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Yiksek Lisans Tezi

BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENSILE a-AMILAZ URETIMININ KATI SUBSTRAT
FERMANTASYONU iLE INCELENMESI

Veyis SELEN

Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitist
Kimya Mihendisligi Anabilim Dali

2006, Sayfa: 72

Bu calismada Bacillus amyloliquefaciens NRRL B-645 ile o-amilaz Gretimi i¢in ortam
parametrelerinin etkisi ve optimum enzim Uretim ortami kati substrat fermantasyonunda
incelenmistir. Kati substrat olarak findik kiispesi kullanilmigtir. Calismada dncelikle organik ve
inorganik azot kaynaklarinin a-amilaz tretimi tizerine etkisi incelenmis ve daha sonra, karbon
kaynagi miktari, CaCl,.2H,0, MgSQO,.7H,0, KH,PO,, NaCl, EDTA, ekim konsantrasyonu,
fermantasyon sicakhgi, karistirma hizi ve baslangic pH’si gibi parametrelerin etkisi
arastirilmistir.

Organik azot kaynaklarinin, inorganik azot kaynaklarina nazaran enzim aktivitesi
tizerinde pozitif etkiye sahip oldugu gorulmistiir. inorganik azot kaynaklarindan NaNOj’in
enzim Uretimine negatif bir etki yaparak aktiviteyi distrdugi belirlenmistir. Ortam bilesiminin
yani sira fiziksel parametrelerden sicakligin ve karistirma hizinin da enzim aktivitesi tizerinde
etkili oldugu sonucuna variimistir.

Yapilan optimizasyon g¢alismasi sonucunda maksimum enzim uretimi (4531 1U) 20 g/l
findik kispesi, 5 g/l pepton, 2.5 g/l yeast ekstrakt, 5 g/l (NH,).SO, iceren fermantasyon
ortaminda, 33 °C ve 150 rpm karistirma hizinda elde edilmistir. Diger ortam bilesenlerinin
(CaCl,.2H,0, MgS0,.7H,0, KH,PO,, NaCl, EDTA gibi.) ise enzim uretimi Gizerine dnemli bir
etkisinin olmadigi belirlenmigtir. Bu durum mikroorganizmanin farkli ortamlarda ihtiyag

duydugu bu elementlerin dogal substrattan ve musluk suyundan karsiladigini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler : o-Amilaz, Mikrobiyal enzim Uretimi, B. amyloliquefaciens, Kati

substrat fermantasyonu.
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INVESTIGATION OF a-AMYLASE PRODUCTION BY BACILLUS

AMYLOLIQUEFACIENS USING SOLID-SUBSTRATE FERMENTATION (SSF)
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Firat University
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In this study, the effect of medium conditions on production of o-amylase by Bacillus
amyloliquefaciens NRRL B-645 and medium of optimum enzyme production in solid substrate
fermentation were examined. Hazelnut oil cake was used as a solid substrate. Primarily the
effects of organic and inorganic nitrogen sources on production of a-amylase was investigated
and than quantity of carbon source, effects of CaCl,.2H,0, MgSO,.7H,0, KH,PO,, NacCl,
EDTA, like inoculum concentration, fermentation temperature, shake speed and initial pH
parameters were examined.

It was seemed to sources of organic nitrogen in comparison to inorganic nitrogen
sources had positive effect on production of enzyme. NaNOs, one of inorganic sources,
negatively effects on enzyme production and decreases activity. Besides medium components,
from physical parameters temperature and shake speed have effect on enzyme activity was
deduced.

Maximum enzyme production was obtained as 4531 IU in fermentation medium
containing 25 g/l hazelnut oil cake, 5 g/l peptone, 2.5 g/l yeast extract, 5 g/l (NH,4),SO, at 33 °C
and 150 rpm. There was not significant effect of the other medium components on a-amylase
production in solid substrate fermentation. This shows that microorganism in different mediums

compensate needty of these elements from natural substrate and tap water.

Keywords: o-Amylase, Microbial enzyme production, B. amyloliquefaciens, Solid

substrate fermentation. .
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1. GIRIS

Canli i¢in yasamsal rol olan pek ¢ok fonksiyonu kontrol eden enzimler, ¢cok uzun
zamanlardan beri insanlar tarafindan kullanilmigtir. Ancak fonksiyonlarinin tam anlasiimasi ve
endustriyel anlamda kullanilmasi 19. yizyilda baslamistir ve biyoteknolojinin son 50 yildaki
gelisimi ile biyolojik katalizérlerin, sistemlerin, proseslerin  endistride  kullanimi hiz
kazanmistir. Ozellikle son ¢eyrek yiizyllda cevre ve insan saghiginin 6n plana ¢ikmasi ile
enzimlerden teknolojide daha iyi yararlaniima yollari aranmis ve 6nemli basarilar ede
edilmistir. Endustriyel Uretimde kimyasal katalizorler yerine, katalitik olarak daha etkili, Griin
spesifikasyonu yiksek, istenmeyen Uriin olusumunu biytk 6lclide azaltan, enerji maliyeti distk
prosesler gerektiren, cevre dostu enzimlerin kullanimi artmigtir. Bugiin yazili olarak 2500’ den
fazla enzim bilinmesine ragmen bunlarin sadece 150 kadari ticari bakimdan 6nem tasimaktadir
(Gozlkara, 1997; Telefoncu, 1986; Gonzalez vd., 2003; Tanyildizi, 2005; Kilig, 2002).

Biyoteknolojideki gelismeye paralel olarak endistriyel enzim kullanimi  giderek
artmaktadir. Enzim kaynaklarindan elde edilen farkli 6zelliklerdeki enzimlerin bulunmasiyla
enzimlerin kullanim alanlari genislemektedir. Ozellikle endustriyel proseslerde hidrolitik
enzimlerin kullanildigi gérilmektedir. Bunlardan proteaz toplam enzim tiketiminde yaklasik %
60’11k bir orani olustururken bunu takiben amilazlar ise % 30’ luk bir paya sahiptir. a-amilaz
misir nisastasindan glikoz ve fruktoz dretimi basta olmak Uzere tekstil, bira ve meyve suyu,
deterjan, ekmek Uretimi gibi bircok sanayide uygulama alani bulmustur. Endistriyel prosesierde
kullanim uygulanahilirligi agisindan termostabil enzimler tercih edilmektedir. Bu tir enzimler
genellikle bakteriyel kaynaklardan ede edilebildiginden dolayi yapilan arastirmalar bakteriyel
kaynakl1 enzim Uretimi Uzerinde yogunlagmistir (Rehm vd.,1987).

Bu calismanin amacl, findik kispesi kullanarak Bacillus amyloliquefaciens ile -
amilaz Uretimine karbon kaynagi konsantrasyonu, ilave azot kaynaklari, diger ortam bilesenleri
konsantrasyonu, baslangic pH’si, fermantasyon sicakligi ve karistirma hizinin  etkileri
incelenerek; endustriyel bir yan Grin olan findik kispesinin  degerlendirilebilirligini

arastirmaktir.



2. FERMANTASYON

Fermantasyon, organik maddelerin enzim katalizli donistimlerini gergeklestirmek icin
mikroorganizmalar kullanilarak belirli Grinlerin olusturulma prosesi olarak tanimlanir. Molekdl
agirhiklari blyik organik maddelerin, havall ya da havasiz sartlarda, molekil agirligr daha
kicik organik maddel ere mikroorganizmalar tarafindan parcalanmasidir (Pekin, 1980).
Fermantasyon prosesi icin gend esitlik su sekilde ifade edilebilir;

Mikroorganizma + Substrat ——— Daha Fazla Mikroorganizma + Fermantasyon Uriinleri
Fermantasyon Urtnlerini dort ana grupta toplayabiliriz;

1. Mikrobiyal hicreler

2. Enzimve polisakkarit gibi biytk molekiller

3. Primer metabolitler

4. Sekonder metabolitler

2.1. Fermantasyon icin Uygulanan Teknik Islemler

Fermantasyon i¢in uygulanan teknik islemler Sekil 2.1." de gosterilmistir.

Substratin
Hazirlanmasi

v
Sterilizasyonu

v

Fermenttrde Asilama Kltirindn
Fermantasyon Hazirlanmasi

v

Filtrasvon

v
Urdinlerin
Kazanilmasi

v

Saflastirma

Sekil 2.1. Fermantasyon akis semasl.



2.1.1. Substratin secimi ve hazirlanmasi

Bu konuda dikkat edilmesi gereken en ©nemli nokta mikroorganizmalarin
kullanabilecegi ucuz substratlarin secimidir. Mikroorganizmalarin gelismesi icin suyun varlig
On planda gelir. Birgok mikroorganizma gelismesi icin gerekli olan karbonlu bilesikleri organik
karbon kaynaklarindan karsilar ve biyosentezi de bu yoldan yapar. Azot kaynagi olarak organik
azotlu maddder (Ure vb.) ya da inorganik azotlu maddelerden yararlanilir. Mikroorganizmalarin
temel karbon ve azot kaynaklarinin disinda oksijen, hidrojen, fosfat, kikirt, potasyum,
kalsiyum, magnezyum, demir gibi elementlere de ihtiyac duydugu bir gercektir (Bulut, 2001).

Bu amacla fermantasyon ortamina eklenen substratlar arasinda; nisasta, nisastaca zengin
tarim ve gida endistrisi yan Urtnleri (kiispe, melas vb.), kagit fabrikasi atiklarinin stilfit surubu

vb. sayilabilir.

2.1.2. Substratin sterilizasyonu

Hazirlanan besiyeri ve kullanilan sistem yabanci mikroorganizma ihtiva eémemelidir.
Bu nedenle fermantasyon isleminde kullanilan besi yerinin, aletlerin ve eger fermantasyonda
havalandirma yapiliyorsa kullanilan havanin sterilize edilmesi zorunludur.

Besiyerinin sterilizasyonunda isisal (termal) yéntemler kullanilir ve genellikle “yiksek
sicaklik kisa siire” teknigi uygulanir. Besiyerinde, vitamin gibi 1siya az direncli bilesiklerin
Isisal  bozunma aktivasyon enerjilerinin bilinmesi ve sterilizasyonun mikroorganizmalari
Oldurecek, ancak besiyerindeki yararl bilesikleri en az oranda bozacak kosullarda yapilmasi
gerekmektedir. Sterilizasyon igin uygulanan yontemler su sekilde siralanabilir;

e Subuhari ile dogrudan sterilizasyon

e Subuhari ile basing altinda sterilizasyon
e Kuru havaile sterilizasyon

o Kimyasal maddelerle sterilizasyon

e Isinlamayla sterilizasyon

o Filtrasyon ile sterilizasyon

2.1.3. Astlama kalttrianin hazirlanmasi

Laboratuarda slantlarda saklanan, calkalayici erlenmayer ve laboratuar fermantériinde
Uretilen ag1 kiltird oradan fermantasyonun yapildigl triin olusum fermantdriine aktarilir. Asi
kaltdranin gogaltilmasinda gendlikle Uretim fermantdriinde kullanilan substrat ve besi yeri
secilir. Boylece fermantasyonda kullanilacak mikroorganizmalar fermantdrde kullanilacak olan
substrata ve besiyerine aistirilmig olur. Asi kdltirinin cogaltilmasinda genellikle kaltdr,

kendisinin 10-100 kati hacmindeki besiyerine asilanir.



2.1.4. Fermantasyon

Fermantasyonda kullanilacak olan mikroorganizmalar istenilen oranda ¢ogaltildiktan
sonra Uretim fermantériinde esas fermantasyona gegilir. Uretim fermantériine mikroorganizma
asllanarak belirlenen sartlarda fermantasyon strdirdlir. Laboratuarda tretim icin genellikle
calkalama sistemli erlenmayerlerden faydalanilir. Bunlar inkiibasyon odalarinda kullanildigi

gibi sicaklik kontrollti olanlarda vardir.

2.1.5. Fermantasyon sivisindan biyokdtlenin kazanilmasi
Fermantasyon sivisinda Orindn yani sira mikroorganizmalar, besiyerini olusturan
harcanmamis substratlar, nutrientler ve yan driinler de bulunabilir. Uriinin saflastirilmasina
gecilmeden 6nce fermantasyon sivisindan kati maddelerin ayrilmasi gerekmektedir. Kati
partikillerin fermantasyon sivilarindan ayrilma yontemleri Sekil 2.2.” de 6zetlenmektedir.
Fermantasyon endustrisinde en c¢ok gravitasyonel ve mekanik yontemlerden

yararlanilmaktadir. Bunlar arsinda da santrifiijleme vefiltrasyon ilk sirada yer almaktadir.

Kati Maddelerin Giderilmesi

|
! | |
Gravitasyone YUzeiyseI El ektrli ksel
l i l l 1 l Elektroforetik

Klasifikasyon Flokulasyon Adsorpsiyon Flotasyon  Ayirma
Santriftjleme Iyon Degistirme
v
Mekanik
Filtrasyon Diyaliz

Sekil 2.2. Katl madde erin kiltdr karisimindan ayrilmasi (Pekin, 1980).
Fermantasyon isleminde kimi durumlarda 0riin, hiicre icerisinde bulunan herhangi bir
enzim ya da nikleik asit gibi biyokimyasal maddeler veya maya ve agl 6rneginde oldugu gibi

mikroorganizmanin bizzat kendisi de olabilir. Uriin olarak mikroorganizma veya bunlarin



icerisindeki enzim yada diger biyokimyasal maddelerin kazanilmasi isteniliyorsa, saflastirmaya
yonelik temel islemler fermantasyon sivisindan ayrilan kati taneciklere uygulanir. Eger drdn,

fermantasyon sivisinda ise, saflastirma islemi taneciklerden ayrilan bu sivi Uzerine uygulanir.

2.1.6. Uruintin kazanilmasi

Fermantasyon sivisinda olusan Urinler, mikroorganizmalar tarafindan disariya
salgilanan hticre disi enzimler yada hiicrelerin pargalanmasli sonucu ortama yayilan enzim,
protein, RNA, DNA vb. tir biyokimyasal maddeler istenilen saflik derecesine gére cesitli
saflastirma yontemleri uygulanarak saflastirilirlar (Bulut, 2001).

2.2. Fermantasyonla Enzim Uretim Yontemleri

Endistriyel enzim Uretiminde kullanilan mikroorganizmalar bakteri, maya, mantar ve
kuf olabilir. Segilen bir tek organizma 1000 den fazla farkli enzim cesidine sahiptir. Enzim
Uretimi kisaca su sekilde Ozetlenebilir; laboratuar Olgekli calismalarda istenen enzimi Ureten
mikroorganizma bulunduktan sonra bu organizmanin genetigi enzimi daha fazla Uretecek
sekilde degistirilir. Daha sonra mikroorganizma endustriyel buyuklikteki fermantdrlerde
buyltulerek istenen enzim dretilir. Fermantasyon sonucu olusan atiklar ise gibre olarak
kullanilmaktadir (Sagiroglu, 1999; Tatar, 1997).

Buna gore mikrobiyal fermantasyonla enzimlerin Oretimi iki temel sekilde
gerceklestirilir.

e Ylzey kiltur yontemi

o Dein kilttr yontemi

2.2.1. Kati substrat fermantasyonu (Y Uzey kiltir fermantasyonu)

Kati Substrat Fermantasyonu (KSF), mikroorganizmalarin serbest suyun yoklugunda
nemli kati materyaller Gzerinde blylmesi ve fermantasyonu olarak tanimlanabilir. Tipik bir
daldirma fermantasyonun su igerigi % 95’ den fazla iken KSF nda kati lapanin su igerigi % 40
ile % 80 arasinda degisebilmektedir. KSF ile Uretilebilen enzimlere amilaz, proteaz, laktaz,
pektinaz, amiloglikozidaz ve renin 6rnek olarak verilebilir.

KSF biyokimya ve mikrobiyoloji prensipleri tam olarak anlasilmadan énce fermente
edilen yiyecekler hazirlanmasinda (koji prosesiyle), ayrica mavi damarli peynirlerin
olgunlasmasinda kullaniimistir. KSF' nun temelini olusturan geleneksel koji prosesi, 25-30
°C’de havalandirmali bir ortamda tabakalarca istiflenmis bambu sepetlerde yiiksek nemlilikte
asllanmis substratin fermantasyonuyla meydana gelmektedir. Substrat olarak piring, bugday

veya soya fasulyes gibi nemli karigik maddeler kullanilmaktadir. Bu substratlar Uzerinde



Aspergillus oryzae gibi flamentli mantarlarin gelismesiyle proteolitik ve amilolitik ekstraseltler
enzim karisimi dretilir ve besinlerin tadi degistirilir. Bu tir endistriyel proseslerin kontrolt gok
guctir. Bu proseslerde hedeflenen modifikasyonlar, sicaklik, pH ve nemlilik gibi cevresel
kosullarin  kontrolUinii  kolaylastirmak ve bu kontrolleri fermantasyon yigininin  timing
etkileyecek sekilde gelistirmektir. Yakin zamanlarda yem olarak kullanilan tarimsal yan
Urinlerde protein zenginlestirmede, enzim, organik asit ve diger metabolitlerin Uretiminde

kullanimi yayginlagmistir (Ooijkaas vd., 2000; Orhan, 2002).

KSF nun 6zelligi kif gibi miselli organizmalarin biylmesi icin segici ortami saglayan
dusik nem seviyesinde isletilmesidir. Ortamin minimum nem icerigi %12’ nin altina distiigiinde
mikrobiyal aktivite durur. KSF nun gogu kif fermantasyonu olmasina ragmen, bakteri ve maya
proseslerine dayanan kati substrat fermantasyonu nispeten yiuksek nem seviyelerinde ( % 75 -
90 ) kullanilir.

KSF kullanilan kati substratin yapisina bagl olarak iki kisma ayrilabilir. Birincisi,
yaygin olarak kullanilan ve KSF denilince genelde anlasilan sistem ekimin dogal ortama
yapildigl fermantasyon seklidir. Burada kullanilan kati madde hem destek materyali hem de
karbon ve nitrient kaynagi olarak islev gbrmektedir. Substrat olarak genellikle hem ekonomik
acidan hem de cevre faktorleri yoninden tarimsal ve endistriyel yan drinler kullanilmaktadir.
Ikincisi ise (gok fazla kullanilmayan) sivi ortamla doyurulan kati destek malzemesi Uizerine
ekimin yapildigl sistemdir. Buradaki kati sadece mikroorganizmanin tutuklamasina yardimci
olur. Bu fermantasyonda tipik olarak kendir tohumu, perlit, politretan kopukler, seker kamisi

kispes ve vermikulit (Mg, Al, Fe, Si, H, O iceren mineral) kullanilmaktadir (Ooijkaas vd., 2000).

Cogu ticari Urin Oretimi icin baskin maliyet karbon kaynagidir. Bu ortamin toplam
maliyetinin yaklasik % 80'ini olusturmaktadir. Bundan dolayr karbon maliyetinin minimize
edilmesi istenir. Bu amacla hububat, soya unu gibi katilar veya melas gibi sivi kompleks
kaynaklarlar ve bunlarin fermantasyonuna uygun kati substrat fermantasyonu Uzerinde
calisilmaktadir (Rehm vd., 1987).

2.2.1.1. Kati substrat fermantasyonun avantajlari ve dezavantajlari
Katl substrat fermantasyonunun avantajlarini asagidaki sekilde siralamak mimkinddr
(Raimboult, 1998).

o Gene olarak birkag inorganik tuzun ilave edildigi buharla muamele edilmis
hububat gibi ¢ok basit ortamlar kullaniimakta ve kullanilan ekipmanlar disik glic
harcamaktadir.

o Dusik nemli ortamlarda caligildigl icin cogu kontaminant bakteri tlrlerinin Gremesi

inhibe olmaktadir ve kapsamli sterilizasyon proseserine olan ihtiyag azalmaktadir.



Nem miktar1 disik oldugundan substratin birim agirligi basina olan hacmi distik
olacagindan, kepekteki enzim aktivites cok yiksek olabilir. Boylece verilen
fermantdr hacmindeki enzim verimi derin fermantor sistemlerinden ¢ok daha buyuk
olabilmektedir. Ayrica atiklarin islenme gereksinimleri azalabilir.

Asilama basamaklari gereksizdir, genelde sporlarla yapilan ekim yeterli olmaktadir.
Kugtk hacimli suyla fermantasyon kepeginden nispeten konsantre enzim ¢ozeltileri
elde edilebilir.

Katl substrat fermantasyonuyla enzim Uretiminin dezavantgjlari ise asagidaki
sekilde siralanabilir.

Dusik nem konsantrasyonunda gelisebilen organizmalar veya mantarlarla sinirlidir.
Proses parametrel erinin 6lciimi kiltirin homojen olmamasindan dolayi giictar.
Sicaklik, oksijen transferi, pH gibi fermantasyon parametreerinin kontrolt guctir.
Substratlarin  ¢ogu 6n islemler, 6zel ekipmanlar ve cok fazla @ emegi
gerektirmektedir.

Enzimlerin mikrobiyal yolla Uretimlerinin yani sira ortamdan izole edilmeeri oldukca

pahall islemler gerektirir. Bu nedenle bazi proseslerde eger enzim ¢ozdltileri daha az saflik

derecelerinde kullanilabiliyorsa islemleri kolaylastirmak ve maliyeti disirmek amaciyla

saflastirmaislemlerine gecilmeden kullanilabilir.

2.2.1.2. Kati substrat fermantasyonunun uygulamalari

Katl substrat fermantasyonun ticari olarak ¢ogu Guiney-Dogu Asya, Afrika ve Latin

Amerika Ulkelerinde gerceklestirilmektedir. Bununla birlikte, Avrupa Ulkelerinde de son on yil
icerisinde yikselen bir ilgi bulunmaktadir. Tablo 2.1." de KSF nun farkli ekonomik sektorlerdeki
uygulamalari verilmistir (Raimboult, 1998).

2.2.1.3. Kati substrat fermantasyonunda kullanilan mikroorganizmalar

Bakteri, maya ve mantarlar kati substratlar Uzerinde gelisebilirler. KSF'na en iyi

adaptasyon flamentli mantarlarla saglanir ve arastirmalarda da bu tir mikroorganizmalar daha

baskindir. Kati substrat fermantasyonunda kullanilan bazi mikroorganizmalar ve kullanim
alanlari Tablo 2.2." de gorulmektedir.



Tablo 2.1. Farkli ekonomik sektdrlerde KSF nun temel uygulamalari (Pérez-Guerravd., 2003).

Sektor Uygulamalar

Ornekler

Tarimsal atiklarin biyotransformasyon
Tarim-Gida

o ile glivenli bertarafi
Endistris

Y aygin gida fermantasyonu (Kqji vb.),
Protein zenginlestirme ve tek hicreli

protein dUretimi, mantar Uretimi

Gidakatki madde eri

Tatlandiricilar, organik asitler

Tehlikeli Urtnlerin biyolojik olarak

arcalanmasi
Cevresal Kontrol parcal

PCBs

Tarim endustris atiklarinin biyol ojik

Bitki Klispeleri (Seker pancari, bugday

deoksidasyonu kepegi vb.)
Enzim Uretimi Amilaz ve tirevleri, proteaz, lipaz vb.
) Biyoaktif drinler Antibiyotik, hormonlar vb.
Endustriyel _ _ _ _
Organik asit Uretimi Sitrik agit, laktik asit vb.
Fermantasyon

Organik maddelerden alkol sentezi

Etanol Uretimi

Cok yonli bilesikler

Pigmentler, biosurfaktanlar, vitaminler

Tablo 2.2. Kati substrat proseslerinde kullanilan temel mikroorganizma gruplari (Raimboult, 1998).

Mikroorganizmalar Kullanilan prosesler

Bakteriler

Bacillus sp. Amilaz, Organik maddel erin bozunmasi
Pseudomonas sp. Organik maddel erin bozunmasi
Serratia sp. Organik maddel erin bozunmasi
Streptoccus sp. Organik maddel erin bozunmasi
Lactobacillus sp. Gida, silolama

Clostidrium sp. Gida, silolama

Mayalar

Endomicopsis burtonii Kassava, piring

Saccharomyces cerevisiae Gida, Etanol

Schwanniomyces castelli Etanol, Amilaz

Mantarlar

Altemaria sp. Organik maddel erin bozunmasi
Aspergillus sp. Organik maddel erin bozunmasl, Gida
Fusarium sp. Organik maddelerin bozunmasi
Monilia sp. Organik maddel erin bozunmasl,

Mucor sp. Organik madde erin bozunmasi, Gida, Enzim
Rhizopus sp. Gida, Enzim, Organik Asitler
Trichoderma sp. Organik madddlerin biyolgjik kontrol i, Biyointeksitid
Amylomyces rouxii Kqji, Gida, Sitrik asit

Bakteriler genellikle silolamada ve bazi yiyecek proseslerinde kullanilir. Mayalar

yiyecek, gida ve etanol dretimi icin kullanilabilir. Fizyolgjik, enzimolojik ve biyokimyasal

Ozdlikleri yuntnden KSF proseserinde kullanilan en 6nemli mikroorganizma grubu flamentli

mantarlardir. Mantarlarin distk su aktivitderinde ve yiksek ozmotik basing kosullarinda iyi




toleransa sahip olmasi, kati substratlarin biyodontusimi icin kullanimi yayginlastirmaktir
(Tanyildizi, 2005).

2.2.1.4. Kati substrat fermantasyonunda kullanilan substratlar ve 6zellikleri

Butin kati substratlarin ortak 6zelligi makro molekuler bir yapiya sahip olmalaridir.

Gendllikle, KSF substratlari tarimsal veya tarimsal artiklarinin kompozit ve heterojen yan

Urdnleridir. Bu substratlar, karbon ve enerji kaynag: iceren (sekerler, yaglar, organik asitler)

inert bir madde (seker kamigi bagasl, inert fiberler, recineler) yapisindadir.

KSF nunda kullanilan substratlarin tipik 0zelligi asagidaki sekilde siralanabilirler
(Raimboult, 1998).

Katl substrat mikrobiyal aktivitelere inhibitér olarak etki etmemeidir. Ayrica
seliloz, nisasta, seker gibi karbonhidratlari, peptid, Ure, amonyak gibi azot
kaynaklarini ve mineral tuzlari absorblamamalidir.

Birim hacimde biytk yiizey alanina sahip, mikrobiyal biyimeye misait bir yapida
olmalidir.

Substrat, kuru agirliga gore bir veya birkag kat su absorblayabilmeli. Biyokimyasal
proseslerin yiksek hizlarina imkan saglamak icin gaz - katl ara ytizeyinde nispeten
yuksek su aktivitelerine sahip olmalidir.

Nispeten distk basing ve fermantasyon karistirma kosullari altinda oksijenle
birlikte diger gazlari iceren hava ortaminda akabilmelidir.

KUf, maya ya da bakterilerin, saf ya da karistk kilttrlerinin hizli gelisimi igin iyi bir
gaz - katl araylzeyi saglamalidir.

Katl substrat, fermantasyon proseslerindeki Kkaristirma sonucu olusan mekanik

bozulmalara dayanikli olmalidir.

Islenmemis substratlari mikroorganizmalarin kullanabilmesi icin gerekli olan hazirlama

ve 0n islem basamaklari su sekilde siralanabilir,

Ogiiterek ya da keserek boyut kiiciiltme,

Mikroorganizmalarin ~ substratlari  kullanabilmesini  kolaylastirmak  igin
polimerlerin fiziksel, kimyasal veya enzimatik hidrolizi,

Mineral ¢ozeltisi icerisine gerekli nitrientlerin (fosfor, azot, tuzlar vb.) ilavesi,

pH ve nem iceriginin ayarlanmasi,

Makro molekiler yapilarin 6n parcalanma islemi icin pisirme yada buhar

muamelesi ve ana kontaminantlarin eimine edilmesi.



KSF ndaki en énemli problem kati substratlarda bulunan yiiksek heterojen yapilardir. Bu
yap! prosesleri bir kategoride toplanmasini zorlastirir ve modelleme ¢alismalarini giiglestirir. Bu
heterojenlik bazi problemlere neden olabilmektedir ve bu problemleri su sekilde siralayabiliriz;

e Uniform olmayan substrat yapisindan dolayi olusan farkhliklar (Lignosdliiloz,

pektin, nisasta karisiminin farkli bilesimleri),

o Tekrar Uretilebilirligi sinirlandiran substrat yiginlar1 arasindaki farklilik,

e Uniform buyiimeyi saglamak icin yapilan kati kitlenin Kkaristirilmasindaki

zorluklar.

Katl substratlarin  yapisinda bulunan makro molekiler yapilar farkli dzelikler
gostermektedir. Bunlar;

Lignoseltloz: Hemisdiloz, lignin ve pektin igerisinde seltiloz mikroliflerinden olusur
ve bitki hicre duvarlarinda bulunur. Her bir bitki degisen oranlarda kimyasal bilesen icerir.
Lignoseliloz parcalanmasini sinirlandiran iki temel problem olabilir:

o Sddloz I, II, 1, IV olarak bilinen farkli kristal yapili seliloz vardir. Cesitli

kimyasal vetermal islemler kristal yapryr amorf yapiya dénistirebilir.

o Sdilozu parcalamak icin endo ve ekzo selilaza ilaveten sdlobioz gibi farkl

enzimler gerekir.

Lignoseliloz hidrolizi ¢cok kompleks bir prosestir. Etkin bir sdiloz hidrolizi selllaz,
hemiselilaz ve lignin peroksidaz gibi birkag enzimin ey zamanli etkisini gerektirir. Buna
ragmen lignoseliloz ¢ok bol ve cok ucuz tekrar dde edilebilen bir malzemedir. Bu yiizden
Ozdllikle mantarlarla yapilan ¢ok sayida ¢alismada bu tir substratlar kullaniimaktadir.

Pektin: Pektinler farkli oranda metilasyon ve dallanmaya sahip galakturonik asit
polimerleridir. Pektini ekzo ve endo pektinazlar ve dimetilazlar, metanol ve galakturonik aside
hidrolizler.

Lignin: Lignoselilozun % 26-29 arasinda olan lignin seliloz ve hemiseliloza
kuvvetlice baglidir. Boéylece hidroliz etkilerinden kendilerini saklar ve korur. Lignin
parcalanmasini saglayan temel enzim lignin peroksidazdir. Phanerochaete chrysosporium lignin
parcalanmasl i¢in en bilinen mantardir.

Nisasta: Bir baska ¢cok énemli ve bol miktarda bulunan dogal kati substrat nisastadir.
Nisasta iceren Urinlerin dogrudan tiketilmesinin yaninda, kimyasal ve enzimatik yolla glikoz,
fruktoz suruplari, nisasta ve maltodekstrin tirevleri ve siklodekstrinler gibi birgok triine de
donUstirdlmektedir. Nisasta esasli Urinler insanlar tarafindan tiketilen yiyecekler icerisinde
Onemli bir kismi olusturmaktadir. Cok sayida bitki tarafindan nisasta Uretilmesine ragmen

endustriyel nisasta proseslerinde birkag bitki dnemlidir. Endistride kullanilan kaynaklar misir,

10



patates, tapyoka ve bugdaydir. 1998 yilinda Avrupa birliginde 3.6 milyon ton misir nisastasi, 2
milyon ton bugday nisastas ve 1.8 milyon ton patates nisastasl Uretilmistir (Maarel vd., 2002).

Nisastanin kimyasal yapisi lignoseliloz substratlarina gére nispeten daha basittir.
Nisasta kaynagina bagli olarak farkli oranlarda iki yakin yapili polimerlerden olusur. Bunlar
amiloz ( % 16-30 ) ve amilopektin ( % 65-85 )’ dir. Amiloz temelde duiz zincirli o-1,4 bagiyla
bagli glikoz polimeridir. Amilopektin dallari  «o-1,6 bagiyla bagli ¢ok dallanmis glikoz
polimeridir (Sekil 2.3.).

Bircok mikroorganizma nisastaylr hidrolizleyebilir. Jelatinlestirmek igin biyuk
miktarlarda enerji gerekir. Bu ylzden ham nisastada (jelatinlestirilmemis) gelisen
mikroorganizmalarin kullaniimasi ¢ekici olmaktadir.

Ozellikle mantarlar nisasta iceren KSF prosesleri icin  uygundur. Nisasta
degredasyonunda glukoamilaz, o-amilaz, B-amilaz ve izoamilaz kullanilir. a-Amilaz nisasta
molekidl biyukltguni hizlica azaltacak sekilde, o-1-4 baglarini etkileyen bir endo amilazdir.
Bunun sonucu olarak nisasta sivilagir. Bir ekzo enzim olan glukoamilaz amiloz ve amilopektin
zincirlerinden glikoz Uretir (Raimboult, 1998).
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Sekil 2.3. Nisastanin yapitasi amiloz (a) ve amilopektinin (b) yapisi (Tanyildizi, 2005).
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2.3.Daldirmali fermantasyon yontemi (Derin kilttr fermantasyonu)

Ticari enzimlerin gogunun Uretiminde daldirmali fermantasyon tercih edilmektedir. Bu
sistemlerde prosesin kontroll ve sterilizasyonu mihendidlik agisindan daha kolaydir. Daldirmali
fermantasyon sivi ortamda ¢Ozinmis yada kati slspansiyon halinde nitrientleri kullanarak
stispanse haldeki mikroorganizmalarin gelismesiyle olusur.

En basit daldirma metodu, asilanmis sivi kiltirinin calkalanmasidir. Bunun icgin
dairesd veya yatay hareketler yapan calkalama makineerine yerlestirilen erlen mayerler,
istenilen hiz, siire ve sicaklik saglanarak calkalanir. Fakat daha biiylk hacimde caligilabilmek
icin fermantorler kullanilir. Fermantorler, fermantasyon teknolojisinde kullanilan 6zel tepkime
kaplaridir ve bunlar asagidaki sekilde siralayabiliriz;

1. Kesikli calisan fermantorler,

2. Sirekli karistirmali tank fermantorler,

3. Borusal akis fermantorleri,

4. Akiskan yatakl fermantérler

Kullanilan sistemlere gore fermantasyon, kesikli, yari kesikli ve surekli fermantasyon
olarak U¢ gruba ayrilir.

Kesikli fermantasyonda, besiyeri baslangigta fermantdre konularak sterilize edilir.
Sonra mikroorganizma ile asilanarak karistirilir ve gerekli doniisum saglanincaya kadar belirli
bir stre beklenir. Bir kesikli fermantasyon igin gerekli zaman, saglanacak ¢alisma kosullarina
gore birkag saatten birkag haftaya kadar degisebilir. Bu slire boyunca mikrobiyal kirlenmeden
sakinilmali ve kaptaki bilesenler karistirilip, sicaklik kontrolt saglanmalidir.

Yari kesikli fermantasyonda, fermantasyon maksimuma ulastigl zaman fermantordeki
maddenin tamami bogaltilmaz. Bir kismi agilama kiiltiri olarak fermanttrde birakilir ve bunun
Uzeri yeni substrat ile doldurulur.

Sirekli fermantasyonda, fermanttre ilave edilen yeni substrat miktarr kadar
fermantorden fermante olmus besin ve Uretilen Grin alinir. Bu sistemde yeni substrat
mikroorganizmanin eksponansiye gelisme fazinin sona erdigi anda fermantdre verilir ve ayni
miktar Grdn alinir. Boylece mikroorganizma siirekli maksimum Uriin Uretebilecegi yerde
tutulmus olur.

Mevcut sistemlerin cesitliligine ragmen pratikte ticari enzim fermantérleri agirlikli
olarak 2. tirden strekli karistirmall tank fermantérlerinde gergeklestirilir. Bu yontemde uygun
buylklikteki (10-15 It) karistirmali bir tanka gerekli bilegsimde hazirlanan hammaddel er
beslenir. Burada istenen pH degerine ayarlanir ve stirekli HTST (yuksek sicaklik kisa strdi)
sterilizasyon birimi yardimiyla daha 6nceden buharla sterilize edilmis fermentdre beslenir. Eger

gerekirse bazi 1s1 stabil ilaveler, kopuk kirici maddeler ve viskozite ve cozunebilirligini
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ayarlayan maddeler steril ortama ayrica ilave edilir (Topal, 1985). Diger koldan mikroorganizma
fermantasyon prosesi Uretim tankina gelmeden dnce birkag asi hazirlama safhasindan geger.
Kullanilan tanklar fermantasyon ortaminin korozif ¢zelliklerine uygun bir paslanmaz c¢elikten
genis bir basing araliginda (tipik olarak vakumdan 20 kPa basincina kadar) calisacak sekilde
dizayn edilir. Tipik enzim Uretim sistemlerinde kullanilan tanklarin hacmi ise 0.1-250 m®
arasinda degismektedir. Endustriyel enzimler aerobik mikroorganizmalar  kullanilarak
Uretilmektedir. Bu nedenle fermantasyon ortamina steril hava verilmesi gerekir. Ayrica
oksijenin gaz fazdan sivi faza transferi icin ortamin karistirilmasi gerekmektedir. Verilen hava
icerisindeki mikrobiyal hticrelerin uzaklastirilmasinda endistride kullanilan temel iki prosesten
birincisi, hidrofobik silikon esasli membran filtreler kullanarak yapilir, digeri ise 1siyla 6n
sterilize edilebilen lifli maddeleri iceren filtreler kullanilarak yapilir (Rehm, 1987).

Sterilize edilen hava fermantasyon ortamina tek veya ¢ok girisli dagitici bir sistem
yardimiyla verilir. Karistirmaise dikey olarak dénen bir saft tGzerine bindirilmis ¢cok kanatli disk

turbinlerle yapilir.

Aerobik mikrobiyal bluyiime ekzotermik bir prosestir ve 1si Uretilir. Havalandirma ve
karistirma prosesleriyle 1si dagilimina ilave olarak fermantasyon sicakligini 30 — 35 °C'de
tutmak icin ortamdan 15 uzaklastiriimalidir. Bakteriyel fermantasyonda daha fazla metabolik 1si
Uretilmektedir ve bu bazi durumlarda diger organizmalar icin olan degerin iki kati olabilir.
Blyumenin ve enzim dretiminin kontrol edildigi bir ortamda sirekliligi saglayabilmek icin
cesitli parametreer hem agi gelistirme, hem de fermantasyonla Uretim asamasinda dikkatlice
takip edilmelidir. Fermantasyon ortaminin sicakhigini, sogutma suyunun sicakligini, sivi
hacmini, karistirici hizini, giciini veya torkunu, hava ve sivi besleme hizini kiltir ortamindaki
kopuk varligr gibi fiziksel parametreleri izlemek icin ¢esitli cihazlar kullanilir. Fermantasyon
analizinde online ve offline dlglimlerden yararlanilir. Online olarak takip edilen parametreler
pH, ¢ozinmis oksijen ve karbondioksit, redoks potansiyei, fermantorii terk eden gaz
icerisindeki oksijen ve karbon dioksit konsantrasyonlarini igerir. Cesitli anyonlar ve katyonlar
(Na", K*, NH,", Ca®, Cu®, NO;s, Cl") gibi diger tirler iyon segici elektrotlar kullanilarak
Olculebilir. Ancak bu iyonlar genellikle biomass konsantrasyonu, karbon azot substrat seviyes
ve enzim Uriin aktivitesi gibi parametrelerle birlikte offline olarak belirlenirler. Bu parametreler

mikrobiyal blytimenin dogrudan ve dolayli olarak bdirlenmesinde kullanilabilir.

2.4. Turkiye'de enzim Uretimi

Ulkemizde enzim Uretimini gerceklestiren ORBA A.S. adindaki kurulus orta 6lgekli bir

isletme olup hicbir know - how almayip timiyle arastirma ve gelistirme calismalari sonucu
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tasarlanmis ve faaliyete gecmistir. Gida ve tekstil sektori icin amilaz enzimi Uretmektedir.
Kurulusta son zamanlarda deri ve deterjan sektéri icin alkalen fosfataz Uretimini kapsayan bir

arastirma projesi tamamlanmig ve bu enzimin Uretimine de baslanmistir (Tba, 1996).

15



3. ENZIMLER

Enzimler, ilk defa 1897 da Buncher tarafindan canli hiicrelerden ekstrakte edilmistir. Tlk
saf enzimin izalasyonu ise 1926'da Sumner tarafindan gerceklestirilmigtir. 1930-1936 yillar
arasinda pepsin, tripsin ve chymotrypsin Norhtrop tarafindan kristal halde izole edilmistir.
Giinimizde binlerce enzim tespit edilmistir ve bunlarin ¢cogu saf halde izole edilebilmektedir
(Bahar, 1996).

3.1. Enzim Nedir?

Enzimler dogal kataliztrler olarak islev gérerek hiicre icerisnde meydana gelen
binlerce tepkimenin hizini ve 6zgulligini belirleyen, protein yapisinda olan ve bitin canli
organizmalarda bulunan makro molekdllerdir (Kilig, 2002).

Enzimler, canli igin yasamsal 6nemi olan pek ¢ok fonksiyonun kontroliinde rol alirken,
bir yandan da organizmada hemen hemen biitiin kimyasal tepkimelere katilarak, olusumlarini
inanilmaz boyutlarda hizlandirirlar. Islem sonunda, tepkimeye girdikleri ilk hallerinde
tepkimeden cikarlar. Bu nedenle, her enzim bir biyokatalizordir. Baska bir deyisle, enerji
acisindan normal kosullarda hi¢ gerceklesemeyecek ya da cok yavas gergeklesebilecek kimyasal
tepkimelere katilarak, kendileri bir degisiklige ugramadan, bu tepkimelerin ¢ok hizli bir sekilde
gerceklesmesini saglarlar. Kuramsal olarak bir enzim belli bir tepkimeye girip, bir degisiklige
ugramadan ¢iktigl icin, stirekli olarak ayni tirden tepkimelere katilabilmelidir. Ancak gercekte
durum boyle degildir, ¢link(i enzimlerin de bir dmri vardir (Sagiroglu, 1999).

Kullanim amacina gore enzimler ti¢ gruba ayrilabilirler (Telefoncu, 1986);
1. Endistriyel Enzimler: Endistride Oretime yonelik  cesitli  reaksiyonlarin
katalizlenmesinde kullanilirlar ve saflik dereceleri dusuktir. Bu gruba giren baslica

enzimler ve bunlarin kullanim alanlar1 Tablo 3.1’ de verilmistir.

Tablo 3. 1 Endustride kullanilan bazi enzimler ve kullanim aanlari (Telefoncu, 1986).

Renin Peynir Uretimi
Cesitli Proteazlar | Sindirime Yardimci
Papain Et yumusatma ve birada bulanikligin giderilmes

Cesitli Proteazlar | Dericilik
Amilaz (o ve p) Nisasta hidrolizi

Invertaz Sakaroz inversiyonu

Nukleazlar Lezzet kontrolU

Oksidazlar Oksidasyonun 6nlenmesi ve besin maddel erinde renk kontrolti
Laktaz Laktozun hidrolizi

Sdliulaz Selulozun hidralizi

Katalaz Soguk pasttrizasyon

Degisik Enzimler | Organik sentezler
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2. Andlitik Enzimler: Bilimsel arastirmalar icin kullanilirlar. Saflik dereceleri endustriyel
enzimlere nazaran daha yuksektir. Bu gruba giren baglica enzimler; hekzokinaz,
alkoldehidrojenaz, glukozoksidaz, galaktozoksidaz, kolestroloksidaz v.b." dir.

3. Klinik Enzimler: Cesitli fizyolojik rahatsizliklarin tedavisinde kullanilirlar ve saflik
dereceleri oldukca yiiksektir. Ozellikle parenteral yoldan alinan enzimlerde yabanci
aktivite hic istenmez. Bu amagla kullanilan baslica enzimler sunlardir; proteaz, lipazlar,

asparaginaz, streptokinaz, v.b."dir.

3.2. Enzimin Yapisi ve Fonksiyonu

Enzimler, molekil agirliklari genellikle 6000 ile 600000 dalton arasinda degisen uzun
aminoasit zincirleridir. Genler tarafindan sifrelenen enzimlerin aminoasit dizilimi kendilerine
Ozgudir. Bu nedenle her enzim farkli tic boyutlu bir yapiya sahiptir (Kilig, 2002).

Biyolojik sistemlerde meydana gelen reaksiyonlar laboratuar kosullarinda olusturulmak
istendiginde cok yuksek sicaklik ve basing gibi agir fizikokimyasal islemlerin uygulanmasi
gerekir. Bu kogsullar atinda bile reaksiyonlarin bircogu izlenemeyecek derecede yavastir.
Karbonhidrat, lipit ve proteinler ancak derisik asit ve bazik ¢ozeltilerde kaynatilarak hidroliz
edilebilmesine karsin enzimler yardimiyla sindirim sisteminde c¢ok daha ilimli kosullarda
(6rnegin 37 °C’'de) hidroliz edilirler (Pekin, 1980).

Boyle bir molekilin kimyasal tepkimelere katilip onlari milyonlarca kez
hizlandirabilmesi amino asitlerin kimyasal yapisinda gizlidir. Amino asitler bir tane karbon
atomuna (C) baglanmig bir amino grubu (-NHy), bir hidrojen (-H), bir karboksil grubu (-COOH)
ve bir de degisken yan gruptan (-R) olusurlar. Yirmi amino asidin hepsi de bu teme yapiya
sahiptir. Onlari farkli yapan tek sey, tasidiklar yan gruplarin biyiklik, sekil, eektrik yukd,
suya duyulan ilgi ve aktiflik agisindan farkli olmalaridir. Iste enzimi olusturan bu amino asitler
birbirleriyle etkileserek, zincirin kivrilip bikilmesine ve sonucta da U¢ boyutlu bir yapi
kazanmasina neden olurlar. Ayrica, bu yapidaki bazi aminoasitlerin tagidiklari yan gruplar,
enzimin U¢ boyutlu yapisinda bir bdlgede toplanarak aktif bdlge denen bir alan olustururlar.
Enzimlerin tepkimeleri kataliz eime ve ¢ok secici olmalarinin sirrt bu bdlgedir. Bolgenin
olusturdugu boslugun sekli o kadar 6zeldir ki, sadece o enzimin katalize edecegi tepkimeye
girecek madde, baska bir deyisle enzimin substrati, bu bogluga girebilir. Bir kez enzimin icine
girdikten sonra, substratla enzimin bu aktif bolgesinde bulunan kimyasal gruplar arasinda
kimyasal etkilesimler meydana gelir.

Sonucta aktif bolgeye baglanan substrat, “gecis durumu yapisi” denen ve normalde ¢ok
kararsiz olan bir yapiya dontsur. Daha sonra bu yapi ya urtini olusturacak ya da substrata geri

donecektir. Iste enzimin aktif bolgesinde olusan bu baglar, kararsiz yapiyi kararli kilmaya yarar
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ve bdylece, Uriiniin olusmasi icin enzime daha fazla zaman taninmis olur. Normalde kimyasal
tepkimenin olusmasi icin bu gegis durumu yapisinin olusmasi, bunun iginse aktivasyon
enerjisinin saglanmasi gerekir. Katildiklari tepkimelerde enzimler, aktif bdlgelerinin ti¢ boyutlu
Ozl sekilleri sayesinde, bu gecis durumunun olusumunu kolaylastirir ve dolayisiyla gerekli
enerjiyi azatirlar. Boylece tepkimeyi cazip hale getirip, tepkimenin daha az enerjiyle daha
cabuk gerceklesmesini saglarlar.
Enzimler temel olarak iki kisimdan olusur;
1- Apoenzim: Enzimlerin protein kismidir. Bu kissim enzimin hangi maddeye etki
edecegini belirler.
2- Koenzim: Organik ya da inorganik ¢ogu zaman fosfattan meydana gelmis, protein
kismina gore ¢ok daha kigik molekilll, enzime katalitik aktivite dzelligini veren
kisimdir.

Apoenzim ve koenzim kisimlarinin ikisine birden haloenzim adi verilir.

3.3. Enzimlerin Adlandirilmasi ve Siniflandiriimasi

Baslangicta enzimler gelisi guizel bir bicimde adlandirilirlardi. Saf kristal formda elde
edilen enzimlerin sayisi arttikca zamanla adlandiriimada biiyuk bir kargasa ortaya cikti. Ilk kez
1961 yilinda International Union of Pure and Aplied Chemistry (IUPAC) tarafindan olusturulan
uluslararasl bir komisyon enzimlerin adlandiriimasinda goz ontine alinacak kurallari tespit
etmekle goreviendirildi. Bu komisyon her enzim icin bir tavsiye edilen isim (genellikle kisa ve
yaygin olarak kullanilan isim), birde sistematik isim (katalizlenen reaksiyonun tipine uygun) ve
siniflandirilma numarasi (uluslararasi bilimsel dergilerde ve 6zetlerde kuskuya yer vermeyecek
bicimde enzimin tamamlanmasi igin) Onermistir. Enzimlerin - adlandiriimasi  ve
siniflandirilmasinda asagidaki temel ilkeler goz 6ntine alinmaktadir.

a) Butun enzimler —az son ekini alirlar. Birden fazla enzimden olusan enzim sistemleri
ise -az sistem seklinde adlandirilirlar (6rnek : Piruvat — dehidrogenaz sistemi) .

b) Enzimler, kendilerince katalizlenen reaksiyona uygun olarak adlandirilirlar ve
siniflandirilirlar. ~ Ayni fonksiyonu  gosteren  fakat  farkli  kaynaklardan
(mikroorganizma, hayvan, bitki) elde edilen enzimler genellikle ayni adi alirlar.

c) Birbirinden farkli tipte birden ¢ok reaksiyon adini katalizleyen enzim adlandirilirken
katalizledigi ilk reaksiyon adimi esas alinir.

Y ukarida belirtildigi gibi her enzimin bir sistematik adi ve dort kissimdan olusan bir kod
numarasl vardir. Enzimlerin sistematik isimlendirilmesinde genel olarak su sira izlenir;
dontstime ugratilan substratin adi + katalizlenen reaksiyon tipi + az eki. Sistematik isimler cok
uzun oldugundan ¢ogu kez geleneksel isimler tercih edilmektedir.
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Enzimlerin adlandiriimasi ve siniflandiriimasinda uyulacak kurallari tespit etmek Uizere
olusturulan uluslar arasi komisyon katalizledikleri reaksiyon tipine gore enzimleri alti ana

gurupta toplamistir (Tanyildizi, 2005).

Oksidoreduktazlar: Redoks reaksiyonlari katalizleyen bu enzimler dehidrogenaz veya
reduktaz cerceve isimleriyle taninirlar. Oksijen, elektron veya hidrojen aicisi ise bu durumda
oksidaz adi ile anilirlar. Ornekler: Alkol dehidrogenaz, reduktaz, peroksidaz, glikoz oksidaz,

sitokromaksidaz vb.

Transferazlar: Dontr (verici) Uzerindeki bir fonksiyonel gurubun alicisi substrat molekiline
tasinmasini  katalizleyen enzimlerdir. Ornekler:  Formil-transferazlar  (transaminazlar),

fosfotransferanazlar (kinazlar), CoA transferazlar v.b

Hidrolazlar: Suyun katildigi parcalanma ve kondenzasyon reaksiyonlarini katalizleyen
enzimlerdir. Ester, glikozid, peptid, C-N, asitanhidridi, C-C, C-X veya P-N baglarini parcalarlar.
Ornekler: lipazlar, fosfatazlar, amilazlar, glikozidazlar, niikleosidazlar, peptidazlar (proteazlar),

amidazlar, vb.

Liyazlar: Cift bag olusumunu (hidrolitik olmayan yoldan) ve cift baga katilma reaksiyonlarini
katalizlerler. Etkiledikleri substrattan ya bir kimyasal bir grubu ayirir yadailave ederler. Onemli
Ornekler: dekarboksilazlar, aldolazlar, dehidratazlar (fumaraz, akonitaz), karboksilazlar,

amonyak-liyazlar.

Izomerazlar: Molekiil icini yeniden diizenlenmeleri katalize ederler. Molekiilin geometrik
veya yapisal cevrilmesini katalizlerler. Bunlar, molekil icinde oksidorediiksiyonu, grup
transferini ve ¢ift bag olusumunu katalizleyen enzimlerdir (intramolekiler liyazlar,

intramolekiler transferazlar).

Ligazlar: Enzimin etkiledigi iki maddenin birlesmesini katalize ederler. Amino asitleri aktive

eden enzimler, piruvat karboksilazlar, acgilaz CoA sentazlar.
Her enzimin kod numarasl 4 rakam ile tarif edilmektedir. 1. rakam grup no, 2. rakam

sinif no, 3. rakam alt sinif no, 4. rakam enzim seri numarasini gosterir. Ornegin nisastanin

hidrolizinde kullanilan a-amilaz enzimi, 3 (hidrolaz), 2 (glikoz bilesiklerine etki yapan sinif), 1
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(glikozit hidrolaz), 1 (alt siniftaki enzimlerin arasindaki yeri), 3.2.1.1. rakamlari ile tarif edilir
(Ardan, 1999).

3.4. Enzim Kaynaklari

Dogada bulunan enzim kaynaklarini baslica 3 grupta toplayabiliriz. Tablo 3.2."de bazi
Onemli enzimler, kaynaklari ve kaynaklarina gére kullanim alanlari gorilmektedir. Tablo
3.2.de de goruldugl gibi farkli kaynaklardan ede edilen ayni enzimlerin kullanim alanlar1 da
farkhliklar gostermektedir.

3.4.1.Hayvansal enzimler

Hayvanlardan saglanan bazi enzimler 6zel kullanm alanlarinda bazi avantajlar
saglayabilir. Bu enzimler hayvanlarin atilan veya az degerli olan organlarindan elde edilir.
Ornegin pankreas ¢ok zengin bir enzim kaynagidir. Buradaki proteinin % 23 tripsinojen, % 10-
14 kimotripsojenden ibarettir. Hazmi kolaylastiran ve pankreatin olarak isimlendirilen amilaz,
proteaz ve lipaz gibi enzimleri icerir.

Rennet olarak bilinen kimaosin peynir Uretiminde stittin koagulasyonunda kullanilan asit
proteazdir. Bu enzim sitten kesilmemis danalarin midesinden elde edilmektedir. Pepsin,
proteolitik bir enzim olup domuzlarin mide mukozasinda bulunmaktadir. Sigir karacigerinden
elde edilen katalaz ise bir peroksidaz enzimi olup, organizmada olusan H,O,'i parcalayarak
hicrenin zarar gbrmesini dnler. Domuz pankreasindan tripsin, kimotripsin, at karacigerinden
alkoldehidrogenaz Uretilmektedir.

3.4.2.Bitkisel enzimler

Bitkiler de bircok enzime kaynak olmustur. Tropik bdlgelerde uzun zamandan beri
kullanilan eti yumusatma etkisine sahip ve ¢ok yuksek proteolitik aktiviteye sahip olan papaya
bitkisi proteaz ailesinden papain enzimi Uretimi icin yetistirilmektedir. Ayrica, fisin enzimi incir
agaci sutunden, bromealin enzimi ananas meyvesinden ve diger bazi bitkilerin 6z suyundan bol
miktarda enzim izole edilmektedir. Bu bitkilerin en 6nemli avantaji icerdikleri Gzsularin

kolaylikla alinabilmesidir.

3.4.3.Mikrobiyal Enzimler
Mikrobiyal hiicreer enzim kaynagi olarak buyuk bir potansiyele sahiptir ve onlar birgok
avanta] saglarlar. Buyuk capta Uretimi mimkin kilacak yontemlerle Uretilebilirler. Ayrica

mikroorganizmalarin ikilenme streleri ¢ok kisa oldugundan Uretim prosesleri kolaylikla pazar
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ihtiyaclarina uyarlanabilir. Kesikli bir fermantasyonda tretim 1,5 ile 10 giin arasinda olurken bu
daha yuksek organizmalarda 2 ay ile birkag yil arasinda olmaktadir (Telefoncu, 1986).

Tablo 3.2. Bazi 6nemli enzimler, kaynaklari ve kaynaklarina gore kullanim adanlari (www.lsbu.ac.uk).

Enzim® EC Kaynak Hicre | Uretim | Endistriye
numaras® ici/disi® | dlgegi ¢ | Kullanimi
Hayvansal Enzimler
Katdaz 11116 Ciger | - Yiyecek
Kimotripsin 34211 Pankreas E - Deri
Lipaz ¢ 3.1.13 Pankreas E - Yiyecek
Rennet ' 3.4.234 mide E + Peynir
Tripsin 3.4.21.4 Pankreas E - Deri
Bitkisel enzimler
Aktinitin 3.4.22.14 Kivi suyu E - Yiyecek
o-Amilaz 3211 Malt arpa E +++ Icki
B-Amilaz 3212 Malt arpa E +++ Icki
Bromealin 3.4.22.4 Ananas 6zsuyu E - Icki
B-Glukanaz ° 3.2.1.6 arpa E ++ Icki
Fisin 3.4.22.3 Incir 6zsuyu E - Yiyecek
Lipoksigenaz 1.13.11.12 Soya fasulyes I - Yiyecek
Papain 3.4.22.2 Papaya 6zsuyu E ++ Et
Bakteriyel enzimler
o-Amilaz 3211 Bacillus E +++ Nisasta
B-Amilaz 3.21.2 Bacillus E + Nisasta
Asparaginaz 3511 Escherichia cali I - Saglik
Glikoz izomeraz™ | 5.3.1.5 Bacillus [ ++ Fruktoz Surubu
Penisilin amidaz 35111 Bacillus I - Farmakol gji
Proteaz' 3.4.21.14 Bacillus E +++ Deterjan
Pullulanaz'® 3.21.41 Klebsiella E - Nisasta
Mantar Enzimleri
o-Amilaz 3211 Aspergillus E ++ Pisirme
Aminoasilaz 3.5.1.14 Aspergillus I - Farmakol gji
Glukoamilaz © 3213 Aspergillus E et Nisasta
Katalaz 1.11.1.6 Aspergillus I - Yiyecek
Selulaz 3214 Trichoderma E - Atik
Dekstranaz 3.21.11 Penicillium E - Yiyecek
Glikoz oksidaz 1.1.34 Aspergillus I - Yiyecek
Laktaz € 3.21.23 Aspergillus E - St
Lipaz ® 3.1.13 Rhizopus E - Yiyecek
Rennet ™ 3.4.236 Mucor miehei E ++ Peynir
Pektinaz " 3.2.1.15 Aspergillus E ++ Icecekler
Proteaz ™ 3.4.236 Aspergillus E + Pisirme
Rafinaz ° 3.2.1.22 Mortierella [ - Yiyecek
Maya enzimleri
Invertaz 3.2.1.26 Saccharomyces I/E - Tatlicilik
Laktaz' 32123 Kluyveromyces I/E - St
Lipaz ¢ 3.1.13 Candida E - Yiyecek

&Verilen isimler yaygin olarak kullanilanlardir. Endistriyel enzimlerin cogu enzim karisimlarindan ol ustugundan
dolayi, bu isimler esas bilesenin standart issmlerinden ayrilabilir. Uygun yerlerde bu ana komponentin standart
ismleri asagida verilmistir.; b temel komponentin EC numarasi;

®|-H. i¢i enzim; E-H. disi enzim;® +++ > 100ton yiIl™; ++ > 10tonyil™; + > 1 ton yil %, - < L ton yil ™.

®triadigliseral lipaz " subtilisin ™ mikrobiyal aspartik proteinaz
f chymosin I o-dekstrin endo-1,6-0.-glukosidaz " poligal akturonaz

9 Endo-1,3-4B-glukanaz ¥ glukan 1,4-0.-glukosidaz ° o-galaktosidaz

" ksiloz izomeraz ' B-gal aktosidaz P B-fruktofuranosidaz
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Hayvansal ve bitkisel kaynaklarin bazi temel dezavantgjlart vardir. Enzim
ekstraksiyonunda kullanilan hayvansal dokular sinirlidir ve taleplerin ani olarak degismesine
cevap veremez. Ayrica gerekli olan iscilik daha fazladir. Bitkisel kaynakli enzimlerde ise
kaynaklar sezona ve iklimlere bagli olarak degismektedir (Rehm, 1987).

3.4.3.Enzim kaynaklarinin karsilastiriimasi

Ayrica mikrobiyal hiicreerin disinda hayvan ve bitki hiicrderi de laboratuar 6lgeginde
bazi 6zel enzimlerin Uretiminde kullaniimaktadir. Ancak bu endustriyel 6lcekte basarili olma
ihtimali azdir. Bitki hicreleri mikrobiyal hiicrelerden ¢ok daha yavas olarak biyiimektedirler.
Bu durumda kdltdr ortaminin kontaminasyon sansi artmaktadir. Hayvan hiicreleri ise asiri
narindirler, onlarin hayatta kalabildigi biyuk oOlgekli fermantasyon tanklarinin dizayni hentiz
mimkin degildir. Yapilan arastirmalara gére bitki ve hayvan hicrelerinden elde edilen
Uretimini devam ettirebilmek mikrobiyal fermantasyonla elde edilen enzim maliyetinden 1000
kat daha fazla maliyet gerektirmektedir.

Enzim dretiminde kullanilan kaynaklar degerlendirildiginde mikrobiyal kaynakli
enzimlerin teknolojik ve ekonomik yonden hayvansal ve bitkisel hiicrelerden elde edilenlere
gore daha avantgjli oldugu belirtilmistir (Topal, 1985).

Fermantasyon prosesinin esnekligi ve ¢ok yonltlugi siitt koagtile eden renin enziminin
Uretiminde gordlmustir. Bu amagla buzagi midelerinden renin ve proteinaz iceren enzimler
ekstrate edilmektedir. 1950'lerde daha az sayida kesim yapilmakla beraber daha fazla peynir
yapilmaya baslanmis ve peynir mayasl kitlhigl gordlmistir. Bunun Uzerine mikrobiyal
substituentini bulmak amaciyla 921 mikrobiyal tir test edilip ve Endotthia Parasitica kifinin
enzimi Urettigi belirlenmistir. Bagka bir tarama sonucunda Mucor pusillus mikroorganizmasi
bulunmustur. Halen siitli koagile eden enzimler fermantasyonla Uretilenler ve domuz ile sigir

pepsini iceren buzagi reneti karisimiylaticari bir yaris halindedir.

Bir fermantasyon isletmesi talebin seviyesine gére uygun 6lcekte dizayn edilebilir. Bu
isletmeler cesitli ranler icin kullanilabilir ve taleplerin degismesiyle baska Grunler Uretilebilir.
1970’ lerin basinda temizlikte kullanilan proteinaza olan talep aniden diistip ve ayni zamanlarda
nisasta proseslerinde kullanilan enzime olan talep artmistir. Bdylece proteinaz Uretiminde
kullanilan isletmeler amiloglikoksidaz tretecek sekilde diizenlenmistir.

Benzer regksiyonlar1 katalizleyen farkli kaynaklardan elde edilen enzimler genellikle
farkli 6zellikler gosterirler. Bu farkliliktan dolayi bazi kaynaklar tercih edilebilir. Ornegin,
tekstil endistrisinde hasil ama isleminde 3 tip o-amilaz enzimi kullaniimaktadir. Bunlar
pankreas, bakteri ve malttan elde edilen amilazlardir. Tablo 3.3."den yararlanarak bakteriyel
kaynakli enzimlerin kullanilma nedenlerini sdyle agiklayabiliriz (Sarikaya, 1995);

22



e Isiyadayanikli olmalart,
e Genis bir pH araliginda calismalart,

o Hasil amaislemini kisa stirede tamamlayabilmeleridir.

Tablo 3.3. Amilazlarin etkili oldugu pH ve sicaklilar.

o-Amilazincindg  Enuygun pH En uygun sic. Etkili oldugu pH Etkili oldugu sic.

Pankreas 6.8 50-55 4.5-9.0 60-65
Malt 4.6-5.2 60-65 2.1-81 85
Bakteri 5.4-7.0 60-65 2.0-9.0 90 ve Ustu
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4. MIKROBIYAL ENZIM URETIiMIi

Enerji bakimindan zengin organik maddelerin, mikroorganizmalar tarafindan enzimatik
yolla baglangic substratina gore enerji icerigi fakir organik maddelere parcalanmalari
“Fermantasyon” olarak adlandinlir. Tipik bir fermantasyon prosesinde kullanilan substratlar
Tablo 4.1."de verilmistir. Burada agiga ¢ikan enerji miktari tam oksidasyonun 1/3'G kadardir.
Enerjinin geri kalan kismi, son ve ara triinlerin biinyesinde tutulmaktadir.

Fermantasyon ile 0rin Gretiminde Gridn kalitesinin ayni tutulabilmesi  Oretim
mikroorganizmasi tirdnin genetik stabilizesinin korunmasindan daha zordur. Bu sebeple
prosesin siki kontrol altinda tutulmasi gerekir.

Enzim hakkindaki bilgiler eskilere dayanmakla birlikte mikrobiyal yolla enzim Oretimi
daha yakin bir gecmiste 6nem kazanmistir. Bu yolla Uretilen fungal enzimlerin ilk defa ticari
kullanimlarinin 20. ylzyilin baslarinda, bakteriyel enzimlerin kullanimin ise 1. Diinya savasl
sirasinda bagladigi bildirilmektedir (Topal, 1985; Radley, 1976).

Fermantasyonla elde edilen enzimler yaklasik olarak toplam dretimin % 80 nini
olusturmaktadir. Fermantasyon disi Uretilen enzimler sigir reneti, arpa B-amilazi, pankreatik
proteinaz ve kigik hacimlerde Uretilen eczacilik ve analitik enzimler olusturmaktadir. Enzim
pazarinda en biytk oran deterjanlarda kullanilan alkalin proteazdir. Hidrolitik enzimler toplam
enzim pazarinin buyik bir kismini olusturmaktadir. Hidrolitik olmayan enzimler icerisinde en
buyik oran % 6 ile glikozizomeraza aittir. Toplam Uretilen enzim miktarini ve maliyetini
belirlemek glctir. Clnki Oretimin 6nemli bir kismi kicik dlcekli olarak yapilabilmektedir.
Ozdllikle kendi amilolitik glikoizomeraz enzimini (reten nisasta isleyen isleemeler ve sentetik
penisilin yapimi icin kendi penisilin asilazini yapan antibiyotik Ureticileri vardir. Enzim Gretimi
son 15 yilda 5 kat artmistir. Sekil 4.1.’ de 2000 yilinda 3.5 milyar dolar olan endistriyel enzim

pazarindaki endistrilerin oranlari verilmistir (Saha, 2000).

Tablo 4.1. Fermantasyon icin gerekli hammaddeler.
C- iceren saf substratlar Karbonhidratlar, Hidrokarbonlar, Alkoller, CO,

Meéelas, Sellloz iceren atik sular, Ksiloz ¢ozeltisi (odunun

Kompleks Substratlar sekerlestirilmesinden), Hayvan yemi (pancar kispes gibi), Mandira
atiklari, Maya ekstrakti, Soya unu, Protein hidrozilat

N- Kaynaklar NHjs, Nitrat, Ure, Amino Asitler, Soya

Elementler Fosfat, Siilfat, Klorlr, K, Na, Mg, Ca, Fe, Ca, Zn
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Sekil.4.1. Endiustriyel enzimlerin diinya pazarindaki sektorlere gore yiizde dagilimi (Saha, 2000).

4.1. Fermantasyonda Kullanilan Mikroorganizmalar

Fermantasyon isleminde ve atik sularin aritiimasinda rol oynayan mikroorganizmalar

Sekil 4.2."ye gore siniflandirilabilir.

4.1.1. Bakteriler

Bakteriler, prokaryotlar sinifindan olup boyutlari genel olarak 0.5 - 20 u uzunluk ve 0.2

- 4 u capindadir. Prokaryotik bir yapr gosterdiginden okaryotik hiicrelerden farkli olarak

cekirdeklerinin cevresinde zar bulunmamaktadir. Ince ipliksi zar gériiniimiinde olan cekirdegi

dogrudan dogruya stoplazma ile sinirlandirilmistir.

Mikroorganizmalar

v

:

Prokaryotlar Okaryotlar
i Mavi-Y esil
Bakteriler Algl f Mantarlar Algler Protozoalar
Mayalar Kifler veya Sapkall Mantarlar
Kuf Mantarlar

Sekil 4.2. Biyokimya mihendidiginde mikroorganizmalarin siniflandirilmasi (Bulut, 2001).
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Cok ilkel bir mikroskop kullanarak calismis olan Antony Van L eeuwenhoek’ dan beri
bakteriler gorinim bakimindan yuvarlak sekilli, comakcik ve sarmal seklinde olmak Uzere ¢
esas grupta incelenmistir. Isik mikroskoplarinin gelismesi, karanlik alan, ultraviyole, faz
mikroskopis ve elektron mikroskoplarinin ortaya cikmasi ile bile goriniim bakimindan
yapilmis olan bu gruplama 6nemini kaybetmemistir.

1. Yuvarlagimsi Bakteriler (Koklar); Uygun ortamda Uretilmis yeni kiltirlerinde
koklar, ortalama 0.8 — 1.5 um boyunda ve yuvarlak sekilli bakterilerdir. Bazi koklar
normal olarak kahve cekirdegi veya hafif oval goriinim verirler. Ureme aninda
birbirinden ayrilmayarak yanyana kalan kok seklindeki bakteriler bu haleri ile
gosterdikleri sekillere gore su sekilde adlandirilirlar.

Diplokoklar

. Streptokok bigimi

. Stafilokok bigimi

2. Comagimsi Bakteriler; sert veya esnek ceperli, diizenli veya dizensiz comakcik
veya silindir seklinde olan bakterilere basil denir. Basiller gorinim &zelliklerine ve
bulunduklar1 ortamin cesitli etkilerine bagli olarak degisik gérinimde bulunabilirler. Genel
olarak 0.5 —20 pu uzunluk ve 0.5 — 4 u genigliktedirler.

3. Cok kivrima sahip halde bulunabilirler. Bunlari iki gruba ayirmak mimkiandur.

Birinci grupta vicutlari bikdlebilen ve kivrilarak yilanimsi  hareket edenler
bulunmaktadir. Sarmal bicimindeki bakteriler; bu bakteriler bazen yalniz bir kivrimli bazen de
15'den bilyik olabilirler bunlara Spiroketler denir. ikinci grupta ise sert viicutlu kivrilamayan
sarmal seklindeki bakteriler bulunmaktadir ki bunlara da Spiriller denir. Yaklasik olarak 10 p
uzunluk ve 0.5 u genislik gosterirler.

Birgcok bakteri Uretildikleri ortamdaki besin maddelerinden faydalanmak igin
ekstrasdliler enzim salgilarlar. Cogunu hidrolaz ve proteazlarin olusturdugu bu enzimler bes
yerinde bulunan substrati bakterinin kullanacagi forma katalizlerler (Tolan, 1997). Bacillus un
farkli turleriyle hiicre digi enzim Uretimi endistriyel 6lclide oldukca énemlidir (Andersson vd.,
1988). Endustride, genis kullanim alani bulan 10’ dan fazla mikrobiyal enzimin Bacillus cinsinin
tirleri ve alt tirleri tarafindan sentezlendigi gordlmigstir. Ayrica bu bakteri turlerinin
kemoorganotrof olmasi, kiltire alinabilmesi ve yapilarinda heterojenlik olmamasi nedeniyle
ilgili endistride tercih edilmektedir. Yapilan arastirmalar Bacillus un tirlerinin diger bakteriyel
kaynaklara gore daha fazla amilaz sentezledigi saptanmistir (Priest, 1977; Ulger, 1997).
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e Bacillusamyloliquefaciens

Bacillus amyloliquefaciens, gogunlukla o-amilaz ve proteaz tretiminde kullanilan bir
mikroorganizmadir. Topraktan izole edilmistir. B. subtilis'e benzemesinden dolay! uzun siire
‘Bacillus subtilis subs. Amyloliquefaciens' seklinde bir at tir olarak goérilmistir. B.
amyloliquefaciens fenotipik olarak B. subtilis' e cok benzedigi icin sadece temel klasik testlerle
bu mikroorganizmalar ayirmak mimkun degildir.

Gram (+) ve cubuk seklindedir. Enleri 0.7 — 0.9 um, boylar1 1.8 — 3.0 um dir. Hicreer
zincirler seklindedir. Pertiris flagellerle hareket edebilirler. Kabartt meydana getirmeyen
sporlar1 0.6 —0.8 umile 1.0 - 1.4 um boyutlarinda, oval, sentral veya parasentraldir. Ureme igin
en uygun sicaklik 30 — 40 °C'dir. 15 °C'nin altinda ve 50 °C’'nin Uzerinde Ureme gorilmez
( Ulger, 1997).
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5. AMILAZLAR

Amilazlar nisasta ve glikojen molekillerini hidrolize ederek, glikoz Unitelerinden
meydana gelen daha kiclk polimerler ve dekstrinler gibi Grdnleri olusturan hiicre dis
enzimlerdir. Bu enzimler hayvanlar ve bitkiler tarafindan da sentezlenmesine ragmen, kontrol |
kosullarda kisa sirede Orin elde edilmesinden dolay1r asil kaynagi mikroorganizmalar
olusturmaktadir (Fogarty, 1983).

Amilaz Uretiminde en 6nemli faktor uygun mikroorganizmanin segimidir. o-Amilaz kabul
edilebilir sinirlar  icerisinde  bircok  mikroorganizma  tarafindan  Uretilebilmektedir.
Mikroorganizmalar icerisinde Aspergillus niger, A. oryzae, A. candidus gibi bazi fungudar,
Pseudomonas saccharaphila, Clostridium baz tirleri ve en dnemlisi de dogada genis bir yayilis
alanina sahip olan bazi Bacillus turt bakteriler o-amilaz Uretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Fungal o-amilazlar sicakliga bakteriyel o-amilazlardan daha az stabil
oldugundan Uzerinde caligilan asil enzim kaynagl daha ¢ok bakterilerdir. Bu amacla genellikle
Bacillus turleri kullanilmaktadir. Bu cinsin ¢zellikle 8 tanesinin sentezledigi a-amilaz enzimi
¢esitli aragtiricilar tarafindan tanimlanmis ve karakterize edilmistir. Bunlar, B. subtilis, B.
amyloliquefaciens, B. caldolyticlis, B. coagulans, B. licheniformis, B. macerans, B.
stearothermophilus ve B. amylosaccharitucus dur. Bacillus tirlerinden sentezlenen a-amilaz
enzimi ekstrasdller bir enzimdir (Priest, 1977; Sarikaya, 1995; Pandey, 2000).

Amilaz enziminin bugday nisastasi Uzerinde parcalayici bir etkisinin oldugu, 1811 yilinda
Kirchhoff tarafindan heniiz daha ne oldugu bile anlagiimadan tanimlanmistir. Benzer bir etkinin
insan tukaragu ile de elde edilebilecegi Leuchs tarafindan 1831 yilinda gosterilmistir. Bernfeld
(1951) tukaragun bu 6zelligine Berzelius tarafindan pityalin adinin verildigini, 1833’ de Payen
ve Persoz’ un ise maltta nisastay! parcalayan bir maddenin varligini ortaya cikardiklarini ve buna
da diyastaz adini verdiklerini belirtmektedir. 1895’ de Beijerinck’in dnerisinden bu yana tim
nisasta parcalayan enzimler amilazlar olarak adlandirilmistir. Bu terim sadece hidrolitik
enzimler icin kullanilmistir. Meyer ve arkadaslari domuz pankreasindan o-amilaz enzimini
saflastirip tammlamiglardir (Greenwood, 1970).

o-Amilazlar, aktiviteleri icin herhangi bir koenzim gereksinim olmayan ve kalsiyum
tasiyan metalo proteinlerdir. Kalsiyum, enzim substrat ikilisinin olusumuna katilmaz, fakat
enzimi maksimum dayaniklilik ve yiksek aktiviteicin dogru konformasyonda tutar (Greenwood,
1970). Divalent metal iyonlari proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarini korur ve
dayaniklastirir. Protein molekdlti uygun bir divalent metal iyonu ile bagli oldugu siirece
preteolitik aktiviteye karsl korunur. o-amilaz, bir divalent metal iyonu olan Ca™ ile birlestigi

zaman proteazlara karsi maksimum direng gosterir. Ca™ uzaklastirildiginda preteolitik ataga
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duyarh olurlar. Bundan dolayi, kalsiyumun o-amilaz tzerinde hem koruyucu etkiye sahip
olacagl hem de kofaktdr olarak islev gorebilecegi dusUnUlmustir. Saflastirimis o-amilazda
proteinin her bir moliinde 1 atom gram Ca™a rastlanmistir. Ayrica Ca™ iyonlari o-amilazi,
yiksek 1silara maruz kaldigi zaman, inaktivasyondan korur (Larabeke vd., 1974; Srivastana, 1987).

Farkli Bacillus turlerinden hatta ayni turden elde edilen o-amilaz enzimlerinin farkl
molekil agirhigina sahip oldugu birgok arastirmaci tarafindan ifade edilmistir. Borgia ve
Cambell (1978) B. amyloliquefaciens'in 5 farkli susundan elde ettikleri o-amilaz enzimlerinin
molekil agirliklarinin 49.000 dalton oldugunu, buna karsin Kochhar ve Dua (1990)
B.amyloliquefaciens o-amilaz enziminin  molekul agirhiginin 68.000 dalton oldugunu
belirtmislerdir (Sarikaya, 1995).

Ortamda protein, peptid, pepton gibi organik maddelerin varliginda, bakterinin bunlari
kaynak olarak kullanip ekzoenzim sentezini arttirdigi saptanmistir. Farkli karbon ve azot
kaynaklari kullanilarak Uretilen bakterilerde o-amilaz Uretimi ile Ureyen bakteri miktari arasinda
bir oranti olmadigl bdirtilmektedir. Karbon kaynagi olarak nisasta kullaniimasinin, sekerlere
oranla daha yuksek amilaz Gretimini gerceklestirdigi, azot kaynagl olarak da organik azot
kaynaklarinin amilaz dretimini arttirdigl, inorganik kaynaklarinin kullaniminin ise amilaz
dretimini olumsuz etkiledigi beirtilmistir (Tolan, 1997).

5.1. Amilazlarin Siniflandirilmasi ve Etki Mekanizmasi

1930 yilinda Ohlsson’un malttan elde ettigi nisasta parcalayici enzimler, parcalama
Urdnlerinin anomerik tiplerine gore a-(alfa) ya da B-(beta) amilazlar olarak adlandiriimistir.
Mybrach ve Neamuler (1950) ise amilazlar icin endoamilazlar ve ekzoamilazlar olmak lzere
baska bir adlandirma sistemi onermislerdir. Amilazlar; amiloz, amilopektin ve glikojen gibi
polisakkaritlerde ve bunlarin yikim triinlerinde yer alan o-1-4-glikozitik baglarini katalizler. Bir
endo amilaz olan a-amilaz polisakkaritlerdeki o-1-4 bagin gelisi guizel kirar. Amilopektin ve
glikojenin dallanma noktalarindaki o-(1—6) baglarina etki etmezler (Windish ve Mhatre, 1965).
Bircok mikroorganizma tarafindan sentezlenen o-amilazin etki mekanizmasi ve ozellikleri
enzimin kaynagina gore farklidir. o-Amilaz tarafindan amilozun hidroliziyle maltotrioz ve
maltoz olusur. Bunu takip eden ikinci reaksiyon ise, kigik bir molekil olan maltotriozun
hidrolizidir. Amilopektinin hidrolizi ise bir dizi dalli o-limit dekstrinlere ilave olarak glikoz ve
maltoz gibi Urtinler verir (Fogarty, 1983).

Ekzoamilazlar ise polisakkaritlerin indirgen olmayan uclarina atak yaparak amiloz

mol ekl tnd son Uriin olan glikoz veya maltozu meydana getirmek Uzere hidrolize ederler (Sekil
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5.1). Son uruin glikoz ise, enzim glukoamilaz olarak, son Uriin maltoz ise enzim B-amilaz olarak
adlandiriimaktadir (Lehniger, 1987).

Buglin amilazlar nisastaya etki mekanizmalari ve olusturduklari driinlere bagli olarak o-,
B- ve amiloglukosidazlar olmak Uzere ¢ gruba ayrilmislardir. Diger yandan Milletlerarasi
Biyokimya Birligi (International Union of Biochemistry) tarafindan yapilan enzim
siniflandirilmasinda tiim enzimler katalizledikleri reaksiyon tipine gére 6 sinifa ayrilmiglar ve
amilazlar 3. sirada yer alan hidrolazlar sinifina dahil edilmiglerdir (Sarikaya, 1995).

Bakteriyel o-amilaz kullanimindaki artistan dolayi endustriyel kullanimina daha uygun
karakteristiklerdeki enzim Uretimi ve daha yuksek Uretim saglayan suglarin elde edilmesi 6nem
kazanmigtir. Bu calismalardan, onlari Ureten mikroorganizmanin gesitliligi kadar alfa amilaz
karakteristiklerinin de farkli oldugu gérulmustir (Tablo 5.1). Amilazlar ayrica termofilik, asidik

ve akalin amilazlar olmak tizere 3 grup halinde incelenebilir (Ingle ve Erickson, 1978).

OO
b ol-4+cl-6
o Hidrolizi /,." - :
o 1- 6 Hidrolizi Izo amilaz/
Amilopulluanaz
")
N
» /m
/ s o 1- 6 Transferaz
O
Glukoamilaz o 1- 4 Hidrolizi
o- glukosidaz
/ -
Siklodektrin
L o ] glukosiltransferaz
cx:% +
) OO0
B - Amllaz cx:n ma
C}C& Amilomaltaz

o- Amilaz

Sekil 5.1. Farkli amilazlarin nisasta molekiil indi hidrolizi ve olusan Uriinler (Maareal vd., 2002).
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5.1.1. Termofilik amilazlar

Pratikte c¢ogu bakteriyel o-amilazlar nispeten yuksek sicaklikta (80-90 °C)
kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan calismalarda, ¢esitli mikroorganizmalardan alternatif
enzimlerin izolasyonu ve bu enzimlerin termofilik  Gzeliklerin  gélistirilmesiyle
ilgilenilmektedir. Ayrica Bacillus tirti amilazlarin, 1siya karsi dayanikli oldugu bilinmektedir.
Bu termostabil 6zelligin, kofaktérden kaynaklandigi belirtilmistir. Bu mikroorganizmalar ve
enzimlerini karakteristikleri Tablo 5.1’ de 6zetlenmistir (Schaiffer, 1969).

Termofilik mikroorganizmalarin termofilik enzimler Uretecegi muhtemel gorinmesine
ragmen, ekstrasdiler a-amilaz ile mikroorganizmanin termofilik 6zelligi arasinda zorunlu bir
iliski yoktur. Ornegin Thermonopora curvata’dan Uretilen enzim optimum 65 °C'de, B.
acidocaldarius dde edilen enzim 60 - 63 °C’ de optimum olmasina ragmen genellikle termofil
olmadigl dustinulen Bacillus licheniformis den Uretilen o-amilaz 76 °C’ de optimum ol maktadir.
Belli bir trend olmasina ragmen organizmalardan elde edilen ekstrasdiler enzimlerin yapisi

hakkinda genel bir sonug ¢ikarmak icin bir cok kisitlamalar vardir.

Tablo 5.1 a-Amilaz kaynaklari ve aktivite igin optimum degerleri (Ingle and Erickson, 1978).

Sus L?ﬁ?t;l)ﬂ Optimum sicaklik (°C) Tip
Asidik a-Amilazlar
B. acidocaldarius 104-1A 4.5 60-63 Endo-amilaz
B.acidocaldarius Agnano 101 | 3.5 75 Endo-amilaz
Clostridium acetobutylicum 4.0 50 Tanimlanmamig

Termostabil a.-Amilazlar

Maltotetroz ve
Thermomonaospora curvata 5.5-6.0 | 65 maltopentoz karisik
formunu Uretir.
o . o Acik degil fakat
Thermaophile V-2 6.0-7.2 70 °C'de optimum 80 °Cde 2 baslangicta glikoz ve

saat kararli. maltoz Uretmiyor

70 °C de optimum aktivite,
enzim izolasyonu ve blyime

o-Amilaz I-11 farkl

B. stearothermopilus 5.0-6.0 sicakligina égre degisir. optimum sicakliklar

76 °C’ de optimum aktivite, 90 II.‘.( reaksiyon L}ruplermde

e °C’de maksmum aktivitenin | YUK molektilu

B licheniformis 5.0-8.0 S oligosakkaritlerin

Y baskinlig

Alkalin a-Amilazlar

Bacillus alkolophilus 9.2 51 Endo amilaz
Bacillus No.A-40-2 10.5 50-55 EDTA dan etkilenmez
Pseudomonas stutzeri 8.0 40 °C Uzerinde inaktive Sakiarifikasyon, EDTA

dan etkilenmez
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5.1.2. Alkalin amilazlar

Yiksek pH'da aktivite gosteren enzimlerin arastirilmasi deterjanlarda enzimlerin
kullanilmasi ile baslamistir. Sonradan ¢cok sayida patentler ve yayinlar gérilmistir. Robyt ve
Ackerman (1971) Psuedomonas stutzeri’den elde edilen amilazin optimum pH’sini 8 olarak
tanimlamigtir. Bazi Bacillus tirlerinin 10 veya daha yiiksek pH’larda optimum olan aakalin
amilazlar Urettigi belirtilmigtir.

Boyer ve Ingle (1972) optimum pH degeri 9.2 ve optimum sicakligl 50 °C olan amilazi
B. alkalopfilic'den elde edilmistir. Enzim bir endo amilazdir ve selatlastirici maddelere karsi
duyarli degildir. Sdatlayici maddelere duyarli olmamasi tripolifosfat iceren deterjanlarda
kullammu icin temel avantaji olarak disuntldr.

Yamamoto ve Umeki (1972) alkolofik bakterilerde bulunabilen a-amilazin cok genis bir
araliga sahip oldugunu gosterdi. izole edilen 300 sus arasindan 8 sus segildi. Optimum amilaz
aktivitesi icin pH degerinin 4 - 11 araliginda degistigini gosterdi.

Termofilik mikroorganizmalar ve enzimlerden farkli olarak alkalofilik bakterilerin timi
alkalofilik ekstrasdller enzimler Uretir.

5.1.3. Asidik amilazlar

pH 4-5 civarinda yuksek aktivite veren amilazlar, asidofilik amilazlardir. Endiustriyel
proseslerin bazilari pH 4-5 araliginda dekstroz dretimi ile ilgilendiginden dolayi, asidofilik
sivilagtirict amilazla bir avantaj saglanabilir. Enzimlerin bu tirleri hakkinda ¢ok az hilgi
bulunmasina ragmen, bunlarin varligl nisasta proseslerinde potansiyel bir gelisme olarak
gorulmektedir. B. acidocadarius ile kati ortamda nisasta hidrolizinin gézlemleri alfa amilaz
karakterleri Uzerine calismalara yol agmistir. Bu enzim kati kiltirden izole edilip karakterize
edilmistir (Ingle and Erickson, 1978).

5.2. Amilazlarin Endustriyel Kullanimlari

o-Amilaz enzimi ticari olarak kullanilan ilk enzimdir. 1905 yilinda Japonya da tekstil
endustrisinde hasil alma islemi icin A. oryzae kiltirinden o-amilaz enzimi Uretilmigtir. 1908 ve
1915 de Boiden ve Effornt hasil alma amaciyla bakteriyel amilaz tUretim metodu ile ilgili bir
patent almislardir. 1939 yilinda B. subtilis sp."den a-amilazin endlstriyel Uretimine ilk kez
Japonya da baslanmistir. Daha sonraki yillarda o-amilaz enzimi nisasta isleme endustrisinde,
nisasta sivilastirma aani olarak kullaniimigtir. 1959'da ise o-amilaz ve amiloglukosidaz
kullanilarak nisastadan toz ve kristal dekstroz'un endustriyd Uretimine baslanmistir (Bernfeld,
1951; Sarikaya, 1995).
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Tekstil endistrisinde dokuma sirasinda ipliklerin saglam ve dizgiin olup kopmamasi
icin iplikler nisasta iceren bir ¢cozelti ile muamele edilmektedir. Bu isleme hagillama adi verilir.
Kumas dokunduktan sonra, kumastaki fazla nisastanin uzaklastirilmasi gerekir. Bu isleme de
hasil alma adi verilmektedir. Hasil ama ajan olarak da yaygin olarak o-amilaz enzimi
kullaniimaktadir.

Gida endustrisinde ise nisastanin o-amilaz enzimi tarafindan hidrolizi ile agiga ¢ikan
Urinler yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu drinlerden dekstrin, nisastanin glikoza kadar
hidrolize olmadan 6nce olusan kisa molekillt ilk Grindlr. Dekstrinler ¢oznurltgi yiksek ve
dayanikli bir Orin olup, yogun surup kivaminda bir maddedir ve bu maddeler gidalarda
viskozite arttirici yani, koyulastirict dolgu maddesi olarak kullanilmaktadir. Nigasta dekstrinlere
kadar parcalandiktan sonra glukoamilazin ortama ilaves ile glikoza kadar ayrismaktadir. Agiga
¢ikan glikoz ya surup halinde, ya da kristal toz seklinde elde edilmektedir. Glikoz surubuna
glikozizomeraz enzimi Kkatilarak yuksek fruktozlu surup Uretimi saglanmaktadir. Bu Uriin
yiksek bir tatliliga sahip olup, mesrubat dretiminde, sit Urinlerinde, ekmekgilik drinlerinde,
konservecilikte, pasta ve sekerleme yapiminda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Nisastanin maltoza tam hidrolizi, nigastanin dncelikle o-amilaz tarafindan sivilastirilip,
daha sonra da ortama izoamilaz ve pullulanaz enzimlerinin ilavesi ile saglanmaktadir. Aciga
cikan yiksek safliktaki maltoz recel, sekerleme, ekmek ve bira Uretiminde kullanildigi gibi,
gidalarda tatlandirici ve kaliteyi arttirici olarak da kullanilmaktadir. Nisasta hidrolizi sirasinda
yan Urin olarak agiga ¢ikan maltotetroz da nem tutucu 6zelliginden dolay! gida endistrisinde
kullanilmaktadir. Bira Uretimi sirasinda arpadaki nisastanin pargalanmasl icin de o-amilaz
enzimi kullanilmakta ve bu sirada fermente edilebilir sekerler agiga ¢ikmaktadir (Wiseman,
1987).

o-amilaz enzimi alkol Uretiminde de kullanilmaktadir. Alkol Uretiminde hammadde
olarak kullanilan nisastali materyaller o-amilaz ve amiloglukosidaz enzimleri ile muamele
edilmektedir. Nisasta yeterince parcalandiktan sonra ortama maya asilanarak fermantasyon
islemine gegilmektedir. Firincilikta, hamurun yapisini  iyilestirmesinden ve ekmegin
bayatlamasini geciktirmesinden ve raf dmrini uzatmasindan (2-3 gin) dolayr yaygin olarak
kullanmimaktadir.

o-Amilazlar meyve suyu endustrisinde de uygulama alani bulmakta, 6zellikle elma ve
armut sularinin berraklastiriimasinda  kullanilmaktadir. Meyvelerin nisasta igerigi meyve
suyunda bulanikliga yol agmaktadir. Bu sorun ortama o-amilaz ilavesiyle ¢ozulmektedir.

o-Amilazin giderek artan bir kullanim alani da camasir ve bulasik deterjanlaridir.
TUketiciler arasindaki modern egilim bulasik ve camasir makinelerini daha distik sicakliklarda
kullanmaktir. Bu disik sicakliklarda elbiselerden ve bulasiklardan nisastayr uzaklastirmak
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problem olmaktadir. a-amilaz iceren deterjanlar uygun sicaklik ve pH da bu problemi ¢bzmeye
yardimci olmaktadir. Hayvan yemlerinde sindirimi kolaylastirmak amaciyla da o-amilaz enzimi
kullanim alani bulmaktadir (Maare vd., 2002).

Giinimize kadar gerek tlkemizde ve gerekse dinyada enzimler konusunda ve ozellikle
amilaz enzimi konusunda Uretimi, uygulanmasi ve niteliklerinin belirlenmesi konusunda pek
¢ok arastirma yapilmistir. Giderek artan kullanim alanlari sayesinde enzim Uretiminin yaklasik
% 30'nu amilazlar olusturmaktadir (Maarel vd., 2002). Tablo 5.2.te Amilazlarin uygulama
alanlari gorilmektedir.

5.3. a-Amilaz Uretimi ile Tlgili Yapilan Bilimsel Calismalar
Bircok bakteri

ekstrasdltler enzim salgilarlar. Cogunu hidrolaz ve proteazlarin olusturdugu bu enzimler bes

Uretildikleri ortamdaki besin maddelerinden faydalanmak icin
yerinde bulunan substrati bakterinin kullanacag forma katalizlerler (Tolan, 1997). Hemen hemen
tum Bacillus turti mikroorganizmalarin o-amilaz Urettigi ve bu tir mikroorganizmalarin enzim
endustrisinde 6nemli bir potansiyele sahip oldugu bilinmektedir (Santos vd., 2003; Andersson vd.,
1988). Endustride, genis kullanim alani bulan 10’ dan fazla mikrobiyal enzimin Bacillus tirleri
ve alt gorilmektedir. Ayrica bu bakteri

kemoorganotrof olmasi, kiltire alinabilmesi ve yapilarinda heterojenlik olmamasi nedeniyle

trleri  tarafindan sentezlendigi turlerinin

ilgili endistrilerde tercih edilmektedir. Yapilan bircok arastirmada Bacillus tirlerinin diger
bakteriyel kaynaklara gore daha fazla o-amilaz sentezledigi saptanmistir (Priest, 1977; Ulger,
1997).

Tablo 5.2. Amilazlarin uygulama alanlari (Atlas, 1994).

Kullanilan Kaynak
Endustri : : Uygulamasi
Bacillus | Apegillus
Alkol + + Sakkarifi kawor) iin malt ilavesinden 6nce nisastanin
sivilastiriimasi icin
Pisirme maddesi + Fermente edilebilir karbonhidratlarin oraninin artirilmasi
Icki + Arpanin hazirlanmasi, sivilastirici ilaves
icki + Hububatlarin fermentesini kolaylastirmak, bira
¢ 6zelliklerinin modifikasyonu
Yemlerde arpanin enzimatik olarak islenmesinin
Yem + A !
gelistirilmesi
Deterjan + Y tkamada temizleme gliciniin artiriimasi
- Kagidin yazma kalitesini artirmak igin seker
Kagit + " AP
Uretmeksizin nisastanin sivilagtirilmasi
Tekdtil + Y Uksek sicakliklarda sirekli hasillama
Seker + Glikoz, fruktoz ve maltoz Uretiminde 6zsuda bulunan
nisastay! parcalayarak filtrasyonu gelistirmek




Enzim dretiminde artis mikroorganizma gelisme sartlari ve ortam bilesiminin iyi
secilmesi ile elde edilebilir (Souza vd., 1996). Karbon kaynagi o-amilaz tretiminde énemli bir
etkiye sahiptir ve en yaygin kullanilan ise enziminde substrati da olan nisastadir. Bazi karbon
kaynaklariyla o-amilaz Uretimi ile hlicre buytmesi arasinda ters bir iliski oldugu yapilan ¢cogu
arastirmada belirtilmektedir. Ozellikle maltoz, nisasta ve sitrat bu iliskiyi dogrulamamaktadir.
Bu substratlarin o-amilaz olusumunu stimulete ettigi ifade edilmektedir (Bajpai vd., 1989).

o-amilaz sentezi nisasta ya da dusik molekil agirlikli oligosakkaritler varliginda
uyarildigi birgok calismada belirtilmektedir. Nisasta, blyik bir molekil oldugundan hiicre
icerisine girmesi oldukca guctir. Bu maddenin nasil uyarict olabilecegi konusunda birkag
varsayim ileri strilmisttr. Bunlardan biri bu molekdl icin hiicre yizeyinde 6zgul reseptorlerin
bulundugu olmakla beraber, bu varsayimi destekleyen herhangi bir bulgu mevcut degildir.
Ikincisi, bu molekiiliin organizma tarafindan yavas olarak hiicre icine alinarak metabolize
edilmesidir ancak, bu da kanitlanamamistir. U(;Uncijsu ise, nisastanin hidroliz Grinlerinin enzim
biyosentezinden sorumlu olacagidir. Ugiincii varsayimi destekleyen birkag calisma mevcuttur.
Bu calismalarda substratin parcalanma Uriinleri olan maltotrioz, maltotetroz, maltopentoz,
maltoheptoz ve maltohegzoz gibi maltooligosakkaritlerin hem B. stearothermopilus hem de B.
licheniformis a-amilazinin sentezlenmesini  indukledikleri saptanmistir. Buna karsin, B.
amyloliquefaciens'in o-1,4 bagli oligosakkaritler yoklugunda da enzim sentezledigi rapor
edilmistir (Sarikaya, 1995).

Glikoz ve fruktoz gibi kolay metabolize olan substratlarin  Bacillus turd
mikroorganizmalarin ~ karbonhidratlari  parcalayan enzimlerin  sentezinde,  katabolitik
represyonun neden oldugu ifade edilmektedir (Lin vd., 1998). Benzer sekilde Kdly vd. (1997)
Bacillus flavothermus kullanarak o-amilaz Gretimini inceledigi calismada, sakaroz, glikoz ve
fruktoz gibi karbon kaynaklari kullanildiginda iyi bir htcre geisimiyle birlikte o-amilaz
Uretiminde azalma gordldigini belirtmektedir. Me vd. (1997) tarafindan yapilan Bacillus
amyloliquefaciens ile a-amilaz Uretimi Uzerine karbon kaynaklarini inceledigi calismada ise o-
amilaz salgilanmasi Gizerine maltozun herhangi bir indiiksiyon etkisinin olmadigini, glikozun ise
bir cok fermantasyon sisteminde oldugu gibi katabolit represyon etkisi gosterdigini ifade
emistir.

Syu ve Chen (1997) B. amyloliquefaciens ile o-amilaz Uretimine farkli karbon
kaynaklarinin (glikoz, maltoz, ksiloz ve nisasta) etkilerini arastirmis ve en yiksek spesifik
buyime hizi ve hiicre yogunlugu glikoz kullanilan ortamda elde edildigini fakat en yiksek
enzim aktivitesinin ve spesifik enzim aktivitesinin nisasta ile elde edildigini belirtmistir.
Yine ayni mikroorganizma tirt ile Yoo vd. (1988) yaptigl calismada, karbon kaynagi

olarak maltoz kullanildigi durumda enzim Uretiminde bir artis gotzlenirken, glikoz
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kullaniminin enzim Uretimini bir ¢ok fermantasyon prosesinde oldugu gibi bastirdigini
tespit etmiglerdir.

Yapilan birgok calismada o-amilaz Uretimi icin yeast ekstraktin 6énemli bir parametre
oldugu belirtilmistir. Yeast ekstrakt konsantrasyonunun enzim Uretiminde cok onemli bir
parametre oldugu belirtilmektedir. B. amyloliquefaciens ile 2-10 g/l konsantrasyonlarinda
yapilan bir seri deney sonucunda, 2 ile 5 g/l yeast ekstrakt konsantrasyonlari arasinda o-amilaz
Uretiminin arttigl, daha yuksek yeast ekstrakt konsantrasyonlarinda ise hizli bir disisin
meydana geldigi belirlenmistir. Daha yiksek yeast ekstrakt konsantrasyonlarinda yapilan
calismalarda siki bir pH kontroltiniin yapilmasi gerektigi belirtilmigtir. Disk pH degerlerinin
enzim dretimini bastirdig bdirtilmektedir (Alam vd., 1989; Santos vd., 2003).

B.licheniformis kullanilarak farkli azot kaynaklarinin etkisinin incelendigi calismada
maksimum enzim Uretimi icin en iyi azot kaynag olarak pepton ve bunu takiben et ekstrakt ve
yeast ekstrakt bulunmustur. %1 pepton konsantrasyonunun maksimum o-amilaz Uretimi
sagladig) ifade edilmistir (Bajpai vd., 1989).

B. subtilis ile o-amilaz Uretimine ortam bilesenlerinin etkisini inceledigi calismasinda,
yeast ekstraktin ve peptonun eklendigi deneylerde lag fazinin kisaldigi ve hem hicre
konsantrasyonunun hem de enzim Uretiminin arttigini belirtilmistir (Teodoro vd., 2000).

Bakteriyel o-amilaz, farkli fermantasyon teknikleri ve farkli substratlar kullanilarak
Uretilebilmektedir. Cogu ticari enzim dretim prosesi icin maliyeti artiran eimenlerden en
Onemlisi karbon kaynagidir. Toplam ortam maliyetinin 6énemli bir kismini bu substratlar
olusturdugundan ucuz substratlarin arastiriimasi gereklidir (Rehm vd., 1987). Endistriyel
biyoteknolojinin gelismesiyle seker kamigi kiispesi, bugday kepegi, soya kispesi gibi tarimsal
ve endustriyel atiklarin kati substrat fermantasyonunda ucuz substratlar olarak kullaniminin
arastirilmasi giderek yayginlasmaktadir( Pandey vd., 2000; Baysal vd., 2003; Abate vd., 1999). Basit
bir teknik olmasi, yatirim maliyetlerinin ucuz olmasi, daha distik katabolit represyon ve daha
iyi Urdn kazanimi gibi bir¢ok avantaji bulunan kati substrat fermantasyonun (KSF) da genellikle
mantarlarin kullanildigi bilinmektedir. Ancak dogada basarili bir sekilde bakterilerin kat
substrat fermantasyonuyla gdlistigi bilinmektedir. Bu konuda son zamanlarda sagladig
avantgjlardan dolay1 yogun arastirmalar yapilmaktadir (Baysal vd., 2003).

Baysal vd. (2003) bugday kepegi, piring kabugu, yeast ekstrakt, beef ekstrakt kullanarak
B. subtilisile o-amilaz tretimi inceledigi arastirmasinda, maksimum enzim tretimini % 30 nem
iceren, fosfat tamponuyla pH'sl 7'ye ayarlanan ortamda elde eimistir. Tanecik boyutunun ve
ekim konsantrasyonunu inceledigi calismasinda bugday kepegi kullanilan ortamlarda enzim

dretiminin piring kabugu kullanilan ortama gore 7.3 kat daha yiksek oldugunu beirmistir.
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Berovic ve Ostroversnik (1997), elma posasi kullanarak kati substrat fermantasyonu ile
pektinolitik enzimlerin Uretimini A. niger kullanarak incelemistir. Soya unu, bugday kepegi ve
basit bazi tuzlarin ilave edildigi dogal ortamda, daldirmali fermantasyondan daha yiksek enzim
Uretimi saglandigi belirtilmistir.

KSF lignoseltlozik maddelerin protein iceriklerinin artirllmasi amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir. Basit bir teknoloji olmasi, dénustirilen substrat bagina diisik reaktér hacmi
gerektirmesi ve dogrudan besin maddesine uygulanabilmesinden dolayr bu konu
arastirmacilarin ilgisini gekmektedir (Robinson vd., 2003). Emtiazi ve Nahvi (2000) bugday
kepegi kullanilan dogal ortamda Cellumonas sp. ile bazi enzimlerin Uretimi arastirmistir.
Bugday kepegi kullanilan KSF ile sdlilaz, ksilanaz, o-amilaz ve mangan peroksidaz
enzimlerinin Uretilebildigini belirtmistir. Elde edilen a-amilaz, mangan peroksidazin termostabil
Ozeliklere sahip oldugunu belirttigi calismasinda Uretilen enzimlerin tavuk yemlerine
katilmasiyla yumurta Gretiminin %10 arttirildigini beirtmistir.

Krishna ve Chandrasekaran (1996) B. subtilis (CBTK 106) ile substrat olarak muz
atiklarinin kullanildigr o—amilaz Gretimini kati substrat fermantasyonu ile arastirmislardir.
Maksimum enzim Oretimini % 70 nem iceren, 400 um tanecik buyukltgine sahip, baglangic
pH’'sinin 7.0° ayarlandigl 35 °C’ de yurutilen fermantasyon ortamina, % 1 amonyum stilfat ve
sodyum nitrat , % 0.5 beef ekstrakt ve pepton, %0.1 glikoz, sakaroz, maltoz ve nigasta, %1
potasyum klorir ve sodyum klortr katilan ortamda 24 saat fermantasyon sonunda ulasmistir.
Muz atiklarinin kullanildigl ortamda, bugday kepegi kullanilan ortama gore enzim verimini 2.65
kat arttigini belirmislerdir. Surekli birikme sonucunda gevresel problemlere neden olan bu gibi
atiklarin ekonomik ve emniyetli bir sekilde degerlendirilebilecegini belirten Krishna, muz
atiklari kullanilarak kati substrat fermantasyonuyla biyik o©lgekte endistriyel enzimlerin
Uretilebilecegini belirtmistir.

Ramachandra vd. (2004) hindistancevizi yag kekini (HYK) kullanarak A. oryzae ile o-
amilaz Uretimini incdedigi calismasinda, HYK'nin % 68 nem iceren ortamda
mikrooganizmanin gelismesi ve enzim Uretimi icin uygun oldugunu belirtmistir. Glikozun ve
nisastanin enzim Oretimini artirirken, maltozun inhibisyona neden oldugunu ifade ettigi
calismasinda, maksimum enzim Uretimine denenen azot kaynaklarindan peptonun % 1
konsantrasyonunda ulagsmistir. Enzim Uretiminin hiicre gelisimiyle birlikte gerceklestigini ve
biomasin pik verdigi noktada aktivitenin de maksimum oldugu belirmistir.

Sodhi vd. (2005) substrat olarak bugday kepegi kullanarak B. subtilis ile o-amilaz
Uretimini incelenmislerdir. Bugday kepegiyle birlikte gliserin (% 1 w/w), soya fasulyesi (% 1
w/w), L-prolin (% 0.1), B vitamin kompleksi (% 0.01), Tween-40, MgSO,.7H,0 ile musluk

suyu bulunan ortamda maksimum enzim Uretiminin elde edildigi bdirtilmistir. Elde edilen
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enzimin etanol Uretimi icin nisasta hidrolizinde amiloglikoksidaz ile birlikte eszamanli olarak
etkin bir sekilde kullanilabilecegini ifade etmiglerdir.

Omidiji vd. (1997) o-amilaz Uretimi igin soya fasulyesi, misir islatma surubu ve
peynir alti suyu kullanarak basit ve ucuz ortamlar gelistirmis ve endistriyel o -amilaz Gretimi
icin bu ortamlarin kullanilabilecegini belirtilmisgtir.

Helow vd. (1996) farkli nitrientleri igeren ¢ degisik ortamdan a-amilaz Gretimini
karsilastirmiglardir. Segilen ortamda ayri ayri kismen yer degistirilen farkli substratlarla
(pancar kispesi, misir kogani, piring kabugu, bugday kepegi ve saman) farkli ortamlar elde
etmistir. Yaptigl calismada maksimum o-amilaz Uretiminin bugday kepegi ve misir
kocaniyla gerceklestigini belirtmistir.

Kelly vd. (1997) daha yuksek o-amilaz aktivitesine ulasmak icin iki asamali
proseslerle o-amilazin Uretimini tanimlamiglardir, oksijen transfer sartlari ve Ozellikle
¢cOzunmus oksijen miktar1 o-amilaz Uretimi icin en 6nemli faktorler olarak rapor edilmistir.
Y Uksek havalandirma hizlari iyi bir enzim verimi icin 6nemli oldugu bulunmustur. Babu ve
Satranayana (1995) havalandirmali reaktorlerle maksimum o-amilaz verimine ulasildigini
bdirtmiglerdir.

Bajpai vd. (1992) B. amyloliquefaciens ile a-amilaz Uretimine oksijen transfer
kosullarini incelemisler ve yiiksek havalandirma hizi ( % 2 vwm) kullanilarak optimize edilmis
ortamda ¢ok yiiksek a-amilaz verimine ulasilabilecegini ifade eimislerdir. Benzer sekilde ayni
mikroorganizma ile oksijen transfer sartlarinin enzim dretimine etkisini inceleyen Milner vd.
(1996) yiksek havalandirma hizinin enzim Uretimini artirdigl, ancak deneylerinde kopuk
problemi ciktigini beirtmislerdir. Antifoam konsantrasyonun artiriimasinin ise ¢dziinmis
oksijen konsantrasyonunu azalttigini bdlirttigi calismasinda bu problemden dolayr enzim
Uretiminin daha fazla artirllamadigini ifade etmistir.

Literatirde fakli mikroorganizma ve karbon kaynagi kullanilarak o-amilaz tretiminin
degisimi ve elde edilen enzimin Ozdlikleri hakkinda yapilan galismalarin bir kismi Tablo
5.3."de verilmistir.

Bu calismada Uretim maliyetinin distrilmesi amaciyla literatirde caligsiimamig dogal

bir substrat olan findik kiispesi kullanilarak o-amilaz Gretimi incelenmesi amaclanmistir.
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Mikro. Tari | Kullanilan C kaynagi Kullanilan N kaynagi | Referans
Bacillus Nisasta, dekstrin, glikojen, Sivastava
stearothermop | sellobioz, Maltoheksoz (NH4)HPO,4, NH4H,PO, !
: 1986
hilus Laktoz
fﬂ;ﬁ%ﬂ' L(er:\o s Nisasta, maltoz, dekstrin, Tripton, meat ekstrakt, | Melasnimie
rony pulluan yeast ekstrakt N.1987
ulfuricum
. . Babu and
Bacillus Bugday kepegi, hardal yagi
cogulans B49 | keki, tapyoka, misir kepegi (NH,):HPO, Slaéggnarayana
. ey Misir 1datma surubu,
Bacillus Nisasta(goztnebilen), B | veateks, Yeast ekstrakt, | Hamilton, vd.
.IMD 435 ’ » GIKOZ, | Baktopepton, soya 1999
fruktoz, Laktoz ;
fasulyesi
Glikoz, Sakaroz, Maltoz .
. A ' .| Tripton, Pepton, Y east
Bacillussp. | Rafinoz, Riring, Soyafasulyesi, | o ooy peef elestrakt, | Jin., vd .2000
JF. bugday, Misir, Dar1, Sipirge -
d Ure, (NH3)2&)4
arisi
Clogtridium | Patates unu, bugday unu, misir
thermohydros | unu, arpa unu, tapyoka NH,CI Ramesh ,2001
ulfuricum unu,c¢ozunebilir nisasta
T
Licheniformis ' e Ntrient broth, Hag, 2003
GCBU-8 atiklari, soya fasulyes atiklart,

piring kabuklari ve kepegi

Tablo 5.3. Farkli tirden mikroorganizma kullanarak degisik C ve N kaynaklariyla a-amilaz Uretimi
Uzerine yapilan calismalar.
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6. MATERYAL VE METOT

6.1. Mikroorganizma

Deneylerde NRRL kdiltur kolleksiyonundan temin edilen Bacillus amyloliquefaciens
NRRL B—645 turl bakteri kullanilmustir.

6.2. Bakteri Uretim Besiyerleri ve Kosullar

o-Amilaz Uretiminde kullanilan bakterilerin saklanmasi ve gelistirilmesi igin gerekli
olan besi yeri bilesimi Tablo 6.1.de verilmistir. Stok kdiltirler Tablo 6.1."de verilen kiltir
saklama besi yerine ekilerek inkiibasyon sonrasinda buzdolabinda (+4 °C) muhafaza edilmistir.
Kltarler 30 gunde bir yenilenmistir. Enzim Oretiminde kullanilan bakteriler iki asamada
ekilmistir, ilk olarak kiltir saklama ortamindan bakteri gelistirme ortamina ve daha sonra
bakteri gelisme ortamindan alinan mikroorganizmalar enzim tretim ortamina ekilmistir.

Hazirlanan besiyerlerinden 50 ml alinarak 250 ml’lik erlenlere konulmustur. Baslangic
pH'lart 1 N HCl ve 1 N NaOH kullanarak ayarlanmistir. Erlenlerin agzi pamuk ve sargi
bezinden yapilmis bir tipa, tipanin Gzeri de aliminyum folyo ile kaplanmistir. Bu sekilde

Tablo 6.1. Deneylerde kullanilan bakterinin saklanmasinda ve gelistirilmesinde kullanilan besiyeri.

L B.Amyloliquefaciens
s | (g hu5or)
(Yildiz,1993) Bakéeers'i;‘i'i's'm
Glikoz 4.0 10.0
Nisasta
Gliserin
Bakto Pepton 1
Y east ekstrakt 0.5 1
MgSO,.7H,0 0.5
NaCl 2.0
CaCl,.2H,0 0.1
KH,PO, 1
Et peptonu 8.0
Kazein peptonu 2.0
Agar-agar 18.0
MnS0O,.7H,0 0.01
FeSO, 7H,0 0.01
(NH,),SO, 5
Baslangi¢ pH’si 7.0 7.0
Karistirmahizi (rpm) 150
Ferm. ortam sic. (°C) 37
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hazirlanan besiyeri 121 °C’ de ve 1.2 bar basingta 20 dakika sire ile otoklavda (Prior Clave 129)
sterillenmistir. Sterillenen besi yerleri laminer flow’ da ortam sicakligina sogutulmustur. Egik
dantlarda (yatik agar) bulunan bakteri kiltirleri steril bir 6ze (loop) yardimiyla 50 ml bakteri
gelisme ortami iceren 250 ml’lik erlenlere asilanmistir. Erlenlere asilanan kultir 37 °C’de 150
dev./dk. calkalama hizina sahip orbital inkubatorlt calkalayicida (Selecta Rotabit) 18 saat sire

ile gelistirilmistir. Sterillenmis enzim Uretim besiyeri iceren erlenlere 0.5 ml bakteri gelisme
ortamindan astlanmistir.

/ Kultdr (Yatik agar)

l

=

Mikroorganizma

Gelisim Ortami

Enzim Uretim

Ortami

Sekil 6.1. Enzim Uretiminde takip edilen yol.
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6.3. Dogal Substrat iceren Fermantasyon Ortami

Bu calismada, Ordu Yag Sanayi A.S. Fabrikas’’ndan temin edilen findik kiispesi dogal
substrat olarak kullanilmigtir. Kullanilan dogal substrat 70 °C'de 24 saat Sireyle etiivde
kurutulmus ve kapall kaplarda muhafaza edilerek deneylerde kullanilmistir. Enzim Oretim
ortaminda mineral icerigi Tablo 6.2'de verilen musluk suyu kullanilmistir. 250 ml’lik erlenlere
50 ml enzim Uretim ortami konulmus, sterilizasyondan sonra 0.5 ml bakteri gelisme ortamindan

asllanmis ve 96 ile 120 saat siiresince inkibasyona tabi tutulmustur.

Findik, bol miktarda Uretildigi yillarda ve pazara arz edilecek kalitede olmadiginda, yagi
ekstrakte edilerek degerlendirilir. Genellikle ic findik kullanildigindan, kiispe proteince zengin
ve selllozca fakir sayilabilir. Findik kiispesi bilesimi Tablo 6.3. de verilmistir (Ergin vd., 2004).

6.4. Yapilan Analizler

6.4.1. Enzim aktivitesin dlgtlmesi

Bakteri kultUrlerinde o-amilaz aktivitesi tayininden Once, hicrelerin ve diger kati
kisimlarin ayrilmasi amacityla 5000 rpm'de 5 dakika fermantasyon ortami santrif(ijlendi
(Hettich Eba21) ve daha sonra kiltir sivisi kullanilarak enzim aktivitesinin tayini yapildi.
Deneylerde aktivite tayini icin Pfueller ve Elliotun (1969) dekstrinojenik yontemi kullanildr. o-
Amilaz aktivitesinin tayini dekstrinojenik yontem ile iyot’un nisastayla verdigi renk esasina
dayanilarak olculdld. Bu yonteme goére nisasta parcalandikca iyotla verdigi (mavi) renk
acllmaktadir.

Tablo 6.2. Dogal substratlarla yapilan deneylerde kullanilan muduk suyunun minera icerigi.

Mineraller ppm
Kalsiyum 67.9
Fosfor -
Potasyum 1.28
Klor 18
Magnezyum % 0.29
Kukdrt % 0.6
Sodyum 26.1
Demir -
Cinko 18
Mangan -
pH 6.94

Tablo 6.3. Findik kiispes bilesimi (Ergiin vd., 2004).

Kiispe Yapilan Analiz Sonuglari
P Kuru Madde | Ham Protein | Ham Yag | Ham Seliloz | Diger
Findik Kuspesi 95.54 22.43 7.79 7.95 57.37
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Nisasta o-amilaz tarafindan adim adim parcalandiginda, kisa zincirli dekstrinler Uretilir
ve renk mavi-mor-kirmizi-turuncu yolundan sartya doniisir. Iyot metodu kolayligl ve iyi sonug
vermesinden dolay! aktivite 6lgliminde kullanilmigtir.

Aktivite 6lciimlerinde, %3’ |tk 2.3 ml ¢ozindr nisasta, 1 ml 0.1 M CaCl,, 250 ml 0.1 M
potasyum fosfat tamponu (0.025 M NaCl iceren, pH=6.2), 200 ml distile su’ dan olusan karigim
substrat ¢ozdtisi olarak kullanilmigtir. Aktivite élciimlerinde, bir kontrol ve ¢ numune tipi
olmak Uzere toplam dort tip kullanilmigtir. TUplere 4.5 ml substrat ¢ozeltileri eklendikten sonra
37 °C’'de su banyosunda 5 dakika siireyle tutulmustur. Daha sonra numune tiplerine 0.5 ml
enzim ilave edilmis ve 37 °C'de 30 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonrasinda hem 6rnek tiplerine hem de kontrol tiplerine 1 M 0.9 ml HCI ¢ozeltis eklenerek
reaksiyon durdurulmustur. Kontrol tipune 0.5 ml enzim ¢oOzeltis konduktan sonra renk
olusumunu gézlemek icin 0.1 ml iyot ayiraci (% 0.3 1, % 3 KI) eklenmistir. 4 ml distile suyla
hacim tamamlandiktan sonra vorteks de karistirilarak absorbandarin okunmasina gecilmistir.
Ornekler ve kontrol tiipleri 9 ml distile su, 0.9 ml 1 N HCI ve 0.1 ml iyot ayiraci iceren kor
numuneye karsi 620 nm’ de spektrofotometre (Jenway-6105) yardimiyla 6l¢tlmistir. Kontrol
tUpUnin verdigi degerden, 6rnek tlpinin verdigi deger cikarilarak, aralarindaki fark yardimiyla
enzim aktivitesi International Unite (IU/ml) olarak hesaplanmistir. Bir tnite enzim, 37 °C’'de
yukarida tanimlanan deney kosullarinda 0.0284 optik densite (OD) azalmasina neden olan
enzim miktari olarak tamimlanmistir (Sarikaya, 1995). Yuksek enzim aktivitelerinde, uygun
oranlarda fosfat tamponuyla enzim c¢ozeltisi seyretilmis ve sonug seyrelme faktoriyle

carpilmustir.

IU:(

Kontrol — Numune) , (

reltmeQOrani
0.0284 Sy )
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7. SONUCLAR VE TARTISMA

Yapilan deneylerde findik kiispesi kati substrat olarak kullanilmig ve fermantasyon
ortamindaki enzim aktivitesiyle birlikte pH degerleride takip edilmistir.

Sadece musluk suyu ve findik kiispes kullanilarak fermantasyon ortaminda e de edilen
enzim aktivitesinin zamanla degisimi Sekil 7.1.’de verilmistir. Sekilden de goéruldigi gibi
fermantasyon ortaminda kati substrat ve musluk suyu kullanildiginda, ortamdaki enzim
aktivitesinin cok dusik degerlerde oldugu gorulmustir. KSF nunda ideal bir substrat,
mikroorganizmanin ihtiya¢ duydugu tim nitrientleri iceren maddelerdir. Ancak ¢ogu substratlar
optimum dretim igin gerekli olan konsantrasyonun altinda bilesen igerdiginden eklenmesi
gerekmektedir (Sodhi, 2005). Bu nedenle fermantasyon ortamina ¢esitli maddeler ilave edilerek

enzim dretiminin artirilmas amaclanmistir.

Aktivite (IU)

0 T T T T
0 24 48 72 96

Inkibasyon Siresi (saat)

Sekil 7.1. Findik kispesinin kullanildigl ortamda enzim aktivitesinin zamanla degisimi (¢10 g/l findik
kispesi, KH:150 rpm, pHy:7.0, T:37°C).

Enzim aktivitesinin disik olusu azot kaynaginin yetersiz olmasindan kaynaklandigi
dusUnulerek ortama azot kaynagl eklenmistir. Azot kaynagi olarak (2.5 g/l pepton + 1 g/l yeast
ekstrakt) kullanilmistir  (Tanyildizi, 2005). Bu fermantasyon ortaminda elde edilen enzim
aktivitelerinin zamanla degisimi Sekil 7.2.de verilmistir. Sekilden de gorildigl gibi enzim

Uretiminde 6nemli miktarda bir artis gbzlenmistir.



g

Aktivite (IU)
58 8 8 8

6 T T T T
0 24 48 72 9%

Inkibasyon Sires (saat)

Sekil 7.2. Findik kiispesine azot ilavesinin enzim aktivites Uzerine etkisi (10 g/l findik kiispesi, o 10 ¢/l
findik kiispesi, 2.5 g/l pepton + 1 g/l yeast ekstrakt, KH:150 rpm, T:37°C, pH,:7.0).
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7.1. Azot Kaynaklarinin Etkisi

Yapilan ¢alismalarda C/N oranin a-amilaz tretiminde dnemli oldugu bildirilmektedir ve

C/N orani optimum oldugunda, o-amilaz Uretiminin  maksimum degere ulasacagi
belirtilmektedir (Farez vd., 1992; Ulger vd., 1992). Azot kaynaklarinin enzim Uretimine etkisini
gbrmek icin pepton, yeast ekstrakt, amonyum stilfat ve sodyum nitrat kullaniimistir.10 g/l findik
kispes iceren ortama alti farkli konsantrasyonlarda (1, 2.5, 5, 7.5, 10, 20 g¢/l) pepton ilave
edilerek yapilan deney sonuclari Sekil 7.3."de verilmistir. Sekilden de goruldigu gibi 5 g/l'ye
kadar pepton ilavesi ile enzim aktivitesi artarken, daha yiksek pepton konsantrasyonlarinda
enzim aktivitesi dismistir. DUsik pepton konsantrasyonlarinda azot kaynaginin yetersiz olmasi
enzim aktivitesini distrmistir. Yiksek pepton konsantrasyonunda enzim Oretimininin
bastinldigi gézlenmistir. Maksimum enzim dretimi (2063 1U) 5 g/l pepton kullanilan ortamda
elde edilmistir ve azot kaynaklarinin enzim Uretimine etkisi arastirildiktan sonra yapilan

deneylerde pepton konsantrasyonu 5 g/l olarak alinmistir.

2500

2000 -

1500 ~

Aktivite (UI)
:

0 24 48 72 %
Inkibasyon Siresi (saat)

Sekil 7.3. Pepton konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkis (+ 0g/l, o 1 g/l, 0 2549/, A 59/, ¢ 7.5
g/l, = 10 g/l, x 20 g/l pepton, 10 g/l FK, KH:150 rpm, T:37°C, pHy:7.0).
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10 g/l findik kiispesi iceren fermantasyon ortamina, alti farkli konsantrasyonda (1, 2.5,
5, 10, 15, 20 g/l) yeast ekstrakt eklenerek yapilan deney sonuclari Sekil 7.4."de verilmistir.
Duslk yeast ekstrakt iceren fermantasyon ortaminda yapilan deneyde enzim Uretiminin disik
oldugu, yeast ekstrakt konsantrasyonunun artmasiyla enzim Uretimindeki artisin 2,5 g/l yeast
ekstrakt konsantrasyonuna kadar surdigl  gorUlmistir. Literatirde, ortamda yeterli
konsantrasyonlarda azot kaynagi olmamasi halinde enzim Uretiminin disik olacagl, bununla
birlikte yiksek azot konsantrasyonlarinda ise enzim Uretiminin inhibisyonuna neden olabilecegi
beirtilmektedir (Hamilton vd, 1999). Maksimum enzim Uretimi (1201 1U) 2,5 g/l yeast ekstrakt
iceren fermantasyon ortaminda elde edilmistir. 20 g/l yeast ekstrakt iceren ortamda yapilan
deneyde enzim Uretiminin azaldigl gbzlenmistir. Azot kaynagi olarak yeast ektrakt ve peptonu
mukayese edersek, maksimum enzim Uretimi agisindan peptonun daha kullanigl oldugu Sekil
7.3. ve Sekil 7.4.de gorilmektedir. Azot kaynaklarinin enzim Uretimine etkisi arastirildiktan
sonra yapilan deneylerde ortama azot kaynagi olarak 2,5 g/l yeast ekstrakt ilave edilmistir.

1500

1250 ~

:

Aktivite (IU)
g

0 24 48 72 %
Inkibasyon Sires (saat)

Sekil 7.4. Yeast ekstrakt konsantrasyonunun enzim aktivitesineetkis (+0g/l, 01 d/l, 259/, A54d/l,
¢ 109/, #1549/, x 209/l YE, 10 g/l FK, KH:150 rpm, T:37°C, pH,:7.0).
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10 g/l findik kiispesi iceren fermantasyon ortamina inorganik azot kaynaklarinin etkisini
incelemek amaciyla, dort farkli konsantrasyonda (2.5, 5, 7.5, 10 g/l) (NH,),SO, eklenerek
yapilan deney sonuglari Sekil 7.5.de verilmistir. DUsuk (NH,4).SO, iceren fermantasyon
ortaminda yapilan deneyde enzim uUretiminin dustk oldugu, (NH4).SO, konsantrasyonunun
artmasiyla enzim Uretimindeki artisin surdig ve 10 g/l (NH4).SO, konsantrasyonunda
maksimum (2039 [U) oldugu gorilmistir. Organik azot kaynaklariyla kiyaslandiginda peptonla
esdeger, yeast ekstrakt’ a nazaran da daha fazla enzim aktivitesinin oldugu gorilmektedir. Ancak
organik azot kaynaklarinin ( yeast ekstrakt, pepton, beef ekstrakt, misir islatma surubu gibi.)
bakteriyel suglarda maksimum enzim Oretimi sagladigi yapilan bircok calismada ifade
edilmektedir (Jin vd.,, 1990; Cheng vd., 1989). Azot kaynagl olarak (NH.).SO, kullanildigi
ortamda, pepton kullanilan ortamda elde edilen aktivite degerlerinin birbirine yakin olusu her
bir susun farkli azot kaynaklarinda farkli enzim dretim kapasitesine sahip oldugu bilgisini

guclendirmektedir (Tanyildizi, 2005).

g

Akiivite (1U)
5 8§ 8 8

6 T T T T
0 24 48 72 96

Inkibasyon Sires (saat)

Sekil 7.5. (NH,4).SO, konsantrasyonunun enzim aktivitesineetkisi (+ 0g/l, 0 25g/l, A59g/l, ¢ 7.54d/, *
10 g/l (NH4)>S04, 10 ¢/l FK, KH:150 rpm, T:37°C, pHy:7.0).

48



10 g/l findik kiispesi iceren fermantasyon ortamina, iki farkli konsantrasyonda (2.5, 5
g/l) NaNO; eklenerek yapilan deney sonuclari Sekil 7.6.da verilmistir. Distik NaNOs iceren
fermantasyon ortaminda yapilan deneyde enzim dretiminin  yiksek oldugu, NaNOs;
konsantrasyonunun artmasiyla enzim tretiminin distigi goéralmuastar. Yiksek enzim Oretimi
2.5 g/l NaNO; iceren fermantasyon ortaminda € de edilmistir. Denenen diger azot kaynaklariyla
(pepton, (2063 1U), yeast ekstrakt, (1201 1U), (NH,)>SO4, (2039 1U)) kiyaslandiginda NaNO;
kullanilan ortamda ¢ok daha disiik (704 1U) enzim aktivitesinin oldugu goril mektedir.

1000

Aktivite (IU)
s 8

:

6 T T T T
0 24 48 72 96

Inkibasyon Sires (saat)

Sekil 7.6. NaNO; konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkis (+ 0 g/l, o 2.5g/l, A5 g/l NaNO;, 10 ¢/l
FK, KH:150 rpm, T:37°C, pHy:7.0).
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7.2. (NH4),SO, Konsantrasyonunun Etkisi

10 g/l findik kispesi, 5 g/l pepton ve 2.5 g/l Y.E. iceren fermantasyon ortamina, bes
farkl konsantrasyonda (1, 2.5, 5, 7.5, 10 g/l) (NH,4),SO, eklenerek yapilan deney sonuclari Sekil
7.7.de verilmistir. Daha 6nce 10 g/l findik kispesi iceren ortamda farkli konsantrasyonlarda
denenen (NH,).SO4 In yine enzim aktivitesini konsantrasyondaki artigla birlikte arttirdigi
gordlmustdr. Ancak maksimum enzim Uretimindeki (3437 1U) (NH4).SO, degerinin 5 g/l
oldugu belirlenmistir. Bu farkliligin nedeni olarak mikroorganizmanin ihtiya¢ duydugu azotun
buylk kisminin organik azot kaynaklari tarafindan karsilandigi sonucuna varilabilir. Bundan

sonra yapilan deneylerde 5 g/l (NH,),SO, ortama ilave edilerek deneyler stirdirilmistur.

3750

Aktivite (IU)

6 T T T T
0 24 48 72 96

Inkibasyon Sires (saat)

Sekil 7.7. (NH4).SO, konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkis (+ 0g/l, 0 1 g/l, o 2549/, A5d/, ¢
7.5/, # 10 g/l (NH,),S0,, 5 ¢/l Pepton, 2.5 g/l YE, 10 ¢/l FK, KH:150 rpm, T:37°C, pH,:7.0).
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7.3. Findik Kispesi Konsantrasyonunun Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda (5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 g¢/l) findik kiispesinin enzim
Uretimine etkisinin incelendigi deney sonuglari Sekil 7.8."de verilmistir. Ortamin nem igeriginin
de degistigi bu deneylerde, diisiik substrat konsantrasyonlarinda enzim Uretiminin disik oldugu
gorulmistur. Kati substrat fermantasyonunda ortamin nem icgerigi kritik éneme sahip oldugu
bilinmektedir. Enzimin biyosentezi ve salgilanmasi kati haldeki substratin nemle etkilesimiyle
iligkilendirilebilir. Yiksek nem icerigi substratin gozeneklerini tikar, yapiskanlik 6zelligini
artirir, gaz hacmini azaltir, difiizyonu distrir ve oksijen limitasyonuyla sonuclanabilirken,
dusik nem icerigi kati haldeki nutriyentlerin ortama gegebilmesi icin yeterli olmayabilir (Ellaiah
vd., 2002; Sodhi, 2005). 20, 30 ve 40 g/l findik kiispesi iceren ortamlardaki enzim aktivites
sirastyla 4531 1U, 4400 1U ve 4183 IU olarak elde edilmistir. Maksimum enzim aktivitesine 20
g/l findik kiispesi konsantrasyonundaki ortamda ulagilmasi nedeniyle ¢calismanin geriye kalan
kisminda bu konsantrasyon degerinde calisilmistir.

Aktivite (IU)

6 T T T T T
0 24 48 2 %6 120

Inibasyon Siresi (saat)

Sekil 7.8. Findik kiispesi konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkis (+ 5g/l, 010 g/l, o0 15g/l, A 20

g/l, ¢ 30 g/, * 40 gll, x 50 g/l FK, 5 g/l Pepton, 2.5 ¢/l YE, 5 g/l (NH4),SOs, KH:150 rpm, T:37°C,
pHy:7.0).
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7.4. Fosfat Konsantrasyonunun Etkisi

LiteratUrde fosfatin o-amilaz Uretimi igin etkin bir promotor oldugu belirtilmektedir. o-
Amilaz Gretimi icin optimum fosfat konsantrasyonu Fukomoto ve arkadaglari tarafindan 0.1 M
olarak bulunmustur. Bu konsantrasyon mikroorganizmanin gelismek icin ihtiyag duydugu
degerin cok Uzerindedir (Fukomoto vd., 1958). Mikroorganizmalarin gelisebilmesi ve enzim
Uretebilmesi  icin ihtiyag duydugu elementlerden biri olan fosfatin, dort farkli
konsantrasyonlarinin (0.5, 1, 2, 3 g/l) enzim Uretimi Uzerine etkisinin incelendigi deney
sonuclart Sekil 7.9."de verilmistir. KH,PO,4 in tiim konsantrasyonlarinda kullanilmasiyla enzim
aktivitesinde azda olsa bir azalmanin oldugu gérilmektedir. Buda ortamda fazla miktarda
bulunan fosfatin ortam bilesenleri veya Urtnlerle kompleks olusturmasindan kaynaklanabilir

(Yagiz, 2000; Pekin, 1980).

Akiivite (1U)
s 8 8 8 &

0 24 48 72 %
Inkibasyon Sires (saat)

Sekil 7.9. KH,PO, konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkis (+ 0g/l, 0 0.59g/l, o 1d/l, A 29/, ¢ 3
o/l KH,PO,, 5 g/l Pepton, 2.5 g/l YE, 5 g/l (NH,)SO,, 20 g/l FK, KH:150 rpm, T:37°C, pHy:7.0).
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7.5. MgSO,.7H,0 Konsantrasyonunun Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda kullanilan (0, 0.5, 1, 2, 4 g/l) magnezyum silfatin enzim
Uretimine etkisinin incelendigi deney sonuclari Sekil 7.10."da verilmistir. Sekilden de goraldigi
gibi MgSO,.7H,O’ In enzim Uretimi Uzerine pozitif bir etkisi gordlmemistir. MgSO,.7H,0’In
yiksek konsantrasyonlarda kullanilmasi halinde enzim dretimini azalttigi gorilmektedir.
Kullanilan ortamda MgSO,.7H,O'In pozitif bir etkisinin olmamasi mikroorganizmanin
gelismek ve enzim dretebilmek icin ihtiyac duydugu elementleri kullanilan musluk suyundan
(Tablo 6.2., %0.29) ve dogal substrat kaynagindan karsiladigl diistinilmektedir.

Aktivite (IU)

0 24 48 72 96
Inkibasyon Sires (saat)
Sekil 7.10. MgS0O,.7H,0 konsantrasyonunun enzim aktivitesineetkis (+ 0g/l, 0 0.5g/l, o1 g/, A 249/,
¢ 4 g/l MgS0,.7H,0, 5 g/l Pepton, 2.5 g/l YE, 5 g/l (NH,)SO,, 20 g/l FK, KH:150 rpm, T:37°C,
pHy:7.0).

7.6. CaCl, Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim stabilizasyonu ve proteolitik etkilere karsi korunmasi icin mutlaka ortamda etkili

metal iyonlarinin bulunmasi gerekmektedir (Manning and Campel, 1961). Bir metalo enzim olan
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o-amilaz, aktivite gosterebilmesi icin ortamda 6zellikle kalsiyum iyonuna ihtiyag duymaktadir
(Fogarty,1983). Farkli kaynaklardan saflastirilan o-amilazlarin mol basina 1 mol kalsiyum iyonu
bagladiklari belirtilmektedir (Fischer, 1961). Bu bilgilerden hareketle, CaCl, konsantrasyonunun
enzim Uretimi Uzerine etkisini belirlemek amaciyla, farkli konsantrasyonlarda (0, 0.5, 1, 2, 4 g/l)
CaCl, enzim Uretim ortaminailave edilmis ve deney sonuclari Sekil 7.11." de verilmistir. Ancak
findik kispesi kullanilan deney ortamina eklenen CaCl, nin enzim Uretimi Uzerine negatif bir
etkisinin oldugu goérulmektedir. Buradan, dogal substratin yapisinda mevcut olan elementlerin
ve musluk suyundaki iyon miktarinin (Ca=67.9 ppm, Cl,=18 ppm) mikroorganizmanin ihtiyag
duydugu degeri karsiladigi ve bu elementlerin fazla miktarlarda ortamda bulunmasi halinde
enzim Uretiminin disecegi sonucuna varilabilir. Findik kiispesinin ve musluk suyunun Ek 1.’ de
verilen spesifikasyonlari mikroorganizmanin ihtiya¢c duydugu CaCl, nin buydk bir kisminin
musluk suyundan da karsiladigini gostermektedir.

Akiivite (1U)

6 T T T T T
0 24 48 2 %6 120

Inkibasyon Sires (saat)

Sekil 7.11. CaCl, konsantrasyonunun enzim aktivitesineetkis (+ 0g/l, 00.5g/l,c1g/l, A 2g/l, ¢ 49/l
CaCl,, 5 g/l Pepton, 2.5 ¢/l YE, 5 ¢/l (NH4)SO,, 20 g/l FK, KH:150 rpm, T:37°C, pH,:7.0).



7.7. NaCl Konsantrasyonunun Etkisi

Ortamin iyonik gicini dengelemesi acisindan Onemli olan NaCl'in etkisinin
arastinldigl bu deneyde, dort farkli konsantrasyonda (0.5, 1, 2, 4 ¢/l) deneyler yapilmis ve deney
sonuclart Sekil 7.12."de verilmistir. Findik kiispesi kullanilarak gerceklestirilen kati substrat
fermantasyonunda ortama eklenen sodyum iyonlarinin enzim Uretimi Gzerine bir etkisinin
olmadigi gordlmektedir. Findik kispesinin ve musuk suyunun Ek 1.’de verilen
spesifikasyonlari mikroorganizmanin ihtiyag duydugu Na'* iyonunun biyik bir kisminin musluk
suyundan (26.1 ppm) karsilandigini gostermektedir. Ortam maliyetinin disirme agisindan
musluk suyu kullaniminin avantaj saglayacagi gérulmektedir.

Aktivite (V)
s 8 8 8 8

0 24 48 72 %
Inkibasyon Sires (saat)

Sekil 7.12. Na" konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkis (+ 0g/l, 0 0.5g/l, o1 g/l, A 29/, © 4g/
Na", 5 g/l Pepton, 2.5 g/l YE, 5 g/l (NH,)SO,, 20 g/l FK, KH:150 rpm, T:37°C, pHy:7.0).

7.8. EDTA Konsantrasyonunun Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda kullanilan (0, 0.5, 1, 2 g/l) EDTA’nin enzim Uretimi (zerine

etkisinin arastirlldigl deney sonuclari Sekil 7.13."de verilmistir. Yapilan ¢calismalarda ortamda
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bulunan EDTA’nin, subtrat binyesinde bulunan metal iyonlarini ve ortamda bulunan diger
metal iyonlarini bagladigi boylelikle enzim aktivitesini dusUrdigi belirtilmektedir (Gulstin,
1994). Sekil 7.13'den de gordldigi gibi fermantasyon ortaminda EDTA'nin  disuk
konsantrasyonlarda ilavesiyle etkilenmedigi, yiksek EDTA konsantrasyonlarina cikildiginda
aktivitede bir azalma oldugu net bir sekilde gorilmektedir. Bunun nedeni olarak EDTA’ nin
ortamda bulunan ve mikroorganizmanin ihtiyag duydugu metal iyonlariyla kompleks

olusturarak enzim Uretimini azalttigl sdylenebilir.

Akiivite (1U)
s 8 8 8 &

6 T T T T
0 24 48 72 96

Inkibasyon Siresi (saat)

Sekil 7.13. EDTA konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkis (+ 0g/l, 0 0.50/l, o1 g/l, A 2g/l EDTA,
5 g/l Pepton, 2.5 g/l YE, 5 g/l (NH,)SO,, 20 g/l FK, KH:150 rpm, T:37°C, pHy:7.0).

7.9. Ekim Konsantrasyonunun Etkisi

Farkli ekim konsantrasyonlarinda (0.1, 0.25, 0.5, 1, 2 ml/50 ml) yapilan deney sonuglari
Sekil 7.14.de verilmistir. Ekim konsantrasyonunun blydkliglu baglangic lag fazinin
kontroltinde etkilidir. Distk ekim konsantrasyonlarinda lag fazin uzun oldugu, halbuki yiksek
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ekim konsantrasyonlarinda ise nem igeriginin artmasiyla yine lag fazin onemli miktarda
uzayacag! belirtilmektedir (Krishna vd., 1996). Yapilan deneyler neticesinde lag fazinin oldukca
uzun oldugu ve ekim konsantrasyonunun bu evreyi azaltmada pozitif bir etkiye sahip olmadigi
beirlenmistir. Dogal ortamlarda enzim dretimi diger ortamlara nazaran daha yavas
gerceklesmektedir (Tanyildizi, 2005). Mikroorganizmanin besiyerinde bulunan glikoz, nisasta
gibi nitrientleri dogal substratlara gére daha hizli metabolize etmesi sonucu bu beklenen bir
sonuctur. Kati substratin ortama gegmesi, bu substratlari mikroorganizmanin kullanacak forma
getirmesi gibi ara kademeler sonucu ortamdaki enzim aktivitesi daha gec belirlenebilmistir.
Sekil 7.14."den de gorildigl Gzere, ekim konsantrasyonunun enzim Uretimi Uzerine bir etkisi

gorulmemistir.

Akiivite (1U)

6 T T T T
0 24 48 2 96

Inkibasyon Sires (saat)

Sekil 7.14. Ekim konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi (+ 0.1 ml/50 ml, o 0.25 mI/50 ml, o 0.5

mi/50 ml, A 1 ml/50 ml, & 2 ml/50 ml, 5 g/l Pepton, 2.5 g/l YE, 5 g/l (NH4)SO,, 20 g/l FK, KH:150
rpm, T:37°C, pHy:7.0).
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7.10. Baslangi¢ pH’sinin Etkisi

Farkli baglangic pH’larinda (5, 6, 6.5, 7, 8) yapilan deney sonuclari Sekil 7.15.'de
verilmistir. Baslangic pH’sinin degismesiyle enzim dretiminde bir degisiklik gozlenmemistir.
Ortam pH’sinin kisa siire sonra tiim deneylerde ayni noktaya geldigi gorulmistir. pH’daki bu
degisim baglangictan itibaren dogal substratin binyesinde bulunan protenlerin ortama
salgilanmasiyla ve daha sonraki pH artisi ise mikroorganizmanin protein dretimi ile
aciklanabilir (Tanyildizi, 2005). Enzim Uretiminin maksimum oldugu zaman dilimlerinde ortam

pH’ sininda yaklasik olarak ayni ve paralel bir trend izledigi gorulmektedir.

Aktivite (IU)

65 E
6 @
55

5 T T T T
0 24 48 2 96

Inkibasyon Sires (saat)
Sekil 7.15. Baglangi¢ pH’sinin enzim aktivitesine etkisi (+ 5,06, 0 6.5, A 7, ¢ 8,5 g/l Pepton, 2.5 g/l
YE, 5 g/l (NH4)SO4, 20 g/l FK, KH:150 rpm, T:37°C, pH,,:7.0).
7.11. Fermantasyon Sicakliginin Etkisi

Ortam sicakliginin enzim Uretimi Gzerine etkisinin incelendigi deney sonuclari Sekil
7.16."da verilmistir. Bu amacla beg farkli ortam sicakliginda (30, 33, 37, 40, 45 °C) deneyler

yapiimistir. KSF'unda sicaklik kontrolinin ¢ok ©Onemli oldugu ve mikroorganizmanin
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gelisebilmesi, enzim yada metabolitleri Uretebilmesinin ortam sicakligiyla yakindan iliskili
oldugu belirtilmektedir (Sodhi vd., 2005). Genellikle kati substrat fermantasyonunda ortam
sicakligl 25-32 °C araliginda degismektedir ve mikroorganizmanin blydme kinetigine
bakildiginda sicakliga bagli olarak bu sicaklik araliklarinda kararli kaldigi belirtilmektedir
(Krishna vd., 1996). 30, 33 ve 37 °C’'de yapilan deneylerde elde edilen maksimum enzim
aktiviteleri oldukga yakin olmalarina ragmen maksimum enzim Uretimi 33 °C’'de yapilan
deneylerde elde edilmistir ve bu sicaklik literatirde bdlirtilen sicaklik degerlerine oldukca
yakindir. Ortam sicakliginin 37 °C’den 33 °C’ye dusurulmesiyle maksimum enzim tretiminde
bir artis gozlenmistir. Sicakligin 37 °C’'den 45 °C ye cikarilmasiyla da enzim Uretiminde
yaklasik olarak % 93'lik bir azalmanin oldugu gdzlenmistir. Ayrica fermantasyon
sicakligindaki bu azalma ortamin buharlasma hizint disirmesi agisindan da avantg)

saglamaktadir.

Aktivite (IU)
s 8 8 8 &

0 24 48 72 %
Inkibasyon Sires (saat)

Sekil 7.16. Farkli ortam sicakliklarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi (+ 30 °C, 0 33 °C, o 37 °C,
A 40°C, ¢ 45°C, 5/l Pepton, 2.5 ¢/l YE, 5 ¢/l (NH4)SO4, 20 ¢/l FK, KH:150 rpm, pHy:7.0).
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7.12. Calkalama Hizinin Etkisi

Enzim dretimi Uzerine ortam bilesenlerinin yaninda ortam sartlarinin da etkin oldugu
bilinmektedir. Sentetik ortama gére, dogal substratlarin kullanildigi ortamlarda oksijen
transferinin daha yavas oldugu bilinmektedir. Oksijen transferini 6nemli oranda etkileyen
calkalama hizinin incelendigi deney sonuclari Sekil 7.17.de verilmistir. 100 ve 200 rpm de
yapilan deney sonucunda enzim dretiminin azaldigi bdirlenmistir. Bu sonug, derin
fermantasyona gore daha viskoz olan kati substratin kullanildigi ortamda disik karistirma
hizinda oksijen transferi sinirlanmakta, yiksek karistirma hizlarinda ise mikroorganizmanin
gelismesi olumsuz yonde etkilenmektedir. Distk karistirma hizinda incelenen deneyde pH
degerindeki degisimin daha yavas olmasi, fermantasyonun oksijen sinirlandirmasindan ve/veya
kati substrata bagli nutriyentlerin ortama yeterince gegememesinden kaynaklanabilecegini
gostermektedir. Maksimum enzim Uretiminin 150 rpm karistirma hizinda yapilan deneyde elde
edilmistir.

—o
—£

Aktivite (IU)
s 88 8 ¢

0 2‘4 4‘8 7‘2 9;6
Inkibasyon Sires (saat)

Sekil 7.17. Calkalama hizinin enzim aktivites Uzerine etkis (A 100 rpm, o 150 rpm, o 200 rpm, 5 g/l
Pepton, 2.5 g/l YE, 5 ¢/l (NH4)SO,, 20 g/l FK, T:33°C rpm, pH,:7.0)
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Tablo 7.1. Yapilan deneylerde elde edilen sonuglarin ve optimum ortamin gosterimi (KH:150 rpm,
pHy:7.0, T:33°C).

Diger Maksimum
. Substrat Konsantrasyonlar Enzim
Bilesenler Aktivitesi (1U)
1(g/l) 1070
2.5(%) 1585
5 2063
Pepton 75 (g) 1975
10 (¢/l) 1937
20 (g/l) 1239
1(g/l) 824
) . 2.5(%) 1201
= 5 1127
u&g % Y east Ekstrakt 10 (g) 1067
% X 15 (g/l) 930
X e 20 (g/l) 863
s | & =
% S’ (NH)SOx 7.5(g/) 1901
X 10 (g/l) 2039
2.5 (g/l) 704
NaNOs 5 (g/) 504
5 (g/l) + 2.5 (g/l) + 0 (g/l) 2437
5(g/l) + 2.5 (g/l) + 1 (g/l) 2710
Pepton + Y.E. + (NH.)SO, | 5 (g/l) + 25 (g/l) + 2.5 (g/l) 2871
5 (g/l) + 2.5 (g/l) + 5 (g/l) 3437
5 (gl) + 2.5 (g/l) + 7.5 (g/l) 3427
o & ° g 10 (g1 3437
§ o ELU; = o 15 (g/l) 3584
= ~=Z Findik Kspes 20 (g/l) 4531
5 225 30 (g) 4400
X <= 40 (g/l) 4183
o 0 (g/) 4531
LY KH,PO, 0.5 (g/l) 4419
= > L 1(g/l) 4411
= ) 0 (g/) 4531
i 25 MgS0,.7H,0 0.5 (g/l) 4499
c n N
£ Qs 1(g/l) 4486
£ = 8\ 0 (g/) 4531
2 S CaCl,.2H,0 0.5 (g/l) 4066
el 2= 1(gl) 3984
53 NaCl oos(gll) ie7
N 5(g/l) 4527
1(g/l) 4510
c Findik K iispesi 20 (9/l)
2§ Pepton S(a) 4531
B 5 Y east Ekgtrakt 25(9/) ===
(NH,),S0, S (a9
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8. GENEL SONUCLAR VE ONERILER

Bacillus amyloliquefaciens ile a-amilaz Uretiminin kat1 substrat fermantasyonu
ileincelendigi bu ¢alismada asagidaki genel sonuclar elde edilmistir.

1. Karbon kaynagi olarak findik kiispesinin kullaniimasinin mikroorganizmanin

enzim Uretebilmesi icin yeterli oldugu belirlenmistir.

2. Organik ve inorganik azot kaynaklarinin enzim Udretimini  artirdigl
belirlenmistir.

3.  Enzim uretiminde Ca™ iyonunun 6nemli bir rolii olmasina ragmen yapilan
calismada pozitif bir etkiye sahip olmadigi belirlenmistir.

4. Yapllan calismada, literatirde o-amilaz Uretiminde 6nemli rol oynadigl
belirtilen KH,PO4, MgS0,4.7H,0O, NaCl gibi bilesiklerin enzim Gretimini
artirmadigl belirlenmistir. Bu bilesenlerin 6nemli bir etkiye sahip olmamasi,
kullanilan dogal substratin biinyesinde bulunmasiyla agiklanabilir ve bu
maddelere ihtiyag duyulmamasi ortam maliyetini azaltmak yoninden

onemlidir.

5. Ortamda ilave azot kaynaklarinin bulunmadigl deneyde, enzim dretiminin
oldukca distik oldugu ve mikrorganizmanin da enzim Uretebilmesi icin ilave
azot kaynaklarina ihtiyag duydugu belirlenmistir. Bu baglamda ortama ilave
edilen pepton (5 g/l), yeast ekstrakt (2,5 g/l), (NH4)>SO, (5 g¢/l) gibi azot
kaynaklariyla maksimum enzim aktivitesine ulasiimis ve yaklasik 18 kathk bir
artis degeri gozlenmistir.

6. Fermantasyon sicakliginin enzim uUretimi Gzerinde onemli bir etkiye sahip

oldugu ve sicaklik degerlerinde kicik degisikliklerin enzim Uretimini blyik
Olctde etkiledigi belirlenmistir.
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Findik kispesinin  endistriyel a-amilaz Uretiminde etkin bir sekilde

kullanilabilecegi sonucuna variimistir.

Fermantasyon siresinin, literatiirdeki sentetik ortamlarda yapilan ¢alismalarla
kiyaslandiginda daha uzun oldugu goraimistir. Bunun nedeni olarak
mikroorganizmanin ihtiya¢ duydugu oksijenin ve niitrientlerin ortama gegisinin

sentetik ortamlara nazaran daha yavas olmasi gosterilebilir.

Oneriler ise asagidaki sekilde siralanabilir:

Dogal ortamda incelenen a-amilaz Uretimi  karistirmall  fermantdrlerde
incelenebilir. Asirt kopuk olusumundan dolayr bu calisma karistirmali
fermantorde yapilamamistir. Farkli fermantor tipleri kullanilmak suretiyle

enzim Uretimi arttirilirken stireyi kisaltmak mimktn olabilir.

Daha sonraki calismalarda Uretilen enzimin saflastirilmasi ve karakterizasyonu

yapilabilir.
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10. EKLER

Ek.1.

Tablo E1.1. Findik kiispesi bilesimi (Ergiin vd., 2004).

Kuspe

Yapilan Analiz Sonuglari

Kuru Madde

Ham Protein

Ham Yag

Ham Seliloz

Diger

Findik Kispesi

95.54

22.43

7.79

7.95

57.37

Tablo E1.2. Dogal substratlarla yapilan deneylerde kullanilan musluk suyunun mineral icerigi

Mineraller ppm
Kalsiyum 67.9
Fosfor -
Potasyum 1.28
Klor 18
Magnezyum % 0.29
Kukdrt % 0.6
Sodyum 26.1
Demir -
Cinko 18
Mangan -
pH 6.94

Tablo E1.3. %5'lik nisasta ¢bzeltisinin dalga boyu taramasi.

Dalga Boyu(nm)

530 | 540 | 550

560

570

580 | 590

600

610 | 620

630

640

Absorbans

06 | 0.64 | 0.68

0.70

0.72

0.74 | 0.74

0.75

0.72 | 0.7

0.67

0.64

Absorbans

520

540 560 580 600

620

Dalgaboyu (nm)

640

Sekil.E1.1. Dalgaboyunun degismesiyle nisasta ¢ozeltisinin absorbans degerleri.
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Tablo E1.4. Nisasta ¢ozeltisinin kalibrasyon verileri.

Nisasta (g/1) 05 1 25 5 75 10 125 |15
Abs. (600nm) 0.125 | 0135 | 0321 | 0.715 | 0955 |14 17 2
2,
15 -
[0}
8
2
g 17
QO
<

y =0,1332x+ 0,0199

05 R’ = 09971

0 T T T T T T T T
0 2 4 6 8§ 10 12 14 16

Nisasta konsantrasyonu (g/1)

Sekil.E1.2. 600 nm’ de nisasta kalibrasyon grafigi.

Fosfat Tamponu: 0.1 M KH,PO, den 868.4 ml, 0.1 M K;HPO, den 131.6 ml alinip icerisinde

0.025 N NaCl konularak hazirlanmigtir (pH=6.2).
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