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ONSOZ

Canlilar i¢in olduk¢a Onemli metabolik gorevleri olan enzimler, biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalize eden protein yapisinda molekiillerdir ve ¢esitli amaglarla kullanilmak
tizere giindelik ve ekonomik hayata girmistir. Enzim teknolojisinin giderek gelismesi,
enzimlerin kullanim alanlarmin cesitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi
nedeniyle biyoteknolojinin endiistriyel enzimler ile ilgili alaninda yapilan cesitli
arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir.

“Bacillus amyloliquefaciens’den Soya Kiispesi Kullanilarak o-Amilaz Uretiminin
Incelenmesi” konulu FUBAP projesinde, tarimsal yan iiriin olan soya kiispesinin
giinimiizde endiistriyel alanlarda kullanilan a-amilaz {iretimi i¢in besi ortami olarak
degerlendirilebilirligi incelendi.

Calismam siiresince, engin tecriibesi ve yapmis oldugu degerlendirmeler ile bana yol
gosteren, yiiksek lisans egitimime basladigim andan itibaren yardimlarin1 benden
esirgemeyen ve her asamada beni destekleyen tez danismanim Saym Hocam Prof. Dr.
Dursun OZER e,

Calismam sirasinda hicbir yardimdan kaginmayan ve bu tezin ortaya c¢ikmasinda
biiyiik katkilar1 olan Sayin Hocalarim Yrd. Dog¢. Dr. Muhammet Saban TANYILDIZI na
ve Ars. Gor. Veyis SELEN’e,

Ayrica maddi ve manevi desteklerini benden esirgemeden, hayatimm her aninda
yanimda olan sevgili aileme,

Calismamin yiiriitiilmesinde maddi destek saglayan FUBAP’a ve saglanan uygun
calisma kosullar1 nedeniyle Kimya Miihendisligi Béliimiine,

Sonsuz saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Ali YARAS
ELAZIG-2011
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OZET

Bu ¢alismada Bacillus amyloliquefaciens NRRL B-645 ile soya kiispesinden a-
amilaz {retimi i¢in gerekli olan proses sartlar1 ve ortam parametrelerinin etkisi
incelenmistir. Calismada ilk olarak a-amilaz iiretimi {izerine soya kiispesinin yani sira
bugday kepegi, misir proteini, findik kiispesi, peynir alt1 suyu gibi ilave karbon
kaynaklarinin etkisi incelenmistir. Daha sonra a-amilaz {retimi {lizerine organik ve
inorganik azot kaynaklari, NaCl, ekim konsantrasyonu, sicaklik, karistrma hizi ve
baslangic pH’s1 gibi parametrelerin etkisi arastirilmistir.

I[lave karbon kaynagi olarak kullamlan bugday kepegi, musir proteini, findik
kiispesi, peynir alt1 suyu gibi dogal substratlarin enzim tiretiminde pozitif yonde bir etkiye
sahip olduklar1 goriilmiistiir. Ure, NHs;NO3; ve NaNO; gibi azot kaynaklarmin enzim
iretimi tizerinde negatif bir etkiye sahip oldugu ve aktiviteyi diisiirdiigii belirlenmistir.
Ortam bilesiminin yani sira sicaklik ve karistirma hizi gibi fiziksel parametrelerin de enzim
aktivitesi lizerinde etkili oldugu sonucuna varilmstir.

Yapilan optimizasyon ¢alismasi sonucunda maksimum enzim iiretimi (4257 U) 20
g/l soya kiispesi, 5 g/l bugday kepegi, %5(v/v) peynir alt1 suyu, 1 g/l pepton, 0.5 g/l yeast
ekstrakt, 2.5 g/l (NH4),SO, iceren fermantasyon ortaminda, 33 °C ve 150 rpm karistirma
hizinda elde edilmistir. Diger ortam bilesenlerinin ise enzim iiretimi {izerine 6nemli bir
etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Bu durum mikroorganizmanin farkli ortamlarda ihtiyag
duydugu bu elementlerin kullanilan dogal substratlardan ve musluk suyundan karsiladigini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: a-amilaz, B.amyloliquefaciens, Soya Kiispesi.



SUMMARY

Investigation of a-Amylase Production By Bacillus Amyloliquefaciens
By Using Soybean Meal

In this study, the effect of medium parameters and required process conditions on a-
amylase enzyme production by Bacillus amyloliquefaciens NRRL B-645 using soybean
meal were investigated. Firstly, in addition to soybean meal, the effect of additional carbon
sources such as wheat bran, corn protein, hazelnut oil cake and whey on a-amylase
production were investigated. Than, the effect of parameters such as organic and inorganic
nitrogen sources, NaCl, inoculum concentration, temperature, shaking speed and initial pH
on a-amylase production were investigated.

Natural substrates are used as additional carbon sources such as soybean meal, wheat
bran, corn protein, hazelnut oil cake and whey that have a positive effect on enzyme
production, were found. Nitrogen sources such as urea, NH;NO3; and NaNOj3 have negative
effect on enzyme production and decrease activity. Besides medium composition, physical
parameters such as temperature and shaking speed have effect on enzyme activity was
deduced.

Maximum enzyme production was obtained as 4257 U in fermentation medium
containing 20 g/l soybean meal, 5 g/l wheat bran, %5 (v/v) whey, 1 g/l peptone, 0.5 g/l
yeast extract, 2.5 g/l (NH,).SO4 at 33 °C and 150 rpm. There was not significant effect of
the other medium components on a-amylase production. This shows that microorganism in
different mediums compensate needty of these elements from natural substrate and tap

water.

Key words: a-amylase, B.amyloliquefaciens, Soybean Meal.
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1. GIRIS

Enzimler kimyasal tepkimelerde katalizor gorevi yapan hayvan, bitki ve
mikroorganizmalardan salgilanan protein yapisinda molekiillerdir. Enzim hakkindaki
bilgiler eskilere dayanmakla birlikte enzimlerin {iretimi daha yakin bir zamanda onem
kazanmigtir. Buna bagli olarak enzim biyoteknolojisindeki gelismeler sayesinde
endiistriyel oneme sahip enzimlerin daha saf, ucuz ve bol miktarda iiretilmesi saglanmistir.

Tarihsel gelisim agisindan bakildiginda enzimlerin ¢ok farkli kaynaklardan elde edildigi
goriilmektedir. Bunlar bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kaynakli enzimlerdir. Bitkisel ve
hayvansal kaynakli enzimlerin endiistriyel ihtiyaci karsilayamamasi, bu alandaki ilginin
giderek artan bir sekilde mikrobiyal kaynakli enzimlere yonelmesini saglamistir.
Mikroorganizmalar, biyokimyasal gesitlilik ve genetik manipiilasyonlar agisindan
miikkemmel birer enzim kaynagi olarak degerlendirilmektedir. Ayrica mikroorganizmalarin
drettigi enzimler, katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi, istenmeyen yan iriin
olusturmamalari, ucuz ve fazla miktarda elde edilebilmelerinden dolayi hayvansal ve
bitkisel kaynakli dokulardan elde edilen enzimlere gore ¢ok daha avantajlidir. Giliniimiizde
endiistride kullanilan enzimlerin yaklasik % 90’1 fermantasyon yoluyla elde edilmektedir
(Gupta vd., 2003; Tanyildizi, 2005).

Diinya genelinde endiistriyel enzimlerin ticari pazar paymimn Olduk¢a yiiksek oldugu
tahmin edilmektedir. Bu enzimlerin kullanim alanlarma gore dagilimina bakildiginda %
29’unun gida endiistrisinde, % 15’inin hayvan yemi sektoriinde ve % 56’sinin ise genel
amacgl teknik alanlarda kullanildig1 goriilmektedir. Endiistride kullanilan enzimlerin
yaklasik % 75’ini hidrolitik enzimler olusturmaktadir. Ticari olarak kullanilan enzimler
arasinda proteazlar ilk siray1r alirken karbonhidratazlar ikinci swrada yer almaktadir.
Karbonhidrati pargalayan enzimlerden amilazlar, enzim piyasasinda yaklasik % 25°lik bir
paya sahiptirler (Bhat, 2000; Sidhu vd., 1997).

Mikrobiyal enzimler arasinda yaygm olarak kullanilan o-amilaz enzimi; gida
endiistrisinin farkli alanlarinda, meyve suyu endiistrisinde, deterjan iiretiminde, ilag
iretiminde, tekstil endiistrisinde ve alkol liretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu ¢aligmanin amaci, Bacillus amyloliquefaciens ile soya kiispesinden a-amilaz
iretimine ilave karbon kaynaklari, ilave azot kaynaklari ve diger ortam bilesenleri

konsantrasyonlarinin yani sira baslangic pH’si, sicaklik ve karistirma hizi gibi fiziksel



parametrelerin etkileri incelenerek; endiistriyel bir yan firiin olan soya kiispesinin

degerlendirilebilirligini arastirmaktir.



2. ENZIMLER

Enzimler, dogal olarak canllar tarafindan sentezlenen protein yapisina sahip
biyomolekiillerdir. Enzimler, diger proteinler gibi birbirlerine peptid baglar ile baglanmis
uzun aminoasit zincirlerinden olusmaktadir. Yasamin devamliligi i¢in enzimlerin varligi
onemlidir. Hayvan, bitki ve mikroorganizmalarin hiicrelerinde gergeklesen karmasik ve
birbirleriyle baglantili kimyasal tepkimelerin hemen hemen hepsi enzim katalizorliiglinde
gergeklesir.

Enzimler, aktivasyon enerjisini diigiirerek kimyasal reaksiyonlar1 hizlandirir. Teorik
olarak bir enzim belli bir tepkimeye girip, herhangi bir degisiklige ugramadan ¢iktig1 igin,
stirekli ayn1 tepkimelere katilabilir. Ancak gercekte durum boyle degildir. Ciinkii
enzimlerin de bir 6mrii vardir. Biitiin enzimler proteindir ancak her protein enzim degildir.
Ayrica enzimatik reaksiyonlar ¢ok hizli bir sekilde gergeklesmektedir (Sagiroglu, 1999).

Enzimler, ilk defa 1897°de Buncher tarafindan canli hiicrelerden ekstrakte edilmistir. i1k
saf enzimin izolasyonu ise 1926’da Sumner tarafindan gercgeklestirilmistir. 1930-1936
yillar1 arasinda pepsin, tripsin ve kemotripsin Norhtrop tarafindan kristal halde izole
edilmistir. Giinlimiizde binlerce enzim tespit edilmistir ve bunlarin ¢ogu saf halde izole

edilebilmektedir.

2.1. Enzimlerin Ozellikleri

e Enzimlerin tiimii protein yapisindadir veya yapilarinda protein kisim bulundururlar.

e Etki ettigi maddenin sonuna —az eki getirilerek ya da katalizledigi tepkimenin
cesidine gore adlandirilirlar. Ornegin, Kitine etki eden kitinaz enzimi, lipide etki eden lipaz
enzimi, proteine etki eden proteaz enzimi.

e Enzimin etki ettigi bilesige substrat denir. Bazi1 enzimler ¢ok spesifiktir ve yalnizca
bir substrata etki ederler. Ornegin iireaz sadece iireye ve fumaraz yalniz fumarik aside etki
eder. Bazi1 enzimler ise ¢esitli substratlara etki ederler.

e Enzimler hiicrede takim halinde beraber calisir. Bir enzimin son iirlinii kendisinden
sonraki enzimin substratini olusturur. Ornegin amilaz enzimi nisastay: iki zincirli maltoza,

maltaz enzimi ise maltozu tek zincirli glikoza gevirir.



e Teorik olarak enzimatik reaksiyonlar tersinirdir. Ornegin, lipaz enzimi yag: parcalar
ve ayni zamanda gliserin ile yag asitlerini birlestirir. Denge noktas1 yani tepkimenin hangi

yone gidecegi termodinamik yasalarina gore belirlenir.

2.2. Enzimlerin Yapisi

Enzim molekiilii, birbirine peptid baglariyla baglanmig aminoasit molekiillerinden
olusan biyolojik bir polimerdir. Bu nedenle, enzim molekiillerine belirli bazi biyokimyasal
tepkimeleri katalizleyebilecek ozellikleri olan bir protein molekiilii olarak bakilabilir.
Enzimlerin Kkatalitik etkileri molekiilii olusturan aminoasitlerin sayis1 ve dizilis sirasina,
aminoasit zincirinin hidrojen baglari, hidrofobik baglar, elektrostatik ¢ekim kuvveti ve
disiilfit baglar1 tarafindan olusturulan ii¢ boyutlu sarmal yapisma ve aktif bolgede bulunan
fonksiyonel gruplarm 6zelliklerine baghdir.

Enzimlerin yapisinda genel olarak iki kistm bulunur. Bunlardan birine “apoenzim”
digerine de “kofaktdr” (bazi hallerde koenzim) adi verilir. Bunlarin her ikisine birden
“haloenzim” de denilmektedir. Saf haldeki enzimlerin mikroskop, elektron mikroskobu ve
X 1gmlar1 spektroskopisi yontemleriyle incelenmesi sonucunda bunlarin farkli yapida kati
ve kristal 6zellikte olduklar1 saptanmustir.

Enzimlerin apoenzim kismi biiylik protein molekiillerinden olusmustur. Apoenzim
protein yapisi yani proteinler i¢indeki aminoasitlerin tiirleri ve dizilisleri, enzimden enzime
degisir. Bu nedenle enzimin 6zelligini ve spesifikligini saglayan kisim apoenzimdir. Bir
kisim enzimler sadece proteinden olustugu halde bir kismida metal iyonlarini da igerirler
ve konjuge protein yapisindadirlar. Protein olmayan kismina prostetik grup denir ve
katalitik etkiden sorumludurlar. Ancak enzim etkisi i¢in protein kismina da ihtiya¢ vardir.
Apoenzime katalitik etki 6zelligi veren kisim kofaktordiir. Apoenzimler yalniz basma
hicbir katalitik etki gostermezler. Kofaktorlerin ise yalniz olduklar1 zaman c¢ogunlukla
enzime kiyasla ¢ok diisiik, bazi hallerde ise hi¢ Kkatalitik etkileri yoktur. Ancak bir

apoenzimle kofaktor bir arada oldugu zaman gercek etkisi gozlenebilir.

2.3. Enzimlerin Etki Mekanizmasi

Biyokimyasal tanimlamalarda tepkimeye giren maddeye substrat (S) denir. Enzim
aktivitesi “turnover sayis1” ile belirlenir. Turnover sayisi, 1 mol etkin enzim tarafindan 1
dakikada (ya da 1 saniyede) iiriine dOniistiiriilen substratin mol sayis1 olarak

tanimlanmuistir.



Genellikle enzimler belirli tepkimeleri katalize etmektedirler. Bu duruma enzimlerin
spesifikligi denir. Enzimlerin katalitik 6zellikleri enzim molekiiliiniin tiimiinden 1ileri
gelmez. Bu 6zellik, molekiilde bulunan bazi kii¢iik bolgelerde gézlenmistir. Bu kisimlara
“aktif merkezler” veya “etkin bolge” denilmektedir.

Enzimlerin donistiirdiikleri substrata karsit gosterdikleri yiiksek spesifiklik, tepkime
hizinin substrat konsantrasyonu ile degisim karakteri ve reaksiyona giren molekiillerin
enzim deaktivasyonunu Onleme Ozelliginin belirlenmesi, enzimatik tepkimelerde ilk
basamagin bir enzim-substrat arabilesiginin olusumu oldugunu ortaya koymustur. Bu
arabilesigin, substrat molekiiliiniin enzim {izerinde “aktif bdlge” olarak adlandirilan
bolgeye tutunmasi sonucu olustugu bilinmektedir. Aktif bélgenin, substrat molekiilleri
iizerinde bulunan bazi gruplarla etkilesim 6zelligine sahip aminoasit yan gruplarinin ¢ok
0zgiil ve ili¢ boyutlu bir yapr olusturabilecek sekilde dizilisi sonucu olustugu kabul
edilmektedir. Enzimlerin gosterdikleri segicilik, enzim-substrat etkilesimi i¢in ileri siiriilen
modellerin ¢ikis noktasi olmustur. Tek evreli tepkime sistemleri i¢in gelistirilen bu
modellerden en temel olanlar1 Fischer tarafindan ileri siiriilen “anahtar ve Kilit modeli” ve
Koshland tarafindan ileri siiriilen “uyarilmis bicimleme modeli”dir (Segel, 1975).

Anahtar ve Kilit Modeli: Bu model substrat molekiiliiniin, enzim tizerinde kendisine
geometrik olarak benzer ve degismez bir sekli olan etkin bolgeye baglanarak tepkimeye
girdigini varsayar (Sekil 2.1.).

Uyarilmis Bicimleme Modeli: Anahtar ve Kilit modelinin birgok enzim tepkime
mekanizmasini agiklayabilmesine karsin, modelin acgiklayamadigi etkilesim tiirlerinin
bulunmasi sonucunda, uyarilmis bigimleme modeli ileri stiriilmistiir (Sekil 2.2.) (Segel,

1975).

N\ ., \

Sekil 2.1. Anahtar ve kilit modeli (E: Enzim, S: Substrat, ES: Enzim-Substrat arabilesigi (Segel, 1975).




Substrat molekiiliine kimyasal yap1 olarak benzeyen ancak degisik yan gruplar iceren
molekiillerin enzime sikica baglanmasina karsin tepkimeye girmemesi, iki substratli
enzimatik tepkimelerde gozlenen substratlarin sirali etkilesim ozelligi, allosterik enzim
davranigi, “cooperative” substrat baglanmasi gibi gozlemler, substrat molekiillerinin
sonucunda enzimde konformasyonel bir degisime sebep olmasi ve bu degisme sonucunda
enzim Ttzerindeki gruplarla etkilesebilecek sekilde yoOnlenip bicimlenmesi seklinde
Ozetlenebilecek uyarilmis bigimleme modeli ile agiklanabilmistir. Bu modele gore, bir
molekiiliin tepkimeye girebilmesi i¢in hem aktif bolgeye tutunmasi hem de aktif bolgedeki

gruplarin uygun sekilde yonlenmesini saglayacak degisimi gerceklestirmesi gerekmektedir.

2.4. Enzimatik Reaksiyonlarin Hizina Etki Eden Faktorler

Molekiil i¢i kuvvetler arasindaki denge, enzimlerin (proteinlerin) biitiinligli ve
kararlilig1 acisindan ¢ok dnemlidir. Cevredeki herhangi bir degisiklik, enzimin yapisindaki
ve kararligindaki dengeyi tayin eder. Bir baska deyisle kararli veya denatiire (bozunmus)
olmasini saglar. Dogal enzimler sadece kendi ¢evrelerinde kararlidirlar. Denatiirasyon veya
inaktivasyon kosullarinda enzimlerin yapilar1 degisir ve bunun sonunda enzimler inaktif
hale gelirler. Enzimatik reaksiyonlarin hizi; sicaklik, pH, substrat konsantrasyonu, enzim

konsantrasyonu gibi faktorlerden etkilenir.

2.4.1. Sicakhgin Etkisi

Enzimler protein yapisma sahip olduklarindan dolay1 belirli bir sicakliktan sonra
yapisal degismeye ve denatiire olmaya baglar. Bunun sonucu olarak da enzim aktivitesi
azalir. Bu nedenle optimum sicakliktan daha yiiksek sicakliklarda enzim tepkimeleri
yavaslamaya baglar ve bir siire sonra enzim tamamen denatiire olacagindan tiim aktivitesini

kaybederek etkisiz hale gecer ve tepkime durur.

- o-

Sekil 2.2. Uyarilmis bigimleme modeli (Segel, 1975).




Bu nedenle enzimler, maksimum aktivite gosterdikleri bir optimum sicakliga sahiptirler.
Genellikle enzimlerin ¢ogu 50-60 °C’de etkisiz (inaktif) hale ge¢mektedir. Bununla
beraber 80-100 °C sicakliga kadar aktivitelerini koruyan enzimler de mevcuttur. Enzimatik

reaksiyonun hizi ile sicaklik arasindaki degisim Sekil 2.3.’de gosterilmektedir.

2.4.2. pH’ nin Etkisi

Enzimler asidik, bazik veya notral gruplar iceren amino asitlerden olusurlar. Bu gruplar
cogu kez enzimin aktif konumunun 6nemli bir pargasidir ve katalitik aktivite i¢in belli bir
iyonlasma durumunda olmalar1 gereklidir. Bu nedenle her enzimin maksimum aktiviteye
sahip oldugu 6zgiin bir pH degeri vardir. Bu degerden yiiksek ya da diisiik pH’larda
enzimlerin etken gruplar1 degisime ugrayarak ya da kendileri belirli dl¢iilerde denatiire
olarak etkisiz (inaktif) hale gegerler. Enzimatik reaksiyonun hizi ile pH’s1 arasindaki
degisim Sekil 2.4.’de gosterilmektedir. Baz1 enzimlerin optimum ¢alisma pH degerleri ise

Tablo 2.1.’de verilmistir.

Optimum Sicaklik

A

Hiz (V)

Sicaklik (T)

Sekil 2.3. Enzim tepkimesinin hizi ile sicaklik arasindaki degisim

Optimum pH

Haz (V)

pH

Sekil 2.4. Enzimatik tepkimenin hiz1 ile pH arasindaki degisim



Tablo 2.1. Bazi enzimlerin optimum pH’ lar1 (URL-1)

Enzimler Optimum pH
Alkalin Fosfataz 10
Peroksidaz 6

Lipaz 7
Pepsin 2
Amilaz 7-9

2.4.3. Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Substrat konsantrasyonu, enzimatik tepkimelerin reaksiyon hizina etki eden 6nemli
faktorlerden biridir. Belirli bir miktardaki enzimin reaksiyon hizi baslangigta substrat
konsantrasyonuna bagli olarak artmaktadir. Baslangicta bu iliski lineer olarak devam
ederken daha sonra hiperbolik bir sekil almaktadir. Bu durum reaksiyon kinetiginin iki
fazli oldugunu gostermektedir. Baslangic fazinda reaksiyon lineer bir sekilde ilerlemekte
ve reaksiyon hizi substrat konsantrasyonunun artisimna paralel olarak artmaktadir. Enzim
reaksiyonu bu durumda sifirinci dereceden bir kinetik gostermektedir. Hiz substrat
konsantrasyonunun artmasi ile bir maksimuma yaklasmistir. Enzim, substrat1 ile enzim-
substrat (ES) kompleksi olusturmussa ¢alisiyor kabul edilmektedir. Enzim serbest kaldigi
zaman, enzimin tekrar bir substrat molekiilii ile birlesmesi i¢in bir siire gecmektedir. Bu
zaman esnasinda enzim molekiilii serbesttir. Substrat konsantrasyonu arttikca serbest
enzim daha sik carpisacak ve substratla daha sik birlesecektir. Reaksiyon hizi substrat
konsantrasyonunun artmasi ile gittikce artacaktir. Bir siire sonra enzim substrata karsi

doygun hale gelecek ve reaksiyon hizini arttirmak miimkiin olmayacaktir.

2.4.4. Enzim Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim tarafindan katalize olunan bir reaksiyonun baslangic hizi, enzim
konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Bunun nedeni de her enzim molekiiliiniin
digerlerinden bagimsiz olarak caligmasidir. Bu nedenle de ne kadar ¢ok enzim molekiili

varsa ve ¢aligiyorsa, reaksiyon da o kadar hizli olacaktur.



2.4.5. Enzim Inhibitérleri

Inhibitorler, enzime baglanarak enzim aktivitesini azaltan ya da reaksiyonu durduran
maddelerdir. Enzim inhibitdrleri iki ana gruba ayrilir;

1- Tersinir inhibitérler; Enzime zayif baglarla baglanan ve tersinir etki gosteren
inhibitorlerdir. Konsantrasyonlar1  disiiriildiiglinde, enzimlerden ayrilma egilimi
gosterdiklerinden dolayr enzim aktivitesi normal seviyeye doner. Tersinir inhibitorler
enzime baglandiklar1 yere gore ti¢ gruba ayrilirlar.

e Yarismah (competitive) Inhibitorler; Yapilari bakimmndan substrata benzeyen
inhibitorlerdir. Substratin baglanacag aktif bolgeye baglanip substrat molekiiliiniin enzime
baglanmasini engelleyerek reaksiyon hizini diisiiriirler. Yani, substrat ve inhibitor enzimin
aktif bolgesine baglanabilmek i¢in rekabete girerler. Yarismali inhibitorlere, stilfamitler ve
malonik asit 6rnek olarak verilebilir.

e Yarismasiz (non-competitive) Inhibitorler; Enzim molekiiliinde aktif bdlgenin
disinda bir yere baglanirlar, aktif kisimda sekil degisikligi yapar ve ardindan substrat
baglandiginda {iriin olusumunu engellerler. Yani, enzim konformasyonunu degistirerek
reaksiyonun olusumunu engellerler. Bu inhibitorlerin, substrata benzerligi yoktur.
Yarigsmasiz inhibitorlere 6rnek olarak, siyaniir ve karbonmonoksidin sitokrom oksidaz
enzimini inhibe etmesi sonucu hiicre solunumuna engel olmasi verilebilir.

e Yann Yarismah (uncompetitive) inhibitorler; Daha once substrat baglanmis
enzime (enzim substrat kompleksine) baglanirlar.

2- Tersinmez Inhibitorler; Enzime genellikle kovalent baglarla baglanan ya da enzim

yapisindaki kovalent baglar1 par¢alayan inhibitorlerdir.

2.5. Enzimlerin isimlendirilmesi ve Simiflandirilmasi

Bilinen enzimlerin sayis1 1950°lerin sonuna dogru ¢ok hizli bir sekilde artmis ve birgok
kisinin ayni enzime farkli isimler vermelerinden dolayr adlandirmada karmasa ortaya
¢cikmustir. Ayni1 zamanda adlandirilmasi yapilan birgok enzimin, katalizledigi reaksiyon
hakkinda herhangi bir bilgi icermemesi de bu karmasayr arttrmistir. Bu karisikligin
diizeltilmesi amac1 ile 1956 yilinda Uluslararas1 Enzim Komisyonu (International
Comission on Enzyme) kurulmustur. Enzimlerin siniflandirilmasi ve isimlendirilmesi i¢in
kabul edilen sistem ii¢ genel prensibi icermektedir (Telefoncu, 1997).

Birincisi —az (-ase) eki ile sonlanan enzim isimleri, tek enzimler i¢in kullanilmalidir.

Ikincisi, enzimler katalizledikleri reaksiyona gore smiflandirilir ve isimlendirilir. Son



prensip ise enzimler katalizledikleri reaksiyonun tipine gore adlandirilir ve siniflandirilir.
Bu sistem, enzim komisyonu (E.C) tarafindan belirlenen kod numaralar1 kullanilarak
enzimlerin agik bir sekilde tanimlanmalarini saglar.

Bir enzimin genellikle iki ismi mevcuttur. Biri sistematik ya da tavsiye edilen, digeri
ise yaygin olarak kullanilan, daha kisa ve kolayca uygulanan genel ismidir. Bir enzim,
sistematik ismi ve E.C. kod numarasi ile tanimlandiktan sonra onerilen isim herhangi bir
karigiklik olmaksizin sorunsuzca kullanilabilir. Bu tiir yaklasimlar literatiirde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Enzimlerin isimlendirilmesi ve siniflandirilmasinda uyulacak kurallari
tespit etmek lizere olusturulan uluslararas1 komisyon katalizledikleri reaksiyon tipine gore
enzimleri alt1 ana gurupta toplamistir (Tanyildizi, 2005).

Oksidoreduktazlar: Redoks reaksiyonlar1 katalizleyen bu enzimler, dehidrogenaz
veya reduktaz isimleriyle taninirlar. Oksijen, elektron veya hidrojen alicisi ise bu durumda
oksidaz adi ile anilirlar. Ornek olarak alkol dehidrogenaz, reduktaz, peroksidaz, glikoz
oksidaz, sitokromaksidaz vb. verilebilir.

Transferazlar: Donor (verici) tizerindeki bir fonksiyonel gurubun alicist substrat
molekiiliine taginmasini katalizleyen enzimlerdir. Bu enzimlere 6rnek olarak, formil-
transferazlar (transaminazlar), fosfotransferanazlar (kinazlar), CoA transferazlar v.b.
verilebilir.

Hidrolazlar: Suyun katildigi pargalanma ve kondenzasyon reaksiyonlarini
katalizleyen enzimlerdir. Ester, glikozid, peptid, C-N, asitanhidridi, C-C, C-X veya P-N
baglarin1 pargalarlar. Lipazlar, fosfatazlar, amilazlar, glikozidazlar, niikleosidazlar,
peptidazlar (proteazlar) vb. bu enzimlere 6rnek olarak verilebilir.

Liyazlar: Cift bag olusumunu (hidrolitik olmayan yoldan) ve ¢ift baga katilma
reaksiyonlarini katalizlerler. Etkiledikleri substrattan ya kimyasal bir grubu ayirir ya da
ilave ederler. Liyazlara oOrnek olarak ise dekarboksilazlar, aldolazlar, dehidratazlar
(fumaraz, akonitaz), karboksilazlar, amonyak-liyazlar verilebilir.

Izomerazlar: Molekiil i¢indeki yeniden diizenlenmeleri katalize ederler. Molekiiliin
geometrik veya yapisal c¢evrilmesini katalizlerler. Bunlar, molekiil i¢inde
oksidorediiksiyonu, grup transferini ve ¢ift bag olusumunu katalizleyen enzimlerdir
(intramolekiiler liyazlar, intramolekiiler transferazlar).

Ligazlar: Enzimin etkiledigi iki maddenin birlegsmesini katalize ederler. Amino
asitleri aktive eden enzimler, piruvat karboksilazlar, asilaz CoA sentazlar ligazlara 6rnek

olarak verilebilir.

10



Her enzimin kod numarasi 4 rakam ile tarif edilmektedir. 1. rakam grup no, 2. rakam
smif no, 3. rakam alt sinif no, 4. rakam enzim seri numarasimi gosterir. Ornegin nisastanin
hidrolizinde kullanilan a-amilaz enzimi, 3 (hidrolaz), 2 (glikoz bilesiklerine etki yapan
smif), 1 (glikozit hidrolaz), 1 (alt siniftaki enzimlerin arasindaki yeri), 3.2.1.1. rakamlari ile
tarif edilir.

Nisastay1 pargalayan enzimlerin ¢ogu primer yapilarindaki aminoasit benzerlikleri ve
farkliliklarina gore glikozid hidrolazlar (GH) ailesinde smiflandirilmistir. Buna gore a-
amilazlar ailesi GH13, B-amilazlar ailesi GH14 ve glikoamilazlar ailesi GH15 olarak
belirlenmistir. Bir endoamilaz olan a-amilazin da yer aldigt GH13 ailesi genislemekte ve
bu aile a-amilazlarla dizi benzerligi gosteren yaklasik 30 farkli enzim icermektedir.
Giiniimiizde bu enzimlerin tamami1 GH ailesini olusturan GH13, GH70 ve GH77 aileleri
icerisinde simniflandirilmaktadir. Ayrica GH31 ve GHS57 aileleri GH13 ailesi ile hicbir dizi
benzerligi olmadig1 halde birka¢ amilolitik 6zellikleri icermektedirler (MacGregor, 2005;
Henrissat ve Bairoch, 1996). GH ailesine ait olan enzimlerin smiflandirilmasi Tablo

2.2.’de verilmistir.

2.6. Enzim Kaynaklan
Enzim kaynaklarini bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kaynakli enzimler olmak {izere

ii¢ ana grupta toplamak miimkiindjir.

2.6.1.Bitkisel Kaynakh Enzimler

Bitkiler bircok enzim iiretimine kaynak teskil etmektedir. Bitkisel kaynaklardan elde
edilen enzimler, yenilebilir bitkilerden elde edilmektedir. Toksik olmayan bu yiyeceklerin
kaynaklarinin giivenirligi dogrulanmistir. Bu smiftaki en 6nemli enzim arpa tohumlarindan
elde edilen ve bira iiretiminde kullanilan malt amilazdir. Ayrica, fisin enzimi incir agaci
stitlinden, bromealin enzimi ananas meyvesinden ve diger bazi bitkilerin 6z suyundan bol
miktarda enzim izole edilmektedir. Bu bitkilerin en 6nemli avantaj icerdikleri 6zsularin

kolaylikla almabilmesidir.

2.6.2. Hayvansal Kaynakh Enzimler

Hayvansal kaynakli enzimler genellikle tavuk yumurtalarinin beyazi, domuz midesi,
pankreas, gevis getiren hayvanlarin karm bolgesi ve karacigerlerinden izole edilmektedir.
Hayvansal kaynakli enzimlere pankreatik lipaz ve proteazlar, pepsinler, pregastrik

esterazlar ve rennetler 6rnek olarak verilebilir.
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Tablo 2.2. a-amilaz ailesi (GH), (Polaina ve MacCabe, 2007).

Enzim Sinifi Enzim EC GH ailesi
a-amilaz 3.2.1.1 13
Oligo-1,6-glikozidaz 3.2.1.10 13
a-glikozidaz 3.2.1.20 13
Pullulanaz 3.21.41 13
Amilopullulanaz 3.21.141 13
Siklomaltodekstrinaz 3.2.1.54 13
Maltotetraohidralaz 3.2.1.60 13
[zoamilaz 3.2.1.68 13

Hidrolazlar Dekstranglikozidaz 3.2.1.70 13
Trehaloz-6-fosfat hidrolaz 3.2.1.93 13
Maltohekzaohidrolaz 3.2.1.98 13
Maltotriohidrolaz 3.2.1.116 13
Maltojenik a-amilaz 3.2.1.133 13
Maltojenik amilaz 3.2.1.133 13
Neopullulanaz 3.2.1.135 13
Maltooligosiltrehaloz hidrolaz 3.2.1.141 13
Maltopentachidrolaz 3.2.1- 13
Amilostiikraz 2414 13
Glikosiltransferaz 2.4.15 70
Siikrosea fosforilaz 2.4.1.7 13
Glukan dalli enzim 2.4.1.18 13

Transferazlar ~ Siklodekstrin glukanotransferaz 2.4.1.19 13
4-a-glukanotransferaz 2.4.1.25 13,77
Glukan dalli olmayan enzim 2.4.1.25/3.2.1.33 13
Alternansiikraz 2.4.1.140 70
Maltosiltransferaz 24.1.- 13
Izomaltuloz sentaz 5.4.99.11 13

Izomerazlar Trehaloz sentaz 5.4.99.15 13
Maltooligosiltrehaloz sentaz 5.4.99.16 13

ve hayvansal {iriin ticaretini kisitlamaktadir.
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Bitkisel kokenli enzimlerin iiretiminde oldugu gibi hayvansal kokenli enzimlerin
iretiminde de, kesim icin yetistirilen hayvanlar1 kontrol eden politik ve tarimsal
kuruluslarm izledikleri politikalar etkin rol oynamaktadir. Birgok iilkede yerli ticari hayvan
populasyonlarinin korunmasi, hayvanlarin ve hayvansal dokularin bir iilkeden digerine
tasinmasimnda kat1 kisitlamalarin  uygulanmasina sebep olmaktadir. Diger taraftan
hastaliklarin (6zellikle viral hastaliklarin) hayvanlar ve hayvansal dokular vasitasiyla bir

iilkeden digerine yayilmasi biiyiik endiselere sebep olmaktadir. Biitiin bu sebepler hayvan



2.6.3. Mikrobiyal Kaynakh Enzimler

Mikrobiyal enzimler 0zel mikroorganizmalar tarafindan {retilirler. Bu
mikroorganizmalar sadece enzim iretme yeteneklerine gore degil, ayrica
mikroorganizmalarin toksik ve patojen olmamasma gore de segilirler. Bacillus ve
Aspergillus’dan izole edilen proteazlar, deterjan {iretimi ve dericilikte derinin
yumusatilmast amaci ile de kullanilmaktadir. Ayrica farkli ekolojik kosullarda yasayan
mikroorganizmalar termofilik, asidofilik ve alkalifik bakteriler seklinde siniflandirilmis ve
bunlardan iiretilen enzimler ¢esitli uygulama alanlarinda kullanilmaktadir.

Bir¢ok endiistriyel alanlarda kullanilan amilazlarm etkili olduklar1 pH ve sicaklik

degerleri Tablo 2.3.’de gosterilmektedir.

2.7. Kullanim Amaglarina Gore Enzimler

Kullanim amaclarma gore enzimleri {i¢ grupta toplamak miimkiindiir (Telefoncu,
1986);

1- Endiistriyel Enzimler: Endistride iretime yonelik c¢esitli reaksiyonlarin
katalizlenmesinde kullanilirlar ve saflik dereceleri diistiktiir.

2- Analitik Enzimler: Bilimsel arastrmalar i¢in kullanilirlar. Saflik dereceleri
endiistriyel enzimlere nazaran daha yliksektir. Bu gruba giren baslica enzimler;
hekzokinaz, alkoldehidrojenaz, glukozoksidaz, galaktozoksidaz, kolestroloksidaz v.b.’dir.

3- Klinik Enzimler: Cesitli fizyolojik rahatsizliklarin tedavisinde kullanilirlar ve
saflik dereceleri oldukga yiiksektir. Ozellikle parenteral yoldan alman enzimlerde yabanci
aktivitenin olmas1 kesinlikle istenmez. Bu amacgla kullanilan baslica enzimler proteaz,
lipazlar, asparaginaz, streptokinaz, v.b.’dir.

Endiistriyel uygulamalarda kullanilan ¢esitli enzimlerin isimleri ve kullanim alanlar1

Tablo 2.4.’de verilmistir.

Tablo 2.3. Amilazlarin etkili oldugu pH ve sicakliklar (URL-1)

a-Amilaz Cinsi En Uygun En Uygun Etkili Oldugu Etkili Oldugu
pH Sicakhk (°C) pH Sicakhk (°C)

Pankreas 6.8 50-55 4.5-9.0 60-65

Malt 4.6-5.2 60-65 2.1-8.1 85

Bakteri 5.4-7.0 60-65 2.0-9.0 90 ve listii
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2.8. Salgilanma Sekillerine Gore Enzimler
2.8.1.Intraseliiler Enzimler

Intraseliiler enzimler, sitoplazmaya dagilmis olarak bulunan ribozomlarda
sentezlenirler. Genelde bu enzimlerin substratlari; sekerler, aminoasitler, karboksilik asit
gibi kiigik molekiil agirhigma sahip, hiicre zarindan gegebilme yeteneginde olan

molekillerdir.

2.8.2. Ekstraseliiler Enzimler
Ekstraseliiler enzimler, besiyeri ve hiicre yapilarinin dig kismu ile baglant1 halinde olan

enzimler olarak tanimlanir. Ekstraselliilar yani ortama salgilanan enzimlerin su avantajlari

vardir;

e Enzim disariya salgilandigi i¢in, biiyiik Olcekli tliretimde oldukca zor olan hiicre

parcalama tekniklerinin kullanilmasina gerek kalmaz.

e Sadece belirli sayida protein salgilar, dolayisiyla istenen enzim karisimindan izole

edilmesi nispeten kolay olur. Intrasellular yani hiicre igi enzimlerde ise enzimin diger

biitlin proteinlerden ayrilmas1 gerekir.

e Ekstrasellular enzimler, intrasellular enzimlerden daha saglam yapiya sahip olup

denatiirasyona kars1 daha az hassastirlar.

Tablo 2.4. Cesitli enzimler ve endiistride kullanim alanlar1 (Cetin, 1983; Telefoncu,1995).

Enzim Endiistriyel Uygulama Alanlari

Laktaz Gida sanayi, laktozsuz siit iiretimi, peynir alt1 sularinin hidrolizinde

Proteaz Gida sanayi, deterjan, kagit ve deri endiistrisi, yem sanayi

Seliilaz Tekstil ve deterjan endiistrisi, hayvan yem sanayi ve eczacilik alaninda

a-amilaz Tekstil ve gida endiistrisi, deterjan sanayi, atik su aritimmda

Lipaz Deterjan sanayi, gida ve kagit endiistrisi, deri sanayi ve eczacilik alaninda

Invertaz Gida sanayinde regel, marmelat, ¢ikilota ve dondurma iiretiminde kristallenmeyi 6nleyici
olarak

Keratinaz Tekstil ve deri sanayinde killarin deriden ayrilmasinda

Pektinaz Icecek endiistrisinde; meyve sularinin berraklastirilmasinda

Pepsin Icecek sanayinde biralarin berraklastirilmasinda, sarap iiretiminde ve eczacilik alaninda

Hemi-Seliilaz

Katalaz

Gida sanayinde tatlandirici olarak

Gida endiistrisinde konservelerde glikoz oksidaz enzimiyle birlikte oksijen ¢ikarici olarak
ve siitlerin soguk pastorizasyonunda kullanilir.
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3. FERMANTASYON

Fermantasyon; mikroorganizmalar1 kullanarak, organik maddelerin enzim katalizli
dontigiimlerini  gergeklestirmek igin belirli driinlerin meydana geldigi proses olarak
tanimlanir. Biiyliik molekiil agirligina sahip organik maddelerin, oksijenli ya da oksijensiz
ortamda, mikroorganizmalar tarafindan daha kiigiik molekiil agirligina sahip organik
maddelere pargalanmasit olayidir. Diger bir ifadeyle, fermantasyon bir biyolojik
dontisimdiir (Pekin, 1983). Fermantasyon prosesini ifade eden genel esitligi su sekilde
yazmak miimkiindiir;
Mikroorganizma + Substrat — Daha Fazla Mikroorganizma + Fermantasyon Uriinleri

Fermantasyon tirlinlerini dort ana grupta toplayabiliriz;

1. Mikrobiyal hiicreler

2. Enzim ve polisakkarit gibi biiyiik molekiiller

3. Primer metabolitler

4. Sekonder metabolitler

1. grupta tek hiicre proteini olan maya gibi iirlinler, 2. grupta ise biyolojik katalizor
gbrevi yapan enzimler ve polisakkarit gibi biiylik molekiiller elde edilir. Primer metabolit
irinler ise mikroorganizmalarin {iremelerine paralel olarak olusan kiiciik molekiil
agirhgma sahip {drinlerdir. Bu tiir metabolitlerin biyosentezi, mikroorganizmalarin
iiremeleri durdugu zaman durur ve zamanla bozunmaya baslarlar. Biitirik asit ve laktik asit
gibi organik asitleri bu gruba 6rnek olarak vermek miimkiindiir. Baz1 mikroorganizmalar
genellikle gelisme evrelerinin sonunda gelisme ve iireme i¢in gerekli olmayan maddeleri
de sentezler. Genel itibariyle kimyasal yap1 bakimindan birbirine benzeyen molekiillerin
karisimi seklindeki bu maddeler sekonder metabolitlerdir. Bu gruba Ornek olarak

mikotoksinler, antibiyotikler ve pigmentler verilebilir (Pekin, 1983).

3.1.Substratin Se¢imi ve Hazirlanmasi

Uretilecek enzimin zelligine bagh olarak kullanilacak olan substratin se¢imi énem
arz etmektedir. Ornegin lignin icerigi agisindan zengin olan tarimsal kat1 atiklarin substrat
olarak kullanimi lignin peroksidaz enziminin iiretimini arttirir. Ayrica yiiksek oranda
nisasta iceren piring kullanimi da amilaz itretimini arttrmaktadir. Bunun yani sira
mikroorganizmanin bilylimesi ve enzim iiretebilmesi i¢in fermantasyon ortaminin optimum

nem igerigine sahip olmasi gerekmektedir (Cauto ve Sanroman, 2005).
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Fermantasyon ortaminin nem igerigi, kullanilan substrat ve mikroorganizmaya gore
degismektedir. Ornegin, cassava ve bugday kepegi gibi nisastali substratlar iizerinde
Aspergillus niger’'m kullanildig1 fermantasyon ortammin nem diizeyi kahve pulpu ve seker
kamig1 posast’nikinden daha diistiktiir (Raimbault, 1998). Bu durumun substratlarin su
tutma kapasitelerinin  farkli olmasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Birgok
mikroorganizma, gelismesi i¢in gerekli olan karbonlu bilesikleri organik karbon
kaynaklarindan karsilar ve biyosentezi de bu yoldan yapar. Azot kaynag1 olarak organik
azotlu maddeler (pepton, iire vb.) ya da inorganik azotlu maddelerden yararlanilir.
Mikroorganizmalarm temel karbon ve azot kaynaklarinin disinda oksijen, hidrojen, fosfat,
kiikiirt, potasyum, kalsiyum, magnezyum, demir gibi elementlere de ihtiya¢ duydugu bir
gergektir.

Bu nedenle fermantasyon ortamma eklenen tarim ve gida enddiistrisi yan {irlinleri

(melas, kiispe vb.) dogal substratlar olarak kullanilabilir.

3.1.1.Substratin Sterilizasyonu

Kullanilacak olan sistem ve hazirlanan besiyeri yabanct mikroorganizmalari
icermemelidir. Bu nedenle fermantasyon isleminde kullanilan besiyerinin, aletlerin ve eger
fermantasyonda havalandirma yapiliyorsa kullanilan havanin sterilize edilmesi
gerekmektedir. Besiyeri sterilizasyonunda 1sisal (termal) yontemlerden genellikle “yiiksek
sicaklik kisa siire” teknigi uygulanir. Besiyerinde, vitamin gibi 1s1ya az direngli bilesiklerin
1s1sal bozunma aktivasyon enerjilerinin bilinmesi ve sterilizasyonun mikroorganizmalar1
oldiirecek, ancak besiyerindeki yararli bilesikleri en az oranda bozacak kosullarda
yapilmas1 gerekmektedir. Sterilizasyon i¢in uygulanan yontemler su sekilde siralanabilir;

e Su buhari ile dogrudan sterilizasyon

Su buhari ile basing altinda sterilizasyon

Kuru hava ile sterilizasyon

Kimyasal maddelerle sterilizasyon

Filtrasyon ile sterilizasyon

3.1.2.Fermantasyon icin Uygulanan Teknik Islemler

Fermantasyon i¢in uygulanan teknik iglemler Sekil 3.1.’de gosterilmistir.
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Substratin - Substratin . Asilama
Hazirlanmasi "| Sterilizasyonu g Kiiltiiriiniin
Hazirlanmasi
\ 4
Fermantorde
Fermantasyon
\ 4
Saflastrma [« Uriin < Filtrasyon
Kazanilmasi

Sekil 3.1. Fermantasyon akim semasi (Telefoncu, 1995).

3.1.3.Fermantasyon Sivisindan Biyokiitlenin Kazanilmasi

Fermantasyon sivisinda iirlinlin yam1 sira mikroorganizmalar, besiyerini olusturan
kullanilmamis  substratlar, nutrientler ve yan {iriinler de bulunabilir. Uriiniin
saflagtirilmasina gecilmeden Once fermantasyon sivisindan kati maddelerin ayrilmasi
gerekmektedir. Kati partikiillerin fermantasyon sivilarindan ayrilma yontemleri Sekil
3.2.’de 6zetlenmektedir.

Fermantasyon endiistrisinde en c¢ok gravitasyonel ve mekanik yontemlerden
yararlanilmaktadir. Bunlar arasinda da santrifiijleme ve filtrasyon ilk sirada yer almaktadir.
Fermantasyon isleminde kimi durumlarda {iriin, hiicre igerisinde bulunan herhangi bir
enzim ya da niikleik asit gibi biyokimyasal maddeler veya maya ve as1 6rneginde oldugu
gibi mikroorganizmanin bizzat kendisi de olabilir. Uriin olarak mikroorganizma veya
bunlarm igerisindeki enzim ya da diger biyokimyasal maddelerin kazanilmas1 isteniliyorsa,
saflastirmaya yonelik temel islemler fermantasyon sivisindan ayrilan kat1 taneciklere
uygulanir. Eger {iriin, fermantasyon sivisinda ise, saflastirma islemi taneciklerden ayrilan
bu s1v1 iizerine uygulanir. Fermantasyon sivisindan biyokiitlenin geri kazanilmasi sirasinda

uygulanan ayirma islemlerinde dikkat edilmesi gereken parametreler;

Uriiniin yiiksek oranda kazanilmasi.

Ayirma igleminde kullanilan proses ve aletlerin giivenilir ve dayanikli olmasi.
e Ayirma prosesi enerji giderinin diisiik olmasi.

e  Proses siiresinin kisa olmasi.
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Kat1 Maddelerin Giderilmesi

1 \4
Gravitasyonel Mekanik Yiizeysel

\ 4 A\ 4

\ 4

e Santrifiijleme o Filtrasvon e Flotasyon
e Flokulasyon e Di aliz e Adsorbsiyon
o Kilasifikasyon . Ulilrafiltrasyon e Iyon Degistirme

Sekil 3.2. Kat1 maddelerin kiiltlir karisimindan ayrilmalar1 (Telefoncu, 1995)

3.1.4. Uriiniin Kazamlmas

Fermantasyon sivisinda olusan iirlinler, mikroorganizmalar tarafindan disariya
salgilanan hiicre digi enzimler ya da hiicrelerin par¢alanmasi sonucu ortamda bulunan
enzim, protein, RNA, DNA vb. tiir biyokimyasal maddeler, istenilen saflik derecesine gore

cesitli saflastirma yontemleri uygulanarak saflastirilirlar.

3.2. Fermantasyon ile Enzim Uretim Yéntemleri

Endiistriyel enzim iiretiminde kullanilan mikroorganizmalar bakteri, maya, mantar ve
kiif olabilir. Segilen bir tek organizma 1000’den fazla farkli enzim ¢esidine sahiptir. Enzim
iretimi kisaca su sekilde Ozetlenebilir; laboratuar Olgekli ¢aligmalarda istenen enzimi
iireten mikroorganizma bulunur ve daha sonra mikroorganizma endiistriyel biiyiikliikteki
fermantorlerde biiyiitiilerek istenen enzim {iretilir. Fermantasyon sonucu olusan atiklar ise
giibre olarak kullanilmaktadir (Sagiroglu, 1999; Tatar, 1997).

Buna gore mikrobiyal fermantasyonla enzimlerin {retimi iki temel sekilde
gerceklestirilir.

e Kat1 Substrat Fermantasyonu

e Daldirmali Fermantasyon (Derin Kiiltiir Fermantasyonu)

3.2.1. Kat1 Substrat Fermantasyonu

Kat1 substrat fermantasyonu islemleri, Asya iilkelerinde eski zamanlardan beri
uygulanmaktadir. Bati iilkelerde ise 1940’11 yillardan sonra dnem kazanmaya baslamistir.
1950-1960 yillar1 arasinda fungal kiiltiirler kullanilarak steroid transformasyonu

gerceklestirilmistir.  1960-1970 yillar1 arasinda kati substrat fermantasyonu ile
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mikotoksinlerin tretimi gerceklestirilmistir. Tarim endiistrisi atiklarinin besiyeri olarak
kullanilmasiyla protein bakimindan besin degeri yiiksek sigir yemi tiretimi, diisilk maliyeti
nedeniyle olduk¢a onem tasimaktadir. Kati substrat fermantasyonuna ilgi giin gectikce
artmaya devam etmektedir (Pandey, 2003).

Kat1 substrat fermantasyonuna Ornek olarak Japonya’da buharla muamele edilmis
piring kullanilan “koji”, Endonezya’da mikrobiyal kaynak olarak kiif ve kati substrat
olarak buhar uygulanmis bezelye tohumlarinin kullanildigi “tempeh” veya Hindistan’a ait
“ragi” verilebilir. Yine Penicillum roquefortii veya P.camemberti ile kiiflii peynir tiretimi
uzun yillardan beri uygulanan kati substrat fermantasyonlarina 6rnek olarak verilebilir.
Kat1 substrat fermantasyonu, ozellikle Japonya’da biiyiik 6lgekli endiistriyel islemlerde
uygulanmaktadir. Japonya disinda, Hindistan’da orta dlgekte enzim tiretiminin yapildigi
bilinmektedir. Koji tipi islemler Uzak Dogu’daki fabrikalarda genis Olgiide
uygulanmaktadir (Raimbault, 1998).

Kat1 substrat fermantasyonu, serbest akici suyun yoklugunda nemli substratlar
tizerinde mikroorganizmalarin biiylimesi olarak tanimlanmaktadir (Perez-Guerra vd.,
2003). Kat1 substrat fermantasyonunda mikrobiyal biiyiime ve {iriin olusumu, diisiik nem
icerigine sahip kat1 substrat partikiiliiniin yiizeyinde veya yakminda meydana gelmektedir.
Ayrica lignin, pektin, lignoseliiloz gibi bilesenleri igeren dogal substratlar1 kullanan ve esas
olarak kesikli bir islem olan kat1 substrat fermantasyonunu, serbest su akismin olmadigi ve
nemli kati substrat tizerinde mikroorganizmalarin fretildigi bir proses olarak da
tanimlamak miimkiindiir (Raimbault, 1998; Raghavarao vd., 2003).

Bu islemde kullanilan substrat, mikroorganizmalarin lireme ve metabolizmasi igin
ihtiya¢ duydugu yeterli nemi saglamalidir. Kullanilan kat1 substrat, mikroorganizma igin
besin kaynagi olarak rol oynayacagindan uygun kati substratin se¢imi 6nemlidir. Bu
nedenle, substratin parga biyiikligli, goézenekliligi ve kimyasal bilesimi uygulama
acisindan Onem arz etmektedir. Ayrica mikrobiyal iirlinlerin iiretiminde kati substrat
fermantasyonu, substrat olarak ucuz ve bol miktarda bulunan tarim endiistrisi atiklarmnin
kullanilabilmesi gibi ekonomik avantajlarindan dolay1 6nem tasimaktadir. Bu atiklarin pek
cogunun ligninolitik aktivitenin indiikleyicisi olan lignin, seliiloz ve hemiseliilozu icermesi
ve c¢ogunun yiiksek oranda seker ihtiva etmesi, islemlerin daha ekonomik olmasini
saglamaktadir (Shankar ve Mulimani, 2006; Pandey, 2003; Raghavarao vd., 2003). Bunun
yanisira  Katt  substrat fermantasyonu tarimsal kati atiklar1  substrat olarak

kullanabildiginden dolay1 tarimsal atiklarin meydana getirecegi cevre kirlenmelerine
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alternatif bir ¢6ziim olarak goriilebilir. Kati substrat fermantasyon sartlar1 birgok
mikroorganizma i¢in dogadaki sartlarina benzer oldugundan iireme i¢in yeterli kosullar
saglanabilir. Giiniimiizde kat1 susbtrat fermantasyonunda farkli tarimsal atiklar, bakteri ve
funguslarla enzim iretiminde basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Milagres vd., 2004;
Gomez vd., 2005). Yapilan ¢aligmalarda farkli mikoorganizmalarla gesitli kat1 substratlarin
etkilesimi kati substrat fermantasyonu yontemiyle incelenmektedir. Tablo 3.1.’de kati
substrat fermantasyonlarinda kullanilan ¢esitli substratlar ve mikroorganizmalar

verilmistir.

3.2.2. Kat1 Substrat Fermantasyonunun Avantajlar1 ve Dezavantajlar

Kat1 substrat fermantasyonunun avantajlarint su sekilde smralamak mimkiindiir
(Mazutti vd., 2006; Holker vd., 2004; Perez-Guerra vd., 2003).

e Ortamdaki suyun az olmasindan dolayr bakteri veya mayalarin kullanildig:
fermantasyon ortaminda kontaminasyon riski azdw. Bu durum aseptik kosullarda
calismaya imkan saglar.

e Uygulamanin durumuna gore kati susbtrat fermantasyonunda, derin Kkiiltiir
fermantasyonuna gére daha fazla iiriin elde etmek miimkiindiir.

e Hazirlanan besi yerindeki substrat genellikle mikroorganizmanin iiremesi igin
gerekli biitiin besinleri i¢erdiginden fermantasyon ortami oldukga basittir.

e Enerji ihtiyaci oldukca diisiiktiir.

e islem sirasinda ¢ok az miktarda su kullanildigindan atik su ¢ikist oldukca azdr.

e Fermantasyon ortami diisik nem seviyesine sahip oldugundan derin Kkiiltiir
fermantasyonu ile iiretilemeyen ya da ¢ok az miktarda iiretilebilen 6zgiil bilesiklerin
iiretimi saglanabilir.

e Kullanilan substratin konsantre olmasindan dolayr derin kiiltiir fermantasyonu ile
karsilastirildiginda ayni miktarda substrat i¢cin kati substrat fermantasyon isleminde daha
kiiciik hacimli reaktorler kullanilabilir.

e Kati substrat fermantasyon ortami, mikroorganizmalarin yetistigi ve adapte oldugu
dogal ¢evrelerine benzer.

e Oksijen sirkiilasyonu oldukga iyidir.

e Kullanilan substratlar ucuz ve boldur.

e Fermantasyon sonucu meydana gelen {irliniin kararlilig1 daha yiiksektir.
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Tablo 3.1. Cesitli ¢calismalarda kullanilan kati1 substratlar (Kuru, 2007).

Substrat Uriin/Uygulama Mikroorganizma
Badem Kabugu Tozu Lipaz Rhizopus oligosporus
. Etanol Uretimi Trichoderma harzianum
Elma Ezmesi .. o . .
Sitrik Asit Uretimi Aspergillus niger
Amilaz Gibberella fujikuroi
Proteince Zenginlestirme Neurospora sitophila
N .. Pektinaz Aspergillus niger
Bugday K L .
uEcay epest Aroma Ceratocystis fimbriata
Proteaz Aspergillus niger
Gibberellik Asit Gibberella fujikuroi
Busday Saman Ksilenaz Paecilomyces themophila
ugday Sama Lignoseliilozik Enzimler Lentinus tigrinus
Lakkaz Trametes pubescens
Muz Atig1 Proteince Zenginlestirme Aspergillus niger

Kassava Posasi

Seker Kamig1 Posast

Kahve Atiklar

Portakal Posasi

Ananas, Karisik Meyve
Soya Kabugu

Hindistan Cevizi Kabugu

Kahve Kabugu

Kahve Ozii

Uziim Cekirdegi
Piring Kepegi
Soya Fasulyesi
Kivi Atig1

Ligninolitik Enzim Uretimi

Aroma, Tatlandirict Uriinler

Aroma
Sitrik Asit Uretimi
Yenilebilir Mantar

Pektinaz Uretimi
Sitrik Asit Uretimi
Proteaz Uretimi

Lipaz Uretimi
Sitrik Asit Uretimi
Tatlandirict Uretimi

Pektinaz Uretimi
Besince Zenginlestirme

Lakkaz

Proteaz

Fermente Besin Uretimi
Sitrik Asit Uretimi

Pleurotus sp.

Rhizopus oryzae
Rhizopus oryzae
Aspergillus niger
P. osteratus

Thermoascus aurantiacus

Aspergillus niger
Penicillum sp.

A. oryzae

Penicillium restrictum
Aspergillus niger
Ceratocystis fimbriata
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Trametes hirsuta
Rhizopus oligosporus
Rhizopus sp.
Aspergillus niger

e Kati

dezavantajlar1 su sekilde siralamak miimkiindiir;

mikroorganizmalar veya mantarlar kullanilabilir.
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Kat1 substrat fermantasyonu bir takim avantajlara sahip olmasmna ragmen, biiyiik

Olgekli uygulamalarda bazi dezavantajlara da sahiptir (Perez-Guerra vd., 2003). Bu

substrat fermantasyonunda sadece diisik nem seviyesinde {ireyebilen

e Substratlar genellikle 6giitme, parcalama, homojenizasyon, fiziksel, kimyasal ve

enzimatik hidroliz, buhar uygulama gibi birtakim 6n islemlere ihtiya¢ duyar.



e Derin kiiltiir fermantasyonuna gore biyokiitle (iireme) miktarinin saptanmasi
oOldukc¢a zordur. Ciinkii misel ve kati substrat arasindaki siki penetrasyon biyokiitlenin
tamamen elde edilmesini engeller.

e Substratin kat1 olmasi nedeniyle pH, nem igerigi ve oksijen konsantrasyonu gibi
fermantasyon parametrelerinin kontrolii olduk¢a zordur.

e Bazi islemlerde yiiksek miktarda kat1 substrat konsantrasyonu nedeniyle ortamdaki
oksijen sirkiilasyonu zor olabilir. Ayrica dogal substrat igeren fermantasyon ortamlarinda
yiiksek karistirma hizlarinda képilik olusumu s6z konusu olabilir.

e Kat1 substrat fermantasyonunda iiretim siiresi, derin kiiltiir fermantasyonuna gore
¢ok daha uzundur.

¢ Biiyiik olcekli reaktorlerin dizayni ve isletilmesi hakkindaki bilgiler ¢ok azdir.

e Eger sporla iiretime baslanacaksa, ¢cimlenme gereksinimi nedeniyle uzun lag fazi

stiresine ihtiya¢ duyulabilir.

3.2.3. Kat1 Substrat Fermantasyonu Uygulama Alanlar

Tarihsel bir oneme sahip olan kati substrat fermantasyonu esas itibariyle “koji”,
“tempeh” ve “ragi” gibi geleneksel olarak fermente edilmis yiyeceklerin iiretimiyle
ilgilidir. Bunun yani sira; antibiyotik, enzim, organik asit, biyopestisit, mikopestisit,
biyoherbisit, biyosiirfektan ve aromatik bilesikler gibi O6nemli {iriinlerin iiretiminde
kullanilmaktadir (Pandey, 2003; Raimbault, 1998).

Ayrica kati substrat fermantasyonu son yillarda ¢evrenin korunmasi amaciyla tehlikeli
bilesiklerin biyolojik yikiminda (biyodegradasyonu), tehlikeli bilesiklerin biyolojik olarak
iyilestirilmesinde (biyoremediasyon), tarim ve diger endiistri atiklarmin biyolojik
detoksifikasyonunda, biyolojik kagit hamuru iiretiminde ve kagit hamurunun

agartilmasinda kullanilmaktadir (Gomez vd., 2006; Brand vd., 2000).

3.2.4. Kati Substrat Fermantasyonu ile Enzim Uretimi

Enzim iiretimi biyoteknolojinin dnemli uygulama alanlarindan biridir. Kat1 susbtrat
fermantasyonu ile iiretilen enzimler giiniimiizde pek ¢ok endiistriyel uygulamalarda
kullanilmaktadir (Tablo 3.2.). Enzimler hiicre i¢inde ve disinda etkin olabildiklerinden
dolay1 endiistri, ¢evre ve tip alanlarinda uygulama imkani1 bulmaktadir. Son on yilda kat1

substrat fermantasyonu ile enzim {iretimine olan ilgi giderek artmustir. Glinlimiizde ¢ok az
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sayida da olsa ticari oneme sahip enzimlerin iiretimi kati substrat fermantasyonu ile

gerceklestirilmektedir.

3.3. Daldirmah Fermantasyon Yontemi (Derin Kiiltiir Fermantasyonu)

Ticari enzimlerin ¢ogunun tiretiminde daldirmali fermantasyon tercih edilmektedir. Bu
sistemlerde prosesin kontrolii ve sterilizasyonu miihendislik agisindan daha kolaydir.
Daldirmali fermantasyon sivi ortamda ¢oziinmiis yada kati siispansiyon halinde niitrientleri
kullanarak stispanse haldeki mikroorganizmalarin gelismesiyle olusur.

En basit daldirma metodu, asilanmis sivi kiiltiiriiniin c¢alkalanmasidir. Bunun ig¢in
dairesel veya yatay hareketler yapan ¢alkalama makinelerine yerlestirilen erlen mayerler,
istenilen hiz, siire ve sicaklik saglanarak calkalanir. Fakat daha biiyiik hacimde
caligilabilmek i¢in fermantorler kullanilir. Fermantorler fermantasyon teknolojisinde
kullanilan 6zel tepkime kaplaridir ve bunlar1 asagidaki sekilde siralayabiliriz;

1. Kesikli ¢alisan fermantorler.

2. Siirekli karistirmali tank fermantorler.

3. Borusal akig fermantorleri.

4. Akiskan yatakli fermantorler.

Kullanilan sistemlere gore fermantasyon, kesikli, yar1 kesikli ve siirekli fermantasyon
olarak {i¢ gruba ayrilir.

Kesikli fermantasyonda, besiyeri baslangicta fermantore konularak sterilize edilir.
Sonra mikroorganizma ile asilanarak karistirilir ve gerekli doniisiim saglanincaya kadar
belirli bir slire beklenir. Bir kesikli fermantasyon igin gerekli zaman saglanacak ¢alisma
kosullarma goére birka¢ saatten birkag haftaya kadar degisebilir. Bu siire boyunca
mikrobiyal kirlenmeden sakmilmali ve kaptaki bilesenler karistirilip, sicaklik kontroli
saglanmalidir.

Yar1 kesikli fermantasyonda, fermantasyon maksimuma ulastig1 zaman fermantérdeki
maddenin tamami bosaltilmaz. Bir kismi asilama kiiltiirii olarak fermantorde brrakilir ve
bunun {izeri yeni substrat ile doldurulur.

Stirekli fermantasyonda, fermantore ilave edilen yeni substrat miktar1 kadar
fermantorden fermante olmus besin ve iretilen {irin alimir. Bu sistemde yeni substrat

mikroorganizmanin eksponansiyel gelisme fazinin sona erdigi anda fermantére verilir ve
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Tablo 3.2. Kati substrat fermantasyonunun ekonomik sektorlerdeki uygulama alanlari

Ekonomik Sektor Uygulama Ornek
Tarimsal Yiyecek Ticari Yiyecek fermantasyonlart Koji, fermente Uriinler
Endiistrisi Gida katki maddeleri Tatlandiricilar, organik asitler
Bioinsektisitler Trichoderma
Tarim e e . :
Bitki Biiyiime Hormonlar1 Gibberellinler
Enzimler Amilazlar, seliilazlar, proteazlar,
. pektinazlar, ksilinazlar
ndistriye Antibiyotikler Penisilin, Probiyotikler
Fermantasyon e e o S
Organik asit iiretimi Sitrik asit, laktik asit vb.
Fungal Metabolitler Hormonlar

ayni miktar {irtin almir. Boylece mikroorganizma siirekli maksimum iiriin tretebilecegi
yerde tutulmus olur.

Mevcut sistemlerin cesitliligine ragmen pratikte ticari enzim fermantorleri agirlikli
olarak 2. tiirden siirekli karistirmali tank fermantorlerinde gergeklestirilir. Bu yontemde
uygun biyiiklikteki (10-15 L) karistrmali bir tanka gerekli bilesimde hazirlanan
hammaddeler beslenir. Burada istenen pH degerine ayarlanir ve siirekli HTST (yiiksek
sicaklik kisa siireli) sterilizasyon birimi yardimiyla daha dnceden buharla sterilize edilmis
fermentore beslenir. Eger gerekirse bazi 1s1 stabil ilaveler, kopiik kirict maddeler ve
viskozite ve ¢Oziinebilirligini ayarlayan maddeler steril ortama ayrica ilave edilir (Topal,
1985). Diger taraftan mikroorganizma, fermantasyon prosesi iiretim tankina gelmeden
once birka¢ as1 hazirlama sathasindan gecer. Kullanilan tanklar fermantasyon ortaminin
korozif 6zelliklerine uygun bir paslanmaz celikten genis bir basing araliginda (tipik olarak
vakumdan 20 kPa basincina kadar) calisacak sekilde dizayn edilir. Tipik enzim iiretim
sistemlerinde kullanilan tanklarin hacmi ise 0.1-250 m® arasmnda degismektedir.
Endiistriyel enzimler aerobik mikroorganizmalar kullanilarak iiretilmektedir. Bu nedenle
fermantasyon ortamina steril hava verilmesi gerekir. Ayrica oksijenin gaz fazdan sivi faza
transferi icin ortamm karistirilmasi gerekmektedir. Verilen hava igerisindeki mikrobiyal
hiicrelerin uzaklastirilmasinda endiistride kullanilan temel iki prosesten birincisi,
hidrofobik silikon esaslit membran filtreler kullanarak yapilir. Digeri ise 1s1yla on sterilize
edilebilen lifli maddeleri i¢eren filtreler kullanilarak yapilir (Rehm vd., 1987). Sterilize
edilen hava fermantasyon ortamma tek veya cok girisli dagitic1 bir sistem yardimiyla
verilir. Karistirma ise dikey olarak donen bir saft iizerine bindirilmis ¢ok kanath disk
tiirbinlerle yapilir.

Aerobik mikrobiyal biiylime ekzotermik bir prosestir ve bu prosesde is1 iretilir.

Havalandirma ve karistirma prosesleriyle 1s1 dagilimma ilave olarak fermantasyon
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sicakligmi 30-35 °C’de tutmak icin ortamdan 1s1 uzaklagtirilmalidir. Bakteriyel
fermantasyonda daha fazla metabolik 1s1 tretilmektedir ve bu bazi durumlarda diger
organizmalar i¢in olan degerin iki kat1 olabilir. Biiyiimenin ve enzim iiretiminin kontrol
edildigi bir ortamda siirekliligi saglayabilmek i¢in ¢esitli parametreler hem as1 gelistirme,
hem de fermantasyonla iiretim asamasinda dikkatlice takip edilmelidir. Fermantasyon
ortaminin sicakligini, sogutma suyunun sicakligmni, stvi hacmini, karigtirict hizini, giiciinii
veya torkunu, hava ve sivi besleme hizini, kiiltiir ortamimdaki kopiik varligr gibi fiziksel
parametreleri izlemek i¢in cesitli cihazlar kullanilir. Fermantasyon analizinde online ve
offline Ol¢limlerden yararlanilir. Online olarak takip edilen parametreler pH, ¢oziinmiis
oksijen ve karbondioksit, redoks potansiyeli, fermantdrii terk eden gaz icerisindeki oksijen
ve karbondioksit konsantrasyonlarini igerir. Cesitli anyonlar ve katyonlar (Na*, K*, NH,",
Ca®*, Cu*, NOs, CI") gibi diger tiirler iyon secici elektrotlar kullamilarak olgiilebilir.
Ancak bu iyonlar genellikle biomas konsantrasyonu, karbon, azot substrat seviyesi ve
enzim Uriin aktivitesi gibi parametrelerle birlikte offline olarak belirlenirler. Bu
parametreler mikrobiyal biiyiimenin dogrudan ve dolayli olarak belirlenmesinde

kullanilabilir.

3.4. Fermantasyon Islemlerinde Kullanilan Mikroorganizmalar
3.4.1. Bakteriler

Bakteriler mikroskobik goriiniim bakimindan yuvarlak, comak ve sarmal sekiller
olmak lizere ii¢ ana grupta toplanirlar.

eYuvarlak Sekilli Bakteriler (Koklar) : Ortalama 0.8-1.5 mikrometre (um)
boyutlarinda yuvarlak sekilli bakterilerdir. Koklar ikili (diplokok) zincir seklinde
(streptokok) veya tliziim salkimi seklinde (stafilokok) dizilis gosterebilirler. Diplokoklar
yuvarlak bakterilerin bdliinmeleri esnasinda birbirlerinden ayrilmayarak ikiserli olarak
kalmalar1 sonucu olusur. Ornek olarak Streptococcus pneumoniae, ters mum alevi seklinde
dizilim gosteren diplokoklardir. Uremeleri bir ¢izgi boyunca boliinmek suretiyle
gerceklesen yuvarlak sekilli bakterilerin bir zincir olusturumasi seklindedir. Bu goriiniime
Streptokok denir. Bu gruba 6rnek olarak irinli infeksiyonlarda etken olan Streptococcus
pyogenes’i verebiliriz. Baz1 yuvarlak sekilli bakteriler ti¢ boyut halinde de tireyebilirler.
Bunlarin dizilimi iziim salkimini andirdigindan stafilokoklar olarak adlandirilir.
Streptococcus aureus, bu grubun tipik 6rnegini olusturur. Bakterilerin cesitli sekil ve

dizilisleri Sekil 3.3.’de gosterilmistir;
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e Comakcik Seklindeki Bakteriler (Basiller): Silindir seklindeki bakterilerdir.
Ortalama 0.5-1 um eninde 1-5 pm boyundadirlar. Kokobasil seklinden biiyiikk bir basil
sekline kadar degisen uzunlukta olabilirler. Zincir bigiminde ve u¢ uca dizilebilirler. Bu
goriinlim streptobasil olarak tanimlanir.

e Sarmal Sekilli Bakteriler: Sarmal bakteriler yalniz bir kivrimli olabildigi gibi bazen
de 10-15 kivrima sahip olabilirler. Sarmal bakteriler iki gruba ayrilir. Birinci gurupta
viicutlart yumusak, biikiilebilen ve kivrilarak yilanst hareket edebilen bakteriler
(spiroketler), ikinci grupta ise sert viicutlu, kivrilmayan sarmal sekilli bakteriler

bulunmaktadir. Kolera etkeni tek kivrimli bu tiir bakterilere 6rnek olarak verilebilir.

3.4.2. Bacillus Cinsi Bakteriler

Bacillaceae familyasinin bir iiyesidir. Hiicreler comak sekilli, diiz veya hemen hemen
diize yakin ¢ogu olumsuz ortam kosullar1 i¢in ¢ok direngli endospora sahip, ac¢ik havada
spor olusturabilen, gram pozitif, peritrik kamgili, aerobik veya fakiiltatif anaerob bir
bakteridir. Bir¢ok tiiriinde hiicre duvari ¢apraz baglarla bagli mezo-diamino pimelik asitten
olusur. Cogunlukla mezofilik olmakla birlikte psikrofilik ve termofilik tiirleri de vardir.
Bakteriyel hiicreleri igeren Bacillus sporlar1 Sekil 3.4.’de gosterilmektedir. Bacillus 'lar tek
veya c¢ok sayida hiicreden olusan uzun zincirler meydana getirebilirler. Hiicreler parabazal

kisim ve protein kristalleri igerebilir.
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Sekil 3.3. Bakterilerin ¢esitli sekil ve dizilisleri (a; Diplokok ve kok, b; Streptokok, c; Stafilokok, d;
Kokobasil, e; Basil, f; Streptobasil, g; Difteroid basil, h; Fuziform basil, 1; Treponema, i;
Spiroket, j; Leptospira).
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Bakteriyel hiicreleri iceren
yesil renkli sporlar

£

Sekil 3.4. Bakteriyel hiicreleri igeren Bacillus sporlar

Ana hiicrede bulunan sporun sekli ve sporogoniumun yeri Bacillus sp. tiirlerinde
karakteristik bir 6zellik gosterir. Bacillus tiirlerinin tanimlanmasi ve tiirler arasindaki
farkliliklarin belirlenmesi igin spor ve sporogonium morfolojileri temel alinabilir. Bacillus
suslarinin koloni yiizeylerinin goriintiisii, genellikle ¢evresel faktorlerle degismektedir. Bu
faktorler arasinda en Onemlileri kiiltliriin bulundugu besi yerinin bilesimi ve inkiibasyon
sicakligidir. Cevresel faktorlerin yani sira besiyeri bilesimine bagli olarak koloni gap1
degisebilir (Lennete vd., 1985).

3.4.3. Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus amyloliquefaciens ¢ogunlukla a-amilaz ve proteaz iiretiminde kullanilan bir
mikroorganizmadir. 1943 yilinda Fukumoto isimli bir Japon arastrmaci tarafindan
topraktan izole edilmistir. Bakteriye ismi sivilasan bir amilaz iretmesi sebebiyle
verilmistir. B.subtilis’e benzemesinden dolayr uzun siire ‘Bacillus subtilis subs.
amyloliquefaciens’ seklinde bir alt tiir olarak goriilmistiir. B.amyloliquefaciens fenotipik
olarak B.subtilis’e ¢cok benzedigi i¢in sadece temel klasik testlerle bu mikroorganizmalari
ayrrmak miimkiin degildir.

Gram (+) ve ¢ubuk seklindedir. Enleri 0.7-0.9 pm, boylar1 1.8-3.0 um dir. Hiicreler
zincirler seklindedir. Pertiris flagellerle hareket edebilirler. Kabart1 meydana getirmeyen
sporlar1 0.6-0.8 um ile 1.0-1.4 um boyutlarinda, oval, sentral veya parasentraldir. Ureme
icin en uygun sicaklik 3040 °C’dir. 15 °C’nin altinda ve 50 °C’nin ilizerinde iireme
goriilmez ( Ulger ve Cirakoglu, 2001).

Literatiirde ~ yeralan  mikroorganizmalarin ~ smiflandirilmas1  Sekil ~— 3.5.°de

gosterilmektedir.
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Mikroorganizmalar

! }

Prokaryotlar Okaryotlar
i Mavi-Yesil
Bakteriler Algler Mantarlar Algler Protozoalar

v v v

Mayalar Kiifler veya Sapkali Mantarlar
Kiif Mantarlar1

Sekil 3.5. Biyokimya miihendisliginde mikroorganizmalarin siniflandirilmasi (Telefoncu,1995).
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4. AMILAZLAR

Amilazlar en 6nemli endiistriyel enzimlerden biridir. Amilazlar nisasta ve glikojen
molekiillerini hidrolize ederek maltoz, glikoz, maltotrioz ve dekstrin birimlerini meydana
getirebilen ekstraseliiler enzimlerdir. Giinlimiizde amilaz enzimi gida, tekstil, kagit, deri
gibi gesitli endiistri alanlarinda kullanilmaktadir. Endiistriyel alanlarda kullanilan amilaz
enzimi hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal kokenli olmakla birlikte agirhikli olarak
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Mikroorganizmalardan elde edilen amilaz enzimi
istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, ucuz ve bol miktarda elde edilebilmeleri, katalitik
aktivitelerinin yiiksek olmasi gibi avantajlara sahip oldugundan dolay1 endiistriyel
uygulamalarda tercih konusu olmustur. Amilazlarin toplam enzim pazarmmmn % 25’ ini
olusturdugu bilinmektedir.

Amilazlar, glikoz birimlerinden olusan nisasta ve benzer molekiilleri pargalayan
“glikozid hidrolaz” olarak da bilinen enzimlerdir. Amilazlar amilopektin, amiloz ve
glikojeni olusturan glikoz birimleri arasindaki glikozidik baglar1 pargalayabilme
yetenegine sahiptir. Nisastanin enzimatik doniisiimii ¢irislenme (jelatinizasyon), sivilasma
ve sekerlenme (sakkarifikasyon) olmak tizere ii¢ asamada meydana gelir. Jelatinizasyon
nisasta molekiillerinin ¢oziinerek viskoz bir slispansiyonun meydana gelmesi olayidir.
Sivilasma nisastanin  kismi hidrolizi sonucunda viskozitesinin azalmasi1 olayidir.
Sekerlenme ise nisastadan glikoz ve fruktoz olusmasidir. Nisastanin su ile 1sitilmasi sonucu
jelatinizasyon meydana gelir ve nisasta yalnizca yiiksek sicaklikta suda c¢oziinebilir.
Jelatinizasyon isleminden sonra nisastanmn hidrolizinin hizli bir sekilde olabilmesi igin
kullanilacak amilazin termostabil 6zellikte olmasi gerekmektedir (Van Der Maarel vd.,
2002).

Amilazlarin tarihi 1811 yilinda Kirchhoff tarafindan nisastay1 parcalayict enzimlerin
bulunmasina dayanmaktadir. Bu tarihten itibaren malt amilazlar1 ve sindirim amilazlar1
iizerine ¢aligmalar yapilmis ve 1930 yilinda Ohlsson reaksiyonda iirettikleri seker tipine
gore maltta nisastayr pargalayan enzimleri o ve [P amilazlar olmak iizere iki gruba
ayirmigtir.

Bakteriyel a-amilazlar, anomerik karbon atomunun o konfigiirasyon yeteneginin
olmasi sayesinde nisastanin i¢ bdlgelerinin hidrolizinde gorev yapar. Genellikle bu
enzimler yiiksek sicakhiga dayaniklidirlar. Bacillus tiirleri, endiistriyel Oneme sahip

ekstraseliiler amilaz ve proteaz enzimlerini tretebilir. B.amyloliquefaciens ve B.subtilis
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mikroorganizmalar1 birbirine benzer a-amilaz enzimi iiretmelerine ragmen immiinolojik
reaksiyonlar1  farklidir.  B.amyloliquefaciens,  oncelikle  maltoheksoz  iiretirken
B.licheniformis ise dnce maltopentoz ve maltoz olusturur. Ancak glikoz ise bu iriinlere
kiyasla daha az miktarda elde edilmektedir (Meer, 1972).

a-amilaz enzimi aktif merkezlerindeki karboksil ve histidin gruplarinin birlikte etkisi
ile substrati pargalarlar. a-amilaz enziminin sentezi ortamda nisasta veya daha diisiik
molekiil agirligina sahip olisakkaritlerin bulunmasina baglhdir. Ayrica enzim aktivite
gosterebilmek i¢in (Ca*?) iyonlarna ihtiya¢ duydugundan dolay: metalloprotein yapisina
sahiptir. Enzimin yapisinda bulunan kalsiyum, ekstrem sicaklik ve pH’larda papain, tripsin,
pepsin gibi proteazlara karsi enzimin dayanikliligini saglamaktadir (Manning ve Campell,
1961; Stein ve Fischer, 1958). Bazi amilazlarin kalsiyum iyonu gereksinimleri Tablo
4.1.”de verilmistir.

Bakteriyel B-amilazlar, amilosakkarit zincirlerindeki a-1,4 glukan baglarini hidrolize
eder ve B-anomerik konfigiirasyon ve B-limit dekstrinlerden maltoz olusumunu saglar. Bu
enzim 65 °C’ nin iizerindeki sicakliklarda herhangi bir aktivite gostermez. B-amilaz enzimi
maltoz liretimi ile yiyecek ve igecek endiistrisinde kullanilmaktadir.

Amilazlar endoamilazlar ve ekzoamilazlar olmak {izere iki gruba ayrilirlar.
Endoamilazlar nisasta molekiiliiniin i¢ kismini rastgele noktalardan pargalar ve degisik
zincir uzunluguna sahip diiz ve dallanmis yapidaki olisakkaritleri meydana getirir.
Ekzoamilazlar ise nisasta molekiiliinii indirgen olmayan uglarindan pargalayan enzimlerdir.
Son yillarda nisasta ve benzeri polisakkaritleri pargalayan bir¢ok yeni enzimler tespit
edilmistir. Amilazlar asidik ve bazik sartlar altindaki etkinliklerine gore asidik ve bazik
karakterli amilazlar olmak tiizere iki kisma ayrilir. Bunlardan bazik ortamda aktivite

gosteren amilazlar deterjan endiistrisinde biiyiik bir dneme sahiptir.

Tablo 4.1. Bazi amilazlarin Ca®* iyonu gereksinimleri (Haki ve Rakshit, 2003).

Minumum Ca**
Uygulama

Enzim Mikroorganizma , Miktari
pH’s1
(ppm)

Bakter.lyel mezofilik Bacillus subtilis 6.0-70 150

a —amilaz

Bakterlyel termofilik Bacillus licheniformis 6.0-70 20

a -amilaz

Fungal o -amilaz Aspergillus oryzae 4.0-5.0 50
Amiloglikozidaz Aspergillus niger 3.5-5.0

Pullulanaz Bacillus acidopolluticus 35-5.0
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Endiistriyel proseslerde 6rnegin dekstroz iiretiminde pH 4-5 araliginda etkili olabilen
asidik amilazlar kullanilmaktadwr. Farkli kaynaklardan izole edilen bakteri
endoamilazlarinin optimum pH 3.5-4.5 aralifinda aktivite gosterdikleri bilinmektedir

(Buonocore vd., 1976).

4.1. Amilazlarin Siniflandirilmasi

Amilazlar nisastay1 parcalama mekanizmalarina gore smiflandirilir;

e a-Amilazlar; a-amilazlar nisasta molekiiliindeki amiloz zincirinin a-1,4 baglarina
gelisigiizel etki ederek son iirlin olarak 1/10’u glikoz ve 9/10°u maltoz olan bir karisim
meydana getirir. Amilopektinin hidrolizi sonucunda maltoz ve glikozun yani sira bir dizi
dalli smir dekstrinler meydana gelir. Dort ya da daha fazla glikoz igerikli bu dekstrinler
orijinal yapmin 1,6 glikoz baglarini icermektedir. Bu dekstrinlere belirli sayida glikoz
kaldiginda amilazlar dallanma noktasina etki edemediginden sinir dekstrin (limit dekstrin)
adi verilir. Nisastanin enzimatik hidrolizi sonucu meydana gelen iriinler o-optik
konformasyonu gosterdiginden dolay1r bu enzimlere a-amilazlar denilmektedir. Amilaz
enzimi katalizorligiinde meydana gelen reaksiyon Sekil 4.1.’de verilmistir.

e B-amilazlar; Nisastanin enzimatik hidrolizi sonucunda agiga ¢ikan iiriinler -optik
konformasyonu gosterdiginden dolay1 bu enzimlere B-amilaz adi verilir.

e Glikoamilazlar (Amiloglikozidazlar); Nisasta zincirinin ucundaki indirgen
olmayan kisimdan ardisik olarak glikoz birimlerini uzaklastiran bir ekzoenzimdir.
Glikoamilazlarn iiriin olarak sadece glikoz olusturmasi bu enzimleri a ve  amilazlardan
ayirmaktadir. Hem a-1,4 baglarini etkiler hem de yavas bir hizla da olsa a-1,6 baglarini
hidrolize eder.

e a-Glikozidazlar; Amiloz ve amilopektinin parcalanma triinleri olan kisa zincirli
oligosakkaritlerdeki a-1,4 baglarint hidrolize ederek serbest glikoz birimlerini olusturan

enzimler olarak tanimlanir.

—0—Glu—0—Glu—-0H

Amilaz Maltoz
0—Glu0—Glu—0—{Glu}-0-Glu—0— + Hy0 ——

+

Amiloz

HO—Glu—0-Glu~0—

Maltoz

Sekil 4.1. Amilaz enziminin katalizledigi reaksiyon
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e Pullulanazlar; Substrat molekiilii iizerindeki yalnizca o-1,6 baglar1 iizerinde
spesifik aktivite gosterirler. Bundan dolay1 pullulanazlara sinir dekstranazlar da denir.

e CGTazlar; Nisastay1 siklodekstrin denilen ve 6,7 veya 8 glikoz {initesinden
meydana gelen siklik D-glikozil birimleri olusturan enzimlerdir. Bacillus macerans
mikroorganizmasindan elde edilen amilazlar buna 6rnek olarak verilebilir (Aiyer, 2005).
Sekil 4.2.°de amilazlarin nisastayr hidrolize sekilleri ve meydana getirdikleri iriinler

gosterilmektedir.

4.1.1. Asidik Amilazlar

pH 4-5 civarinda yiiksek aktivite gosteren amilazlar asidofilik amilazlardir. Endiistriyel
proseslerin bazilar1 pH 4-5 araliginda dekstroz iiretimi ile ilgilendiginden dolay1 asidofilik
stvilastirict amilazla bir avantaj saglanabilir. Enzimlerin bu tiirleri hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmasia ragmen, bunlarin varli§1 nisasta proseslerinde potansiyel bir gelisme olarak
goriilmektedir. B.acidocadarius ile kat1 ortamda nisasta hidrolizinin gézlemleri a-amilaz
karakterleri iizerine ¢alismalara yol agmustir. Bu enzim kati kiiltiirden izole edilip

karakterize edilmistir (Ingle ve Erickson, 1978).

e
oo :_.\al-4+al-6
o Hidrolizi

o 1- 6 Hidrolizi 20 amilaz/
Amilopulluanaz

/Oﬂm

(o]
Glukoamilaz o 1- 4 Hidrolizi
o~ glukosidaz
/ -
Siklodektrin
D l glukosiltransferaz
cx% Amilomaltaz

- Amilaz

Sekil 4.2. Farkli amilazlarin nisasta molekiiliinii hidrolizi ve olusan triinler
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4.1.2. Termofilik Amilazlar

Termofilik mikroorganizmalar termotolerant veya termofil, hiper termofil veya
ekstrem termofil olmak iizere ii¢ grup igerisinde siniflandirilmaktadirlar. 60-115 °C
arasinda yasayan mikroorganizmalar genel olarak termofil olarak adlandirilir. 50-60 °C
arasinda yasayan organizmalar termofil veya termotolerant olarak tamimlanirken, 60-80 °C
aras1 hiper termofil, 80 °C veya daha yiiksek sicakliklarda yasayan organizmalar ekstrem
termofil olarak adlandirilir. Bacillus’lar ve diger mikroorganizmalar tarafindan iiretilen
enzimler igerisinde Ozellikle sicaklia direncli olanlar 6zel bir 6neme sahiptir. SicakliZa
direngli enzimler genellikle termofilik organizmalar tarafindan {iiretilmekte olup bu
enzimlerin sicakliga karst olan dogal direnglilikleri endiistriyel alanda Onem
kazanmalarmin baslica nedeni olmustur. Termofilik enzimler g¢evreyi kirletici ajanlari
azaltarak biyodegradasyon yoluyla prosesleri ekonomiklestirmek ve daha verimli hale
getirmek amaciyla kullanilir. Bazi Bacillus tiirlerine ait olan termostabil enzimler ve
kaynaklar Tablo 4.2.’de verilmistir. En genis kullanim alanina sahip termostabil enzim o-
amilazdir. Termostabil a-amilaz kullanim1 ile yiiksek sicakliklardaki bakteriyel ve viral
kontaminasyon riski en aza iner (Fujiwara, 2002).

a-amilaz enziminin yiiksek sicakliklara adapte olma 0Ozelligi genetik olarak
kodlanmistir. Biyofiziksel ve yapisal ¢calismalarin ortaya koydugu modeller gosterir ki; bu
adaptasyon bir dizi modifikasyon neticesinde ortaya ¢ikmistir. Bunun sonucunda termal
stabilite artmakla birlikte proteinlerin rijit ve dayanikli yapisi denatiirasyona karsi
dayanikli hale gelir (Eichler, 2001).

Termostabil o-amilazlar ¢ok onceleri Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis ve
Bacillus amyloliquefaciens’den ve 60 °C’ye kadar Kkatalitik aktiviteye sahip olan B-
amilazlar gesitli Bacillus tiirlerinden izole edilmislerdir. Bu enzimler saf maltoz suruplarini
elde etmek i¢in pullulanazlarla birlikte gida endiistrisinde gesitli amaglarla kullanilabilir.
Ayrica Bacillus licheniformis, Myceliophthora thermophila, Pyrococcus wosei,
Pyrococcus furiosus ve Thermococcus aggreganes mikroorganizmalarindan iiretilen o-

amilazlar, termofilik a-amilazlardir ve optimum sicakliklar1 100 °C’dir.

4.1.3. Alkalin Amilazlar
Yiiksek pH’da aktivite gosteren enzimlerin arastirilmasi deterjanlarda enzimlerin
kullanilmasi ile baslamistir. Robyt ve Ackerman (1971) Psuedomonas stutzeri’den elde

edilen amilazin optimum pH’sin1 8 olarak tanimlamistur.
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Tablo 4.2. Baz1 Bacillus tiirlerine ait nisastayr hidrolize eden termostabil enzimler ve kaynaklar1 (Haki
veRakshit, 2003).

Enzimler Mikroorganizma Optimum Optimum
Sicaklik (°C) pH
a-amilaz Bacillus amyloliquefaciens 70 7.0
Bacillus licheniformis 100 6.0-6.5
Bacillus stearothermophilus 70-80 5.0-6.0
Bacillus subtilis 70 7.0
B-amilaz Bacillus circulans 60 -
Bacillus cereus var. mycoides 50 -
Bacillus sp. 50 7.5
Pullulanaz Bacillus sp. 60 -

Bazi Bacillus tiirlerinin 10 veya daha yiiksek pH’ larda optimum olan alkalin amilazlar
irettigi belirtilmistir.

Boyer ve Ingle (1972) optimum pH degeri 9.2 ve optimum sicakligi 50 °C olan
amilaz1 B.alkalopfilic’den elde etmislerdir. Bu enzim bir endoamilazdir ve selatlastiric
maddelere karsi duyarli degildir. Selatlayict maddelere duyarli olmamas: tripolifosfat
iceren deterjanlarda kullanimi i¢in temel avantaji olarak diisiiniiliir.

Yamamoto ve Umeki (1972) alkolofik bakterilerde bulunabilen a-amilazin ¢ok genis
bir araliga sahip oldugunu gésterdi. Izole edilen 300 sus arasindan 8 sus secildi. Optimum
amilaz aktivitesi i¢in pH degerinin 4-11 araliginda degistigini gosterdi.

Termofilik mikroorganizmalar ve alkalofilik bakterilerin tiimii alkalofilik ekstraseliiler

enzimler Uretir.

4.2. o-Amilaz Enziminin Ozellikleri

Endoamilaz ailesinden olan a-amilazlar (E.C.3.2.1.1) hayvanlar, bitkiler ve
mikroorganizmalarda bulunan monomerik enzimlerdir.

a-amilazin molekiil agirligi 55200 Da dolayindadir ve sicakliga karsit 6nemli derecede
direng gostermektedir. Bu enzimin dikkate deger termostabilite Ozelligi artan iyonik
etkilesimler, azalan yiizey alanindan ileri gelebilir. a-amilaz molekiilii 478 amino asit artig1
(9 adet triptofan) ve 294 su molekiilii igermektedir (Switf vd., 1991). Ayrica a-amilazin
kalsiyum ve kloriir iyonlarmi baglama 6zelligi vardir. a-amilazin aktif formda olmalar1 i¢in
mutlaka kalsiyum iyonu gereklidir. a-amilaz en az bir kalsiyum iyonu igeren bir
metaloenzimdir. Kalsiyum iyonunun afinitesi diger iyonlardan daha kuvvetlidir. Kalsiyum
baglarinin sayisi ise 1-10 arasinda degisir. Kalsiyum iyonunun varligindaki a-amilazlar

kalsiyum iyonunun bulunmadig1 a-amilazlara gore daha termostabildir. Ayrica kalsiyum
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iyonunun mikromolar seviyelerinin o-amilazin yapisini stabilize etmeye yaradigi
bilinmektedir (Gupta vd., 2003; Declerck vd., 2000; Bush vd., 1989).

Amilaz bilinyesindeki glutamat 233, aspartat 197 ve aspartat 300 birlikte ¢alisarak iki
seker molekiilii arasindaki glikozid bagmni kirmaktadir. Kalsiyum iyonu enzimde protein
yapimin yakininda bulunmaktadir ve enzimin yapisini stabilize etmektedir. Klor iyonu ise
cogu amilazda aktif bolgenin altindan baglanmistir ve bu Klor iyonu reaksiyonun
olusmasina yardime1 olmaktadir.

a-amilazlarin optimum pH degerleri genellikle 5-9 arasindadir. Enzimin kaynagina
gore optimum pH araligi degismektedir. Saflastirilmis a-amilazlar 50 °C’ nin iizerinde
aktivitelerini hizl bir sekilde kaybetmektedirler. Ancak bu inaktivasyon durumu, kalsiyim
ve substrat etkisiyle azaltilabilir. a-amilazlarin etkili olduklar1 sicaklik araligi ise 20-40 °C’

dir.

4.3. Amilazlarin Endiistriyel Uygulama Alanlan

a-amilazlar tekstil endiistrisinde hagillama isleminde kullamilir. Ipligin kirilmasini
onlemek i¢in sonradan giderimi kolay koruyucu bir tabaka uygulamasi yapilir. Bu amagla
nisasta ile muamele edilmesine “sizing”, nisastanin ortamdan uzaklastirilmasina ise
“desizing” (hasillama) adi verilir. Hasillama islemi, dokuma esnasinda iiriine direng
kazandirir. Dokuma isleminden sonra nigastanin uzaklastirilmasinin ardindan yumusatma
ve boyama iglemi baglar. Nisastanin giderilmesi ise genellikle a-amilaz enzimi uygulamasi
ile gergeklestirilir (Aiyer, 2005).

a-amilazlarin kagit endiistrisinde kullanim1 kagit kaplama islemi sirasinda nisastanin
modifikasyonu iledir. Tekstilde oldugu gibi kagidin nisasta ile kaplanmasi kagidi mekanik
hasarlara kars1 korumaktadir. Diger bir ifadeyle kagidin nisasta ile kaplanmasi son iiriin
halindeki kagidin direncini, sertligini ve kalitesini arttirmaktadir. Ayrica dogal nisastanin
viskozitesi, kagida uygulanacak islemler i¢in ¢ok yiiksektir. Nisastanin istenilen yogunluga
ulagmas1 amilaz enzimi kullanilarak nisastanin belirli diizeyde hidrolizasyonu sonucu elde
edilir.

Ozellikle Bacillus tiirlerinden elde edilen amilazlar tahila dayali bir beslenmenin son
derece yaygin oldugu iilkemizde kisi basmna tiiketilen enerjinin %58’ inin tahillardan,
bununda %44’ lik kisminin ekmekten karsilanmasiyla ekmek iiretiminde biiyiik bir 6neme
sahiptir. Son yillarda 6zellikle ekmek ve unlu mamiillerde daha iyi kabarma, renk ve daha

yumusak {riin elde etmek amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica ortama amilaz ilavesiyle
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hamur viskozitesi azalmakta, iiriin hacmi ve hamurda seker miktar1 yiikseltilerek ekmek
kalitesinin arttirilmasi amaglanmaktadir.

a-amilazlar meyve suyu endiistrisinde de uygulama alani bulmaktadir. Ozellikle elma
ve armut sularinin berraklagtirilmasinda kullanilmaktadir. Meyvelerin nisasta igerigi
meyve suyunda bulanikliga yol ag¢maktadir. Bu sorun ortama a-amilaz ilavesiyle
¢Ozililmektedir.

Amilazlar son zamanlarda bazi gida iriinlerinde raf Omriinii uzatici olarak da
kullanilmaktadir. Ayrica alkolsiiz igecek endiistrisinde de tatlandiric1 6zellige sahip
olmasindan dolay1 amilazlar ¢ok biiyiik oranlarda kullanilmaktadir. Icecek endiistrisinde
alkol fermantasyonu i¢in nisastanin sivilastirilmasi ve sekerlestirilmesi islemlerinde de
amilazlar kullanilmaktadir.

Deterjan endiistrisinde ise nisasta esasli kirliliklerin giderilmesi amaci ile a-amilaz
enzimi deterjanlarda katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Ozellikle sivi deterjanlarin
%90’indan fazlasinda amilaz enzimi bulunmaktadir. Ticari olarak piyasada yer alan
amilazlar ve kullanim amaglar1 Tablo 4.3’de gosterilmistir.

Bununla beraber son yillarda bulasik makinelerinde kullanilan deterjanlara her gegen
giin daha fazla miktarda amilaz enzimi katilmaya baslanmistir. Deterjanlardaki enzim
ilavelerinin en biiylik faydasi enzimsiz deterjanlara kiyasla daha iyi temizleme saglamasi
ve ortam sartlarmi yumusatmasidir.

Medikal ve klinik kimya analizleri ile biyoteknoloji uygulamalarinda da amilaz enzimi
kullanilmaktadir. Amilaz uzun zincirli olisakkaritlerin belirlenmesinde glimiis nitrat
testinden daha basarili olarak kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda elektrolit, izolatér ve yar1

iletken kapasitorlii biyosensorlerde de amilaz enzimi kullanilmaktadir (Giri vd., 1998).

4.4, Tiirkiye’ de Amilaz Enzimi Uretimi

Amilaz tretimi ile ilgili teknik bilgiler genis boyutlarda arastirilmis olmasina ragmen
iiretim teknolojisi ¢ogunlukla patent altna alindigindan yeterince agiklanamamistir.
Ulkemizde giderek gelismekte olan gida endiistrisi amilaz enzimine olan ilginin artmasina
neden olmustur. Dis ticaret miistesarlig1 verilerine gore Tiirkiye’de ithalat yoluyla saglanan
cesitli enzimlerin toplam miktarlar1 ve dolar cinsinden degerleri Tablo 4.4.’de verilmistir.
Amilaz enzimleri de bu enzimler arasinda yer almakla birlikte, bu enzimlerle ilgili yeterli

bilgi edinilememistir.
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Tablo 4.3. Ticari olarak piyasada yer alan amilazlar (URL-2; URL-3; URL-4).

Enzim Ad1 Kullanim Amaci

Amiloglikosidaz Dekstrinleri glikoza gevirir.

Bakteriyel amilaz Iki asamal1 likitlestirme isleminde nisastayr dekstrine cevirir.
Dekstranaz Ham sekerli sudaki dekstranlar1 parcalar.

. Yiiksek maltoz igerikli dekstrin surubu yapar . Ekmek yapimi ve ham nisastanin
Fungal Amilaz ) )
islenmesinde kullanilir.
Termostabil Amilaz ~ Termostabil alfa amilaz olup tek asamali likitlestirme islemi i¢in kullanilir.
Maltogenaz Ozel glukoz suruplar1 ve maltoz igerigi yiiksek suruplarin yapiminda kullanilir.

Fungal Amilaz 800 Alkol yapimimda fermantasyon zamanini kisaltmak i¢in kullanilir.

Tablo 4.4. Tirkiye’ de ithalat yoluyla saglanan toplam enzim miktarlar1 ve 6denen para degerleri (Fukara,

2007) .
Yil Miktar (kg) Degeri
2004 6.749.850 55.909.914 $
2005 8.006.471 62.372.989 $
2006 (Ocak-Mart) 1.604.874 11.891.902 $

Hacmi giderek artan enzim tiiketimine karsilik iilkemizde enzim iiretimi yapan sadece
bir tane kurulus vardr (ORBA A.S). Kurulus, orta olgekli bir isletme olup tiimiiyle
arastirma ve gelistirme ¢aligmalar1 sonucunda tasarimlanmis ve faaliyete gecirilmistir. Bu
kurulusun gida ve tekstil endiistrisi i¢in amilaz enzimi iirettigi bilinmektedir.

Diinyada amilaz ve diger mikrobiyal enzimlerin iiretimini yapan yiizlerce kurulus
bulunmakla birlikte, her iilke kendi ihtiyaglarmin en az belirli bir béliimiinii {iretmeye

calismakta ve bu ithal edilen enzime gore daha ekonomik olmaktadir.

4.5. a-Amilaz Uretimi ile Ilgili Yapilan Bilimsel Cahsmalar

Nisasta ve glikojen molekiillerini hidrolize eden a-amilaz enzimi kontrollii kosullarda
kisa siirede {iriin elde edilebilmesi nedeniyle genellikle mikroorganizmalardan elde
edilmektedir. Bu mikroorganizmalar i¢erisinde de Aspergillus niger, A.oryzae, A.candidus,
Pseudomonas saccharophila ve en 6nemlisi de genis bir habitatta bulunabilen Bacillus
tirleri gelmektedir (Pandey vd., 2000). Endiistriyel alanlarda kullanilan 10’dan fazla
mikrobiyal kokenli enzimin Bacillus cinsine ait bakteriler tarafindan iretildigi

bilinmektedir. Bacillus’lar tarafindan iiretilen amilazlarm endiistriyel uygulamalardaki

37



kullanim alanlar1 Tablo 4.5.’de gosterilmektedir. Bacillus’lar proteolitik enzimler ve
karbonhidratazlarin 6nemli bir kaynagmi olusturmaktadir. Enzim {iretimi ¢aligmalarinda
kullanilan bu bakterilerin biiyiik bir boliimii kemoorganotrof oldugu i¢in besin istekleri
azdir, kolayca kiiltiire alinabilirler ve yapilarinda heterojenlik yoktur. Bunun gibi birgok
onemli Ozellikleri sayesinde endiistriyel alanlarda tercih edilmektedirler. Ayrica yapilan
birgok arastirma sayesinde Bacillus tiirlerinin diger bakteriyel kaynaklara gore daha fazla
a-amilaz enzimi sentezledigi bilinmektedir (Priest, 1977).

Fungal o-amilazlar, sicakliga karsi bakteriyel o-amilazlardan daha az stabil
oldugundan dolay: {lizerinde ¢alisilan asil enzim kaynagini daha ¢ok bakteriyel ozellikle
Bacillus tiirlerinden elde edilen amilazlar olusturmaktadir. Bu cinsin sentezledigi a-amilaz
enzimi ¢esitli arastirmacilar tarafindan tanimlanmis ve karakterize edilmistir.

Bunlar B.subtilis (Coleman ve Elliott, 1962; Pazur ve Okada, 1966; Matsuzaki vd.,
1974), B.amyloliquefaciens (Borgia ve Campell, 1978), B.caldolyticus (Grootegoed vd.,
1973), B.coagulans, B.licheniformis (Meer, 1972; ve B.subtilis var.amylosachariticus
(Matsuzaki vd., 1974)’dur. Bacillus tiirleri arasinda da endiistriyel amagla a-amilaz enzimi
iretiminde  kullanilanlar ~ B.subtilis,  B.stearothermophilus,  B.licheniformis  ve
B.amyloliquefaciens tiirleridir (Pandey vd., 2000).

Bakteriyel oa-amilazlar farkli substratlar ve fermantasyon teknikleri kullanilarak
iiretilebilmektedir. Enzim iiretim proseslerinin maliyeti acisindan enzim {iretiminde
kullanilacak karbon kaynaklar1 son derece onem arz etmektedir. Enzim {iretim proses
maliyetini minimize etmek i¢in karbon kaynagi olarak ucuz substratlarin kullanilmasi
gerekmektedir. Glinlimiizde endiistriyel biyoteknolojinin gelisimine paralel olarak bugday
kepegi, soya kiispesi, ay¢icegi kiispesi, piring kabugu, misir proteini, muz atiklar1 gibi
tarimsal ve endiistriyel atiklar ile tarimsal yan iirlinlerin kati1 substrat fermantasyon
proseslerinde ucuz substratlar olarak kullanilmalar1 giderek yayginlagsmaktadir. Kat1
substrat fermantasyonu basit bir teknik olmasi, daha iyi iiriin elde edilebilmesi, yatirim
maliyetlerinin diisiilk olmasi gibi avantajlarindan dolay1 biyoteknolojik proseslerde tercih
konusu olmaktadir (Baysal vd., 2003; Pandey, 2000).

Bacillus megatarium 16M (Ramesh ve Lonsane, 1989), Bacillus licheniformis M 27
(Ramesh ve Lonsane, 1989), Aspergillus oryzae (Francis vd., 2003), Bacillus subtilis
(Baysal vd., 2003), Bacillus cereus MTCC 1305 (Anto vd., 2006), Penicillium

chyrsogenum ve Penicillum griseofulvum 'dan (Balkan ve Ertan, 2007), tarimsal yaniiriinler
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Tablo 4.5. Amilazlarin uygulama alanlar1 (Atlas, 1994).

Kullanilan Kaynak
.o Uygulamasi
Endiistri . .
Bacillus Aspergillus

Alkol n " Sakkanﬁkasyog igin malt ilavesinden Once nisastanin
sivilastirilmast igin

- : Fermente  edilebilir ~ karbonhidratlarin  oraninin

Pigirme maddesi +
artirilmast

Icki + Arpanin hazirlanmasi, sivilastirici ilavesi

icki Hububatlarin ~ fermentesini  kolaylastirmak,  bira

¢ki + o .. .
Ozelliklerinin modifikasyonu

Yem + Yemlerde arpanin enzimatik olarak islenmesinin
gelistirilmesi

Deterjan + Yikamada temizleme giiciiniin artirilmasi

Kagit + Kagidin yazma kalitesini artirmak igin seker

iiretmeksizin nisastanin sivilastiriimasi
Tekstil + Yiiksek sicakliklarda siirekli hasillama

Glikoz, fruktoz ve maltoz iiretiminde 6zsuda bulunan

k + . -
Seker nisastay1 parcalayarak filtrasyonu gelistirmek

kullanarak kat1 substrat fermantasyonu ile a-amilaz enzimi iiretimini incelemislerdir.

Kat1 substrat fermantasyonu ve derin Kkiiltlir fermantasyonu arasinda yapilan
karsilagtirmali caligmalarda kat1 substrat fermantasyon teknigi ile daha yiiksek iiriin elde
edildigi farkli arastirmacilar tarafindan belirtilmistir. Pandey vd. (1999) Pycnoporus
sanguineus’ un sentezledigi a-amilazin kati substrat fermantasyonu kiiltiirlerinde derin
kiiltiir fermantasyon kiiltiirlerine gore 4 kat fazla oldugu, benzer sekilde Aspergillus
kawachi IFO 4308’in kat1 substrat fermantasyon ortaminda derin kiiltiir fermantasyona
nazaran daha fazla a-amilaz trettigi belirtmistir. Dey vd. (2001) kat1 substrat
fermantasyonu ile tretilen Streptomyces megasporus’un sentezledigi a-amilazin derin
kiilttir fermantasyonuna gore 3-4 kat ve Krishna (1999) Bacillus subtilis’ den ftretilen
seliilazin 12 kat daha fazla oldugunu belirtmistir.

Tanyildiz1 vd. (2007) Bacillus amyloliquefaciens kullanarak a-amilaz enzimi iiretimini
kat1 susbtrat fermantasyonu ile incelemisler ve maksimum a-amilaz tiretimini 30 g/1 misir
proteini (gluten), 10 g/l yeast ekstrakt iceren fermantasyon ortaminda 150 rpm ¢alkalama
hizinda ve 33 °C fermantasyon sicakhiginda elde etmislerdir. Ayrica MgSO4 ve CaCl, gibi
kimyasallarin ortama ilave edilmesiyle maksimum enzim iretiminde bir degisimin
olmadigini belirtmiglerdir.

Helow ve Gazerly (1996) farkli niitrientleri igeren ii¢ degisik ortamdan a-amilaz

tiretimini karsilastirmiglar ve farkli substratlar kullanarak (pancar kiispesi, misir kogant,
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piring kabugu, bugday kepegi ve saman) farkli fermantasyon ortaminda o-amilaz
iiretimini gerceklestirmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada maksimum a-amilaz iiretiminin
bugday kepegi ve misir kogani igeren fermantasyon ortaminda gergeklestigini
belirtmislerdir.

Haq vd. (2003) bugday kepegi, soya unu, piring unu, aygigegi atiklari gibi tarimsal yan
tiriinler ile Bacillus licheniformis kullanarak a-amilaz enzimi iiretimini incelemisler ve bu
tarimsal yan triinler arasinda bugday kepeginin en iyi substrat oldugunu tespit etmislerdir.
Enzim iiretimi i¢in optimum fermantasyon ortammin (%w/v) 1.25 bugday kepegi, 0.5
niitrient broth, 0.5 laktaz ve 0.5 NaCl oldugunu belirtmiglerdir.

Sodhi vd. (2005) substrat olarak bugday kepegi kullanarak B. subtilis ile a-amilaz
tiretimini incelemisler ve bugday kepegiyle birlikte gliserin (% 1 w/w), soya fasulyesi (% 1
w/w), L-prolin (% 0.1), B vitamin kompleksi (% 0.01), Tween-40, MgS0O..7H,0 ile
musluk suyu bulunan fermantasyon ortaminda maksimum enzim tiretiminin elde edildigini
belirtmislerdir. Ayrica elde edilen enzimin etanol {iretimi i¢in nisasta hidrolizinde
amiloglikoksidaz ile birlikte eszamanli olarak etkin bir sekilde kullanilabilecegini de ifade
etmiglerdir.

Anto vd. (2006) Bacillus cereus MTCC 1305 mikroorganizmasiyla substrat olarak
bugday kepegi ve piring unu kullanarak a-amilaz tiretimini incelemisler ve bugday kepegi
iceren fermantasyon ortaminda maksimum enzim {iretimini elde etmislerdir. Daha sonra
ilave karbon kaynaklarinin enzim {iretimi {izerine etkisini incelemek amaciyla
fermantasyon ortamina glikoz, nisasta, maltoz, sakkaroz gibi karbon kaynaklarini ayr1 ayri
ilave ederek enzim {iretiminin arttigin1 ve en yiikksek enzim iiretiminin glikoz igeren
ortamda elde edildigini belirtmislerdir. Ayrica fermantasyon ortamima kazein, amonyum
kloriir, yeast ekstrakt ve lire gibi azot kaynag1 ilavesinin a-amilaz iiretimini inhibe ettigini
belirtmislerdir.

Gangadharan vd. (2006) hindistan cevizi kiispesi, fistik kiispesi, susam kiispesi ve
bugday kepegi gibi dort farkli tarimsal yan triinleri kullanarak Bacillus amyloliquefaciens
ATCC 23842 mikroorganizmasi ile a-amilaz iretimini incelemigler ve maksimum o-
amilaz iiretimini 37 °C fermantasyon sicakligi, %85 baslangic nem iceriginde bugday
kepegi ve fistik kiispesi igeren fermantasyon ortaminda 72 saat sonunda elde etmislerdir.

Kiran vd. (2005) Bacillus sp K-12 mikroorganizmasiyla amilaz tiretimi {izerine karbon
kaynaklar1 ve ¢esitli kimyasallarin etkisini incelemisler ve pH 4.5-10.5 araliklarinda

amilaz sentezinde degisimler oldugunu belirterek maksimum enzim iretimini pH 6-8
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araliginda elde etmislerdir. Karbon kaynaklarinin amilaz {iretimi iizerine etkisini incelemek
amaciyla nisasta, sakkaroz, laktaz bilesenlerini igeren fermantasyon ortaminda yaptiklari
deneylerde maksimum enzim {iretimine 60. saat sonunda ulasmislardir. Ayrica MnSOy,
ZnSO, ve EDTA gibi ¢esitli kimyasallarin  a-amilaz {iretimini inhibe ettigini
belirtmiglerdir.

Ramachandra vd. (2004) hindistan cevizi yag kekini (HYK) kullanarak A. oryzae ile
a-amilaz tretimini inceledikleri c¢aligmalarinda, HYK’nin %68 nem iceren ortamda
mikrooganizmanin gelismesi ve enzim Uretimi i¢in uygun oldugunu ve maksimum a-
amilaz iiretimine 30 °C fermantasyon sicakhiginda, 72 saat sonunda ulasildigini
belirtmislerdir. Ortama glikoz ve nisasta ilavesi enzim {iiretimini daha da arttirmis maltoz
ilavesi ise inhibasyona neden olmustur. Ayrica fermantasyon ortamma %]l
konsantrasyonunda pepton ilave edildiginde enzim {iretiminin 1.7 kat arttigini, enzim
tiretiminin hiicre gelisimiyle birlikte gergeklestigini ve biomasin pik verdigi noktada enzim
tiretiminin de maksimum oldugunu belirtmislerdir.

Yapilan bir¢ok ¢alismada a-amilaz liretimi i¢in yeast ekstraktin 6nemli bir parametre
oldugu belirtilmistir. B. amyloliquefaciens ile 2-10 g/l konsantrasyonlarinda yapilan bir seri
deney sonucunda, 2 ile 5 g/l yeast ekstrakt konsantrasyonlar1 arasinda a-amilaz iiretiminin
arttig1, daha yliksek yeast ekstrakt konsantrasyonlarinda ise hizli bir diisiisiin meydana
geldigi belirlenmistir. Daha yliksek yeast ekstrakt konsantrasyonlarinda yapilan
calismalarda siki bir pH kontroliiniin yapilmasi gerektigi belirtilmistir. Disiik pH
degerlerinin enzim tretimini bastirdigi belirtilmektedir (Santos vd., 2003; Alam vd.,
1989).

Bajpai vd. (1992) B.licheniformis kullanilarak farkli azot kaynaklarinin etkisini
inceledikleri ¢alismalarinda maksimum enzim iiretimi igin en iyi azot kaynagmin pepton
ve bunu takiben et ekstrakt ve yeast ekstrakt oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica
maksimum a-amilaz {iretiminin %1 pepton konsantrasyonuna sahip fermantasyon
ortaminda gergeklestigini belirtmislerdir.

Teodoro ve Martins, (2000) B. subtilis ile a-amilaz iiretimine ortam bilesenlerinin
etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda, yeast ekstraktin ve peptonun eklendigi deneylerde lag
fazmin kisaldigini ve hem hiicre konsantrasyonunun hem de enzim iiretiminin arttiZini
belirtmislerdir.

Bacillus stearothermophilus NCA 26 a-amilaz iiretiminde CaCl, ve EDTA’nin

herhangi bir etkiye sahip olmadigi Hg*?, Ag®, Cu*? ve Zn*® nin Cryptococcus sp. S-2
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mikroorganizmasi kullanilarak {iretilen a-amilazi sirast ile %25, 51, 52 ve 87.6 oraninda
inhibe ettigini, Na*, Mg*?, Ca*? ve EDTA’ nin a-amilaz iiretimi iizerinde herhangi bir
etkiye sahip olmadig1 belirtilmistir (Dettori-Campus vd., 1992).

Vidyalakshmi vd. (2009) Bacillus suslarindan ekstraseliiler amilaz {iretimi igin
optimum fermantasyon sartlarini incelemisler ve maksimum enzim {iretimini pH’nin 7 ve
inkiibasyon sicakligmm 35 °C oldugu sartlarda elde etmislerdir.

Bajpai vd. (1992) B.amyloliquefaciens ile o-amilaz iiretimine oksijen transfer
kosullarmi incelemisler ve yiiksek havalandirma hizi ( % 2 vvm) kullanilarak optimize
edilmis ortamda ¢ok yiiksek a-amilaz {iretimine ulasilabilecegini ifade etmislerdir. Benzer
sekilde ayni mikroorganizma ile oksijen transfer sartlarinin enzim iiretimine etkisini
inceleyen Milner vd. (1996) yiiksek havalandirma hizinin enzim iiretimini artirdigini,
ancak deneylerinde kopiik probleminin meydana geldigini belirtmiglerdir. Antifoam
konsantrasyonun artirilmasmin ise ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonunu azalttigini
belirttigi calismasinda bu problemden dolay1 enzim iiretiminin daha fazla artirilamadigini
ifade etmistir.

Literatiirde faklt mikroorganizma ve karbon kaynagi kullanilarak a-amilaz iiretiminin
degisimi ve elde edilen enzimin 6zellikleri hakkinda yapilan ¢alismalarm bir kismi1 Tablo
4.6.’da verilmistir.

Bu calismada iiretim maliyetinin diisiiriilmesi amaciyla dogal bir substrat olan soya
kiispesine ilaveten farkli karbon ve azot kaynaklar1 kullanilarak a-amilaz tiretiminin kat1

substrat fermantasyonu ile incelenmesi amag¢lanmustir.
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Tablo 4.6. Farkl tiirden mikroorganizma kullanarak degisik C ve N kaynaklariyla a-amilaz {iretimi lizerine
yapilan ¢alismalar.

M.O Tird Kullanilan C Kayna@ Kullanilan Diger Bilesenler Referans
Bacillus . Tanyildizi  vd.,
- . M I Y k M |
amyloliquefaciens 1s1r proteini (Gluten) east ekstrakt, MgSO,, CaCl, 2007.
Bugday kepegi, Piring unu, Anto vd., 2006.

Bacillus cereus Kazein, Yeast ekstrakt, tire,

Maltoz, Nisasta, Glikoz,

MTCC 1305 Sakkaroz Amonyum Kloriir
Bacillus Hindistan cevizi kiispesi, Sangadharan vd.,
amyloliquefaciens Bugday kepegi, Fistik Pepton, Yeast ekstrakt 006.
ATCC 23842 kiispesi
. . Kiran vd., 2005.
Bacillus sp. K-12  Nisasta, Sakkaroz, Laktoz MnSQ,, ZnSO,, EDTA
. . L Sodhi vd., 2005.
Bacillus subtilis Bugday kepegi MgSQ,, B vitamini, Musluk suyu
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5. MATERYAL ve METOT
5.1. Mikroorganizma

Deneylerde kullanilan Bacillus amyloliquefaciens NRRL B—645 tiirii bakteri NRRL
(National Center for Agricultural Utilization Research, USA) kiiltiir koleksiyonundan

temin edilmigtir.

5.2. Bakteri Uretim Besi Yerleri ve Kosullar

Deneylerde kullanilan bakterinin saklanmasi, gelistirilmesi ve enzim {retim
kapasitelerinin saptanmasi amaciyla farkli besi yerleri kullanilmistir. a-amilaz iiretiminde
kullanilan bakterilerin saklanmasi ve gelistirilmesi i¢in gerekli olan besi yeri bilesimi
Tablo 5.1.°de verilmistir. Stok kiiltiirler Tablo 5.1.’de verilen kiiltiir saklama besi yerine
ekilerek inkiibasyon sonrasinda buzdolabinda (+4 °C) muhafaza edilmistir. Kiiltiirler 30
giinde bir yeniden hazirlanan agarli besi yerine asilanmak suretiyle yenilenmistir. Enzim
iiretiminde kullanilan bakteriler iki asamada ekilmistir. Ik olarak kiiltiir saklama
ortamindan bakteri gelistirme ortamina ve daha sonra da bakteri gelisme ortamidan alinan
mikroorganizmalar enzim iiretim ortamina ekilmistir.

Hazirlanan besiyerlerinden 50 ml alinarak 250 ml’lik erlenlere konulmustur. Baglangic¢
pH’ lar1 1 N HCI ve 1 N NaOH ¢o6zeltileri kullanarak ayarlanmistir. Erlenlerin agzi pamuk
ve sargl bezinden yapilmis bir tipa, tipanin iizeri de aliiminyum folyo ile kaplanmistir. Bu
sekilde hazirlanan besi yeri 121 °C’de ve 1.2 bar basingta 20 dakika siire ile otoklavda
(Prior Clave 129) sterillenmistir.

Sterillenen besi yerleri laminer flow’da ortam sicakligina kadar sogutulmustur. Yatik
agarda bulunan bakteri kiiltiirleri steril bir 6ze yardimiyla 50 ml bakteri gelisme ortami
iceren 250 ml’lik erlenlere ekim yapilmistir. Erlenlere asilanan kiiltiir 37 °C’de 150 rpm
calkalama hizina sahip orbital inkiibatorlii ¢alkalayicida (Selecta Rotabit) 18 saat siire ile
gelistirilmistir. Sterillenmis enzim {iretim besi yeri i¢eren erlenlere % 1 (v/v) oraninda
bakteri gelisim ortamindan asilanmustir. Enzim iretiminde izlenen yol Sekil 5.1.°de

verilmistir.
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Tablo 5.1. Bakterinin saklanmasi ve gelistirilmesinde kullanilan besi yerleri

Kiiltiir Saklama

Bilesen Besiyeri (g/l) B;l;tsei;;g?gfll)m
Glikoz 4.0 10.0
Nisasta

Gliserin

Bakto Pepton 1
Yeast ekstrakt 0.5 1
MgS0,.7H,0 0.5
NaCl 2.0

CaC|2.2H20 0.1
KH,PO, 1
Et peptonu 8.0

Kazein peptonu 2.0

Agar-agar 18.0

MnS0,.7H,0 0.01
FeSO, 7H,0 0.01
(NH,4),SO, 5
Baslangi¢ pH’s1 7.0 7.0
Karistirma hizi (rpm) 150
Fermantasyon ortam 37
Sicaklik (°C)

5.3. Dogal Substrat iceren Fermantasyon Ortam

Bu calismada, Ordu Yag Sanayi A.S. Fabrikasindan temin edilen soya kiispesi ve
findik kiispesi, Adana Sunar Misir Yag A.S. Fabrikasindan temin edilen misir proteini,
Elazig Kekliktepe Un Fabrikasindan temin edilen bugday kepegi ve Elazig’daki yerel bir
stit isleme sanayinden temin edilen peynir alt1 suyu dogal substrat olarak kullanilmistir.
Kullanilan dogal substratlarin bazi oOzellikleri Ek.1’de verilmistir. Tim dogal kati
substratlar Ogiitiilerek ASTM standart eleklerde elenerek -100 mesh, -50+100 mesh, -
30+50 mesh ve -16+30 mesh boyutlarinda farkli fraksiyonlari elde edilmistir. 70 °C’de 24
saat sireyle etiivde kurutulmus ve kapali kaplarda muhafaza edilerek -50+100 mesh
fraksiyonu deneylerde kullanilmistir. Enzim {iretim ortaminda musluk suyu kullanilmastir.
250 ml’lik erlenlere 50 ml enzim iiretim ortami konulmus, sterilizasyondan sonra % 1 (v/v)
oraninda bakteri gelisme ortamindan asilanmis ve 72 ile 96 saat siiresince inkiibasyona tabi

tutulmustur.
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5.4. Yapilan Analizler
5.4.1. Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

Bakteri kiiltiirlerinde a-amilaz aktivitesi tayininden Once hiicrelerin ve diger kati
kisimlarin ayrilmasi amaciyla 5000 rpm’de 5 dakika siireyle fermantasyon ortami
santrifiijlendi (Hettich Eba21) ve daha sonra kiiltiir sivis1 (slipernatant) kullanilarak enzim
aktivitesinin tayini yapildi. a-amilaz aktivitesinin tayininde Yoo vd. (1987)’in kullandiklar1
dekstrinojik bir yontem olan iyodometrik yontemden faydalanilmistir. Bu yontemin temeli
iyodun nisasta ile verdigi renk esasina dayanmaktadir. Par¢calanmamis nisasta iyot ile
muamele edildiginde mavi bir renk vermektedir. Nisasta o-amilaz enzimi tarafindan
parcalandiginda kisa zincirli dekstrinler olusur ki bu da mavi renk yerine sar1 renk
meydana getirmektedir. Boylece, ortamda bulunan enzimin miktarina bagh olarak, ortamin
rengi mavi ile sar1 arasinda degismekte ve bunun derecesi de spektrofotometrik olarak
olciilebilmektedir. Iyot metodu kolayligi ve iyi sonu¢ vermesinden dolay1 aktivite

Olciimlerinde kullanilmistir.

/ Kiltiir (Yatik agar)

l

T

Mikroorganizma

Gelisim Ortami

Enzim Uretim

Ortami

Sekil 5.1. Enzim {iretiminde takip edilen yol
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Aktivite 6l¢timlerinde %3’ Lik 2.3 ml ¢6ziiniir nisasta, 1 ml 0.1 M CaCly, 250 ml 0.1 M
potasyum fosfat tamponu (0.025 M NaCl igeren, pH=6.2), 200 ml distile su’dan olusan
karigim substrat ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Aktivite dlglimlerinde bir kontrol ve ii¢
numune tiipii olmak iizere toplam dort tiip kullanilmistir. Tiiplere 4.5 ml substrat ¢cozeltileri
eklendikten sonra 37 °C’de su banyosunda 5 dakika siireyle tutulmustur. Daha sonra
numune tliplerine 0.5 ml enzim ilave edilmis ve 37 °C’de 30 dakika siireyle inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonrasinda hem &rnek tiiplerine hem de kontrol tiiplerine
reaksiyonu durdurmak i¢in 1 M 0.9 ml HCI ¢ozeltisi eklenmistir. Kontrol tiipiine 0.5 ml
enzim ¢ozeltisi konduktan sonra renk olusumunu gozlemek igin 0.1 ml iyot ayiract (% 0.3
I, % 3 KI) ilave edilmistir. 4 ml distile suyla hacim tamamlandiktan sonra vorteks’de
karistirilarak absorbanslarin okunmasina gegilmistir.

Ornekler ve kontrol tiipleri 9 ml distile su, 0.9 ml 1 N HCI ve 0.1 ml iyot ayiraci igeren
kor numuneye karst 620 nm’de spektrofotometre (Jenway-6105) yardimiyla 6l¢tilmiistiir.
Kontrol tiipiiniin verdigi degerden Ornek tiipiiniin verdigi deger ¢ikarilarak aralarindaki
fark yardimiyla enzim aktivitesi Unite (U) olarak hesaplanmistir. Bir tinite enzim, 37 °C’de
yukarida tanimlanan deney kosullarinda 0.0284 optik densite (OD) azalmasina neden olan
enzim miktar1 olarak tanimlanmistir (Sarikaya, 1995). Yiiksek enzim aktivitelerinde uygun
oranlarda fosfat tamponuyla enzim ¢6zeltisi seyreltilmis ve sonug¢ seyrelme faktoriiyle

carpilmastir.
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6. SONUCLAR ve TARTISMA

Yapilan ¢aligmalarda, potansiyel bir a-amilaz enzimi ireticisi oldugu tespit edilen
Bacillus amyloliquefaciens NRRL B-645 mikroorganizmas: kullanilmistir. Yapilan
calismalardan elde edilen sonuglar mikroorganizmanin farkli ortamlarda degisik oranlarda
a-amilaz enzimi Urettigini gostermistir. Dogal fermantasyon ortaminda yapilan deneylerde
Bacillus amyloliquefaciens’den o-amilaz enzimi iretimi i¢in ortam bilesimi ve fiziksel

parametreler optimize edilmistir.

6.1. Karbon Kaynaklarinin Etkisi

Fermantasyon ile enzim iiretimini etkileyen en O6nemli parametrelerden biri ortam
bilesenidir. Ortam bilesenleri igerisinde karbon kaynagi ortam maliyetinin yaklagik % 60—
80’nini olusturmaktadir (Rehm vd., 1987).

Anaerobik metabolizmada biyoproses ortamindaki karbonun yaklasik % 10’u, aerobik
metabolizmada ise %50-55’i hiicre yapisini olusturmak tizere kullanilir. Genel olarak
ortama katilan karbonlu bilesikler mikroorganizmalar tarafindan ayni zamanda enerji
kaynagi olarak da kullanilirlar. Karbon kaynagi olarak en sik kullanilan bilesikler
karbonhidratlardir. Ozellikle kompleks ortamm olusturan melas, nisasta, seliiloz vb.
karbonhidratlarmm kullanilmas1 ekonomik agidan da yararhidir. Ayrica hidrokarbonlar,
alkoller, yag ve yag asitleri de karbon kaynagi olarak kullanilabilmektedir.

Bazi mikroorganizmalar, karbon kaynaklarini segimli olarak kullanabilir. Yani
ortamda birden fazla karbon kaynagi varsa mikroorganizma once en az enerji harcayarak
metabolize edilecek kaynaktan baglamak {izere sira ile karbon kaynaklarini kullanir.

Birgok proseste karbon kaynaklari tiriin olusumunu hizlandirdig: halde bunlarin fazlasi
katabolit geriletici etkisi gdstererek iiriin olusumunu yavaslatabilir. Bu tiir proseslerde
cogalmay1 hizlandiran karbon kaynaginin fazlasindan ka¢milmali ve buna ek olarak iiriin
olusum hizina olumsuz etki etmeyen ya da bu olayr hizlandiran karbon kaynagi ile
ortamdaki karbon eksikligi giderilmelidir (Pekin, 1983).

Calismanin bu kisminda karbon kaynagi olarak soya kiispesinin kullanildigi
fermantasyon ortaminda musir proteini, bugday kepegi, findik kiispesi ve peynir alt1 suyu

gibi ilave karbon kaynaklarinin a-amilaz tiretimi izerine etkisi incelenmistir.
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6.1.1. Soya Kiispesi Konsantrasyonunun EtKisi

Biyoteknolojik proseslerde iiriin verimi ortamda bulunan substrat miktarindan 6nemli
derecede etkilenmektedir. Mikroorganizmalar mevcut substratt c¢ogalma, iretim,
yasamlarinin devami gibi bazi1 gereksinimler i¢in kullanirlar. Ancak ortamda fazla veya az
substrat bulunmasi her zaman i¢in liretim mekanizmasi ile dogru orantili olarak degismez.
Bunu incelemek amaciyla sadece musluk suyu ve farkli soya kiispesi konsantrasyonlari (5,
10, 15, 20, 30, 50 g/l) igeren fermantasyon ortaminda yapilan deneyler sonucu elde edilen
enzim Uretiminin zamanla degisimi Sekil 6.1.’de verilmistir. Sekilden de goriildiigi gibi 20
g/I’ye kadar ortama soya kiispesinin ilavesiyle enzim iiretimi artarken, daha yiiksek soya
kiispesi konsantrasyonlarinda ise enzim iiretiminin azaldigi gorilmiistiir. Kati substrat
fermantasyonunda ortamin nem igerigi enzim salgilanmasimni ve biyosentezini etkileyen en
onemli faktorlerden biridir. Yiiksek nem igerigi, porlu yapiya sahip olan kati substratlarin
gbzeneklerini tikar, gaz hacmini azaltir, yapiskanlik 6zelligini arttirir ve oksijen transferini
kisitlarken, diisiik nem igerigi kat1 haldeki nutriyentlerin ortama gecebilmesi i¢in yeterli
olmayabilir (Sodhi vd., 2005; Ellaiah vd., 2002). Ayrica ortam pH’smin 12. saate kadar
azaldig1 ve daha sonra artarak biitiin deneylerde hemen hemen ayni noktaya geldigi
grafikten net bir sekilde goriilmektedir. 5, 10, 15, 20, 30 ve 50 g/l soya kiispesi iceren
ortamlardaki enzim tiretimleri sirasiyla 1206 U, 1261 U, 1423 U, 1572 U, 1305 U ve 1079
U olarak elde edilmistir. En yiiksek enzim iiretimine 20 g/l soya kiispesi konsantrasyonuna
sahip fermantasyon ortaminda ulasilmasi nedeniyle ¢alismanin geriye kalan kisminda bu

konsantrasyon degerinde devam edilmistir.

6.1.2. Misir Proteini Konsantrasyonunun Etkisi

[lave karbon kaynaklarinin enzim iiretimi iizerine etkisini incelemek amaciyla musluk
suyu ve 20 g/l soya kiispesi i¢eren fermantasyon ortamina bes farkli (5, 10, 15, 20, 30 g/l)
konsantrasyonlarda misir proteini ilave edilmis ve elde edilen deney sonucu Sekil 6.2.’de
verilmistir. Sekilden de gorildigii gibi enzim dretiminin 10 g/l misir proteini
konsantrasyonuna kadar artarken, daha yiiksek misir proteini iceren ortamlarda azaldigi
gozlenmistir. Soya kiispesi ve musir proteininin kullanildig1 fermantasyon ortamlarinda
yiiksek substrat konsantrasyonlarinda gdzlenen bu azalmaya ortamda kullanilan substrat
konsantrasyonunun artmasiyla bakterilerin ihtiya¢ duydugu serbest su miktarinin

azalmasinin neden oldugu diisiiniilebilir. Diislik substrat konsantrasyonlar1 ise enzim
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Sekil 6.1. Soya kiispesi konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi (o 5 g/l, ¢ 10 g/l, o 15 g/l, m 20 g/, A
30 g/, A 50 g/l soya kiispesi, KH:150 rpm, T:37 °C, pH,:7.0).

iiretimi ve mikroorganizmanin gelismesi igin yetersiz kalmaktadir. Ayrica misir proteininin
yapisinda bulunan yiiksek protein igeriginin (%60) ve protein igerisinde bulunan amino
asitlerin, vitaminlerin veya iyonlarin enzim iretimini daha fazla arttramadigini
gostermektedir (Tanyildizi, 2005). En yliksek enzim tiretimi, 20 g/l bugday kepegi ve 10

g/l musir proteini iceren ortamda 2540 U olarak elde edilmistir.

6.1.3. Bugday Kepegi Konsantrasyonunun Etkisi

Musluk suyu ve 20 g/l soya kiispesi bilesimine sahip fermantasyon ortamina enzim
tretimini arttrmak amaciyla ilave karbon kaynagi olarak kullanilan bes farkli bugday
kepegi konsantrasyonlarinin (5, 10, 15, 20, 30 g/l) etkisinin incelendigi deney sonucu Sekil
6.3.’de verilmistir. Sekilden de goriilldiigii gibi enzim {iiretimi 5 g/1 bugday kepegi
konsantrasyonunda en yiiksek seviyeye ulagsmistir. Soya kiispesi ve bugday kepeginin

kullanildig1 fermantasyon ortamindaki enzim {iretiminin soya kiispesi ve misir proteini
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Sekil 6.2. Misir proteini konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi (o 0g/l, e 5¢g/l, 0 10 g/l, m 15 g/l, A
20 g/l, A 30 g/l musir proteini, KH:150 rpm, T:37 °C, pH,:7.0).

kullanilan ortama gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bunun nedeninin bugday
kepegi igeren ortamda mikroorganizmalarin gelismesi ve enzim iiretebilmesi i¢in gerekli
nutriyentlerin misir proteini igeren fermantasyon ortamina nazaran daha yiiksek oldugu
disiiniilmektedir. Ayrica yiiksek bugday kepegi konsantrasyonlarinda ortamdaki
mikroorganizmanin kullanabilecegi serbest suyun azalmasindan dolay1 enzim iiretiminde
diisiis oldugu gorillmiistiir. En yiiksek enzim iretimine 5 g/l (3018 U) bugday kepegi

iceren fermantasyon ortaminda ulasilmstir.

6.1.4. Findik Kiispesi Konsantrasyonunun Etkisi
[lave karbon kaynaklarmin enzim iiretimi iizerine etkisini incelemek amaciyla sadece
musluk suyu ve karbon kaynagi olarak kullanilan 20 g/l soya kiispesinin bulundugu

fermantasyon ortaminda findik kiispesinin farkli konsantrasyonlarinda (5, 10, 15, 20, 30
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Sekil 6.3. Bugday kepegi konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi (o 0 g/l , e 5¢/l, 0 10 g/l, m 15¢/l, A
20 g/l, A 30 g/l bugday kepegi, KH:150 rpm, T:37 °C, pH,:7.0).

g/1) yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Sekil 6.4°de verilmistir. Sekilden de gorildigi
gibi 5 g/l konsantrasyonuna sahip findik kiispesinin bulundugu fermantasyon ortaminda
enzim tiretimi en yiiksek (2905 U) seviyeye ulasmistir. Daha yiiksek findik kiispesi
konsantrasyonlarinda ise enzim iiretiminde bir diisiis oldugu gorilmistir. Enzim
aktiviteleri arasmdaki bu fark diisiik substrat konsantrasyonunun enzim iiretimi ve
mikroorganizma gelisimi i¢in yetersiz kalmasi, yliksek substrat konsantrasyonunun ise
mikroorganizmanin ihtiya¢c duydugu serbest su miktarini karsilayamamasi ile agiklanabilir.
Enzim iretiminde 20 g/l soya kiispesi ve 5 g/l bugday kepegi iceren (3018 U)

fermantasyon ortamina kiyasla belirli bir azalmanin oldugu gézlenmistir.

52



3000

2250

Aktivite (U)

[N
a1
o
o

5 T T T T T

0 12 24 36 48 60 72
Inkiibasyon Siiresi(Saat)

Sekil 6.4. Findik kiispesi konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi (c 0 g/l , e 5g/l, o 10g/l, m 15 ¢/l, A
20 g/l, A 30 g/l findik kiispesi , KH:150 rpm, T:37 °C, pH,:7.0).

6.1.5. Peynir Alti Suyu Konsantrasyonunun Etkisi

Peynir alt1 suyu 6nemli miktarda protein, yag, laktoz gibi organik maddeleri igerir.
Peynir alt1 suyunun igerdigi bu organik maddeler mikroorganizmalar tarafindan besin
maddesi olarak kullanilabilmektedir (Cledera-Olivera vd., 2004). Bu nedenle 20 g/l soya
kiispesi i¢ceren fermantasyon ortaminda karbon kaynaklarindan peynir alt1 suyunun enzim
iretimi  lizerine etkisini incelemek amaciyla dort farkli peynir alti  suyu
konsantrasyonlarinda ((% v/v) 2.5, 5, 7.5, 10) yapilan deneylerden elde edilen sonuglar
Sekil 6.5.’de verilmistir. Deneylerde kullanilan peynir alti suyunun bilesimi Ek Tablo
1.3’de  verilmistir. Sekilden de gorildigii gibi kullanilan peynir alt1  suyu
konsantrasyonlarinin tamaminda enzim {iiretiminde bir artigin oldugu ve %5 (v/v) peynir
alt1 suyu iceren fermantasyon ortaminda en yiiksek enzim {iretimine ulasildig1 goriilmiistiir.
Bu artisin peynir alt1 suyunun icerdigi organik maddelerin biiylik bir kismmin besin
maddesi olmasindan kaynaklandig1 diisliniilmektedir. Yiiksek peynir alt1 suyu

konsantrasyonlarinda ise diisik peynir alti suyu konsantrasyonlarma nazaran enzim
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iiretiminde bir diisiisiin oldugu goriilmektedir. Peynir alt1 suyu ¢ok yiiksek oranda (%93) su
icerdiginden kisa siirede bozulmakta ve hizli bir sekilde asitlesmektedir. Bu esnada peynir
alt1 suyunun igeriginde bulunan laktoz, mikroorganizmalarin faaliyetine bagl olarak biiyiik
Olctide laktik aside doniismektedir (Demirhan, 2007). Bu durum fermantasyon ortaminin
nem igeriginin azalmasina ve yiiksek peynir alti suyu konsantrasyonlarinda enzim
iretiminde diisiisiin meydana gelmesine neden olabilmektedir.

Karbon kaynaklarinin a-amilaz {iretimi {izerine etkisini incelemek amactyla farkl
dogal substratlarla yapilan deneylerden elde edilen sonuglar Tablo 6.1.’de verilmistir.
Tablodan da goriildigi gibi kat1 substrat olarak sadece soya kiispesinin kullanildigi

fermantasyon ortaminda, enzim {iretiminin diisiik oldugu goriilmektedir.
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5 T T T T T
0 12 24 36 48 60 72

Inkiibasyon Siiresi(Saat)

Sekil 6.5. Peynir alti suyu konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi (% (v/v) o % 0, ¢ %2.5, 0 %5, m
%7.5, A %10, A %20 peynir alt1 suyu, KH:150 rpm, T:37 °C, pHy:7.0).
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Tablo 6.1. Karbon kaynaklarmm a-amilaz aktivitesine etkisi.

Karbon Kaynag Bilesen Maksimum Aktivite (U)
Soya Kiispesi 20 g/l 1572
Soya Kiispesi + Misir proteini 20 g/l + 10 g/l 2540
Soya Kiispesi + Bugday kepegi 20 g/1+5 ¢/l 3018
Soya Kiispesi + Findik kiispesi 20 g/l + 549/l 2905
Soya Kiispesi + Peynir alt1 suyu 20 g/l + %5(viv) 2954

Kat1 substrat fermantasyonunda kullanilan ideal bir substratin mikroorganizmanin ihtiyag
duydugu tiim nutriyentleri icermesi istenmektedir (Sodhi vd., 2005). Ancak c¢ogu
substratlar optimum enzim iretimi i¢in gerekli olan bilesenleri igermediginden enzim
iiretimini arttirmak amaciyla fermantasyon ortamina karbon kaynagi olarak cesitli dogal
substratlar (misir proteini, bugday kepegi, findik kiispesi, peynir alt1 suyu) ilave edilmistir.
En yiiksek enzim tiretimi 20 g/l soya kiispesi ve 5 g/l bugday kepegi igeren fermantasyon
ortaminda (3018 U) elde edilmis ve ¢alismanin geriye kalan kisminda bu konsantrasyon

degerlerinde devam edilmistir

6.2. Azot Kaynaklarimin Etkisi

Yapilan ¢aligmalarda C/N oranin a-amilaz {iretiminde énemli oldugu bildirilmektedir
ve C/N orami optimum oldugunda, o-amilaz iiretiminin maksimum degere ulasacagi
belirtilmektedir (Ulger ve Cirakoglu., 2001; Farez vd., 1992). Mikrobiyal enzim iiretiminde
kullanilan azot basit inorganik kaynaklardan (amonyak, nitrat ve amonyum tuzlar1 gibi)
kompleks karisimlara (maya ekstrakti, pepton, pamuk ¢ekirdegi unu gibi) kadar genis bir
alandan saglanabilir. Cogunlukla amonyak, amonyum siilfat yada amonyum fosfattan
yararlanilir. Baz1 mikroorganizmalar ise yalniz organik asit kullanirlar. Saf organik azot
bilesikleri olduk¢a pahalidir. Soya, kazein, misir alt1 surubu, balik unu, maya unu, peynir
alt1 suyu gibi kompleks azot kaynaklarinin kullanimi ise olduk¢a ekonomiktir. Azotlu
maddelerin de fazlasi iiretime olumsuz yonde etki edebilir. Azot kaynaklar1 da bazi
durumlarda enerji kaynagi yerine gecebilmektedir (Pekin, 1983).

Deneylerde azot kaynaklarmin enzim iiretimine etkisini incelemek amaciyla peynir
alt1 suyu, pepton, yeast ekstrakt, iire gibi organik azot kaynaklar1 ve amonyum siilfat,

amonyum nitrat, sodyum nitrat gibi inorganik azot kaynaklar1 kullanilmistir.
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6.2.1. Peynir Alti Suyu Konsantrasyonunun Etkisi

Literatlirde peynir alt1 suyunun karbon ve azot kaynagi olarak kullanildig: ¢aligmalar
mevcuttur (Barrett vd., 2004; Ahn vd., 2000). Calismanin bu kisminda peynir alt1 suyunun
karbon kaynaginin yani sira azot kaynagi olarak da kullanilabilirligini incelemek ve en
yiiksek enzim tiretimini elde etmek amaciyla 20 g/l soya kiispesi ve 5 g/l bugday kepegi
iceren fermantasyon ortamia dort farkli peynir alt1 suyu konsantrasyonlart ((% v/v) 2.5, 5,
7.5, 10 g/l) ilave edilerek yapilan deneylerden elde edilen sonuglar Sekil 6.6.’da
verilmigtir. Sekilden de goriildiigii gibi ilave edilen peynir alt1 suyu konsantrasyonlarmin
tamaminda enzim iretiminde bir artisin oldugu ve en yiiksek enzim iiretiminin %5 (v/v)
peynir alt1 suyu iceren fermantasyon ortaminda 3450 U olarak elde edildigi goriilmektedir.
%S5 peynir alt1 suyu igeren ortamdaki enzim iiretiminin peynir alt1 suyu icermeyen (20 g/l
soya kiispesi ve 5 g/l bugday kepegi) fermantasyon ortamindaki enzim iiretimine nazaran
yaklasik %15 daha fazla oldugu goriilmektedir. Sonug olarak peynir alt1 suyunun a-amilaz
tretiminde karbon kaynagmmin yani sira azot kaynagi olarak da kullanilabilecegi

diistiniilebilir.

6.2.2. Pepton Konsantrasyonunun EtkKisi

20 g/l soya kiispesi, 5 g/l bugday kepegi ve %5 (v/v) peynir alt1 suyu iceren
fermantasyon ortamima organik azot kaynaklarindan peptonun enzim {iretimi {izerine
etkisini incelemek amaciyla ti¢ farkli pepton konsantrasyonlarinda (1, 2.5, 5 g/l) yapilan
deneylerden elde edilen sonuglar Sekil 6.7.’de verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi 1 g/l
pepton ilavesi ile enzim tiretimi artarken daha yiiksek pepton konsantrasyonlarinda enzim
iiretiminin azaldig1 goriilmiistiir. Bu durum fermantasyon ortamindaki yiiksek pepton
konsantrasyonlarinin enzim {iretimini inhibe etmesiyle aciklanabilir. En yiiksek enzim
tiretimi (3607 U) 1 g/l pepton kullanilan fermantasyon ortaminda elde edilmistir ve organik
azot kaynaklarmin enzim {iretimine etkisinin arastirilmasi amaciyla yapilan deneylerde

pepton konsantrasyonu 1 g/l olarak almmustir.

6.2.3. Yeast Ekstrakt Konsantrasyonunun Etkisi

Fermantasyon ortamia (20 g/l soya kiispesi, 5 g/l bugday kepegi, %5 (v/v) peynir alt1
suyu ve 1 g/l pepton) enzim iiretimine organik azot kaynaklarindan yeast ekstrakt’in
etkisini incelemek amaciyla dort farkli yeast ekstrakt konsantrasyonlarinda (0.5, 1, 2.5, 5
g/l) deneyler yapilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 6.8.’de verilmistir. Literatiirde ortamda

yeterli konsantrasyonlarda azot kaynagi olmamasi halinde enzim {iretiminin diisiik olacagi,
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bununla birlikte yiiksek azot konsantrasyonlarinda ise enzim iiretiminin inhibisyonuna
neden olabilecegi belirtilmektedir (Hamilton vd., 1999). En yiiksek enzim tiretimi 0.5 g/l
yeast ekstrakt konsantrasyonunda elde edilmistir. Yeast ekstraktin konsantrasyonu artarken
enzim iretiminde ise bir azalmanin oldugu gézlenmistir. Buna fermantasyon ortamindaki
kompleks yapiya sahip dogal substratlarin (soya kiispesi, bugday kepegi ve peynir alt1
suyu) icerisinde bulunan azot kaynaklarmnin neden oldugu diisiiniilmektedir (Pederson ve
Nielsen, 2000). Maksimum enzim iiretimine 0.5 g/l yeast ekstrakt konsantrasyonundaki
ortamda ulasilmas1 nedeniyle ¢aligmanin geriye kalan kisminda 20 g/l soya kiispesi, 5 g/l
bugday kepegi, %5 (v/v) peynir alt1 suyu, 1 g/l pepton ve 0.5 g/l yeast ekstrakt iceren

fermantasyon ortaminda devam edilmistir.
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Sekil 6.6. Peynir alt1 suyu konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi (% (v/v) o % 0, ® %2.5, 0 %5, m
%7.5, A %10 peynir alt1 suyu, KH:150 rpm, T:37 °C, pH,:7.0).
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Sekil 6.7. Pepton konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi (o 0g/l , e 1g/l, o 2.5g/l, m 5 g/l pepton,
KH:150 rpm, T:37 °C, pH,:7.0).

6.2.4. Ure Konsantrasyonunun EtKisi

Enzim aktivitesinin 3710 U oldugu fermantasyon ortaminda (20 g/1 soya kiispesi, 5 g/1
bugday kepegi, %5 (v/v) peynir alt1 suyu, 1 g/l pepton ve 0.5 g/l yeast ekstrakt) enzim
iiretimi iizerine organik azot kaynagi olarak iirenin etkisini incelemek amaciyla dort farkl
iire konsantrasyonlarinda (0.5, 1, 2.5, 5 g/l) yapilan deneylerden elde edilen sonuglar Sekil
6.9.’da  verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi fermantasyon ortaminda iire
konsantrasyonunun artmasiyla enzim iiretiminde bir azalmanin oldugu gozlenmistir. En
yiksek enzim iiretimi 0.5 g/l iire iceren fermantasyon ortaminda 3412 U olarak elde
edilmistir. Organik azot kaynagi olarak kullanilan {irenin enzim iretimini inhibe ettigi
diistiniilmektedir. Benzer sekilde Mehrabadi ve Bandani (2009) a-amilaz iiretimine ortam
bilesenlerinin etkisini incelemek amaciyla yaptiklar1 calismada ortama ire ilave
edilmesiyle a-amilaz iiretiminin azaldigin1 belirtmislerdir. Deneylerde kullanilan pepton
(3607 U), yeast ekstrakt (3710 U) gibi diger organik azot kaynaklariyla kiyaslandiginda,

iire kullanilan ortamda daha diisiik (3412 U) enzim tiretiminin elde edildigi goriilmektedir.
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Sekil 6.8. Yeast ekstrakt konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi (o 0 g/1, ®0.5g/l, o1 g/l,m25g/l, A
5 g/l yeast ekstrakt, KH:150 rpm, T:37 °C, pH,:7.0).

6.2.5. Amonyum Siilfat (NH4),SO,) Konsantrasyonunun Etkisi

20 g/1 soya kiispesi, 5 g/l bugday kepegi, % 5 (v/v) peynir alt1 suyu, 1 g/l pepton ve 0.5
g/l yeast ekstrakt i¢eren fermantasyon ortamina inorganik azot kaynaklarinin enzim iiretimi
tizerine etkisini incelemek amaciyla bes farkli (NH4),SO4 konsantrasyonlarinda (0.5, 1,
2.5, 5, 7.5 g/l) yapilan deneylerden elde edilen sonuglar Sekil 6.10.’da verilmistir. Enzim
tiretiminin 2.5 g/l (NH4)2SO;, iceren fermantasyon ortamina kadar arttigi ve daha yiiksek
(NH,4)2SO4 konsantrasyonlarinda enzim iiretiminde bir azalmanmn oldugu net bir sekilde
goriilmektedir. En yiiksek enzim tiretimi 2.5 g/l (NH4)2SO4 igeren fermantasyon ortaminda
4078 U olarak elde edilmistir. (NH4)2SO;, igermeyen fermantasyon ortamina (3710 U)
kiyasla enzim ftretiminde %10’luk bir artisin oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde
Bacillus sp. ile yapilan daha 6nceki ¢alismalarda (NH4)2SO4” n enzim tiretimini arttirdigi
belirtilmistir (Haq vd., 2003).
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Sekil 6.9. Ure konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi (0 0 g/l, e 0.5g/1,01 g/, m25g/l, A5 g/l iire,
KH:150 rpm, T:37 °C, pHy:7.0).

6.2.6. Sodyum Nitrat (NaNO3) Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim aktivitesinin 4078 U olarak elde edildigi fermantasyon ortamina inorganik azot
kaynaklarmdan NaNOg3’in enzim tiiretimi tizerine etkisini incelemek amaciyla (20 g/l soya
kiispesi, 5 g/l bugday kepegi, % 5 (v/V) peynir alt1 suyu, 1 g/l pepton, 0.5 g/l yeast ekstrakt
ve 2.5 g/l (NH4)2SO,) dort farkli NaNOj3 konsantrasyonlarinda (0.5, 1, 2.5, 5 g/l) yapilan
deneylerin sonuglar1 Sekil 6.11.°de verilmistir. Sekilden de goriildigi gibi NaNO;
konsantrasyonunun artmasiyla birlikte enzim iretiminde bir azalmanin oldugu
gbzlenmistir. Bunun nedeninin mikroorganizmanin gelismesi ve enzim iretebilmesi i¢in
ihtiya¢ duydugu nutriyentleri kullanilan dogal substratlardan (soya kiispesi, bugday kepegi
ve peynir alt1 suyu) ve musluk suyundan karsiladig:1 ve buna bagli olarak ortama NaNOs
ilavesinin enzim tiretimini inhibe ettigi diistiniilebilir. En yiiksek enzim iretimi 0.5 g/l

NaNQj; iceren fermantasyon ortaminda elde edilmistir.
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Sekil 6.10. (NH,),SO, konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi (c 0 g/l, e 0.5g/l, o 1g/l, m2.5 g/l, A
59/, A 7.5 g/l (NH,),SO,, KH:150 rpm, T:37 °C, pH,:7.0).

6.2.7. Amonyum Nitrat (NH4;NO3) Konsantrasyonunun EtkKisi

20 g/1 soya kiispesi, 5 g/l bugday kepegi, % 5 (v/v) peynir alt1 suyu, 1 g/l pepton, 0.5
g/l yeast ekstrakt ve 2.5 g/l (NH4)2SO, igeren fermantasyon ortamina, inorganik azot
kaynalarmdan NH4sNOs3’in enzim iiretimi iizerine etkisini incelemek amaciyla li¢ farklh
konsantrasyonda (0.5, 1, 2.5, 5 g/l) NH4sNO3 eklenerek yapilan deney sonuglar1 sirasiyla
Sekil 6.12.°de verilmistir. Sekilden de gorildigi gibi, NH4sNO3; konsantrasyonunun
artmastyla enzim liretiminde azalmanin oldugu net bir sekilde goriilmektedir. Bu azalmaya
NHsNOj ilavesiyle a-amilaz {iretiminde 6nemli bir parametre olan ortamin C/N oranimin
degismesinin neden olabilecegi diisiiniilebilir. Ayrica ortama ilave edilen NH4NOs
fermantasyon ortaminin nem igerigini azaltarak enzim iiretimini inhibe ettigi diistiniilebilir.
En yiiksek enzim iiretimine 0.5 g/l NH4sNOj3 iceren fermantasyon ortaminda ulagilmistir.
Azot kaynaklarinm a-amilaz {iretimi iizerine etkisini incelemek amaciyla farkli azot

kaynaklariyla yapilan deneylerden elde edilen sonuclar Tablo 6.2.’de verilmistir.
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Sekil 6.11. NaNOj; konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi (0 0 g/I, 0.5 g/l, o 1 g/l, m2.5g/l, A5 g/l
NaNO;, KH:150 rpm, T:37 °C, pHy:7.0).

6.3. NaCl Konsantrasyonunun Etkisi

Ortamin iyonik giiclinii dengelemesi agisindan 6nemli olan NaCl’{in etkisini incelemek
amaciyla dort farkli NaCl konsantrasyonlarinda (0.5, 1, 2.5, 5 g/l) deneyler yapilmis ve
deney sonuglar1 Sekil 6.13.’de verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi dogal substratlarin
kullanildig1 kat1 substrat fermantasyonunda ortama eklenen sodyum iyonlarnin enzim
tretimi tizerine herhangi bir etkisinin olmadigi goriilmektedir. Bunun nedeni olarak
mikroorganizmanin enzim iiretiminde ihtiya¢ duydugu Na® iyonunu kullanilan musluk
suyundan karsiladig1 diisiiniilmektedir. Bu sonu¢ enzim iiretim maliyetinin diisiiriilmesi

bakimindan da 6nem arz etmektedir.
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Sekil 6.12. NH4NO; konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi (o 0 g/l, « 0.5 ¢/, o1 g/l, m25¢/l, A5
g/l NHsNO3, KH:150 rpm, T:37 °C, pHy:7.0).

Tablo 6.2. : Azot kaynaklarmin a-amilaz aktivitesi tizerine etkisi.

Azot Kaynaklari Konsantrasyon Maksimum
(a/) Aktivite (U)

Kontrol (Azot Kaynag ilavesi Yok) 3018

Peynir alt1 suyu 5 % (VIV) 3450

Peynir alt1 suyu + Pepton 5% (viv) +1 3607

Peynir alt1 suyu + Pepton + Yeast ekstrakt 5% (v/v) +1+ 0.5 3710

Peynir alt1 suyu + Pepton + Yeast ekstrakt 5% (v/v)+1+05+25 1078

+ (NH,4),S0,

Peynir alt1 suyu + Pepton + Yeast ekstrakt + 5% (viv) +1+05+25+0.5 3407

(NH,),S04+ Ure

Peynir alt1 suyu + Pepton + YE + (NH,),S0,+ 5% (viv) +1+05+25+0.5+05 2803

NaNO;

Peynir alt1 suyu + Pepton + YE + (NH,),S0,+ 5% (viv) +1+05+25+0.5+05 3810

NH;NO;
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Sekil 6.13. NaCl konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi (c 0 g/l, # 0.5 g/l, o 1 g/l, m 2.5 g/, A 5 g/l
NaCl, KH:150 rpm, T:37 °C, pH,:7.0).
6.4.S1icakhgimin Etkisi
Ortam sicakliginin enzim lretimi lizerine etkisinin incelendigi deney sonuglar1 Sekil
6.14°de verilmistir. Bu amacgla bes farkli ortam sicakliginda (30, 33, 37, 40, 45 °C)
deneyler yapilmistir. Kat1 susbtrat fermantasyonunda sicaklik kontroliiniin ¢ok 6nemli
oldugu ve mikroorganizmanin gelisebilmesi, enzim yada metabolitleri iiretebilmesinin
ortam sicakligiyla yakindan iliskili oldugu belirtilmektedir (Sodhi vd., 2005). Ozellikle kat1
substratlarin kullanildig1 proseslerde olusan viskoz ortam 1s1 transfeini giiclestirdiginden
sicaklik kontrolii daha bir 6nem kazanmaktadir (Pandey vd., 2000). Genellikle kat1 substrat
fermantasyonunda ortam sicakligit  25-32 °C  arahiginda degismektedir ve
mikroorganizmanin biliylime kinetigine bakildiginda sicakliga bagli olarak bu sicaklik
araliklarinda kararli kaldig1 belirtilmektedir (Krishna, 1999). 30, 33 ve 37 °C’de yapilan
deneylerde elde edilen maksimum enzim iretimleri olduk¢a yakin olmalarina ragmen en

yiiksek enzim tiretimi 33 °C’de yapilan deneylerde elde edilmistir ve bu sicaklik literatiirde
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Sekil 6.14. Farkli ortam sicakliklarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi (o 30 °C, e 33 °C, o 37 °C,
m 40°C, A 45°C, KH:150 rpm, pH,:7.0).

belirtilen sicaklik degerlerine oldukca yakindir. Ortam sicakliginin 37 °C’den 33 °C’ye
digiiriilmesiyle enzim {iretiminde bir artis oldugu goézlenmistir. Ayrica fermantasyon
sicakligindaki bu azalma ortamin buharlasma hizini disiirmesi agisindan da avantaj
saglamaktadir. Sicakligin 37 °C’den 45 °C ye ¢ikarilmasiyla da enzim iiretiminde yaklasik

olarak % 93’liik bir azalmanin oldugu gézlenmistir.

6.5. Calkalama Hizinin Etkisi

Enzim iiretimi {izerine ortam bilesenlerinin yanisira ortam sartlarinin da etkin oldugu
bilinmektedir. Aerobik ortamda gelisen mikroorganizmalar ihtiya¢ duyduklari oksijeni
ancak optimum sartlardaki karistirma ile temin ederler. Ayrica sentetik ortama gore dogal
substratlarm kullanildig1 ortamlarda oksijen transferinin daha yavas oldugu bilinmektedir.
Ozellikle kiiciik 6lgekli erlenmayer deneylerinde iyi bir kiitle transferi i¢in en iyi karistirma

hiziin belirlenmesi gerekir. Bu nedenle oksijen transferini 6nemli oranda etkileyen
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Sekil 6.15. Calkalama hizinin enzim aktivitesi lizerine etkisi (o 100 rpm, e 125 rpm, o 150 rpm, m 175
rpm, A 200 rpm, T:33 °C, pHy:7.0).

calkalama hizinin incelendigi deney sonuglar1 Sekil 6.15.’de verilmistir. Diigiik karigtirma
hizlarinda (100 rpm ve 125 rpm) enzim iiretiminde gdézlenen azalma kati1 substratlarin
kullanildig1 viskoz dogal ortamda mikroorganizma ile substratin temas edememesinden
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Yiiksek karistirma hizlarinda (175 rpm ve 200 rpm)
ise fermantasyon ortaminda meydana gelebilecek olan gerilmelerin mikroorganizmanin
morfolojisini olumsuz yonde etkileyerek enzim iiretiminde azalmaya neden olabilecegi
diisiilmektedir. Maksimum enzim iiretimi 150 rpm karistirma hizinda yapilan deneyde elde

edilmistir.

6.6. Baslangic pH’sinin Etkisi

Baslangi¢c pH’smin enzim tiretimi iizerine etkisini incelemek amaciyla farkl baslangi¢
pH’larinda (5, 6, 7, 8, 9) yapilan deney sonuglar1 Sekil 6.16’da verilmistir. Baslangig
pH’sinin degismesiyle enzim tiretiminde bir degisikligin olmadigi gdzlenmistir. Ortam

pH’sinin kisa siire sonra tiim deneylerde ayni1 noktaya geldigi goriilmiistiir. pH’daki bu
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Sekil 6.16. Baslangi¢c pH’smin enzim aktivitesine etkisi (¢ 5,¢ 6, o 7, m8, A 9, T:33°C, KH:150 rpm).

degisim baslangictan itibaren dogal substratin biinyesinde bulunan proteinlerin ortama
salgilanmasiyla ve daha sonraki pH artis1 ise mikroorganizmanin protein iiretimi ile
aciklanabilir (Tanyildizi, 2005). Enzim iretiminin en fazla oldugu zaman dilimlerinde

ortam pH’sminda benzer bir egilim izledigi goriilmektedir.

6.7. EKim Konsantrasyonunun Etkisi

Farkli ekim konsantrasyonlarinda (% (v/v) 1, 2.5, 5, 10, 20) yapilan deney sonuglar1
Sekil 6.17.°de verilmistir. Ekim konsantrasyonu mikroorganizmalarin lag fazinin
kontroliinde etkilidir. Diisiik ekim konsantrasyonlarinda lag fazin uzun oldugu, yiiksek
ekim konsantrasyonlarinda ise nem iceriginin artmasiyla yine lag fazin 6nemli miktarda
uzayacagi belirtilmektedir (Krishna, 1999). Yapilan deneyler neticesinde lag fazmnin
olduk¢a uzun oldugu ve ekim konsantrasyonunun bu evreyi azaltmada pozitif bir etkiye
sahip olmadig1 belirlenmistir. Enzim aktivitesinin daha ge¢ belirlenmesi kullanilan dogal
kat1 substratlarun ortama gegmesi ve bu substratlari mikroorganizmanin kullanacak forma

getirmesi gibi ara kademelerin meydana gelmesinden kaynaklanmaktadir. Sekil 6.17°den
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de goriildigi gibi ekim konsantrasyonunun enzim iiretimi lizerine herhangi bir etkisinin

olmadig1 gézlenmistir.
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Sekil 6.17. Ekim konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi (o %(v/v) 1, ® %2.5, o %5, m %10, A
%20, T:33°C, KH: 150 rpm, pH,:7.0).

68



Bacillus amyloliquefaciens ile a-amilaz {iretiminin kat1 substrat fermantasyonu ile
incelendigi bu calismada asagidaki genel sonuglar elde edilmistir.

1. Musluk suyu ve karbon kaynagi olarak soya kiispesinin kullanildigi fermantasyon
ortaminda mikroorganizmanin enzim iretebildigi ancak enzim aktivitesinin diisiik oldugu
ve maksimum enzim iiretimine ulasabilmek i¢in ortama ilave karbon ve azot kaynaklarinin
eklenmesi gerektigi belirlenmistir.

2. Yapilan deneylerde soya kiispesinin yani swra ilave karbon kaynagi olarak
kullanilan misir proteini (gluten), bugday kepegi, findik kiispesi ve peynir alt1 suyunun
enzim {retimini arttirdigi ve bugday kepegi iceren ortamda maksimum enzim {iretimine
ulasildig belirlenmistir.

3. Organik azot kaynaklarindan peynir alti suyu, pepton ve Yyeast ekstrakt’in
inorganik azot kaynaklarindan ise (NH4)2SO,s’mn enzim iiretimini arttirdig1 belirlenmistir.

4. a-amilaz iiretimi i¢in peynir alt1 suyunun hem karbon hemde azot kaynagi olarak
kullanilabilecegi belirlenmistir.

5. Yapilan ¢alismada NH4NO3, NaNOs, iire gibi azotlu bilesiklerin enzim tiretimini
azalttig1 ve fermantasyon ortammin iyonik yiikiinii dengelemesi agisindan onemli olan
NaCl tuzunun enzim iiretimi tizerinde herhangi bir etkiye sahip olmadig1 belirlenmistir. Bu
bilesenlerin pozitif bir etkiye sahip olmamasi kullanilan dogal substratlarin biinyesinde bu
bilesenlerin bulunmasiyla agiklanabilir. Ayrica a-amilaz iiretimi i¢in bu maddelere ihtiyac
duyulmamasi ortam maliyetini azaltmak yoniinden 6nemlidir.

6. Ortamda ilave karbon ve azot kaynaklarinin bulunmadigi deneyde enzim
dretiminin disiik oldugu ve mikroorganizmanin da enzim iiretebilmesi i¢in ilave karbon ve
azot kaynaklarma ihtiya¢ duydugu belirlenmistir. Bu baglamda 20 g/1 soya kiispesinin yani
sira fermantasyon ortamina ilave edilen bugday kepegi (5 g/I), peynir alt1 suyu %5 (v/v),
pepton (1 g/l), yeast ekstrakt (0.5 g/l), (NH4).SO, (2.5 g¢/l) gibi ilave karbon ve azot
kaynaklariyla maksimum enzim iiretimine ulagilmistir.

7. Fermantasyon sicakliginin enzim tiretimini degistiren en 6nemli parametrelerden
biri oldugu ve fermantasyon sicakhiginm 37 °C’den 33 °C’ye diisiiriilmesi ile enzim
tiretiminde 6nemli bir artigin oldugu belirlenmistir.

8. Soya kiispesinin yanm1 swra bugday kepegi ve peynir alti suyu gibi dogal
substratlarm endiistriyel a-amilaz iiretiminde etkin bir sekilde kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir.
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9. Fermantasyon siiresinin, literatiirdeki sentetik ortamlarda yapilan ¢aligmalarla
kiyaslandiginda daha uzun oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni olarak mikroorganizmanin
ihtiyag duydugu oksijenin ve niitrientlerin ortama gecisinin sentetik ortamlara nazaran

daha yavas olmasi gosterilebilir.
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7. ONERILER

1.Dogal substratlar kullanilarak erlenlerde incelenen a-amilaz tiretimi asirt kopiik
olusumunun Onlenmesi durumunda karistrmali fermantorlerde de incelenebilir. Farkl
fermantor tiplerini kullanmak suretiyle enzim {retimi arttirihirken siireyi kisaltmak
miimkiin olabilir.

2.Daha sonraki calismalarda iiretilen enzimin saflastirilmasi ve karakterizasyonu
yapilabilir.

3. Mikroorganizmanin genetik yapis1 diizenlenerek, enzim {iretimini arttirma
calismalar1 yapilabilir

4. Enzim iretim maliyetini azaltmak amaciyla daha ekonomik olan farkli karbon
kaynaklar1 arastirilarak enzim tiretimi gerceklestirilebilir.

5. Fermantasyon sonrasinda ortamda kalan protein igerigi ve besin degeri bakimindan

zengin olan kat1 materyal hayvan yemi olarak degerlendirilebilir.
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EKLER

Ek.1.

Ek Tablo 1.1. Soya kiispesi, bugday kepegi ve misir proteini bilesimleri (Erglin vd., 2004).

Soya Kiispesi Bugday Kepegi Misir Proteini (Gluten)
Nem %15 %10.9 %13
Ham Protein %44 %17.3 %60
Ham Yag %0.9 %4.3 %3 maksimum
Kiil %6 %6.3 %4.5
Ham Seliiloz %7 - %15
Diger %27.1 61.2 45
Metabolik Enerji (ME) 2400 kcal/kg 2550 kcal/kg 3300 kcal/kg

Ek Tablo 1.2. Findik kiispesi bilesimi (Ergiin vd., 2004).

Yapilan Analiz Sonuglari

Kuru Madde

Ham Protein

Ham Yag

Ham Seliiloz Diger

Findik Kiispesi

22.43

7.79

7.95 57.37

Ek Tablo 1.3. Peynir alt1 suyu bilesimi (Ugiincii, 2004).

Bilesenler Deger

Su %93 — 94
Kuru madde %6 -7
Yag %0.3-0.8
Laktoz %4.5-4.7
pH 6.4-6
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Ek Tablo 1.4. %5’lik nigasta ¢6zeltisinin dalga boyu taramasi
DalgaBoyu 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640
(nm)
Absorbans 06 064 068 070 072 074 074 075 072 070 067 0.64

0,76
0,74 -
0,72 -
0,7 -
0,68 -
0,66 -
0,64 -
0,62 -

0,6 T T T T T T
520 540 560 580 600 620 640
Dalga boyu (nm)

Absorbans

Ek Sekil 1.1. Dalga boyunun degismesiyle nisasta ¢ozeltisinin absorbans degerleri.

Fosfat Tamponu: 0.1 M KH,;PO4’den 868.4 ml, 0.1 M K;HPO,’den 131.6 ml alinip
icerisinde 0.025 N NaCl konularak hazirlanmistir (pH=6.2).
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