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Bu caligmada Bacillus subtilis IMG2, ve Bacillus amyloliquefaciens NRRL B-645 ile
o-amilaz iiretimi igin ortam parametrelerinin etkisi incelenmistir. Caligmanin ilk basamaginda,
sentetik ortamda her iki mikroorganizma igin karbon kaynaklan, azot kaynaklarn ve iz
elementleri degistirilerek enzim iiretimi incelenmigtir. Her iki mikroorganizmada da karbon
kaynag1 olarak nigasta kullanilmasinin enzim iiretimini artirdigt belirfenmistir. Gliserin B.
amyloliquefaciens kullanilan ortamda enzim iretimini azaltmasina karsin, B. subtilis ile enzim
tiretiminde artiga neden oldugu gozlenmigtir. Inorganik azot kaynaklarinin mikroorganizmalar
tarafindan kullamlamadigi, buna karsilik organik azot kaynaklariyla enzim iiretiminin arttif
goriilmiistir. Bir metalo enzim olan a-amilaz iretiminde kalsiyum iyonunun gerekli oldugu
belirlenmistir. Yapilan optimizasyon deneyleri sonucunda B. amyloliquefaciens ile enzim
tiretiminin B. subtilis’e gore ¢ok daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. B amyloliquefaciens ile
maksimum enzim firetimi (1333 TU) 15 g/l nisasta, 2.5 g/l pepton, 1 g/l yeast ekstrakt, 1g
KH,PO,, 0.5 g/l MgSQO,.7H,0, 0.1 g/l CaCl, igeren ortamda elde edilmistir.

Caliymanin ikinci agamasinda ise kati1 hal fermantasyonu igin substrat olarak melas,
scker pancan kiispesi, aygekirdegi kiispesi, bugday kepegi, kegi boynuzu, musir kepegi ve musir
proteini kullamlmugtir. Kati bal fermantasyonunda sentetik ortamda maksimum enzim tiretimi
saglayan mikroorganizma olan B. amyloliquefaciens kullamlmugtir. Kullanilan substratlar
arasindan misir kepegi ve musir proteininde yiiksek o-amilaz iretimi elde edilmistir. Bu iki
substrat kullamlarak diger ortam parametrelerinin etkileri arastinlmugtir. Enzim iretimini en
fazla ortam sicakligmin etkiledigi belirlenmistir. Dogal substratlarla elde edilen enzim
aktivitesinin sentetik ortam kullanilarak yapilan deneylere gore ¢ok daba yiksck oldugu

belirlenmistir. Misir kepegi ile yapilan deney sonucunda maksimum enzim iiretimi (8929 IU) 10



v

g/l yeast ekstrakt, 25 g/l musir kepegi, 1 g/l KH,PO, igeren ortamda 33°C ve 150 rpm karigtirma
hizinda elde edilmigtir. Misir proteiniyle yapilan deneyler sonucunda ise maksimum enzim
tiretimi (8388 IU) 30 g/l musir proteini ile 10 g/l yeast ekstraktin birlikte kullaniddig: 33°C ve
150 rpm kanigtirma hizinda elde edilmistir. Dogal substratlarda diger ortam bilegenlerinin
enzim iretimi iizerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 belirlenmigtir. Bu durum sentetik ortamda
enzim iiretimi igin gerekli olan bu elementlerin dogal substratlardan ve musluk suyundan

karsilandigini géstermektedir.

Anahatar Kelimeler : o-Amilaz, Mikrobiyal enzim iretimi, B. subtilis, B.

amyloliguefaciens, Kat1 hal fermantasyonu.
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In this study, the effect of medium conditions on production of a-amylase by Bacillus
subtilis IMG22 and Bacillus amyloliguefaciens NRRL B-645 were studied. In the first part of
the study, the effects of carbon, nitrogen sources and other medium components on production
a-amylase were investigated in synthetic media for both microorganisms. It was found that the
production of a-amylase was increased with the use of starch as carbon source for both of
microorganisms. Although the production of enzyme with B. subtilis was increased by using
glycerol, the production of enzymes decreased with using B. amyloliquefaciens with glycerol.
It was observed that inorganic nitrogen sources could not be used by microorganisms. However,
enzyme production increased by using organic nitrogen sources by both microorganisms. The
results showed that the calcium ions were required in the production of a-amylase called
metalloenzyme. From the results of optimization experiments, it was concluded that the
maximum enzyme activity value obtained using B. amyloliquefaciens was higher than that
obtained with B. subtilis. Maximum enzyme activity (1333 IU) was obtained in the medium
containing 15 g/l starch, 2.5 g/l pepton, 1 g/l yeast extract, 1g KH,PO,, 0.5 g/l MgS0,4.7H,0,
0.1 g/1 CaCl,.

In the second part of the work, molasses, sugar beet pulp, sunflower pulp, wheat bran,
carob, corn bran, com protein were used as substrates for solid state fermentation. B.
amyloliquefaciens which provides the highest enzyme activity in synthetic medium was used as
microorganism in the solid state fermentation. The highest production of a-amylase was
obtained in the experiments conducted with corn protein and corn bran. The effects of other
medium parameters were investigated by using these substrates. Medium temperature was
determined as most influencing parameter on production of o-amylase in solid state

fermentation. It was determined that enzyme activities obtained by using natural substrates were



higher than those obtained in synthetic medium. Maximum enzyme production was obtained as
8829 1U in fermentation medium containing 10 g/ yeast extract, 25 g/l comn bran, 1 g/l KH,PO,
at 33°C and 150 rpm. However, this value was found to be 8388 IU in medium containing 10g/1
yeast extract and 30 g/l comn protein at 33°C, 150 rpm. There was not significant effect of the
other medium components on a-amylase production in solid state fermentation. This shows that
other medium components which are necessary for a-amylase production in synthetic medium

cxist in natural substrates and tap water.

Keywords: a-Amylase, Microbial enzyme production, B. subtilis, B. amyloliquefaciens,

Solid state fermentation. .



vl

TESEKKUR

Tez konumun segiminde, planlamasinda, deneysel ¢aligmalarim igin gerekli kimyasal ve
techizatlarin saglanmasinda ve tezin yaziminda yardimlarimi esirgemeyen degerli hocalarim
Prof. Dr. Dursun OZER, Prof Dr. Murat ELIBOL ve Dog. Dr. Ayla OZER’c en igten

tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora tezimin her asamasinda destegini gordigiim Ars. Gor. Dr. Hasan TOGRUL a
ve Ars. Gor. Sule BULUT a tesekkiir ederim. Tez siiresince en biiyiik destegi gordiigiim aileme

tesekkiirlerimi sunarim.

Cabigmamin yiiritilmesinde maddi destek saglayan FUBAP’a ve saglanan uygun

¢alisma kosullar nedeniyle Kimya Miihendisligi Béliimiine giikranlarimu sunarim.



Vil

iCINDEKILER

OZET

ABSTRACT

TESEKKUR

[CINDEKILER

SEKILLER LISTESI

TABLOLAR LISTESI

SIMGELER

1. GIRIS

2. ENZIMLER

2. 1.  Enzim Teknolojisinin Tarihi

2.2, Enzimin Yapist ve Fonksiyonu

2.3 Enzimlerin Adlandirilmasi ve Siniflandiriimasi

24 Enzim Kaynaklan

2.4.1. Hayvansal Enzimler

2.4.2. Bitkisel Enzimler

2.4.3. Mikrobiyal Enzimler

2.4.4. Enzim Kaynaklarinin Kargilagtiriimasi

3. MIKROBIYAL ENZIM URETIMI

3.1. Fermantasyonda Kullanilan Mikroorganizmalar

3.1.1.  Bakteriler

3.2. Fermantasyonla Enzim Uretim Yéntemleri

3.2.1. Enzim Uretimine Uygun Tiirlerin Segimi

3.2.2. Mikroorganizmalan Cogaltilmasi ve Enzim Uretim igin Optimum
Sartlarm Diizenlenmesi

3.3 Fermantasyon Proscsi ve Ekipmanlar

3.3.1. Kati Hal Fermantasyonu

3.3.1.1. Katt Hal Fermantasyonunda Kullanilan Mikroorganizmalar

3.3.1.2, Kati Hal Fermantasyonunda Kullamilan Substratlar

3.3.2. Daldirmali Fermantasyon Yéntemi

3.3.2.1. Daldirmali Fermantasyonda Enzim Uretimi Uzerine Ortam Sartlarmm Etkisi

3.4.  Enzim Izolasyonu, Saflastirma ve Standartizasyonu

3.5.  Tirkiye'de Enzim Uretimi

4. AMILAZLAR

4.1.  Amilazlarin Smiflandirilmast ve Etki Mekanizmasi

4.1.1.  Termofilik amilazlar

4.1.2.  Alkalin amilazlar

4.1.3.  Asidik amilazlar

Sayfa No
I

VII
VIII

21
23
24
26
27
31
34
36
37
38
39
41
42
42



4.2,  Amilazlarin Endiistriyel Kullammlari

43.  o-Amilaz Uretimi ile figili Yapilan Bilimsel Caligmalar
5. MATERYAL VE METOTLAR

5.1.  Mikroorganizmalar

5.2.  Bakteri Uretim Besiyerleri ve Kosullart

5.3.  Dogal Substrat Iceren Fermantasyon Ortami

5.4,  Yapian Analizler

5.4.1. Enzim Aktivitesinin Olgiilmesi

5.4.2. Bakteri Uremesinin Olgiimii

5.43. Nisasta Analizi

5.4.4. Glukoz Tayini

6. SONUCLAR VE TARTISMA

6.1.  B. subtilis ile Bulunan Sonuglar

6.1.1. Karbon Kaynaklarimn Etkisi

6.1.2. Azot Kaynaklarimn Etkisi

6.1.3. Diger Ortam Bilegenlerinin Etkisi

6.2.  B. amyloliquefaciens ile Bulunan Sonuglar
6.2.1. Karbon Kaynaklarinin Etkisi

6.2.2. Azot Kaynaklarinin Etkisi

6.2.3. Diger Ortam Bilesenlerinin Etkisi

6.3.  Dogal Ortamda Yapilan Deneyler

6.3.1.  Substrat Olarak Misir Kepeginin Kullanildit Deneyler
6.3.1.1 Tanecik Boyutunun Etkisi

6.3.1.2. Azot Kaynaklarimn Etkisi

6.3.1.3. Kepek Konsantrasyomunun Etkisi

6.3.1.4. Fosfat Konsantrasyonunun Etkisi

6.3.1.5. MgSO; Konsantrasyonunun Etkisi

6.3.1.6. Ca™ Konsantrasyonunun Etkisi

6.3.1.7. Calkalama Hizimun Etkisi

6.3.1.8. Fermantasyon Sicakligimin Etkisi

6.3.1.9. Baglangi¢ pH’s1 ve Ekim Konsantrasyonun Etkisi
6.3.2. Msir Proteininin Substrat Olarak Kullanildigi Deneyler
6.3.2.1. Tanecik Boyutunun Etkisi

6.3.2.2. Azot Kaynaklarimn Etkisi

6.3.2.3. Misir Proteini Konsantrasyonun Etkisi

6.3.2.4. Fosfat Konsantrasyonun Etkisi

6.3.2.5. MgSO, ve Ca™ Konsantrasyonun Etkisi

6.3.2.6. Karnigtirma Hizimin Etkisi

6.3.2.7. Fermantasyon Sicakhiginin Etkisi

42
44
50
50
50
51
51
51
53
53
53
54
54
54
60
63
66
66
70
74
80
82
82
83
85
86
87
88
89
90
91
93
93
94
96
97
98
99
100



6.3.2.8. Baslangig pH’simn Etkisi

6.3.2.9. Ekim Konsantrasyonun Etkisi

7. GENEL SONUCLAR VE ONERILER
8. KAYNAKLAR

9. EKLER

101
102
103
105
117



SEKILLER LISTESI

Sekil.3.1 Endiistriyel enzimlerin diinya pazarindaki dagilimi
Sekil 3.2. Biyokimya miihendisliginde mikroorganizmalarn simiflandiridmasi
Sekil 3.3. Nisastanin yapitasi amiloz (a) ve amilo pektinin (b) yapisi.
Sekil 3.4 (a.b.c) Fermantasyon ortamindaki mikroorganizma, substrat ve enzim
iiretiminin zamanla degisimi
Sekil 3.5. Mikroorganizma biiyiime hizinin sicaklikla degisimi
Sekil 4.1. Farkh amilazlann nigasta molekiiliinii hidrolizi ve olugan trtinler
Sekil5.1. Deneylerin yapilisinda takip edilen sira
Sekil 6. 1. Farkli glukoz konsantrasyonlannda enzim aktivitesi, glukoz konsantrasyonu,
ortam pH’s1 ve bakteri bityiimesinin zamanla degisimi.
Sekil 6. 2. Farkl: nisasta konsantrasyonlarninda enzim aktivitesi, nisasta konsantrasyonu,
ortam pH’s1 ve bakteri bilyiimesinin zamanla degigimi.
Sekil 6. 3. Farkl: gliserin konsantrasyonlarinda ortam parametrelerinin zamanla degigimi.
Sekil 6. 4. Nisasta ve glukozun birlikte kullamldig1 deneylerde enzim aktivitesi, nisasta
konsantrasyonu, glukoz konsantrasyonu, pH ve bakteri biiyiimesinin zamanla degigimi.
Sekil 6. 5. Farkh pepton konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nisasta konsantrasyonu,
ortam pH’s1 ve biyomasin zamanla degisimi
Sekil 6. 6. Farkli yeast ekstrakt konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nisasta konsantrasyonu,
ortam pH’s1 ve bakteri bilytimesinin zamanla degisimi
Sekil 6. 7. Farkli sodyum nitrat konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta konsantrasyonu,
ortam pH’s1 ve bakteri bityiimesinin zamanla degigimi.
Sekil 6.8. Pepton ve yeast ekstraktin birlikte kullamldigr deneylerde enzim aktivitesi,
nigasta konsantrasyonu, pH ve bakteri biiyiimesinin zamanla degigimi.
Sekil 6.9 a. Farkh kalsiyum konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta konsantrasyonu,
pH ve bakteri biiyiimesinin zamanla degigimi.
b. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta konsantrasyonu,
pH ve bakteri biiylimesinin zamanla degigimi.
Sekil 6.10. Farkh glukoz konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, glukoz konsantrasyonu,
pH ve bakteri biiyiimesinin zamanla degigimi.
Sekil 6.11. Farkh nigasta konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nisasta konsantrasyonu,
pH ve bakteri biiyiimesinin zamanla degigimi.
Sekil 6.12 a. Farkli gliserin konsantrasyonlannda enzim aktivitesi, nigasta konsantrasyonu,
pH ve bakteri bityiimesinin zamanla degigimi
b. Farkl1 gliserin konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, pH ve bakteri

Sayfa No

15
16
30
34
35
40
52

55

56
57

60

61

62

63

64

66

68



Xl

biiyiimesinin zamanla degisimi

Sekil 6.13. Nigasta ve glukozun birlikte kullamldif1 deneylerde enzim aktivitesi, nigasta
konsantrasyonu, pH ve bakteri bilyiimesinin zamanla degisimi.
Sekil 6.14. Farkh pepton konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta konsantrasyonu,
pH ve bakteri bilyiimesinin zamanla degisimi
Sekil 6.15. Farkl yeast ekstrakt konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nisasta
konsantrasyonu,pH ve bakteri biiylimesinin zamanla degigimi
Sekil 6.16.a. Farkli amonyum siilfat konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta
konsantrasyonu, pH ve bakteri bityiimesinin zamanla degigimi
b. Farkli sodyum nitrat konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta
konsantrasyonu, pH ve bakteri bityiimesinin zamanla degisimi
Sekil 6.17. Peptona ilaveten farkli yeast ekstrakt konsantrasyonlarinda enzim
aktivitesi, nigasta konsantrasyonu, pH ve bakteri bilyiimesinin zamanla degigimi.
Sekil 6.18 . Farkli KH,PO, konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigsasta konsantrasyonu,
pH ve bakteri biiyiimesinin zamania degigimi.
Sekil 6.19 . Farkli MgSO,.7H,O konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta
konsantrasyonu, pH ve bakteri biiyiimesinin zamanla degisimi
Sekil 6.20. Farkli MnSQO,.7H,0 konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin, nigasta
konsantrasyonun, pH ve bakteri biiylimesinin zamanla degigimi
Sekil 6.21a. Farkli FeSO,4.7H,O konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta
konsantrasyonu, pH ve bakteri biiylimesinin zamanla degisimi
b. Farkli CaCL.7H,0 konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta
konsantrasyonu, pH ve bakteri biiyiimesinin zamanla degigimi

Sekil 6. 22. Farkli substratlarm kullamldig: ortamlarda enzim aktivitesinin zamanla degigimi,

Sekil 6. 23. Dogal substratlara azot ilavesinin enzim aktivitesi iizerine etkisi
Sekil 6. 24. Kepek boyutunun enzim iiretimi iizerine etkisi
Sekil 6. 25 Pepton konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi
Sekil 6. 26. Yeast ckstrakt konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi
Sekil 6. 27. Misir kepegi konsantrasyonun enzim aktivitesine etkisi
Sekil 6. 28 KH,PO, konsantrasyonunun enzim {iretimi iizerine etkisi
Sekil 6. 29. Farklt MgSO, konsantrasyonlarinin enzim aktivitesi iizerine etkisi
Sekil 6. 30 Farkh CaCl, konsantrasyonlarnin enzim aktivitesi iizerine etkisi.
Sekil 6.31. Calkalama hizimn enzim aktivitesi iizerine etkisi.
Sekil 6.32. Farkli ortam sicakliklarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi
Sekil 6.33.a. Farkli baglangic pH’simin enzim aktivitesi iizerine etkisi.

b. Farkli mikroorganizma ekim konsantrasyonlarimn .

enzim aktivitesi {izerine etkisi.

Sekil 6. 34. Tanecik boyutunun enzim aktivitesi tizerine etkisi

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78
81
32
83
84
85
86
87
88
89
90
91

92
93



XIII

Sekil 6. 35 Pepton konsantrasyonunun enzim aktivitesi iizerine etkisi
Sekil 6.36. Yeast ckstrakt konsantrasyonunun enzim aktivitesi {izerine etkisi

Sekil 6.37. Misir proteini konsantrasyonun enzim aktivitesi iizerine etkisi

Sekil 6. 38. Farkh KH,PO, konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi.

Sekil 6. 39 a) Farkh MgSO, konsantrasyonlarimn enzim aktivitesi iizerine etkisi

b) Farkli konsantrasyonlarda CaCl,. 7H,O un enzim aktivitesi iizerine etkisi
Sekil 6.40. Farkli galkalama hizlannin enzim aktivitesi iizerine etkisi.
Sekil 6.41. Farkli ortam sicakliginin enzim aktivitesi tizerine etkisi.
Sekil 6.42. Farkli baglangig pH’sinin enzim aktivitesi tizerine etkisi.
Sekil 6.43. Farkl ekim konsantrasyonlarmin enzim aktivitesi iizerine etkisi.
Sekil.E2.1. Dalga boyunun degismesiyle nigasta ¢ozeltisinin absorbans degerleri.
Sekil. E2.2. 600 nm’de nigasta kalibrasyon grafigi.
Sekil.E2.3. Glikoz kalibrasyon grafigi

94
95
96
97

98

99

100
101
102
118
118
119



XIv

TABLOLAR LiSTESI

Tablo 2.1 Baz1 6nemli enzimier, kaynaklar ve kaynaklarina gore kullamm alanlart

Tablo 2.2 Amilazlarn etkili oldugu pH ve sicaklilar

Tablo 3.1. Fermantasyon i¢in gerekli hammaddeler

Tablo.3.2.Ticari olarak énemli olan baz1 enzimlerin organizmalan

Tablo.3.3 Ticari baz1 enzimlerde kullamlan indiiktérler

Tablo 3.4 Kati1 hal proseslerinde kullanilan temel mikroorganizma gruplan

Tablo 4.1. a-Amilaz kaynaklari ve aktivite igin optimum degerleri

Tablo 4.2. Amilazlarin uygulama alanlarn

Tablo 4.3. Farkl tiirden mikroorganizma kullanarak degisik C ve N kaynaklartyla
o-amilaz tiretimi Gizerine yapilan ¢aligmalar.

Tablo 5.1. Deneylerde kullanilan bakterilerin saklanma, geligtirilme ve enzim iretiminde
kullanilan besiyerleri
Tablo 5.2. Dogal substratlarla yapilan deneylerde kullanilan musluk suyunun mineral igerigi

Tablo 6.1. Farkli ortamlarda B. subtilis ile yapilan deneylerde elde edilen maksimum
enzim aktivite degerleri

Tablo 6.2. Farkli ortamlarda B. amyloliquefaciens ile yapilan deneylerde elde edilen
maksimum enzim aktivite

Tablo E 1.1. Dogal substratlarin spesifikasyonlan

Tablo E.2.1. %5’lik nigasta ¢ozeltisinin dalga boyu taramasi.

Tablo E.2.2. Nisasta ¢6zeltisinin kalibrasyon verileri

Tablo E.2.3. Glukoz kalibrasyon verileri

Savfa No

11
13
14
20
22
26
41
44

49

50

52

65

79

117
118
118
119



ke ~ ®m m > T
EE5LZ

SIMGELER

Ozgil iireme hiz sabiti ‘
Arrhenius sabiti \\ S
Aktivasyon enerjisi %A
Ideal gaz sabiti \
Sicaklik

Karigtirma hizi

Baglangi¢ pH’s1

Misir proteini

Misir kepegi

Mikroorganizma



1. GIRiS

Canli igin yasamsal rolii olan pek ¢ok fonksiyonu kontrol eden enzimler, ¢ok uzun
zamanlardan beri insanlar tarafindan kullanilmugtir. Ancak fonksiyonlarimin tam anlagiimasi ve
endistriyel anlamda kullanilmasi 19. yiizyilda baglamistir. Bugiin ise artik giinliik ve ekonomik
hayatta ¢ok onemli rolleri vardir. Yillik satig degerleri milyar dolarlart bulan enzimler, ekmek,
bira, maya gibi ekonomik sahalarda temizlik alanlar1 gibi giinliik yasamda ve tipta teshis ve
tedavide bityiik rol oynamaktadir. Enzimlerin kimya endiistrisinde, gida proseslerinde ve hatta
biyolojik savasta pek ¢ok kullanim alanlan vardir. Bugiin yazili olarak 2500°den fazla enzim

bilinmesine ragmen bunlarin sadece 150 kadan ticari bakimdan Onem tasimaktadir
(Gozikaral997, Telefoncu, 1986, Gonzalez,2003).

Biyoteknolojideki gelismeye paralel olarak endistriyel enzim kullanimi giderek
artmaktadir. Enzim kaynaklarindan elde edilen farkli 6zelliklerdeki enzimlerin bulunmasiyla
enzimlerin kullanim alanlanindaki artigi tetiklemektedir. Ozellikle endiistriyel proseslerde
hidrolitik enzimler kullanildig1 goriilmektedir. Bunlardan proteaz toplam enzim tiiketiminde
yaklagik % 60°lik bir orami olugtururken bunu takiben amilazlar % 30 gibi 6nemli bir orant
olugturmaktadir. a-Amilaz misir nisastasindan glikoz ve fruktoz iiretimi bagta olmak iizere
tekstil, bira ve meyve suyu, deterjan, ekmek gibi bir ¢ok sanayide uygulama alani bulmugtur.
Endiistriyel proseslerde kullamm uygulanabilirligi agisindan termostabil enzimler tercih
edilmektedir. Bu tiir enzimler genellikle bakteriyel kaynaklardan elde edilebildiginden dolay:
yapilan arastirmalar bakteriyel kaynakli enzim iiretimi iizerinde yogunlagsmistir (Rehm,1987).

Urctim proseslerinde  giderck artan enzim titketimi, enzim idretim maliyetlerini
azaltmaya yonelik aragtirmalarin artmasina neden olmustur. Enzim iiretim maliyeti ya genetik
manipulasyonlar ile yada ortam miihendisligi yardimiyla distrilebilir. Genetik diizenlemeler
fizerine yogun aragtirmalar yapilmakta olup Onemli oranda enzim iretiminin artigi
saglanabilmektedir. Ancak metabolik driinlerin salgilanmas1 mikroorganizmalarin  belirli
ortamlarda hayatta kalma stratejilerinin bir geregi oldugundan genetik yapist degistirilmis
mikroorganizmalar kararli olmayabilir (Dey,2001). Mikroorganizmalarin  canliliklarin
sirdiirebilmek amaciyla sentezledikleri enzim veya diger metabolitlerin tiretim hizlar gevresel
faktorler degistirilerek de artirlabilir. Ozellikle ekstraseliiler enzim sentezleri indiiksiyon ve
represyon etkileri tarafindan yonetilmektedir. Indiiksiyon ve represyon etkileri incelenerek
istenen urinin daha fazla tremesi saglanabilir. Bu sekilde ortam manipiilasyonu ile enzim

retiminin artirllmasinin daha iyi bir strateji oldugu diisiiniilebilir ( Haq,2003, Yo0o0,1987).



Maliyetlerinin azaltilmasi amaciyla ortam optimizasyonunda beraber ckonomik degeri
daha diigiik olan endistriyel ve tanimsal yan iriinlerin ortam bilegeni olarak kullanilmasina
yonelik aragtirmalarda yogun bir artig gozlenmektedir. Bakteriyel a-amilaz hem derin
fermantasyon hem de kat1 hal fermantasyonu ile iretilmektedir. Kati1 hal fermantasyonunda
dabha ucuz substratlarin kullanilabilmesi yaninda basit olmasi, diigiik sabit yatirm gerektirmesi,
katabolit represyonunun daha disiik seviyede olmasi ve geri kazanmanin kolay olmast gibi bir
¢ok avantaji vardir. Kat1 hal fermantasyonunda bugday kepegi, soya fasulyesi gibi tarimsal ve
endiistriyel yan driinler sadece niitriyent olarak kullamlmaz ayrica mikroorganizma igin
tutuklama maddesi olarak da kullanilirlar (Baysal, 2003),

Bu ¢aligmanin amaci, o-amilaz frettigi bilinen B. subtilis ve B. amyloliquefaciens
suglannin segilen sentetik ortamlarda enzim iiretiminin optimizasyonu yapilarak ortamlardaki
davramglar: hakkinda bilgi edinmek ve en yiiksek enzim iiretimi saglayan mikroorganizma ile

dogal ortamda a-amilaz iiretimini aragtirmaktir,



2. ENZIMLER

2.1.  Enzim Teknolojisinin Tarihi

Bugiinkii modern enzim teknolojisi 1874°de Danimarkali kimyager Christian Hansenin,
kurutulmus sigir midelerinden renet enzimini tuz ekstraksiyonu ile elde etmesiyle baglamigtir.
Bu preparat, endiistriyel amagla uretilmis ve nispeten saf olan ilk enzimdir. Aslinda bu 6nemli
bulusa daha 6nceden yapilmis uzun evrimsel i1glemler sonucu ulagilmigtir. Enzimler, ya enzim
agisindan zengin sebzeler olarak, ya da ekmek ve bira yapimi gibi gesitli amaglarla kullamlan
mikroorganizmalar olarak, insanoglu tarafindan yiizyillar boyunca kullamilmigtir. Hatta
enzimlerin antik ¢aglarda peynir yapiminda kullanildigina iligkin ipuglar1 da vardir. M.O. 800
yili civarmda yazilmig olan iinlii ilyada ve Odessi epik siirinden, oglak ya da koyun midelerinin,
ki bunlarda sigir midesinde bulunan enzimin aynist bulunmakta, peynir yapiminda kullanildig:
anlasiimaktadir.

Enzimlerin islevleri anlagilmis ve tarih boyunca kullanilmiglarsa da, bunlarin gergek
ozelliklerinin  anlagilmast  yakin gegmiste olmustur. Enzimatik islemler, ozelliklede
fermantasyon, ondokuzuncu yiizyilin en gozde ilgi alantyd: ve bu donemde ¢ok degerli buluglar
yapildi. Ozellikle énemli olan bir deney, 1833’de Payen ve Persoz tarafindan yapilan ve
¢imlendirilmis arpadan (malt) bir enzim kompleksinin saflagtirilmasi olmustur. Tipki maltin
kendisi gibi, jelatinlesmis nisastay1 sekere, ozellikle de maltoza, geviren bu madde “diyastaz”
olarak adlandirilmis. Bu terim Fransizca konusulan iilkelerde biitiin enzim izolatlar igin hala
kullanilmaktadir. Bundan sonra diyastaz ve bunun gibi aktivitesi olan maddelere “ferment”
denilmisgtir.

1876°da Kithne, canli organizmalardan elde edilen bu fermentlere “enzim™ denilmesini
onermistir. Bu kelime, yunanca da mayann iginde anlamina gelen “en” (iginde) ve “zyme”
(maya yada hamur mayasi) kelimelerinden tiiretilmisti. Bu yiizyilin baglarinda enzim
teknolojisi Avrupa disinda da yavas yavas gelismekteydi. Uzak doguda yiiz yillik bir gelenek
hakimdi ve bazi yiyeceklerin (soya bazli tatlandiricilarin ve bazi igkilerin yapiminda)
iiretiminde ‘koji” denen bir kif mantan kullaniliyordu. Bu proses giiniimiizde hala daha
kullamlmaktadir. Koji, buharda tutulmug pirincin igine bir kiif mantan kangiminin katilmasiyla
hazirlamyordu. Bu karnigimin igerigiyse nesilden nesile aktarihiyordu. Bu iglem, Japon bilim
adam Takamine nin kif kaynakl amilaz enziminin endiistriyel boyutlarda iiretimi igin bir
fermantasyon iglemi geligtirmesine kaynak olmustur. Islem, nemlendirilmis piring ya da
bugdayn iizerinde Aspergilius oryzae’nin uretilmesini igeriyor. Takadiastaz olarak adlandirilan

tirin  giniimiizde sindirime yardim etmek amaciyla kullamilmaktadir. Takamine tarafindan



onerilen fermantasyon teknigi (viizey kiiltiirii ya da yari-kati kiltiir) bazi enzimlerin iiretilmesi
amaciyla kullanimaktadir. Ancak giiniimiizde bu yéntem yerine daha ¢ok “daldirmalr kiiltiir”
yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemde fermantasyon, enzimin iiretilecegi hammaddenin
bulundugu ve kanstirildig kapali bir reaktérde gegeklesmektedir.

Takamine'nin veni fermantasyon yontemini gelistirdigi siralarda, enzimlerin
kullammlanyla ilgili yeni bir alan ortaya ¢ikmustir. Hasillama (desizing) dokuma iglemi
sirasinda ipliklerin kivrilip kirilmasimi 6nlemek igin giiglendirici olarak kullanilan nisasta
pastasimn kumastan arindirilmas: islemidir. Daha 6nceleri kumaglar, asit, baz ya da oksitleyici
ajanlarla iglenir, ya da ginlerce suya yatirilir ve béylece ortamda dogal olarak bulunan
mikroorganizmalar nigastay1 pargalardi. Ancak, her ikisi de kontrol edilmesi zor yontemlerdi ve
bazen malzeme hasar gorityor ya da rengini kaybediyordu. Nigastanin uzaklastirilmasi amaciyla
malttan g¢ikarilan enzimlerin kullanilmasi biyiik bir adim sayildi. Daha sonra bu amagla
bakteriyel kaynakli amilaz kullanildi. Bakteri amilazi ilk olarak 1917°de Boidin ve Effront
tarafindan kullaninusti; ancak II. Diinya Savasi’nin sonuna kadar bu enzimi biiyiik miktarlarda
iiretmek miimkiin olmamistir.

Enzimlerin endistriyel kullamm alanlarmm gelismesine bir katki da, I. Dinya
Savagr’ndan 6nce, Alman kimya ve endistri ileri gelenlerinden Otto R6hm’den geldi. Diger
igleri yaminda Rohm, derilerin tabaklanmadan 6nce hazirlanmalanim igeren c¢aligmalar ya-
pryordu. Uyguladigi bu islemle, derinin saglamlig) igin gerekmeyen bazi proteinler temizleni-
yordu. Eger islem yapilmazsa deri, pek ¢ok iiriin igin gerekli olan yumusaklik ve esnekligi
kazanamiyordu. Yapilan iglemle, derinin kalitesi de kontrol edilebiliyordu; érmegin, ayakkab:
icin kullanilacak deriye bu iglem ¢ok az yapilirken, yumusakligin istendigi eldiven gibi uriinler
i¢in iglem daha ¢ok yapiltyordu. Gelencksel olarak bu iglem igin képek ve domuz digkist
gerckmekteydi. Bu, kot kokulu ve pis bir igti. Rohm’iin teorisine gore, digkilar etkilerini
gosteriyorlardi, ¢iinkii bunlar hayvamn sindirim enzimlerinden bir miktar igeriyorlardi. Eger
durum boyleyse, bu islem igin dogrudan pankreastan elde edilecek enzimler kullanilabilirdi. Bu
enzimler iretilmeye ¢aligildi ve beklenen etki goriildii. Dogal olarak Réhm de bu sonucu,
kuraminin dogrulugunun ispati olarak algiladi. Ama daha sonraki deneyler gosterdi ki, isi
gergeklestiren pankreas enzimleri degil, bagirsaklarda yagayan bakterilerin enzimleriydi.

Bunun yaninda Réhm, enzimlerin endiistri igin ne kadar degerli olduklarim gésteren
bagka arastirmalar da yapmusti. Ne var ki yaptig1 ¢aligmalar 50 yil sonrasina degin hakkettigi
degeri gorememistir. Rohm, protein lekesi olan giysilerin, iginde enzim bulunan deterjanla
yikanarak temizlenmesi yontemini bulmug ve bu isi gergekten yapabilen ilk enzimli deterjam
dretmeyi basarmusti. 1913’te Rohm’in firmasi, deterjanlara az miktarda enzim katilmasi

yontemi igin patent almig ve bu deterjan 1960’1 yillara kadar Burnus adi altinda satilmgtir,



Kullamlan enzim pankreastan elde edilen pankreatin preparatiydi ve igerdigi enzim de
tripsin’di. Ancak Burnus, beklendigi kadar etkiyi hi¢ gosterememistir; ¢iinkii suda
¢ozildiigiinde enzim, olusan alkali ortamda yeterince etkili olamiyordu. Burnusun bilegiminde
ana madde olarak ¢amagir sodas1 bulunuyordu. Sodanin yaptigi is ¢ok 6nemliydi; ¢iinkii soda,
suyu yumusatarak kirlerin daha kolay ¢oziilmesini sagliyordu. Ancak sodanin varliginda da
tripsin yeterince iyi ¢alisamiyordu.

Iki Diinya Savagi arasinda, enzim tcknolojisi alaninda, yavas da olsa, ilerleme
kaydedildi. Bitki ve hayvan hammaddelerinden enzim aynstirilmas: yontemleri geligtirilerek
aynistirdan enzimlerin saflastirlmas: alaninda da gelismeler olmugtur. Ekmek ve meyve suyu
endiistrileri gibi enzimlerin kullanilabilecegi yeni endiistri alanlari kegfedilmigtir.

Willstatter ve arkadaglarmin 1920-1928 yillan arasinda yaptiklart arastirmalar, bu
teknolojiyi bir adim daha ileriye tagimistir. Calismalarinda, bir enzimi ¢ok saf bir bigimde elde
etmeyi bagardilar. Hemen hemen ayni zamanlarda (1926) Amerikali biyokimyact James B.
Summer, iireaz enzimini kristal formda elde etmeyi basarmugti. Dort yil sonra da, yine
Amerikal1 bir biyokimyaci olan John H. Northrop, pepsin ve tripsin enzimlerini kristal formda
elde etmistir.

Endustriyel fermantasyon yontemlerinin  gelistiriimesi  dugiincesi, penisilinin
kesfedilmesiyle filizlenmistir. Aslinda penisilin 1928 yilindan beri ihmal edilmisti. Savagin
baslamasindan kisa bir sire sonra penisiline duyulan ilgi inanilmayacak oOlgiide artmasi,
aragtirmacilart penisilini endiistriyel boyutlarda iretebilecekleri yontemlere yonlendirmigtir. Bir
slire sonra ticari iiretimi bagarilmis; ama iiretim i¢in yiizey kiltiiri yontemi kullamildig i¢in gok
biuyilk miktarlarda bir dretim saglanamamustir. Sivi kiltir (Submerged) yonteminin
gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar savag boyunca devam etmis ve savastan sonra iyice hiz
kazanmugtir. Boylece penisilin ¢ok miktarlarda ve ckonomik yollarla tiretilmeye baglanmigtir.
Bu yontemin gelistirilmesi sadece penisilin iiretimine degil, enzim iiretimine de biiyilk katki
saglamigtir, 1950°lerde bu yontem kullamilarak, Novo’nun (Diinyadaki enzim diretiminin
yaklagik Y’unii  gergeklestiren Danimarka’da  bulunan girket) laboratuarlarinda, tekstil
endiistrisinde kullaniimak @izere, bakteriyel amilaz tiretilmeye baglamugtir.

1959°da deterjan endiistrisinde 6nemli bir gelisme yasanmustir. Isvigreli kimyager Dr.
Jaag, Bio4O adi verilen ve bakteriyel proteaz igeren bir iriin gelistirdi. Her ne kadar bu yeni
uriin tripsinden daha iyi ¢alisiyor olsa da, yine de ideal bir iiriin degildi. Daha sonra 1962°de
bitiin ihtivaglara cevap veren yeni bir irin gelistirildi. Bu alkali proteazi, deterjanin iginde
bulunan diger maddelerden pek etkilenmiyordu ve istenilen sicaklikta gcalisabiliyordu.
Enzimlerin endiistriyel amagla kullanilmalari 1965°ten sonra iyice yayginlasti (Sagiroglu,1999).



2.2.Enzimin Yapisi ve Fonksiyonu

Enzimler, canli i¢in yasamsal énemi olan pek gok fonksiyonun kontroliinde rol alirken,
bir yandan da organizmada hemen hemen biitiin kimyasal tepkimelere katilarak, olugumlarin
inamlmaz boyutlarda hizlandinrlar. Islem sonunda, tepkimeye girdikleri ilk hallerinde
tepkimeden ¢ikarlar. Bu nedenle, her enzim bir biyokatalizérdiir. Bagka bir deyisle, enerji
agisindan normal kosullarda hig gergeklesemeyecek ya da gok yavas gergeklesebilecek kimyasal
tepkimelere katillarak, kendileri bir degigiklige ugramadan, bu tepkimelerin gok hizh bir gekilde
gergeklesmesini saglarlar. Kuramsal olarak bir enzim belli bir tepkimeye girip, bir degisiklige
ugramadan ¢iktig1 igin, siirekli olarak ayni tirden tepkimelere katilabilmelidir. Ancak gergekte
durum béyle degildir, ¢iinkii enzimlerin de bir 6mrii vardir (Sagiroghu,1999).

Biyolojik sistemlerde meydana gelen reaksiyonlar laboratuar kosullarmda olusturuimak
istendiginde ¢ok yiiksek sicaklik ve basing gibi agir fizikokimyasal iglemlerin uygulanmasi
gerekir. Bu kogullar altinda bile reaksiyonlarin bir ¢ogu izlenemeyecek derecede yavastir.
Karbonhidrat, lipit ve proteinler ancak derisik asit ve kalevi ¢6zeltilerde kaynatilarak hidroliz
edilebilmesine kargin enzimler yardimiyla sindirim sisteminde ¢ok daha ilimli kosullarda
(6rmegin 37 °C’de) hidroliz edebilirler (Pekin,1979).

Enzimlerin birer protein oldugundan dolayr amino asit denen temel yapi taglarmdan
olugmaktadirlar. Peki, bir enzimin hangi amino asitlerden olugacagini nasil belirleniyor? 100
amino asitten olusan bir proteini diigiinelim. Dogada 20 ¢esit amino asit bulunduguna gore,
bunlardan 100’1, 100% farkh sekilde dogrusal olarak siralanabilir. Ancak bu dizilimlerden yal-
nizca biri islevsel enzimi olusturacaktir. O zaman, bu diziyi belirleyen sey nedir? Her iki
sorunun da cevabi aymdir, genler. Ister hiicrenin yapisinda gérev alacak olsun, isterse enzim
aktivitesi gosterecek olsun biitiin proteinler, genler tarafindan kodlanmir. Genlerde 4 niikleotidlik
alfabeyle yazilan bilgiler, hiicre iginde ribozomlarda okunarak, 20 amino asitlik alfabeyle
yazilan protein bilgisine ¢evrilir. Olusan proteinler de, tasidiklart bu bilgiler 1s131nda gorevlerini
yerine getirirler.

Boyle bir molekilin kimyasal tepkimelere katilip onlann milyonlarca kez
hizlandirabilmesi amino asitlerin kimyasal yapisinda gizlidir, Amino asitler bir tane karbon
atomuna (C) baglanmis bir amino grubu (-NHy), bir hidrojen (-H), bir karboksil grubu (-<COOH)
ve bir de degisken yan gruptan (-R) olusurlar. Yirmi amino asidin hepsi de bu temel yapiya
sahiptir. Onlan farkli yapan tek sey, tasidiklan yan gruplarnn biyiklitk, sekil, elektrik yiikii,
suya duyulan ilgi ve aktiflik agisindan farklt olmalanidir. Iste enzimi olusturan bu amino asitler
birbirleriyle etkileserek, zincirin kivrilip bitkillmesine ve sonugta da ii¢ boyutlu bir yap:

kazanmasina neden olurlar. Aynica, bu yapidaki bazi amino asitlerin tagidiklar yan gruplar,



su (H,0) ve oksijene (O,) parcalayabilir. Enzimler diger katalizorlerden farkh olarak ii¢ dnemli
ozellige sahiptirler (Sagiroglu, 1999,Goziikara, 1997).

e Enzimler son derece hizli galigmaktadir,

e Enzimler reaksiyonlar1 spesifik olarak katalize eder. Protein zincirinin Kkatalitik
etkisinden sorumlu olan aktif merkezin ii¢ boyutlu Olgiileri ve substrat baglayan
gruplarn uzaydaki diizenleri ile smirlandirilan bir spesifiklik s6z konusudur ki buna
substrat spesifikligi denir. Enzimler yalniz rcaksiyona girecek substrati segmekle
kalmayip, teorik olarak ortaya ¢ikmasi miimkiin iirinlerden yalniz birinin olugmasini
saglar ki buna da etki spesifikligi denir.

o Enzimler biyokimyasal reaksiyonlan az enerji ve viicut isisinda bagarnrlar; normal
laboratuar sartlarinda ¢ok yiksek sicakliklarda ve fazla enerji gerektiren reaksiyonlar

enzimler sayesinde daha az enerji ve viicut 1sisinda yapiimaktadir.

2.3. Enzimlerin Adlandirilmasi ve Smiflandirilmasi

Baslangicta enzimler gelisi giizel bir bigimde adlandirilirlardi. Saf kristal formda elde
edilen enzimlerin sayis1 arttikga zamanla adlandirilmada biiyiik bir kargasa ortaya gikti. Ik kez
1961 yilinda International Union of Pure and Aplied Chemistry (IUPAC) ve International Union
of Pure and Applied Chemistry (IUB) tarafindan olugturulan uluslararasi bir komisyon
enzimlerin adlandirilmasinda géz 6niine alinacak kurallan tespit etmekle goérevlendirildi. Bu
komisyon her enzim igin bir tavsiye edilen isim (genellikle kisa ve yaygin olarak kullanilan
isim), birde sistematik isim (katalizlenen reaksiyonun tipine uygun) ve siiflandinlma numarasi
(uluslararas: bilimsel dergilerde ve ozetlerde kuskuya yer vermeyecek bigimde enzimin
tamamlanmasi i¢in) Onermistir. Enzimlerin adlandirilmast ve siniflandirilmasinda asagidaki
temel ilkeler g6z oniine alinmaktadir.

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

b) Enzimler, kendilerince katalizlenen reaksiyona uygun olarak adlandinlirlar ve
siiflandirilirlar.  Aym  fonksiyonu  gosteren  fakat farkli  kaynaklardan
(mikroorganizma, hayvan, bitki) elde edilen enzimler genellikle ayni ad: alirlar.

¢) Birbirinden farkli tipte birden ¢ok reaksiyon adim katalizleyen enzim adlandinlirken
katalizledigi ilk reaksiyon adimi esas alinir.

Yukarida belirtildigi gibi her enzimin bir sistematik ad1 ve dort kissmdan olugan bir kod

numarasi vardir. Enzimlerin sistematik isimlendirilmesinde genel olarak su swra izlenir;



doniigiime ugratilan substratin adi + katalizlenen reaksiyon tipi + az eki. Sistematik isimler ¢ok

uzun oldugundan ¢ogu kez gelencksel isimler tercih edilmektedir.

Enzimlerin adlandinlmasi ve siiflandirilmasinda uyulacak kurallar tespit etmek iizere

olusturulan uluslar arasi komisyon katalizledikleri reaksiyon tipine gore enzimleri alti ana

gurupta toplamistr.

1.

Oksidoreduktazlar : Redoks reaksiyonlan katalizleyen bu enzimler dehidrogenaz veya
reduktaz gerceve isimleriyle tammirlar. Oksijen, clektron veya hidrojen alicist ise bu
durumda oksidaz adi ile amhbrlar. Omekler: Alkol dehidrogenaz, reduktaz, peroksidaz,
glikoz oksidaz, sitokromaksidaz vb.

Transferazlar: Donor (verici) uzerindeki bir fonksiyonel gurubun alicist substrat
molekiiline tasmmmasmi  katalizleyen enzimlerdir. Omekler: Formil-transferazlar
(transaminazlar), fosfotransferanazlar (kinazlar) , CoA transferazlar v.b

Hidrolazlar: Suyun katddii pargalanma ve kondenzasyon reaksiyonlarini katalizleyen
enzimlerdir. Ester, glikozid, peptid, C-N, asitanhidridi, C-C, C-X veya P-N baglarmi
pargalarlar. Omnekler: lipazlar, fosfatazlar, amilazlar, glikozidazlar, niikleosidazlar,
peptidazlar (proteazlar), amidazlar, vb.

Liyazlar: Cift bag olusumunu (hidrolitik olmayan yoldan) ve ¢ift baga katilma
reaksiyonlanim katalizlerler. Etkiledikleri substrattan ya bir kimyasal bir grubu ayirir yada
ilave ederler. Onemli ornekler: dekarboksilazlar, aldolazlar, dehidratazlar (fumaraz,
akonitaz), karboksilazlar, amonyak-liyazlar.

Izomerazlar: Molekiil igini yeniden diizenlenmeleri katalize ederler. Molekiiliin geometrik
veya vapisal ¢evrilmesini katalizlerler. Bunlar, molekiil iginde oksidorediiksiyonu, grup
transferini ve ¢ift bag olugumunu katalizleyen enzimlerdir (intramolekiiler liyaziar,
Intramolekiiler transferazlar)

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

aktive eden enzimler, piruvat karboksilazlar, agilaz CoA sentazlar.

Her enzimin kod numarasi 4 rakam ile tarif edilmektedir. 1. rakam grup no, 2. rakam

smif no, 3. rakam alt smif no, 4. rakam enzim seri numarasim gosterir. Omegin nisastann

hidrolizinde kullanilan a-amilaz enzimi, 3 (hidrolaz), 2 (glikoz bilesiklerine etki yapan sinif), 1

(glikozit hidrolaz), 1 (alt smiftaki enzimlerin arasindaki yeri), 3.2.1.1. rakamlan ile tarnif edilir
(Arslan,1999).
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2.4.Enzim Kaynaklari

Dogada bulunan enzim kaynaklarin baglica 3 grupta toplayabiliriz. Tablo 2.1.’de baz
6nemli enzimler, kaynaklart ve kaynaklarmna gore kullanim alanlan gérillmektedir. Tablo
2.1.°de goruldiign gibi farkli kaynaklardan elde edilen ayni enzimlerin kullanim alanlari da

farkliliklar gostermektedir.

2.4.1. Hayvansal Enzimler

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

Rennet olarak bilinen kimosin peynir iiretiminde siitiin koagiilasyonunda kullanilan asit
proteazdir. Bu enzim sitten kesilmemis danalarin midesinden elde edilmektedir. Pepsin,
proteolitik bir enzim olup domuzlarmm mide mukozasinda bulunmaktadir. Sigir karacigerinden
elde edilen katalaz ise bir peroksidaz enzimi olup, organizmada olusan H,0,’i pargalayarak
hiicrenin zarar gérmesini onler. Domuz pankreasindan tripsin, kimotripsin, at karacigerinden

alkoldehidrogenaz iiretilmektedir.

2.4.2. Bitkisel Enzimler

Bitkiler de bir ¢ok enzime kaynak olmustur. Tropik bolgelerde uzun zamandan beri
kullamlan eti yomusatma etkisine sahip ve ¢ok yiiksek proteolitik aktiviteye sahip olan papaya
bitkisi proteaz ailesinden papain enzimi iretimi igin yetigtirilmektedir. Ayrica, fisin enzimi
incir agaci siitinden, bromealin enzimi ananas meyvesinden ve diger bazi bitkilerin 6z
suyundan bol miktarda enzim izole edilmektedir. Bu bitkilerin en énemli avantaji igerdikleri
ozsularm kolaylikla alimabilmesidir. Bitkisel enzimlere drek olarak ozellikle maltin igerdigi
enzimler verilebilir. Maltta , B-amilaz, proteaz, sitaz, hemiselillaz, fosfataz ve niikleaz gibi

enzimler bulunmaktadir.



11

Tablo 2.1. Baz1 6nemli enzimler, kaynaklan ve kaynaklarina gére kullamim alanlart (www.1sbu.ac.uk).

Enzim® EC Kaynak Hiicre | Uretim | Endiistriyel
numarast® ici/dis® | olgegi ¢ | Kullammm
Hayvansal Enzimler
Katalaz 1.11.1.6 Ciger I - Yiyecek
Kimotripsin 34211 Pankreas E - Deri
Lipaz ¢ 3.1.1.3 Pankreas E - Yiyecek
Rennet © 3.4.234 mide E + Peynir
Tripsin 34214 Pankreas E - Deri
Bitkisel enzimler
Aktinitin 342214 Kivi suyu E - Yiyecek
o-Amilaz 3.2.1.1 Malt arpa E - Icki
B-Amilaz 3212 Malt arpa E +++ Tcki
Bromealin 34224 Ananas 6zsuyu E - Igki
B-Glukanaz, & 32.1.6 arpa E ++ Igki
Fisin 3.4.22.3 Incir 6zsuyu E - Yiyecek
Lipoksigenaz 1.13.11.12 Sova fasulyesi I - Yiyecek
Papain 34222 Papaya 6zsuyu E ++ Et
Bakteriyel enzimler
a-Amilaz 32.1.1 Bacillus E +++ Nigasta
B-Amilaz 3212 Bacillus E + Nisasta
Asparaginaz 3.5.1.1 Escherichia coli I - Saglik
Glikoz izomeraz” [ 5.3.1.5 Bacillus I ++ Fruktoz Surubu
Penisilin amidaz 3.5.1.11 Bacillus I - Farmakoloji
Proteaz’ 3.4.21.14 Bacillus E +H+ Deterjan
Pullulanaz’ 3.2.141 Klebsiella E - Nisasta
Mantar Enzimleri
o-Amilaz 3.2.1.1 Aspergillus E ++ Pigirme
Aminoasilaz 3.5.1.14 Aspergillus I - Farmakoloji
Glukoamilaz 3213 Aspergillus E Nisasta
Katalaz 1.11.1.6 Aspergillus 1 - Yiyecek
Selulaz 3214 Trichoderma E - Auk
Dekstranaz 32.1.11 Penicillium E - Yiyecek
Glikoz oksidaz 1.1.3.4 Aspergillus I - Yiyecek
Laktaz ¢’ 3.2.1.23 Aspergillus E - Siit
Lipaz ° 3.1.1.3 Rhizopus E - Yiyecek
Rennet ™ 3.4.23.6 Mucor michei E ++ Peynir
Pektinaz. " 3.2.1.15 Aspergillus E ++ Igecekler
Pektin liyaz 4.2.2.10 Aspergillus E - Igecekler
Proteaz ™ 3.4.23.6 Aspergillus E + Pisirme
Rafinaz ° 3.2.1.22 Mortierella I - Yiyecek
Maya enzimleri
Invertaz ® 3.2.1.26 Saccharomyces I/E - Tathicilik
Laktaz ' 3.2.1.23 Kluyveromyces I/E - Siit
Lipaz ® 3.1.1.3 Candida E Yiyecek

®Verilen isimler yaygmn olarak kullanilanlardir.endtistriyel enzimlerin ¢ogu enzim karigimlarindan olustugundan
dolayi, bu isimler esas b11e§enm standart isimlerinden ayrilabilir. Uygun yerlerde bu ana komponentin standart
isimleri agaglda verilmigtir.; ° temel komponentin EC numarast;

° I-I1. i¢i enzim; E-H. dis1 enznn,d+++> 100 ton yil''; ++ > 10 ton yil'; +> 1 ton yal™"; - < 1 ton yal™".

€ tnasﬂghserol lipaz " subtilisin ™ mikrobiyal aspartik proteinaz
f chymosin J a~dekstrin endo-1,6-a-glukosidaz " poligalakturonaz
% Endo-1,3-4B-glukanaz ¥ glukan 1,4-a-glukosidaz ° q-galaktosidaz

" ksiloz izomeraz ! B-galaktosidaz P B-fruktofuranosidaz
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2.4.3. Mikrobiyal Enzimler

Mikrobiyal hiicreler enzim kaynag: olarak biiyiik bir potansiyele sahiptir ve onlar bir
¢ok avantaj saglarlar. Bityiik gapta iiretimi miimkiin kilacak yontemlerle iiretilebilirler. Ayrica
mikroorganizmalarin ikilenme siireleri gok kisa oldugundan iiretim prosesleri kolaylikla pazar
ihtiyaglarina uyarlanabilir. Kesikli bir fermantasyonda iiretim 1,5 ile 10 giin arasinda olurken bu
daha yiiksek organizmalarda 2 ay ile birkag y1l arasinda olmaktadir (Telefoncu,1986).

Hayvansal ve bitkisel kaynaklarin bazi temel dezavantajlan vardir. Enzim
ekstraksiyonunda kullamilan hayvansal dokular simrlidir ve taleplerin ani olarak degismesine
cevap veremez. Aynica gerekli olan isgilik daha fazladir. Bitkisel kaynakli enzimlerde ise
kaynaklar sczona ve iklimlere bagl olarak degismektedir (Rehm,1987).

2.44. Enzim Kaynaklarmin Kargilagtirilmasi

Ayrica mikrobiyal hiicrelerin diginda hayvan ve bitki hiicreleri de laboratuar 6lgeginde
baz1 6zel enzimlerin dretiminde kullanilmaktadir. Ancak bu endiistriyel 6lgekte basarili olma
ihtimali azdir. Bitki hiicreleri mikrobiyal hiicrelerden g¢ok daha yavas olarak bilyiimektedirler.
Bu durumda kiiltiir ortammn kontaminasyon gansi1 artmaktadir. Hayvan hiicreleri ise agirt
narindirler, onlarin hayatta kalabildigi biyik 6lgekli fermantasyon tanklarinin dizayni heniiz
mitmkiin degildir. Yapilan aragtirmalara gore bitki ve hayvan hiicrelerinden elde edilen
iiretimini devam ettirebilmek mikrobiyal fermantasyonla elde edilen enzim maliyetinden 1000
kat daha fazla maliyet gerektirmektedir.

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

Fermantasyon prosesinin esnekligi ve ¢ok yonliiligi sitii koagiile eden renin enziminin
dretiminde gorilmistir. Bu amagla buzag:i midelerinden renin ve proteinaz igeren enzimler
ckstrate edilmektedir. 1950°lerde daha az sayida kesim yapilmakla beraber daba fazla peynir
yapilmaya baslanmis ve peynir mayasi kithig gorilmiigtir. Bunun iizerine mikrobiyal
substituentini bulmak amaciyla 921 mikrobiyal tiir test edilip ve Endotthia Parasitica kifiiniin
enzimi drettigi belirlenmistir. Bagka bir tarama sonucunda Mucor pusillus mikroorganizmasi
bulunmustur. Halen siitii koagiile eden enzimler fermantasyonla iretilenler ve domuz ile sigir
pepsini igeren buzad reneti karigimiyla ticari bir yang halindedir.

Bir fermantasyon igletmesi talebin seviyesine gore uygun olgekte dizayn edilebilir. Bu

isletmeler gesitli Griinler i¢in kullanilabilir ve taleplerin degismesiyle bagka iiriinler iiretilebilir.
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1970’lerin baginda temizlikte kullanilan proteinaza olan talep aniden diigiip ve ayn1 zamanlarda
nigasta proseslerinde kullanilan enzime olan talep artmustir. Boylece proteinaz iiretiminde
kullanilan igletmeler amiloglikoksidaz iiretecek sekilde diizenlenmigtir.

Benzer reaksiyonlan katalizleyen farkli kaynaklardan elde edilen enzimler genellikle
farkli ozellikler gosterirler. Bu farkliliktan dolayr bazi kaynaklar tercih edilebilir. Ornegin,
tekstil endiistrisinde hagil alma igleminde 3 tip o-amilaz enzimi kullanilmaktadir. Bunlar
pankreas, bakteri ve malttan elde edilen amilazlardir. Tablo 2.2.°den yararlanarak bakteriyel
kaynakli enzimlerin kullanilma nedenlerini soyle agiklayabiliriz (Sarikaya,1995) ;

e Isiya dayanikli olmalari,
e  Genis bir pH araliginda ¢aligmalar,

e Hagil alma iglemini kisa siirede tamamlayabilmeleridir.

Tablo 2.2. Amilazlanm ctkili oldugu pH ve sicaklilar.

a-Amilazin cinsi EnuygunpH Enuygun sic. Etkili oldugu pH Etkili oldugu sic.
Pankreas 6.8 50-55 4.5-9.0 60-65

Malt 4.6-5.2 60-65 2.1-8.1 85
Bakteri 5.4-7.0 60-65 2.0-9.0 90 ve iistii
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3. MIiKROBIYAL ENZiM URETIMi

Enerji bakimindan zengin organik maddelerin, mikroorganizmalar tarafindan enzimatik
yolla baglangic substratina goére enerjice fakir organik maddelere pargalanmalari
“Fermantasyon” olarak adlandinlir. Tipik bir fermantasyon prosesinde kullanilan substratlar
Tablo 3.1.°de verilmigtir. Burada agiga ¢ikan enerji miktar1 tam oksidasyonun 1/3’i kadardir.
Enerjinin geri kalan kismi, son ve ara tiriinlerin biinyesinde tutulmaktadir.

Fermantasyon ile diriin (retiminde {rin kalitesinin aym tutulabilmesi dretim
mikroorganizmas! tiriniin genetik stabilizesinin korunmasindan daha zordur. Bu sebeple
prosesin siki kontrol altinda tutulmasi gerekir.

Enzim hakkindaki bilgiler eskilere dayanmakla birlikte mikrobiyal yolla enzim iiretimi
daha yakin bir gegmigte 6nem kazanmigtir. Bu yolla iretilen fungal enzimlerin ilk defa ticari
kullammlarinin 20. yizyithn baslarinda, bakteriyel enzimlerin kullanimin ise I. Dinya savagi
sirasinda bagladigs bildirilmektedir (Topal, 1985, Radley,1976).

Fermantasyonla elde edilen enzimler yaklagik olarak toplam iiretimin % 80’°nini
olugturmaktadir. Fermantasyon dig1 iiretilen enzimler sigir reneti, arpa B-amilazi, pankreatik
proteinaz ve kiigiik hacimlerde iretilen eczacilik ve analitik enzimler olusturmaktadir. Enzim
pazarmda en buyiik oran deterjanlarda kullamilan alkalin proteazdir. Hidrolitik enzimler toplam
enzim pazarnin bityiik bir kismuni olugturmaktadir. Hidrolitik olmayan enzimler igerisinde en
biyikk oran % 6 ile glikozizomeraza aittir. Toplam tiretilen enzim miktarni ve maliyetini
belirlemek gigtiir. Cianka dretimin 6nemli bir kismu kiigink 6lgekli olarak yapilabilmektedir.
Ozellikle kendi amilolitik glikoizomeraz enzimini {ireten nisasta isleyen isletmeler ve sentctik
penisilin yapimi igin kendi penisilin asilazini yapan antibiyotik iireticileri vardir. Enzim iiretimi
son 15 yilda 5 kat artougtir. $ekil 3.1.°de 2000 yilinda 3.5 milyar dolar olan endiistriyel enzim

pazarindaki endiistrilerin oranlar verilmigtir (Saha, 2000).

Tablo 3.1. Fermantasyon icin gerekli hammaddeler .

C- igeren saf substratlar Karbonhidratlar, Hidrokarbonlar, Alkoller, CO;

Kompleks Substratlar Melas, Seliiloz igeren atik sular, Ksiloz ¢6zeltisi (odunun
sekerlegtirilmesinden), Hayvan yemi (pancar kiispesi gibi), Mandira
atiklar, Maya ekstrakti, Soya unu, Protein hidrozilati

N- Kaynaklar NH;, Nitrat, Ure, Amino Asitler, Soya

Elementler Fosfat, Siilfat, Kloriir, K, Na, Mg, Ca, Fe, Ca, Zn
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KagtEnd.  gop 1y
1% 6% Diger End.

Deri End
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Deterjan End.

Sekil.3.1. Endiistriyel enzimlerin diinya pazarindaki dagtlimu (Saha,2000, www.pnpi.com).

Ticari enzim kullanicilarinin dértte {igii Amerika ve Avrupa’da bulunmaktadir. Toplam
enzim iretiminin ise ugte ikisi Avrupa’da yapilmaktadir. Danimarka’da Novo (%40) ve
Hollanda’da Gist-Brocasdes sirketleri diinyada iiretilen enzimin yaridan fazlasini saglamaktadir

(WwWw.novo.com).

3.1.Fermantasyonda Kullanilan Mikroorganizmalar

Fermantasyon teknolojisinde ve buna bagimli olarak da biyokimya mithendisliginde
kullamlan ana maddelerden biri kuskusuz mikroplardir. Mikroplarm yetistirilmesi,
geligtirilmesi, fonksiyonlarmin aydinlatidmasi, islem ig¢in uygun mutantlarin  segilmesi
mikrobiyal genetikle ugrasan aragtirmacilan ilgilendirir.

Cok eskilerde canlilar, bitki ve hayvan olmak iizere iki kisim altinda toplaniyordu.
Ancak, 1866 yilinda iinlii Alman biyologu Ernest Hackel, mikroskop altinda gozlenebilen,
ancak bitkisel yada hayvansal ozellikte olduklan kestirilemeyen iigiincii tiir canlilarin
varligindan s6z etmis ve bunlara “protista” adim vermistir. Hiicresel yapilarm dabha iyi
anlagilmasindan sonra bazi organizmalarda hiicresel farkliliklar (6rnegin g¢ekirdek zarinn
olmayis1 gibi.) gézlenmis ve bunlar da “monera” grubu altinda toplanmigstir. Canlilar asagidaki

sckilde siniflandinilabilir.
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1. Monera
a) Bakteriler, viriisler, bakteriyofajlar (Schizophyta)
b) Mavi-yesil algler (Cyanophyta)
2. Protista
a) Su yosunlan (Algler)
b) Mantarlar (Fungi yada funguslar), Mayalar ve aktinomisetler de bu gruba girer.
¢) Kiifler (Myxomycetes)
d) Tek hiicreli hayvanlar (Protozoa)
3. Bitkiler (Metaphyto)
Protistalarin diginda kalan tiim bitkisel canlilar bu gruba girer.

4. Hayvanlar (Metazoa)

Protistalarin diginda kalan tiim hayvansal canlilar da bu simifa girer.
Kullandiklan besin yoniinden de organizmalar iki gruba ayrlir.

1. Ototroflar; Bu canlilar inorganik hammadde kullanarak organik maddeleri
olustururlar. Ornegin, alg ve yesil bitkilerde oldugu gibi fotosentez yolu ile CO, ve H,O dan
yararlanma.

2. Heterotroflar, Hayvanlar, birgok bakteriler, mantarlar, protozoalar gibi daha 6nce
olugmus organik maddelere gereksinme duyan canlilar bu simifa girerler.

Encrji kaynag1 olarak giines 15181n1 yada kimyasal maddeleri kullanmalart yoniinden de
canlilar fototrof ve kemotrof seklinde simflandinlmaktadir. Bu simflandirmaya gére inorganik
madde kullananlarda kelime arasma “litho”, organik madde kullananlarda ise “organo” ekleri
getirilir (Pekin, 1980).

Fermantasyon ve atik sularin artilmasinda rol oynayan mikroorganizmalar Sekil.3.2.ye

gore smiflandinimaktadir.

M]KROORG/{&NIZMALAR
4 \Z
PROKARlYOTLAR OKAR?{OTLAR
\Z D2 % \4 N
BAKTERILER  MAVI-YESIL MANTARLAR YOSUNLAR  PROTOZOALAR
YOSUNLAR | (ALGLER)
\'2 V v
MAYALAR KUFLER VEYA SAPKALI
KUF MANTARLARI MANTARLAR

Sekil 3.2. Biyokimya miihendisliginde mikroorganizmalarin simflandiriimas:
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3.1.1. Bakteriler

Bakterilerin tanimlanmasi tam olarak gugtiir. Prokaryotlar smifindan olup boyutlan
genel olarak 0.5 - 20 p vzunluk ve 0.2 - 4 p gapmdadir. Prokaryotik bir yap: gosterdiginden
okaryotik hiicrelerden farkh olarak ¢ekirdeklerinin gevresinde zar bulunmamaktadir. Ince ipliksi
zar gériinimiinde olan ¢ekirdegi dogrudan dogruya stoplazma ile simirlandiriimgtir.

Cok ilkel bir mikroskop kullanarak galigmis olan Antony Van Leeuwenhoek’dan beri
bakteriler goriinim bakimindan yuvarlak sekilli, comakgik ve sarmal seklinde olmak iizere ti¢
esas grupta incelenegelmistir. Isik mikroskoplarinin geligmesi, karanlik alan, ultraviyole, faz
mikroskopisi ve elektron mikroskoplarinin ortaya ¢itkmasi ile bile goriinim bakimindan
yapilmis olan bu gruplama énemini kaybetmemigtir.

I) Yuvarlagims: Bakteriler (Koklar); Uygun ortamda uretilmis yeni kiiltiirlerinde
koklar, ortalama 0.8 - 1.5 pm boyunda ve yuvarlak sekilli bakterilerdir. Baz1 koklar normal
olarak kahve ¢ekirdegi veya hafif oval goriniim verirler. Ureme amnda birbirinden
ayrimayarak yanyana kalan kok seklindeki bakteriler bu halleri ile gosterdikleri gekillere gére
su sckilde adlandinlirlar,

. Diplokoklar

° Streptokok bigimi

° Stafilokok bigimi

II) Comagims: Bakteriler; sert veya esnek g¢eperli , diizenli veya diizensiz gomakgik
veya silindir seklinde olan bakterilere basil denir. Basiller goriiniim 6zelliklerine ve
bulunduklart ortamin gesitli etkilerine bagh olarak degisik goriiniimde bulunabilirler. Genel
olarak 0.5 — 20 p uzunluk ve 0.5 - 4 n genisliktedirler.

II) Cok kivrima sahip halde bulunabilirler. Bunlar iki gruba ayirmak miimkiindir.

Birinci grupta viicutlan bikilebilen ve kivrilarak yilanimsi hareket edenler
bulunmaktadir. Sarmal bigimindeki bakteriler; bu bakteriler bazen yalniz bir kiviimh bazen de
15°den biiyitk olabilirler bunlara Spiroketler denir. Ikinci grupta ise sert viicutlu kivrilamayan
sarmal seklindeki bakteriler bulunmaktadir ki bunlara da Spiriller denir. Yaklagik olarak 10 p
uzunluk ve 0.5 p geniglik gosterirler.

Bir ¢ok bakteri iiretildikleri ortamdaki besin maddelerinden faydalanmak igin
ckstraselliler enzim salgilarlar. Cogunu hidrolaz ve proteazlarin olusturdugu bu enzimler besi
yerinde bulunan substrat1 bakterinin kullanacag forma katalizlerler (Tolan,1987). Bacillus un
farkli tiirleriyle hiicre dist enzim iiretimi endiistriyel olgiide olduk¢a Gnemlidir (Andersson
vd.,1988). Endustride, genis kullanim almt bulan 10°dan fazla mikrobiyal enzimin Bacillus
cinsinin tiirleri ve alt tiirleri tarafindan sentezlendigi goérilmistiir. Ayrica bu bakteri tiirlerinin
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kemoorganotrof olmasi, kiiltiire alinabilmesi ve yapilarinda heterojenlik olmamasi nedeniyle
ilgili endiistride tercih edilmektedir. Yapilan aragtirmalar Bacillus’un tiirlerinin diger bakteriyel

kaynaklara gore daha fazla amilaz sentezledigi saptanmustir (Priest,1977, Ulger,1997).

»  Bacillus subtilis

Bacillus subtilis (saman basili) Bacilliance ailesinin Bacillus genusunun bir iiyesidir.
Boyu 2 - 8 um arasindadir. Eni 0.5 -0.8 pm olup tek tek, bazen zincirler yapan, ¢ubuk seklinde
bir bakteridir. Peritris flagellar1 bulundugundan hareketli olup sporlan oval gekilde ve
subterminaldir. Sporlan bakterinin kalinligini1 asmaz ve hiicre gekillerini bozmazlar. Kapsiili
bulunmaz ancak bazi kapsiilli, hareketsiz ve uzun zincirler yapan alt gesitleri bulunmaktadir.
Gram (+) dir ve kesin olarak acrobik bir prokaryottur. B. subtilis’in spor formu sicaklik ve
antibiyotiklere direnglidir (Buchanan vd.,1974, Ulger,1997).

Basit besi yerlerinde oda sicakliginda bile iireyebilir. Sivi besi yerlerinde hafif
bulaniklik olusturarak, yiizeyde kalin ve yumusak bir zar yaparak iiremesi karakteristiktir.
Agardaki kolonileri kirli beyaz, gri renkte mat olup, kenarlar piirtiiklii, yiizeyi bol graniili ve R
tipindedir. Bakteri aslinda saprofit olmakla beraber, dogrudan dogruya doku ve 6zellikle goz
igerisine girmesi sonucu panoftalmi, iridoksilit gibi g6z yangilan meydana getirebilir

(Bilgehan, 1987, Ulger,1997).

o Bacillus amyloliquefaciens

B. amyloliquefaciens, c¢ogunlukla o-amilaz ve proteaz uretiminde kullamilan bir
mikroorganizmadir. Topraktan izole edilmistir. B. subtilis’e benzemesinden dolayr uzun siire
‘Bacillus subtilis subs. Amyloliquefaciens’ olarak bir alt tir goriulmiistiir. B. amyloliquefaciens
fenotipik olarak B. subfilis’e ¢ok benzedigi i¢in sadece temel klasik testlerle bu
mikroorganizmalan ayirmak miimkiin degildir.

Gram (+) ve gubuk seklindedir. Enleri 0.7 - 0.9 um, boylart 1.8 - 3.0 um dir. Hiicreler
zincirler geklindedir. Pertiris flagellerle hareket edebilirler. Kabarti meydana getirmeyen
sporlar1 0.6 - 0.8 um ile 1.0 - 1.4 um boyutlarinda, oval , sentral veya parasentraldir. Ureme igin
en uygun sicaklik 30 - 40 °C’dir. 15 °C’nin altinda ve 50 °C’nin iizerinde iireme goériilmez(Priest
vd., 1987, Ulger,1997).

3.2. Fermantasyonla Enzim Uretim Ydntemleri

Endiistriyel enzim iretiminde kullamlan mikroorganizmalar bakteri, maya, mantar ve

kiif olabilir. Segilen bir tek organizma 1000°den fazla farkli enzim ¢esidine sahiptir. Enzim
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iiretimi kisaca su sekilde 6zetlenebilir; laboratuar 6lgekli ¢aligmalarda istenen enzimi iireten
mikroorganizma bulunduktan sonra bu organizmanin genetigi enzimi daha fazla uretecek
sekilde degistirilir. Daba sonra mikroorganizma endistriyel biyiklitkteki fermantorlerde
buyitiilerek istenen enzim iretilir. Fermantasyon sonucu olugan atiklar ise giibre olarak
kullanilmaktadir (Sagiroglu, 1999, Tatar,1997).
Buna goére mikrobiyal fermantasyonla enzimlerin iiretim siirecindeki igleyis
basamaklarini agagidaki sckilde diizenlenebilir.
1. Enzim iretimine uygun tiirlerin segimi,
2. Enzim iretiminde kullanilacak mikroorganizmalarin ¢ogaltilmas: ve tretimi igin
optimum sartlarin diizenlenmesi,
e Yiizey kiiltir yontemi
e Derin kiiltiir yéntemi

3. Enzim izolasyonu, saflagtirma ve standardizasyonu.

3.2.1. Enzim Uretimine Uygun Tiirlerin Segimi

Ticari olarak kullamilan enzimlerin ¢ogu mikrobiyal kaynaklardan iiretilir. Bunlarn
bazilart Tablo 3.2°de verilmistir. Tablo 3.2°den de gorilecegi gibi burada iki grup vardir,
bakteriler ve mantarlar (Rehm,1987).

Mikrobiyal enzimlerin endiistriyel tretimlerinde, uygun susun segimi en Onemli
basamak olup, biiylik bir 6zen gostererek belli bir sistem dahilinde yapilmalidir. Potansiyel
enzim ureticileri ¢ok sayida faktorii g6z oniine alarak digiinmelidir. Bunlar;

1. Enzim intraseliilermi, ekstraseliilermi olmaktadir. Enzimlerin ¢ogu ya intraseliller
vada ekstraseliilerdir, her iki yerde olan enzim sayis1 ¢ok azdir. Mikroorganizmanin segiminde
uretilecek enzimin kararliligi, yitksek verimle kaliteli iiriin vermesi, yan iiriinlerinin az olmas:,
ortam kompleksligi ve hiicrenin pargalanma kolaylig1 gibi faktorler goz oniine alinar.

2. Uretici organizmanm emniyet yonii hayati 6nem tagir. Burada ilgilenilen iki konu
vardir. Birincisi diriinlerin iiretici organizmaya olan potansiyel zararlan ki bunlar metabolizma
iiriinleriyle kisa veya uzun siireli temas sonucunda olabilir. Ikincisi isc enzim hazirlanan tiirlerin
patojenik olma veya toksik drinleri tretme tehlikesidir. Yiyecek scktoriinde calisilan
enzimlerde bu son diigiincenin daha énem tagidig1 gorilmektedir. Insan yiyeceklerinde siklikla
geleneksel olarak maya ve mantar gibi organizmalar kullanilir. Ticari olarak ¢ogu enzimler

genel olarak zararsiz mikroorganizma olarak bilinen Bacillus ve Aspergillus suslarindan iiretilir.
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Tablo .3.2. Ticari olarak 6nemli olan bazi enzimlerin organizmalan (Rehm, 1987).

Bakteriyel enzimler Mantar enzimleri
Enzim Kaynap Enzim Kaynaf
o~amilaz Bacillus sp. o-Amilaz Aspergillus oryzae
B-amilaz Bacillus cereus. Amiloglikoksidaz Aspergillus niger
Deksransukraz Leuconostoc mesenteroids | Katalaz Aspergillus niger
B-1,3-Gluconaz Bacillus subtilis. Seliilaz Tricoderma reesei,
Penicillium funiculosum
Glikoz izomeraz Arthobacter globiformis, | Dekstranaz Penicillium spp.
Bacillus coagulans, Glikoz oksidaz Aspergillus niger
Actinoplanes Invertaz Saccharomyces spp.
missouriensis Laktaz Kluyveromyces fragilis
Aspergillus niger
Penisilin asilaz Bacillus megaterinium Lipaz Candida lipolytica
Rhizopus delemar
Proteinaz Escherichia coli, Mikrobiyal renin Mucor meiehei
Bacillus subtilis Pcktinaz Aspergillus niger
Proteinaz Aspergillus oryzae
Pullulanaz Klebsiella aerogenes. Rafinaz Mortierella vinacea

3. Pahali promotorlara ihtiyag duymayan basit ve ucuz ortamlarda geligebilen
mikroorganizmalar tercih nedenidir. Genetik 6zellikleri kararli olmali, istenen enzimi yitksek
verimle uretmeli, fermantasyon sonunda ortamdan kolayca aynlabilmeli ve (intraseliiler
enzimler igin) kolayca pargalanabilmelidir (Rehm,1987).

Tiirlerin  izolasyonunda  pis sular ve toprak  kullanilabilir.  Segilecek
mikroorganizmalarda istenen 6zellikler bakimindan giiglii amilaz tesekkiilii ise nigasta endiistrisi
atik sularinda, pektinaz tegekkiilii ise ¢iirik meyveler Gizerinde, selitlaz tegekkiilii ise giiriimiis
agag¢ ve kereste lizerinde bulunabilir. Ancak bu ortamlardan izole edilen mikroorganizmalarla
enzim fiiretimi, proseslerinin kabul edilebilir ekonomik degerlerinin ¢ok altindadir. Segilen
organizmalarin geligtirilmesi iiretim prosesinin geligiminde temel basamak olacaktir. Sus
gelistirme programi esnasinda asagidaki noktalar incelenir (Tatar,1997).

1. Istenen enzimin verimliligini ve/veya verimini artirmak,

2. Ozel uygulamalarda istenmeyen yan reaksiyonlara neden olabilen kontaminant

enzimleri indirgemek veya elimine etmek,

3. Pahal indiiktorlerin etkisindense arzulanan {iriini siirekli dretmek igin iiretici

organizma metabolizmasinda degigiklikler yapmak,

4. Organizmaya son iiriin inhibisyonu veya katabolit represyon kosullarinda enzim

{iretimine imkan saglamak.

Sus gelistirmek igin 3 adet prensip yaklagim vardir. Ilki bir gok makalede incelenen ve
endiistriyel mikrobiyoloji alaminda biiyitk bir basanyla kullanilan mutasyon gelistirmedir.
Ikincisi hiicreye bagka bir tirden DNA transferiyle genetik bilgilerin modjﬁkasyo/nu saglayan

hibridizasyondur. Ugiinciisii ise rekombinant DNA teknolojisidir.
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Tipik mutasyon kaynak susun elektromanyetik dalgalara (UV, x-15m1 veya
g-irritasyonu) yada etil metan siilfonat, nitrozometil guanin, yada nitroz asidi gibi kimyasal
mutajenlere maruz birakilmasiyla yapilir. Yapilan deneylerde popiilasyonun énemli bir kismi
oliir ancak canli popiilasyonda tek tek genetik olarak modifiye edilmig hiicreler vardir. Canlt
hiicreler izole edilir ve geligmis olan karakterleri igin taramr. Bu asamada istenmeyen karakterli
binlerce hiicreden, birkag mutanti1 etkin bir  gekilde taramak igin yetenck ve sezgi
gerekmektedir. Kati ortam bu tarama igin en etkin yontemdir. Siirekli kiltir teknikleri de bu
amag i¢in kullanilir (Rehm,1987).

3.2.2. Mikroorganizmalarm Cogaltilmas: ve Enzim Uretimi i¢cin Optimum Sartlarn

Diizenlenmesi

Enzim dretimi igin fermantasyon kaltir ortamina gereken kimyasallar diger
fermantasyon prosesleriyle ¢ogu yonden benzerdir. Ortam karbon, azot, oksijen, magnezyum,
kalsiyum, fosfor gibi elementlerinin yaninda ¢inko, mangan, molibden gibi iz elementleri
saglayacak sckilde dizayn edilmelidir.

Karbon kaynagi olarak genellikle karbonhidratlar kullanilir. Genel olarak ortama katilan
karbon kaynaklarn mikroorganizmalar tarafindan hiicre yapisin1 olugturmak ve enerji kaynagi
olarak kullamilmaktadir. Sentetik ortamlar teknik olarak tercih edilebilmesine ragmen gogu
durumda bu ortamlardaki bilyiime hizi ve verim, kompleks ortamlara gére daha diigik
olabilmektedir. Ayrica son zamanlarda ¢ok yaygin, ucuz ve bol olduklarindan hidrokarbonlarin
kullanim1 6nem kazanmaktadir. Literatiirde, seker pancari, seker kamugi melaslari, musir surubu,
misir veya nmusir nisastasi, hububat (bugday, arpa) gibi dogal kompleks ortamlar yaygin bir
sckilde kullanilmaktadir (Pekin,1980).

Azot, basit inorganik kaynaklardan (amonyak, nitrat ve amonyum tuzlan gibi)
kompleks kangmlara (maya ekstrakti, pepton, pamuk g¢ekirdegi unu gibi) kadar genig bir
alandan saglanabilir. Saf azot kaynaklarinin kullammi oldukga pahalidir. Soya, kazein, misir alti
surubu, balik unu, maya unu, maya suyu, peynir alti suyu gibi kompleks azot kaynaklarmin
kullanimi ise olduk¢a ekonomiktir. Hem karbon hem de azot kaynaklarmin fazlasi iretimi
olumsuz yonde etkileyebilir. Bu kaynaklann fazlasi bazen metabolik yolu degistirerek bagka
riinlerin olusumunu artirabilir. Bu tiir durumlarda, enzim dretimini azaltan kaynaklardan
kaginilmali ve iiriin olusum hizin etkilemeyen veya artiran kaynaklar tercih edilmelidir. Fosfor,
siilfiir ve esansiyel katyonlar gencllikle inorganik tuzlardan saglanir. Iz elementler bazen
ozellikle ortama eklenir, fakat siklikla su veya diger ortam bilegenlerindeki safsizlik olarak
bulunur. Bazi durumlarda mikroorganizmalarin bilyiimeleri i¢in ortamda vitamin (tiamin,

biyotin) gibi bityiime faktériine de ihtiyag vardir (Rehm, 1987, Pekin, 1980).
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Enzim iiretimi i¢in uygun ortam dizayninda enzimlerin bazi 6zellikleri g6z ¢niine alinir.
Bunlar indiiksiyon olay1, katabolitik represyon, iriin inhibisyonu ve ekstraseliiler enzimler igin
protein salgilama mekanizmalanyla olan iligkilerdir. Cogu enzimler sadece spesifik
inditktorlerin varliginda sentezlenir. Bazi ticari yaygin enzimler igin 6rnek inditktorler Tablo
3.3’te verilmigtir. Baz1 durumlarda ana karbon substrat1 da indiiktor etkisi gostercbilmektedir.
Genellikle endiistriyel 6lgekli enzim iireten igletmelerde kullanilan inditktorler ¢ok pahalidir,

Siklikla indiiktor ilavesini elimine etmek igin kromozom iizerindeki diizenleyici bolgede
ya represor molekiiliiniin olusumunu climine etmek yada represor molekiiliine baglanan
operatér genini climine etmek igin mutasyon gereklidir. Boyle mutantlar kurucu olarak
adlandinilir ve inditktoriin  yoklugunda normalde indiiklenebilir enzimleri sentezleyebilir
(Frost,1987).

Katabolik represyonda kolayca metabolize olan karbon kaynagi bulundugunda
metabolik sirada anahtar enzimlerin sentezi bastinlir, Omegin, glikoz katabolitik enzimlerin
olusumunu yaygin olarak bastirir buna glikoz etkisi denir. Bu tiir represyonlar ortam dizayninda
represif karbon kaynaklarindan kagmularak bunlarn yerine daha az kolayca metabolize edilen
yapida (glikozdansa laktoz yada nisasta) karbon kaynaklar saglanarak énlenebilir. Alternatif bir
yaklagimda potansiyel represif substrat fermantasyon ortamina yavagca beslenir, boylece
fermantasyon esnasinda konsantrasyon represif olmayan disiik seviyede tutulur. Enzim sentezi
son iiriin represyonu tarafindan bastirilabilir. Omegin bakteriyel proteaz uretimi amino asitler

tarafindan bastinlir.

Tablo .3.3 Ticari bazt enzimlerde kullamlan indiiktorier (Frost,1987).

Enzim indiiktér
Amiloglukoksidaz Nigasta veya maltoz
o-Amilaz Nigasta veya maltodekstrinler
Katalaz Hidrojen peroksit
Seliilaz Seliiloz, Sellobioz
Glikoz oksidaz Glikoz

Invertaz Sakaroz

Laktaz Laktoz

Lipaz Lipitler veya yag asitleri
Pektinaz Pektin

Pullulanaz Pulluan veya maltoz

Glikoz izomeraz Glikoz veya ksilen
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Ortam bilesimiyle enzim veriminin etkilendigi bir diger durum ise yizey aktif
maddelerle temas halinde bulunan mikrobiyal hiicrelerden ekstraseliiler enzimlerin
salgdanimmin artirilmasidir. Enzim verimi iyonik olmayan deterjanlann varhiginda artmaktadir.
Bunun sebebi surfaktanlar tarafindan hiicre duvarimi gegirgenliginin artirllmasi ve enzimlerin
sizmast igin hiicre duvarindaki modifikasyonlardan ileri gelebilir. Hiicre ise enzim seviyesini
korumak i¢in kaybolan bu enzimi saglamaya g¢aligir ve enzim {retiminin arttigi gézlenir. Bu

konuda bagka bir 6neri ise enzimin inaktif olmasini surfaktanlarin korudugu yoniindedir
(Rehm, 1987).

Ortam bilegiminin ctkileri yaminda ortam sterilizasyonu gibi fermantasyon éncesi
islemlerde dikkatlice dusiniilmelidir. Sivi kiiltiir enzim fermantasyonlarnn normalde tekbir
mikroorganizma kullanarak yiiriitilir ve bu sebeple tiim mono kiltir fermantasyonlarinda
segilen organizma ckilmeden 6nce ortam bir sekilde sterilize edilmelidir. Bityiik 6lgekli enzim
iiretim proseslerinde hem siirekli hem de kesikli sistemler igin yiiksek sicaklikta kisa siireli
(HTST) sterilizasyon teknikleri kullamlir. Sistem sterilizasyonu 120-140°C sicakliginda 10 - 40
dak. tutularak yapilir. Sogutma 6ncesi ortam sicakligi geri kazanilir. Bu teknik kati substrat
igeren proseslerde bazi problemlere neden olur.

Genellikle ekonomik bir proses gelisimi igin ortam optimizasyonu ve tiir gelisimi ayni
anda ilerler. Ortam optimizasyonu caligmalart baglangigta 250-1000 ml erlen kiltiirlerinde
laboratuar 6lgekli galigmalarla etkin bir sekilde siirdariiliir. Bu gekilde ¢aligma diigitk maliyetin
yan sira bir ¢ok faktoriin incelenmesini saglar. Bu kabul edilebilir bir ortamin hazirlanmasi igin
oldukga hizli bir metottur. Erlenlerin potansiyel oksijen transferi karigtirmali reaktérlerden daha
az oldugundan, erlen kiltirleri enzim iiretiminde yaygm bir gekilde kullamlan karigtirmali
fermantér sartlarm yansitmaz. Bunun sonucu olarak proses gelistirmede bir sonraki asama
laboratuar fermantorlerine (10-20 L) 6lgek bityiitmektir. Bu sistem tam 6lgekli bir diretim
prosesini tammlamada ¢ok daha iyi bir model saglayacaktir. Bu asamada proses
parametrelerinin etkileri daha detayh bir sekilde incelenebilir. Sicaklik ve pH profili, gesitli

havalandirma ve karigtirma etkileri ve optimum degerler belirlenebilmektedir (Rehm,1987).
3.3. Fermantasyon Prosesi ve Ekipmanlari

Ticari enzim iiretiminde kullanilan iki ana proses vardir. Bunlar derin fermantasyon ve
kat1 hal fermantasyonudur. Halen birinci proses ¢ok yaygmn bir sekilde kullamilmaktadir. Ancak
yine de ticari ekstraseliiler enzimlerin bir gogu ikinci proseste iiretilir.

Diinya ¢apinda, fermantasyonla iiretilen iirinlerin yaklagtk %5’inin  kati hal
fermantasyonuyla dretildigi tahmin edilmektedir. Ticari driinlerin ¢ogunun iiretiminde
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daldirmah fermantasyon tercih edilmektedir. Bu sistemlerde prosesin kontrolii ve sterilizasyonu

mithendislik agisindan daha kolaydir. Cesitli anyonlar ve katyonlar (Na*, K*, NH', Ca**, Cu®,
NO;, CI') gibi diger tiirler iyon segici elektrotlar kullanilarak 6lgiilebilir. Ancak bu iyonlar

genellikle biyomas konsantrasyonu, karbon azot substrat seviyesi ve enzim uriin aktivitesi gibi
parametrelerle birlikte offline olarak belirlenirler. Bu parametreler mikrobiyal biyiimenin
dogrudan ve dolayli olarak belirlenmesinde kullanilabilir,

Modermn olarak iiretim fermantorlerinde maksimum enzim verimi elde etmek ve
optimum sartlarda kiltiir ortamumi siirdiirmek igin genellikle yiksek techizath reaktorler ve

karmagik kontrol sistemleri kullanilir.

3.3.1. Kati Hal Fermantasyonu

Kat1 hal fermantasyonu (KHF) disiik nem seviyesi veya su aktivitelerinde kati
substratlarin fermantasyonudur. Tipik bir daldirma fermantasyonun su igerigi % 95°den fazladir.
KHF’nda kat1 lapamn su igerigi % 40 ile % 80 arasinda degisir. Bu yontemle iiretilebilen
enzimlere ornek olarak proteaz, amilaz, laktaz, pektinaz, amiloglikozidaz ve renin verilebilir.

KHF biyokimya ve mikrobiyoloji prensipleri tam olarak anlagilmadan 6nce fermente
edilen yiyecekler hazirlanmasinda (koji prosesiyle), ayrica mavi damarli peynirlerin
olgunlagmasinda kullamlmistir. KHF nun temelini olugturan gelencksel koji prosesi, 25-30
°C’de havalandirmali bir ortamda tabakalarca istiflenmis bambu sepetlerde yiiksek nemlilikte
aglanmig substratin fermantasyonuyla meydana gelmektedir. Substrat olarak piring, bugday
veya soya fasulyesi gibi nemli kangik maddeler kullamlmaktadir. Bu substratlar iizerinde
Aspergillus oryzae gibi flamentli mantarlarin geligmesiyle proteolitik ve amilolitik ekstraseliiler
enzim karigim iretilir ve besinlerin tadi degistirilir. Bu tiir endiistriyel proseslerin kontrolii ¢ok
giigtiir. Bu proseslerde hedeflenen modifikasyonlar, sicaklik, pH ve nemlilik gibi gevresel
kosullarm kontroliinii kolaylagtirmak ve bu kontrolleri fermantasyon yigimnin timiinii
etkileyecck sekilde gelistirmektir. Yakin zamanlarda yem olarak kullanilan tarimsal yan
riinlerde protein zenginlestirmede, enzim, organik asit ve diger metabolitlerin iiretiminde
kullanimi yayginlagmistir (Ooijkaas, 2600, Orhan, 2001).

KHF nun 6zelligi kiif gibi miselli organizmalarin biiyiimesi i¢in segici ortami saglayan
disiik nem seviyesinde igletilmesidir. Ortamin minimum nem igerigi %12 nin altina diigtiginde
mikrobiyal aktivite durur. Kat1 substrat fermantasyonunda nem seviyesi % 30 - 80 arasinda
olabilir. KHF’nun ¢ogu kif fermantasyonu olmasina ragmen, bakteri ve maya proseslerine
dayanan kat1 hal fermantasyonu nispeten yiiksek nem seviyelerinde ( % 75 - 90 ) kullanilir.

KHF kullamlan kati substratin yapisina bagh olarak iki kisma ayrlabilir. Birincisi,
yaygin olarak kullanilan ve KHF denilince genelde anlagilan sistem ekimin dogal ortama
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yapildig: fermantasyon seklidir. Burada kullanilan kati madde hem destek materyali hem de
niitriyent kaynagi olarak iglem gérmektedir. Substrat olarak genellikle tarimsal ve endiistriyel
yan uriinler kullamlmaktadir. Ikincisi ise (¢ok fazla kullamimayan ) siv1 ortamla doyurulan kat:
destek malzemesi tzerine ekimin yapildig: sistemdir. Buradaki kat1 sadece mikroorganizmanin
tutuklamasina yardimer olur. Bu fermantasyonda tipik olarak kendir tohumu, perlit, poliiiretan
kopiikler, seker kamugi kispesi ve vermikulit (Mg, Al, Fe, Si, H, O igeren mineral)
kullanilmaktadir (Ooijkaas, 2000).

Cogu ticari tiriin {iretimi i¢in baskin maliyet karbon kaynagidir. Bu ortanmun toplam
maliyetinin yaklagik % 80’ini olugturmaktadir. Bundan dolayr karbon maliyetinin minimize
edilmesi istenir. Bu amagla hububat, soya unu gibi katilar veya melas gibi sivi kompleks
kaynaklarlar ve bunlarm fermantasyonuna uygun katt hal fermantasyonu iizerinde
caligilmaktadir (Rehm,1987). Siklikla galigtlan ortam, nemli bugday kepegi veya bazi tuzlan
igeren bugday kepegidir. Kat1 hal fermantasyon ortamunin sterilizasyonu diisitk pH’larda
buharla, kimyasal yontemlerle yada her ikisinin kombinasyonu ile yapilir. Sterilizasyon sonrasi
sogutulan nemli kepek kiitlesi segilen spor siispansiyonuyla agilanir. 25-40 °C arasinda tutulan
sicaklikta genellikle 1-10 giin siiresince bityiimesi saglanir. Metabolik 1s1 ve kiiltarden yiiksek
su kaybindan dolay: fermantasyon kepek sicakliginin ve nem igeriginin kontrolii giigtiir. Kat:
hal fermantasyonu homojen olmamasindan dolay: fermantasyonun geligimini takip etmek derin
fermantasyon sistemlerinden daha zordur. Pektinaz gibi tamamlayici enzimlerin kompleks bir
karigimini igeren bir tiriine ihtiyag duyuldugu zaman, bu yontem oldukga kullanislidir. Kat1 hal
fermantasyonunun avantajlarini ise agagidaki sekilde siralamak miimkiindiir (Raimboult, 1998).

1. Genel olarak birkag inorganik tuzun ilave edildigi buharla muamele edilmis hububat
gibi ¢ok basit ortamlar kullamlmakta ve kullanilan ckipmanlar disik giig
harcamaktadir.

2. Digiik nemli ortamlarda galigildig igin ¢ogu kontaminant bakteri tiirlerinin iiremesi
inhibe olmaktadir ve teferruath sterilizasyon proseslerine olan ihtiyag azalmaktadir.

3. Nem miktan disiik oldugundan substratin birim agirlig1 bagina olan hacmi diisiik
olacagindan, kepekteki enzim aktivitesi ¢ok yiiksek olabilir. Béylece verilen
fermantor hacmindeki enzim verimi derin fermantor sistemlerinden ¢ok daha bityiik
olabilmektedir. Ayrica atiklarm islenme gereksinimleri azalabilir.

4. Asilama basamaklan gercksizdir, genelde sporlarla yapilan ekim yeterli olmaktadir.

5. Kiigiik hacimli suyla fermantasyon kepeginden nispeten konsantre enzim ¢ozeltileri
elde edilebilir.
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Kati hal fermantasyonuyla enzim iiretiminin dezavantajlani asagdaki sekilde

siralanabilir.

1.

2
3.
4

Diisitk nem konsantrasyonunda gelisebilen organizmalar veya mantarlarla siirhdir.
Proses parametrelerinin 6l¢iimi kiiltiiriin homojen olmamasindan dolay1 giigtiir.
Sicaklik, oksijen transferi, pH gibi fermantasyon parametrelerinin kontrolii giigtiir.
Substratlarm  ¢ogu 6n iglemler, o6zel ekipmanlar ve g¢ok fazla el emegi

gerektirmektedir.

Enzimlerin mikrobiyal yolla iiretimlerinin yam sira ortamdan izole edilmeleri oldukga

pahali islemler gerektirir. Bu nedenle bazi proseslerde eger enzim ¢ozeltileri daha az saflik

derecelerinde kullanilabiliyorsa islemleri kolaylagtimak ve maliyeti digiirmek amaciyla

saflagtirma iglemlerine gegilmeden kullanilabilir. Bu durumda enzim &ziitiiniin pH'st ayarlanir,

bir kistm yabanct maddeler ¢oktiriilir sivi kisim aynlir ve igerisine koruyucu maddeler
konularak teknolojide rahatlikla kullanilabilir.

3.3.1.1. Kat1 Hal Fermantasyonunda Kullanilan Mikroorganizmalar

Bakteri, maya ve mantarlar kati substratlarda geligebilir. KHF’na en iyi adaptasyon

flamentli mantarlarla saglanir ve aragtirmalarda da bu tiir mikroorganizmalar daha baskindir.

Kat1 hal fermantasyonunda kullanilan bazi mikroorganizmalar ve kullamm alanlar1 Tablo 3.4°de

gorilmektedir.

Tablo 3.4 Kat1 hal proseslerinde kullanilan temel mikroorganizma gruplan (Raimboult, 1998).

Mikroorganizmalar Kullanilan prosesler

Bacillus sp. Amilaz, Organik maddelerin bozunmasi
Pseudomonas sp. Organik maddelerin bozunmasi
Serratia sp. Organik maddelerin bozunmast
Streptoccus sp. Organik maddelerin bozunmas:
Lactobacillus sp. Gida, silolama

Clostidrium sp. Gida, silolama

Endomicopsis burtonii Kassava, piring

Saccharomyces cerevisiae Gida, Etanol

Schwanniomyces castelli Etanol, Amilaz

Altemaria sp. Organik maddelerin bozunmast

Aspergillus sp. Organik maddelerin bozunmasi, Gida
Fusarium sp. Organik maddelerin bozunmasi

Monilia sp. Organik maddelerin bozunmasi,

Mucor sp. Organik maddelerin bozunmasi, Gida, Enzim
Rhizopus sp. Gida, Enzim, Organik Asitler

Trichoderma sp. Organik maddelerin biyolojik kontrolii, Biyointeksitid
Amylomyces rouxii Koji, Gida, Sitrik asit

Aspergillus niger Proteinler, Amilaz, Sitrik asit

Lentinus edodes Shii-take mantar

Penicilium notatum Penisilin, Peynir

Rhizopus oligosporus Tempeh, Soya , Amilaz, sitrik asit
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Bakteriler genellikle silolamada ve bazi yiyecek proseslerinde kullamilir. Mayalar
yiyecek, gida ve etanol iretimi igin kullanilabilir. Fizyolojik, enzimolojik ve biyokimyasal
ozellikleri yuziinden KHF proseslerinde kullanilan en 6nemhi mikroorganizma grubu flamentli
mantarlardir. Mantarlarin diigiik su aktivitelerinde ve yiiksek ozmotik basing kosullarinda iyi

toleransa sahip olmasi, kat1 substratlarin biyod6niigiimii i¢in kullanimui yayginlagtirmaktir.

3.3.1.2. Kat1 Hal Fermantasyonunda Kullanilan Substratlar

Genellikle, KHF substratlan tarimsal veya tarimsal artiklarinin kompozit ve heterojen
yan urimleridir. Bu substratlar karbon ve enetji kaynag: igeren (sekerler, yaglar, organik asitler)
inert bir madde (seker kamuigi bagas, inert fiberler, regineler) yapisindadir.

Kat: substrat mikrobiyal aktivitelere inhibitor olarak etki etmemelidir. Ayrnica seliloz,
nigasta, seker gibi karbonhidratlari, peptid, iire, amonyak gibi azot kaynaklarimi ve mineral
tuzlan absorblamamalidir. KHF nunda kullamilan substratlarin tipik 6zelligi asagidaki gekilde
tanmimlanabilir (Raimboult, 1998).

e Birim hacimde biiyiik yiizey alanina sahip, mikrobiyal biiyiimeye miisait bir yapida
olmal.

e Substrat, kuru agirhga gore bir veya birkag kat su absorblayabilmeli. Biyokimyasal
proseslerin yiitksek hizlarina imkan saglamak igin gaz-kati ara yiizeyinde nispeten
yitksek su aktivitelerine sahip olmali.

e Nispeten diigiik basing ve fermantasyon karistirma kosullart altinda oksijenle
birlikte diger gazlan igeren hava ortamda akabilmeli.

o Kiif, maya yada bakterilerin saf yada karigik kiiltiirlerinin hizli geligimi i¢in iyi bir
kat1 — gaz ara yiizeyi saglamal.

e Kati substrat, fermantasyon proseslerindeki kangtirma sonucu olusan mekanik
bozulmalara dayamkl olmal.

e Kati substrat mikrobiyal aktiviteyi inhibe eden maddeleri igermemeli ve ayrica
karbonhidratlar (scliiloz, nisasta, sckerler..), azot kaynaklann (amonyak, ire,
peptidler..) ve mineraller gibi mikroorganizmalarmn ihtiyag duydugu niitriyentleri
absorblamamalidir.

Ham substratlart uygun formda kullanmak igin gerekli olan hazirlama ve 6n islem

basamaklari su sekilde siralanabilir,

o Ogiiterck yada keserek boyut kiigiiltme,
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o Mikroorganizmalarin  substratlart  kullanabilmesini  kolaylagtirabilmek  i¢in

polimerlerin fiziksel, kimyasal veya enzimatik hidrolizi,

o Mineral ¢ézeltisi igerisine gerekli niitriyentlerin (fosfor, azot ,tuzlar vb.) ilavesi,

e pH ve nem igeriginin ayarlanmasi,

e Makro molekiiler yapilarin 6n pargalanma islemi igin pisirme yada buhar muamelesi

ve ana kontaminantlarin elimine edilmesi.

KHF’ndaki en o¢nemli problem yiiksek heterojen yapidir. Bu yapi prosesleri bir
kategoride toplanmasini zorlagtinr ve modelleme ¢ahgmalarimi giiglestirir. Bu heterojenlik bazi
problemlere neden olabilmektedir. Bunlar;

e Uniform olmayan substrat yapisindan dolay: olusan farkliliklar (Lignoseliiloz, pektin,
nigasta karigimunin farkli bilesimleri),

o Tekrar iiretilebilirligi sinirlandiran substrat yigmlar arasindaki farklilik,

e Uniform biiyiimeyi saglamak igin yapilan kat1 kiitlenin kangtiriimasindaki zorluklar.

Kat1 substratlarin yapisinda bulunan makromolekiiler yapilar farkli  Szellikler
gostermektedir. Bunlan tek tek inceleyelim;

Lignoseliiloz: Hemiseliloz, lignin ve pektin igerisinde selitloz mikroliflerinden olugan
bitki hiicre duvarlarinda mevcuttur. Her bir bitki degisen oranlarda kimyasal bilesen igerir.
Lignoseliiloz pargalanmasini sinirlandiran iki temel problem olabilir:

e Seliloz I, II, IIL, IV olarak bilinen farkli kristal yapil seliiloz vardir. Cesitli kimyasal ve
termal iglemler kristal yapiy1 amorf yapiya doniistiirebilir.

e Seclillozu pargalamak igin endo ve ekzo seliiloza ilaveten sellobioz gibi farkli enzimler
gerekir.

Lignoseliiloz hidrolizi ¢gok kompleks bir prosestir. Etkin bir seliiloz hidrolizi seliilaz,
hemiselillaz ve lignin peroksidaz gibi birkag¢ enzimin es zamanli etkisini gerektirir. Buna
ragmen lignoselilloz ¢ok bol ve ¢ok ucuz tekrar elde edilebilen bir malzemedir. Bu yiizden
ozellikle mantarlarla yapilan ¢ok sayida galigmada bu tiir substratlar kullamlmaktadir.

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

Lignin: Lignoselilozun % 26-29 arasinda olan lignin seliloz ve hemisclilloza
kuvvetlice baghdir. Boylece hidroliz etkilerinden kendilerini saklar ve korur. Lignin
parcalanmasinm saglayan temel enzim lignin peroksidazdir. Phanerochaete chrysosporium lignin
pargalanmasi i¢in en bilinen mantardir,

Nisasta: Bir bagka ¢ok 6nemli ve bol miktarda bulunan dogal kat1 substrat nisastadir.

Nisasta igeren iirinlerin dogrudan tilketilmesinin yanminda, kimyasal ve enzimatik yolla glikoz,
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fruktoz suruplari, nigasta ve maltodekstrin tiirevleri ve siklodekstrinler gibi bir ¢ok iiriine de
doniistariilmektedir. Nigasta esash driinler insanlar tarafindan tiketilen yiyecekler igerisinde
onemli bir kismi olusturmaktadir. Cok sayida bitki tarafindan nigasta iretilmesine ragmen
endiistriyel nigasta proseslerinde birkag bitki énemlidir. Endiistride kullanilan kaynaklar nustr,
patates, tapyoka ve bugdaydir. 1998 yilinda Avrupa birliginde 3.6 milyon ton musir nigastasi, 2
milyon ton bugday nisastas1 ve 1.8 milyon ton patates nisastasi iretilmigtir (Maarel,2002).

Nigastanin kimyasal yapisi lignoselitloz substratlarina goére nispeten daha basittir.
Nigasta kaynagina bagli olarak farkli oranlarda iki yakin yapili polimerlerden olusur. Bunlar
amiloz ( % 16-30 ) ve amilopektin ( % 65-85 )dir. Amiloz temelde diiz zincirli o-1,4 bagiyla
baglt glikoz polimeridir. Amilopektin dallann  o-1,6 bagiyla bagli ¢ok dallanmig glikoz
polimeridir ( $ekil.3.3).

Bir ¢ok mikroorganizma nisastayr hidrolizleyebilir. Jelatinlegtirmek igin biiyiik
miktarlarda enerji gerekir. Bu yiizden ham nigastada (jelatinlestirilmemis) gelisen
mikroorganizmalarin kullanilmas: ¢ekici olmaktadir.

Ozellikle mantarlar nisasta igeren KHF prosesleri igin uygundur. Nisasta
degredasyonunda glukoamilaz, a-amilaz, B-amilaz ve izoamilaz kullanilir. a-Amilaz nisasta
molekiil buyukligani hizlica azaltan gekilde, a-1-4 baglarini etkileyen endo amilazdir. Bunun
sonucu olarak nigasta sivilagir. Bir ekzo enzim olan glukoamilaz amiloz ve amilopektin

zincirlerinden glikoz iiretir (Raimboult. 1998).
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Sekil 3.3. Nisastanin yapitas: amiloz (a) ve amilopektinin (b) yapisi.
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3.3.2. Daldirmali Fermantasyon Y&ntemi

Ticari enzimlerin ¢ogunun iiretiminde daldirmali fermantasyon tercih edilmektedir. Bu
sistemlerde prosesin kontrolii ve sterilizasyonu mithendislik a¢isindan daha kolaydir. Daldirmali
fermantasyon sivi ortamda ¢dziinmiig yada kati1 siispansiyon halinde niitriyentleri kullanarak
siispanse haldeki mikroorganizmalarin gelismesiyle olusur. Daldirmali fermantasyon igin bir
¢ok reaktor sistemi vardir.

1) Mekanik kangtirmali sistemler
2) Dastan sirkiilasyonlu sistemler
3) Kabarcik kolonlar

4) Hava kaldirmal reaktorler

Mevcut sistemlerin gesitliligine ragmen pratikte ticari enzim fermantdrleri agirlikls
olarak 1. tiirden karigtirmali reaktorlerde yapilir. Bu yontemde uygun bityiklikteki (10-15 It)
karigtirmali bir tanka gerekli bilesimde hazirlanan hammaddeler beslenir. Burada istenen pH
degerine ayarlanir ve siirekli HTST (yiiksek sicaklik kisa siireli) sterilizasyon birimi yardimiyla
daha o6nceden buharla sterilize edilmig fermentére beslenir. Eger gerckirse bazi 1s1 stabil
ilaveler, kopiik kirict maddeler ve viskozite ve ¢oziinebilirligini ayarlayan maddeler steril
ortama ayrica ilave edilir (Topal,1985). Diger koldan mikroorganizma fermantasyon prosesi
uretim tankmma gelmeden oOnce birka¢ ag1 hazirlama safthasindan geger. Kullanmilan tanklar
fermantasyon ortaminin korozif 6zelliklerine uygun bir paslanmaz ¢elikten genig bir basing
araliginda (tipik olarak vakumdan 20 kPa basmncina kadar) ¢alisacak sekilde dizayn edilir. Tipik
enzim iiretim sistemlerinde kullanilan tanklarm hacmi ise 0.1-250 m’ arasinda degismektedir.
Endiistriyel enzimler aerobik mikroorganizmalar kullamlarak iretilmektedir. Bu nedenle
fermantasyon ortamina steril hava verilmesi gerekir. Ayrica oksijenin gaz fazdan sivi faza
transferi igin ortamun kargtiriimasi gerekmektedir. Verilen hava igerisindeki mikrobiyal
hiicrelerin uzaklagtirilmasinda endiistride kullamilan temel iki prosesten birincisi, hidrofobik
silikon esash membran filtreler kullanarak yapilir, digeri ise 1siyla on sterilize edilebilen lifli
maddeleri igeren filtreler kullanilarak yapilir (Rehm,1987).

Sterilize edilen hava fermantasyon ortamuna tek veya gok girigli dagitici bir sistem
yardimiyla verilir. Kangtirma ise dikey olarak dénen bir saft {izerine bindirilmis ¢ok kanatl disk
tirbinlerle yapilir.

Acrobik mikrobiyal bilyiime ekzotermik bir prosestir ve 1s1 iretilir. Havalandirma ve
karistirma prosesleriyle 1s1 dagilimina ilave olarak fermantasyon sicakligim 30 — 35 °C’de
tutmak i¢in ortamdan 1st uzaklagtinlmalidir. Bakteriyel fermantasyonda daha fazla metabolik 1s1
iiretilmektedir ve bu bazi durumlarda diger organizmalar igin olan degerin iki kat1 olabilir.

Biiyiimenin ve enzim iiretiminin kontrol edildigi bir ortamda siirekliligi saglayabilmek igin
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cesitli parametreler hem ag1 gelistirme, hem de fermantasyonla iirctim asamasinda dikkatlice
takip edilmelidir. Fermantasyon ortaminin sicakhigini, sogutma suyunun Sicakligmi, sivi
hacmini, karigtirict hizim, giiciinii veya torkunu, hava ve sivi besleme hizini kiiltiir ortanmundaki
kopiik varlig: gibi fiziksel parametreleri izlemek igin gesitli cihazlar kullanilir. Fermantasyon
analizinde online ve offline olgiimlerden yararlanilir. Online olarak takip edilen parametreler
pH, ¢o6zinmiis oksijen ve karbondioksit, redoks potansiyeli, fermantdrii terk eden gaz
igerisindeki oksijen ve karbon dioksit konsantrasyonlarmi igerir. Cesitli anyonlar ve katyonlar
(Na’, K*, NHy, Ca”, Cu®, NOs, CI') gibi diger tiirler iyon segici elektrotlar kullanilarak
Olgiilebilir. Ancak bu iyonlar genellikle biomass konsantrasyonu, karbon azot substrat seviyesi
ve enzim iiriin aktivitesi gibi parametrelerle birlikte offline olarak belirlenirler. Bu parametreler
mikrobiyal bitytimenin dogrudan ve dolayli olarak belirlenmesinde kullanilabilir.

Modemn enzim iretim fermantorlerinde maksimum enzim verimi elde etmek ve
optimum sartlarda kiltir ortamum siirdiirmek igin, genellikle yiksek teghizatli reaktérler ve
karmasik kontrol sistemleri kullanilir,

Fermantasyon kesikli, yan kesikli ve siirekli yontemlerden biriyle yapilabilir. Kesikli
fermantasyonda baslangigta gerekli olan tim bilesenler (niitriyentler ve hiicreler) fermentére
konur. Fermantasyon ortaminda biiyiime ilerledikge niitrientler harcamir, mikrobiyal kiitle ve
iirinler artar.

Fermantasyon ortaminda enzim diretimi, sartlarin kétillesmesinden dnce enzim verimi
ve aktivitesi maksimum bir seviyededir.

Fermantasyon ortaminin dogrudan veya dolayli olarak takip edilmesinde kullanilan
baslica parametreler Sekil 3.4.°de verilmistir. Enzim iiretimi bazi durumlarda biomasmn
gelismesiyle birlikte olur (Sekil 3.4.a). Bu durum igin Aspergillus niger’den glukoksidaz iiretimi
yada Kluyveromyces fragilis’de laktaz iiretimi 6rnek olarak verilebilir, Sekil 3.4.b’de goriildiigii
gibi bazi enzimler hiicre biyiimesi tamamlandiktan sonra iiretilir. Bu tiire tipik bir 6rnek
Trichoderma reesci’den seliilaz iiretimidir. Enzim fermantasyonlarinin gogunda enzim aktivitesi
birkag saat siiren bir zaman araliginda maksimum bir degerde seyreder. Daha sonra bilyiimeye
karst inhibitor veya toksik etki gosteren iiriinlerin olugsmasindan yada bazi esansiyel
niitriyentlerin tikenmesinden dolay1 enzimin inaktivasyonu gozlenir. Bu gibi durumlarda enzim
aktivitesinin zamanla degisimi takip edildiginde bir pik gozlenir (Sekil 3.4.¢). Burada iriiniin
ortamdan almmas: i¢in kriter fermantasyonun maksimum enzim aktivitesine ulasip
ulagsmadigimin belirlenmesidir. Hatta diger iki durumda da (Sekil 3.4.a,b) enzim uzun siire
fermantasyon ortamunda kaldiginda ortamda meydana gelen degisimler sonucu aktivitenin
azaldig1 gozlenir. Fermantasyon tamamlanmasi genellikle ¢oziinmiis oksijen, pH ve CO,

giktilarindaki degigmelerle gozlenebilir. Tipik bir enzim iiretimi proses sartlarina bagh olarak 18
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- 180 saat arasinda degigebilir. Bu siire sonunda fermantér ortamu gegitli ayirma yontemleriyle
ayrihir. Uretilen enzim hiicre igi enzim ise biokiitle, hiicre dis1 enzim ise kiltir sivis1 alinarak
uriin kazanimi amaciyla alt akim iglemleri uygulanir.

Kesikli fermantasyon ticari ¢ogu enzimlerin iiretiminde tercih edilen bir metot olarak
yaygn bir sekilde kullanilir. Bununla birlikte substrat tarafindan katabolit represyon meydana
geldigi zaman smirli karbon kosullarinda c¢alisabilmek igin alternatif olarak yari kesikli
fermantasyon kullanilabilir. Bu yontem enzim sentezi represyonunu engeller. Bu tiir proseslerin
esas Ozeligl, daha aktif enzim iiretim periyodunu uzatmak igin ilave nitriyentlerin fermantasyon
ortamina beslenmesidir.

Alternatif bir operasyon sekli siirekli proseslerdir. Burada siirekli olarak reaktére steril
taze niitrient beslenirken aym zamanda ortamdan esit hacimde uriin g¢ekilir. Bu yéntemle
fermantasyon ¢ok uzun siire kararli halde ¢aligtinilir. Fermantori terk eden biokiitle ile hiicre
biyiimesi dengededir. Surekli fermantasyon sisteminin en yaygin kullanlan tipi kemostattir.
Besi ortammna mikroorganizma iiremesi igin gerekli olan temel besinlerden (iremeyi
sinirlandiran) birinin fazlasi, 6tekilerin ise yeterli miktarlan siirekli olarak gonderilerek giris ve
¢ikis debileri ayarlanir. Bu kosullar altinda kararh halde kiltiiriin spesifik biiyiime hizi (p),
seyrelme orani olarak adlandinlan besleme hacminin (Q) kiiltiir hacmine (V) oram yardimi ile
belirlenir. Fermantordeki biokiitle konsantrasyonu besleme ortamindaki sinirlayict komponentin
konsantrasyonu ayarlanarak siirckli sabit tutulabilmektedir (Pekin,1980). Sirekli kiiltiir, klasik
kesikli fermantasyon kiiltirinden daha yitksek verimlilik ve spesifik nutriyentin
simirlandinlmastyla represyon mekanizmalarmin etkilerini hafifletebilmesine ragmen, ticari
enzim {iretimi proseslerinde oldukga simirli olarak kullaniimaktadir. Bunun sebebini dort baglik
altinda incelenebilir.

a) Siirekli proseslerin uzun siirelerinden dolay1 iiriinlerin kontaminasyon riski vardir.

b) Mutasyona ugrayan mikroorganizmalrin siirekli iiretim esnasinda ilk yapilarina dénerek
uiriin kalitesini ve tiretim hizin1 azaltabilir.

¢) Sirekli proseslerde ¢ogu hitcre digi enzim iiretim verimi kesikli sistemlerden daha azdir.

Siirekli sistemler daha kompleks kontrol sistemleri ve teghizat gerektirmesine ragmen

toplam verimlilik daha fazla artirillamamaktadir.

d) Ticari enzim iiretim proseslerinde yaygin olarak kullamlan, kompleks ortamda
biyiimeyi smurlayan nutriyentin yapisiin  kesin  olarak  belirlenebilmesindeki

gucliklerdir.
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Sekil 3.4. (a.b.c) Fermantasyon ortanmundaki mikroorganizma, substrat ve enzim iirctiminin
zamanla degisimi (Frost,1987).

3.3.2.1. Daldirmali Fermantasyonda Enzim Uretimi Uzerine Ortam Sartlarmm Etkisi

Isletim sistemine bakilmaksizin (kesikli, yan kesikli yada siirekli) havalandirma iz,
kanigtirma hiz1, ¢oziinmiis oksijen, pH ve kiiltiir sicaklif1 enzim fermantasyonunu etkileyebilen
faktorlerdir.

e Sicakhik: Mikroorganizmalar genel olarak ii¢ gruba ayrlabilirler. 20 °C veya daha
diisuk sicakliklarda optimum bityiime gdsteren psikrofiller, 35 °C civarinda optimum gésteren
mezofiller, bityiime sicakligi 50 °C°den fazla olan termofillerdir. Her bir smif iginde optimum
degere dogru sicaklik artarken spesifik bityiime hizi Arhenius esitlizindeki (u=Ae™*") gibidir.
Her mikroorganizmanin maksimum biiyiimeye ulagtigi bir sicaklikk aralign vardir. Ancak



35

optimum degerin Stesinde sicakbk daha fazla artmasma ragmen, biiyiime hizhi bir sekilde
azalmaktadir (Sekil 3.5). Biyime zamanlarini minimize etmek igin kiiltir sicakligi miimkiin
oldugunca optimum sicakliga yakin olmalidir. Ayrica enzim olusumu da sicaklik tarafindan
etkilenir fakat enzimlerin sentezi igin gerekli olan optimum sicaklik bityiime igin gerekli olan
optimum sicakliktan farkli olabilir. Ozel sustratlara karsi olan enzim aktivitesi de sicaklikla
degismektedir. Sonug olarak enzim aktivitesi, mikrobiyal bilyiime ve enzim iretimi igin
optimum sicakligin farkl olabilecegi tesbit edilmigtir (Frost,1987).

Fermantasyon proseslerinde enzim iiretimi genellikle uygun bir sicaklikta yapilmalidir
ve optimum fermantasyon sicakligi deneysel olarak belirlenmelidir. Ortamda sicaklik esasen iig
acgidan 6nem tagir. Bunlar; organik iretimin artis1 (¢ogalma yoniinden), iiretilecek olan enzim
miktar1 ve enzimin aktivasyonudur. Burada enzim iretimi ile gofalma birbiriyle rekabet
halindedirler. Ilk olarak biyokiitle madde iiretimine gereken optimum sicaklikla baglanir. Yeterli
biyokiitle olusturulduktan sonra optimum sicaklik enzim {iretimi igin yonlendirilir. Ote yandan
sicaklik enzim aktivasyonu iizerine de etkindir. Bu nedenle sicaklik kontroliing bityiikk ézen
gosterilmelidir. Sicaklik kontrolii daldirmali fermantasyon tanklarinda nispeten kolay olmasina

ragmen, kat1 hal fermantasyonunda zordur (Tatar,1997).

Spesifik Biyiime Hiz1

w

Sicakhk

Sekil 3.5. Mikroorganizma bilyiime hizinin sicaklikla degisimi (Frost,1987).
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s pH: Protein olan enzimler, iyonlasabilen gruplar igerirler ve kiiltir ortam pH’s1
onlarm yapisin ve fonksiyonunu etkiler. Mikrobiyal hiicrelerin biiyiimesi de pH tarafindan
ctkilenir. Cogu durumda organizmanin maksimum biiyiimeye ulagtigt optimum pH degeri,
ekstraseliiler enzimlerin stabilitesi igin gerekli olan optimum degerden farklidir. Ornegin,
Trichoderma reesei’de biyime ve selillaz tretimi optimum pH degeri sirasiyla 5 ve 3’dir.
Alternatif olarak Aspergillus niger’den lipaz tiretiminde hem biiyiime hem de enzim tretimi igin
optimum pH degeri 7.0°dir. Baz1 durumlarda optimizasyon yapilarak hiicre bityiime ve enzim
tiretim agamalarinda farkli optimizasyon kosullar igin fermantasyonun pH profili belirlenmelidir
(Frost,1987).

e Coziinmiis Oksijen Istefi : Aerobik kiltirlerin bilyiimesi igin yeterince oksijen
saglanmas1 temel bir gereksinimdir. Enzim fermantasyonunun verimi ve verimliligi oksijen
smirlandinlmasinin  6nlenmesindeki basariya baglidir. Fermantasyon ortaminda maksimum
¢oOziinmiis oksijen konsantrasyonu nispeten digiiktiir (10 ppm). Yavas gelisen mantarlar ve hizlt
gelisen organizmalar i¢in spesifik oksijen talebi genellikle sirasiyla 0.1-0.25 kg/kg hiicre.saat
civarmndadir. Fermant6r dizayninda gaz fazdan sivi faza biyik miktardaki oksijen transferi
6nemli bir problemdir (Frost.1987).

3.4. Enzim izolasyonu, Saflastirma ve Standartizasyonu

Enzimin izolasyonu ve saflastiriimasindaki temel diigiince dayamkliligin artiridmasi ve
amag liriniin kazanilmasidir. Sistemde genel olarak yapilan filtrasyondan sonra ekstrasellular
enzimler ile ¢ahgiliyorsa, stvi kistm alir. Intrasellular enzimle galisihiyorsa filtrat CaCl, ve
Ca(P0,), ile suda ekstrakte edilir. Ciinkii enzim hiicreler iginde lokalize olmustur ve bu yolla
otolize tabi tutulacaklardir. Ya da mekanik olarak hiicrelerin pargalanmasi yolu segilecektir.
Saflagtirma ise¢ enzim soliisyonunun, ortamdaki materyalin ihtiva ettigi kati maddelerden,
mikroorganizma hiicrelerinden ve misellerden ayrilmasi igin ¢esitli maddeler kullanarak
(genellikle % 1 veya daha az oranlarda katilmasi ile) yvapilir. Bu saflagtirma maddeleri ortama
konulduktan sonra, ekstraktin temizlenmesi filtrasyon veya santrifiij ile yapilir. Enzim
ckstraktinda kullanilan saflagtirrna maddeleri sunlardir: Amonyum fosfat (mono- ve dibazik),
askorbik asit, kalsiyum tuzlar1 (klorit, format, sulfat ve fosfat), selilloz lifleri, sistem diatome
topragi, jelatin, gum arabik, Ca(OH),, hidroklorik asit, fosforik asit, sodyum tuzlan (sitrat,
glukonat, monobasit, fosfat, sodyum sulfit) dir. Ancak bu sirada digiik sicaklikla galigmak
gerekmektedir. Ayrica, ortamda bulunabilecek ve enzim aktivitesini azaltici maddelerin

giderilmesi amaciyla ince antma iglemi uygulamir ki, genellikle ¢ok degerli enzimlerin eldesinde
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kullanilan bu iglem igin kromatografik metotlar (adsorbsiyon, iyon degistiricisi ve akigkan
kromatografisi ile jel filtrasyonu) ile dagitici yontemi olarak tanimlanan elektroforez teknigine
bagvurulur (Topal 1985).

Saflagtirma yapilarak elde edilen ticari enzimlerin aktivite kontrolleri yapilmasi gerekir.
Standart aktivite degerleri saptanmig enzimler ticari 6nem tagirlar. Bunlar (kepek enzimi) tam
yapilmig toz enzimler halindedirler. Kristal halde ve tam anlami ile saf enzim iiretmek
uygulamada ekonomik degildir. Ciinkii saflagtirma islemi iiretimdeki dagitk maliyeti yizlerce
kat artirabilmektedir. Eger uygulamada koruyucu madde kullanmak gerekiyorsa toluen, organik
asitler ve onlarm tuzlan, fenolik bilesikler, kuaterner amonyum bilesikleri ve sodyum florit
kullanilabilir. Ayrica sivi olarak saklanacak enzim aktivitesinin kaybolmasini 6nlemek amaciyla
stabilizorler katilabilir. Bu maddeler arasinda sodyum-benzoat, prohidroxy benzoik asit esteleri,
glycerol, sonibitol ve sodyum kloriir sayilabilir. Kat1 {iriinler ise nisasta, laktoz, dekstroz,
sakkaroz, un, tuz, jelatin ve kazein katilarak standart kapasiteye ayarlanir (Topal 1985).

3.5. Tiirkiye'de Enzim Uretimi

Ulkemizde enzim iiretimini gergeklestiren ORBA A.S. adindaki kurulug orta 6lgekli bir
isletme olup hicbir know-how almayip tiimiiyle arasgtirma ve gelistirme galigmalan sonucu
tasarlanmig ve faaliyete gegmistir. Gida ve tekstil sektorii igin amilaz enzimi iretmektedir.
Kurulusta son zamanlarda deri ve deterjan sektorii igin alkalen fosfataz iretimini kapsayan bir

aragtirma projesi tamamlanmig ve bu enzimin iirectimine de baslanmgtir (Tiiba,1996).
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4. AMILAZLAR

Amilazlar nisasta ve glikojen molekillerini hidrolize ederek, glikoz initelerinden
meydana gelen daha kiigik polimerler ve dekstrinler gibi iiriinleri olugturan hiicre dis1
enzimlerdir. Bu enzimler hayvanlar ve bitkiler tarafindan da sentezlenmesine ragmen, kontrollii
kosullarda kisa siirede irin elde edilmesinden dolayr asil kaynagi mikroorganizmalar
olusturmaktadir (Fogarty ,1983).

Amilaz tiretiminde en 6nemli faktor uygun mikroorganizmanin segimidir. a-Amilaz kabul
edilebilir smrlar igerisinde bir ¢ok mikroorganizma tarafindan iiretilebilmektedir.
Mikroorganizmalar igerisinde Aspergillus niger, A. oryzae, A. candidus gibi baz1 funguslar,
Pseudomonas saccharaphila , Clostridium bazi tirleri ve en 6nemlisi de dogada genis bir
yayilis alanina sahip olan bazi Bacillus tirii bakteriler a-amilaz iiretiminde yaygin olarak
kullamlmaktadir. Fungal a-amilazlar sicakliga bakteriyel a-amilazlardan daha az stabil
oldugundan iizerinde ¢aligilan asil enzim kaynag: daha ¢ok bakterilerdir. Bu amagla genellikle
Bacillus tirler1 kullanilmaktadir. Bu cinsin 6zellikle 8 tanesinin sentezledigi a-amilaz enzimi
¢esitli arastinicilar tarafindan tanimlanmug ve karakterize edilmistir. Bunlar, B. subfilis, B.
amyloliquefaciens, B.caldolyticus, B. coagulans, B. Iicheniformis, B. macerans, B.
stearothermophilus ve B. amylosaccharitucus 'dur. Bacillus’dan sentezlenen o-amilaz enzimi
ekstraseliiler bir enzimdir (Priest,1977, Sarikaya 1995, Pandey, 2000).

Amilaz enziminin bugday nisastasi iizerinde pargalayici bir ctkisinin oldugu, 1811 yilinda
Kirchhoff tarafindan heniiz daha ne oldugu bile anlagtimadan tanimlanmugtir. Benzer bir etkinin
insan tiikiirigi ile de elde edilebilecegi Leuchs tarafindan 1831 yilinda gésterilmigtir. Bernfeld
(1951) tikiirigin bu 6zelligine Berzelius tarafindan pityalin adinin verildigini, 1833°de Payen
ve Persoz’un ise maltta nisastay1 pargalayan bir maddenin varligim ortaya ¢ikardiklarini ve buna
da diyastaz adim verdiklerini belirtmektedir. 1895°de Beijerinck’in Onerisinden bu yana tim
nigasta parcalayan enzimler amilazlar olarak adlandinlmigtir. Bu terim sadece hidrolitik
enzimler igin kullamlmistir. Meyer ve arkadaglart domuz pankreasindan a-amilaz e¢nzimini
saflagtirip tamimlamiglardir (Greenwood, 1970).

a-Amilazlar, aktiviteleri igin herhangi bir koenzim gereksinim olmayan ve kalsiyum
tasiyan metalo proteinlerdir. Kalsiyum, enzim substrat ikilisinin olusumuna katilmaz, fakat
enzimi maksimum dayaniklilik ve yitksek aktivite igin dogru konformasyonda tutar (Greenwood,
1970). Divalent metal iyonlann proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarmi korur ve
dayaniklagtirir. Protein molekiilii uygun bir divalent metal iyonu ile bagh oldugu siirece
preteolitik aktiviteye karst korunur. a-amilaz, bir divalent metal iyonu olan Ca™ ile birlestigi

zaman proteazlara karsi maksimum direng gosterir. Ca™ uzaklagtinldiginda preteolitik ataga
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duyarli olurlar. Bundan dolayi, kalsiyumun a-amilaz tizerinde hem koruyucu etkiye sahip
olacagi hem de kofaktdr olarak iglev gérebilecegi diigtiniilmiigtir. Saflagtirilnug a-amilazda
proteinin her bir moliinde 1 atom gram Ca™’a rastlanmustir. Ayrica Ca"" iyonlan o-amilazi,
yiiksek 1silara maruz kaldi1 zaman, inaktivasyondan korur (Larabeke vd., 1974, Srivastana, 1987 ).

Farkli Bacillus turlerinden hatta ayni tiirden elde edilen a-amilaz enzimlerinin farkli
molekiil agirligina sahip oldugu bir ¢ok aragtirmaci tarafindan ifade edilmistir. Borgia and
Cambell (1978) B. amyloliquefaciens’in 5 farkl susundan elde ettikleri a-amilaz enzimlerinin
molekiill agirliklarmin 49.000 dalton oldugunu, buna karsin Kochhar and Dua (1990)
B.amyloliquefaciens o-amilaz enziminin molekiill agirliginin  68.000 dalton oldugunu
belirtmislerdir (Sarikaya,1995).

Ortamda protein, peptid, pepton gibi organik maddelerin varliginda, bakterinin bunlar
kaynak olarak kullamp ckzoenzim sentezini arttirdigt saptanmustir. Farkli karbon ve azot
kaynaklan kullanilarak iiretilen bakterilerde a-amilaz tiretimi ile ireyen bakteri miktar arasinda
bir oranti olmadif: belirtilmektedir. Karbon kaynag: olarak nigasta kullanilmasinin, sekerlere
oranla daha yiksek amilaz tretimini gergeklestirdigi, azot kaynagi olarak da organik azot
kaynaklarmin amilaz iiretimini arttirdigi, inorganik kaynaklarmin kullaniminin ise amilaz

tiretimini olumsuz etkiledigi belirtilmigtir (Tolan, 1997).

4.1. Amilazlarin Stmflandirilmas: ve Etki Mekanizmasi

1930 yilinda Ohlsson’un malttan elde cttigi nisasta pargalayici enzimler, pargalama
driinlerinin anomerik tiplerine gére o~(alfa) yada P-(beta) amilazlar olarak adlandinlmigtir.
Mybrach ve Neamuler (1950) ise amilazlar igin endoamilazlar ve ekzoamilazlar olmak iizere
bagka bir adlandirma sistemi Snermislerdir. Amilazlar, amiloz, amilopektin ve glikojen gibi
polisakkaritlerde ve bunlarin yikim iiriinlerinde yer alan a-1-4-glikozitik baglarim katalizler. Bir
endo amilaz olan a-amilaz polisakkaritlerdeki a-1-4 bagim gelisi giizel kirar. Amilopektin ve
glikojenin dallanma noktalarindaki a~(1.6) baglarina etki etmezler (Windish ve Mhatre, 1965). Bir
¢ok mikroorganizma tarafindan sentezlenen a-amilazin etki mekanizmasi ve dzellikleri enzimin
kaynagina gore farkhidir. a-Amilaz tarafindan amilozun hidroliziyle maltotrioz ve maltoz olusur.
Bunu takip eden ikinci reaksiyon ise, kigiik bir molekiil olan maltotriozun hidrolizidir.
Amilopektinin hidrolizi ise bir dizi dalli a-limit dekstrinlere ilave olarak glikoz ve maltoz gibi
tiriinler verir (Fogarty, 1983).

Ekzoamilazlar ise polisakkaritlerin indirgen olmayan uglarina atak yaparak amiloz

molekiiliinii son {iriin olan glikoz veya maltozu meydana getirmek iizere hidrolize ederler (Sekil
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4.1). Son iiriin glikoz ise, enzim glukoamilaz olarak, son iiriin maltoz ise enzim B-amilaz olarak
adlandirilmaktadir (Lehniger ,1987).

Bugiin amilazlar nigastaya etki mekanizmalan ve olusturduklan irinlere bagh olarak a-,
B- ve amiloglukosidazlar olmak iizere ii¢ gruba aynlmuslardir. Diger yandan Milletleraras:
Biyokimya Birligi (International Union of Biochemistry) tarafindan yapilan enzim
simiflandirilmasinda tiim enzimler katalizledikleri reaksiyon tipine gére 6 smifa aynlmislar ve
amilazlar 3. sirada yer alan hidrolazlar siifina dahil edilmigslerdir (Sarikaya,1995).

Bakteriyel a-amilaz kullanimindaki artistan dolay: endiistriyel kullamimina daha uygun
karakteristiklerdeki enzim iiretimi ve daha yiiksek iiretim saglayan suglarin elde edilmesi énem
kazanmustir. Bu caligmalardan, onlan iireten mikroorganizmanin ¢esitliligi kadar alfa amilaz
karakteristiklerinin de farkli oldugu goriilmiigtiir (Tablo 4.2). Amilazlar ayrica termofilik, asidik

ve alkalin amilazlar olmak tizere 3 grup halinde incelenebilir (Ingle and Erickson,1978)

S
. preorasas o, 1-4+ 4 [- 6
) Hidrolizi

“\ o l-6 Hidrolizi iz0 amilaz/
by Amilopulluanaz

Glukoamilaz o 1- 4 Hidrolizi 5
a- glukosidaz : 5 7
Siklodektri
6 glukosiltransferaz

00 30250 0 SR 00 906

Amilomaltaz

- Amilaz

Sekil 4.1. Farkli amilazlarin nigasta molekiiliinii hidrolizi ve olusan iiriinler (Maareal, 2002).
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4.1.1. Termofilik amilazlar

Pratikte gogu bakteriyel a-amilazlar nispeten yitksek sicaklikta (80 - 90°C)
kullamlmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, gesitli mikroorganizmalardan alternatif
enzimlerin izolasyonu ve bu enzimlerin termofilik 6zelliklerin  geligtirilmesiyle
ilgilenilmektedir. Ayrica Bacillus tiiri amilazlarin, 1siya kargt dayamkli oldugu bilinmektedir.
Bu termostabil o6zelligin, kofaktorden kaynaklandigi belirtilmigtir. Bu mikroorganizmalar ve
enzimlerini karakteristikleri Tablo 4.1°de 6zetlenmistir (Schaiffer, 1969).

Termofilik mikroorganizmalarm termofilik enzimler diretecegi muhtemel goriinmesine
ragmen, ckstraseliller a-amilaz ile mikroorganizmanin termofilik 6zelligi arasinda zorunlu bir
iligki yoktur. Ormnegin Thermonopora curvata’dan iiretilen enzim optimum 65 °C’de, B.
acidocaldarius elde edilen enzim 60 - 63 °C’de optimum olmasina ragmen genellikle termofil
olmadig diistiniilen Bacillus licheniformis’den iretilen a-amilaz 76 °C’de optimum olmaktadir.
Belli bir trend olmasina ragmen organizmalardan elde edilen ekstraseliiler enzimlerin yapisi

hakkinda genel bir sonug ¢ikarmak igin bir ¢ok kisitlamalar vardir.

Tablo 4.1 «-Amilaz kaynaklar ve aktivite igin optinmum degerleri (Ingle and Erickson, 1978).

Sus Optimum Optimum sicaklik (°C) Tip
pH
Asidik a-Amilazlar
B. acidocaldarius 104-1A 4.5 60-63 Endo-amilaz
B.acidocaldarius Agnano 101 | 3.5 75 Endo-amilaz
Clostridium acetobutylicum 4.0 50 Tammlanmanusg
Termostabil a-Amilazlar
Thermomonospora curvata 5.5-6.0 65 Maltotetroz ve maltopentoz
kangik formunu iiretir.
Thermophile V-2 6.0-7.2 70 °C’de optimum 80 Agik degil fakat baslangicta
°C’de 2 saat kararh. glikoz ve maltoz iiretmiyor
70 °C’de optimum o-Amilazl-IIfarkli optimum
B. stearothermopilus 5.0-6.0 aktivite, enzim sicakliklar
izolasyonu ve bityiime
sicakligina 6gre degisir.
76 °C’de optimum [Ik reaksiyon iiriinlerinde
B licheniformis 5.0-8.0 aktivite, 90 °C’de yiiksek molekiillii
maksimum aktivitenin oligosakkaritlerin baskinhg1
yarist
Alkalin c~-Amilazlar
Bacillus alkolophilus 9.2 51 Endo amilaz
Bacillus No.A-40-2 10.5 50-55 EDTA dan etkilenmez
Pseudomonas stutzeri 8.0 40 °C iizerinde inaktive Sakkarifikasyon, EDTA
dan etkilenmez
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4.1.2. Alkalin amilazlar

Yiksek pH’da aktivite gosteren enzimlerin aragtinlmasi deterjanlarda enzimlerin
kullanilmas: ile baglamuistir. Sonradan gok sayida patentler ve yaymnlar goriilmiigtiir. Robyt ve
Ackerman (1971) Psuedomonas stutzeri’den elde edilen amilazin optimum pH’s1 8 olarak
tammlamigtir. Baz1 Bacillus tirlerinin 10 veya daha yiiksek pH’larda optimum olan alakalin
amilazlar trettigi belirtilmistir (Kenkyusho, 1970).

Boyer ve Ingle (1972) optimum pH degeri 9.2 ve optimum sicakligi 50 °C olan amilazi
B. alkalopfilic’den elde edilmigtir. Enzim bir endo amilazdir ve selatlagtinict maddelere karsi
duyarli degildir. Selatlayict maddelere duyarli olmamas: tripolifosfat igeren deterjanlarda
kullanimu igin temel avantaji olarak diigiiniliir.

Yamamoto vd. (1972) alkolofik bakterilerde bulunabilen a-amilazin ¢ok genig bir
araliga sahip oldugunu gosterdi. Izole edilen 300 sus arasmdan 8 sus segildi. Optimum amilaz
aktivitesi i¢in pH degerinin 4 - 11 araliginda degistigini gosterdi.

Termofilik mikroorganizmalar ve enzimlerden farkli olarak alkalofilik bakterilerin tiimii

alkalofilik ekstraseliiler enzimler iiretir.

4.1.3. Asidik amilazlar

pH 4-5 civarinda yiiksek aktivite veren amilazlar, asidofilik amilazlardir. Endiistriyel
proseslerin bazilari pH 4-5 araliginda dekstroz iretimi ile ilgilendiginden dolayi, asidofilik
swvilagtiric1 amilazla bir avantaj saglanabilir. Enzimlerin bu tirleri hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmasma ragmen, bunlarin varli§i nisasta proseslerinde potansiyel bir gelisme olarak
goriilmektedir. B. acidocadarius ile kati ortamda nisasta hidrolizinin gézlemleri alfa amilaz
karakterleri iizerine ¢aligmalara yol agmigtir. Bu enzim katt kiiltiirden izole edilip karakterize
edilmigtir (Ingle and Erickson, 1978).

4.2. Amilazlarin Endiistriyel Kullanimlari

a-Amilaz enzimi ticari olarak kullamlan ilk enzimdir. 1905 yilinda Japonya’da tekstil
endiistrisinde hagil alma islemi i¢in 4. oryzae kiiltiiriinden o-amilaz enzimi iiretilmistir. 1908 ve
1915°de Boiden ve Effornt hagil alma amaciyla bakteriyel amilaz iiretim metodu ile ilgili bir
patent almuglardir. 1939 yilinda B. subtilis sp.’den a-amilazin endiistriyel iiretimine ilk kez
Japonya’da baglanmistir. Daha sonraki yillarda a-amilaz enzimi nigasta igleme endiistrisinde,
nigasta sivilagtirma ajam olarak kullanlmugtir. 1959°da ise a-amilaz ve amiloglukosidaz
kullanilarak nigastadan toz ve kristal dekstroz’un endiistriyel iretimine baglanmistir (Bernfeld,
1951, Sarikaya, 1995).
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Tekstil endiistrisinde dokuma sirasinda ipliklerin saglam ve diizgiin olup kopmamasi
i¢in iplikler nigasta i¢eren bir ¢ozelti ile muamele edilmektedir. Bu isleme hasitlama adi verilir.
Kumag dokunduktan sonra, kumastaki fazla nigsastamin uzaklagtirilmas: gerekir. Bu isleme de
hagil alma adi verilmektedir. Hagil alma ajam olarak da yaygin olarak o-amilaz enzimi
kullanilmaktadir.

Gida endiistrisinde ise nigastanin a-amilaz enzimi tarafindan hidrolizi ile agiga ¢ikan
urinler yaygin olarak kullanimaktadir. Bu iiriinlerden dekstrin, nisastanin glikoza kadar
hidrolize olmadan 6nce olusan kisa molekiillii ilk tiriindiir. Dekstrinler ¢oziiniirligii yiiksek ve
dayamkli bir driin olup, yogun surup kivaminda bir maddedir ve bu maddeler gidalarda
viskozite arttirict yani, koyulastirict dolgu maddesi olarak kullamlmaktadir. Nigasta dekstrinlere
kadar pargalandiktan sonra glukoamilazin ortama ilavesi ile glikoza kadar ayrigmaktadir. Agiga
¢ikan glikoz ya surup halinde, ya da kristal toz seklinde elde edilmektedir. Glikoz surubuna
glikozizomeraz enzimi katilarak yiksek fruktozlu gurup dretimi saglanmaktadir. Bu iiriin
yiksek bir tathiliga sahip olup, mesrubat frctiminde, siit iriinlerinde, ¢kmekgilik iiriinlerinde,
konservecilikte, pasta ve sekerleme yapiminda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Nisastamin maltoza tam hidrolizi, nigastanin 6ncelikle a-amilaz tarafindan sivilagtirilip,
daha sonra da ortama izoamilaz ve pullulanaz enzimlerinin ilavesi ile saglanmaktadir. Agiga
gikan yiksek safliktaki maltoz regel, sekerleme, ekmek ve bira tretiminde kullanildign gibi,
gidalarda tatlandiric1 ve kaliteyi arttirict olarak da kullaniimaktadir. Nigasta hidrolizi sirasinda
van uriin olarak agiga ¢tkan maltotetroz da nem tutucu 6zelliginden dolayr gida endistrisinde
kullamlmaktadir. Bira iretimi sirasinda arpadaki nigastamin pargalanmasi igin de a-amilaz
enzimi kullamlmakta ve bu sirada fermente edilebilir sekerler agiga ¢ikmaktadir (Wiseman 1987).

a-amilaz enzimi alkol uretiminde de kullamilmaktadir. Alkol iretiminde hammadde
olarak kullanilan nigastali materyaller a-amilaz ve amiloglukosidaz enzimleri ile muamele
edilmektedir. Nisasta yeterince pargalandiktan sonra ortama maya asilanarak fermantasyon
islemine gegilmektedir. Finncilikta, hamurun yapisim iyilestirmesinden ve ckmegin
bayatlamasin1 geciktirmesinden ve raf émriinii uzatmasmdan (2-3 gin) dolay1 yaygin olarak
kullaniimaktadir.

a~Amilazlar meyve suyu endiistrisinde de uygulama alam bulmakta, ¢zellikle elma ve
armut sularmin berraklastinlmasinda kullanilmaktadir. Meyvelerin nisasta igerigi meyve
suyunda bulanikliga yol agmaktadir. Bu sorun ortama a-amilaz ilavesiyle ¢6ziilmektedir.

o-Amilazin giderek artan bir kullamm alam da ¢amasir ve bulagik deterjanlandir.
Tiiketiciler arasindaki modern egilim bulagik ve ¢amagir makinelerini daha digiik sicakliklarda
kullanmaktir. Bu diigitk sicakliklarda elbisclerden ve bulagiklardan nigastayr uzaklagtirmak

problem olmaktadir. a-amilaz iceren deterjanlar uygun sicaklik ve pH da bu problemi ¢6zmeye
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yardime1 olmaktadir. Hayvan yemlerinde sindirimi kolaylagtirmak amaciyla da a-amilaz enzimi
kullanim alam bulmaktadir (Maarel 2002).

Giiniimiize kadar gerek iilkemizde ve gerekse diinyada enzimler konusunda ve 6zellikle
amilaz enzimi konusunda uretimi, uygulanmasi ve niteliklerinin belirlenmesi konusunda pek
¢ok aragtirma yapilmugtir. Giderek artan kullanim alanlan sayesinde enzim iiretiminin yaklagik
% 30°nu amilazlar olugturmaktadir (Maarel 2002). Tablo.4.2.’tc Amilazlann uygulama alanlar

goriilmektedir.

Tablo 4.2. Amilazlarin uygulama alanlar (Atlas 1994).

Kullamlan Kaynak Uygulamasi
endiistri
Bacillus | Apegillus

Alkol + + Sakkarifikasyon i¢in malt ilavesinden 6nce nigastanin
swvilagtinlmast igin

Pigirme maddesi + Fermente edilebilir karbonhidratiarin oramimin artinilmasi

Icki + Arpanin hazirlanmasi, sivilastirict ilavesi

Icki + Hububatlarin fermentesini kolaylastirmak, bira
Szelliklerinin modifikasyonu

Yem + Yemlerde arpamin enzimatik olarak iglenmesinin
gelistirilmesi

Deterjan + Yikamada temizleme giiciiniin artinilmasi

Kagt + Kagidin yazma kalitesini artirmak i¢in seker
iiretmeksizin nigastanin sivilagtinlmasi

Tekstil + Yiiksek sicaklikiarda siirekli hagillama

Seker + Glikoz, fruktoz ve maltoz iiretiminde 6zsuda bulunan
nisastay: parcalayarak filtrasyonu geligtirmek

4.3. a-Amilaz Uretimi ile {lgili Yapilan Bilimsel Cahsmalar

Bir g¢ok bakteri uretildikleri ortamdaki besin maddelerinden faydalanmak igin
ekstrasellitler enzim salgilarlar. Cogunu hidrolaz ve proteazlarin olusturdugu bu enzimler besi
yerinde bulunan substrati bakterinin kullanacag: forma katalizlerler (Tolan, 1997). Hemen hemen
tiim Bacillus tiiriic mikroorganizmalarin a-amilaz iirettigi ve bu tiir mikroorganizmalarm enzim
endiistrisinde 6nemli bir potansiyele sahip oldugu bilinmektedir (Santos, 2003, Andersson vd.,
1988). Endiistride, genis kullamm alani bulan 10°dan fazla mikrobiyal enzimin Bacillus tirleri
ve alt tiirleri tarafindan sentezlendigi gorillmektedir. Ayrica bu bakteri tiirlerinin
kemoorganotrof olmasi, kiiltiire alinabilmesi ve yapilarmnda heterojenlik olmamasi nedeniyle
ilgili endiistrilerde tercih edilmektedir. Yapilan bir ¢ok aragtirmada Bacillus tirlerinin diger
bakteriyel kaynaklara gore daha fazla o-amilaz sentezledigi saptanmugtir (Priest, 1977, Ulger,
1997).
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Enzim irctiminde artis mikroorganizma gelisme sartlar1 ve ortam bilegiminin iyi
segilmesi ile elde edilebilir (Souza vd. 1996). Karbon kaynag1 a-amilaz {iretiminde énemli bir
ctkiye sahiptir ve en yaygin kullamlan ise enziminde substrati da olan nisastadir. Baz1 karbon
kaynaklartyla a-amilaz {retimi ile hiicre bityiimesi arasinda ters bir iligki oldugu yapilan gogu
arastirmada belirtilmektedir. Ozellikle maltoz, nisasta ve sitrat bu iliskiyi dogrulamamaktadir.
Bu substratlarin a-amilaz olusumunu stimulete ettigi ifade edilmektedir (Bajpai, 1989).

o-amilaz sentezi nisasta yada digik molekil agirlikhi oligosakkaritler varliginda
uyarildi1 bir ¢ok caligmada belirtilmektedir. Nisasta, biiyiik bir molekil oldugundan hiicre
igerisine girmesi oldukga giigtir. Bu maddenin nasil uyarici olabilecegi konusunda birkag
varsayim ileri siiriilmiistiir. Bunlardan biri bu molekiil igin hiicre yiizeyinde 6zgil reseptérlerin
bulundugu olmakla beraber, bu varsayimu destekleyen herhangi bir bulgu mevcut degildir.
Ikincisi, bu molekilin organizma tarafindan yavas olarak hiicre igine alinarak metabolize
edilmesidir ancak, bu da kamitlanamamustir. Ugiinciisii ise, nisastamn hidroliz {irimlerinin enzim
biyosentezinden sorumlu olacagidir. Ugiincii varsayimi destekleyen birkag ¢aligma mevcuttur.
Bu calismalarda substratin pargalanma uriinleri olan maltotrioz, maltotetroz, maltopentoz,
maltoheptoz ve maltohegzoz gibi maltooligosakkaritlerin hem B. stearothermopilus hem de B.
licheniformis a-amilazinin sentezlenmesini indiikledikleri saptanmugtir. Buna karsin, B.
amyloliquefaciens’in a-1,4 bagh oligosakkaritler yoklugunda da enzim sentezledigi rapor
edilmistir (Sarikaya, 1995).

Glikoz ve fruktoz gibi kolay metabolize olan substratlarin Bacillus  tiirii
mikroorganizmalarin  karbonhidratlann  pargalayan enzimlerin  sentezinde, katabolitik
represyonun neden oldugu ifade edilmektedir (Lin, 1998). Benzer sekilde Kelly vd. (1997)
Bacillus flavothermus kullanarak o-amilaz iiretimini inceledigi ¢aligmada, sakaroz, glikoz ve
fruktoz gibi karbon kaynaklart kullanildiginda iyi bir hiicre gelisimiyle birlikte a-amilaz
uretiminde azalma goruldigini belirtmektedir. Mei vd. (1997) tarafindan yapilan Bacillus
amyloliquefaciens ile a-amilaz tiretimi iizerine karbon kaynaklarim inceledigi ¢alismada ise o~
amilaz salgilanmas: iizerine maltozun herhangi bir indiiksiyon etkisinin olmadigini, glikozun ise
bir ¢ok fermantasyon sisteminde oldugu gibi katabolit represyon etkisi gosterdigini ifade
etmigtir.

Syu ve Chen (1997) B. amyloliquefaciens ile a-amilaz iuretimine farkli karbon
kaynaklarinin (glikoz, maltoz, ksiloz ve nisasta) etkilerini aragtirmig ve en yiiksek spesifik
biyiime hiz1 ve hiicre yogunlugu glikoz kullanilan ortamda elde edildigini fakat en yiiksek
enzim aktivitesinin ve spesifik enzim aktivitesinin nisasta ile elde edildigini belirtmigtir.
Yine ayni mikroorganizma tiirii ile Yoo vd. yaptig1 ¢aligmada, karbon kaynagi olarak

maltoz kullanildig1 durumda enzim iiretiminde bir artig gézlenirken, glikoz kullaniminin
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enzim iretimini bir ¢ok fermantasyon prosesinde oldugu gibi bastirdigini tespit
etmiglerdir (Yoo vd., 1988).

Yapilan bir ¢ok ¢aligmada a-amilaz iretimi igin yeast ekstraktin 6nemli bir parametre
oldugu belirtilmistir. Yeast ekstrakt konsantrasyonunun enzim iretiminde ¢ok onemli bir
parametre oldugu belirtilmektedir. B. amyloliquefaciens ile 2-10 g/l konsantrasyonlarinda
yapilan bir seri deney sonucunda, 2 ile 5 g/l yeast ekstrakt konsantrasyonlan arasinda a-amilaz
iiretiminin arttif1, daha yiiksek yeast ekstrakt konsantrasyonlaninda ise hizli bir diigiigiin
meydana geldigi belirlenmigtir. Daha yilksck yeast ckstrakt konsantrasyonlarinda yapilan
caligmalarda stk1 bir pH kontroliiniin yapiimas: gerektigi belirtilmigtir. Digiik pH degerlerinin
enzim tretimini bastirdig: belirtilmektedir (Alam vd. 1989, Santos, 2003).

B licheniformis kullanilarak farkli azot kaynaklarinin etkinsinin incelendigi ¢aligmada
maksimum enzim dretimi igin en iyi azot kaynag olarak pepton ve bunu takiben et ekstrakt ve
yeast ckstrakt bulunmugtur. %l pepton konsantrasyonunun maksimum a-amilaz {iretimi
sagladig ifade edilmigtir (Bajpai,1989).

B. subtilis ile o-amilaz iiretimine ortam bilesenlerinin etkisini inceledigi ¢aligmasinda,
yeast ckstraktin ve peptonun eklendigi deneylerde lag fazimin kisaldign ve hem hiicre
konsantrasyonunun hem de enzim iiretiminin arttigin1 belirtilmistir (Teodoro, 2000).

Bakteriyel o-amilaz, farkli fermantasyon teknikleri ve farkli substratlar kullanilarak
tiretilebilmektedir. Cogu ticari enzim iiretim prosesi igin maliyeti artiran etmenlerden en
onemlisi karbon kaynagidir. Toplam ortam maliyetinin 6nemli bir kismum bu substratlar
olusturdugundan wucuz substratlarm aragtinlmasi gereklidir (Rehm,1987). Endiistriyel
biyoteknolojinin gelismesiyle seker kamug1 kiispesi, bugday kepegi, soya kiispesi gibi tarimsal
ve endistriyel atiklarin katt hal fermantasyonunda ucuz substratlar olarak kullaniminin
arastirilmasi giderek yayginlagmaktadir( Pandey 2000, Baysal 2003, Abate, 1999). Basit bir teknik
olmasi, yatinm maliyetlerinin ucuz olmasi, daha disiik katabolit represyon ve daha iyi iiriin
kazanimu gibi bir ¢ok avantaji bulunan kati hal fermantasyonun (KHF) da genellikle mantarlarin
kullanildigt  bilinmektedir. Ancak dogada bagarili bir sekilde bakterilerin kat1 hal
fermantasyonuyla gelistigi bilinmektedir. Bu konuda son zamanlarda sagladigi avantajlardan
dolay1 yogun aragtirmalar yapilmaktadir (Baysal,2003).

Baysal vd. (2003) bugday kepegi, piring kabugu, yeast ekstrakt, beef ekstrakt kullanarak
B. subtilis ile a-amilaz {irctimi inceledigi aragtirmasmda, maksimum enzim iiretimini % 30 nem
igeren, fosfat tamponuyla pH’s1 7°ye ayarlanan ortamda elde etmistir. Tanecik boyutunun ve
ckim konsantrasyonunu inceledigi galigmasinda bugday kepegi kullamilan ortamlarda enzim

tiretiminin piring kabugu kullamilan ortama gore 7.3 kat daha yiiksek oldugunu belirmistir.
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Berovic ve Ostroversnik (1997), elma posas: kullanarak kati hal fermantasyonu ile
pektinolitik enzimlerin tiretimini 4. niger kullanarak mcelemigtir. Soya unu, bugday kepegi ve
basit baz1 tuzlarn ilave edildigi dogal ortamda, daldirmali fermantasyondan daha yiiksek enzim
dretimi saglandig belirtilmistir.

KHF lignoseliilozik maddelerin protein igeriklerinin artinlmasi amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir. Basit bir teknoloji olmasi, doniistiirilen substrat bagina diigiik reaktor hacmi
gerektirmesi ve dogrudan besin  maddesine uygulanabilmesinden dolay1 bu konu
aragtirmacilarn ilgisini ¢ekmektedir (Robinson,2003). Emtiazi ve Nahvi (2000) bugday kepegi
kullamlan dogal ortamda Cellumonas sp. ile bazt enzimlerin iiretimi arastrmugtir. Bugday
kepegi kullanmlan KHF ile selilaz, ksilanaz, a-amilaz ve mangan peroksidaz enzimlerinin
tiretilebildigini belirtmigtir. Elde edilen a-amilaz, mangan peroksidazin termostabil 6zelliklere
sahip oldugunu belirttii caliymasinda iiretilen enzimlerin tavuk yemlerine katilmasiyla yumurta
uretiminin %10 arttirildigin belirtmigtir.

Krishna ve Chandrasekaran (1996) B. subtilis (CBTK 106) ile substrat olarak muz
atiklarmm  kullanildigt a-amilaz dretimini katt hal fermantasyonu ile aragtirmiglardir,
Maksimum enzim iiretimini % 70 nem igeren , 400 pm tanecik biyiikligiine sahip, baglangig
pH’sinin 7.0° ayarlandigy 35 °C’de yiiritillen fermantasyon ortamina, % 1 amonyum siilfat ve
sodyum nitrat , % 0.5 beef ckstrakt ve pepton, %0.1 glikoz, sakaroz, maltoz ve nigasta, %1
potasyum kloriir ve sodyum kloriir katilan ortamda 24 saat fermantasyon sonunda ulagmugtir.
Muz atiklarmin kullanildig1 ortamda, bugday kepegi kullanilan ortama gore enzim verimini 2.65
kat arttigini belirmiglerdir. Sirekli birikkme sonucunda gevresel problemlere neden olan bu gibi
atiklarin ekonomik ve emniyetli bir sekilde degerlendirilebilecegini belirten Krishna, muz
atiklann kullanilarak kati hal fermantasyonuyla biyilk 6lgekte endiistriyel — enzimlerin
tiretilebilecegini belirtmigtir. Yine aym aragtirmacit 1996’da Aeromonas Caviae ile muz
atiklar1 kullanarak a—amilaz iretimini incelemis ve muz atiklarmin miitkemmel bir substrat
oldugunu belirtmigtir.

Ramachandra vd. (2003) hindistancevizi yag kekini (HYK) kullanarak 4. oryzae ile a-
amilaz iretimini inceledigi ¢aligmasinda, HYK’nin % 68 nem igeren ortamda
mikrooganizmanin geligmesi ve enzim iiretimi i¢in uygun oldugunu belirtmistir. Glikozun ve
nigastanin enzim dretimini artirirken, maltozun inhibisyona neden oldugunu ifade ettigi
galigmasinda, maksimum enzim dretimine denenen azot kaynaklarindan peptonun % 1
konsantrasyonunda ulagmistir. Enzim iiretiminin hiicre gelisimiyle birlikte gergeklestigini ve
biomasin pik verdigi noktada aktivitenin de maksimum oldugu belirmistir.

Sodhi vd. (2005) substrat olarak bugday kepegi kullanarak B. subtilis ile a-amilaz

dretimini incelenmiglerdir. Bugday kepegiyle birlikte gliserin (% 1 w/w), soya fasulyesi (% 1
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w/w), L-prolin (% 0.1), B vitamin kompleksi (% 0.01), Tween-40, MgS0,.7H,0 ile musluk
suyu bulunan ortamda maksimum enzim iretiminin elde edildigi belirtilmigtir. Elde edilen
enzimin etanol iiretimi igin nigasta hidrolizinde amiloglikoksidaz ile birlikte eszamanli olarak
etkin bir sekilde kullanilabilecegini ifade etmiglerdir.

Bajpai vd. (1992) ve Omidiji vd. (1997) a-amilaz uretimi igin soya fasulyesi,
misir islatma surubu ve peynir alti suyu kullanarak basit ve ucuz ortamlar gelistirmis ve
endiistriyel o -amilaz tiretimi igin bu ortamlarin kullanilabilecegini belirtilmigtir.

Helow vd. (1996) farkli niitriyentleri igeren iig¢ degigik ortamdan a-amilaz iiretimini
kargilagtirmiglardir. Segilen ortamda ayrt ayn kismen yer degistirilen farkli substratlarla
(pancar kiispesi, misir kogani, piring kabugu, bugday kepegi ve saman) farkli ortamlar ¢lde
etmistir. Yaptig1 c¢aligmada maksimum o-amilaz iretiminin bugday kepegi ve misir
kogamiyla gergeklestigini belirtmigtir.

Kelly vd. (1997) daba yiksek a-amilaz aktivitesine ulagmak igin iki asamali
proseslerle a-amilazin iiretimini tamimlamiglardir, oksijen transfer sartlan ve ozellikle
¢oziinmils oksijen miktari a-amilaz iiretimi i¢in en énemli faktorler olarak rapor edilmistir.
Yiiksek havalandirma hizlari iyi bir enzim verimi igin énemli oldugu bulunmustur. Babu ve
Satranayana (1995) havalandirmali reaktorlerle maksimum o-amilaz verimine ulagildigim
belirtmiglerdir.

Bajpai vd. (1992) B. amyloliquefaciens ile o-amilaz uretimine oksijen transfer
kosullarin: incelemisler ve yiiksek havalandirma hizi ( % 2 vvm) kullanilarak optimize edilmis
ortamda ¢ok yiiksek a-amilaz verimine ulagilabilecegini ifade etmiglerdir. Benzer gekilde ayni
mikroorganizma ile oksijen transfer sartlarinin enzim iretimine etkisini inceleyen Milner vd.
(1996) yitksek havalandirma hzimn enzim iretimini artirdifi, ancak deneylerinde képiik
problemi ¢iktigini belirtmiglerdir. Antifoam konsantrasyonun artirilmasimn ise ¢oziinmiis
oksijen konsantrasyonunu azaltigmi belirttii ¢aligmasinda bu problemden dolayt enzim
dretiminin daha fazla artinlamadigin ifade etmigtir.

Literatiirde faklt mikroorganizma ve karbon kaynagi kullanilarak a-amilaz iiretiminin
degisimi ve elde edilen enzimin ozellikleri hakkinda yapilan ¢alismalarm bir kismu Tablo
4.3.’de verilmigtir.

Bu ¢aligmada iiretim maliyetinin digiiriilmesi amaciyla literatiirde galigilmamig dogal

substratlar kullanilarak a-amilaz iiretimi incelenmesi amaglanmigtir.
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Tablo 4.3. Farkli tiirden mikroorganizma kullanarak degisik C ve N kaynaklanyla o-amilaz iiretimi

tizerine yapilan ¢aligmalar.

Mikro. Tiirii | Kullamilan C kaynag Kullanilan N kaynagi | Referans
Bacitlus Nigasta, dekstrin, glikojen, (NH4)HPO,, NH,H,PO, | Srivastava,
stearothermop | sellobioz, Maltoheksoz , 1986
hilus Laktoz
Clostridium | Nisasta, maltoz, dekstrin, Tripton, meat ekstrakt, | Mclasnimie
thermohydros | pulluan yeast ekstrakt N.1987
ulfuricum
Bacillus Bugday kepegi, hardal yag: (NH,),HPO, Babu and
cogulans B49 | keki, tapyoka, musir kepegi Satyanarayana
,1995

Bacillus Nisasta(goziinebilen), p- Misir 1slatma surubu, Hamilton.,vd.
spIMD 435 | siklodextrin, maltoz, glikoz, Yeateks, Yeast ekstrakt, | 1999

fruktoz, Laktoz Baktopepton, soya

fasulyesi

Bacillus sp. Glikoz, Sakaroz, Maltoz, Tripton, Pepton, Yeast | Jin., vd .2000
JE. Rafinoz, Piring, Soya fasulyesi, | ckstract, Beef ekstrakt,

bugday, Misir, Dary, Siipiirge | Ure, (NH3),S0;4

daris1
Clostridium Patates unu, bugday unu, misir | NH,C1 Ramesh ,2001
thermohydros | unu, arpa unu, tapyoka
ulfiuricum unu,¢oziinebilir nigasta
Bacillus Bugday kepegi, Aycekirdegi Niitriyent broth, Hagq, 2003
Licheniformis | atiklan, Pamuk ¢ekirdegi
GCBU-8 atiklan, soya fasulyesi atiklar,

piring kabuklan ve kepegi
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5. MATERYAL VE METOTLAR

5.1. Mikroorganizmalar

Deneylerde Firat Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji boliimiinden temin
edilen Bacillus subtilis IMG22 ve NRRL Kkiiltiir kolleksiyonundan temin edilen Bacillus
amyloliquefaciens NRRL B-645 kullanilmugtar.

5.2. Bakteri iiretim besiyerleri ve kosullar

o-Amilaz uretiminde kullanilan bakterilerin saklanmasi, gelistirilmesi ve enzim iiretim
kapasitelerinin saptanmast amaciyla kullamlan farkli besiyerleri Tablo 5.1.°de verilmigtir. Stok
kiiltiirler Tablo 5.1.°de verilen kiltiir saklama besiyerine ekilerek inkiibasyon sonrasinda
buzdolabinda (+ 4°C) mubafaza edilmigtir. Kaltiirler 30 giinde bir yenilenmigtir. Enzim
tretiminde kullanilan bakteriler iki agamada ekilmistir, ilk olarak kiiltiir saklama ortamindan
bakteri gelistirme ortamina ve daha sonra bakteri geligme ortamindan alinan mikroorganizmalar
enzim iretim ortamina ekilmigtir. Boylece farkli besiyerlerinden dolayr olusacak bakteri

kiltiirleri arasindaki farklilagmayr minimize etmek amaglanmgtir.

Table 5.1. Deneylerde kullanilan bakterilerin saklanmasinda, gelistirilmesinde ve enzim
iiretiminde kullanilan besiyerleri.

Kiiltiir saklama | Bacilius subtillus, (g/1) | B.Amyloliquefaciens
besiyeri (g/1) (Anderson vd.,1985) (g/1) (8hu,1997)
(Yildiz,1993) Bakteri Enzim |Bakteri Enzim
gelisim iretim | geligim iretim
besiyeri | besiyeri | besiyeri besiyeri
Glikoz 4.0 10.0 10.0
Nisgasta 10.0 10.0
Gliserin Y% 15viv | % 15viv
Bakto Pepton 5.0 5.0 1 1
Yeast ekstrakt 0.5 2.0 2.0 1 1
MgS0.,.7TH,0O 0.5 0.5 0.5 0.5
NaCl 2.0 1.5 15
CaCl,.2H,0 0.1 0.1 0.1 0.1
KH,PO, 0.5 0.5 1 1
Et peptonu 8.0
Kazein peptonu 2.0
Agar-agar 18.0
MnSQO,.7H,O 0.01 0.01
FeSO, 7TH,O 0.01 0.01
(NH4),80, 5 5
Basglangig pH’s1 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0
Karigtirma hizi (rpm) 150 150 150 150
Ferm. ortam sic. (°C) 37 37 37 37
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Hazirlanan besiyerlerinden 50 ml alinarak 250 ml’lik erlenlere konulmustur. Baglangig
pH'lar1 1 N HCI ve 1 N NaOH kullanarak ayarlanmigtir. Erlenlerin agzi pamuk ve sargt
bezinden yapilmig bir tipa, tipanin iizeri de aliiminyum folyo ile kaplanmigtir. Bu sekilde
hazirlanan besiyeri 121 °C’de ve 1.2 bar basingta 20 dakika siire ile otoklavda (Prior Clave 129)
sterillenmistir. Sterillenen besi yerleri laminer flow’da ortam sicaklifina sogutulmugtur. Egik
slantlarda bulunan bakteri kiiltiirleri steril bir 6ze yardimiyla 50 ml bakteri gelisme ortamm
igeren 250 mI'lik erlenlere agilanmusgtir. Erlenler 37 °C°de 150 devir/dak. ¢alkalama hizina sahip
rotasyonel inkiibatorde (Selecta Rotabit) 18 saat siire ile gelistirilmistir. Sterillenmis enzim
tiretim besiyeri igeren erlenlere 0.5 ml bakteri geligme ortamindan agilanmgtir. Bakteri ¢esidine
ve dretim ortamina gore farkl siirelerde inkiibe edilmigtir (Sckil 5.1).

5.3. Dogal Substrat i¢eren Fermantasyon Ortam:

Bu ¢aligmada, Elazi§ Seker Fabrikasindan temin edilen seker pancan kiispesi ve melas,
Karadeniz Birlik Yag Fabrikasindan temin edilen aygekirdegi kiispesi, Cargill Isletmesinden
temin edilen musir proteini ve misir kepegi, Kekliktepe Un Fabrikasindan temin edilen bugday
kepegi ve kegi boynuzu dogal substrat olarak kullamlmugtir. Kullanilan dogal substratlarin baz
ozellikleri Ek.1’de verilmigtir. Tim dogal substratlar 70 °C de 24 saat siireyle etiivde
kurutulmus ve kapal kaplarda mubafaza edilmistir. Enzim dretim ortaminda mineral igerigi
Tablo 5.2°de verilen musluk suyu kullamilmigtir. 250 ml’lik erlenlere 50 ml enzim iiretim ortami
konulmus, sterilizasyondan sonra 0.5 ml bakteri geligme ortamindan agilanmig ve inkiibasyona
tabi tutulmustur.

5.4. Yapilan Analizler
5.4.1. Enzim Aktivitesin Ol¢iilmesi

Bakteri kiiltiirlerinde a-amilaz aktiviteleri, hiicrelerin 7000 rpm’de 15 dakika santrifiij
yardimiyla (Hettich Eba21) ortamdan aynlmasindan sonra kiiltiir sivisi kullanilarak yapilds.
Deneylerde aktivite tayini igin Pfueller ve Elliotun (1969) dekstrinojenik yéntemi kullanildi. a-
amilaz aktivitesinin tayini dekstrinojenik yontem ile iyot’un nisastayla verdigi renk esasma
dayanilarak olgiildii. Bu yontemde nisasta pargalandikga iyotla verdigi (mavi) renk acilmaktadir.
Nisasta a-amilaz tarafindan adim adim pargalandiginda, kisa zincirli dekstrinler tretilir ve renk
mavi-mor-kirmizi-turuncu yolundan sariya doniigiir. Iyot metodu kolayligi ve iyi sonug

vermesinden dolayi aktivite 6lgiimiinde kullanilmugtir.
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Tablo 5.2. Dogal substratlarla yapilan deneylerde kullamlan musluk suyunun mineral igerigi

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

Kat1 agarda muhafaza edilen
mikroorganizma

~ Mikroorganizma 6n ekim ortami
(37°C, 150 rpm, 18 saat)

Sekil 5.1. Deneylerin yapiliginda takip edilen sira

Aktivite 6lgimlerinde, % 3 lik 2.3 ml ¢oziiniir nigasta, 1 ml 0.1 M CaCl,, 250 ml 0.1 M
potasyum fosfat tamponuna (0.025 M NaCl igeren, pH=6.2) 200 ml distile su eklenerck elde
edilen substrat ¢ozeltisi kullamilmgtir. Aktivite olgiimlerinde, bir kontrol ve igii de numune
olmak iizere toplam dort tiip kullanilmugtir. Tiiplere 4.5 ml substrat ¢ozeltileri eklendikten sonra

37 °C’de su banyosunda 5 dakika siireyle tutulmustur. Daha sonra numune tiplerine 0.5 ml
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enzim ilave edilmig ve 37 °C’de 30 dakika siireyle inkiibe edilmigtir. Inkiibasyon siiresi
sonrasinda hem ornek tiiplerine hem de kontrol tiiplerine 1 M 0.9 ml HCI ¢ézeltisi eklenerek
reaksiyon durdurulmugtur. Kontrol tipine 0.5 ml enzim ¢ozeltisi konduktan sonra renk
olusumunu goézlemek igin 0.1 ml iyot ayiract (% 0.3 1, %3 KI) eklenmigtir. 4 ml distile suyla
hacim tamamlandiktan sonra vortex’te karilagtirilarak absorbanslarin okunmasina gegilmigtir.
Ornekler ve kontrol tiipleri 9 ml distile su, 0.9 ml 1 N HCI ve 0.1 ml iyot ayirac1 igeren kér
numuneye karsit 620 nm’de spektrofotometre (Jenway 6105) yardimiyla Slgalmiigtiir. Kontol
tipiiniin verdigi degerden, 6rnek tiipiiniin verdigi deger ¢ikarilarak, aralarindaki fark yardimiyla
enzim aktivitesi International Unite (IU/ml) olarak hesaplanmugtir. Bir iinite enzim, 37 °C’de
yukarida tanimlanan deney kosullarinda 0.0284 optik densite (OD) azalmasma neden olan
enzim miktart olarak tammlannmustir (Sarikaya.1995). Yiiksek enzim aktivitelerinde, uygun
oranlarda fosfat tamponuyla enzim ¢o6zeltisi seyreltilmis ve sonug seyrelme faktorityle

garpimigtir,

5.4.2. Bakteri liremesinin él¢iimii

Besiyerindeki hiicre kiitlelerinin degigimi spektrofotometrik (600nm) olarak tayin
edilmigtir. Kor olarak santrifijjle hiicrelerin uzaklastirildigs kiiltiir sivis1 kullanilmigtir. Yiiksek

mikroorganizma konsantrasyonlarinda uygun oranda distile suyla seyreltmeler yapilmugtir.
5.4.3. Nisasta analizi

5 ml 0.1 N KI-I, ¢ozeltisi ve 5 ml 1 N HCl ¢ozeltisi distile suyla 100 ml ye
tamamlanmigtir. 0.1 ml hiicre icermeyen fermantasyon ortami 1 ml KI-I,-HCI igeren gozeltiye
eklenmis ve 10 ml ye distile suyla tamamlanmgtir. Hazirlanan ¢ézelti fermantasyon ortami
igermeyen kor numuneye karst maksimum absorbansin goriildiigii 600 nm’de spektrofotometre
yardumyla ol¢iilmiistiir (Syu, 1997). Hazirlanan kalibrasyon grafigi yardimiyla nigasta igerigi g/ 1
olarak tayin edilmistir. Kalibrasyon ile ilgili grafikler Ek.2’deki tabloda verilmigtir.

5.4.4. Glikoz tayini

Karbon kaynag: olarak glikoz kullanilan ortamlarda, harcanmadan ortamda kalan glikoz
miktarlarniu bulmak i¢in yine HPLC cihazi kullanilmigtir. Ortamdan alinan her bir numune
mavi-bant siizge¢ kagidindan gegirilmigtir. Siizillen numuneler 15 dk santrifiijlenmigtir. Ust
kisimdaki berrak ¢ozeltiden alinan belli hacimdeki numune, belirli oranlarda seyreltilerek, 0.25
u gozenekli sterilizasyonu saglayan membran filtreden gegirilmistir. Bu sekilde on iglemlerden
gegirilen numuneler, HPLC cihazina 20 pl miktarda enjekte edilerek igindeki glikoz miktari,
daha 6nceden hazirlanmig ¢aligma dogrusundan ( Ek.2.) faydalanarak hesaplanmigtir.
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

6.1. B. subtilis ile Bulunan Sonuglar

6.1.1. Karbon kaynaklarmin etkisi

Bacillus tiiriine ait bir ¢ok bakteri kiiltiir ortamima ¢ok sayida enzim salgilamaktadir.
Endistriyel olarak 6nemli olan amilaz ve proteaz gibi enzimleri endiistriyel boyutta iiretebilen
mikroorganizmalardan biri de bu tiire ait Bacillus subtilis’diir (Kole,1988). Bacillus subtilis ile a-
amilaz tretiminin arastirildift deneylerde Andersson ve arkadaglarinin (1985) 6nerdigi Tablo
5.1.°de verilen degerler kullanilmugtir. Bu amagla, Tablo 5.1.°de bulunan bilesenlerden biri
degistirilirken diger ortam bilegenleri sabit tutularak, degigimin uygulandig) parametrenin enzim
iiretimi tizerine olan etkisi incelenmistir. Incelen komponent konsantrasyonlarinda en yitksek
enzim tretiminin elde edildigi deger, diger bilesenlerin etkisinin incelendigi deneylerde Tablo
5.1.°de verilen deger yerine kullanilmigtir. Anlatilan islem sirasi, diger ortam bilesenleri igin
yinelenerek ortam optimizasyonu gergeklestirilmigtir.

Fermantasyon ile enzim iretimini etkileyen en 6nemli parametrelerden biri ortam
bilegenidir. Ortam bilesenleri igerisinde karbon kaynagi ortam maliyetinin yaklagik % 60-
80’nini olusturmaktadir (Rehm,1987). Karbon kaynaklarnin etkisini incelemek amaciyla farkh
konsantrasyonlarda glikoz, nisasta ve gliserin kullanilmigtir. Glikoz etkisini incelemek igin ii¢
farkli (1, 2.5, 5 g/l) baslangig¢ konsantrasyonunda deneyler yapilmis ve sonuglar Sekil 6.1.de
verilmigtir. Sekilden de gérildugi gibi nispeten yiiksek (5 g/1) glikoz konsantrasyonunda enzim
retiminin azaldi1 belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda da glikoz gibi kolay metabolize
edilebilen karbon kaynaklarmin yitksek konsantrasyonlarda kullanildign fermantasyon
deneylerinde, Bacillus tiri mikroorganizmalarin salgiladiklan ckzoenzimlerin azaldigy ifade
edilmektedir (Prudence vd..1989, Unsagarer,1988, Bulut 2001).

1 ve 2.5 g/l glikoz konsantrasyonlarinda ulagilan maksimum enzim iiretiminin birbirine
olduk¢a yakin oldugu goérilmistir. Enzim iretiminin maksimum oldugu evrelerin glikoz
konsantrasyonuyla yakindan iligkili oldugu belirlenmistir. 1 g/l glikoz kullanilan ortamda
maksimum enzim fretimi logaritmik evrenin sonlarma rastlarken (12. saat), 5 g/1 glikoz
kullanilan fermantasyon ortaminda enzim iiretiminin duragan evrenin sonlarma dogru (24. saat)

maksimum oldugu goriilmiistiir,
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Glikoz ( g/l

Inkitbasyon stiresi (saat)

Sekil 6.1. Farkli glikoz konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, glikoz konsantrasyonu, ortam pH’st ve
bakteri biiylimesinin zamanla degisimi ( ol g/l, © 2.5 g/l, A 5 g/l glikoz., siyah isaretler 2. eksene aittir).

Nisastamn bakteri iiremesi ve a-amilaz {iretimi i¢in ¢ok énemli oldugu ve belli nisasta
konsantrasyonu ile hem bakteri biiyiimesinin hem de enzim dretiminin artirilabilecegi
belirtilmektedir. Bu konsantrasyonun iizerine gikildiginda bakteri gelisimi ve enzim iiretiminin
inhibisyona ugrayacagi belirtilmektedir (Srivastana, 1987, Agiiloglu,1996).

Farkli nigasta konsantrasyonunda (5, 10 ve 15 g/l) yapilan deneyler sonucunda,
maksimum enzim aktivitesi 10 g/l nigasta igeren fermantasyon ortaminda yaklasik 15.7 TU
olarak belirlenmigtir (Sekil 6.2.). Disik nisasta konsantrasyonunda bu deger karbon kaynaginin
yeterli olmamasindan dolay:r nispeten daha digiiktiir. Yiksek nisasta konsantrasyonunda ise
olugan o-amilaz ortamda asin miktarda bulunan nigastayr pargalayarak ortamda indirgen
sekerlerin birikmesine neden olmaktadir. Seker konsantrasyonundaki bu artig enzim firetiminin

represyonu ile sonuglanmaktadir (Pimpa. 2003).
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a-~amilaz enziminin indiiklenebilen bir enzim oldugu ve genellikle nisasta ve nigastanin
hidrolizi sonucu olusan maltoz varliginda iiretiminin arttigt belirtilmektedir (Morkeberg,1995,
Srivastana, 1987). Glikoz konsantrasyonun etkisinin incelendigi deneylerde eclde edilen
maksimum enzim aktivite degeri dikkate alinirsa, enzimin substrat: da olan nigastanin karbon
kaynag1 olarak kullamilmas: enzim iirctimini 6nemli oranda degistirmemektedir. Ayrica,
glikozun kullanuldig: deney sonuglarina gére maksimum enzim aktivitesine ve duragan evreye
daha ge¢ ulasgimistir. Nisastanin zor metabolize edilebilen bir karbon kaynagi olmasi
dolayistyla bu beklenen bir sonugtur. Yitksek karbon tiketim hizlarinda amilaz inhibisyonunun
daha fazla oldugu daha 6nce yapilan ¢aligmlarda belirtmiglerdir (Winish,1965). Bu durum hem
glikoz hem de nigasta ile yapilan deneylerde gozlenmistir.

Karbon kaynag: olarak 10 g/ nigasta ile birlikte farkli oranlarda gliserin ilave edilen

fermantasyon ortaminda yapilan deney sonuglar: Sekil 6.3.°te verilmistir.

20

Nisasta (g/1)

M.O. Absorbans

[nktibasyon stiresi (saat)

Sekil 6.2. Farkh nigasta konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta konsantrasyonu, ortam pH’s1 ve
bakteri biiyiimesinin zamanla degisimi. (¢ 5 g/, 0 10 g, A 15 g/l nisasta., siyah igaretler 2. eksene
aittir)
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Aktivite (IU)

Nisasta (g/1)

M.O. Absorbans

0 10 20 30
Inkibasyon stresi (saat)

Sekil 6. 3. Farkli gliserin konsantrasyonlarinda ortam parametrelerinin zamanla degisimi. (o % 0 v/v, ¢
%S5 viv, A %10 viv , 0 %15 viv,* %20 v/v gliserin)
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Gliserinin bulunmadig1 veya % 5 (v/v) gibi digikk oranda bulundugu ortamda yapilan
deneylerde enzim uretiminin azaldigr gorillmiigtir. Bununla birlikte yiksek gliserin
konsantrasyonlarinda (%20 v/v) ise enzim iretiminin ve bakteri bityiimesinin digiik oldugu
gozlenmistir. Bu sonug, ortama ilave edilen digitk oranda gliserinin enzim iretimini artirmak
icin yeterli olmamasindan, yiiksek oranda gliserin i¢eren ortam da ise ortam viskozitesinin
artmasindan kaynaklanabilir. Disiik gliserin igeren fermantasyon ortamlarinda bakteri
bityiimesinin maksimum oldugu ve gliserin konsantrasyonunun artmasiyla hiicre biiyiimesinin
azaldig1 goriilmistir. Diigiik gliserin igeren fermantasyon ortam pH’simin ¢ok digiik olmasi
mikroorganizmanin enzim Uretiminden ziyade organik asit dretimine yoneldigini
gostermektedir. Maksimum enzim {iretimi %10 gliserin igeren fermantasyon ortaminda oldugu
belirlenmigtir. Bu fermantasyon ortaminda maksimum enzim iretimine daha kisa siirede
ulagilmistir. Karbon kaynagi olarak nisasta ve glikoza ilaveten % 15 gliserin igeren ortamlarda
maksimum enzim dretimi logaritmik evrenin sonlarna rastlarken, gliserinin %10 kullanildigt
ortamda logaritmik evrenin ortalarina gelmigtir. Gliserin konsantrasyonun artmastyla ortam
yapisinin daha viskoz olmasi sonucunda, fermantasyonun daba yavas gelistigi, pH, substrat
tilketimi ve bakteri bityiimesi grafiklerinden de gorillmektedir. Bulunan bu sonug Sarikaya’nin
1988°de yaptigr g¢alisma ile uyum igerisindedir. Kullamlan tiim karbon kaynaklarinda
maksimum enzim diretimine substrat tamamen tiikkendikten sonra ulastigi goriilmiigtiir.

Karbon kaynag olarak glikoz ve nisastamin beraber kullamildig: deney sonuglart Sekil
6.4.°de gorilmektedir. Sekilden de gorildugu gibi glikoz konsantrasyonun artmasiyla enzim
retimi bastirlmaktadir. Semets vd. 1973’te yapmus oldugu ¢alismada ortamda karbon kaynagi
olarak glikoz, maltoz ve nisastanin bulundugu durumda, bakterinin ilk olarak glikozu
kullandigim belirtmistir. Ortamda glikoz ve nisastamn bulundugu deneylerde, nisasta tiketim
hizmn olduk¢a azaldigi ve ortamda glikoz titkendikten sonra nigastanin harcanabildigi
goriilmugtir. Ancak glikoz titkendikten sonra mikroorganizmanin enzim salgiladig
gozlenmistir. Glikoz ve nigastanin tek kullamldigi ortamlara gore represif etkinin bu deneylerde
¢ok daha etkin oldugu belirlenmigtir.

Walker ve Campell (1963) bakteri geligimiyle enzim {iretimi arasinda ters bir iligkinin
var oldugunu ifade etmisse de denmenen karbon kaynaklarindan boyle bir genel sonuca
ulagilamamugtir. Nisastanin dogal bir substrat olmasi, ucuz olmasi ve dogada bol bulunmasi
dolayisiyla deneylerin kalan kisminda nisasta kullanilmustir. Yapilan deneyler sonucunda 10 g/l
nigasta ve %10 gliserin kullanilan ortamin maksimum enzim tiretimi sagladig gorillmiis ve daha

sonraki deneylerde bu bilegim kullanilmigtar.
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Aktivite (IU)
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Glikoz (g/1)
Nigasta (g/1)

M.O. Absorbans

.10 20
Inkitbasyon siiresi (saat)
Sekil 6. 4. Nisasta ve glikozun birlikte kullamldig deneylerde enzim aktivitesi, nisasta konsantrasyonu,
glikoz konsantrasyonu, pH ve bakteri bityiimesinin zamanla degigimi. (A 0 g/l glikoz +10 g/l nigasta, ¢
0.5 g/1 glikoz+10 g/l nigasta, o 1 glikoz+10 g/l nisasta, siyah isarctler 2. eksene aittir).

Karbon kaynaklarimin birlikte ve ayn kullanildigi deneylerde mikroorganizmalarin
gelisme evrelerinin de ¢nemli bir sekilde degistigi goriilmistir. Glikoz kullamlan ortamda
duragan evreye yaklagik 15-18. saatte, nigasta kullamlan ortamda yaklagik 18-21. saatte
ulagilmugtir. Nigasta ile gliserinin birlikte kullanildig1 ortamlarda ise bu evreye 21. saatten sonra
ulagildig1 goriilmistir. Priestin (1977) Bacillus tiirii mikroorganizmalan inceledigi review
makalesinde, ortam bilesenlerinin degismesi sonucu duragan evrenin 12-36 saat arasinda
degisebilecegini vurgulamigtir. Endiistriyel boyutta bu siirenin diigiiriilmesinin enzim iiretimini

artirmak kadar 6énemli oldugu disiiniilmektedir.
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6.1.2. Azot kaynaklarinin etkisi

Yapilan caligmalarda C/N oranin a-amilaz {iretiminde 6nemli oldugu bildirilmektedir.
C/N oram optimum oldugunda, a-amilaz iiretiminin maksimum degere ulastigt belirtilmektedir
(Farez,1992, Ulger,1992). Azot kaynaklarinin enzim iiretimi iizerine etkisini aragtirmak amaciyla
yeast ekstrakt, pepton ve sodyum nitrat kullanilmigtir. Organik azot kaynaklarindan peptonun
etkisinin aragtirmast amaciyla dort fakli pepton konsantrasyonunda (2.5, 5, 7.5, 10 g/l) yapilan
deney sonuglart Sekil 6.5.°de verilmistir. Farkli konsantrasyonlarda pepton kullaniimasinin
enzim uretimine 6nemli bir etkisinin olmadigi gorilmiistiir. Maksimum enzim iretimi (18.89
IU) ve bakteri tremesi 5 g/l pepton kullanilan deneylerde elde edilmigtir. Yiksek
konsantrasyonlarda pepton kullanilan dencylerde enzim iretiminde nispeten bir azalma

gozlenmektedir.

Enzim tretimine yeast ckstraktin etkisini aragtirmak igin dort farkli ( 1, 2, 3, 4 g/1 ) yeast

ekstrakt konsantrasyonunda deneyler yapilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 6.6.da verilmistir.

20 20

18 L 18
16 - 16
14 - 14
o 12 1 -12%
gl() —10:?
2 8- L8
Z 6 -6é
4 - 4
2 -2
0 % 0
8 8

10 20
Inkoibasyon siiresi (saat)

Sekil 6. 5. Farkli pepton konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta konsantrasyonu, ortam pH’s1 ve
biyomasin zamanla degisimi ( 0 2.5 g/l, 5 g/l, A 7.5 g/l, o 10 g/l pepton, siyah isaretler 2. cksene aittir).
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Bakteri gelisiminin, 1 g/l yeast ekstrakt igeren fermantasyon ortaminda oldukga az
oldugu ve ¢ok hizli bir gekilde 6lim fazina gegtigi belirlenmigtir. Fermantasyon ortaminda yeast
ekstrakt konsantrasyonunun artmasiyla mikroorganizma konsantrasyonun lineer bir gekilde
arttigt  goriilmektedir.  Mikroorganizma  gelisimindeki bu trend enzim iiretiminde
gorilmemektedir. Literatirde, ortamda yeterli konsantrasyonlarda azot kaynagi olmamasi
halinde enzim retiminin diigiik olacagi, bununla birlikte yitksek azot konsantrasyonlarinda ise
enzim iretiminin inhibisyonuna neden olabilecegi belirtilmektedir (Hamilton, 1999). Maksimum
enzim uretimi (15.14 1U) 3 g/l yeast ekstrakt kullanilan deneylerde elde edilmistir. Azot kayna
olarak yeast ckstrakt ve peptonu mukayese ederseck maksimum enzim iiretimi bakimindan

peptonun daha kullanigh oldugu Sekil 6.5. ve 6.6.’da goriilmektedir.
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Sekil 6. 6. Farkh yeast ckstrakt konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta konsantrasyonu, ortam
pH’s1 ve bakteri biiyiimesinin zamanla degisimi ( 0 1 g/l, © 2 g/l, A 3 g/l, 0 4 g/l yeast ekstrakt, siyah
isaretler 2. eksene aittir).
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Inorganik azot kaynag olarak sodyum nitratm kullamldig deney sonuglari Sekil 6.7.de
verilmigtir. Sekilden de goruldiigi gibi enzim dretimi organik azot kaynaklarina gore gok
diigiiktiir. Bakteri {iremesi de yok denecek kadar azdir. Bu sonuglara gére bakterinin inorganik
azot kaynagmi kullanamadigy sdylenebilir. Bacillus sp. ile daha énce yapilan galismalarda
amonyum fosfatin (Coleman ve Elliot,1962), amonyum siilfatm (Dercova,1992, Imai, 1993) enzim
tretimini arttirdigy belirtilmistir. Inorganik azot kaynaklarindan sodyum sitratin kullamildig
deneylerde elde edilen sonuglarla bu aragtirmacilarin sonuglarmin ¢akismasi her bir susun farkli
azot kaynaklarinda farkli enzim iiretim kapasitesine sahip oldugu bilgisini giiglendirmektedir.
Ancak organik azot kaynaklarmin ( yeast ekstrakt, pepton, beef ekstrakt, musir 1slatma surubu
gibi.) bakteriyel suslarda maksimum enzim uretimi sagladigi yapilan bir ¢ok ¢alismada ifade
edilmektedir (Jin vd.1990, Cheng, 1989).

Nisasta (g/1)
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Inkubasyon stiresi (saat)

Sekil 6. 7. Farkli sodyum nitrat konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nisasta konsantrasyomu, ortam
pH’s1 ve bakteri biiyiimesinin zamanla degisimi. (o 2 g/, ¢ 4 g/l Na,NO;, siyah isaretler 2. eksene aittir).
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Pepton ve yeast ekstraktin beraber kullanildig: deney sonuglan Sekil 6.8.°de verilmigtir.
5 g/l peptona ilaveten farkli konsantrasyonlarda yeast ekstraktin kullaniimasmnin enzim iiretimi
ve bakteri bilyiimesini artirmadigi gozlenmistir. Anderson ve arkadaglarinin 6nerdigi ortamda, 2

g/l konsantrasyonunda bulunan yeast ekstrakt sonraki deneylerde kullanilmamagtir.

Nigasta ( g/1)

M.O. Absorbans

. 10 20
Inkubasyon stiresi (saat)

Sekil 6.8. Pepton ve yeast ekstraktin birlikte kullamildigs deneylerde enzim aktivitesi, nigasta
konsantrasyonu, pH ve bakteri biiylimesinin zamanla degisimi. (o 5 g/l pepton + 0 g/l Yeast ekstrakt, ¢
Sg/ pepton + 1 gfl Yeast ekstrakt, o 5 g/l pepton + 2 g/l Yeast ckstrakt, A 5 g/l pepton + 3 g/l Yeast
ekstrakt, siyah isaretler 2. eksene aittir).

6.1.3. Diger Ortam Bilesenlerinin Etkisi

Enzim stabilizasyonu ve proteolitik etkilere kars: korunmasi i¢in mutlaka ortamda etkili
metal iyonlarinin bulunmasi gerekmektedir (Manning and Campel,1961). Bir metalo enzim olan
a-amilaz, aktivite gosterebilmesi igin ortamda 6zellikle kalsiyum iyonuna ihtiyag duymaktadir
(Fogarty,1983). Farkli kaynaklardan saflagtirilan a-amilazlarin mol bagina 1 mol kalsiyum iyonu
bagladiklan belirtilmektedir (Fischer, 1961). Bu bilgilerden hareketle, iz elementlerin enzim
retimine etkisini belirlemek igin Anderson vd.(1985) tarafindan dnerilen ortaminda da bulunan



64

Ca”™ iyonun etkisi ve enzim salgilanmasm etkileyecegini disiinillen NaCl'iin etkisi
incelenmigtir.

Farkli kalsiyum konsantrasyonu (0, 0.1, 0.2, 0.3 g/l) igeren ortamlarda yapilan deney
sonuglar1 Sekil 6.9.a.°da verilmistir. Sekilden de gorildiigii gibi enzim iiretimi ortamda bulunan
kalsiyum iyonuyla yakindan iligkilidir. Maksimum enzim iiretimi 0.2 g/1 kalsiyum iyonu igeren
ortamda elde edilmigtir. Kalsiyum iyonunun kullanilmadig1 ortamda en diigiikk enzim iretimi
gergeklesmistir. Bulunan bu sonuglarin daha 6nce yapilan ¢aligmalarla uyum igerisinde oldugu
goriulmistiir (Fischer,1961. Ramesh,1989). Farkli NaCl konsantrasyonlarinda yapilan dency
sonuglar1 Sekil 6.9.b.’de verilmigtir. Maksimum enzim iretimi 1.5 g/l NaCl konsantrasyonu
igeren ortamda clde edilmistir. Ortamin iyonik giiciinii dengelemesi agisindan 6nemli olan
NaCl’un yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasi veya ortamda hi¢ bulunmamasi durumunda

enzim uretiminin azaldig1 tespit edilmigtir.

12

Nisasta (g/1)
Aktivite

M.O. Absorbans

.10 20 30 0 .10 20
Inktbasyon siiresi (saat) Inkiibasyon siiresi (saat)
a b

Sekil 6.9.a. Farkl1 kalsiynm konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta konsantrasyonu, pH ve bakteri
bilylimesinin zamanla degisimi. (c 0 g/1, ¢ 0.1 g1, A0.2gl, o 03g1Ca™)

b. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta konsantrasyonu, pH ve bakteri
biiyiimesinin zamanla degisimi. (0 0 g/1, ¢ 1.5g/1, A 3 gfl, o 5 g/l NaCl, siyah igaretler 2. eksene aittir)
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B.subtilis ile yapillan deney sonucunda denenen ortamlarda elde edilen maksimum
enzim aktiviteleri ve optimizasyon sonucu eclde edilen ortam Tablo 6.1.’de verilmigtir.
Optimizasyon sonucunda maksimum enzim aktivitesinde Tablo 5.1°de verilen temel ortama

gore yaklagik olarak % 18’ lik bir artig belirlenmigtir.

Tablo 6.1. Farkli ortamlarda B. subtilis ile yapilan deneylerde elde edilen maksimum enzim aktivite
degerleri (KH: 150 rpm, pHb:7.0, T:37°C).

g;lggenler Substrat Konsantrasyonlar M:ll::i"i'il:;:il (eInUz)lm
1(g) 14.577
= Glikoz 25 (g 15.475
z | BDIS 5 (g/D) 10.01
g |22 5 (/) 13.468
-8 & Nisasta 10 (&) 15.792
é SEE=) 15 (/1) 12.799
% E) E o 0 (viv) 8.732
g ‘:f - S 5 (vhv) 11.884
ER-Top Gliserin 10 (v/v) 17.430
é SEN 15 (v/v) 15.775
D 20 (v/v) 11.408
3|2 23 10+0 (/) 17.746
= Nisasta + Glikoz 10 +0.5 (g/1) 13.556
10+ 1 (g/) 10.739
- 2.5 (g/l) 17.693
238 5@ 18.63
5 | £0% Pepton 75 (el 16.901
|82 v 10 (/D) 17.253
£ | B%S 1 (gl 12.095
8 ?; P Yeast ckstrakt 2 (g) I8.555
é Soo 3 (g/l) 15,176
3 L
~ S i :
5 | 29 g Sodyum nitrat 4 (/i) 4,049
< 590 5+1 (g 15.810
S5 ) Pepton + YE 5+2 (g/l) 17.042
553 (ef]) 14.718
Z | ewa2 001(%;1/1) 17394
: N = . . .
E g% ® g O o 02 (g/D) 18.697
£ | §5=F 5 0.3 (g/) 14.718
E % = g% 0 (g 14.261
~ 8% 1.5 (g/) 18.697
§ SR NaCl 3 (&) 18.697
5 (g 16.937
o Nisasta 10 (g/1)
g S5 S Gliscrin 10 (WAv)
g8 2 P Pepton 5@
§9°%c g Ca iyonu 0.2 (g/D) 18.697
NaCl 1.5 (g/])
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6.2. B. amyloliquefaciens ile Bulunan Sonuglar

B. amyloliquefaciens ile yapilan deneylerde Anderson vd. tarafindan énerilen ortamda
enzim aktivitesi belirlenemediginden Syu ve Chen (1997) tarafindan énerilen (Tablo 5.1)

ortam parametrelerinin etkisi incelenmigtir.

6.2.1. Karbon kaynaklarmn etkisi

Karbon kaynagmin enzim tretimi izerine etkisi farkli konsantrasyonlarda glikoz,
nisasta ve gliserinin kullanilarak incelenmigtir. Fermantasyon ortamunda bulunan farkh glikoz
konsantrasyonunun (2.5, 5, 10, 15 g/) enzim iiretimine etkisinin aragtirildigi deney sonuglan

Sekil 6.10.°da verilmigtir.

Glikoz (g/l)

7 -6
g
6.5 -5 ,.g
% 6 -4 ,_2:
55 -3 0O
=
51 2
4.5 A -1
4 T T T 0
0 10 20 30
Inkiibasyon stiresi (saat)

Sekil 6.10. Farkli glikoz konsantrasyonlannda enzim aktivitesi, glikoz konsantrasyonu, pH ve bakteri
bitytimesinin zamanla degisimi. (m 2.5 g/1, ¢ 5 g/ll. A 10 g/l, o 15 g/l glikoz, siyah isarctler 2. eksene
aittir).
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Sekilden de gorildiugn gibi ortama ilave edilen glikozun artmasiyla biyomas
konsantrasyonu artarken, yitkksek glikoz konsantrasyonlarinda enzim iiretiminin azaldid1 tespit
cdilmigtir. a-amilaz tretiminde, yiksek glikoz konsantrasyonlarinm oldukga yitksek represif
etkiye sahip oldugu ve disiik glikoz konsantrasyonlarinda ise enzim iiretiminin etkilenmedigi
daha énce yapilan galigmalarda belirtilmektedir (Windish,1965). Glikoz konsantrasyonunun 2.5
g/l’den 5 g/l’ye yiikseltilmesiyle enzim aktivitesinin énemli oranda degismedigi gozlenmigtir.
Ayrica grafikten ¢ikarilacak bir bagka sonug ta ortamda bulunan glikoz tamamen tiikkendikten
sonra enzim salgilanmaya baglamugtir. Glikoz titkendikten sonra gézlenen mikroorganizma
konsantrasyonundaki azalma lysis olay: ile agiklanabilir. Yiiksek glikoz konsantrasyonlarinda
ortam pH’sim daha fazla diiymesi metabolik asitlerin daha fazla salgilandigimni gostermektedir
(Pekin 1980).

Farkh nigasta konsantrasyonlarinda (2.5, 5, 10, 15, 20 g/1) yapilan deney sonuglar: Sekil
6.11.°de verilmigtir. Sekilden de gorildugii gibi, diisitk nisasta konsantrasyonlarnda ortamda
bulunan karbon kaynag1 yetersiz kalmakta, sonug olarak ta biyomas ve enzim iiretimi diigiik
olmaktadir. Maksimum enzim tretimi (449 IU) 15 g/1 nisasta kullamlan fermantasyon
ortaminda elde edilmistir. Daha yitksek nigasta konsantrasyonu igeren ortamda is¢ maksimum
enzim Uretiminde Onemli bir degisim olmazken, biyomas konsantrasyonunun arttif
belirlenmigtir.

Nisasta konsantrasyonunun fermantasyon siiresince diigmesi, fermantasyonun ilk
asamasmdan itibaren o-amilaz Uretiminin oldugunu gostermektedir. Ancak aktivitenin
olguldigi yontem goz 6niine alininca, fermantasyon ortaminda yiiksek konsantrasyonda nisasta
iceren ortamlarda diigilk enzim aktiviteleri belirlenememektedir. Nigasta tamamen titkkendikten
sonra enzim trctiminde 6nemli bir artig dikkati gekmektedir. Burada, nisasta mikroorganizma
tarafindan salgillanan a-amilaz ile hidrolizlenerek daha diigiik molckiilere déniistiirilmiistiir. Bu
asamay1 takip eden analizde (15-18. saatlerde) enzim iiretimindeki artig, olusan bu iriinlerin
enzim olusumununda inditktér olarak davranmasiyla agiklanabilir (Sarkaya,1995). Duragan
evrede maksimuma ulasan enzim iiretimi bu noktadan sonra sabit kaldig1 gériillmiigtiir. Yiiksek
nisasta konsantrasyonlarinda (15, 20 g/) yapilan ilk analizde nisasta konsantrasyonlarinda
gozlenen hizli digiige ise nigastanin fermantasyon ortaminda tamamen ¢dziinmemesi ve
sterilizasyon sonrasi olugan sicaklik farkindan dolay: ¢okmesiyle agiklanabilir.

Sartkaya (1988) ve Yildiz (1993) yapmis olduklart caligmada maksimum enzim
aretiminin logaritmik evrenin sonlarinda ve duragan evrenin baglarinda oldugu belirtilmektedir.
Karbon kaynag: olarak hem glikoz hem de nisastamin kullanldigi ortamlarda maksimum enzim
tiretimine duragan evrenin sonlarinda ulagilmaktadir. Bu sonug kullanilan ortamin farkliligindan

kaynaklanabilir.
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Nigasta (g/1)

AN A
M.O. Absorbans

0 10 20 30
Inkttbasyon siiresi (saat)
Sekil 6.11. Farkli nisasta konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nisasta konsantrasyonu, pH ve bakteri
bityiimesinin zamanla degisimi. (02.5 g/1, ¢ 5 g/1, A10g/l, o15g/l, * 20 g/l nigasta, siyah igaretler
2. cksene aittir).

Nisasta veya glikoz ile birlikte farkli hacimsel oranlarda (0, %35, %10 v/v) gliserinin
kullanildigr deney sonuglart Sekil 6.12.a. ve b.’de verilmigtir. Gliserinin kullanildigi tiim
ortamlarda, bu bilesenlerin kullanilmadig1 ortamlara gbre enzim iiretiminin 6nemli miktarda
azaldigt ve bu azalma oranlarmin gliserin konsantrasyonundaki artisa paralel bir egilim
gosterdigi belirlenmistir.  Bununla birlikte mikroorganizma konsantrasyonunun arttifn ve
duragan evrenin, glikoz veya nigastanin yalniz kullanildigs ortama gore ¢ok daha uzadig tespit

edilmistir.

Kontrol ortamina gére gliserinin varhg: mikroorganizma konsantrasyonunu arttirirken,
gliserin konsantrasyonundaki artis ise bu artigi azaltmaktadir. Gliserinin bakteri biiyiimesi igin
encrji, kaynagi olarak kullanildigi, enzim sentezine katilmadig: gesitli aragtirmacilar tarafindan
belirlenmigtir (Welker and Campell,1963). Gliserin konsantrasyonundaki artigla mikroorganizma
konsantrasyonundaki azalma, ortam yapisinin daha viskoz olmasi sonucu substrat ve oksijen
tagmiminin yetersiz olmasindan kaynaklanabilir. Ayrica, Palit vd. (2001) iretilen a-amilazin

fermantasyon ortamindan ekstraksiyonu amaciyla gliserin kullanmustir.
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a b
Sekil 6.12. a. Farkli gliserin konsantrasyonlannda enzim aktivitesi, nigasta konsantrasyonu, pH ve bakteri
biiyiimesinin zamanla degisimi (15 g/l nisasta + o 0 gliserin, A v/v 5 v/v gliserin, o v/v 10 gliserin)
b. Farklz gliserin konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, pH ve bakteri biiyiimesinin zamanla
degisimi (10 g/l glikoz +, 0 O gliserin, o 5 v/v gliserin, © O v/v gliserin, siyah isaretler 2. eksene aittir )

Ortamda fazla miktarda gliserin kullamilmasinin enzim yapisim bozdugunu ve
inhibisyona neden oldugunu belirtmistir. Bu sonuglarin 15181nda daha sonra yapilan deneylerde
gliserin kullanilmamugtir.

Nisasta ile birlikte glikozun karbon kayna§i olarak kullanildigi deney sonuglar Sekil
6.13."de verilmistir. B. subtilis kullanilarak o-amilaz enziminin incelendigi deneylerde oldugu
gibi, B. amyloliquefaciens ile yapilan deneylerde de katabolitik represyonundan dolayr enzim
tretiminin 6nemli oranda azaldig1 gozlenmigtir. 15 g/l nigasta iceren ortama glikoz ilavesi
sonucunda maksimum enzim aktivitesi yaklagik olarak 1/4 oraminda diigtigin gériilmiistiir.
Nisastaya ilaveten glikoz kullanilan fermantasyon ortaminda bakteri konsantrasyonu artarken
ortam pH’sinin azaldigy gozlenmistir. Karbon kaynaklan igerisinde en yitksek enzim iretimi
(449 1U) 15 g/l nigasta kullamlan fermantasyon ortamunda elde edilmigtir. Daha sonraki
deneylerde karbon kaynag olarak 15 g/l konsantrasyonunda nigasta kullanilmugtir.
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Aktivite (IU)

Nigasta (g/l)

0 10 20 30
Inkitbasyon stiresi (saat)

Sekil 6.13. Nigasta ve glikozun birlikte kullamldif1 deneylerde enzim aktivitesi, nisasta konsantrasyonu,
pH ve bakteri biiyiimesinin zamanla degisimi.( o 15 g/l nisasta -+ 0 g/l glikoz ,¢ 15 g/l nisasta + 2.5 g/l
glikoz, o 15 g/l nisasta + 3 g/l glikoz, siyah isaretler 2.cksene aittir).

6.2.2. Azot kaynaklarmnin etkisi

Azot kaynaklarimn enzim iretimine etkisini goérmek igin pepton, yeast ckstrakt,
amonyum sulfat ve sodyum nitrat kullamlmistir. Dort farkli (1, 2.5, 5, 10 g/l) pepton
konsantrasyonunda enzim iretimi ve ortam parametrelerinin incelendigi dency sonuglari Sekil
6.14.’de verilmistir. Maksimum enzim tretimi (859 IU) 2.5 g/l pepton kullanilan besiyerinde
elde edilmigtir. 1 g/1 pepton kullamilan ortamda hem enzim iiretiminin hem de biyomas
konsantrasyonunun diigik oldugu belirlenmigtir. Ortama cklenen bu miktar azot kaynagi
mikroorganizmanm geligmesi ve enzim iiretimi i¢in yeterli olmamaktadir. 5 g/l ve 10 g/l pepton
kullamlan fermantasyon ortaminda enzim iretimi yok denccek kadar azdir. Ortam pH’s:i
degisimine bakildiginda diigilk pepton konsantrasyonlarinda (1, 2.5 g/1) nétral pH’larda
olmasina kargm, yiiksck pepton konsantrasyonlarinda (5, 10 g/l) asidik pH’lara kaydig:
goriilmistir. Ortam pH’sindaki bu agirt diigiig a-amilaz iiretimini bastirdig: diigiiniilebilir. Alam

(1989) yiiksek azot konsantrasyonlarda azot igeren ortamlarda enzim {iretiminin artirtimasi igin
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ortam pH’sinin kontrol edilmesi gerektigini ve diisik pH degerlerinin ¢nzim iretimini
bastirdigint belirtmistir. C/N oranindaki degisimin enzim iiretimi iizerinde 6nemli oldugu deney
sonuglarindan gériilmektedir. Bu oramn yiiksek oldugu degerlerde mikroorganizmanin o-amilaz
retimi yerine ortam daha asidik yapan metabolik asitlerin iiretimine yoneldigi gozlenmistir,

Azot kaynagi olarak farkli konsantrasyonlarda (2.5, 5, 10 g/I) yeast ekstraktin
kullamldig: deney sonuglan $ekil 6.15.°de verilmistir. Sekilden de gorildagi gibi maksimum
enzim iretimi 5 g/l yeast ekstrakt igeren fermantasyon ortaminda elde edilmigtir. Ortam
pH’sinin daha once incelenen ortam bilesenlerine gore oldukga yitksek degerlerde oldugu,
bivomas konsantrasyonunun yeast ekstrakt konsantrasyonunun artinlmasiyla 6nemli oranda
arttig1 sekilden goriilmektedir. Mikroorganizma konsantrasyonunda belirlenen bu artis enzim
retiminde gdzlenmemigtir. En yitksck biyomas 10 g/l yeast ckstrakt igeren ortamda olugurken,
enzim iretiminin bu ortamda azaldig belirlenmigtir. Azot kaynagi olarak peptonun kullaniminin
yeast ckstrakt kullanimina gore daha yiksek enzim iiretimi sagladigi Sekil 6.14. ve Sekil
6.15.”den gorillmektedir.
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Sekil 6.14. Farkli pepton konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta konsantrasyonu, pH ve bakteri

bilyiimesinin zamanla degisimi. (o 1 g/1,0 2.5 g/l, A 5 g/l, o 10 g/l pepton, siyah isaretler 2. eksene
aittir).
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Sekil 6.15, Farkli yeast ckstrakt konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nisasta konsantrasyonu, pH ve

bakteri bitylimesinin zamanla degisimi. (0 2.5 g/, ¢ 5g/l, A 10 g/l g/l yeast ekstrakt, siyah isaretler 2.
eksene aittir).

Farkli konsantrasyonlarda (2.5, 5, 7.5, 10 g/l ) amonyum siilfat kullamilan deney
sonuglan Sckil 6.16.a.’da verilmigtir. Enzim tretiminin ve bakteri konsantrasyonunun g¢ok
diusik oldugu sekilden gorillmektedir. 30. saate kadar ortamda nisasta bulunmasi enzim
uretiminin yok denecek kadar az oldugunu gostermektedir.

Sodyum nitratin azot kaynagi olarak kullamldigi deney sonuglari Sckil 6.16.b.’de
verilmigtir. Nisasta konsantrasyonu fermantasyon boyunca tikenmedifi, biyomasin yok
denecek kadar az iredigi ve ortam pH’smin degismedigi goriilmektedir. Amonyum siilfat
kullanilan ortamda enzim iretimi ve mikroorganizma konsantrasyonu nispeten yiitksek olmasina
ragmen, B. subtilis ile yapilan deneylerde oldugu gibi B. amyloliquefaciens ile yapilan
deneylerde de inorganik azot kaynaklarmin kullanilamadigi Sekil 6.16.a. ve 6.16.b.’de

goriilmektedir.
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Sekil 6.16.a. Farkli amonyunfll siilfat konsantrasyonlarinda enzim akﬁvitc!,)si, nigasta konsantrasyonu, pH
ve bakteri biiyiimesinin zamanla degisimi.(0 2.5 g/, ¢ 5g/, A7.5¢g/, o 10 g/l, (NH,),SO.,)

b. Farkli sodyum nitrat konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta konsantrasyonu, pH ve
bakteri bityimesinin zamanla degisimi (o 2 g/l, © 4 g/l CsHsNaz0,.2H,0, siyah isaretler 2. eksene aittir )

Azot kaynag olarak peptona (2.5 g/l) ilaveten ortama farkli konsantrasyonlarda yeast
ekstrakt (0, 1, 2.5 g/) kullanilan deney sonuglar1 Sckil 6.17.°de verilmistir. Azot kaynagi
olarak peptonla birlikte yeast ekstrakt’in kullanilmasinin enzim iiretimini arttirdign gorillmiigtiir.
Maksimum enzim iiretimi (1316 IU) 2.5 g/l pepton ve 1 g/l yeast ekstrakt iceren fermantasyon
ortaminda elde edilmistir. Yeast ekstrakt konsantrasyonu 2.5 g/I'ye ¢ikarilan ortamda bakteri
konsantrasyonu artmasina ragmen, enzim Uretiminde ¢nemli bir degisim gozlenmemigtir.
Maksimum enzim iretimi ortam pH’sinin yiiksek oldugu degerlerde elde edilmistir. Yapilan
deneylerde genel olarak enzim aktivitesinin diigilk oldugu noktalara paralel olarak ortam
pH’sida diisiik oldugu gozlenmektedir. Fermantasyon ortam pH’si ile a-amilaz firetimi arasmda
yakin bir iligkinin oldugu gézlenmektedir. Daha sonra yapilacak deneylerde azot kaynag: olarak

maksimum enzim iiretiminin saglandif1 2.5 pepton ve 1 g/l yeast ekstrakt kullanilmugtir.
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Sekil 6.17. Peptona ilaveten farkli veast ckstrakt konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta
konsantrasyonu, pH ve bakteri biiylimesinin zamanla degisimi. (o 2.5 g/l pepton + 0 g/l Yeast ekstrakt, ¢
2.5 g/l pepton + 1 Yeast ckstrakt, A 2.5 g/l +2.5 g/l Yeast ekstrakt, sivah igaretler 2. eksene aittir ).

6.2.3. Diger Ortam Bilesenlerinin Etkisi

Literatiirde fosfatin a-amilaz iiretimi igin etkin bir promotor oldugu belirtilmektedir. a-
Amilaz @iretimi igin optimum fosfat konsantrasyonu Fukomoto ve arkadaglan tarafindan 0.1 M
olarak bulunmustur. Bu konsantrasyon mikroorganizmanin gelismek igin ihtiyag duydugu
degerin ¢ok uzerindedir (Fukomoto vd.,1958). Farkli konsantrasyonlarda (0, 1, 2 g/l) KH,PO,
kullanilan deney sonuglart Sekil 6.18.°de verilmigtir. Sckilden de goriildiigii gibi maksimum
enzim iretimi (1316 IU) 1 g/l KH,PO, kullanilan fermantasyon ortaminda elde edilmistir. 2 g/l
konsantrasyonundaki bu diigiis, ortamda fazla miktarda bulunan fosfatin ortam bilesenleri ve
iriinlerle kompleks olusturmasindan kaynaklanabilir (Yagiz, 2000, Pekin, 1980).
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Sekil 6.18 . Farkli KH,PO, konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta konsantrasyonu, pH ve bakteri
bilyiimesinin zamanla degisimi.(2 0 g/l, ¢ 1 g/l, A2g/l, KH,PO,, siyah igaretler 2. eksene aittir).

Magnezyum siilfatin enzim iretimine etkisinin aragtirildii deney sonucu Sekil 6.19.°de
verilmigtir. Sekilden de gorildiigii gibi maksimum enzim iretimi (1316 IU) 0.5 g/l
MgSO0.,.7H,0 konsantrasyonunda e¢lde edilmigtir. 0.5 g/l MgS0,.7H,0 varliginda enzim
tretimini artirirken, mikroorganizma gelisiminde 6nemli bir etkiye neden olmamigtir, Wu ve
arkadaslart (1999) tarafindan yapilan ¢ahgmada ortamda bulunan magnezyumun, enzim
iretiminde gok 6nemli oldugu ve ortamdan gikarildifi zaman enzim uretiminde % 50° ye yakin
bir azalmanin oldugunu belirlemiglerdir. MgSO, 1n enzim iiretimi {izerine olan etkisinin

incelendigi deney sonuglarmm literatiirle uyum igerisinde oldugu goriilmektedir.
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Sekil 6.19. Farkli MgSO,.7H,O konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigsasta konsantrasyonu, pH ve
:l)iitl;t::;l bityiimesinin zamanla degisimi (o 0 g/l, ¢ 0.5 g/l ,A 1 g/l MgS0,.7H,0 siyah isaretler 2. cksene

Farkli MnSO..7H,O (0, 0.01, 0.02 g/l) konsantrasyonlarinda yapilan deney sonuglari
Sekil 6.20.°de verilmigtir. Sekilden de goriildiigii gibi enzim iiretimi iizerine manganin énemli
bir etkisi yoktur. Daha sonra yapilan deneylerde mangan siilfat kullamlmamugtir. Mn"™", Zn"™,
Na' ve Fe' gibi cesitli elementlerin a-amilaz iiretiminde stimiilator etkisi yaptig1 yapilan
arastirmalarda belirtilmigtir (Fukomoto, 1958, Coleman ve Eliot,1962). Ancak ¢ogu besiyerinde ve
endustriyel 6lgekli enzim tiretim ortamlarmda bu iyonlarm ortama eklenmesine gerek olmadigi
belirtilmektedir. Ciinkii, bu elementleri diger ortam bilesenleri yeterli miktarda igermektedir
(Windish, 1965).
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Sekil 6.20. Farkli MnSO,.7H,O konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin, nisasta konsantrasyonun, pH
ve bakteri biiylimesinin zamanla degisimi. (o 0 g/l, ¢ 0.01 g/, A 0.02 g/l MnSO,.7H,0, siyah isaretler
2. eksene aittir).

Farkli FeS0,.7H;0 (0, 0.01, 0.02 g/l) ve Ca™ (0, 0.1, 0.2 g/l) konsantrasyonlarmda
vapilan deney sonuglan sirasiyla Sekil 6.21.a. ve 6.21.b.’de verilmigtir. Sekilden de goriildiigi
gibi, enzim iretimi ve diger ortam degiskenleri iizerine demir iyonlarinin énemli bir etkisi
yoktur.

Kalsiyum iyonunun a-amilazin yapisal bitinliigiinii siirdiirebilmesi igin gerekli bir iyon
oldugu bilinmektedir (Vallee,1959). Ortamda kalsiyum iyonun uzaklagtinldigs durumda enzim
termostabilitesinin  ve/veya enzimatik aktivitenin azaldifn yapilan bir ¢ok aragtirmada
belirtilmistir (Sabory,2000, Machinus,1995). B. subtilis ile yapilan deney sonuglarina benzer
olarak, ilave Ca" iyonu i¢ermeyen fermantasyon ortaminda iiretilen enzim miktarmin, Ca'™*
iyonu igeren ortama gore oldukga diisiik oldugu belirlenmigtir. Ca™ konsantrasyonunun 0.2 g/l
oldugu deneyde 0.1 g/l olan ortama goére enzim iretiminde Onemli bir degisim

gorilmemektedir.
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a b
Sekil 6.21.a. Farkli FeSO,.7H,O konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta konsantrasyonu, pH ve
bakteri biiyiimesinin zamanla degisimi. (m 0 g/1, ¢ 0.01 g/, A 0.02 g/1 FeSO,.7H,0).

b. Farkli CaCl,.7H,0O konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, nigasta konsantrasyonu, pH ve
bakteri biiyiimesinin zamanla degisimi. (0 0 g/, ¢ 0.1 g/, A 0.2 g/l, Ca”™, siyah igaretler 2. eksene
aittir).

B.amyloliquefaciens ile yapilan deney sonucunda denenen ortamlarda elde edilen
maksimum enzim aktiviteleri ve optimizasyon sonucu clde edilen ortam Tablo 6.2.°de
verilmigtir. Optimizasyon sonucunda maksimum enzim aktivitesinde baslangigta incelenen

fermantasyon ortamina goére yaklagik olarak 3 katlik bir artig belirlenmigtir.
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Tablo 6.2. Farkli ortamlarda B. amyloliquefaciens ile yapilan deneylerde elde edilen maksimum enzim
aktivite degerleri (KH:150 rpm, pHb:7.0, T:37°C).

Diger Biles. Substrat Konsantrasyonlar | Maks. enzim aktivitesi(IU)
2.5 (g 412.957
s 5 (@) 427.46
T e Glikoz 10 (g/)) 436.619
= | SSE 15 (g/h) 254.92
2|2 =% 2.5 (g)) 296.127
o0
é S8 3 5 (&) 325
T . 10 (g/) 370.423
§E = %g Nisasta 15 (/1) 449.296
jﬁ = 20 (g/]) 440.493
2| £9< Gliserin + Glikoz | 5 (% viv)+10 (g/l) 100.352
= | 88% 10 (% vA)+10 (g/]) 67.60
S Ry 5 (% vv)+15 (/) 141.373
g | 3y 10 (% vA)+15 (g/l) 105.986
v, '—:\ @) . . . o VIV .
S Gliserin + Nisasta 557370470 (o)) 94.014
)
<2 15+0 (g) 449.296
oI . . 15+2.5 (g/) 100.528
Nisasta + Glikoz 15+5 (g/)) 112.676
) 1(g/) 408 451
Q 2.5 859.155
_ |EE® Pepton 5 (g/l) 25317
2 1laze 10 (g/1) 24331
3‘2 ‘é’n % S " 2.5 (2)) 590.493
SRR 5(g/) 641.197
5|33 E et il 10 (g/1) 596.831
3259 ol 2.5 (g/l) 13.768
= i § o 5 (g/) 8.521
e Q = R g
= ‘21 35 Sodyum nitrat 75 (/) 11.919
S |25 10 (g/D) 2377
523 2.5+0 (/) 859.155
n S Pepton + Yeast 2.5+ 1 () 1316.972
ckstrakt 25+25 (/) 1235.915
g (1) Eﬁi 12338;)629'8722
%y KHPO, 2 (g 978.873
= 0 (g/)) 794.014
g |~ 0.5 (g 1316.972
ko s M504 TH,0 1 (/1) 1091.549
£ a 0 (el 1286.972
5 0.01 (g/) 1320.423
e
g | 2 MnSO, 7H,0 0.02 (g/D) 1308.099
g s 0 (g 1273.028
= 0.01 (g/l) 1320.423
%
2 FeS0, 7H,0 0.02 (g/]) 1308.099
5 0 (g/) 1102.113
0 s 0.1 (g 1333.099
Ca” iyonu 0.2 (/) 1324.648
Nisasta 15 (gl
g Pepton 2.5 (gh)
E g Yeast ekstrakt 1 (&M
=R KH,PO 1
Q 2P0,
S MgSO,.7H,0 0.5 (g 1333.099
Ca" iyonu 0.1 (g/l)
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6.3. Dogal Ortamda Yapilan Deneyler

Endiistriyel biyoteknolojinin gelismesiyle seker kamigi kiispesi, bugday kepegi, soya
kiispesi gibi tarimsal ve endiistriyel atiklarin kati hal fermantasyonunda ucuz substratlar olarak
kullaniminin aragtirtlmasi giderek yayginlagmaktadir (Pandey 2000, Baysal 2003, Abate, 1999). Bu
substratlarin  kullanimiyla enzim dretim maliyetinde 6nemli bir kismu olusturan ortam
maliyetlerinin azaltilmasi amaglanmaktadir. Ayrica bu tarimsal ve endistriyel yan iriinlerin
substrat olarak kullanimi hem gevre kirliligi agisindan hem de bu yan iiriinlerin daha verimli
sekilde degerlendirilmesi agisindan avantaj saglamaktadir.

Dogal ortamlarin kullanilabilirliginin arastirildign deneylerde, substrat olarak bugday
kepegi, musir kepegi, keci boynuzu, seker pancart kiispesi, ay ¢ekirdegi kiispesi, melas, musir
proteini (gliten) ve nusir kepegi kullanmlmistir. Yapilan deneylerde B. amyloliguefaciens ile
dogal ortamlarda enzim iiretimi ve ortam pH’sinin zamanla degigimi takip edilmigtir.

Musluk suyu kullanilarak farkli substratlarla hazirlanan fermantasyon ortaminda clde
edilen enzim aktivitesinin zamanla degisimi Sekil 6.22.°de verilmistir. Sekilden de goriildigii
gibi seker pancarn kiispesi, ke¢i boynuzu ve melas kullanilan fermantasyon ortamlarinda elde
edilen enzim dretimi oldukga disiktiir. Misir proteini igeren fermantasyon ortaminda clde
edilen enzim diretimi diger ortamlara gére olduk¢a yiiksek olmustur. Bununla birlikte musir
kepegi, bugday kepegt ve ay gekirdegi kiispesi kullanilan fermantasyon ortaminda elde edilen
enzim miktar1 nispeten yiiksek sayilabilir. Fermantasyon ortaminda dogal substratlar ve musluk
suyu kullanildigindan, musir proteini igeren ortamda yeterli miktarda niitriyent bulunurken diger
ortamlarda mikroorganizmalarin gelismesi ve enzim iretebilmesi i¢in yeterli niitriyent olmadig
diisiiniilmektedir. KHF’nunda ideal bir substrat mikroorganizmanin ihtiyag duydugu tiim
nijtriyentleri igeren maddelerdir. Ancak ¢ogu substratlar optimum iiretim igin gerekli olan
konsantrasyonun altinda bilesen igerdiginden eklenmesi gerekmektedir (Sodhi, 2005). Bu
nedenle fermantasyon ortamma gesitli maddeler ilave edilerek enzim iiretiminin artirilmas:

amaglanmugtir.
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Sekil 6.22, Farkli substratlarin kullanildign ortamlarda enzim aktivitesinin zamanla degisimi. (10 g/l
dogal substrat, © seker pancan kiispesi, A 1 kegi boynuzu, o misir kepegi, * melas, x ay¢ekirdegi kiispesi,
e usir proteini, * bugday kepegi, KH: 150 rpm, pHb:7.0, T:37°C).

Enzim aktivitesinin digiik olmasimin  azot kaynagimin vyetersiz olmasindan
kaynaklandig1 disiiniilerck ortama azot kaynagi eklenmistir. Azot kaynagi olarak sentetik
ortamda maksimum aktiviteyi saglayan ortam bilegimi (2.5 g/l pepton + 1 g/l yeast ekstrakt )
kullamlmistir. Bu fermantasyon ortaminda elde edilen enzim aktivitelerinin zamanla degisimi
Sekil 6.23."te verilmigtir. Sekilden de gorildiigi gibi enzim iretimlerinde 6nemli miktarda bir
artig belirlenmistir. Ozellikle bugday ve musir kepegi igeren fermantasyon ortamlarda
maksimum enzim tretiminin azot kaynagi ilave edilmeyen ortamlara gore yaklagik 8 kat arttigi
g6zlenmigtir. Enzim diretimi musir proteini ve seker pancari kiispesi igeren ortamda 6nemli
oranda degigsmezken, melas ve aygekirdegi kiispesi igeren ortamda belirli bir artig gézlenmigtir.
Enzim iretimine paralel olarak, pepton ve yeast ckstrakt ilavesiyle pH degerinde bir artig
gozlenmektedir. Enzim dretiminin yitksek olmasi ve literatiirde ¢alistimadig: i¢in daha sonra

yapilan deneylerde substrat olarak misir proteini ve musir kepegi segilmisgtir.
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Sekil 6.23. Dogal substratlara azot ilavesinin enzim aktivitesi {izerine etkisi (10 g/l dogal substrat, 2.5 g/l
pepton + 1 g/l yeast ekstrakt, © seker pancar kiispesi, o misir kepegi, * melas, x aycekirdegi kiispesi, o
mustr proteini, * bugday kepegi, KH: 150 rpm, T:37°C, pHb:7.0)

6.3.1. Substrat Olarak Misir Kepeginin Kullamildig1 Deneyler

6.3.1.1 Tanecik Boyutunun Etkisi

Farkli boyutlarda misir kepegi igeren deney sonuglart Sekil 6.24.°de verilmigtir. Tane
kigiiltme yiizey alanim artiracaktir, ancak tanecikler igerisindeki porozite azalacaktir. Bityik
taneciklerde porozite fazlayken, yizey alami diisik olacaktir (Krishna,1996). Sekilden de
goriildiigi gibi boyutun kiigiiltiilmesi ile enzim iiretiminde ve ortam pH’sinda 6nemli bir
degisim gorillmemigtir. Mikroorganizmamn tim boyutlarda kati halde bulunan substrati
kullanabildigi gézlenmigtir. Daha sonra yapilan dencylerde -50 mesh boyutundaki substratlar
kullanilmugtir.
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Sekil 6.24. Kepek boyutunun enzim iiretimi tizerine etkisi. (*-50, x -30, ¢-100 mesh musir kepegi, 5 g/l
pepton + 1 g/l yeast ekstrakt, 10 g/l MK, KH:150 rpm, T:37°C, pHb:7.0).

6.3.1.2. Azot Kaynaklarinin Etkisi

10 g/1 musir kepegi igeren ortama farkli konsantrasyonlarda (1, 2.5, 5, 10, 15, 30 g/l)
pepton ilave edilerck yapilan deney sonuglar $ekil 6.25.°de verilmigtir. Sekilden de goriildiigi
gibi 15 g/M’ye kadar pepton ilavesi enzim aktivitesini artarken, daha yiiksek pepton
konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi diigmiistiir. Digiik pepton konsantrasyonlarinda azot
kaynaginin yetersiz olmasi enzim aktivitesini diigirmistiir. Yitksek pepton konsantrasyonunda
enzim iretimininin bastirldig1 gézlenmigtir. Maksimum enzim dretimi 15 g/l pepton kullanilan
ortamda elde edilmigtir.
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Sekil 6.25. Pepton konsantrasyonunun enzim aktivitesine ctkisi. (+0 gl o1 gl o25¢l, A 51, x10
g/l * 15 g/l, ¢ 30 g/l pepton, 10 g/t MK, KH:150 rpm, T:37°C, pHb:7.0).

10 g/l music kepegi igeren fermantasyon ortamina, farkli konsantrasyonlarda yeast
ckstrakt eklenerek yapilan dency sonuglart Sekil 6.26.°de verilmistir. Diigitk yeast ekstrakt
iceren fermantasyon ortaminda yapilan deneyde enzim iiretiminin diisitk oldugu, yeast ekstrakt
konsantrasyonunun artmastyla enzim iretimindeki lineer artigm 10 g/l yeast ekstrakt
konsantrasyonuna kadar devam ettifi goriilmiigtir. Maksimum enzim iiretimi 10 g/l yeast
ekstrakt igeren fermantasyon ortamnda elde edilmistir. 30 g/l yeast ckstrakt igeren ortamda
yapilan deneyde enzim iretiminin azaldigs gézlenmigtir. Pepton kullamilan ortama gore,
nispeten daha yiksek enzim iiretimi belirlenmigtir. Sonraki deneylerde ortama azot kaynag:
olarak 10 g/l yeast ekstrakt ilave edilmistir.
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Sekil 6. 27. Misir kepegi konsantrasyonun enzim aktivitesine etkisi. (0 5 g/l, 0 10 g/l, A 15 g/, x 20 g/1,
< 25 gfl, = 30 g/l, + 40 g/l musir kepegi, 10 g/l YE, -50 mesh, KH: 150 rpm, T:37°C, pHb:7.0).

6.3.1.4. Fosfat Konsantrasyonunun Etkisi

Mikroorganizmalarin geligebilmesi ve enzim iiretebilmesi igin ihtiyag duydugu
elementlerden biri olan fosfatin, farkli konsantrasyonlarinin enzim iiretimi iizerine ctkisinin
incelendigi deney sonuglart Sekil 6.28.°de verilmigtir. KH,PO, 1n tiim konsantrasyonlarinda, bu
elementin kullanmilmadigs deneye gore maksimum enzim iretiminde O6nemli bir artig
gozlenmistir. Ancak maksimum enzim retiminin  elde edildigi 1 g/l KH,PO,
konsantrasyonundan daha yiiksek konsantrasyonda yapilan deneyde bu artig oraninda bir diisiis
gozlenmektedir. Mikroorganizmanin geligebilmesi ve enzim iirctebilmesi igin gerekli olan bu
elementlerin ortamda agir1 bulunmasi, mikroorganizma gelismesi ve enzim iiretimi igin inhibitér
etkisi yapabilmektedir. Bu durum, ortamda asin bulunan iyonlarin amino asit, protein vb.

maddelerle veya olugan iiriinlerle kompleksleserek biyodoniigiim iglemini olumsuz yénde

etkilemeleriyle agiklanabilir (Pekin, 1980).
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Sekil 6.28. KH,PO, konsantrasyonunun enzim tiretimi iizerine etkisi. (x0g/l,00.5¢g/1, 1 g/l , A2gl
KH,PO,, 10 g/1 YE, 25 g/l MK. -50 mesh, KH:150 rpm, T:37°C, pHb:7.0).

6.3.1.5. MgSO, Konsantrasyonunun Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda kullanilan (0, 0.5, 1, 2 g/1) magnezyum siilfatin enzim
tiretimine etkisinin incelendigi deney sonuglart Sekil 6.29.°da verilmistir. Sekilden de goriildiigi
gibi MgS0,.7H,O’n enzim iiretimi iizerine 6nemli bir etkisi gorillmemigtir. Sentetik ortamlarda
yapilan deneylerde enzim diretimini degistirirken, dogal ortamda higbir etkisinin olmamasi
mikroorganizmanm gelismek ve enzim diretebilmek igin ihtiyag duydugu elementleri kullanilan

musluk suyundan ve dogal ortamin kendi biinyesinden kargiladig: diigiiniilmektedir.



88

AREE

Aktivite (TU)

5 T T T T

0 20 40 60 80 100
Inkitbasyon siiresi (saat)

Sekil 6.29. Farklhh MgSO, konsantrasyonlarimin enzim aktivitesi iizerine etkisi. (0 0 g1, 005 g1, Al
g/l, x 2 g/t MgSO,.7H;0, 10 g/l YE, 25 g/l MK, 1 g/t KH,PO4,-50 mesh, KH:150 rpm, T:37°C, pHb:7.0).

6.3.1.6. Ca™ Konsantrasyonunun Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda kullanilan (0, 0.1, 0.2, 0.4 g/I) Ca"" iyonunun enzim firetimi
izerine etkisinin aragtinldigi deney sonuglan Sekil 6.30.’da verilmigtir. Bir metalo enzim olan
a-amilazin aktivite gosterebilmesi igin Ca”™ iyonuna ihtiyag duydugu sentetik ortamlarn
incelendigi deney sonuglarmda tartigimisti. Sentetik ortamda yapilan deneylerde enzim iiretimi
i¢in gerekli oldugu belirtilmesine ragmen, musir kepegi kullanilan deneylerde ortama eklencn
kalsiyum iyonlarinin enzim iretimi izerine Snemli bir etkisinin olmadifi gorilmektedir.
Buradan, dogal substratlanin yapisinda mevcut olan clementlerin mikroorganizmanin ihtiyag
duydugu degerleri karsiladigs sonucu gikarilabilir. Misir kepeginin ve musluk suyunun Ek 1.°de
verilen spesifikasyonlari mikroorganizmann ihtiyag duydugu Ca™ iyonunun biiyiik bir kisminin
musluk suyundan karsilandigim gostermektedir. Sentetik ortamda kullanilan distile suya gore
ortam maliyetinin diisirme bakimindan musluk suyu kullaniminin avantaj saglayacagi

goriilmektedir.
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Sekil 6.30. Farkli CaCl, konsantrasyonlarmin enzim aktivitesi tizerine etkisi. (0 0 g/l, 0 0.1 g/, A 0.2 g/l
x 0.4 g/l Ca™*,10 g/l YE, 25 g/l MK, 1 g/l KH,PO,,-50 mesh, KH:150 rpm, T:37°C, pHb:7.0).

6.3.1.7. Calkalama Huzinin Etkisi

Enzim tretimi iizerine ortam bilegenlerinin yamnda ortam sartlarinin da etkin oldugu
bilinmektedir. Sentetik ortama gore, dogal substratlarin kullanildigi ortamlarda oksijen
transferinin daha yavas oldugu bilinmektedir. Oksijen transferini énemli oranda ctkileyen
galkalama hizimin incelendigi deney sonuglart Sekil 6.31.°de verilmigtir. 100 ve 200 rpm de
yapilan deney sonucunda enzim iretiminin azaldig: belirlenmistir. Bu sonug, sentetik ortama
gore daha viskoz olan dogal ortamda dugiik karistirma hizinda oksijen transferi sinirlanmakta,
yiiksek karigtirma hizlarinda ise mikroorganizmanin gelismesi olumsuz yonde etkilenmektedir.
Diigiik kanigtirma hizinda incelenen deneyde pH degerindeki degisimin daha yavas olmasi,
fermantasyonun oksijen smirlandirmasindan ve/veya kati substrata baglt nutriyentlerin ortama
yeterince gegememesinden kaynaklanabilir. Maksimum enzim iiretiminin 150 rpm kanstirma

hizinda yapilan deneyde elde edilmigtir.
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Sekil 6.31. Calkalama hizimin enzim aktivitesi tizerine etkisi. (o 100 rpm, 0 150 rpm, A 200 rpm, 10 g/t
YE. 25 g/l MK, 1 g/l KH,PO,.-50 mesh, T:37°C, pHb:7.0).

6.3.1.8. Fermantasyon Sicakhiginin Etkisi

Ortam sicakliginin enzim iretimi iizerine etkisinin incelendigi deney sonuglan Sekil
6.32.7de verilmistir. Bu amagla alt1 farkh ortam sicakliginda (25, 30, 33, 37, 40, 45 °C) deneyler
yapilmigtir. KHF unda sicaklik kontroliiniin ¢ok 6nemli oldugu ve mikroorganizmann
gelisebilmesi, enzim yada metabolitleri iiretebilmesinin ortam sicakhgiyla yakindan iligkili
oldugu belirtilmektedir (Satyanara, 1995, Sodhi, 2005). 25, 30 ve 33 °C’de yapilan deneylerde
elde edilen maksimum enzim aktiviteleri oldukga yakin olmalarina ragmen maksimum enzim
tiretimi 33 °C’de yapilan deneylerde elde edilmigtir. Ortam sicakliginin 33 °C’den 37 °C’ye
yiikseltilmesiyle maksimum enzim iiretiminde 6nemli bir diigiis gozlenmistir. Sicaklifin 37
°C’den 45 °C ye ¢ikarilmasiyla ise enzim iiretiminin yaklasik % 90 azaldi gézlenmistir. Ayrica
fermantasyon sicakhigindaki bu azalma ortamin buharlasma hizim diigiirmesi agisindan da
avantaj saglamaktadir. Incelenen parametreler igerisinde enzim iiretiminin en fazla ortam

sicakligiyla degistigi belirlenmigtir.
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Sekil 6.32. Farkly ortam sicakliklarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi. (0 25°C, o 30 °C. A 33°C.
+37°C, © 40°C, % 45°C, 10 g YE, 25 g/l MK, 1 g/l KH,PO,,-50 mesh, KH:150 rpm, pHb:7.0).

6.3.1.9. Baslangi¢c pH’s1 ve Ekim Konsantrasyonun Etkisi

Farkli baslangi¢ pH’larinda (5, 6, 6.5, 7, 8) yapilan deney sonuglar1 Sekil 6.33.a.’da
verilmigtir. Baglangic pH’siun  degigmesiyle enzim iiretiminde 6nemli bir degisiklik
gozlenmemistir. Ortam pH’smun kisa siire sonra tiim deneylerde aym noktaya geldigi
goriilmiigtir. pH’daki bu degisim baglangigdan itibaren dogal substratin biinyesinde bulunan
proteinlerin ortama salgilanmasiyla ve daha sonraki pH artis1 ise mikroorganizmanin protein
tiretimi ile agiklanabilir.

Farkli ekim konsantrasyonlarinda yapilan deney sonuglari Sekil 6.33.b.’de verilmistir.
Lag fazinmn olduke¢a uzun oldugu ve ckim konsantrasyonunun bu evreyi azaltmada pozitif bir
ctkiye sahip olmadig: belirlenmistir. Dogal ortamlarda enzim iiretimi sentetik ortama gore gok
daha yavas gergeklesmektedir. Mikroorganizmanin besiyerinde glikoz, nisasta gibi niitriyentleri
dogal substratlara gore daha hizli metabolize etmesi sonucu bu beklenen bir sonugtur. Kati
substratin ortama gegmesi, bu substratlan mikroorganizmanin kullanacak forma getirmesi gibi

ara kademeler sonucu ortamdaki enzim aktivitesi daha geg belirlencbilmistir.
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Aktivite (IU)
Aktivite (IU)

T

- 60 80 0 20 40 60 80
Inkitbasyon s;irem (saat) Inkitbasyon stiresi (saat)
b

100

Sekil 6.33.a. Farkli baglangic pH’sinin enzim aktivitesi izerine etkisi. (0 5, 1 6. A6.5,* 7, & 8, 10 g/
YE, 25 g/l MK, 1 g/l KH,PO,.-50 mesh, T:33°C).
b. Farkli mikroorganizma ekim konsantrasyonlanmin enzim aktivitesi iizerine etkisi. (0 0.1 ml,
00.25ml, A0.5ml, x 1ml,¢ 2 ml, 10 g/l YE, 25 g/l MK, 1 g/l KH,PO,,-50 mesh, T:37°C, pHb:7.0).
Misir kepegi ile yapilan deney sonucunda maksimum enzim iretimi 10 g/l yeast
ekstrakt, 25 g/l musir kepegi, 1 g/l KH,PO, igeren fermantasyon ortaminda elde edilmistir.
Fermantasyon ortamumn optimizasyonunda ortam sicaklifinin enzim tretimi iizerinde énemli
etkisinin oldugu belirlenmigtir. Baglangig pH’s1 ve ¢kim konsantrasyonunun a-amilaz iiretimi
tizerine 6nemli bir etkisi olmadig1 gérilmiigtir. Misir kepeginin kullanuldig1 ortamda sentetik
ortama gére a-amilaz iiretiminin ¢ok daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu dogal ortamda
bulunan ve a-amilaz sentezini inditkleyen amino asit, mineral veya vitamin gibi maddelerden
kaynaklanabilir. Enzim dretimindeki bu artiy dogal substratlarin immobilizasyon materyali gibi
davranmasi sonucu da olusabilir (Baysal, 2003). Bununla birlikte, mikroorganizma substrati
sentetik ortamda kullandigi kadar kolay kullanamadigindan maksimum enzim iretimi igin

gerekli siire uzamgtir.
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6.3.2. Misir Proteininin Substrat Olarak Kullamldig: Deneyler

6.3.2.1. Tanecik Boyutunun Etkisi

Farkli boyutlarda musir proteini kullanilarak yapilan deney sonuglan Sekil 6.34.°de
verilmigtir. Misir kepegi ile yapilan deneylere benzer olarak musir proteininde de substrat
boyutu enzim iiretimi degistirmemektedir. a-Amilaz {iretiminin incelendigi daha sonraki

deneyler -30 mesh boyutundaki substratlar kullanilarak yapilmigtir.

1200

Aktivite (TU)

SERE

5 T T T

0 20 40 60
Inkiibasyon stiresi (saat)

Sekil 6. 34. Tanecik boyutunun enzim aktivitesi lizerine etkisi. (+ -50, o -100 mesh mustr proteini, 10 g/1
MP, 2.5 g/l pepton, 1 g/l YE, KH: 150 rpm T:37°C, pHb:7.0).
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6.3.2.2. Azot Kaynaklarinin Etkisi

Dogal substrat olarak 10 g/l musir proteini igeren fermantasyon ortamuna farkh
konsantrasyonlarda (1, 2.5, 5, 10, 15, 30 g/l) pepton eklenen deney sonuglari Sekil 6.35.°de
verilmigtir. Misir kepegi kullanilan ortamda oldugu gibi musir proteini kullanilan ortamda da
diisik pepton konsantrasyonlarinda enzim iretiminin digik oldugu goriilmigtir. Pepton
konsantrasyonunun 10-15 g/l degerine kadar enzim uretiminde bir artig gozlenirken, 30 g/l
pepton igeren ortamda enzim iretiminde digiiy gozlenmistir. Maksimum enzim iiretimi 10 g/l
pepton igeren ortamda elde edilmistir. Misir proteini ile yapilan deneylerde pepton
konsantrasyonuyla meydana gelen enzim iretimindeki artigin, musir kepegine gore daha diigiik

oldugu goriilmusgtiir.

Misir proteini kullanilan fermantasyon ortamina farkli konsantrasyonlardaki (1, 2.5, 3,
10, 30 g/1) yeast ekstrakt etkisinin incelendigi deney sonuglan Sekil 6.36.°da verilmistir.

1200

1000 A

800

Aktivite (IU)

5 T T T

0 20 40 60 80
Inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 6,35, Pepton konsantrasyonunun enzim aktivitesi izerine etkisi. (+ 0 g/l, ©1 g, 02.5g/l, A5 g/,
x 10 gfl, = 15 g/i, 0 30 g/l Pepton, 10 g/t MP, -50 mesh, KH: 150 rpm, T:37°C, pHb:7.0).
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1
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Aktivite (IU)

5 T T T

0 20 40 60 80
Inkitbasyon siiresi (saat)

Sekil 6.36. Ycast ekstrakt konsantrasyonunun enzim aktivitesi tizerine etkisi. (+ 0 g/l, 01 g/l, m 2.5 g/l
A5 g/l x 10 g/, © 30 g/l yeast ekstrakt, 10 g/l MP, -50 mesh, KH: 150 rpm, T:37°C, pHb:7.0).

Sentetik ortamda yapilan deneylere benzer olarak musir proteini kullanilan deneylerde
de digiilk konsantrasyonda yeast ckstrakt’in enzim diretimi igin yetersiz oldugu goériilmiigtiir.
Ancak bu degisim sentetik ortama gore daha az olmustur. Bu da kompleks bir substrat olan
musir proteinin igerisinde bulunan azot kaynaklarindan dolay: olabilir. Maksimum enzim iiretimi
10 g/l konsantrasyonunda yecast ekstrakt kullanilan ortamda eclde edilmigtir. 30 g/l
konsantrasyonunda yeast ckstrakt kullanilan fermantasyon ortaminda enzim iirctiminin ve ortam
pH’simn disiik oldugu goérulmisgtir. 5 g/l yeast ekstrakt konsantrasyona kadar misir proteini
kullanilan deneylerde maksimum enzim aktivitesi misir kepegi kullamlan deneylere gore daha
yiksek olarak belirlenmigtir. Bu sonu¢ mikroorganizmanin ihtiyag duydugu azotun bir
miktarimn proteinin yapisinda mevcut oldugunu gostermektedir. Yiksek konsantrasyonlarda

her iki substrat iginde maksimum enzim aktivitelerinin ¢ok vyakin olmast bu azot
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konsantrasyonlarimin  mikroorganizmalarin tim ihtiyacini, ikincil bir kaynak olmaksizin
karsilayabilecegini gostermektedir. Misir proteini yapisinda bulunan yiiksek protein igeriginin
(% 60 kuru madde) ve proteinde i¢erisinde bulunan amino asitlerin, vitaminlerin veya iyonlarin
daha fazla seviyede enzim iretimini artiramadigini gostermektedir. Querol’un (1992) amino
asitlerin a-amilaz sentezi tizerine etkisini inceledigi ¢aligmasinda, amino asitlerin yalmz bagina
enzim firetim hizini az miktarda stimille ettifini ve bazi amino asitlerin (sistein, triptofan)
bakteri tremesini engelledigini belirtmistir. Sentetik ortam dikkate alindiginda dogal
substratlanin yapisinda bulunan bazi maddelerin sitimulatér etkisinin oldugu veya bu
substratlarin  immobilizasyon destek materyali olarak davranmasi sonucu enzim iiretimini

onemli miktarda artirdig1 belirlenmigtir (Baysal, 2003).

6.3.2.3. Misir Proteini Konsantrasyonunun Etkisi

Farkli musir proteini konsantrasyonlarninn (5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 g/) enzim iirctimine

olan etkisinin incelendigi deney sonucu Sekil 6.37.de verilmigtir.

3000

Aktivite (JU)

5 T T T T

0 20 40 60 80 100
Inkitbasyon siiresi (saat)

Sekil 6.37. Misir proteini konsantrasyonun enzim aktivitesi iizerine etkisi. (0 5 g/l, o 10 g/, A 15 g/l, x
20 g/l, © 25 g/, = 30 g/, + 40 g/l Musir proteini, 10 g/l YE, 50 mesh, KH: 150 rpm, T:37°C, pHb:7.0).
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Sekilden de goriildigii gibi enzim dretimi 30 g/l musir proteini konsantrasyonuna kadar
artarken, daha yiiksek protein igeren ortamlarda diistigii gézlenmigtir. Hom musir kepegi hem de
musir proteini kullanilan ortamlarda yiitksek substrat konsantrasyonlarinda gozlenen bu diigiis,
bakterilerin  ihtiyag duydugu scrbest su miktarmin ortamda kullamilan  substrat
konsantrasyonunun artmasiyla azalmasiyla agiklanabilir. Diigiik substrat konsantrasyonlar ise
enzim iretimi ve mikroorganizmanin geligmesi igin yetersiz kalmaktadir. Misir proteini
konsantrasyonu 10 g/l den 30 g/l’'ve ¢ikarildifinda, enzim iiretiminde yaklagik olarak 2 katlik
bir artig belirlenmigtir. Maksimum enzim tretimi 30 g/l musir proteini kullanilan ortamda elde

edilmis ve daha sonra yapilan deneylerde bu konsantrasyon kullanilmugtir.

6.3.2.4. Fosfat Konsantrasyonun Etkisi

KH,PO,’ 1n enzim iretimi iizerine etkisinin incelendigi deney sonuglart Sekil 6.38.de

verilmigtir.
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Sekil 6. 38. Farkl KH,PO, konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin zamanla degigimi. (x 2 g/1, 6 0.5 g/,
o1gl, A0 glKH,PO,, 10 g/1 YE, 30 g/l MP, 50 mesh, KH: 150 rpm, T:37°C, pHb:7.0).

B el

/
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Sekilden de gorildigi gibi KH,PO, in maksimum enzim iiretimi {izerine ¢énemli bir
etkist yoktur. Sentetik ortamda yapilan deneylerde mikroorganizmanin gelismesi ve daha fazla
enzim iiretebilmesi igin ihtiyag duydugu fosfatin kargilandigi diisiiniilmektedir. Misir kepeginin
substrat olarak kullanildig1 deneylerde maksimum enzim iretimi igin 1 g/l KH,PO, ihtiyag
duyulurken misir proteini kullanilan ortamda fosfatin enzim tretimine bir etkisinin olmadig1

gorilmiistiir. Bu da musir proteininin igeriginden kaynaklanabilir.

6.3.2.5. MgSO, ve Ca”* Konsantrasyonun Etkisi

MgSO, ve CaCl,in enzim iiretimine etkisinin incelendigi deney sonuglari Sekil 6.39.a.
ve b.’de verilmigtir. Ortama ilave edilen MgSQO, ve CaCl,’iin enzim iiretimi iizerine bir etkisinin
olmadif1 goriilmustir. Enzim tretimi igin gerekli olan bu elementlerin musluk suyundan ve

mustr proteininden ortama girdigi diiginiilmektedir.

Aktivite qU)

3000 3000
2500 A 2500 -
2000 A 5 2000 -
1500 - % 1500 4
1000 2 1000
500 - 500
0 04
10 10

5 T — T T 5 T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Inkitbasyon siiresi (saat) Inkitbasyon stresi (saat)
a b

Sekil 6. 39.a. Farkli MgSO, konsantrasyonlarmin enzim aktivitesi tizerine etkisi. (00 g/, o 1 g/l, A2
g/l, x 0.5 g/l MgS0,.7H,0, 10 g/l YE, BLQEAMP, 50 mesh, KH: 150 rpm, T:37°C, pHb:7.0).

b. Farkl konsantrasyonlarda CaCl,. 7H,O un enzim aktivitesi iizerine etkisi (0 0 g/l, o 0.5 g/l,
A 0.2 ghh, x 0.4 g/l CaCl,.7TH;0).
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6.3.2.6. Karistirma Hizimin Etkisi

Karnstirma hizinin enzim iiretimi {izerine etkisinin aragtirtldigt deney sonuglart Sekil
6.40.°da verilmigtir. Misir kepegi kullanilan deneylerde oldugu gibi maksimum enzim {iretimi
150 rpm kangtirma hizinda elde edilmistir. 100 rpm karigtirma hizinda enzim tretiminin daba
diisik oldugu gorilmiistir. Dusiik karnigtirma hizinda enzim iretimindeki bu azalma, viskoz
dogal ortamin tamaminda mikroorganizmann ihtiyag duydugu oksijeni ve niitriyentleri yeterli
bir sekilde kargilanamamasindan kaynaklanabilir.
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Sekil 6.40. Farkh ¢alkalama hizlarmim enzim aktivitesi {izerine etkisi. (0 100 rpm, o 150 rpm, x 200 rpm,
10 g/l YE, 30 g/l MP, 50 mesh, T:37°C, pHb:7.0).
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6.3.2.7. Fermantasyon Sicakhginin Etkisi

Fermantasyon sicakligmin enzim iiretimi iizerine etkisinin incelendigi deney sonuglan
Sekil 6.41.°de verilmigtir. Misir proteiniyle elde edilen deney sonuglarin musir kepegi ile elde
edilen sonuglarla uyum igerinde oldugu gorillmektedir. Benzer gekilde diisiik sicakliklarda (25,
30, 33 °C) yapilan fermantasyonlarda elde edilen enzim iretiminin daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Maksimum enzim iiretimi 33 °C’de yapilan deneyde elde edilmistir. Daha yiiksek
sicakliklarda, sicaklik artigina paralel olarak enzim iretiminde digis g6zlenmigstir. Misir

kepeginde oldugu gibi, ortam sicaklifl enzim iiretimini en fazla etkileyen parametre olarak
gozlenmigtir.

Aktivite (IU)

5 T .

T T

0 20 40 60 80 100
Inkubasyon siiresi (saat)

Sekil 6.41. Farkl ortam sicakligmmin enzim aktivitesi iizerine etkisi. (0 25 °C, 0 30 °C, A33°C, x37°C,
& 40 °C, +45°C, 10 ¢/1 YE, 30 g/l MP, 50 mesh, KH: 150 rpm, pHb:7.0).
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6.3.2.8. Baslangic pH’simin Etkisi

a-Amilaz tretimi Gzerine fermantasyon ortami baslangic pH’simin incelendigi deney
sonuglart Sekil 6.42.°de verilmistir. Baglangigc pH’sinin degigmesinin enzim {iretimi {izerine
onemli bir etkisinin olmadigi sekilden gérilmektedir. Ortam pH’sinm ilk 6lgiimden itibaren
degerlerin birbirine yaklastigt goériilmektedir. Enzim iiretimin maksimuma ulagtig1 anlarda

ortam pH’sinin aym oldugu goriilmiigtiir.

Aktivite (IU)

T T T

. 40 60 80
Inkitbasyon stiresi (saat)

Sekil 6.42. Farkli baglangic pH’sinin enzim aktivitesi lizerine etkisi. (0 5,06, A6.5,x7,¢ 8, 10 g/l YE,
30 g/l MP, 50 mesh, KH: 150 rpm, T:33°C).




102

6.3.2.9. Ekim konsantrasyonun Etkisi

Ekim konsantrasyonun enzim iretimi iizerine etkisinin incelendigi deney sonuglan
Sekil 6.43.7te verilmistir. Ekim konsantrasyonun mikroorganizmalarin lag fazini degistirecegi
ve boylece enzim iiretiminin daha erken olmasi beklenirken, enzim iiretimi iizerine bir etkisi
olmadig1 gorilmiigtiir.

Misir proteiniyle vapilan deneyler sonucunda, maksimum enzim iretimi karigtirma
hizinin 150 rpm, ortam sicakligimin 33 °C oldugu ve 30 g/l musir proteini ile 10 g/l yeast
ckstrakt igeren fermantasyon ortaminda clde edilmigtir.

Aktivite qU)

5 T T T T

0 20 40 60 80 100
Inkitbasyon stiresi (saat)

Sekil 6.43. Farkl: ekim konsantrasyonlaninin enzim aktivitesi tizerine etkisi. (0 0.1 ml, o 0.25 ml, A 0.5
ml, x Iml, & 2 ml, 10 g/l YE, 30 g/l MP, 50 mesh, KH: 150 rpm, T:33°C, pHb:7.0).
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7. GENEL SONUCLAR VE ONERILER

a-Amilaz iiretimi galigmalarinda agagidaki genel sonuglar clde edilmistir:

1. Sentetik ortamda yapilan deneylerde karbon kaynagi olarak glikoz veya nigastanin
kullanilmasinin enzim tretimini ¢ok fazla degigtirmedigi goriilmigtiir. Ancak bu iki
substratin birlikte kullanmldig: ortamlarda ve yitksek glikoz konsantrasyonlarinda glikoz

etkisinin olustugu belirlenmigtir.

2. Gliserinin, B. subtilis ile yapillan deneylerde enzim iretimini  artirirken
B.amyloliquefaciens ile yapilan deneylerde enzim iretimini 6énemli oranda azalttii

belirlenmistir.

3. Her iki mikroorganizmanin da inorganik azot kaynaklarim kullanamadigi, organik azot

kaynaklarinda enzim iiretiminin arttigr belirlenmigtir.

4. Sentetik ortamlarda enzimin {iretiminde Ca" iyonunun énemli rol oynadigi, denenen

her iki mikroorganizmada da enzim tretimini artirdigi belirlenmigtir.

5. B.amyloliquefaciens ile yapilan deneylerde, magnezyum ve fosfatin iyonlarinin
mikroorganizmanm gelisebilmesi ve enzim iiretebilmesi i¢in gerekli oldugu ve enzim
dretimini artirdign gérillmistiir. Mangan, demir gibi eser clementlerin enzim iiretimine

bir etkisinin olmadig anlagilmisgtir.

6. B.subtilis ile yapilan deneylerde NaCl’iin bulunmasimn enzim salgilanmasini artirdig

goriilmiistir,

7. llave azot kaynaklarmin bulunmadigi deneylerde, musir proteini ile elde edilen a-
amilaz dretimi misir ve bugday kepegi kullanilan deneylerde elde edilen enzim

iiretimine gore ¢ok daha yiiksek olmustur.

8. Misir ve bugday kepeginin kullamildigi deneylerde ortama azot kaynagimn ilavesi
enzim Uretimini yaklagik 8 kat artinrken musir proteini kullamlan ortamda 1.5 kat
artrmigtir. Enzim Giretimindeki maksimum artig 10 g/l konsantrasyonunda yeast

ekstrakt ilavesinde elde edilmistir.
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9. Iz elementlerin dogal ortamlarda enzim iiretiminde 6nemli bir etkiye sahip olamamasi,
bu clementlerin kullanilan dogal substratlarn yapisinda bulunmasi ile agiklanabilir.
Sentetik ortamlarda enzim iiretimi ve mikroorganizmanin gelismesi igin gerekli olan bu
clementlere dogal ortamda ihtiyag duyulmamas: ortam maliyetinin azaltilmast

bakimindan 6énemlidir.

10. Fermantasyon sicakliginin enzim uretimini degistiren en 6nemli parametrelerden biri
oldugu belirlenmigtir. Fermantasyon sicakliginin 37 °C’den 33 °C ye diigiiriilmesi ile

maksimum enzim iretiminde 6nemli bir artig belirlenmistir.

11. Dogal ortamda elde edilen enzim iiretimi sentetik ortama goére daha yiiksek olmustur.
Misir proteinin ve misir kepeginin endistriyel a-amilaz iretiminde etkin bir gekilde

kullanilabilecegi belirlenmigtir.

12. Dogal ortamlarda enzim iretiminin sentetik ortama gore ¢ok daba yavas oldugu
goriulmistiir. Mikroorganizmanin ihtiya¢ duydugu oksijenin ve nutriyentlerin sentetik

ortama gore daha yavas sekilde kargilanmasindan kaynaklandigi gorilmiigtiir.

Oneriler ise syle siralanabilir:

1. Dogal ortamlarda a-amilaz iiretimi kangtirmali biyoreaktorlerde incelenebilir. Agir
kopiik olusumundan dolayr bu galigmada biyorcaktdr deneyleri yapilamamigtir. Farkli
reaktor sistemleri kullamlarak enzim dretimi artinlirken fermantasyon siiresi

kisaltilabilir,

2. Dogal ortamlarda elde edilen yitksek enzim iiretimi bu substratlarin yapisinda bulunan
amino asitler, vitaminler veya minerallerden kaynaklanabilir. Sentetik ortamda yapilan

deneylerle enzim iiretimindeki bu artiga hangi maddelerin neden oldugu incelenebilir.

3. Daha sonraki yapilacak g¢aligmalarda enzimin saflagtinlmasi ve karakterizasyonu

incelenebilir,
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Ek.1.

Tablo E 1.1. Dogal substartlarin spesifikasyonlan (Ergiin vd., 2004, Coskun vd., 2004).

Seker Seker Aycekirde Bugday Masir Masir
Pancan Pancan 8i kepegi Kepegi Pproteini
Melasi kiispesi Kiispesi (Gluten)
Nem %22 %11.7 %7.8 %10.9 %13 %13
Protein(KM) %38.5 %10 %28.4 %17.3 %22 %60
Yag %0.2 %]1.1 %1.4 %4.3 %4 max %3 max
Kiil %11.4 %7.3 %7.7 %6.3 %10 %4.5
Nisasta - - - - %18 %I15
Metabolik 2880 2360 2240 2550 3050 3300
Enerji (ME) kcal/kg kcal/kg kcal/kg kecal/kg kcal/kg kcal/kg
MINERAL ICERIKLERI
Kalsivum % 0.1 %0.13 % 0.48 %0.17 % 0.05 % 0.07
Fosfor % 0.03 % 1.18 %1 % 0.29 %1 % 0.2
Potasyum % 6.06 % 1.32 %15 % 0.33 % 1.5 % 10.23
Klor - % 0.16 % 0.12 % 0.69 % 0.5 % 0.08
Magnezyum | % 0.29 % 0.53 % 0.63 % 0.1 % 0.5 % 0.08
Kiikiirt % 0.6 % 0.21 % 0.39 %0.1 % 0.3 % 0.65
Sodyum % 1.48 % 0.04 % 0.04 % 0.59 %0.15 % 0.06
Demir 87 ppm 157 ppm 298 ppm 252 ppm 363 ppm 282 ppm
Cinko 18 ppm 85 ppm 88 ppm 80 ppm 250 ppm 31 ppm
Mangan 45 ppm 26 ppm % 0.05 % 0.07
VITAMIN ICERIKLERI
Kolin - 2900mg/kg | 980 mg/kg | 1540mg/kg | 3584mg/kg
Niasin - 220 mg/kg | 321 mgkg | 72 mg/kg 61 mg/kg
Riboflavin 2.4mg/kg 3.1mg/kg | 3.1 mgkg 2 mg/kg 2 mg/kg
Tiamin - 6 mg/kg 2 mg/kg 0.22 mg/kg
Biotin - 110 mg/kg | 0.34 mg/kg | 0.18 mg/kg
Karoten - - - -
AMINO ASIT ICERIKLERI (% protein)
Arjinin %4.91 % 3.23 8.18 6.84 0.78 % 2.08
Histidin % 1.59 Y% 2.54 2.6 2.82 0.61 1.4
izoldysin % 4.44 % 3.18 4.09 3.15 2.2 10.23
Loysin % 3.59 % 5.1 6.41 6.16 0.64 1.01
Lizin %1 % 4.35 3.56 4.05 0.64 1.01
Metiyonin % 0.98 % 1.24 2.29 1.57 0.37 1.78
Treonin % 1.57 % 3.38 3.72 3.26 0.78 2.2
Valin % 3.36 %4.7 4.95 4.5 3.36 4.7
Fenilalanin %2.71 % 2.93 4.62 3.97 2.71 2.93
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Table E.2.1. %5’lik nisasta ¢ozeltisinin dalga boyu taramast.

Dalga Boyu(nm) | 530 | 540 | 550 | 560 | 570 [ 580 | 590 | 600 | 610 | 620 | 630 | 640
Absorbans 0.6 064 1068 [ 070|072 1074 | 074 ) 075 | 0.72 | 0.7 0.67 | 0.64
0,76
0,74 -
0,72 -
0 07 3
‘c-é >
'§Q@-
2 066 -
0,64 1
0,62 -
096 = T T T T T T
520 540 560 580 600 620 &40
Dalga boyu (nm)
Sekil.E2.1. Dalga boyunun degismesiyle nigasta ¢ozeltisinin absorbans degerleri.
Tablo E.2.2. Nisasta ¢oz¢ltisinin kalibrasyon verileri
Nigasta (g/1) 0.5 1 2.5 5 7.5 10 12.5 15
Abs. (600nm) 0.125 0.135 0.321 0.715 0.955 1.4 1.7 2
2 .
1,5 1

Absorbans

y =0,1332x+0,0199

R* =0,9971

2 4

6

T T

8 10

T T

12 14 16

Nigasta konsantrasyonu (g/l)

SekiL.E2.2. 600 nm’de nisasta kalibrasyon grafigi.
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Tablo E.2.3. Glikoz kalibrasyon verileri
Glikoz (%) 0.5 1 15 2 25
Abs. (600nm) 175001 327970 481655 799317 1002462
1200000
1000000 -
800000 -
& 600000 -
<
100000 7 y =425254x - 80600
200000 - o R®=0.9803
0 T T T T T
0 05 1 15 2 25 3

Sekil.E2.3. Glikoz kalibrasyon grafigi

glukoz kons. (% agrlikca)




