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AMAC

2l.yiizyibm  ilk ¢eyregiyle beraber diinya ¢apinda bir sanayilesme hareketi
baslamig, bu durumu takiben deterjan, ilag, deri, mayalama, yiyecek saklama v.b.
alanlarinda bir ¢cok sanayi dali olusturulmustur. Bu sektorlerin temel caliyma materyali’

degisik tekniklerle iiretilen proteolitik enzimlerdir.

Cahyma konusu olarak sectigimiz Kati-Faz Fermentasyon( Solid — State
Fermentation (SSF) ) teknigi , bu enzimlerin kolay , bol miktarda , ekonomik ve gevreye

zarar vermeden iiretilmelerini saglayan bir yontemdir.

Deney materyali olaral:i kullandigimiz , muz kabugu, dari ve pirin¢ kabugu hicbir
ekonomik degerlerinin olmamzismm yan: sira , dogada birikerck ¢evre Kirlilifine neden
olmaktadir . Bu maddelerin, hem kolay tiretilmesi hem de birgok ckzoenzim salgilamas
nedeniyle Bacillus sp. tarafindan kullanim saglanarak ALKALIN SERIN
PROTEAZIN iiretilmesi gerceklestirilmistir.

Bu enzim deterjan , deri ve tekstil sanayinde yogun olarak kullamildigindan,
iilkemiz e¢konomisi i¢cin Onemli bir yer tutmaktadir. SSF teknigi kullanilarak, muz
kabugu, dan ve piring kabugu ile yapilan ¢ahymalardan elde edilen bu enzimin
maksimum seviyede iiretilebilmesi igin SSF tekniginin bir takim fizikokimyasal ve

biyokimyasal 6zellikleri incelenmeye ¢ahsiimastir.



OZET

Kati-Faz Fermentasyon (SSF) teknigiyle alkalin proteaz iiretiminin incelendigi bu
calismada Bacillus sp. ‘nin hangi substrat varhginda daha iyi alkalin proteaz iirettigini

tespit etmek icin ; muz kabugu , piring kabugu ve dar bitkisi kullan:idi.

Yapilan deneyler sonucunda en yiiksek enzim iiretimi muz kabuunda 72 saat
inkiibasyon siiresi ve 1500 pm parcacik biiyiikliigiinde goriildii. Mikroorganizma i¢in
uygun substrat belirlendikten sonra kati-faz fermentasyon (SSF) sistemlerinde enzim
iiretimini etkileyen Inkiibasyon siiresi , pH , sicakhk , ekim miktar1 , azot ve karbon
kaynag ilavesi gibi bazi parametrelerin etkileri incelendi . Yapilan inhibisyon
¢abymasinda PMSF ile inhibe olan enzimin Alkalin Serin Proteaz oldugu saptandi .
Ca* iyonlarmin enzimin termal stabilitesi iizerine etkisi belirlendi. Enzimin K,, degeri

3,8.10°% olarak hesapland.

Anahtar Kelimeler: Bacillus sp. , Kati faz fermentasyon , Alkalin serin proteaz ,

Muz kabugu.



SUMMARY

In this research we investigated production of alkaline protease in SSF (Solid-

State Fermentation) by Bacillus sp.

To understand which is the best for maximum enzyme production we used
banana waste, rice husk, millet as substrate for the microorganism .

High yields of enzyme were achieved by employing banana waste as substrate, 72
hour incubation time and 1500 pm particle size.

Various parameters such as moisture level, inoculum concentration, pH,
temperature, carbon and nitrogen sources influencing enzyme production in SSF were
optimized.

With inhibition study, to characterize the protease, we found that enzyme was
inhibited completely by PMSF, which is best known as a serin protease inhibitér. The
effect of Ca'” on enzyme thermal stability was examined. K, value was found to be

3,8. 107 for alkaline serin protease.

Keywords: Bacillus sp., Solid state fermentation, Alkaline serin protease, Banana

waste.



1. GIris

Mikroskop yardmmyla goriilebilen ¢ogunlukia tek hiicreli basit yapidaki
organizmalara mikroorganizma denir. Onemli mikroorganizma gruplari bakteriler,
funguslar , algler , protozonlar ve belirli saﬁlarda canhitk dzelligi gosteren viriislerdir .

Mikroorganizmalar, insan saghg ve giinliik hayatimizla dogrudan ilgili canhlardir.
Bunlarm ¢ogu faydah diger bir kismm zararhdir (Ozgelik, 1998).

Bugiin hemen hemen diinyanin her yerinde mikroorganizmalarin bazi
faaliyetlerinden yararlamlmaktadir. Mikroorganizmalar ¢evrelerinden aldiklar1 besin
maddelerini kendi biinyelerinde kullandiktan sonra degerlendiremedikleri baz1 organik
bilesikleri disar1 atarlar ki bunlara son iiriinler denir. Bazi organizmalarm son iiriin
olarak disariya attiklari organik bilesikler bugiin tip ve besin endiistrisi gibi bir¢ok
alanlarda kullanilmaktadir. Nitekim mikrobiyal son iiriin olan organik asitler, amino
asitler , niikleik asitler ve onlarla iliskili bilesikler , vitaminler , enzimler steroid
hormonlar ve antibiyotiklerin ¢ok ¢esitli alanlarda kullanildiklar: bilinen bir gergektir .
Bu 6nemli bilesikler 6zel bazi mikroorganizmalar, 6zel bazi ortamlarda gelistirilerek
elde edilirler. Bu ortamlarin hazirlanmasinda maliyetin ucuz olmasi icin organizmanin
en ¢ok gereksinim duydugu karbon kaynaginin ekonomik degeri diisiikk maddelerden

saglanmasi gerekir.

Bir mikrobiyal iiriiniin iiretilebilmesi i¢in;
1) Organizmaya 2) Organizmanin iste(éiigi ortamin hazirlanmasina gereksinim
vardir.

Endiistriyel mikrobiyolijik islemlerde, 6zellikle fermentasyonlarda kullamilacak
organizmalarin insanlarda herhangi bir hastahiga neden olmamasi , verim giliciiniin
yiiksek olmasi, sahip olduklar ozellikleri kaybetmemesi ve iiretim ortaminda hizh
biiyiimesi gerekir. Diger taraftan organizmanim ortamima koyacafimiz ve iiretecegi
iiriiniin esas ham maddesini olusturacak organik maddenin, kolayca bel miktarda ve
ucuza bulunabilen bir madde olmas: gerekir. h .

Endiistriyel mikrobiyolojide baz iiriinleri iiretmek icin daha ziyade i:unguslar ve

bakterilerden yararlandmaktadir (Yildiz, 2002).



1.1. Ekstraseliiler Enzimler

Bakteri kaynakh enzimler ilag iiretimi, mayalama , yiyeceklerin saklanmas: gibi
biyoteknoloji alanlarinda gittik¢e 6nem kazanmaktadir (Kaya, 1996) .

Bir bakterinin 6zgiil ozellikleri (bir karbenhidratt kullanma , amino asitleri
sentezleyebilme, v.b. ) belirli bir enzim yada enzimleri sentezleme yetenegine sahip
olmasma baghdir. Bir bakteri tiiriinii diger bir tiirden farkli kilan neden belirli
enzimleri sentezleme yeteneklerindeki farktan kaynaklamir. Bir ¢ok bakterinin liredifi
ortama salgiladiklar1 enzimlerin temel fonksiyonlar; mikroorganizmaya kullanilabilir
besin saglamak ve enfeksiyon islemlerinde saldirgan mekanizma olarak is gérmektir
(Uyar, 1993).

Basiller, kolay iiremeleri ve korunmalarinin zor olmamasi nedeniyle enzim
iiretiminde kullanilan en uygun bakteri tiirlerindendir (Kaya, 1996) .

Bir mikrobiyal iiriiniin iiretilmesinde kullanilacak mikroorganizmalarda aranan

ozellikler Tablo 1.1 de belirtilmistir (Yildz, 2002) 4
Tablo 1.1. - Mikrobiyal {irttn tretiminde kullamlacak mikroorganizmalarda aranan dzellikler
Teknik Bakimdan Fizyolijik Bakimdan

- Kolay hazirlanabilen basit kiilttir, ' - Son {iriiniln toksik olmayisi

- Mikroorganizmamin genis substrat ozelligine sahip - lyilezzetli olugu

olmasi, bagka bir ifadeyle - Yiiksek oranda sindirilebilmesi
farkli karbon kaynaklarindan kolayca faydalanabilmesi - Besin degerinin yiiksek olmasi (amino asit ve yap
kompozisyonu iyi olan biyomas vermesi )
- Kontaminasyondan art olusu. - Protein ve yag iceriginin yitksek kalitede olmas
- Uremenin stispansiyon geklinde olugu. Bitki, hayvan ve insanlar {izerinde patojen etkisinin olmamas

- Fermentasyon ortamimdan kolay ayrilmasi

- Atilabilir anklar olugturmas:

- Enerji kaynaklarmin etkili kullanim

- Genetik degisime yetenekli olugu -

- Yiiksek miktarda protein ve yap icermesi

- Yiiksek karbon- biyomas ddnilsfimii saglamas -

- fnorganik azot tuzlarim azot kaynafi olarak
kullamlabilmesi ve bunlari lzh bir sekilde organik
azota doniigtiiriilebilmesi

- Derin killt{ir ydntemiyle firetiminin yapilabilmesi

= Genig PH araliginda {ireyebilmesi




Bu bakteri simifinin psikrofilik , mezofilik , termofilik tiirleri yaninda alkalofilik ,
nitrofilik ve asidofilik tiirlerinin 6zcllikleri yapilan arastirmalarda c¢ok iyi
tammmlanmisir, Bu bakterilerin bazilan tarafindan salgilanan ama 110 °C sicaklik ve
belli basin¢ altinda nisastayx hidrolizleyeli amilaz ve PH: 12,0 de kararh ve aktif olan
proteazlar, enzim adaptasyonuna ydnelik ¢ahymalarda onemli 6rnekler olusturur

(Kaya,1996).
1.2. Proteazlar

Proteazlar; sanayi alaninda kullamilan en o6nemli enzim grubu olup, dzellikle
deterjan, yiyecek, farmatik deri, ve yiin endiistrisi ile rontgen isimnlarindan giimiis
eldesinde kullanilmaktadir ( Kumar ve ark. 1999, Gupta ve ark. 2002).

Proteazlarin endiistriyel alanlarda ozellikle deterjan endiistrisinde kullaniimas:
fikri, 1913’te Roehm’in pankreatik ekstrakti kullanmasina dayanmir (Maurer, 2004).
Proteazlar sulu ortamlarda peptid baglarim1 hidroliz eder, ¢cok az sulu ortamlarda da
peptid baglarim sentezlerler .

Proteazlar (deterjan éndiistrisinde kullanilaniar) diinya enzim iiretiminin
%30’nu teskil eder. Giiniimiizde deterjan endiistrisi ; alkalin pH’da c¢ahisan hidrolitik
enzimlerin en biiyiik tiiketicilerinden biri olup , diinya ¢apindaki enzim iiretiminin
ceyreginden fazlasma sahiptir. Diinya endiistriyel enzim piyasasi 1994 yilinda yaklagik
olarak 400 milyon § olarak hesaplanmig ve bunun 112 milyon $’nin deterjan scktiriine
ait oldufu belirtilmigtir. Aym yil sadece Japonya’daki enzim piyasasi 15 000 yen
(yaklagik 116 milyon $) olarak bildirilmigtir. Alkalin proteazlara duyulan ihtiyacin
giderek artacag ve 10 yil sonra diinya enzim piyasasimin 700 milyon $’in iistiinde
olacag: tahmin edilmektedir (Kumar, 1999).  Alkalin proteazlar 50 — 60 °C gibi
yiiksek sicakhklar, genis pH arahklari, oksitleyici ajanlarmm varhg gibi zor kosullarda
dahi aktif ve kararh olduklarindan olduk¢a 6nemlidir (Tunga ve ark. 2003).

Cogu mikroorganizma gruplar tarafindan salgilanan proteazlarmm birKac -farkh
tiirii olup, bunlar arastirmalarda kullamlmak iizere ya ticari olarak temin-:edilmekte
yada mantar, bakteri gibi baz1 mikroorganizmalardan saflastirilmaktadir. Bu
proteazlar, Hartley tarafindan etki mekanizmalari goz oOmiine almarak baghca dort
grupta toplanmigtir. Serin proteazlar , tiyol proteazlar , metalo proteazlar ve asit

proteazlar (Kaya, 1996).



Baz1 mikrobiyal proteazlar ve bunlan salgilayan mikroorganizma gruplart Table

1.2. belirtilmistir.

Tablo 1.2. Mikrobiyal proteazlarim simiflandiriimasi

Enzim Kaynag

1.Tripsin benzeri serin proteaz

2. Alkalin serin proteaz

Streptomyces

Bacillus, Streptomyces

3. Myxobacter-lytic proteaz Sorangium
SERIN PROTEAZLAR 4. Stafilokokkal proteaz St. aureus
5. Ndtral serin proteaz B. pumilus
6.Diger serin proteazlar Escherichia,
Saccharomyces
1. Notral metaloproteaz Bacillus
NOTRAL PROTEAZLAR |2. Alkalin metaloproteaz Pseudomonas,
Serration proteus
1. Pepsin benzeri asit proteaz Aspergillus,Mucor
ASIT PROTEAZLAR 2. Rennet benzeri asit proteaz Bacillus,Mucor,
Endothia
1.Clostripain Clostridium
TiOL PROTEAZLAR |2 Streptokokkal proteaz Grup A streptokoklar

A

Bacillus subtilis ‘in 168 susunun sporlagms Kkiiltiirlerinde en az ii¢ farkl proteolitik _
enziminin bulundugu belirtilmistir (kaya, 1996). Bu enzimlerden biri alkalin proteaz

simfina giren subtilizin olup, kazeini hidrolizler . ikinci enzim prostetik grup olarak

cinko igeren ndtral proteazdir ve bu enzimde kazeini hidrolizler. Ugiincii enzim ise

yiiksek esteraz aktivitesine sahip olup kazeini hidrolizleyememektedir. (Higerd ve ark.

1972). .




Metale endopeptidaz grubunda olan metalo proteazlar nétral pH’da maksimum
aktivite gosterirler, metal selatlagtirici maddelere karsl duyarhdir ve esteraz aktivitesi
giostermezler.

Metalo proteazlar aktif merkezlerinde bir ¢inko atomu igerir. Molekiil agirhklan
38000- 40000 Dalton olup Ca®* varllémdh olduk¢a kararhidir. Bu enzimler Basillerin
salgiladigi en kararsiz proteazlardir . Bu nedenle nétral proteazlarin uygulama alanlan
oldukc¢a smirhdir .

Ug proteaz tiiriinden en az karakterize edilen enzim esterazdir. Molekiil agirhi
36000 Dalton olan bu enzim fenilmetil siilfanil floriir (PMSF) ile inaktive olur. Bu
enzim en ¢ok gida endiistrisinde kullamlir (Kaya, 1996) .

Serin proteazlar aktif biolgesinde serin artigi bulunduran enzimlerdir. Bu enzimler
PMSF ve diizopropil floro fosfat ( DFP ) ile inhibe olmaktadir. Serin proteazlarin dogal
substratlar proteinler veya protein fragmentleri olmasma ragmen bu enzimler igin
sentetik peptidler ve peptid amidleride substrat olarak kullamlmaktadir (Kumar ve ark.

,1999).
1.3. Mikrobiyal Uriin Uretiminde Kiiltirel Yontemler

Enerjice zengin organik maddelerin mikroorganizmalar tarafindan enzimatik
kimyasal yoliarla enerjice fakir organik m‘addelere dondisiimlerine fermentasyon denir
(Ozgelik, 1998).

Mikrobiyal iiriinlerin iiretilmesi icin degisik kiiltiirel yontemler geligtirilmistir .

Bunlar iki temele dayanir (Yildiz 2002).
1.3.1. Derin Kiiltiir Fermentasyonu (sulu fermentasyon ( SmF) )

Derin kiiltiir fermentasyonunda mikroorganizmalarin gelismesi besiyerinin i¢inde

gerceklestirilir. Gerekli hava fermentoriin igine (besiyerine) verilir ve havanin “homojen

-dr

<

dagilimini saglamak iizere karistirma islemi uygulanir.

Bu ydntemde besiyerinde % 5 — 10 grammnda toplam kuru madde olacak yekilde
substrat konsantrasyonu saglandikian sonra difier besin elementleri ilave cdilerek
sterilize cdilir . Hazirlanan besi ortami fermentasyon tankina aktarilarak onceden
hazirlanan kiiltiir ile inokulasyon (asllaméi , ekim ) yapildiktan sonra fermentasyon

baslamis olur . Inokulasyon ile ortama verilen milyonlarca hiicre ve sporun her biri



fermenterdeki besi ortaminda iireme odaklar olusturarak hizla iirer ve besin

elementlerini istenilen iiriine doniigtiiriirler.

1.3.2. Viizey Killtilr Fermentasyonu

Yiizey kiiltiir fermentasyonunda mikroorganizmalar besiyerinin iizerinde
gelistirilir. Besiyerinin sivi, kati, yada yar kati olmas1 yontemin uygulanmasinda bir
degisiklik gerektirmez. Ancak bu yontem ¢ogunlukla kati substratlara uygulanir (Yildiz,
2002).

Yiizey kiiltiir fermentasyonarindan (SSF) in derin kiiltiir fermentasyonuna

(SmF) kars: biyoteknolojik avantajlar Tablo 1.3 ‘te verilmistir (Hélker ve ark.,2004).



Tablo 1.3. Yiizey Kkiiltlir fermentasyonlarmmdar (SSF) in derin

karsilagtinnimass.

kiiltiir fermentasyonu(SmF) ile

Avantajlar

Sonuglar

Dezavantajlar

Biyolojik avantajlar

Diisiik miktarda su
gerektirmesi

Daha az atik su olusmasi

Nem oraninin belirlenmesi

Yiiksek miktarda iiriin
vermesi

Uriiniin yiiksek
konsantrasyonda olusmasi

Katabolik represyonun
nadiren ghriilmesi

Fermantasyon glukoz.
varhfmda gerceklesir

Kati maddelerin kullamsh

hale getirilmesi

Substratin ¢ok miktarda
olmasi

Uygun substratin
belirlenmesi

pH degerinin belirlenmesi

Uygulamadaki avantajlar

Diisiik kontaminasyon riski C?k cesitli .
mikroorganizmayla

tasimasi .
gerceklesmesi

Mikroorganizmaya '

fiziksel destek saglamasi

Dogal seyrine paralel Mikroorganizmalarin daha

gerceklesmesi iyi performans giostermesi

Suda ¢oziinmeyen kat

substratlarm

kullanilabilmesi

Yiiksek miktarda verim elde
edilmesi

Kiigiik hacimli _
fermentorlerin kullaniimas:

Is1icin diigiik enerji
gerektirmesi

Kolay havalanabilmesi

Sicaklik seviyesinin
belirlenmesi

Oksijen miktarmin
belirlenmesi

Kullanigsiz karbon

Bol miktarda ve ucuz

kaynaklarindan

faydalaniimas: karbon ka@agmm olmas:

Zararh kimyasal atik Fgrmentasyc?n boyunca
mikroorganizmanin

olugturmamasi

korunmasi




1.4. Kati-Faz Fermentasyon (Solid — State fermentation ( SSF ) )

Kati-Faz Fermentasyonu (SSF ), sudan yoksun kat1 ortamda veya ¢ok az suyun
bulundugu kati ortamda fermentasyon olarak tanimianmir. Bununla birlikte kati
parcaciklar genellikle, mikroorganizmalarm metabolik faaliyet gosterebilmeleri icin
gerekli siviya sahiptir (Pandey, 2003).

SSF teknigi ¢ok uzun zamandir bilinen ve kullanilan bir tekniktir. Eski
Misirhlarin  yaklagik olarak M.O. 2600 yillarinda bu teknigi kullanarak ckmek
yaptiklan belirtilmistir (Ooijkaas ve ark.,2000).

SSF tarmmsal sanayi atiklarinin degerlendirilmesinde sayisiz firsatlar sunar
(Pandey, 2003). SSF yontemlerinin ¢ok daha az atik su olusturmas: , diigiik maliyetli
olmasi , yiiksek verim saglamas1 karmasik yapih makine ve kontrol sistemlerine gerek
duyulmamasi , kiiciik hacimli fermenterlerin kullanilmasi ve de ¢evre dostu olmalar
gibi avantajlarindan otiirii, tarimsal sanayi atiklarmin degerlendirilmesi problemini
biiyiik olciide ¢cozecektir (Tunga ve ark. 1998, Pandey, 2003, Soccol ve ark., 2003).

Fermentasyon teknolojisinin yakin tarihine kisa bir gﬁz atifimizda 1940 ‘tan sonra
sulu fermentasyon tekniklerinin yaygin olmasmndan dolayr , SSF ydntemlerinin pek
onemsenmedigini goriiyoruz. II. Diinya savas siiresince Penisiline verilen 6nem ve bu
maddenin gelisiminin, submerged fermentation ( SmF ) yoluyla olmast SmF’a
fermentasyon yoluyla bilesik olusturmada model bir teknoloji 6zelligi kazandirdi. Bu
nedenle SSF dénemin arastirmacilan tarafindan farkinda olunmaksizin ihmal edildi .
1950 — 1960 yillan arasinda mantar kiiltiirleri kullanilarak steroid doniisiimii, 1960 -
1970 yillar1 arasinda da SSF ydntemiyle mantar toksinlerinin iiretiminin basarildig
aciklandifinda SSF bir déniim noktasma ulasti . Maddi 5nemi olmayan ve ciddi sekilde
¢evre kirliliine yol a¢an bu tarmmsal atikiarin eysiz. bir teknikle protein bakimindan
zenginleytirilmiy  sifar  yemi  olarak  kullamilmasmin - saglanmasi, diinya  ¢apinda
arastirmacilarin SSF ‘e yonelmesine neden olan bir sonraki biiyiik basari oldu.

Gegen birkag yil boyunca SSF teknolojisinde ¢ok biiyiik gelismeler kaydedildi .
SSF’in kinetik matematiksel modelleme , biyoreaktorlerin dizaym ve SSF mgtotlarmm
kontrolii gibi biyokimya miihendisligi yoniiyle ilgili bir¢ok problemin ¢dziilmesi i¢in yeni
yaklagimlar kabul gordii. Ancak bu sonuglarin deneysel bulgularla siirekliliklerinin
saglanmasi gerekir ki buda SSF’ in siv1 fermentasyon tekniklerine esdeger ticari
ol¢iilerde mikrobiyal iiriinlerin iiretimini qﬁusturacak uygun bir teknoloji halini alana

kadar ¢:ihsmalarm devamyla olur (Pandey, 2003, Scccol ve ark., 2003).



1.4.1. SSF’in Genel Ozellikleri

SSF tekniginde SmF tekniginden farkh olarak fazla miktarda stvi bulunmaz.
Fermentasyon ortamm Kkullanissiz kati substrati , mikrobik hiicreleri , sporlart ve
fermentasyon siiresince ortaya ¢ikmig bir takim metabolitleri igerir (Tunga ve ark.
1999).

Teorik olarak su etkinligi baz alindifinda SSF igin en uygun organizmalarin maya
ve mantarlar oldufunu sdyleyebiliriz . Ozellikle mantarlar , iirettikleri enzimlerin
ekstraseliiler olmasi ve bu nedenie fermentasyon ortamindan Kkolayhkla
ayrilabilmelerinin yanmnda enzim {iretme amaciyla mantar kullanimi GRAS (Generally
Regarded As Safe ) (Guchte ve ark. ,1990) ézelliginden dolay: daha giivenlidir (Germano
ve ark. ,2003).

Bakteri kiiltiirlerinin yiiksek miktarda suya ihtiya¢c duymalar: , buniarin SSF icin
uygun olamayacaklarmm diisiindiiriir. Ancak bu durumun aksine yapilan ¢aliymalar ,
bakteri kiiltiirleriyle de SSF yontemlerinden basarili sonuglar ¢ikarilabilecegini
kanitlamistir (Lonsane ve ark. ,1990). Ayn: mikroorganizma kullanilarak SSF ve SmF
teknigiyle enzim iiretiminin karsilagtiriln:asi Tablo 1.4’te gosterilmistir (Holker ve

ark. ,2004).



Tablo 1.4, SSF ve SmF’ in {iriin veriminin kargilastiriimasi.
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Uriin Mikroorganizma KI:)I’.‘}I'“S“I‘IHI!II SSF SmE
aremetre

Streptomvees Verimlilik (U

Alfa — amilaz promy min™' m 206 643 - 804
megasporus . -

protein’)
Selillaz Bacillus subfilis | 1°Piam enzim | ,, 1
liretimi
. . Maliyet (US
Seliilaz Trichoderma sp. $/kg) 0.2 20
. Toplam enzim

Lakkaz Panus tigrinus aktivitesi 2.5 1

Ligninaz Phanerochfzete Aktivite 6 1
chrysosporium

Manga.n Phanerochfzete Aktivite 10 1

peroksidaz chrysosporium

Mangan . . Toplam enzim

peroksidaz Panus tigrinus aktivitesi 7 1

Poligalakturonaz | 22¢Hus s MG | Uretim Ulgvs 1§ 3 706 360
—cp—2 U/ml

Tannaz Rhizopus oryzae | Aktivite (U/) 32.76 23.86

- Streptomyces sp. | ..

Ksilinaz 0G-11-3 Uretim (U/ml) | 203 81
Penicillium .

Ksilinaz canescens 10 — Katf‘bOhk Yok Var
10¢ repiresyon

Genellikle SmF ‘le kiyaslandifinda SSF’in {iriin veriminin daha yiiksek oldugu

soylenebilir. Bunun nedeni mikroorganizmanmm SSF te dogal ortamma daha yakin

olmast ve buna bagh olarak daha etkin aktivite gosterebilmesidir (Pandey, 2003).

SSF’te maksimum verime ulasabilmek i¢in, kullamilan mikroorganizmanm ¢evre

kosullarbm bilmek ¢ok onemlidir (Tunga ve ark. ,1998).

SSF yontemlerinde daha

yiiksek miktarda iiriin elde etmenin yam sira , az miktarda yan iiriiniin olugmasi ve

ekstre edilen enzimin

avantajlandir (George ve ark. ,1997).

yiiksek kararhihk gostermesi bu teknifin diger Onemli

-

Steril edilmis ve sofumaya birakilmig kati besin ile ekim materyalini olusturan

besiyeri ( SSF ) ¢ok siki korunmayan bir ortamda birakilsa dahi,

nadiren

gerceklesir. Bu

kontaminasyon

durum

sistemin

diisiik su

iceriginden

dolay:

mikroorganizmalarin gelismesine imkan vermemesiyle ilgili olabilir. Bunun yanmda

-
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SSF sistemlerinde yiiksek oranlarda ekim yapmak da kontaminasyon problemini
¢ozmede etkilidir .

Baz1 SSF yontemlerinde fermente edilmis biyolojik materyalin ¢alkalama ortamina
birakilmasi, hiicrelerin kati1 substrat yiizeyine yapismalarma engel oldugundan iiretilen
enzim miktarinda diisiise neden olur . Bu duruma o6zellikle Aspergillus niger ve baz
Rhizopus tiirlerinde rastlanir. Ancak bakteriyel SSF yontemlerinde ilk gelisme fazi
siiresince salgilanan ekzopolisakkaritler yardimiyla bakterilerin kati parcaciklara
yapismalarn geri diniigitmsiiz olarak gerg¢eklegir (Lonsane,ve ark., 1990).

SSF yintemlerinin bir bagka dnemli avantaji fermente edilmis kati substratin
enzim icerigiyle birlikte kurutulmasina imkan tammmasidir. Kuru , fermente edilmis
substrat kurutma oncesi % 5 — 10 ‘luk etanol ile muamele edilip hiicrelerin inaktive
olmas1 saglanirsa enzim aktivitesinde ciddi bir kayip gozlenmeksizin bir yil kadar
korunup saklanabilir (Lonsane ve ark. ,1990).

SSF ‘te yaygmn olarak kullamilan ve birgok aragtirmaci tarafindan uygun olarak
belirlenen substratlarin basinda piring ve bugday kabugu, dari, misir, soya fasulyesi,
muz kabugu, manyok, kahve samam ve patates artiklar1 gibi tarmmsal iiriinler gelir
(Krishna ve ark. ,1996, Soccol ve ark., 2003). SSKF’te kullanilan gesitli substratlar, iiriin
ve mikroorganizmalar Tablo 1.5’te belirtilmistir (Holker ve ark. ,2004).



Tablo 1.5 SSF’te siklikla kullanilan bazi substratlar.
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Substratlar Uriin Mikroorganizma
Badem gevregi Lipazlar Rhizopus oligosporus
Elma artiklar1 ve arpa Boya Pargalayicx (dye . .
kabugu degradation) White — rot fungi

Muz kabugu

Ligninolitik enzimler

Pleurotus sp.

Kakao peltesi

Endopoligalakturonaz

Peacilomyces clavisporus

Manyok ve soya artiklar Aroma Rhizopus
Hindistan cevizi kabugu Lipazlar Candida rugosa
Kahve artiklari Yemeklik mantar Pleurotus ostreatus

Msir piiskiilleri

Seliilotik enzimler

Fusarium oxysporum

Linyit

Coziiniir 6zellikte komiir

Trichoderma atroviride

(solubilised coal)

Portakal kabugu Pektinaz Thermoascus aurantiacus
Bazi meyve artiklar: Sitrik asit Aspergillus niger

o . Geri doniisiimii saglanir .
Kaucuk, silgi (rubber) (recycling) Gordonia sp.
Soya hamuru Proteazlar Penicillium sp.
Tahiti thlamuru Pektinazlar Aspergillus sp.
Ahududu tohumu Neomisin Streptomyces marinensis
karistirllmig bugday ) promyce:

SSF teknigini geligtirmeye ybnelik degisik parametrelerle yapilan ¢ahymalarda

her bir parametrenin toplam enzim iiretimi iizerinde etkili oldugu gibi organizmanin

enzim sentezleyebilme yetenegini de etkiledigi bildirilmistir (Krishna ve "ark.,1996,

Couri ve ark.,2000). Bu parametrelerin baéllcalarl sunlardir:

-t

v

-
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1.4.1.1 Mikroorganizma Secimi

SSF ‘te maksimum verim elde edebilmek icin l;ullamlan mikroorganizmanin
cevre kosullarmi bilmek ¢ok onemlidir (Tunga ve ark. ,1998). Genel olarak SSF’te
iireyebilen mikroorganizma c¢esitleri su etkinligince belirlenir . Ortamm su etkinligi,
mikrobik hiicrelerden ¢bziinen madde gegisi ve mikroorganizmanin yer degistirmesi
icin gerekli en temel parametredir (Pandey, 2003).

Ekstraseliiler proteazlarim mikroorganizmalar tarafindan salgilanmasi esnasinda,
mikroorganizmalarin  besiyerindeki bilesiklerden ozellikle karbon ve azot
kaynaklarindan, metal iyonlarmdan , pH , sicaklik , ekim miktari , ¢6ziinmemis oksijen,
inkiibasyon siiresi gibi fiziksel faktorlerden etkilendikleri bilinen bir gercektir (Puri ve
ark. , 2002).

Basillerde ekstraseliiler proteolitik aktivitenin sporogen kosullarda arti
gistermesi proteaz iiretimi ile spor formasyonu arasinda bir baglanti oldugunu

diigiindiiriir ( Higerd ve ark. , 1972).
1.4.1.2. PH’min Etkisi

Mikroorganizmalar pH degisimlerine karsi olduk¢a duyarhdir. kullanilan
tamponun pH’s1 organizmanimn etkinligini belirleyeceginden iiriin miktarim onemli
dlciide etkilemektedir. Ozellikle her enzimin belirli PH arahklarmda kararlihk
giostermesi , iiriiniin kalitesi agisindan da bu parametrenin ¢ok onemli oldugunu

vurgular (Krishna ve ark., 1996).
1.4.1.3. Inkiibasyon Siiresi

Inkiibasyon stiresi mikroorganizmamin gelisme oramma ve cnzim ™ iiretme
ozelligine bagh olup, kullamlan kiiltiiriin yapisina gore belirlenir (Baysal ve a}k. ,2003,
Uyar.vc ark., 2004). Basillerde ckstraselﬁlef' proteolitik aktivenin sporogen kosullarda
arty ghstermesi proteaz firetimi ile spor formasyonu arasmda bir baglanti oldufunu

belivtir (Higerd ve ark. ,1972, Ramesh ve ark. ,1990).
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1.4.1.4. Ekim Miktar:

Ekim miktan ilk fazin (lag faz ) yavasiamasim kontrol eder (Uyar, 1993). Az
miktarda ckim ilk fazi genigletir. Cok miktardaki ckim nem igeriggini bilyiik dl¢iide
ylikseltir. i¢erde agirn miktarda sivi oluymasi ve sofurulmadan kalmast hem difiizyonal
bir bariyerin olusmasim saglayacak, hem de substratin dogal kati yapisim etkileyerek

gelisme ve enzim iiretiminde azalmaya neden olacaktir (Krishna ve ark. , 1996).

1.4.1.5. Nem Miktar:

Optimum nem seviyesi aym tiir bakterinin farkh irklarinda ve mayalarda
degisiklik gosterir. Gerek bakteriyel gerekse fungal SSF sistemlerinde yiiksek nem
iceriginin gozenekleri azaltma , substratin yiizey alammm kiigiiltme , sikilasmaya neden
olma , gaz hacmini kiiciiltme, gaz aligverisini azaltma , diisiik difiizyon hizindan
kaynakh cksijen transferini azaltma gibi olumsuz 6zelliklerini sayabiliriz.

Diisiik nem igerigi substratin yapisinda bulunan besin maddelerinin
¢Oziiniirliigiinii ve substratin  gismesini engelledifinden ve de osmotik basmci
arttirdifindan aym olumsuz etkilere sahiptir (Ramesh ve ark. ,1990, George ve ark.
, 1997, Baysal ve ark., 2003, Pandey, 2003, Uyar ve ark., 2004 ).

SSF sistemleri i¢in diisiik miktardaki nem iceriginin bazi avantajlar1 da vardir,
az miktardaki su  metabolitlerin daha yogun olusmasimm saglar. Bu sekildeki
metabolitlerin ortamdan eldesi daha az zaman ve maliyetle saglanir .

Fungal sistemlerde diisitk nem icerigi , dogal olarak agac¢ kabugu , tahta, yaprak
ve kok gibi kat1 organik artiklarin iistiinde yasayan lifli mantar tiirleri igin optimum
gelisjme alam saglar. Diisiik nemin fermentasyon boyunca bakterilerle olusabilecek
kontaminasyonu en aza indirgemesi de 6nemli bir avantaj olarak goriilebilir (Germano

ve ark. ,2003).

~

b

1.4.1.6. Parca Biiyiikliigii

v

Par¢a biiyiikliigii SSF ‘te kritik bjr faktordiir. Muz kabugunun 400 pm
bityiikliigiindeki parcaciklarinda diger biiyiik par¢aciklara oranla daha iyi oa-amilaz

iiretildigi belirtilmigtir.
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Kiigiik parcaclklardav yiizey alami gelisme igin daha el veriglidir ancak
parcaciklar arasi bosluk ve gozenekler yetersizdir. Biiyiik parc¢alarda , bogluk ve
gozenekler daha iyi fakat doymus yiizey alam yetersizdir. Bu iki zit faktor yiizey alanmm
diigirmek ve giizenek biiyiikliigiinii arlttlrmak suretiyle karsihikli bir etkilesim
saglanarak en uygun gelisme ve en yiiksek iiriin verimi belirlenebilir (Krishna ve ark.

,1996) .
1.4.1.7.  Sicakhgn Etkisi

SSF  sistemleri icin  sicakhk fermentasyonun amacma  gire kullamlacak
mikroorganizmanimn gelisgme kinetigine l)aglédlr.

SSF boyunca direkt mikroorganizmalarin aktivitesine bagh olarak cok miktarda
151 agiga ¢ikar . SSF’te kullanilan kati maddelerin ¢ok diigiik miktarda is: iletebilmeleri
nedeniyle ortamdaki 1s1 hareketi cok yavas gergeklesir. Bazen ortamda yiiksek miktarda
181 birikir ve bu durum iiriiniin denatiirasyonuna neden olur. SSF’in erken fazlarinda
sicaklik ve oksijen konsantrasyonu substrat boyunca sabit kalir ancak fermentasyon
ilerledikge oksijen transferi yerini sicaklik artisina birakir. SSF sisteminin i¢c ve dig 1s1
iletimi fermentasyon sisteminin havalanmasiyla yakindan ilgilidir.

Substrat sicakhifinda mikroorganizmalarin iiremelerini sporform ve biiyiimeleri
ile iirliniin yapisim1 etkilediginden ayrica onemlidir (Krishna ve ark.,1996, Pandey,

2003).
1.4.1.8. Substratin Yapisi

SSF’te uygun substratin secilmesi bir baska kilit noktay: teskil eder. Kati
maddelerin ¢oziinmeden kalabilmeleri mikroorganizmalar icin hem fiziksel destek hem
de besin kaynaf saglar. Substrat secimine iliskin iki onemli durumdan birincisi;
substratin ozellifine giore ortama uygun Kkatk: ilavesi veya c¢ikarmast , ikincisi ise
iiretilecek maddenin 6zelligine gire amaca uygun substratin belirlenmesidjfr. Ikinci

durumda uygun substrati belirleyebilmek i¢in ¢cok sayida ¢aliyma ve gbzlem gerekebilir

(Pandey, 2003).
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1.4.2. SSF’in Uygulamalar:

Aroma bilesikleri, biyoyaglar, biyoherbisitler ve mikositleride iceren pestisitler
ile organik asitleri, enzimleri, bitki biiyiime faktorleri , alkaloidleri ve
antibiyotikler ile besin degeri arttirllmig biyolojik olarak aktif olan sekonder
metabolitlerin iiretimi, tibbi biyolojik ilaclarin olusturulmasi , kangsik yapih ve
biiyiik biyolojik bilesiklerin parg¢alanip, kiiciiltiilmesi, tarimsal sanayi atiklarmn
biyolojik detoksifikasyonlarmmin saglanmasi, ekin artiklarimmn besinsel olarak
zenginlestirilme biyodoniigiimii ve biyolojik hamur yontemlerinin gelistirilmesi icin
son zamanlardaki tiim ilgi ve egilim SSF’in uygulamalarma yonelmistir. SSF
sistemleri gecen son 20 yil boyunca biyofarmatikler gibi diigiik maliyetli - yiiksek
fiyath iiriinlerin iiretimi i¢in son derece 6nemli bir konuma gelmistir (Soccol ve ark.
,2003).

Bazi sekonder metabolitlerin cesitli mikroorganizma gruplar: tarafindan SSF ve

SmF ‘te iiretilmesi Tablo 1.6 ‘da verilmistir (Hélker ve ark. ,2004).



Tablo 1.6 Baz: sekonder metabolitlerin SSF ve SmF’le tiretilmesi.

ﬁriin Mikroorganizma | Parametre SSF SmF

6 — Pentil - Trichoderma Verimlilik 17 1

alfapiron harzianum

Bafilomisin Streptomyces . :’ir(ll{nlcer

B1+C1 halstediiK122 - Uretim aba‘a 4 Yok

halinde)

Benzoik asit Bjerkandera adusta | Uretim 3.5 1

Benzoik alkol Bjerkandera adusta Uretim 10 1

Sefamisin C Strep t?my ces Kararhhk Yiiksek Diisiik
clavuligerus

Hindistan Trichoderma sp. Uretim Yiiksek Diisiik

cevizi aromasi

Ergot . . N BT

Alkoloidler Claviceps fusiformis Bretnm 3.9 1

Giberilik asit . ... . | Uretim (mg/kg

GA3 Giberella fujikuroi | vs mg/) 492 80

Giberilik asit . " . | Uretim(mg/kg

GA; Giberella fujikuroi vs mg/T) 240 23

gz’:""k a8 | Giberella fujikuroi | Verimlilik 35 1

. Verimlilik

Itiirin Bacillus subtilis (islak 0.55-0.8 0.032 - 0.044

kiiltiirde)

Okratoksin Asplieis” Uriin Verimi | Yiiksek Diisiik
ochraceus

Oksitetrasiklin S.treptomyces Saklama 6mrii | Aktivite kayb1 | Aktivite kayb:
rimossus (6 aydan fazla) | yok var

Penisilin Penicillium Uretim 13 9,8
chrysogenum

Rifamisin B | “mycolatopsis Uretim 16 1
mediterranei

Tetrasiklin | S/epfomyces Urin Yiiksek Diisiik
viridifaciens kararhhgs i

1.5. SSF’te Substrat Olarak Muz Kabugu - .

Diinya iiretiminin % 14,37 si Hindistan tarafindan karsilanan muz bitkisi tropikal
ve subtropikal {ilkelerde yetigir. Muz {iretiminde meyve olarak muz artiklarinim yamsira
aga¢ artiklar  (hevenk , yaprak, sap v.b. ) birikerck ¢evre kirliligine neden olur. Bu

artiklarin faydali bir sekilde degerlendirilmesi ve gevre iizerindeki olumsuz etkilerinin
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azaltilmasi yada yok edilmesi konusunda baz girisimlerde bulunulmustur. Kabuk ,
hevenk, meyve artiklarinin maya kullanim: , kuru yesil meyve etinin de SSF’le protein
bakimindan zenginlestirilmesi sayesinde, biyolojik gaz etanol , baz1 alkollii ickiler ve
laktik asidin iiretildigi belirtilmistir.

Taze ve fermente edilmemis muz kabugu kuru agirhk bazinda % 56,8 toplam
scker , % 27,0 nigasta, % 4,05 indirgen yeker ve  %4,3 oraminda protein igerir .
Fermentasyondan sonra nisasta ( %75 ) , toplam seker ( % 85 ) ve indirgen seker (
%95) miktarinda biiyiik bir azalma gozlenirken , protein miktarinda ( %50 ) artig

gozlenmistir (Krishna ve ark. ,1996).
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Bacillus subtilisin bazi mutant tiirlerinin en az li¢ ¢esit proteaz salgiladiklar
belirtilmigtir. Bunlardan ilkinin endopeptidazlarin subiilisin sinifinda yer alan kazein
hidrolizleyici alkalin proteaz , ikincisinin prostetik grup olarak Zn" iceren ve selatlayica
ajanlar tarafindan inaktive olan nétral proteaz , iiciinciiniinde kazeini hidrolizlemeyen
ancak yiiksek esteraz aktivitesi gsteren bir proteaz oldugu saptanmistir (Higerd ve ark.

,1972).

Baysal ve ark. (2003), Bacillus subtilis’in SSF’te a-amilaz {iretimi iizerine bir

dizi incclemede bulunmuy , maksimum trlinling substrat olarak bupday kabugu, pH:7,
Y 30’luk nem igerigi , 24 — 48 saat inkiibasyon sitresi ve 1000 pm pargacik bilyikliigi
ile % 20 ‘lik ekim oran1 uygulandiginda elde edildigini belirtmiglerdir.

Uyar ve ark. (2004), yeni izole edilmis Bacillus sp.‘nin SSF tekniiyle bugday ve
mercimek kabugunda  yiiksek miktarda alkalin proteaz salgiladiimi belirtmistir.
Ayrica calismalariyla, inkiibasyon siiresi, ekim miktar;, nem miktar: ve kullanilan

tampon ¢ozeltinin yapisi gibi faktorlerin iiriin verimine etkilerini saptamislardar.

Yang ve ark. (2000), Kuzey Tayvan’dan izole ettikleri Bacillus subtilis Y — 108
susunun , Kkitin varhginda bazi kabuklu canh artiklarum deproteinize ederek bir tiir
proteaz salgiladifim1 ve bu enzimin substrat olarak kazein kullanildiginda pH : 8 ve
50°C  sicakhkta maksimum aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Yaptiklar
inhibisyon ¢alismalarinda enzimin EDTA ve Hg+2 ile kuvvetli sekilde inhibe oldufunu

Mn*?, Fe'?, Zn*2, Mg*?, Ca*? varhgnda ise aktivasyon kazandigini bildirmislerdir.

Termofilik Bacillus coagulans B49 , SSF teknigiyle bugday kabugundan a-amilaz
eldesi igin l{uilanlldlglnda ¢ok yiiksek miktarda enzim salgiladig goriilmiistiir fﬁaﬁu ve

ark. ,1995). .

Mulimani ve ark. (2000), SSF yintemiyle o-amilazin Giberella fujikuroi
tarafindan iiretilmesini farkl: substratlar kullanarak incelemis sonug¢ olarak en iyi

verime bugday kabugunda rastlamislardir.
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Nagel ve ark. (2000), gelistirdikleri aseptik bir kiirek yardimiyla kat1 substratin
kanisimimm saglayan fermentér modeliyle SSF sistemi  icindeki ismin heterojen
dagilimim 6nlemislerdir.

P
Oostra ve ark. (2001), oksijen difiizyonunun SSF sistemleri iizerindeki etkilerini

incelemislerdir.

Fujiwara ve ark. (1987), topraktan izole ettikleri Bacillus sp. B21 — 2 ‘den ucuz
olarak temin edebildikleri soya kabuklarmm kullanarak bol miktarda proteaz

iiretmislerdir.

Yapilan calismalar Bacillus sp. DTZ’nin SSF yiontemiyle ¢ok yiiksek miktarda ,
alkalin ve sicaga dayanikh pektinaz iirettiini gostermistir. Bu enzimin iiretiminin
fermentasyon ortammin nem seviyesi , substratmm yamsi , azot ve karbon kaynag:
mineral ve vitamin igerigi gibi faktorlerden etkilendigi bildirilmistir (Kashyap ve ark.

,2003) .

Suntornsuk ve ark. (1987), Bacillus sp. FK46 ‘nin tavuk tityiinii parcalama

ozelligi iizerine baz1 cahsmalarda bulunmuslardir.

Uehara ve ark. (1987), Bacillus subtilis NP58’den elde ettikleri iki mutanta
(NT02 ve NT17 ) yiiksek miktarda nétral proteaz salgilayabilen Bacillus nata IAM
1212den gen aktararak mutantlardan eclde ettikleri enzimin saflagtirlmas: ve

karakterizasyonu iizerine bir dizi ¢alisma ger¢eklestirmigtir.,

SSF yintemiyle Bacillus megaterium 16M kullamilarak bu@day kabugundan

o-amilaz tiretimi i¢in yapilan ¢ahiymalarda, optimum pli:6 , siecakhfin da 20 "C oldugu

e

bildirilmistir (Ramesh ve ark. , 1987).

-+

]

Gessese ve ark. (1987), Bacillus sp. AR — 009 ‘un substrat olarak bugday kabugu

kullamildiginda yiiksek oranda ksilinaz iirettigini bildirmiglerdir.
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Souza ve ark. (1987), kolay metabolize olan sekerlerin (glukoz, ksiloz, fruktoz,
selliibioz ve laktoz ) SSF yontemiyle Aspergillus tamari ‘nin ksilinaz iiretimi {izerine bir

dizi caliyma gerceklestirmistir .

Bacillus licheniformis M227 tarafindan SmF teknigiyle iiretilen «-amilaz,
fermentasyon ortaminin %1 glukoz icermesi durumunda katabolik repressyon sonucu

kuvvetli sekilde inhibe olmaktadir (Ramesh ve ark. ,1991).

Anderson ve ark. (1983), Bacillus stearothermophilus 1518 ‘in salgiladif1 a-amilazi

model kullanarak, bu enzimin yiiksek 1s1 duyarhlig iizerine incelemelerde bulunmugtur,

Alkalin ortamlarda iyi gelisme gosterebilen Bacillus No.221 ‘den  bir gesit kristal
alkalin proteaz elde edilmistir . Bu enzimin pH: 11,5 — 12,0 arahginda ve kazein
varhgmda maksimum aktivite gostermesine ragmen pH: 4,0 — 11 araliklarinda ve 60 °C

sicakhikta 10 dk. kararhhgimni korudugu belirtilmistir (Horikoshi, 1971) .

Ellaiah ve ark. (2002), Aspergillus species’i kullanarak SSF teknigiyle
glukoamilazin {iretimi iizerine bazi parametrelerin (substrat cesidi , ekim miktar,

inkiibasyon siiresi , sicaklik v.b. ) etkisini incelediler.

Bacillus amyloliguefaciens ‘in alkalin proteaz ( apr [Bamp] ) ve nétral proteaz
(npr [Bamp] ) ile ilgili genleri Bacillus subtilis’e aktarilarak etkileri incelenmistir

(Vasantha ve ark. ,1984).

Balton ve ark. (1997), Bacillus plavothermus tarafindan iiretilen a-amilazn ,
saflagtirilmasi ve dzelliklerinin tespiti i¢cin yaptiklan incelemede maksimum aktivitenin

nigasta iizerinde pH:5.5 - 6.0, 60°C sicaklikta goriildiigiinii bildirmislerdir.

~
-

Gould ve ark. (1997), Bacillus amyloliquefaciens ‘in eksraseliiler enzimlerden”

o~amilaz ve proteazi bol miktarda salgiladigim tespit etmisler.
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Aikat ve ark. (2001), Rhizopus oryzae ‘i kullanarak bugday kabugundan bol
miktarda proteaz elde etmis, ayrica kullanilan fermentor modellinin iiretilen enzim

miktarmi 6nemli dlciide etkiledigini belirtmisler.

Yapilan g¢alismalar, Ca* iyonlarim sicakhikia beraber proteaz aktivitesini

artirdifim gostermistir (Agrawal ve ark. ,2004).
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Biyolojik Materyal

Bu cahsmada Dicle Universitesi kampiis alammndaki topraktan izole edilen

Bacillus sp. kullamlda.
3.2. Kimyasal Maddeler

Na,CO;, NaOH, HCI, NH,Cl, (NH4),SO;4, Tris-hidroksimetilaminomethan, NaHCOj;,
(NH4):NO4 , NaCl, TCA, CaCl, ( Merck Darmstad’ tan), EDTA, PMSF, Albumin
Sigma’dan temin edildi.

Organik madde olarak Agar (Sigma’dan), Nutrient-Broth (Oxoid’ten), Azokazein
(Sigma’dan), Bacto-tryptone, ‘Bacto-yeast extract, Kazein, Pepton, Casamino Acid ,

Bacto-Liver, Lizin ,Asparajin, Fruktoz, Ksiloz, ,Glukoz, Sukroz, Galaktoz, Maltoz,

Methionin ( Difco’dan) temin edildi.

3.3. Kullanmilan Cihazlar

Blendrr (Waring Commercial Laboratuar Blender)
Inkiibator (Sanyo MIR 552, MiR 5520)

Etiiv (Herause) ‘

Steril Kabin (Telstar , AV- 100)

Su Banyosu (Grant 6G,-20/ +100 °C)

Digital Gostergeli hassas terazi (Gecavery0,0001 gr)

Spektrofotometre (Unicom, 8625, UV, ViS)

Vortex (Stuart)

Magnetik Kanstirici (Stuart) -~
PH metre (Denway 3010, PCP 501 electrod) - .
Deep- freese (Haris, -95 °C) ’
Sterilizator (Herause)

Sogutmah Santrifiij (Sigma Christ 2K 15)

Calkalamali Su Banyosu (Clifton)
Otoklav ‘
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3.4. Besiyerleri
3.4.1. Kati1 Besiyeri

8 gr nutrient broth (NB), 16 gr Agar 1000 ml saf suda c¢oziinerek otoklavlandi.
3.4.2. Sivi Besiyeri

10gr Bacto-tryptone, Sgr Bacto-yeast extract, 10gr NaCl 1000ml saf suda ¢éziinerek
100 mP’lik erlenler igerisine 50 ml hacminde paylastirildiktan sonra otoklavlanarak

hazirlandi.
3.4.3. SSF Besiyeri

Kurutulmus muz kabugu, dan bitkisi ve pirin¢ kabugu blendirdan gegirildi. Dort
farkh elek yardimyla dort farkh pare¢a biiyiikliigii elde edildi ( 500 pm , 1006 um , 1500
pm , 2000 pm ) . Her bir substrattan 5x4 tane 50 mI’lik erlen hacminin %3 i olacak
sekilde 1,5 gr tartilarak erlenlerc birakildi. Uzerine 5 ml 0,1M Karbonat/Bikarbonat
(Na;CO3/NaHCOs3) (pH:10,14) tamponu eklenerek otoklavlanmak iizere hazirlandi.

3.5. Enzim Aktivitesinde Kullamilan Cozeltiler

3.5.1. Tampon Cozeltiler
a) 0,1 M Tris -HCI Tamponu (pH:8)

29 ml 0,1 M HCI iizerine 50 ml 0,1 M tris birakilarak toplam hacim 100 ml

olacak sekilde saf su eklenerek hazirlandi.
b) Karbonat - Bikarbonat Tamponu -

pH: 9,16 10ml 0,1 M Na,COj3
pll: 10,14  60ml 0,1 M NayCOy
pH:10,83 90 ml 0,1 M Na,CO;
Cozeltilerine toplam hacim 100 ml olacak sekilde 0,1 M NaHCO; eklenerek

hazirland1.
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¢) pH:12

0,IM NaHPO4 iizerine 0,1 M 26,9 ml NaOH birakilarak toplam hacim

100 mi olacak sekilde saf su eklenerek hazirlandi.

3.5.2. Azokazein

% 0.5 (w/v) oramnda 0,1 M, pH:10.14 karbonat-bikarbonat (Na,CO;/ NaHCO;)

tamponuyla hazirlandi.
3.6. Farkli Substratlarin Elde Edilmesi

Muz kabufu , dari ve piring kabuklar blendir yardimiyla kiiciik par¢aciklara
ayrildi .Dort farkl gézenek bilyiikliigiine sahip elekler kullamlarak bu parcaciklar dért
farkh biiyiikliige aynstirildi ( 500 pm, 1000 pm, 1500 pm, 2000 pm) . Her bir parga
bityiikliigiindeki substrata esit miktarda bakteri ekilerek (1600 pl), enzim iiretimi igin
uygun parga bityiikliigii belirlendi.

3.7. Uygun Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

Sivi besiyerinde 24 saat , 37 °C ‘de c¢alkalamah su banyosunda inkiibasyona
birakilan bakterilerden , 5 adet SSF besiyerine 1000 pl ekim yapildi. Her 24 saatte bir
(24-48-72-96-120) 6rnek almarak enzim aktivitesi kontrol edilerek uygun inkiibasyon

siiresi belirlendi.
3.8. Enzim Uretiminde Kullamlan Ust Stvinn Eldesi

72. saatte inkiibasyon ortamindan cll‘mrllan SSF besiyerine 10 ml 0.1M pH:10,14
karbonat/bikarbonat (Na,COj3/ NaHCO3)'tamponu birakilarak erlen iyice é;llkalandl .
Karisim gazli bez yardimiyla bir behere siiziildii. Siiziintii santrifiij tiipiine ;ktarllarak
5000 rpm’de S dk. santrifiijlendikten sonra iist sividan aktivite tayini Leighton ve ark.
(1973) gore yapildi
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3.9. Azokazein Ile Aktivite Tayini

Azokazeinle aktivite tayini Leighton ve ark. (1973) gore yapildi. 0,1 M karbonat /
bikarbonat (pH : 10,14 ) tamponu is;inde % 0,5 ‘lik ticari azokazein c¢ozeltisi
hazirlandi. 500 pl azokazein ¢ozeltisi ile 250 pl enzim reaksiyon tiipiinde
kanstirildiktan sonra 37 °C de 30 dk inkiibasyona birakildi. Daha senra 2 ml % 10
‘luk TCA gozeltisi ilave edilerek reaksiyon durduruldu. 15 dk 4 °C da bekletilen
drnekler 5 dk 5000 rpm ‘de santrifiijlendi. Ust sividan 0,4 ml ahmarak 0,8 ml 1,8 N
NaOH c¢ozeltisiyle kangtirildi ve 420 nm ‘de absorbanslar kaydedildi. Bir unite
proteolitik enzim aktivitesi, (Uyar ve ark. (2004) gore, mililitrede 37 °C 1saat
inkiibasyon sonunda pargalanan azokazein miktar olarak belirlendi.

i

3.10. Inhibitor Maddenin Belirlenmesi

0,05 M konsantrasyonda hazxrlanan, EDTA ve PMSF den reaksiyon ortamindaki
konsantrasyonu 5 mM olacak sekilde ayri ayr1 75 pl almip reaksiyon tiiplerindeki 250
pl enzime aktarildi ve 15 dk Oninkiibasyona birakildi. Daha sonra bu tiiplerdeki

enzimlerle yapilan aktivite tayininde inhibitor belirlendi.
3.11. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisi

Tampon ¢ozeltiler pH:8 (0,1 M tris— HCl) pH:9,10,11 (0,1 M Na,CO; /
0,1 M NaHCO;) vepH:12 (0,1 M Na,HPO,/ 0,1 M NaOH ) olarak hazirlandi. Bu
cozeltiler kullanilarak ayn1 pH degerinde' SSF besiyeri ile azokazein (%05) ¢ozeltileri
elde edildi. Daha sonra her pH degeriyle ayrn ayn yapilan aktivite tayini sonucunda
optimum pH degeri belirlendi.

e ad

3.12. Enzim Aktivitesi Uzerine Nem Miktarimin Etkisi -
) -

-

SSF besiyerlerine, besiyerinin ag:rlnkﬁ;a % 20, 30, 40, 50, 60 ‘1 olacak sekilde
farkh miktarlarda 0,1M karbonat / bikarbonat ( pH: 10 ) tamponu birakilarak
otoklavlandi. Daha sonra orneklere 1000 pl ekim yapilip inkiibasyon ortamina

birakildi. 72, saatte yapilan aktivite tayini sonucu optimum nem miktar tespit edildi .
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3.13.  Enzim Aktivitesi Uzerine Ekim Miktarimin (inokiilum) Etkisi

SSF besiyerleri otoklavlandiktan sonra besiyerlerinin hacimce % 10, 15, 20, 25,
30 ¢ u olacak sekilde farkli miktarlarda ekim yapildi. Ornekler inkiibasyon ortamina
brrakildiktan sonra 72. saatte yapilan aktivite tayini sonucunda optimum ekim miktar

belirlendi.
3.14. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi

Optimum pH degeriyle (pH : 10,14 ) hazirlanmiy azokazein ve enzim ¢ozeltisi
kullamlarak, enzim — substrat karisim 30, 40, 50, 60, 70, 80 °C sicakhkta 30 dk. ayn
ayr1 inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon ortamindan alinan érneklerde aktivite tayini

devam ettirilerek optimum sicaklik belirlendi.

3.15. Enzim Uretimi Uzerine Bazi Azot ve Karbon Kaynaklarimin Etkisi
3.15.1. Azot Kaynaklar:

SSF katr besiyeri  hazirlandiktan sonra, %1 oraminda 2.5 ml. tampon (0.1M
pll:10.14 karbonat/bikarbonat) ¢lzelti if!c hazirlanan azot kaynaklarindan; Pepton,
Kazein, Amonyum nitrat, Amonyum siilfat, Bacto liver ve Amonyum Kkloriir otoklavdan
once, Asparajin, Methionin, Lizin, Kazamino asit otokla?!'dan sonra besiyerine birakild
Ekim yapildiktan sonra 72 saatlik inkiibasyona birakilan Orneklerin her birine,
inkiibasyon siiresi sonunda aktivite tayini uygulanarak etkileri Kanekar ve ark. (2002)

gire belirlendi.
3.15.2. Karbon Kaynaklar

SSF Kkati1 besiyerine 2,5 ml tampon (0.IM pH:10.14 Kkarbonat/bikarbonat)
birakilarak  otoklavlandi. %1 orammmda 2.5 ml tampon(O.le pH:10.14
karbonat/bikarbonat) igerisinde ¢oziinerek hazirlanan karbon kaynaklar: ( Sukroz,
Maltoz, Ksiloz, Fruktoz, Glukoz, Galaktoz), ekim yapilmadan once besiyerine ilave
edildi. Ekim yapildiktan sonra 72 saat inkﬁbasyona birakilan drneklere bu siire sonunda
aktivit.e tayini uygulanarak karbon kayﬂaklarmm eikisi Souza ve ark. (2001) gore

incelendi.
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3.15.3. Azot ve Karbon Kaynaginin Birlikte Kullanilmas:

SSF kat1 besiyeri hazirlandiktan sonra, enzim iiretimini en ¢ok arttiran azot
kaynag (Kazein) otoklavdan 6nce, karbon kaynag (Galaktoz) otoklavdan sonra 2.5 ml
tampon (0.1M pH:10.14 karbonat/bikarbonat) icinde ¢oziinerek aym besiyerine
birakildi. Ekim yapildiktan sonra 72 saat inkiibasyona birakilan &rnege siire sonunda

aktivite tayini uygulanarak azet ve karbon kaynagimin ortak etkisi incelendi.
3.15.4. Farklh Konsantrasyonlardaki Azot Kaynaklarimn Etkisi

Enzim iiretimini en ¢ok arttiran azot kaynaklan , Kazein ve Amonyum siilfat
%05, %1, %2,%3 oranlarinda ayr1 ayri hazirlandiktan sonra 2.5 ml tampon (0.1M
pH:10.14 karbonat/bikarbonat) i¢inde ¢éziinerek SSF kati besiyeri otoklavianmadan
Once  besiyerine ilave edildi. Daha sonra drneklere ekim yapilarak 72 saatlik
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 6rneklere aktivite tayini uygulanarak etkileri

incelendi.

3.16. Ca™ iyonlarimin Enzimin Termal Stabilitesine Etkisi

0.05 M konsantrasyonda hazirlanan CaCl, ¢izeltisinden, ortamdaki konsantrasyonu
10 mM olacak sekilde 150 pl almip, 250 pl enzim ¢ozeltisiyle karigtirithip 30- 80 °C’de

bekletildikten sonra aktivite tayini uygulanarak Ca"™ iyonlarinm etkisi incelendi.
3.17. Enzim I¢in K, ve Vpu Degerinin Hesaplanmast

250 pl enzim ¢ozeltisi, % 0.05, % 01, % 02, % 03, % 04, % 05 ve % 06’ Lk
0,1 M karbonat/bikarbonat (pH:10.14) tamponu i¢inde hazirlanan azokazein ¢ozeltisi

ile 30 dk. inkiibasyona birakildi. Aktivite tayini yapildiktan sonra, Lineweaver- Burk

grafiginden K, ve Vy, degerleri belirlendi. -

-
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4. BULGULAR

4.1. Uygun substrat tespiti

Her ii¢ substrat drnegi (Pirin¢ kabugu, dar1 , muz kabugu ) icin de dort farkh
parca biiyiikligii ( 500, 1000, 1500, 2000 pm ) ile hazirlanan ve 120 saat inkiibasyona
birakilan drneklere her 24 saatte bir alkalin proteaz aktivite tayini uygulandr . Aktivite

tayinleri sonucunda elde edilen absorbans degerleri Tablo 4.1. , 4.2. , 4.3. verilmistir.

Tablo 4.1. Pirin¢ kabuunda 420 nm’de absorbans deZerleri

TLagbuytk um) | g0 1000 1500 2000
ink. Sfiresi. (s

24 0,075 0,063 0,054 0,111
48 0,098 0,102 0,194 0,133
7 0,118 0,143 1 0,215 0,172
96 0,125 0,150 0,206 0,180
120 0,110 0,135 0,175 0,126

Tablo 4.2. Darr’da 420 nm’de absorbans deferleri.

Ragabyk(um) | g4 1000 1500 2000

ink. Stiresi. (sad

24 0,040 0,035 0,97 0,113

48 0,103 0,110 0,233 0,227

b 0,195 0,215 0,306 0,291

96 0,206 0,229 0,301 029
120 0,123 0,217 0,290 0,281




30

Tablo 4.3. Muz kabufunda 420 nm’de absorbans degerleri.

TRagabiytkum) | g0 1000 1500 2000
ink. Soresi. (s

24 0,203 0,199 0,095 0,187
48 0,246 0,200 0,251 0,210
7 0,275 0,247 0,390 0,290
96 0,263 0,250 0,390 0,194
120 0,210 0,236 0,368 0,200

En yiiksek enzim aktivitesi , muz kabugunda 72. saatte 1500 pm pargacik
bityiikliiglinde goriildil.

Bu sonu¢larm karsilagtiriimas: Sekil 4.8 ve Sckil 4.2°de gisterilmigtir,

0.5 -

04
E 93 ———
3 —— Muz KEbugu
3 - Piring Kabugu
£ —$—Dam
g 02 A

0.1 4

e -
ol - — — . ———— e -

inkibasyon slresi (Saat)

Sekil 4.1. Farkh substratlarla alkalin proteaz i¢in uygun inkiibasyon siiresinin belirlenmesi
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Sekil 4.2 Farkli substratlarla alkalin proteaz i¢in uygun pare¢a bilyiikliiiiniin belirlenmesi



4.2. Uygun pH’nin Tespiti

pH: 8 (0,1 M tris — HCl)
pH: 12 (0,05 M NaHPO, ) tamponlari ile hazirlanan besiyerleri inkiibasyen ortamina
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pH:9,10,11 (0,1 M Na,CO; / NaHCO;)

alindi. Aym1 tamponlarla hazirlanan azokazein kullanilarak yapilan aktivite tayinleri

sonucunda en yiiksek aktivite degeri pH : 10,14 ‘te goriildii. Bu sonuglar Tablo 4.4 ‘te

belirtilmistir.

Tablo 4.4 Optimum pH degerinin belirlenmesi

pH 8,0 9,16 10,14 10,83 12,0
Absorbans
0,321 0,370 0,400 0,392 0,285
(3420 nm) ,
Optimum pH

0,45 -

0,4 >

0,35 /
E 0,3
=4
§ 025 -
2 —o—Muz Kabugu |
8 02 ' R
8
-1
< 0,15

0,11

0,05 -

0 -
8 10
pH o

Sekil — 4. 3 Alkalin proteaz liretimine pH’nin etkisi



4.3. Uygun Nem Miktarinin Tespiti
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% 20, % 30, % 40, % 50 , % 60 nem icerigiyle farkh olarak hazirlanan 6rneklere

aktivite tayini uygulandiginda optimum nem miktar1 % 30 olarak goriildii. Bu sonuglar

Tablo 4.5 ‘te gosterilmektedir.

Nem Miktarx

% wlv

20

30

40

50

60

Absorbans
(3420 nm)

0,225

0,351

0,317

0,290

0,230

Tablo 4.5 Optimum nem miktarmin belirlenmesi

0,4 -
0,35 -

o
w

0,25 -

o
N
1

0,15

Absorbans (420 nm)

o
N

0,05

20

Sekil — 4.4 Alkalin proteaz i¢in uygun nem miktarinm tespit edilmesi

30

40

Nem Miktar (%)

| —e—muz kabugu |




4.4. Uygun Inokiilum Miktarinin Tespiti

% 10, 15, 20, 25, 30 olarak ekim yaptifimiz besiyerlerinde
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inkiibasyondan sonra

yapilan aktivite tayinlerinde en yiiksek enzim iiretimi % 15 oraminda ekim yapilan

besiyerinde goriildii . Bu ¢caliyma icin optimum ekim miktar: % 15 olarak belirlendi.

Tablo 4.6 Optimum Ekim Miktarinin belirlenmesi.

Ekim Miktan

% wiv

10

15 20

25

30

Absorbans
(3420 nm)

0,266

0,329 .1 0,287

0,274

0,270

0,35
0,3

0,25

o
N
1

0,15 -

Absorbans (420 nm )

o
IEN
i

0,05

Sekil - 4. 5 Alkalin proteaz i¢in uygun inokiilum derisiminin belirlenmesi

15 20

Inoktlum Miktart ( ml) ( % )

25

30

e

|—#—muz kebugu |
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4.5. Optimum Sicakligin Tespiti

30, 40, 50, 60, 70, 80 °C s1cald1‘}i degerlerinde yaptigimiz aktivite tayinleri
sonucunda en yiiksek aktivite 60 °C de goriildii.

Tablo 4.6. Optimum stcaklik deferinin belirlenmesi

Sicakhk °C | 30 40 50 60 70 80

Absorbans
(A420 nm)

0,370 0,396 0,420 0,435 0,396 0,371

0,3

0,256

Absorbans (420 nm )

o
(N}

B R

0,1 T T T T T '_;4 T

30 40 50 60 70 80 -
Sicaklik (°C)

i

Sekil — 4.6 Alkalin proteaz izerine sicakhigin etkisi
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4.6. Inhibisyon Calismasi

EDTA ve PMSF ile yapilan inhibisyon ¢alismasinda , PMSF ile inhibe olan enzimin

alkalin serin proteaz oldugu saptandi.

0,45
04
0,35

I

o
w

= Kontrol
E EDTA
= PMSF

0,25

o
(N

0,15 -
0,1 -
0,05

04—

Absorbans (420 nm)

B @ ==
Kontrol EDTA PMSF
inhibitsr {5 mM )

Sekil — 4.7 EDTA ve PMSF’nin alkalin préteaz lizerine etkisi



4.7. Ca* Iyonlarimin Enzimin Termal Stabilitesi Uzerine Etkisi
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Bu ¢ahgmada Ca*? iyonlarinin ciddi olmamakla beraber enzimin termal stabilitesini

arttirdif) gozlenmistir.

Tablo ~ 4.7 Ca'?iyonlarnnn enzimin termal stabilitest izerine etkisi

Sicaklik (°C)

Kontrol CaCl; (10 mM)
Sicaklik (°C)
(0420 nm) (2420 nm)
30 0,396 0,410
40 0,408 0,425
50 0,422 0,445
60 0,439 0,470
70 0,402 0,430
80 0,397 0,400
o e ___ _ .

0.48 -

0.46
E 044
=
q o
= 042 !—o— Kontrol
c ~a—Ca?
a 04 R o S
2
2
2 0.38
<

0.36 -

0.34 H Y “" T T 1 . | . T -

30 40 50 60 70 80 ’

J
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4.8. Karbon ve Azot Kaynaklarinin Etkisi

Bazi karbon ve azot kaynaklarmin enzim aktivitesine etkileri incelendi. Azot
kaynaklarindan kazein, pepton, bacto — liver , amonyum siilfat ( NH;4);SO4 amonyum
nitrat, asparajin, lizin, methionin enzim iiretiminde artiy saglarken NH4Cl, Kazamino
asit diisiise neden olmustur.

Karbon kaynaklarindan galaktoz ve sukroz enzim iiretimini arttirirken ksiloz,

glukoz, fruktoz ve maltoz enzim iiretimini azaltmistir. Bakinmiz (Sekil -9 ve Sekil -10)

0,7 -
0,6 A

)

0,5 1
04 -
0,3
0.2

Absorbans (420 nm

Azot Kaynagi (%1)

—— 0y VO S e <
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Ksiloz Fruktoz Maltoz
%

Galaktoz

Kontrol

- - -

o o o

(wu ozy ) sueqiosqy

1)

(

Karbon Kaynag:

isi

e etk

m

.

teaz iizer|

in pro

10 Baz1 karbon kaynaklarinin alkal

4

Sekil -

~—
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4.9. Azot Ve Karbon Kaynaginin Birlikte Kullantimast

Bu ¢ahsmada azot kayna@ olarak %1 kazcin ve karbon kayna@i olarak da %1
galaktoz aym besiyeri icerisinde kullamildigi zaman enzim iiretiminin ciddi sekilde

inhibe oldugu goriildii. Bakimz Sekil — 11

0,45
04
0,35 -

o
w

B Kontrol N
B Azot-karbon

0,25 -

o
()
1

0,15

i

Absorbans (420 nm)
o

ey

Kontrol Azot - karbon
Azot -Karbon (% 1)

Sekil — 4.11 Azot ve karbon kaynaginin birlikte kullanilmasinin alkalin proteaz iiretimine etkisi




4.10. Farkli Konsantrasyonlarda Azot Kaynagimn Kullanilmasi
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Bu c¢ahismada enzim iiretimini en cok arttiran azot kaymaklarmndan kazein ve

amonyum siilfatin % 0.5, % 1, % 2 ve % 3 konsantrasyonlar1 kullamlarak hazirlanan

besiyerlerinde enzim iiretiminin en ¢ok oldugu besiyerinin , % 1 oraninda azot iceren

oldugu goriildii . % 1 iistiindeki degerlerde enzim iiretiminin diigtiigii gézlemlendi.

Tablo — 4.8 Farkh konsantrasyonlarda kullamlan azot kaynaklarinin etkisi

(3420 nm) % 0.5 % 1 % 2 %3
Amonyum
0,395 0,521 0,278 0,165
siilfat
Kazein 0,452 0,587 0,353 0,255
Kontrol 0,395 0,395 0,395 0,395
0,7
__ 06
£
c 05
8 . o - TN . _— .
¥ 04 - 5 . A —eo— Kontrol
) —=— Amonyum Sulfat
& 03 - ,
§ , Kazein
2 02
<
0,1 1
0 e e e B
0,50% 1% 2% 3%
Azot Miktan ( g/ml) .

Sekil - 4.12 Farkl konsantrasyonlardaki azot kaynaklarmnin alkalin proteaz iiretimine-etkisi
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4.11. Enzim I¢in K, Degerinin Hesaplanmas:

Farkh substrat, sabit enzim derisiminde yapilan kinetik ¢cahsmasiyla enzim igin K, ve

Vmax degerleri sirasiyla '3,8. 107 ve 0,527 olarak bulundu.

1/V (420 nm)

e e g e . |

I

-500 -2 J) 500 1000 1500 2000 2500
1/[S] (g/mL)

Sekil — 4.13 Enzim igin K, ve V., deZerinin belirlenmesi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kullanilan ii¢ substrat g¢esidi icerisinde maksimum aktivite muz kabugunda
goriildii. Her ii¢ substrat tiirii icin de uygun inkiibasyon siiresinin 72. saat olmas,
yapilan diger ¢caligmalar: destekler niteliktedir (Babu ve ark. ,1995) . 72.saatten sonra
ortamda olusmaya baslayan sekonder metabolitlerin, enzimin denatiirasyonuna
neden olup, enzim miktarinda diisiise yol actifi samlmaktadir (Ramesh ve ark. ,1987,
Baysal ve ark. , 2003, Ramachandran ve ark. , 2004 ). Kullanilan bakterinin biiylime
hiz1 ve enzim iiretme O0zelligi de inkiibasyon siiresini etkilemektedir (Baysal ve ark. ,

2003, Uyar ve ark. ,2004).

Her ii¢ substrat tiirii icinde en yiiksek aktivitenin 1500 pm parcgagik biiyiikliigiinde

goriilmesi , parcacik biiyiikliigiiniin enzim iiretiminde etkili oldugunu belirtir.

Kiiciik parcaciklarda yiizey alan1 gelisme i¢cin daha elverislidir ancak parcaciklar
aras1 gozenekler yetersizdir. Biiyiik parcaciklar da goézenekler , mikroorganizmalarin
gelismesi i¢cin daha elverisli ancak doymus yiizey alam yetersizdir (George ve ark. ,1997

Baysal ve ark. ,2003, Uyar ve ark. ,2004). '

Optimum pH degeri 10,14 olarak tespit edilse de, farklh pH degerleriyle yapilan
c¢ahsmalarda enzim iiretimi bakimindan biiyiik bir fark goriilmemistir., Bu durum
enzimin pH degisimlerine toleransh olmasi ve alkalin pH’larda kararlihk gistermesiyle

aciklanabilir (Horikoshi, 1971, Rao ve ark. ,1998 ).

Enzim aktivitesi iizerine sicakhign etkisi incelendiginde (30 °C — 80 °C ), enzimin

sicaklikla denatiire olmadig: yapisimi korudugu tespit edildi .

Enzimin optimum sicaklik ve pH degerlerine baktiimizda alkali pH’larda iyi
aktivite gostermesi, yiiksek sicakhklarda da aktivitesini koruyor olmasi endiistriyel

anlamdaki 6nemini anlamamiza yardimei olacaktir (Maurer ve ark., 2004).

Sistemin % 30’luk nem icermesi %20, 40, 50, 60 ‘hik nem igerigine oranla gok

daha fazla olmasa da daha yiiksek miktarda enzim iiretimine yol agmgstir.
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Diisiik nem icerigi , mikroorganizmalarin yeterince gelisememesine neden olur .
Bu durum enzim iiretiminde diisiise yol acar. Bunun yamnda , yiiksek nem icerigi ,
substratin gézenek sayisin azaltifindan ve gaz hacmini diisiirdiigiinden enzim iiretimini

olumsuz etkiler (Pandey , 2003, Uyar ve ark. ,2004).

Cahymalarimiz sonucunda optimum ekim miktart %15 olarak tespit edilmis olsa da
diger drneklerle ( % 10, 20 ,25 , 30 ) kiyaslandiinda biiyiik bir fark giriilmemistir.
Yiiksek miktarda ckim ortamm nem seviyesini arttirarak , ylizeyde emilmeyen bir
tabaka olugmasina ve difiizyon bariyeri gibi gbrev yapmasina yol a¢acaktir . Bu durum
mikrobiyal aktiviteyi azaltacagindan , enzim iiretiminde diisiiye neden olur (Krishna ve

ark. ,1996 ).

Inhibisyon ¢alismasi sonucunda , enzimin EDTA ile aktivitesini korumasi ancak
PMSF ile inhibe olmasi ,enzimin aktif bolgesinde serin artify bulundurdugunu belirtir.

PMSF alkalin serin proteazlar i¢in kuvvetli inhibitor etkiye sahiptir (Yang ve ark. 2000).

Ca" iyonlarmm serin proteazin aktivitesi ve termal stabilitesi iizerine etkisi
incelendiginde ; Ca** iyonlar1 enzimin termal stabilitesini biraz arttirsada bu konuda
ciddi bir etkisinin olmadii gozlenmistir. Gessese ve ark. ( 2003), yaptikiar1 ¢calisma

bizim ¢caliymamizi destekler niteliktedir.

Besiyerinin azot ve karbon kayna: icermesi , genel olarak mikroorganizmaya

besin tegkil ettiinden , enzim iiretimini olumlu yénde etkiler ( Souza ve ark. 2001).

Bu c¢aliymada karbon kaynaklarindan sukroz ve galaktozun enzim iiretimine
indiikleyici, diger sekerlerin (maltoz, ksiloz ve fruktoz) hafif represe edici etKisi-oldugu
goriilmiigtiir. Ayrica besiyerinin %1 orammnda glukoz icermesi durumunda enzim

iiretiminin %45 azaldig bildirilmistir (Joo ve ark. , 2002).

Azot kaynaklarinin etkisine baktifimizda kazein, pepton, bacto-liver, amonyum
siilfat ve amonyum nitratin enzimi indiikledigini, amonyum kloriir ve kazamino asitin

enzimi inhibe ettigini gérmekteyiz.
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Azot ve karbon kaynagmn birlikte kullaniimast enzim iiretimini ciddi gekilde
represe etmektedir. Bunun nedeni olarak ortamda bulunan fazla besin maddesinin
bakterinin iireme seyrini etkilemesi ve buna bagh olarak uygun inkiibasyen siiresini
degistirmesi sanilmaktadir.

Artan Kkonsantrasyonlarda azot kaynagr kullamildiginda, besiyerinin %1
oranmnda azot icermesi durumunda enzim iiretiminde maksimum artiy goriiliirken bu
oranin iistiindeki degerlerde enzim iiretiminin inhibe oldugu goriilmektedir. Kanekar
ve ark. ( 2002), yaptiklar: ¢caliyma bizim qaﬁlsmamlzx destekler niteliktedir.

Enzim i¢in yapilan kinetik caliymasinda K,, ve Vy, degerleri sirasiyla 3,8. 107

ve 0,527 olarak bulundu.
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