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Ozet

Bu caligmada, Bacillus amyloliquefaciens ile findik kiispesi (FK)’nden a-amilaz tiretimi tizerine ortam sartlarinin
ve bilesiminin etkileri incelenmigtir. Kesikli fermantasyon ile a-amilaz iiretimi tizerine pepton, yeast extrakt (YE),
amonyum siilfat ((NH4),SO,4), FK, potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,), magnezyum siilfat (MgSQO,), sodyum
kloriir (NaCl) ve kalsiyum kloriir (CaCl,) konsantrasyonlariin yani sira fermantasyon sicakligi ve karigtirma hizi
gibi iretim parametrelerinin etkileri de incelenmistir. Deneysel calisma sonucunda belirlenen optimum ortam
bilesimi (FK 20 g/l, pepton 5 g/l, YE 2.5 g/l, (NH,),SO, 5 g/l) ve sartlarinda (¢alkalama hizi 150 rpm ve
fermantasyon sicakligi 33 °C) elde edilen maksimum enzim aktivitesi 9092 U/ml olarak bulunmustur. Elde edilen
sonuglar FK igeren ortamdaki o-amilaz iiretiminin, ¢dziinebilen nisasta ve diger komponentlerin kullanildig:
konvensiyonel besi ortamlarina gore ¢ok daha yiiksek oldugunu gostermistir. Findik yagi iiretim prosesinde yan
iiriin olan findik kiispesinin a-amilaz iiretimi igin iyi bir substrat oldugu belirlenmistir.
Anahtar kelimeler: a-Amilaz, Findik kiispesi, Bacillus amyloliquefaciens, Kati substrat fermantasyonu.

Investigation of a-Amylase Production Using Hazelnut Cake
from Bacillus amyloliquefaciens

Abstract

In this study a-amylase production with Bacillus amyloliquefaciens was investigated for optimum fermentation
medium and conditions using hazelnut cake (HC) in shaken-culture. The effects of different production parameters,
such as pepton, yeast extrakt (YE), ammonium sulphate ((NH4),SO,4), FK, potassium dihydrogen phosphate
(KH,PO,), magnesium sulphate (MgSO,), sodium chloride (NaCl), calcium chloride (CaCl,) concentration,
fermentation temperature and shaking speed on a-amylase production by batch fermentation were examined. The
maximum a-amylase activity (9092 U/ml) was obtained under the following optimized fermentation conditions; HC
20 g/l, peptone 5 g/l, yeast extract (YE) 2.5 g/l, ammonium sulphate ((NH,),SO,) 5 g/l, shaking speed 150 rpm and
fermentation temperature 33 °C. The results indicated that the production of a-amylase was greater in the medium
containing HC than that in the conventional medium containing soluble starch and other components. HC, by-
product of hazelnut oil processing, was found a good substrate for a-amylase production.
Key words: a-Amylase, Hazelnut cake, Bacillus amyloliquefaciens, Solid substrate fermentation.

1. Giris gelisi giizel kiran ekstraselliller bir enzimdir
(Kandra, 2003; Tanyildizt vd., 2007). Nisasta

[1-Amilaz; amiloz ve dallanmis amilopektin sivilastirma, kagit endiistrisi ve tekstil basta olmak
gibi  polisakkaritlerde ve bunlarin  yikim  iizere daha bir ¢ok endiistri kolunda yaygin olarak
trinlerinde yer alan ' -1-4-glikozitik baglarmi1  kullanilan [ -amilazin ekonomik olarak iiretilmesi,
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fermantasyon ortami maliyetinin diisiiriilmesi ile
saglanabilmektedir. Pahali olan sentetik ortam
bilesenleri yerine ¢ok daha ekonomik ve ucuz olan
endiistriyel ve tarimsal yan {iriin ve atiklar
kullanilabilmektedir (Haq vd., 2003). Kat1 substrat
fermantasyonu  (KSF) genel olarak suda
coziinmeyen kati subtratlarn varliginda degisen
miktarlarda serbest suyun bulundugu ortamda
mikrobiyal {iretimlerin gerceklesmesi olarak
tanimlanabilir (Doelle vd., 1992). Kati substrat
fermentasyonunda cogunlukla mantarlar
diisiiniilmesine ragmen dogada bakterilerin de bu
ortamlarda gelistigi goriilmektedir. Kullanilan kati
substrat hem destek materyali hem de karbon ve
niitrient kaynagi olarak islev  gormektedir
(Ooijkaas vd., 2000). Son yillarda kassava bagasi,
seker kamis1 kiispesi, kahve kabugu ve atiklari,
elma posasi, arpa, soya fasulyesi atiklari, meyve
suyu endiistrisi atiklar1 gibi kat1 substratlar, bu
amagla biyoproseslerde kullanilmaktadir
(Tanyildiz1 vd., 2007; Haq vd., 2003; Berovic ve
Ostroversnik, 1997). Bu atik ve yan friinler
kullanilarak etanol, tek hiicre proteini, mantar,
enzimler, organik asitler ve amino asitlerin
tretimleri yapilmaktadir (Pandey vd., 2000).
Ayrica fermantasyon sonrasinda ortamda kalan
protein icerigi zenginlesen ve besin degeri artan
kat1 materyal yemi olarak
(Berovic ve

hayvan
degerlendirilebilmektedir
Ostrovernik, 1997).

Bu calismada, findik kiispesinin kullanildig
ortamda Bacillus amyloliquefaciens ile a-amilaz
tiretimi i¢in optimum fermantasyon parametreleri
arastirilmstir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Dogal substrat ve kimyasallar

Bu c¢alismada, Ordu Yag Sanayi A.S.
Fabrikasi’'ndan temin edilen biinyesindeki yagin
ekstraksiyonla uzaklastirilmasi sonucu arta kalan
findik kiispesi dogal substrat olarak kullanilmusgtir.

Kullanilan  dogal substratin ~ -50  meshlik

fraksiyonu 70 °C’de 24 saat siireyle etiivde
kurutulmus ve kapali kaplarda muhafaza edilerek
deneylerde kullanilmistir. Deneylerde kullanilan
diger tiim kimyasallar analitik saflikta olup Merck
ve Sigma firmalarindan temin edilmigtir.

2.2. Mikroorganizma

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

Bakteri normal sartlarda gram-pozitif ve ¢ubuk
seklindedir.

2.3. Mikroorganizma biiytime ortami ve sartlart

Mikroorganizmanin gelisimi ve saklanmasi
icin kullanilan besi ortamlar1 Tablo 1.°de
verilmigtir (Syu ve Chen, 1997; Yildiz, 1993).
Stok kiiltiirler 4 °C’de kiiltir saklama besi
ortaminin bulundugu egik deney tiiplerinde
muhafaza edilmis ve her 1 aylik periyotlar ile stok
kiiltiirler yenilenmistir.

Enzim tiretiminde kullanilacak
mikroorganizma Tablo 1°de verilen bakteri
gelisim besi ortamindan 50 ml alinarak erlende
gelistirilmigtir. Bu fermentasyon ¢ozeltisinin
baslangig pH’st 1 N HCI ve 1 N NaOH
kullanilarak 7.0’e ayarlanmistir. Otoklavda (Prior
Clave 129) sterillenen besi ortamma (121 °C, 1.2
bar, 15 dk) steril sartlarda 6n ekim yapildiktan
sonra orbital ¢alkalayicida (37 °C’de ve 150 rpm)
18 saat siireyle inkiibe edilmistir. a-Amilaz {iretim
ortami ise; sirastyla azot kaynaklari, substrat ve iz
elementlerin (CaCly, NacCl, MgCl,)
konsantrasyonlar1 degistirilerek incelenmistir. Son
olarak da belirlenen optimum fermantasyon ortami
kullanilarak baslangic pH’s1, ortam sicakligi ve
calkalama hizinin enzim iiretimi {izerine etkisi
incelenmigstir. Deneylerde hem maliyet hem de
icerdigi minerallerin olumlu etkisinden dolay1
musluk suyu kullanilmustir (Tanyildiz1 vd., 2007).
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Tablo 1. Bacillus amyloliquefaciens i¢in saklama ve gelisim besi yeri bilegimleri.

Kiiltiir Saklama Besiyeri

Bakteri Gelisim Besiyeri
(g/1) (Syu ve Chen, 1997)

(o/1) (Yildiz, 1993)
Glikoz 4.0
Pepton
Yeast ekstrakt 0.5
MgS0,.7H,0
NaCl 2.0
CaCl,.2H,0
KH,PO,
Et peptonu 8.0
Kazein peptonu 2.0
Agar-agar 18.0
MnSO,.7H,0
FeSO, 7H,0
(NH,),SO,4

10.0
1.0
1.0
0.5

0.1
1.0

0.01
0.01
5.0

2.4. Analitik yontemler

Fermantasyon siiresince, farkli zamanlarda
alman  Ornekler 5000 rpm’de 15 dk.
santrifijlenerek (Hettich Eba 21) fermantasyon
stvisinda  aktivite tayini Aktivite
Olctimlerinde %3’ liik 2.3 ml ¢oziiniir nisasta, 1 ml
0.1 M CaCl, 250 ml 0.1 M potasyum fosfat
tamponu (0.025 M NaCl igeren, pH=6.2), 200 ml
dH,0O’dan olusan karigim substrat ¢ozeltisi olarak
kullanmilmustir. Aktivite Ol¢timlerinde bir kontrol
ve Ui numune tiipii olmak {izere toplam dort tiip
kullanilmigtir. Tiplere 4.5 ml substrat ¢ozeltileri
eklendikten sonra 37 °C’de su banyosunda 5
dakika siireyle tutulmustur. Daha sonra numune

yapilmustir.

tiiplerine 0.5 ml enzim ilave edilmis ve 37 °C’de
30 dakika siireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyon

siiresi sonrasinda kontrol tiipline ve Ornek

tiiplerine reaksiyonu durdurmak amaciyla 1 M 0.9
ml HCI ¢ozeltisi eklenmistir. Kontrol tiipline 0.5
ml enzim ¢ozeltisi konduktan sonra renk
olusumunu gozlemek amaciyla 0.1 ml iyot ayiraci
(% 0.3 I, % 3 KI) ilave edilmistir. 4 ml dH,O ile
hacim  tamamlandiktan vorteks’de
karigtirilarak okunmasina

sonra
absorbanslarin

gecilmistir. a-Amilaz aktivitesi iyodun nisasta ile
verdigi renk esasina gore spektrofotometre (620
nm)  (Chebios  Optimum-One  UV&VIS)
kullanilarak  belirlenmistir. 1 birim  enzim
aktivitesi (U/ml), 37 °C’de iyot c¢ozeltisi ile
nisastanin verdigi renkteki 0.0284 OD’lik azalma
olarak tanimlanmugtir (Pfueller ve Eliot, 1969).

3. Bulgular

Mikrobiyal enzim {iretiminde en Onemli
parametrelerden biri fermantasyon ortamimin
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bilesimidir. Ortam bilesenleri i¢erisinde ise karbon
kaynagi, ortam maliyetinin yaklagik %60-80’ini
olusturdugundan maliyetini
azaltmak amaciyla siirekli olarak ucuz ve dogal
substratlar arastirilmaktadir (Rehm vd., 1987).
Fermantasyon proseslerinde uygun substratin
se¢imi kritik faktér olarak tanimlanmaktadir
(Kunamneni vd., 2005). Sadece musluk suyu ve
FK’den olusan fermantasyon ortaminda o-amilaz
aktivitesinin  zamanla degisimi Sekil 1.’de
verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi 72 saat
takip edilen oa-amilaz aktivitesi 36’inc1 saatin

enzim  Uretim

sonunda maksimum degere (500 U/ml) ulasmistir

600

ve bu seviyede sabit kalmistir. Bu sonuglar bize
FK kullanarak B. amyloliquefaciens ile a-amilaz

iiretilebilecegini gostermektedir. Fermantasyon
proseslerinde ideal bir substrat
mikroorganizmanin  ihtiyag  duydugu  tiim

niitrientleri igeren maddedir (Pandey vd., 2000).
Ancak c¢ogu substrat maksimum iiretim igin
gerekli olan konsantrasyonun altinda bilesen
icerdiginden fermantasyon ortamimna eklenmesi
gerekmektedir (Sodhi vd., 2005). Caligmanin
devaminda enzim aktivitesini artirmak i¢in ortam
bilesenleri ve miktarlari ile fermantasyon kosullari

arastirilmugtir,

500 A

400

300 -

Aktivite (U/ml)

200 -

100 -

O g 1 1 1
0 12 24 36
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Sekil 1. Findik kiispesinin kullanildig1 ortamda enzim aktivitesinin zamanla degisimi (pH,=7.0, FK

konsantrasyonu: 10 g/l, fermantasyon sicakligi: 37 °C, ¢alkalama hizi: 150 rpm).

Mikrobiyal tiretimlerde C/N oraninin dnemli
bir parametre oldugu bilinmektedir ve yapilan
calismalarda C/N orani optimum oldugunda, o-
amilaz {retiminin maksimum degere ulastigi
belirtilmektedir (Farez-Vidal vd., 1992). Bu
nedenle fermantasyon ortamina c¢esitli azotlu
maddeler (pepton, yeast ekstrakt (YE), amonyum
siilfat) ilave edilerek bunlarin enzim tretimi
lizerine etkileri incelenmistir. Sekil 2’den
goriildiigi.  gibi  diisik pepton ve YE
konsantrasyonlarinda azot kaynagmin yetersiz

olmasi, yiiksek pepton ve YE

konsantrasyonlarinda ise enzim iiretiminin
bastirildig1 dolayisiyla her iki durumda da enzim
iiretiminde bir diisiisiin oldugu goriilmiistiir.

Azot kaynagi peptonun
kullanildig1 ortamda maksimum enzim T{retimi
4170 U/ml (5 g/l pepton) iken YE kullanildig:
ortamda 2408 U/ml (2,5 g/l YE) olarak

belirlenmistir. Her iki azot kaynaginin optimum

olarak sadece

degerlerinin birlikte kullanilmasiyla maksimum
enzim aktivitesi 5084 U/ml olarak belirlenmistir.
Literatiirde organik azot kaynaklarimin (pepton,
YE, beef ekstrakt, misir 1slatma surubu vb.)
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yaninda inorganik  azot

(amonyum hidrojen fosfat,

kaynaklarinin  da
amonyum siilfat,
amonyum klorlir) o-amilaz {retimini artirdig
ifade edilmektedir (Farez-Vidal vd., 1992; Jin vd.,
1990; Cheng vd., 1989; Ramesh vd., 2001; Imai
vd., 1993; Babu ve Satyanara, 1995). Yukaridaki
belirtilen ortama ilave inorganik azot kaynagi
olarak amonyum siilfat ¢esitli konsantrasyonlarda

fermantasyon ortamina eklenerek enzim iiretimine
etkisi arastirtlmistir (Sekil 3).

Sekil 3’den  goriilldiigii  gibi  ortama
((NH,),SO,) ilavesiyle enzim firetimin arttig1
gozlenmis ve maksimum enzim tretimi 6874
U/ml olarak 5 g/l (NH4),SO, kullanildigi
fermantasyon ortaminda 6l¢iilmiistiir.

4000 -
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o

o
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Azot Kaynagi Konsantrasyonu (g/1)

Sekil 2. Pepton O ve YE M konsantrasyonunun o-amilaz iiretimine etkisi (pHy=7.0, FK konsantrasyonu:
10 g/1, fermantasyon sicakligi: 37 °C, ¢alkalama hizi: 150 rpm).
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Sekil 3. Amonyum siilfat konsantrasyonunun a-amilaz tiretimine etkisi (pH,=7.0, FK konsantrasyonu: 10
g/1, Pepton konsantrasyonu: 5 g/l, YE konsantrasyonu: 2,5 g/1, fermantasyon sicakligi: 37 °C, calkalama

hiz1: 150 rpm).
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Azot kaynagi olarak pepton ve YE’a ilaveten

(NH4);SO4’tin - kullanildigi  ortamlarda enzim
iretiminde gbzlenen bu artig, farkli azot
kaynaklarmmin  birlikte  kullanilmasiyla  B.

amyloliquefaciens’in daha yiiksek enzim iiretim
kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir.

Kat1 substratlarin kullanildig1
fermantasyonlarda en onemli parametreler kati
substrat konsantrasyonu ve serbest su miktaridir.
Bu iki parametre birbiriyle yakindan iligkilidir.
Ozellikle ortamin su igeriginin kritik dneme sahip
oldugu bilinmektedir (Gervais ve Molin, 2003).

Calismanin  bu  kisminda  farkli  FK
konsantrasyonlarinda yapilan deney sonuglari
Sekil 4’de verilmistir. Sekilde gorildigi gibi
enzim aktivitesi (8952 U/ml) 20 g/L FK
konsantrasyonuna kadar artarken daha yiiksek kati
substrat ~ konsantrasyonlarinda  bir  diislis
gozlenmektedir. Yetersiz serbest su miktarlari
ortamin daha viskoz olmasma ve dolayisiyla
mikroorganizmanin ihtiyag duydugu oksijen
ve/veya niitriyentlerin saglanamamasina neden
olmaktadir (Pandey vd., 2000; Ellaiah vd., 2002).
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Sekil 4. Findik kiispesi konsantrasyonunun a-amilaz iiretimine etkisi (pH,=7.0, Pepton konsantrasyonu: 5
g/l, YE konsantrasyonu: 2,5 g/l, (NH,),SO,4 konsantrasyonu: 5 g/l, fermantasyon sicakligi: 37 °C,
calkalama hizi: 150 rpm).

Yapilan birgok ¢alismada (Wu vd., 1999;
Fishcher ve Stein, 1961; Ramesh ve Lonsane,
1989) enzim aktivitesini arttirici yonde etkilerinin
bulundugu belirtilen KH,PO,, MgSO,, NaCl ve
CaCl, gibi tuzlarin da benzer sekilde enzim
iretimi tizerine olan etkileri incelenmis ancak

enzim aktivitesinde kayda deger bir artis
gbzlenmemistir. Bunun nedeni olarak
mikroorganizmanin enzim iiretiminde ihtiyag

duydugu bu kimyasallar1 kullanilan FK ve musluk
suyundan karsiladigi diistiniilmektedir. Bu sonug
enzim tiretim maliyetinin diisiiriilmesi bakimindan
onemlidir.

Enzim {iretimi {izerine ortam bilesenlerinin
yaninda ortam sartlarmin  da etkin oldugu
bilinmektedir. Kat1 substratlarin  kullanildig1
ortamlarda ortamin viskoz oldugu ve boylece
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kiitle ve enerji transferlerinin daha yavas oldugu
bilinmektedir (Gervais ve Molin, 2003).

Ortam homojenizasyonu saglayan calkalama
hizinin incelendigi deney sonucunda maksimum
enzim aktivitesine 150 rpm c¢alkalama hizinda
ulagilmistir (Sekil 5). Daha diigiik karistirma
hizinda enzim aktivitesinde gozlenen diisiis viskoz
dogal ortamin tamaminda mikroorganizma ile
substratin bir sekilde temas edememesinden
kaynaklanmaktadir. Yiiksek karistirma hizlarinda
ise mikroorganizmanin morfolojisinin olumsuz
yonde etkilenebileceginden aktivitede azalma

gozlenmistir.

Fermantasyon proseslerinde
mikroorganizmanin gelisebilmesi ve metabolitleri
iiretebilme  yeteneginin  ortam  sicaklifiyla

yakindan iliskilidir. Ozellikle kat1 substratlarin

kullanildig1 proseslerde olusan viskoz ortam 1s1
transferini  gliglestirdiginden sicaklik kontrolii
daha bir 6nem kazanmaktadir (Pandey vd., 2000).
Fermantasyon sicakliginin enzim {iretimi iizerine
etkisinin incelemek amaciyla farkh
sicakliklarinda deneyler yapilmis ve elde edilen
sonuglar Sekil 6.’da verilmistir. Sekilden de
gorildigi gibi 30, 33 ve 37 °C’de yapilan
deneylerde elde edilen enzim aktiviteleri
birbirlerine yakin olmasmna ragmen maksimum
enzim aktivitesi 33°C’de belirlenmistir. Bu deger
kati  substratlarin  kullanildig1
caligmalariyla uyum igerisindedir (Tanyildiz1 vd.,
2007; Krishna ve Chandrasekaran, 1996).

ortam

fermentasyon

9000 -
£ 8250 -
2
@
S
£ 7500 A
<
d
6750 -
6000 T T
100 150 200
Calkalama Hiz (rpm)

Sekil 5. Calkalama hizinin a-amilaz tiretimine etkisi (pH,=7.0, FK konsantrasyonu: 20 g/, Pepton
konsantrasyonu: 5 g/l, YE konsantrasyonu: 2,5 g/l, (NH,4),SO, konsantrasyonu: 5 g/l, fermantasyon
sicakligi: 37 °C).

79



Selen, Tanyildizi ve Ozer/ AKU Fen Bilimleri Dergisi 2010-01 73-82

9000 -

7500 -

[o2}

o

o

o
|

Aktivite (U/ml)

Inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 6. Ortam sicakhiginin a-amilaz iiretimine etkisi (+ 30 °C, 0 33 °C, 0 37 °C, A 40 °C, ¢ 45 °C,
pHp=7.0, Pepton konsantrasyonu: 5 g/l, YE konsantrasyonu: 2,5 g/l, (NH,),SO, konsantrasyonu: 5 g/I,
calkalama hizi: 150 rpm).

4. Sonug¢

Kat1 substrat olarak findik kiispesinin (20 g/It)
kullanildig1 fermantasyon ortamina ilaveten cesitli
organik (pepton; 5 g/It, YE; 2.5 g/It) ve inorganik
azot (amonyum siilfat; 5 g/It) kaynaklarinin
eklendigi deneyler sonucunda yiiksek diizeyde bir
enzim aktivitesine (8952 U/ml) ulasilmustir.
Fiziksel parametrelerin optimize edilmesiyle de
(calkalama hizi; 150 rpm, fermantasyon sicakligi;
33 °C) 9092 U/ml enzim aktivitesi degerine
ulagtlmistir.  Ucuz ve bol miktarda yan {iriin
olarak agiga ¢ikan findik kiispesinin, ¢oziinebilir
nisasta iceren fermantasyon ortamina kiyasla o-
amilaz iiretimini yaklasik olarak 2.5 kat arttirdigi
belirlenmistir (Tanyildizi vd., 2006). Yapilan bu
calisma ile endiistriyel Oneme sahip a-amilaz
dretimi i¢in, findik kiispesinin temel bilesen
olarak kullanildig1 kat1 substrat fermantasyonunda
yiiksek  dilizeylerde  {iretilebilecegi  ortaya
konmustur.
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