger”, Journal
of Biological Sciences, 7(2):270-275 (2007).

Kashmiri, M.A., Khurshid, S., Qureshi, M.Z., Subbani, Q.,”Optimization of
Fermentation Conditions fort he Production of Glucose Oxidase by Aspergillus
niger”, Pakistan Journal of Science, 60:1-2 (2008).

Kirk, O., Borchert, T.V., Fuglsang, C.C., “Industrial Enzyme Applications”, Current
Opinion in Biyotechnology, 13: 345-351 (2002).

Kona, R.P., Oureshi, N., Pai, J.S.,”Production of glucose oxidase using Aspergillus
niger and corn steep liquor”, Bioresource Technology, 78:123-126 (2001).

Leeuwenhoek, A., “Microscopy goes cold: frozen viruses reveal their structural
secrets”, Philosophical Tranactions, 363:2441-2451 (2008).

Loeb, J., “Cato on Agriculture Varro on Agriculture”, The Loeb Classical Library,
Harvard University Press, London, 7:422-423 (1993).

Lu, T., Peng, X., Yang, H. and Ji, L., “The production of glucose oxidase using the
waste myceliums of Aspergillus niger and the effects of metal ions on the activity of
glucose oxidase”, Enzyme and Microbial Technology, 19:339-342 (1996).

Madigan, M.T., Martinko, J.M., “Brock Mikroorganizmalarin Biyolojisi” Palme
Yayincdik, Ankara, 11:26-36 (2010).

Menon, K.K.G., Mulky, M.J., Sharma, V.S., “The tea industry in India: how to
redesign a native. tea culture, processing and marketing”, Oxford and IBH, New
Delhi, pp. 3-10 (1993).



51

Miron, J., Gonzales, M.P., Pastrana, L., Murado, M.A., “Diauxic Production of
Glucose oxidase by Aspergillus Niger in Submerged Culture A Dynamic Model”,
Enzyme and Microbiyal Technology, 31: 615-620 (2002).

Nakao, K., Kiefner, A., Frumoto, K., Harada, T., “Production of Gluconic Acid with
Immobilized Glucose Oxidase in Airlift Reactérs”, Chemical Engineering Science,
52 (21-22): 4127-4133 (1997).

O’Brien, S. Geodert, J., “HIV causes AIDS: Koch’s postulates fulfilled”, Curr Opin
Immuol, 8(5): 613-18 (1996).

Ol, G., “Cayin Besin degeri ve Yararh Etkileri”, A.U.Z.F. Yayinlar: 771

Ozgelik, S., “Genel Mikrobiyoloji, 1.basim”,  Sitleyman Demirel Universitesi,
Atabey/ Isparta, 1-9 (1998).

Pandey, A., “Solid-State fermentation”, Biochemical Engineering Journal, 13:81-
84 (2003).

Ramachandran, S., Fontanille, P., Pandey, A., Larroche, C.,”Permeabilization and
inhibition of the germination of spores of Aspergillus niger for gluconic acid
production from glucose”, Bioresource Technology, 99:4559-4565 (2008).

Ramachandran, S., Fontanille, P., Pandey, A., Larroche, C.,”Gluconic acid:
Propereties, Applications and Microbial Production”, Food Technol. Biotechnol.,
44(2)185-195 (2006).

Rogalski, J., Fiedurek, J., Szczordrak, J., Kapuska, K., Leonowicz, A.,” Optimization
of Glucose Oxidase Synthesis in Submerged Cultures of Aspergillus niger G-13
mutant”, Enzyme and Microbiology Technology, 10:508-511 (1988).

Rypien, K.,” The origins and spread of Aspergillus sydowii, an opportunistic
pathogen of Caribbean gorgonian corals”, Cornell University (2008).

Sahin M., Akcura M., Akcacik A.G., Aydogan S.,” Glukoz oksidaz enziminin stine
zararh bugday unlarmin hamur ve ekemek Ozellikleri Uzerine etkisi” Bitkisel
Aragnirma Derqgisi, 1:24-28 (2007).

Schmid, A., Dordick, J. S., Hauer, B., Wubbolts, M., Witholt, B., “Industrial
Biocatalysis Today And Tomorrow”, Nature, 409: 259-268 (2001).

Selvakumar, P., Ashakumary, L., Pandey, A., “Biosynthesis of glucoamylase from
Apergillus Niger by solid-state fermentation using tea waste as the basis of a solid
substrate”, Bioresource Technol. 65:83-85 (1998).



52

Sharma, A., Vivekanand, V., Singh, R.P.,”Solid-state fermentation for gluconic acid
production from sugarcane molasses by Aspergillus niger ARNU-4 employing tea
waste as the novel solid support”, Bioresource Technology, India, 99:3444-3450
(2008).

Singh, O.V., Jain, R.K., Singh, R.P.,”Gluconic acid production under varying
fermentation conditions by Aspergillus niger””, Journal of Chemical Technology
and Biotechnology, india, 78:208-212 (2003).

Telefoncu, A, Dingkaya, E., “Enzimoloji 2. baski”, Telefoncu, A., Ege Universitesi
Yayinlar, izmir, 3-12, 193-231 (1997).

Tifekei, M., “Turk Caylarinda Bazi1 Toksik Metallerin (Kursun, Kadmiyum, Civa)
Arastirilmas1”, Doktora Tezi, Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri
Enstitisd, Trabzon, 1-173 (1989).

Wentzel, C.A., Gelderblom, P.G.T. and Kristen, J., “The chemical and enzymatic
interaction of glutathione with the fungal metabolite, fusarin C”, Mutat. Res., 199:
207-214 (1988).

Whitaker J.R., “Principles of Enzymology for the Food Sciences”, Marcel Dekker
Inc., 1994

Wiemann, P., Willmann, A., Straen M., Kleigrewe, K., Bayer, M., Humpf, HU.,
Tudzynski, B., “Biosynthesis of red pigment bikaverin in Fusarium fujikuroi: genes,
their function and regulation”, Mol Microbiol., 72:931-946 (2009).

Wilson, R., Turner, A.P.F.,”Glucose oxidase: an ideal enzyme”, Biosensors&
Bioelectronics, 7:165-185 (1992)

Wiseman, A., “Chapter 3: The application of enzymes in industry”, Handbook of
enzyme biotechnology, 2:274-373 (1987).

Wolhfarht, G., Trivic, S., Kandrac, J., Pericin, G., Leskovak, V., “Glucose Oxidase
from Aspergillus Niger :The Mechanism of Action With Molecular Oxygen,

Quinones, and one-Electron Acceptors ”, The International Journal of
Biochemistry&Cell Biology , 37: 731-750 (2005).

Wong, C.M., Wong, K.H. and Chen, X.D., “Glucose oxidase: natural occurrence,
function, properties and industrial applications”, Apll Microbiol Biotechnol 78:927-
938 (2008).

Zhao, H., Chockalingam, K., Chene, Z., “Directed Evolotion of Enzymes and
Pathways for Industrial biocatalysis ”, Current Opinion in Biyotechnology, 13: 104-
110 (2002).



Kisisel Bilgiler

Soyadi, adi

Uyrugu

Dogum tarihi ve yeri
Medeni hali

Telefon

e-mail

Egitim
Derece

Yksek lisans
Tezsiz YL

Lisans

Is Deneyimi
Yil

2006-2010
2010-2011

Yabanci Dil

Ingilizce

OZGECMIS

: GUREL, Neslihan
' T.C.

: 07.01.1981 Ankara
: Bekar

: 0544 789 35 38

: neslihan.grl@gmail.com

Egitim Birimi
Gazi Universitesi / Kimya Bolumii

Selcuk Universitesi / Kimya Boltimii

Selcuk Universitesi / Kimya Bolimii

Yer

TUBITAK-ATAL
LOSEV-GIDA LAB

53

Mezuniyet Tarihi

2012
2005
2004

Gorev

Kimyager
Kimyager





