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OZET

Bu calismada Aspergillus sclerotiorum a-amilazinin SSF ve SmF’de optimum

iretim sartlar belirlenmis ve nisasta hidrolizi ¢alisilmistir.

SSF’de iiretilen Aspergillus sclerotiorum a-amilaz aktivitesi igcin optimum
iretim sartlar1 arastirildi. Optimum nem miktar1 % 85, iiretim siiresi 6. giin, as1 miktari

2 ml, substrat miktar1 5 gr, baslangi¢ pH’s1 5 olarak belirlendi.

SSF’deki katabolit represyon calismasinda ise glukoz miktarinin o-amilaz

aktivitesini etkilemedigi goriildii.

SSF’de kalan glukoz miktar1 incelendiginde 0 mg/ml, 2,5 mg/ml, 5 mg/ml
glukoz igeren ortamlarda 3.giinde, 10 mg/ml ve 50 mg/ml igeren ortamda ise 5.giinde

ortamda tamamen tiikendigi goriildii.

SmF’de iiretilen Aspergillus sclerotiorum a-amilaz aktivitesi icin optimum
tiretim sartlan arastirildiginda, optimum {iretim siiresi 7. giin, baglangic pH’s1 4, as1

miktar1 1,5 ml olarak belirlendi.

SmF’deki katabolit represyon calismasinda ise glukoz miktarinin a-amilaz

aktivitesini etkiledigi goriildii.

SmF’de kalan glukoz miktar1 incelendiginde ise 0 mg/ml glukoz i¢eren ortamda
1. giinde, 2,5mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml glukoz i¢erende 3. giinde ve 50 mg/ml glukoz

iceren ortamda 5. giinde halen daha glukoz varligi1 gbzlendi.

SSF’de iiretilen enzim preparatinin nisasta hidrolizi gerceklestirildi ve hidroliz
tiriinlerinin ince tabaka kromotografisi ile kalitatif analizi yapildi. 120. dakikada hidroliz
yiizdesi %98,91 olarak belirlendi. Hidroliz iiriinleri ise maltoz, tanimlanamayan

oligosakkaritler ve glukozdu.



ABSTRACT

In this study it was determined the conditions of optimum production of

Aspergillus sclerotiorum a-amylase in SSF and SmF, and studied starch hydrolysis.

When investigated the conditions of optimum production of Aspergillus
sclerotiorum o-amylase in SSF, it was found that the production period was 6" day,
amount of inoculation was 2 ml, amount of substrate was 5 gr, level of moisture was 85

%, initial pH was 5.

It was studied catabolite repression in SSF, and discovered that a-amylase

production wasn’t effected by amount of glucose.

When investigated the residual amount of glucose in SSF it was seen that
glucose was totally dissappeared at 3 day in mediums containing O mg/ml, 2,5 mg/ml,

5 mg/ml glucose and at 5t days in the mediums containing 10 mg/ml, 50 mg/ml glucose

When studied the conditions of optimal production of Aspergillus sclerotiorum
o-amylase in SmF, it was found that the production period was 7™ day, amount of

inoculation was 1,5 ml, initial pH was 4.

It was studied catabolite repression in SmF. It was discovered that a-amylase

production was effected by amount of glucose.

When investigated the residual amount of glucose in SmF it was seen that
glucose was totally dissappeared at 3 day in mediums containing O mg/ml, 2,5 mg/ml,

5 mg/ml, 10 mg/ml glucose and at 5t days in the mediums containing 50 mg/ml glucose

It was carried out the starch hydrolysis of Aspergillus sclerotiorum a-amylase
produced in SSF, and studied the qualitative analysis of the hydrolysis products with
thin layer chromatography. After 120 minutes, the hidrolysis percentage was found as
98,91 %. Hydrolysis products were mainly maltose, unidentified oligosaccharides, and

glucose.
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1. GIRIS

Bir enzimden herhangi bir alanda yararlanabilme olanag biiyiikk Olgiide
ekonomik parametreler ile ilgilidir. Bilindigi gibi enzimler canli materyallerden elde
edilmek zorundadirlar. Ayrica izolasyon ve saflastirma islemleri ¢cok emek gerektiren
pahali proseslerden olusmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 enzimler genellikle pahali
materyallerdir. Herhangi bir enzimin mikrobiyal kaynaklardan eldesi ve ham
preparatinin saflik diizeyinin tasarlanan islemler i¢in yeterli olmasi s6z konusu enzimin

yaygin bir sekilde kullanilabilme sansini arttirmaktadir.

Enzimler, baslica endiistriyel, tibbi, bilimsel ve analitik amacli olmak iizere ii¢
farkli alanda kullanilmaktadir. Endiistriyel enzimlerdeki diinya pazarn 1965’lerde birkag
milyon dolar iken, 1986’da 400 milyon dolara ulasmistir (Telefoncu, 1997). 1990’da ise
endiistriyel enzimlerin biiylik bir kismini karsilayan ABD’de pazarinda 625 milyon
dolar oldugu tahmin ediliyor (Nigam ve Singh, 1994). Giiniimiizde ise bu rakamin
birkag kat artmis oldugunu sdylemek yaniltict olmaz. Tip alaninda kullanilan enzimlerin
pazar1 ise bir milyon dolar civarindadir. Bilimsel ve analitik amaglarla kullanilan
enzimler de diger iki alanla kiyaslanamayacak kadar yiiksek olup binlerle ifade

edilebilir (Telefoncu, 1997).

Enzim kaynag olarak mikrobiyal hiicrelerin kullanilmasinin bazi avantajlar
vardir. Yiiksek enzim aktiviteleri, enzim izolasyonun kolayligi, fermentasyonunun kisa
siirmesi; fermentasyon ortaminin ucuz olmasi, eleme presediirlerinin basitligi ve
binlerce kiiltiiriin oldukg¢a kisa zamanda test edilebilirligi, farkl tiirlerin ayni reaksiyonu
katalizleyen farkli enzimleri iiretmesi ve reaktdrde istenen calisma kosullar ile ilgili
esnekligi saglamasi bu avantajlar arasinda yer alir. (Telefoncu, 1997). Genellikle
Aspergillus sp. ve Rhizopus sp. endiistriyel amilazlarin kaynagi olarak kullanilmaktadir

(Boyce, 1986).
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Endiistride kullanilan en 6nemli ham materyallerden birisi nisastadir. Son
yillarda, endiistriyel sistemlerde nisastayr hidrolizleyen enzimlerin kullanilmasinin
avantajlan belirlenmistir (Wambutt vd., 1984). Nisasta hidrolizi endiistrisinde en yaygin
kullanilan enzimler o-amilazlardir. o-amilaz, a-1,4-glikozidik baglarinin igten
parcalanmasim katalizler ve kisa oligosakkaritleri ve limit dekstrinleri agiga ¢ikartir (De
Mot, 1990). Cesitli endiistriler nisastayr farkli seker soliisyonlar1 haline doniistiirmek
icin mikrobiyal amilolitik enzimler ile calismaktadir (Saha ve Zeikus, 1989; Vihinen ve

Mantsala, 1989; Bowles, 1996; Ray ve Nanda, 1996).

SSF (Solid State Fermentation-Yiizey Kkiiltiir teknigi) ve SmF (Submerged
Fermentation-Derin kiiltiir teknigi) teknikleri amilaz iiretmek i¢in kullanilir. SSF
kiiltiiriiniin, SmF’ye gore daha iistiin avantajlart vardir. Siiper iiretim, basit teknik,
bakteri kontaminasyonunu engelleyen az nem icerigi, diisiik maliyetli yatinm, diisiik
enerji ihtiyact ve az artik su ¢ikisi, daha iyi iiriin geri alma ve kopiik toplanmamasi bu
avantajlar arasinda yer alir (Babu ve Satyanarayana, 1995; De Souza ve Peralta, 2001).
Hem SSF hem de SmF ile iiretimde nem, sicaklik, pH, besin icerigi gibi cevresel

faktorler mikrobiyal biiylimeyi ve iiriin olusumunu etkiler (Raimbault, 1998).

Katabolit represyon veya feed back represyonu SSF ve SmF’de onemlidir. Pek
cok ekstraselliiler katabolit enzimin katabolit veya son iiriin feed back represyonu
tarafindan etkilendigi goriilmektedir. Bakteri ve funguslarin SmF’de iiretiminde enzim
sentezininin katabolit represyona ugradigi, a-amilaz ve diger enzimlerin SmF
ekonomisinde katabolit represyonun ciddi problemlere yol actigi bildirilmektedir.
Bununla birlikte son yillarda Bacillus tiirlerininden a-amilaz iiretiminde SSF’nin 6nemli

oOlciide katabolit represyonun iistesinden geldigi bulunmustur (Nandakumar vd., 1999).

Bu tez kapsaminda, Aspergillus sclerotiorum o-amilaz enziminin SSF ve
SmF’de iiretimi, iiretim sartlarinin optimizasyonu, her iki ortamda katabolit represyonun
incelenmesi ve karsilagtirllmasi amaclanmistir. Ayrica elde edilen enzim preparatlar ile

nisasta hidrolizi gerceklestirilmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. SSF

SSF, nemli kati substratta mikroorganizmanin (esas olarak mantar)
bityiitiilmesini iceren, eczacilifa ait ilag, enzim, yakit, hayvan yemi, fermente yiyecek
tiretimi i¢in kullanilan islemdir (Guitiérrez-Correa ve Villena, 2003). SSF, nemli kati
destekte mikroorganizma kiiltiirii olarak da tamimlanir. Kati destek ya hareketsiz bir
tasiyici ya da ¢oziilmeyen substrat olabilir. Mikroorganizma bu destegi karbon ve enerji
kaynag1 olarak kullanabilir. Fermentasyon, serbest su yoklugunda veya serbest su
yokluguna yakin ortamda meydana gelir. Boylece, mikroorganizmanin adapte oldugu

cevre dogal ¢cevreye yakin olur (Holker vd., 2004).

SSF’de gerekli nem, absorblanir veya kati matriksin icindeki kompleks yap1
halinde vardir ki bu da biiyime icin bir ¢cok avantaj saglar. Boylece yeterli oksijen
transferi olmaktadir. Genellikle SSF, kat1 fazdan sivinin ayrimina izin vermeyen katinin
doymasi icin su eklenmesinin limitlenmesi ile karakterize edilir (Balagopalan vd.,

1991).

SSF uygulamalari; kat1 atiklardan organik giibre ve hayvan yemi iiretimi, zehirli
bilesiklerin biyolojik bozulmasi1 ve biyolojik iyilestirilmesi, endiistriyel atiklarin
biyolojik  zehirsizlestirilmesini  kapsayan c¢evresel kontrol uygulamalar1 ve
biyotransformasyonla tahil {iiriinlerinin veya artiklarinin besinsel zenginlestirilmesi,
fermente gida, enzim, pigment, antibiyotik, biyopestisit, organik asit ve tat bilesiklerinin

tiretimi olmak iizere iki farkli alanda kullanilmaktadir (Raghavarao vd., 2002).

SSF islemi yiizyillardan beri kullanilmaktadir (Guitiérez-Correa ve Villena,
2003). 5000 y1l once yiyecek tiretimi icin SSF’de mantar kiiltiirii kullanildi. Aspergillus
oryzae’nin pirincin fermentasyonunun koji islemlerinde kullanilmasi; Penicillium
roquefortii kiifiiniin 4000 yildan beri peynir liretimi ve Asya da soya sosu iiretimi ve

Misir’da 3000 yildan beri ekmek iiretimi SSF uygulamalarina 6rnek olarak verilebilir.
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SSF en eski biyoteknolojik islem olarak bilinmesinin yanisira, SSF ile ilgili teknik

problemler halen daha ¢oziilememistir (Holker vd., 2004).

SSF islemini etkileyen bazi faktorler vardir. Bunlar uygun tiiriin se¢imi, substrat

secimi ve parametre islemlerinin se¢imidir.

Mantarlar SSF’de anahtar rol oynayan mikroorganizmalardir. Hifsel gelisim,
verimli koloni olusumuna ve kati substrata niifuz edilmesine izin verir ( Te Biesebeke
vd., 2002). Morfolojileri nedeniyle ozellikle filamentli mantarlar SSF i¢in uygun
mikroorganizmalardir ( Viniegra-Gonzalez, 2003). SSF, aeriyal hif tarafindan mantar
sporlarinin eldesinde kesinlikle en iyi metoddur (Holker vd., 2004). Bir cok
mikroorganizma kati substratta biiylime kabiliyetindedir, ama sadece filamentli
mantarlar serbest su eksikliginde onemli derecede biiyiiyebilirler (Raghavarao vd.,

2002).

Dogal kat1 substrat, SSF’de en 6nemli faktordiir. Yalmzca kiiltiir icin besin
saglamakla kalmaz, mikrobiyal hiicrelere barinak gibi hizmet verir. Boylece, pargacik

boyutu ve substratin kimyasal bilesimi kritik olarak 6nemlidir.

SSF’nin amaci, ¢oziilmeyen substrat ile siki temasta olan bakteri veya mantar
kiiltirii meydana getirmektedir ve bdylece fermentasyon icin yiiksek substrat

konsantrasyonu elde edilir.

SSF iglemi icin substrat secimi bazi faktorlere baglidir. Esas olarak, fiyat1 ve
faydaliligi 6nemli olan faktorlerdir. Ideal bir kat1 substrat, optimum fonksiyon igin
mikroorganizmaya gerekli biitiin besini saglar. Baz1 substratlar, tireme ve biiyiime icin,
bazi kimyasal olusumlart saglamak icin veya miselyumlarin niifuz etmesini
kolaylastirmak i¢in asilamadan 6nce genellikle 6n hazirliklara ihtiya¢ duyar (Sodhi vd.,

2005).
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SSF’deki substratlar mikrobiyal biiyiime icin karbon ve besin kaynagi olarak
kullanilir. SSF igleminde kullanilan kati destekler iki cesittir. Birincisi, SSF isleminde
nisasta, lignoseluloz kalintilari, tohum gibi endiistriyel kaynaklar, tohum iiriinleri,
cassava, patates, piring, fasulye, seker pancarinin kullanilmasidir. Ikincisi; SSF
isleminde seker pancarit baggase, perlit, amberlit, poliiiretan, kopiik ve benzeri yapay
veya dogal hareketli kati destekler kullanilir. Bu islemde kullanilan destek,

mikroorganizmalarin baglh olmasi i¢in kullanilir.

Miihendislikte, hareketli destek kullaniminin avantajlari daha coktur. Ciinkii
mikrobiyal biiylimede geometrik ve fiziksel karakterler degismez ve kiitle transferine ve

sicaklik kontroliine daha iyi izin verir (Guitiérez-Correa ve Villena, 2003).

pH, fermentasyon islemleri i¢in en 6nemli diger faktorler arasindadir ve ortamda
kullanilan nemlendirici madde tipine baglidir. Su veya farkli tamponlar, cesitli

aragtirmacilar tarafindan kullanilan ortak nemlendirici maddelerdir (Sodhi vd., 2005).

SSF’de pH degerini kontrol etmek ve ayarlamak cok zordur. Ama tampon

kullanimi ile pH kontroliine gerek kalmaz (Pérez-Guerra vd., 2003).

Fermentasyon ortaminda dogal nemlendirici ajanlar ve nem igerigi seviyesi,
SSF’de onemli diger faktorlerdir. Nem igerigi, SSF islemlerinde kritik bir faktordiir.
Ciinkii bu degisken, farkli metabolitlerin salgist ve biyosentezi ve biiylimesinde
etkilidir. SSF ortaminda, kritik olarak Onemli olan nem miktar1 ve onlarin enzim
biyosentezine etkisi, kat1 parcaciklarin fiziksel 6zelliklerinde nemin miidahalesi icin

kullanilir (Sodhi vd., 2005).

Nem iceriginin diizeyi optimum degerden daha yiiksek veya daha diisiik
miktarda bulundugu zaman SSF sisteminin verimliligini etkiler (Goes ve Sheppard,

1999). Daha yiiksek nem miktar1 seviyesi kati substratin gézeneklerini azaltir, substrat
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partikiil yapisin1 degistirir, yapiskanlhi§in gelisimini arttirir, gaz hacmini azaltir,
degistirir ve O, transferinin diismesinden dolay1 difiizyon diismesine sebep olur ve
aeriyal miselyum yapilanmasi arttirir. Diisilk nem igerigi, kati substrat tarafindan
organizma i¢in saglanan besinin ¢Oziiniirligiinii ve siskinlik derecesini azaltir, su

gerilimini ylikseltir (Sodhi vd., 2005).

SSF’de kati substratin su igerigi genellikle % 30-75 arasinda degisir. Daha az
miktarda su igerigi, mikroorganizmada sporlanmayr meydana getirir, oysa yiiksek
miktardaki su, bakteriyel kontaminasyon riskini arttirir ve oksijen transfer kisitlanmasi

meydana getiren porosit sisteminin azalmasina sebep olur.

Fermentasyon esnasinda, substratin su miktar1 ve dolayisiyla mikrobiyal aktivite
buharlagsma ile degisebilir. Genellikle, bu iglemlerin hepsinin sonucunda rutubet kaybi
olur. Bu kayb1 gidermek icin gerekli olan su eklenir veya su ile doymus hava akimina

basvurulur.

Optimum nem miktar1 hem mikroorganizmaya hem de kullanilan kati destege
baghdir. Uygulamaya bagli olarak hem maksimum seviyeye cikarilmis biiyiime icin
hem de maksimum seviyeye cikarilmig metabolit (enzim, organik asit vb.) liretimi i¢in

mikroorganizma optimum nem seviyelerinde biiyiitiilmelidir (Pérez-Guerra vd., 2003).

Mikroorganizmanin su ihtiyacimi en iyi tanimlayacak terim kati substratin su
iceriginden ¢ok su aktivitesidir. Substrattaki su aktivitesi SSF’de ¢ok Onemlidir. Su
aktivitesi, saf suyun buhar basinci ve sistemdeki suyun buhar basinci arasindaki iligki
gibi tamimlanir. Su aktivitesi, biyokiitle gelisimini, metabolik reaksiyonlar1 ve kiitle

transfer iglemlerini etkiler. Substratin dogal kimyasina, fiziksel yapisina baghdir.

SSF’ de iiriin sentezini ve mikrobiyal biiyiimeyi kiitle transfer islemleri de
etkiler. SSF’de kiitle transfer islemleri, siv1 faz sistemleri ve substratin fiziksel yapisiyla

giiclii sekilde etkilenen besin difiizyonu ve gaz difiizyonu i¢in tanimlanir.
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Raghavarao ve ark. kiitle transferi olayinin iki ¢esidini tamimlamistir; bunlar
hiicre disindaki mikroskala ve makroskaladir. Ilkinde, kiitle transferi mikroorganizma
hiicrelerinin ici ile disinda olur. Ikincisinde, bircok faktor etki eder; biyoreaktoriin disi
ve icindeki hava akiminin hacmi, dogal konveksiyon, substrattaki difiizyon ve tasima,
biyoreaktér materyalleri, mikroorganizmaya yapilan zarar ve substrat partiikiilleri

arasindaki zarar bu faktorlerdendir.

Gaz difiizyonunun, havalandirmada iki esas gorevi vardir. Bunlar,
mikroorganizmaya oksijen saglamak ve metabolizma esnasinda olusan karbondioksit,
sicaklik, su buhart ve ugucu elemanlar1 azaltmaktir. Kat1 ve gaz faz1 arasindaki O, ve
CO, degisimi intrapartikiiller ve inter partikiillerin ikisinde de meydana gelir. Gaz
difuzyonu, faz ile temasylizeyinin artmasi faktoriine baglidir; bu da substratin bos
fraksiyonuna partikiillerin por ve boyut capina, karisimin ve substratin derinlik

derecesine baghdir.

Besin difiizyonu, mikrobiyal enzim tarafindan kati substratin hidrolizi ve
hiicrelere dogru besinin difiizyonunu icerir ve intrapartikiiler diizeyde meydana gelir.
Besin difiizyonu islemleri, bakteri ve maya SSF’sinde onemlidir. Besin difiizyonu
mantar i¢in kritik faktor degildir. Clinkii miselyumlar kati substrati daha iyi sekilde

delip gecer (Pérez-Guerra vd., 2003).

Metabolit ve enzim iiretimi i¢in optimum sicakligin not edilmesi zorunludur,

buna biiyiime esnasinda her zaman uyulmayabilir.

Substrat yataginda sicaklik kontrolii, biiyiime esnasinda SSF icin ¢ok dnemlidir.
Ciinkii enzim iiretimi veya metobolitler sicaklifa genelde duyarlidirlar (Sodhi vd.,
2005). SSF’de sicaklik yiikselisi, sicakligin azalmasi olmadigi zaman metabolik
aktivitenin sonucudur. Sicakliktaki artig, sporlarin iiremesini, bilylimesini ve iiriin

yapisini direk olarak etkiler.

Sicaklik diizeyine ulasmak, mikroorganizma c¢esidinin gorevine substratin

gozenek capina ve derinligine baglidir. Sicaklik transferi SSF’de cok azdir, ciinkii kati
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substratin kullanim kapasitesi sicaklik transferini limitlemistir. Sicaklik transferi, gaz
faz igin partikiil ylizeyinden sicakligin transfer edilmesi orani ile partikiil ici ve

partikiiller arasi sicaklik transferi oranina baghdir (Pérez-Guerra vd., 2003).

Sicaklik  kontrolii ana problemlerden biridir. Mantar1 sicakligin nasil
etkilediginin bilinmesi 6nemlidir. Mantarin tirettigi sicaklik, onlarin solunum orani ile
orantilidir. SSF siiresince, mantarin karakteristik biiylime fenotipini gosterir ve belli

molekiiler fizyolojik karakterlere sahiptir (Balagopalan vd., 1991).
2.2. SmF

Mekanik aletler kullanilarak havalandirilan ve karistirllan ¢ok miktardaki su
icinde mikrobiyal hiicrelerin asili durdugu bir sistemdir. Geleneksel SmF teknigi
kullanilarak bir¢ok enzim {iiretilir. Bu sistemde kiiltiir ortaminin, kimyasal bilesenleri
hemen hemen homojen olarak dagilmistir. Ciinkii karistirma orani, reaksiyon oranindan

daha hizlidir (Viniegra-Gonzélez ve Favela-Torres, 2006).

SmF sisteminde, karbon, azot, fosfor ve diger besinler erimis durumdadir
(Balagopalan vd., 1991). SmF sistemi mikrobiyal metabolitlerin sentezinin fizyolojik ve

biyokimyasal caligsmalari i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Solis-Pereira vd., 1993).

SmF’de sicaklik sterilizasyonu ve aseptik kontrol sarttir. Metabolik sicakligin,
pH’nin ve asilama islemlerinin kontroliiniin kolay oldugu bir sistemdir. Bu sistemde,
sadece bakteri kontaminasyonu riski vardir. Yiiksek degerde ve yiiksek fiyatta teknoloji

tiriinlerine ihtiya¢ duyulan bir sistemdir.

Yiiksek miktarda havadaki ¢oziinmiis O, limitasyonu zorunludur. Cok miktarda

su tiiketilir ve s1vi artiklar atilir (Raimbault, 1998).
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2.3. SSF ve SmF’nin Karsilastirilmasi

SSF laboratuvar olgiitinde SmF’ye gore bazi proses avantajlarma sahip
olmasinin yani sira pek cok biyolojik avantaja da sahiptir. SSF, siiper iiretim, basit
teknik, diisiitk maliyetli yatirim, diisiik enerji ihtiyaci ve az artik su ¢ikisi, daha iyi {iriin
geri alma ve kopiik toplanmamasin iceren, SmF’den daha {istiin ¢ok sayida avantajlart

olan bir tekniktir (Babu ve Satyanarayana, 1995).
SSF’nin SmF’ye gore iistiinliikleri asagida verilmektedir:

1 — SmF ile SSF arasindaki ¢alismalar karsilastirildiginda SSF’nin daha yiiksek iiretime
sahip oldugu go6zlendi.

2 — Bakteri ve maya kontaminasyonu sulu ortama gore daha azdir. Ayni durumda

aseptik kosullarda calismaya izin verir.

3 — SSF’de kullanilan mikroorganizmalarin ana grubunu olusturan mantar i¢in, onlarin

dogal habitatina benzer ¢evresel kosullara sahiptir.

4 — Daha yiiksek degerdeki havalandirma, ozellikle bu islemlerde istenen kuvvetli

oksidatif metabolizma icin uygundur.
5 — Sporlar ile agilama, ortamda degismez dagitim vasitasiyla kolaylastirilir.

6 — Kiiltiir ortam1 genellikle ¢ok basittir. Suda ¢oziinmeyen kati substrat, genellikle

biiylimek i¢in gerekli besini saglar.

7 — Kullanilan diizenekler ekonomik agidan ¢ok ucuzdur.

8 — Atik su, ¢ok az oldugundan daha az ¢evre kirliligine yol agmaktadir.

9 — Diisiik nem igeriginden dolay1 besiyerinin kontaminasyon riski ¢cok azdir.
10 — SSF ile SmF karsilastirildiginda farkli 6zellikte iiriinler elde edilir.

11 — Substratin konsantre edilmis yapisi nedeniyle SSF’de SmF’ye gore daha kiigiik
reaktorler kullanilabilir (Pérez-Guerra vd., 2003).

12 — Katabolit represyon SmF’ye gore daha diisiiktiir veya yoktur.
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13 — SSF’de 1s1itma i¢in diisiik enerjiye ihtiya¢ duyulur (Holker vd., 2004).

SSF bu avantajlara sahip olmasiyla beraber SmF’ye gore baz1 dezavantajlar1 da

vardir. Bu dezavantajlar asagida verilmistir:
1 — Sadece az nem miktarinda biiyiiyebilen organizmalar i¢in kullanilir.

2 — Genelde, substratlarin 6n hazirhiga ihtiyaci vardir ( torpiileme veya vurma, boyuta
gore 6giitme, homojenizasyon, fiziksel, kimyasal ya da enzimatik hidroliz, pigsirme ve

buharlastirma islemleri).
3 — Biyokiitleyi tanimlamak ¢ok zordur.

4 — Kat1 olan dogal substrat, islemsel parametrelerin (pH, nem miktar1 ve substratin

oksijen ve biyomas konsantrasyonu) belirlenmesinde problemlere sebep olur.

5 — Sallama islemi gii¢ olabilir. Bu nedenle statik kosullar tercih edilir.

6 — Sik sik, yiiksek as1 miktarina ihtiya¢ duyar.

7 — Istenilmeyen mantar kontaminasyonu olasidir.

8 — Biiylime esnasinda, meydana gelen metabolik sicakligi kaldirmak ¢ok zor olabilir.

9 — Fermente edilmis katilardan elde edilen {iiriinleri igeren ekstraktlar genellikle viskoz

yapidadir.

10 — Difiizyon i¢in kiitle transferi limitlenmistir.

11 — Baz1 SSF’lerde, havalandirma, yiiksek kati konsantrasyonu yiiziinden zor olabilir.
12 — Sporlar, iireme ihtiyag¢larindan dolay1 daha uzun lag fazina sahiptirler.

13 —Uretim zaman1 SmF’ninkinden daha uzundur (Pérez-Guerra vd., 2003).
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2.4. Nisasta

Nisasta, hemen hemen biitiin bitki hiicrelerinde bulunmasina karsin, bitkisel
tohumlar, yumru kokler nisastaca daha zengindir. Depo polisakkarit olan nisasta glukoz

monomerlerinden olusan bir homopolisakkarittir (Kalaycioglu L. vd., 2000).

Nigasta ekstraksiyon ve fraksiyonlama ile iki farkli maddeye parcalanir: Amiloz

ve amilopektin.

Amiloz; dogal nisastanin % 20-30’unu olusturmakta olup o-1,4-glikozid baglar
ile bagh cok sayida (250-300) glukoz artigindan meydana gelir (Sekil 2,1). Temel
yapitasi maltozdur ve maltoz birimleri arasinda da yine a-1,4-glikozid baglar sayesinde
molekiil diiz bir bicimde uzayip, spiral olusturmaya yatkin uzun zincirler halindedir.

Molekiil agirliklart birka¢ binle 150.000 arasinda degisir.

AMILOZ

indirgeyici indirgeyici
olmayan ug (diiz zincir yapr) ug
| .
CHoOH CHo0H CHLOH CHsOF
H ON H| =r O\ H H O\ H H 0.\ H
A H H H -
OH kA O OH HA o OH H/ALOC OH  H
HO M ' cH
H OH H OH H OH H OH

Sekil 2.1. Amiloz’un kimyasal yapisi ( Asi, 1996)

Amilozun molekiil sekli kendisinin kimyasal ve biyokimyasal reaktivitesi icin
onemsiz degildir. Amiloz, iyot ile koyu mavi renk verir. Reaksiyon, iyot molekiillerinin
glukoz birimleri tarafindan olusturulan tiinelciklerin bosluguna yerlesmesi sonucu

olusan formun farkli fiziksel Ozellikler gOstermesi esasina dayanir. Ayrica bu
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borucuklari, 6., 7. ve 8. glukoz birimlerinden ibaret halka seklindeki parcalara ayiran
enzimler de vardir. Bu iiriinlere "Siklodekstrin" veya "Schandinger dekstrin" adi verilir

(Karlson, 1992).

Amilopektin adi verilen ikinci molekiil sekli ise dallanmig bir yap1 gosterir
(Sekil 2.2). Nisasta molekiiliin yaklasik % 70'ini olusturur. Yapisinda en az 1800 glukoz
birimi bulunur. Amilopektin molekiiliinde glukoz birimleri a-1,4 ve a-1,6 glikozidik
baglar ile birbiriyle baglanmislardir. Glukoz birimleri a-1,4 glikozidik bag ile
baglanarak diiz bir zincir olustuktan sonra her 24 ile 30'uncu glukoz birimlerinde a-1,6-
glikozidik bag ile yan zincir olustururlar. Ve bu sekilde de dallanmig bir yap1 ortaya
cikmis olur. Boylece, binlerce glukoz iinitesinin a-1,4 ve a-1,6-glikozidik baglan ile
birlesmeleriyle amilopektin molekiilii ortaya ¢ikar. Molekiiler agirligi 300.000 ile birkag
milyon arasinda degisir (Asi, 1996). Amilopektin sicak suda ¢oziinmez ve iyot ile

kirmizi renk verir (Menevse ve Menevse, 1982).

AMILO - PEKTIN
{Dall - zincitli vam)

i =6
GLij‘(OZIDIK
BAGLANTI

Sekil 2.2. Amilopektin’in kimyasal yapis1 (Kalaycioglu vd., 2000)

Nisastanin kompleks yapisindan dolay1 onun degredasyonu icin pek cok enzime
ihtiya¢ duyulur (Antrakian, 1992; Riidiger vd., 1994 ). Bu enzimler basitce endo-etkili

ve ekzo-etkili enzimler olarak iki grup halinde siiflandirilabilirler. a-amilazlar gibi
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endo-etkili enzimler rastgele bicimde nisasta polimerinin i¢ kisimlarindaki zincirleri
hidrolizler, dallanmis ve dogrusal oligosakkaritlerin olusumuna yol acar. Ekzo-etkili
enzimler (B-amilaz, glukoamilaz ve a-glukozidaz) indirgenmeyen ugtan substrata

saldirir, oligo ve/veya monosakkaritleri iiretir.

Amilopektin ve pullulanda o-1,6-glikozidik baglarini1 hidroliz etme yeteneginde
olan enzimler, dallanmay1 kiric1 enzimler veya pullulanazlar olarak bilinirler (Crabb ve
Mitchinson, 1997). Pullulanazlar dekstrinlerde bulunan o-glikozidazlar, glukoamilazlar

ile birlesmis bicimde kullanilir (Emmanuel vd., 2000).

Nisastadan endiistriyel glukoz iiretimi, her bir nisasta lizerine farkli etki sekline
sahip birka¢ amilolitik enzim iceren iki adimdan olusan yontemdir. Birinci adim
polimerizasyonun farkli derecelerine sahip ¢oziinmiis dekstrin soliisyonu iginde
konsantre nisasta siispansiyonunu degistirir. Ikinci adim sirasinda bu dekstrinler
glukoza hidroliz olur. Coziiniir nisasta, ¢oziinmeyen nisastadan amilaz icin daha iyi
substrattir ve nisasta jeletinizasyonu sadece yiiksek sicaklikta yer alir (°C>70),
yiikseltilmis sicakliklarda (90-110 °C) nisastanin enzimatik hidrolizi termofilik amilaz
kullanilmasi sayesinde yapilmistir. Bu gibi enzimler kimyasal modifikasyonlar ya da
mutajenler kullanilarak mezofilik enzimlerden elde edilebilir (Li vd., 1998). Dogal

termofilik amilazlar da bulunmaktadir.

Nisasta ¢ok eskiden beri tekstil endiistrisinde sertlestirici olarak
kullanilmaktadir. Tekstil endiistrisinde dokuma sirasinda ipliklerin saglam ve diizgiin
olmasi, kopmamasi i¢in iplikler nisasta igeren bir ¢ozelti ile muamele edilir. Bu isleme
hagillama (sizing) adi1 verilmektedir. Nisastadan bagka bazi yapay hasillayict maddeler
bulunduysa da nisasta halen en giivenli ve en yaygin hasillayict madde olarak
kullanilmaktadir. Tekstil endiistrisinde kumas dokunduktan sonra, kumastaki fazla
nisastay1 uzaklastirmak gereklidir. Bu islemede hasil alma (desizing) denir. Hasil alma

isleminde de bazi kimyasal maddeler kullanilmasina ragmen en yaygin kullanilani
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enzimler ile yapilan hagsil alma yontemidir. Hasil alma isleminde genellikle a-amilaz

enzimi kullanilmaktadir (Tarak¢ioglu, 1979).

Nisastanin etanole doniisiimiindeki kimyasal ve/veya mikrobiyal anlamda
sakkarifikasyon ve sivilasma islemlerinde, mikrobiyal ve bitki kaynaklarindan elde
edilen amilolitik enzimlerin ticari preperasyonunun kullanilmasina ihtiya¢c vardir

(Admassu vd., 1981, Wilson vd., 1982).

2.5. a-Amilaz (EC 3.2.1.1)

Cesitli endiistrilerde (6rnegin; yiyecek, kimyasal, deterjan, tekstil) degisik seker
sollisyonlar1 i¢inde nisastanin doniistiiriilmesi icin mikrobiyal amilolitik enzimler
kullanilir. Nisastanin indirgenmesinde bazi enzim tipleri s6z konusudur; esas olarak a-
amilaz  (1,4-a-glukan glukanohidrolaz, E C.3.2.1.1), p-amilaz (1,4-a-glukan
maltohidrolaz, E C.3.2.1.2) ve glukoamilaz (1,4-a-glukan glukohidrolaz, E C.3.2.1.3)

kullanilmaktadir.

a-amilaz (o-1,4-glukanohidrolaz, E C.3.2.1.1, endoamilaz ve dekstrojenik)
dogada yaygin olarak olusur (Viswanatha ve Surlikar, 2001 ). Bu enzimler, mantarlarda
ortaktir. Aspergillus sp. ve Rhizopus sp. endistriyel amilaz kaynagi olarak sik sik
kullanilir (Moriera vd., 1999). Bakteri, maya ve filamentli mantarlan iceren cesitli
mikroorganizmalar, amilaz enzimi iiretimi i¢in uygundur. Amilaz, ham nisastanin etkili
sakkarifikasyonuna ihtiya¢c duyan ¢esitli endiistri islemlerinde kullanilir ( De Souza ve
Peralta, 2001). Bakteriyel amilaz preparatlan yiiksek oranda o-amilaz icerir. Bu enzim

nisastanin a-1,4-glikozidik baglarin1 parcalayan bir endoenzimdir (Telefoncu, 1997).

a-amilazlar nisasta polisakkaritini rastgele pargalayarak; dekstrinler,

oligosakkaritler ve monosakkaritler meydana getirir (Gupta vd., 2003).
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Nigasta iizerine bu enzimlerin etkinligi, nisasta soliisyonunun vizkozitesinde
hizli bir azalmaya sebep olur. a-Amilazlar nisastay1 hidroliz etme derecesine gore
degisen iki kategori i¢inde siniflandirilir. Sivilastiric1 a-amilazlar nisastanin % 30 ile %
40’1, sekerlestirici a-amilazlar nisastanin % 50 ile % 60’1m1 hidroliz eder (Vihinen ve

Mantsala, 1989).

Amilazin hikayesi, Kirchhoff tarafindan, nisastanin indirgenmesinin ilk

kesfedildigi zaman baglamistir.

a-Amilazin optimum pH’s1 2.0’den 12.0’ye kadar degismektedir. A. oryzae igin
o -amilazin optimum iriinii 30-37 °C’dir. o-amilazin molekiiler agirligt 10-210 kDa
civarindadir. Mikrobiyal a-amilazlarin molekiiler agirligi 50-60 kDa’dur. a -amilaz, en

az bir Ca* iyonu igeren bir metaloenzimdir (Gupta vd., 2003).

Pek ¢ok a-amilaz Hg*?, Fe*?, Cu*® ve Zn** gibi metal iyonlar1 tarafindan inhibe

edilmektedir (Ramesh ve Lonsane, 1990).

a-Amilazlarin ¢ogu ekstaselillar karaktertedir. Ekstraseliilar a-amilazlar
haricinde intraseliilar a-amilazlar da iiretilmektir. Pyrococcus furiosus’un irettigi o-

amilazi bunlara 6rnek olarak verilebilir (Laderman vd., 1993).

Fungal a-amilaz, 37 °C civarinda ve asidik kosullar altinda, insan ve hayvan

titketimini kapsayan uygulamalarda formiilasyon i¢in tercih edilir.

Firmcilikta ve gida endiistrisinde mantarlar tarafindan {iretilen a-amilaz

kullanilmast FDA’nin izin vermesi sebebiyle tercih edilir (Shah vd.,1991).
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Amilazlar, nigasta endiistrisinde dekstrin, glukoz ve maltoz surubu iiretiminde
kullanilir. Ekmekgilikte ise mayalarda, maltaz aktivitesi diisiik oldugundan yardimci

enzim gorevi {istlenir. Ayrica tekstil sanayinde de kullanilir (Telefoncu, 1997).

2.6. Katabolit Represyon

Represyon, genellikle sentezlenen bir iiriiniin fazlaligi halinde veya iriiniin
tireme ortaminda hazir bulunmasi halinde ortaya ¢ikar. Laktoz adli sekerin E. coli’de
kullanimi acikliga kavusturmus olan lac operonu modeli gen sunumunun represyon

veya indiikleme yoluyla diizenlenmesine en iyi ornektir (Ustagelebi vd., 1999).

Katabolit represyon, enzim tarafindan katalize olunan katabolik reaksiyonlar
dizisinde bir ara maddenin katabolit enzimlerin sentezini baski altina alma yetenegini

ifade eder (Murray vd., 1993).

1960°ta Frangois Jacob ve Jacques Monod ve meslektaslar1 lac operonu
modelini E. coli’de tanimladilar (Lodish vd., 1997). Lac operonu, laktoz
metabolizmasinin ihtiya¢ duydugu Y, Z ve A genini igerir. Lac Y geni, E. coli hiicre
membram aralifi ve hiicre iginden laktoz pompalanmasi icin elektokimyasal
gradiyentinden enerji kullami i¢in laktoz permeaz’1 sifreler. Lac Z geni, 3-galaktosidaz’1
sifreler. B-galaktozidaz laktoz disakkaritini glukoz ve galaktoza pargalar (Sekil 2.3). Lac

A geni tiyogalaktozit transasetilazi’ni sifreler.

HOCH,

B-Galaktosidaz bag HO % OH

OH

HOCH, / oH
o) /
HO o H B-Galaktozidaz OH

OH ‘ galaktoz
(e} H,0
O/ H 7_\ HOCH,
OH HOCH, 0
laktoz

OH

OH
HO

CH
glukoz

Sekil 2.3. Laktoz’un p-galaktozidaz tarafindan galaktoz ve glukoza parcalanmasi
(Lodish vd., 1997)
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Bu ii¢ enzim fiziksel olarak birbirleriyle baglantili durumdadir. Yapisal genler ve
bunlarin diizenleyici genlerine ait olan s6z konusu genetik diizenleme, laktoz
metabolizmasi ile ilgili ii¢ enzimin koordine ifadelerine izin vermektedir. Baglantil
olan bu genlerin her biri, her siston i¢in ¢ok sayida bagimsiz ceviri baslatic1 (AUG) ve
durdurucu (UAA) kodonlar igceren bir biiyiik mRNA molekiiliine kopyalanir. Bu tip
mRNA molekiiline polisistronik mRNA denilir. Polisistronik mRNA’lar en ¢ok

prokaryot organizmalarda bulunurlar.

E. coli laktoz ve bazi spesifik laktoz analoglari ile birlikte olunca 3-galaktozidaz,
galaktozit permeaz ve tiyogalaktozit transasetilaz aktivitelerinin ifadesi 10-100 misli

kadar artmaktadir.
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Sekil 2.4. E.coli’ de katabolit represyon (Murray vd., 1993)

Sekilde gosterildigi gibi A tipi yanitta; sinyalin, yani indiikleyicinin
uzaklagtirilmasi ile bu {ic enzimin sentez hizlar1 diiser. Bakterilerde bu enzimlerin
belirgin bir yikimi olmadigindan, B-galaktozidaz diizeyi kadar diger iki enzimin

diizeyleri de hiicre boliinmesi ile seyrelmedikleri siirece ayni1 kalmaktadir.
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E. coli karbon kaynaklan olarak laktoz ve glukoz ile karsi karsiya kalinca,
organizmalar Once glukozu metabolize eder, sonra lac operon genleri laktozu
metabolize etme yetenegini saglamak i¢in uyarilincaya kadar bunlar gelisimlerini gegici
olarak durdururlar. Laktoz her ne kadar bakteriyel biiylime fazinin baslangicindan
itibaren mevcutsa da, hiicre glukoz tiikenene kadar laktoz katabolizmasi i¢in gerekli

olan enzimleri indiiklemez (Murray vd., 1993).

Cogunlukla katabolit olarak indiiklenebilen tipteki belirli enzimler, hiicrelerce
kolay kullanilabilen bir karbon kaynagi tarafindan biiylimeleri sirasinda ©Snemli
derecede baskilanirlar. Bu cAMP’nin hiicre i¢i konsantrasyonunun azalmasina neden
olur. Yeterince cAMP’nin olmadigi durumlarda da yapisal genler devreden cikar.
Mevcut veya potansiyel Oneme sahip ¢ofu enzim bu tip regiilasyona maruz
kaldiklarindan ticari kullanimda cok biiyiikk onem kazanirlar. Ortamda baskilayici
karbon kaynaklarmin kullanilmasindan kacinilmasi katabolit represyona duyarlt

enzimlerin iiretimini bilyiik oranda stimiile eder (Telefoncu, 1997).

Bir¢ok ekstraselliiler katabolit enzimlerinin, katabolit veya son-iiriin feed-back

represyonu tarafindan etkilendigi goriiliir (Nandakumar vd., 1999).

Mikroorganizma tarafindan, amilaz iiretiminde glukoz ve diger kolay metabolize
olan sekerler tarafindan katabolit represyon meydana gelir. Bacillus licheniformis M27
tarafindan SSF’de iiretilen amilaz iiretiminde, diisiik su aktivitesinden dolay1 difiizyon
isleminin yavas ve az olmasi ile katabolit represyonunda biraz oldugu yazarlar

tarafindan belirtildi (De Souza ve Peralta, 2001).

Aspergillus tiirleri, SSF tarafindan amilolitik enzimlerin iiretimi icin genis olarak

kullanilir ve glukozun katabolit represyonu simdiye kadar rapor edilmemistir.
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Bakteri ve mantarlarin, SmF’de enzim sentezinin katabolik represyonu rapor
edilmistir. Katabolit represyon, o-amilaz ve diger enzimlerin iiretilmesi i¢cin SmF

ekonomisinde istenen bir durumdur (Nandakumar vd., 1999).

2.7. Aspergillus sclerotiorum

Aspergillus sclerotiorum, subtropikal ve tropikal topraklarda, en fazla rastlanan
bir toprak fungusudur. Genellikle ¢6l topraklarinda bol miktarda bulunurlar (Klich,
2002).

Czapek agar besiyerinde koloni oldukca yavas gelisir. Genelde gelisimini 2
haftada tamamlar. Konidi baslar1 olduk¢a yavas gelisir ve renkleri kremsi sar1 renkte,
yar1 kiireden piiskiil veya kolumnara kadar degisebilir. Genellikle bol miktarda, bazi
wrklarinda ise az miktarda konidi meydana getirir. Czapek agarda besiyerinin alt1 kremsi

soluk sar1 rengidir.

Sterigmalari iki seri halindedir. Skleresyumlar1 cepheden bakildiginda globoz-

subgloboz, enine kesitinde ise biraz diskoid goziikiir.

Sekil 2.5. Aspergillus sclerotiorun’un morfolojik yapisit (Hasenekoglu, 1991)
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3. MATERYAL METOD
3.1. Aspergillus sclerotiorum'un Temin Edilmesi

Aspergillus sclerotiorum, Trakya Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii, Genel Biyoloji Ana Bilim Dali, Mikrobiyoloji biriminin kiif koleksiyonundan

temin edilmistir.

3.2. Aspergillus sclerotiorum'un Uretim Ortam

Czapek-Dox s1v1 (CDS) temel besi ortami, % 2.5 oraninda agarin eklenmesiyle
kullanildi. Besiyerinin pH'1m1 5.5'e ayarlamak icin 1 N NaOH veya 1 N HCI cozeltileri
kullanildi. Besiyerinin sterilizasyonu 121 °C’ de 15 dakika siireyle otaklavda

gergeklestirildi. Czapek-Dox Agar’in icerigi asagidaki verilmistir.

CozUinlir nigasta.......ccceveerveerneennen. 20 gr
NaANO3..eoiiiieee e, 1gr

| 3 5 1 2 1gr
MgSO4.TH20....coiiiiiiiiiiiieeene 0,5 gr
FeSO e 0,01 gr
Destile SU....ccccocveviecienieiiniiiceeens 1000 ml
PAN - | SRR 25 ml

3.3. Aspergillus sclerotiorum'un Uretimi ve Uretim Ortamma Ekimi

Tiipler icerisindeki Czapek-Dox Agar ortamina, steril sartlar altinda ekilen
mikroorganizmamiz 30 °C’lik etiivde 7 giin iiretime birakildi. 7. giinde her bir tiipe 7 ml
steril destile su eklenerek spor siispansiyonu hazirlandi. Bu stoktaki spor siispansiyonu
mililitrede 1x10° spor icerecek sekilde hazirlandi. Hazirlanan bu spor siispansiyonu

asilama amaciyla kullanildi.
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3.4. SSF Kiiltiir Ortami Hazirlamasi

Substrat olarak kullanilan bugday kepegi 80 °C’deki etiivde 24 saat kurutulup
250 ml’lik erlenlere, istenilen substrat miktarlarinda konuldu. Daha sonra besiyerinin
nem igerigi destile su veya tampon ile ayarlandi. Hazirlanan iireme ortami 121 °C’de 20
dk siireyle otoklavda steril edilip, as1 yapildi ve bu iireme ortami 30 °C’deki etiivde
tiretime birakildi. Daha sonra besiyerine 50 ml destile su konarak 200 rpm’lik
calkalamal1 etiivde 1 saat calkalanip, gazli bezden ve Whatman No:1 kagidindan

siiziildii. Elde edilen siiziintii kaba enzim kaynagi olarak kullanildi.

3.5. SmF Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

SmF’de enzim iiretimi i¢in kullanilan besiyerinin igerigi su sekildedir:

NaNO3. oo 3gr
KHoPOg. oo, 1gr
MgSO4TH2O. .o 0,5 gr
KCl. oo, 0,5 gr
FeSO4.THoO. ..o 0,01 gr
Yeast Ekstrakt.............ooooo 1gr
AT 7 F 20 gr
Destile SU.......cooviviiiiiiii 1000 ml

250 ml’lik erlenlerde 50 ml olacak sekilde hazirlanan iireme ortam istenilen pH
degerine ayarland1 ve 121 °C’de 20 dk otoklavda steril edildi. Uretim ortamina ekim

yapildiktan sonra 200 rpm ¢alkalama hizina sahip etiivde 30 °C’de tiremeye birakildi.

Daha sonra Whatman No:1 kagidindan elde edilen siiziintii kaba enzim kaynagi

olarak kullanildi.
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3.6. SSF ve SmF’ de a-Amilaz Aktivitesinin Olgiilmesi
a-amilaz aktivitesi “dekstrinleyici yontem” kullanilarak belirlendi.

a-amilaz aktivitesini olgmek icin kor, kontrol ve ornek tiipleri hazirlandi. Kor
tiip spektrofotometreyi sifirlamak icin kullanildi. Kontrol tiipii baslangigtaki nisastanin
miktarin1 620 nm’de optik dansite cinsinden belirlemek amaci ile hazirland1 (Wilson
vd., 1982). Ornek tiipii ise enzimim aktivite gosterdigi tiiptiir. Subtsrat ¢ozeltisi olarak,
% 0,8’lik ¢oziiniir nisasta kullanildi. Substrat ¢ozeltisi 0.1 M asetat tamponu (pH 5.0) ile

kaynatilarak hazirlandi.
Hazirlanan tiiplerin icerigi asagida verilmistir:
Kor tiipiin icerigi: 0.2 ml substrat ¢ozeltisi, 0.05 ml enzim ve 5 ml iyot ¢ozeltisi,

Kontrol tiipiin igerigi: 5 dk 40 °C’ de inkiibe edilmis 0.2 ml substrat ¢ozeltisi, 5

ml taze iyot ¢ozeltisi ve 0.05 ml enzim ¢ozeltisi,

Ornek tiipiin icerigi: 0.2 ml substrat ¢ozeltisi; 0.05ml enzim, 5dk inkiibasyondan

sonra Sml taze iyot ¢ozeltisi.

Taze iyot cozeltisinin icerigi: % 5 KI icinde hazirlanmis % 0.5 I, stok
cozeltisinden 1 ml alinarak 5 N HCI’in 5 ml’si, destile su ile 500 ml’ye tamamlandi

(Abou - Zeid, 1997).

Hazirlanan tiim tiiplerin absorbans degerleri 620 nm’ye ayarlanmisg
spektrofometrede kor tiipiine karsi okundu. Kontrol tiiplerinin verdigi OD degerinden,
ornek tiiplerin verdigi OD degerleri cikartilarak fark OD yani enzim tarafindan
parcalanan nisastanin (kaybolan nisastasinin) OD degeri bulundu. 620 nm’de taze iyot
cozeltisi ile ¢ikarilmis nisasta standart grafiginden yararlamilarak, kaybolan nisasta

miktart mg’a ve daha sonrada Unite/ml’ye doniistiiriildii.

Bir iinite a-amilaz aktivitesi, dakikada 0.1 mg nisastayr 40 °C’de parcalayan

enzim miktar1 olarak tanimlandi.
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3.7. Kalan Glukoz Miktarmin Ol¢iimii
Glukoz miktarinin 6l¢iimii “ortotoluidin methodu” ile gergeklestirildi.

Ortotoluidin, aromatik bir amindir. Aromatik aminler sicak asetik asitli ortamda
glukozla reaksyona girerek renkli bilesikler olustururlar. Rengin siddeti kolorimetrede
okunarak glukoz tayini yapilir. Piyasada bu metoda dayal ticari kitler bulunmaktadir.
Metodun prensibi; glukoz ortotoluidin asetikasit ile 1sitildiginda mavi-yesil renkli bir

kompleks olusturmasidir. Rengin siddeti 620 (+10) nm’de okunur.
Kullanilan reaktifler asagida verilmistir:

Ortotoluidin (40 ml/L): 1.5 gr tiyoiire’ye 960 ml glasiyel asetik asit ve 40 ml
ortotoluidin ilave edilir ve tiyoiire ¢oziiniinceye kadar karnstirilir. Koyu renkli sisede

oda 1s1sinda saklanir. Oda 1s1sinda aylarca stabildir.

Glukoz standardi (100 mg/dl): 100 mg glukoz tartilir. Bir miktar benzoik asit
cozeltisinde eritilir. Son hacmi ayni ¢ozelti 100 ml’ye tamamlanir. Standart ¢dzeltinin
agz1 iyi kapatilirsa, buzdolabinda uzun siire stabildir. Benzoik asit bakteri iiremesini

engeller.

Benzoik asit ¢ozeltisi: % 100 mg

Tablo 3.1. Ortotoluidin metodunun ¢aligma semast

Reaktifler Kor Standart Numune
Destile su 50 pl - -
Numune (serum) - - 50 wl
Standart - 50wl -
Orto-toluidin 2 ml 2 ml 2 ml
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Tablo 3.1’e gore calisma tiipleri hazirlanir. Tiipler 100 °C’de (kaynar su
banyosunda) 5 dk kaynatilir. 5 dk sonra tiipler ¢ikarilir ve ¢cesme suyu altinda sogutulur.

620 nm’de kore karsi okunur.

Numunenin 0.D

9% mg glukoz = - x 100
Standardm 0.D,

3.8. Uretim Kosullarimin SSF’de Uretilen Aspergillus sclerotiorum a-Amilaz

Uretimine Etkisi

Calismanin bu boliimiinde optimum kiiltiirasyon kosullarinin belirlenmesi
amagclandi. o-amilaz sentezine etkili olabilecegi diisiiniilen; nem diizeyi, iiretim siiresi,

as1 konsantrasyonu, substrat miktar ve tiretim ortaminin pH’sinin etkileri calisildi.

3.8.1. Nem diizeyinin etkisi

Aspergillus sclerotiorum’an % 45, % 55, % 65, % 75, % 85, % 95’ lik nem
diizeyi destile su ile ayarlanarak iiretim ortami 7 giinliik inkiibasyon siiresinde enzim

aktivitesi olciilerek optimum nem yiizdesi bulundu.

3.8.2. Uretim siiresinin etKisi

Uretim siiresinin o-amilaz aktivitesine etkisini gérmek icin % 85’lik nem
diizeyine sahip tireme ortamnim degisik giinlerdeki (3., 4.,5., 6., 7. ve 8. giin) enzim

aktivitesi olciildii.
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3.8.3. As1 konsantrasyonunun etkisi

Uretim ortaminda, bulunan as1 konsantrasyonunun o -amilaz aktivitesine etkisini
belirlemek icin 0.5 ml, 1.0 ml, 1.5 ml, 2.0 ml ve 2.5 ml’lik as1 miktarina gore ayarlanan
% 85 nem icerigine sahip iiretim ortamlar1 6 giinliik inkiibasyona birakildiktan sonra,

enzim aktiviteleri ol¢iildii.

3.8.4. Substrat miktarimin etkisi

Substrat miktarinin a-amilaz sentezine etkisini incelemek i¢in 5, 10, 15, 20 gr
kepekleri iceren iiretim ortmalar1 % 85 nem icerecek sekilde ayarlanip, 2 ml spor
siispansiyonu ile asilanip 6. giinliik inkiibasyon siiresinden sonra enzim aktiviteleri

belirlendi.

3.8.5. Uretim ortanmumn baslangic pH’sin etkisi

5 gr kepek iceren kiiltiir ortamlar1 farkli pH’ lardaki tampon (asetat tamponunu
pH 4.0, 5.0, fosfat tamponu pH 6.0, 7.0, 8.0) destile su (pH 6.5) ve ¢esme suyu
(pH 7.5) ile % 85 nem icerecek sekilde nemlendirilip 2 ml as1 yapilarak 6 giinliik

inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon siiresinden sonra enzimin aktiviteleri ol¢iildii.

3.8.6. Glukozun katabolit represyon etkisi

Belirlenen optimum iiretim ortaminda farkli glukoz miktarlarimi (0.12 mg, 25
mg, 50 mg, 250 mg) iceren kiiltiir ortamlarinin farkl giinlerdeki (1., 2., 3., 4., 5., 6. ve 7.

giin ) enzim aktivitesi ol¢iildii.

3.8.7. Kalan glukoz miktarmin etkisi

Katabolit represyon icin kullanilan 6rneklerden elde edilen enzim cozeltilerinde

ortotoluidin metodu kullanilarak kalan glukoz miktar1 hesaplandi.
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3.9. Uretim Kosullarinin SmF’de Uretilen Aspergillus sclerotiorum a-Amilaz

Uretimine Etkisi
3.9.1. Uretim siiresinin etkisi

Uretim siiresinin enzim aktivitesine etkisini aragtirmak icin, farkl iiretim
siirelerinde (3., 4., 5., 6., 7. ve 8. giin) 30 °C’ de 200 rpm’lik calkalamali etiivde, pH 6.0
olan 500 ml’lik erlenler 100 ml’ lik ortamda gergeklestirildi. Enzim aktiviteleri

Olciilerek tiretim siiresi ile enzim aktiviteleri arasindaki iligki saptandi.

3.9.2. Uretim ortanmumn baslangic pH’sin etkisi

Farkli pH’larda (pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0) hazirlanan 250 mI’lik erlenlerdeki
50 ml’'lik besiyerlerine 2 ml as1 yapildiktan sonra 30 °C’de 200 rpm’lik calkalamali

etiivde 7 giin inkiibasyona birakildiktan sonra enzim aktivitesi ol¢iildii.

3.9.3. As1 konsantrasyonunun etkisi

Farkli ag1 miktarlarinda (0.5 ml, 1.0 ml, 2.0 ml, 2.5 ml, 3.0 ml) hazirlanan pH 4.0
olacak sekilde, 250 ml’lik erlenlere hazirlanan 50 ml’lik besiyerleri 30 °C’de 200 rpm
calkalamali etiivde 7 giinliik inkiibasyona birakildi ve enzim aktiviteleri ile kalan glukoz

miktarlar 6l¢iildii.

3.9.4. Glukozun katabolit represyon etkisi

Optimum sartlarda 500 ml’lik erlenlerde hazirlanan, farkli miktarda glukoz
iceren (0.12 mg, 250 mg, 500 mg ve 2500 mg) 100 mI’lik besiyerleri 30 °C’de 200 rpm’
lik calkalamali etiivde farkli giinlerde (1., 2., 3., 4., 5., 6., 7. ve 8. giin ) enzim

aktiviteleri ol¢iildii.
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3.9.5. Kalan glukoz miktarinin etkisi

Katabolit represyon icin kullanilan 6rneklerden elde edilen enzimler ortotoluidin

methdu kullanilarak kalan glukoz miktar1 hesaplandi.

3.10. Nisasta Hidrolizi

2 ml % 1’lik nisasta ve 1 ml enzim ¢ozeltisi alimip deney tiipiinde 40 °C’de
inkiibe edildi. Belirli zaman araliklarinda (0, 10, 30, 60 ve 120 dk) karisimdan 0,3 ml
almip 5 ml taze iyot cozeltisi ile reaksiyon durdurulduktan sonra 620 nm’de OD

degerleri Olciildii ve hidroliz yiizdeleri hesaplandi.

3.10. Hidroliz Uriinlerinin Analizi

Bu inceleme icin Silikajel 60 F-254 20 cm’lik aliiminyum plaklar kullanildi.
Asetik asit: Kloroform: Su (35:35:5) (v/v/v) yiiriitiicii soliisyon olarak kullanildi.
Standart olarak % 1’lik maltoz, glukoz ve nisasta soliisyonlar1 hazirlandi. 2 ml ¢6ziiniir
nisasta ve 1 ml enzim soliisyonu karistirilarak 0, 10, 30, 60 ve 120 dk. siire ile 40 °C’de
inkiibasyona birakildi. Hidroliz siiresi sonunda reaksiyon kaynar su banyosunda 5 dk.
kaynatilarak durduruldu. Hazirlanan standart ve enzim substrat karistmi TLC plaklarina
3 ul olarak uygulandi. Plaklara orneklerin uygulanmasindan sonra ayristirma islemi
asetik asit: kloroform: su yliriitiiciisiiniin kullanildig1 ¢ikan tip ince tabaka kromotografi
(TLC) ile belirlendi. Havada kurutulan plaklarda karbonhidratlar anilin difenilamin
reaktifi ile boyanarak tespit edildi. Bu ajan, % 85°lik fosforik asitin 10 ml’si ile
asetonun 100 ml’sine 1 gr difenilamin ve anilinden 1 ml eklenmesiyle hazirlandi
(fosforik asit kullanimdan hemen 6nce ve en son eklendi). Hazirlanan bu reaktif plaga
puskiirtiildii ve 15 dk. 120 °C’de 1sitmadan sonra renk olusumu gozlendi. Bu yontem
kullanilarak, glukoz, maltoz ve belirlenmeyen oligosakkaritler mavi lekeler olarak

gozlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Uretim Kosullarinin SSF’de Uretilen Aspergillus sclerotiorum a-Amilaz

Uretimine Etkisi

4.1.1. Nem diizeyinin etkisi

7 glinliik inkiibasyondan sonra % 85 nem diizeyinde a-amilaz aktivitesinin

maksimum oldugu goriildii (Sekil 4.1).

250

240 A

230 A1

220 A1

Enzim Aktivitesi (U/ml)

210 A1

200 - T - T - T - T . T .
40 50 60 70 80 90 100

Nem (%)
Sekil 4.1. SSF'de baslangi¢c neminin a-amilaz aktivitesine etkisi
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4.1.2. Uretim Siiresinin Etkisi

% 85 nem diizeyine sahip besiyerinin farkli iiretim siirelerindeki o-amilaz
iretimi incelendiginde, a -amilazin 6. giinde en fazla aktivite gosterdigi belirlendi (Sekil

4.2).

275

250

225

Enzim Aktivitesi (U/ml)

200

175 | | . . T T

Uretim Siiresi (Giin)
Sekil 4.2. SSF'de iiretim siiresinin a-amilaz aktivitesine etkisi
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4.1.3. As1 Konsantrasyonunun Etkisi

Farkli as1 miktarlarina sahip, % 85 destile su ile nemlendirilmis besiyerlerinin 6
giinliik inkiibasyondan sonra Olciillen enzim aktivitelerine bakilinca en iyi o-amilaz

aktivitesi 2 ml as1 iceren besiyerinin oldugu gozlendi (Sekil 4.3).

300

N

Q

|9,
1

Enzim Aktivitesi (U/ml)
[\]
(V)]
S

225

200 L] L] L] L] L]
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

As1 miktar1 (ml)
Sekil 4.3. SSF'de as1 miktarinin a-amilaz aktivitesine etkisi
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4.1.4. Substrat miktarimn etkisi

Farkli substrat miktarina sahip, % 85’lik destile su ile nemlendirilen, 2 ml spor
siispansiyonu igeren {iretim ortaminin 6. giinliik inkiibasyon siiresinden sonra a-amilaz
aktiviteleri ol¢iilen besiyerlerinde 5 gr kepek iceren besiyerinde maksimum bulundu

(Sekil 4.4).

300

275 1

250 A

225 A

Enzim Aktivitesi (U/ml)

200 A

175 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25

Kepek miktar (gr)
Sekil 4.4. SSF'de kepek miktarinin o-amilaz aktivitesine etkisi
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4.1.5. Uretim ortanumn baslangic pH’sinn etkisi

% 85’ lik nem iceren 2 ml as1 yapilan ve 6 giinliik inkiibasyona birakilan 5 gr'lik

besiyerinin pH 5.0’te en iyi enzim aktivitesini gosterdigi belirlendi (Sekil 4.5).

265

260 -

255

250 -

245

Enzim Aktivitesi (U/ml)

240 -

235 T T T T T

pH
Sekil 4.5. SSFde baslangic pH'1nin a-amilaz aktivitesine etkisi
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4.1.6. Glukozun katabolit represyon etkisi

Farkli glukoz miktarlar1 igeren Aspergillus sclerotiorum igin belirlenmis
optimum SSF ortamlarinin a-amilaz aktivitelerine bakildiginda 2.5 mg/ml glukoz iceren
ortamin 5. giinde enzimatik aktivite maksimum degerde bulundu. Eklenen glukoz

miktar arttikga a-amilaz aktivitesini pek fazla etkilenmedigi goriildii (Sekil 4.6).

300
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5 200 -
@
2
= 150
=
< —@— Kontrol
§ —{}=—2.5 mg glukoz/gr substrat
E 100 - —/—5 mg glukoz/gr substrat
= —@— 10 mg glukoz/gr substrat
—=— 50 mg glukoz/gr substrat
50
O T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
Zaman (giin)

Sekil 4.6. SSFde eklenen glukoz miktarinin a-amilaz
aktivitesine etkisi
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4.1.7. Kalan glukoz miktarmin belirlenmesi

SSF’de kalan glukoz miktar1 incelendiginde glukoz icermeyen ortamda, 2.5 mg
ve 5 mg glukoz iceren ortamda 3. giinde ortamdaki glukoz biterken, 10 mg ve 50 mg

iceren Orneklerde ise 5. giinde bittigi gdzlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. SSF'de ortamda kalan glukoz miktar1
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4.2. Uretim Kosullarinin SmF’de Uretilen Aspergillus sclerotiorum a-Amilaz

Uretimine Etkisi

4.2.1. Uretim siiresinin etKisi

500 ml’lik erlende pH 7.0’ye ayarlanmis, 2 ml’lik as1 iceren 100 ml’lik besiyeri
30 °C’de 200 rpm’lik calkalamali etiiviinde inkiibasyona tabi birakildigi 8 giinliik
siirecte, her giin aktivitesine bakilan oi-amilaz en iyi aktiviteyi 7. giinde verdigi gézlendi

(Sekil 4.8).

140
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=
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Sekil 4.8. SmF'de iiretim siiresinin a-amilaz aktivitesine etkisi
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4.2.2. Uretim ortanumn baslangic pH’sin etkisi

250 ml’lik erlenlerde farkli pH’larda ayarlanmis 50 ml besiyeri 30 °C’de 200
rpm’lik calkalamal etiiviinde 7 giinliik inkiibasyona birakildiktan sonra farkli pH’lara
sahip besiyerlerindeki a-amilaz aktivitesi Ol¢iildii. o-amilaz aktivitesinin pH 4.0’te

maksimum degerde oldugu belirlendi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. SmF'de baslangic pH'1min a-amilaz aktivitesine etkisi



45

4.2.3. As1 konsantrasyonunun etkisi

30 °C’de 200 rpm’lik calkalamali etiivde inkiibasyona birakilan 250’lik erlenler
icindeki pH’s1 4.0 olan 50 ml’lik besiyerlerinin farkli as1 miktarlar1 incelendiginde en

iyi aktiviteyi 1.5 ml’lik as1 iceren besiyerinin gosterdigi goriildii (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. SmF'de as1 miktarinin o-amilaz aktivitesine etkisi
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4.2.4. Glukozun katabolit represyon etkisi

Belirlenen optimum sartlarda yapilan katabolit represyon caligsmalari,
incelendiginde « -amilaz aktivitesi glukoz icermeyen ortamda 1. giinde « -amilaz
aktivitesi 3.4 U\ml, 5.giinde ise 145.2 U/ml bulundu. 50 mg/ml glukoz iceren de ise 5.
giinde 17.2 U/ml bulundu (Sekil 4.11).

160
—@— Kontrol ={=2.5 mg/ml glukoz ==t=5 mg/ml glukoz
140 | ==O=10mg/mi glukoz ==@==50 mg/ml glukoz
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= 100 A
8
2 80 -
=
g 60
E
= 40
20 -
0
0 1 2 3 4 5 6

Zaman (giin)
Sekil 4.11. SmF'de eklenen glukoz miktarinin a-amilaz
aktivitesine etkisi
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4.2.5. Kalan glukoz miktariin belirlenmesi

SmF’de kalan glukoz miktar1 incelendiginde, kontrol grubunun bagslangi¢ glukoz
miktar1 0.34 mg/ml ol¢iildi ve tiretimin 3. giiniinde ortamdaki glikoz miktarinin bittigi
gozlendi. Aslangi¢ glikoz miktar1 5 mg/ml, 10 mg/ml olan ortamlarda glikozun 5. giinde
yok oldugu goriildii. 50 mg/ml glukoz igeren ortamda 5. giinde 14.4 mg/ml glikozun
varlig1 saptandi (Sekil 4.12).

60
—@— Kontrol
—{3—2.5 mg/ml glukoz
50 4 —h— 5 mg/ml glukoz
—O— 10 mg/ml glukoz
—&— 50 mg/ml glukoz
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Sekil 4.12. SmF'de ortamda kalan glukoz miktar1
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4.3. Nisasta Hidrolizi

SSF’de iiretilen ve maksimum aktivite gosteren enzim preparatinin nisasta
hidrolizi denemesinde 0., 10., 30., 60. ve 120. dakikalardaki alinan Orneklerin iyot
cozeltisi ile verdigi rengin siddeti 620 nm’de okundu. 0. dakikadaki nisasta miktar1 %
100 kabul edilerek her tiipteki kalan nisasta yiizdeleri hesaplandi. Bu degerlerden de
hidroliz yiizdeleri belirlendi. 10.dk’da hidroliz yiizdesi % 20.8’nin, 120. dakikada ise
%98.9 olarak belirlendi (Sekil 4.13). Bu bulgular Aspergillus sclerotiorum a-amilazinin

nisasta hidroliz isleminde basar1 ile kullanilabilecegini gosterdi.

100 + —0— Nisasta hidrolizi —e— Kalan nisasta -+ 100
80 T T 80 S~
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2 60 T T60 £
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Sekil 4.13. a-amilazin ¢6ziiniir nisasta hidrolizi
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4.4. Hidroliz Uriinlerinin Analizi

Aspergillus sclerotiorum a-amilazinin nisasta hidrolizi denemesinde 0., 10., 30.,
60. ve 120. dakikalarda alinan ornekler ince tabaka kromotografisi ile incelendiginde
hidroliz {iriinlerinin; maltoz, tanimlanamayan oligosakkaritler ve glukoz oldugu
goriildii. Bu diriinler Aspergillus sclerotiorum o-amilazinin endo-etkili bir amilaz

oldugunu gostermektedir.

* G
-

1 2 3 4 5

Sekil 4.14. Hidroliz iiriinlerinin TLC analiz sonuglari; 1: 10. dakikadaki hidroliz, 2: 30.
dakikadaki hidroliz, 3: 60. dakikadaki hidroliz, 4: 120. dakikadaki hidroliz, 5: Standart,
G: Glukoz, M: Maltoz
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4.5. A. sclerotiorum a-amilazinin SSF ve SmF’deki optimum iiretim sartlar:

o-Amilaz enzimi A.sclerotiorum’dan SSF ve SmF teknikleri ile iiretilmis ve

itretim sartlarnn optimize edilmistir. Her iki iiretim seklinin optimum sartlarnn Tablo

4.1.”de belirtilmistir.

Tablo 4.1. A. sclerotiorum a-amilazinin SSF ve SmF’deki optimum {iretim sartlar

SSF Optimum Sart SmF Optimum Sart
Uretim siiresi 6. giin Uretim siiresi 7. glin
Baslangic pH 5.0 Baslangic pH 4.0

As1 konsantrasyonu 2 ml As1 konsantrasyonu 1.5 ml
Nem diizeyi % 85

Substrat miktari

Ser
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5. TARTISMA

a-Amilaz nisasta endiistrisinde genis kullanim alanina sahiptir. Bu yiizden de a-
amilaz iiretimi i¢in yeni metodlar gelistirmek ¢ok onemlidir. Bu yeni uygulamalardan
biri; enzim iiretiminde diisiik fiyath bir iiretim metodu olan SSF’nin kullanimidir. Bu
calismada SSF Aspergillus sclerotiorum’dan a-amilazin yiiksek diizeylerinin iiretiminde

oldukca ucuz bir yol olarak kullanilmistir.

SSF’deki nem icerigi calismalarinda; Aspergillus sclerotiorum’un % 85 nem

iceriginde maksimum seviyede a-amilaz sentezledigi belirlendi.

SSF kiiltiir ortaminda, Bacillus licheniformis M27'nin % 65 nem igeriginde
maksimum diizeyde a-amilaz irettigi (Nandakumar vd., 1999), % 60 nem igeren
SSF’de B. coagulans’in tarafindan maksimum diizeyde a-amilaz (Nandakumar vd.,
1996), % 70 nem iceren SSF Kkiiltiiriinde A. niger’in maksimum diizeyde pektinaz
(Solis-Pereira vd., 1993)., % 53 nem iceren SSF Kkiiltiiriinde ise A. niger’in maksimum
diizeyde fitaz (Papagianni vd., 1999), % 74 nem iceren SSF kiiltiiriinde A. niger 38’in
maksimum diizeyde endoglukonaz (Jecu, 2000), % 60 nem iceren SSF Kkiiltiiriinde ise A.
niger NCIM 1248’ in maksimum diizeyde glukoamilaz (Selvakumar vd., 1998), % 68
nem igeren SSF Kkiiltiiriinde A. oryzae’nin maksimum diizeyde a-amilaz (Ramachandran
S. vd, 2004), % 73 nem igerdiginde A. tamarii’in maksimum diizeyde amilaz iirettigi

( De Souza ve Peralta, 2001) literatiirde belirtilmektedir.

SSF’de nem diizeyi iiretilen enzim ve mikroorganizma c¢esidine bagli olarak

degisiklik gostermektedir.

SSF’deki iiretim siiresi ¢alismalarinda, Aspergillus sclerotiorum’un 6. giinde

(144. saat) maksimum a-amilaz iirettigi gézlendi.
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SSF’de, Aspergillus flavus’un maksimum o-amilaz iiretiminin 48. saatte
(Viswanathan vd., 2001) Bacillus coagulans’in maksimum o-amilaz iiretiminin de 48.
saatte (Babu ve Satyanarayana, 1995), Aspergillus oryzae’nin maksimum o-amilaz
tiretimi 56-60. saatleri arasinda (Shah vd., 1991), Gibberella fujuikuroi’nin maksimum
a-amilaz iretimi 120. saatte (Mulimani vd., 2000), A. niger 38 nin maksimum

endogulukonaz iiretimi 96. saatte (Jecu , 2000) oldugu belirtilmektedir.

Uretim siiresi acisindan bulgularimiz, Giberelle fujikuroi’nin bulgularina

benzerlik gostermektedir.

As1 konsantrasyonu degerine bakildiginda 2 ml as1 iceren SSF Kkiiltiiriinde

Aspergillus sclerotiorum’un maksimum o-amilaz tirettigi goriildii.

Yapilan daha 6nceki ¢calismalarda ise Bacillus sp. PS-7’nin 2.5 ml ag1 iceren SSF
kiiltiiriinde maksimum a-amilaz iirettigi (Sodhi vd., 2005), Aspergillus niger’inde 3 ml
as1 iceren SSF kiiltiiriinde maksimum fitaz iirettigi (Papagianni vd., 1999), A. niger
38’in 0.5 ml as1 iceren SSF kiiltiiriinde maksimum endogulukonaz iirettigi (Jecu , 2000),
Aspergillus oryzae’ninde 2 ml as1 iceren SSF kiiltiiriinde maksimum o-amilaz iirettigi

(Ramachandran vd., 2004) bildirilmistir.

SSF’de Aspergillus sclerotiorum o-amilaz iiretiminin 5 gr substrat iceren

besiyerinde maksimum oldugu gozlendi.

Benzer olarak, A. niger NCIM 1248’in 5 gr substrat iceren SSF kiiltiiriinde
maksimum gkukoamilaz iirettigi (Selvakumar vd., 1998), A. oryzae HS-3’nin da 5 gr

substrat iceren SSF kiiltiir ortaminda maksimum amiloglukozidaz iirettigi (Singh vd.,
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2001), A.oryzae (IFO-30103)’tn 5 gr substrat iceren SSF Kkiiltiiriinde maksimum a-

amilaz iirettigi (Ramachandran vd., 2004a) bildirilmistir.

Aspergillus sclerotiorum’dan SSF’de a-amilaz iiretimi igin, liretim baslangi¢

pH’s1min etkisi aragtirildiginda optimum pH’s1 5.0 olarak bulundu.

SSF’de, Bacillus sp. PS-7’de pH 5.0-6.0’da maksimum a-amilaz iirettigi (Sodhi
vd., 2005), Aspergillus sp. A3’nin pH 5.0’de maksimum glukoamilaz iirettigi (Ellaiah
vd., 2002), Aspergillus niger’in pH 4.5’de maksimum pektinaz iirettigi (Solis-Pereira
vd., 1993), Aspergillus niger 38’in pH 5.0’de maksimum degerde endoglukonaz iirettigi
(Jecu, 2000), Aspergillus oryzae’nin ise pH 7.0’de maksimum o-amilaz {irettigi
(Rahardjo vd., 2005), Bacillus coagulans’in pH 7.0’de maksimum degerde a-amilaz

tirettigi (Babu ve Satyanarayana, 1995), bildirildi.

Calismanin  bu boliimiinde baglangic glukoz miktarinin ~ Aspergillus
sclerotiorum’dan SSF’de ve SmF’de a-amilaz iiretimine etkisi arastirildi. Glukozun her
iki tiretim gekli icinde katabolit represyon etkisi gosterip gostermedigi belirlendi. SSF
ortaminda iiretilen materyaller incelendiginde, O ve 2.5 mg/gr glukoz igeren ornekte 5.
giinde enzim aktivite 248 U/ml oldugu gozlenirken, 50 mg/gr glukoz iceren materyalde
5. giinde aktivitenin 214 U/ml oldugu belirlendi. Sonuglardan da anlasildigi gibi
denenen en diisiik glukoz konsantrasyonundaki aktivite (248 U/ml), en yiiksek
konsantrasyon olan 50 mg/gr glukoz iceren ortamdaki aktivite (214 U/ml) kontrol
(248 U/ml) ile kiyaslandiginda anlamh bir azahs gozlenmemistir. Glikozun SSF’de

A. sclerotiorum’dan a-amilaz iretimi iizerine katabolit represyon etkisi yoktur.

Bacillus licheniformis M27 ve Aspergillus tiirleri iizerinde glukozun katabolit
represyon etkisi incelendiginde, SSF’de a-amilaz aktivitesine pek bir etkisi olmadigi

(Nandakumar vd., 1999), glukozun katabolit represyonun A. famarii iizerindeki etkisi de
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incelendiginde glukozun katabolit represyona etkisi olmadigi (De Souza ve Peralta,

2001,) bildirildi.

Aspergillus sclerotiorum’un SSF’de kalan glukoz miktart incelendiginde glukoz
icermeyen ortamda, 2.5 mg ve 5 mg glukoz iceren ortamda 3. giinde ortamdaki glukoz
biterken, 10 mg ve 50 mg iceren drneklerde ise 5. giinde bittigi gdzlendi. Ortamda kalan

glukoz miktari, baslangi¢ glukoz miktarina gore azalma gosterdi.

SmF’de Aspergillus sclerotiorum’un optimizasyon kosullari incelendiginde 7.

giinde maksimum o-amilaz tirettigi goriildii.

SmF Kkiiltiiriinde Aspergillus niger’in 144. saatte maksimum fitaz irettigi
(Papagianni vd., 1999), Aspergillus oryzae’nin 126-144. saatleri arasinda maksimum o-
amilaz tirettigi (Shah vd., 1991), Alteromonas sp. TAC 240OB2’nin 4. giinde maksimum

a-amilaz enzim iirettigi (Chessa vd., 1999) bildirilmistir.

SmF kiiltiir ortami1 baslangic pH’sinin  Aspergillus sclerotiorum o-amilaz
sentezine etkisinin aragtirildigi ¢alismada, pH’s1 4.0 olan ortamda o-amilaz sentezinin

maksimum oldugu bulunmustur.

SmF kiiltir ortam1 baslangic pH’s1, Aspergillus niger CFTRI 1105 igin 4.5
(Nandakumar vd., 1999), Bacillusl licheniformis M27 i¢cin pH 7.1 £ 0.1 (Ramesh ve
Lonsane, 1991), Aspergillus oryzae icin pH 6.5-6.6 (Shah vd., 1991), Aspergillus

awamori i¢in pH 4.5 (Viswanathan ve Surlikar, 2001) olarak bildirilmistir.
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Aspergillus sclerotiorum igin SmF’deki kiiltiir ortam1 as1 konsantrasyonu
calismalarinda 1.5 ml as1 iceren orneklerde a-amilaz aktivitesinin maksimum oldugu

gozlendi.

Aspergillus niger CFTRI 1105’in 1.0 ml as1 konsantrasyonu iceren SmF
kiiltiiriinde (Nandakumar vd., 1999), Bacillus licheniformis M27’nin 1.5 ml as1
konsantrasyonu iceren (Ramesh ve Lonsane, 1991) SmF Kkiiltiiriinde maksimum enzim

rettigi bildirilmistir.

Glukozun katabolit represyon etkisi Aspergillus sclerotiorum i¢in SmF
ortaminda incelendiginde, 1. giinde oa-amilaz aktivitesi 3.4 U\ml, 5. giinde ise 145.2
U/ml bulundu. 50 mg/ml glukoz iceren de ise 5. giinde 17.2 U/ml bulundu. Bu da,
gostermektedir ki, artan glukoz miktarina bagh olarak SmF ortaminda glukozu katabolit

represyon etkisi oldukg¢a bariz sekilde goriilmektedir.

Benzer bulgular SmF’de iiretilen, A. niger CFTRI 1105 i¢inde (Nandakumar vd.,
1999), bulunmustur.

SmF’de kalan glukoz miktar1 incelendiginde, kontrol grubunun baglangi¢ glukoz
miktar1 0.34 mg/ml 6l¢iildi ve tiretimin 3. giiniinde ortamdaki glikoz miktarinin bittigi
gozlendi. Baslangic glikoz miktar1 5 mg/ml, 10 mg/ml olan ortamlarda glikozun 5.
giinde yok oldugu goriildii. 50 mg/ml glukoz iceren ortamda 5. giinde 14.4 mg/ml

glikozun varlig1 saptandi.

Aspergillus sclerotiorum a-amilazinin nisasta hidroliz islemi incelendiginde, 0.
dakikadaki nisasta miktar1 % 100 kabul edildiginde, 10.dk’da hidroliz yiizdesi %
20.8’nin, 120. dakikada ise % 98.9 olarak belirlendi
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Aspergillus sp.AS-2 glukoamilzinin nisasta hidrolizi incelendiginde, 8 saat sonra

nigastanin ortamdan tamamen yok oldugu (Soni vd., 2003) bildirildi.

Aspergillus sclerotiorum o-amilazi’nin nisasta hidroliz iiriinleri ince tabaka
kromotografisi ile incelendiginde hidroliz iiriinlerinin; maltoz, tanimlanamayan

oligosakkaritler ve glukoz oldugu goriildii.

Bacillus thermooleovorans NP54 o-amilazinin hidroliz iiriinlerinin: glukoz,
diger oligosakkaritler, maltoz ve maltotrioz (Malthotra vd., 2000), Bifidobacter
adolescentis Int 57 a-amilazinin hidroliz iiriinlerinin: maltoz ve maltotrioz (Lee vd.,
1999), Bacillus brevis a-amilazinin hidroliz iiriinlerinin: glukoz, maltopentoz, maltoz ve

maltotrioz (Stefanova ve Emanuilova, 1992) oldugu bildirilmistir.

Sonug olarak; Aspergillus sclerotiorum a-amilaz iiretimi hem SSF metodu hem
de SmF kullanildiginda ¢ok farkli iiretim sonuglar1 goriilmezken katabolit represyon
acisindan SSF’nin daha avantajli oldugu belirlendi. SSF’de {iretilen Aspergillus
sclerotiorum o-amilaz aktivitesi i¢in; optimum nem miktar1 % 85, iiretim siiresi 6. giin,
ast miktar1 2 ml, substrat miktar1 5 gr, baslangic pH’st 5.0 olup SmF i¢in bu
parametreler optimum iiretim siiresi 7. giin, baslangic pH’s1 4.0, as1 miktar1 1.5 ml
olarak belirlendi. Aspergillus sclerotiorum a-amilazinin ¢oziiniir nisastayr 2 saat
sonunda % 98.9 gibi yiiksek hidroliz yiizdesi ile hidrolizledigi gozlendi. SSF’nin
SmF’ye gore uygulamas1 daha basit, daha ekonomik, kontaminasyon riski daha az

oldugu bu tez kapsaminda da gozlendi.

Aspergillus sclerotiorum belirlenen bu 6zellikleri dogrultusunda iyi bir a-amilaz
kaynagidir ve iiretim metodu olarak SSF daha uygundur. Uretilen a-amilaz enziminin

biyoteknolojik uygulamalar icin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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