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Farkli Tarim Artigi Uriinlerden Fungal ve Bakteriyel a-Amilaz Enzimi Uretiminin
Optimizasyonu*

H. M. Velioglu™’ G. Celikyurt’

'"Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Bolimd, Tekirdag, Turkiye

’Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Bolimi, Tekirdag, Tiirkiye

Sorumlu yazar: E-posta: mvelioglu@nku.edu.tr

Bu calismada bakteriyel ve fungal alfa amilaz iiretimi cevap yiizeyi yéntemi ile modellenmistir. Uretimde besin
bileseni olarak siine zarari gormis bugday ve kirik piring kullaniimistir. Elde edilen model denklemlerine ait R?
degerleri bakteriyel enzimin stineli bugday ve kirik piringten retildigi ¢alismalar igin sirasiyla 0,719 ve 0,621, fungal
enzimin sineli bugday ve kirik piringten Uretildigi calismalar igin sirasiyla 0,965 ve 0,922 olarak belirlenmistir.
Calismadan elde edilen sonuglar ve optimizasyon verileri neticesinde Bacillus amyloliquefaciens subsp.
amyloliquefaciens ile stineli bugdaydan a-amilaz liretimi ¢alismasinda en yiiksek enzim aktivitesinin 33,27°C, 77 saat
ve 0,39 g/100 ml suneli bugday varliginda elde edilecegi model tarafindan tahmin edilmistir. Ayni bakteri
kullanilarak ve substrat olarak kirik piring varliginda en yiiksek enzim aktivitesinin ise bilesen miktari ve sicaklik
degerleri stineli bugday kullanilan deneme parametreleri ile ayni olmak kaydiyla 86. saatte en yiksek degerine
ulasacagi model tarafindan tahmin edilmistir. Aspergillus foetidus kullanilarak siineli bugdaydan ve kirik piringten a-
amilaz Uretimi ¢alismasinda en yiiksek enzim aktivitesine sicakligin 33,27°C, ortama ilave edilen siineli bugday veya
kirik piring oraninin 6,11 g/100ml oldugu ve fermentasyonunu 105. saatinde ulagildigi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: a-amilaz, optimizasyon, cevap yiizeyi yontemi.

Optimization of Fungal and Bacterial a-Amylase Production from Different
Agricultural By-products

In the present study, the production of bacterial and fungal a-amylase was modelled using response surface
methodology. The substrates used in the study were suni-bug damaged wheat and broken rice. The final model
equations have the R? values as 0.719 and 0.622 for bacterial a-amylase from wheat and rice, and, 0.965 and 0.922
for fungal a-amylase from wheat and rice, respectively. According to the results of the study and the data obtained
from the optimization the highest enzyme activitiy reached from the experiments with Bacillus amyloliquefaciens
subsp. amyloliquefaciens using suni-bug damaged wheat at 33.27°C, 0.39 g/100 ml substrate and at 77" h. On the
other side the highest enzymatic activity with same bacteria but different substrate, broken rice, was observed for
the parameters as follows; g6™ h, 33.27°C and 0.39 g/100 ml substrate. The results for fungal enzyme from
Aspergillus foetidus showed that the fermentation parameters were same for both wheat and rice. The
independent variables, temperature, time and substrate quantity, 33.27°C, 105" h and 6.11 g/100 ml substrate
resulted the highest enzymatic activity.

Keywords: a-amylase, optimization, response surface methodology.

*Bu calisma NKUBAP.00.24.AR.13.14 nolu proje ile Namik Kemal Universitesi tarafindan desteklenmistir.

Giris Hidroliz  sonunda  olusan temel GrUnler
dekstrinlerdir. Bu nedenle, a-amilaza “dekstrijenik

ot-.amila.z (E_(_: 3.2.1.1), hayvansal, bit.kise.zl VEYa  enzim” adi da verilebilmektedir (Saldamli, 1998).
mikrobiyolojik kaynaklardan elde edilebilen ve Hayvansal a-amilaz tretimi icin sigir ve domuz

ticari olarak oldukca degerli kabul edilen bir pankreasi, bitkisel a-amilaz lretimi icin ise arpa

enzimcvi.ir". (')'L-Arr?ilaz, bir endoerTzimdir ve ni55!5t43 malti en bilinen kaynaklardir (Saldamli, 1998). a-
molekilinin i¢ kisimlarindaki a-1,4-glukozidik amilaz iretme yetenegindeki kiflerden en

baglarini (hem amiloz hem de amilopektindeki) bilinenleri Aspergillus oyzae, A. niger, A. foetidus,

geI|.§| guz.el o.Iarak hidrolize etmektedlvr. ] (_1_ Rhizomucor miehei ve R. pusillus dur. Bakteriyel a-
amilazlar viskozitede azalmalara neden olduguicin = 547 iretiminde kullanilan tiirlerin en Gnemlileri

sivilagtirici enzim” adiyla da anilabilmektedir. ise Bacillus sp., Endomyces fibuliger, Paenibacillus
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macerans, P. polymyxa ve bazi
Thermoanaerobacter tiirleri olarak siralanabilir
(Anon., 2013). Sivi ortam fermentasyonunda a-
amilaz Uretimini etkileyen fizikokimyasal faktorler;
ortam bilesimi, pH, fosfat konsantrasyonu,
inokulumun yasi, sicakhk, havalandirma, karbon
kaynagi ve nitrojen kaynagi olarak siralanabilir
(Gupta ve ark., 2003). Yiiksek miktarda mikrobiyal
a-amilaz Uretimi amaciyla genetik
manipulasyonlar ve besin ortami mihendisligi
sikhkla basvurulan vyollar olarak bilinmektedir.

Rekombinasyon islemleri enzim  Uretimini
arttirabilmekte ancak genelde stabil
olmamaktadir. Bu sebeple besin ortaminin

degistirilmesi ve optimize edilmesi yoluyla enzim
Uretiminin arttinilmasi daha uygun bir strateji
olarak kabul edilmektedir (Tanyildizi ve ark.,
2005). Bu amagla bircok tarim artik veya atig
madde ucuz a-amilaz Uretimi icin substrat olarak
kullanilmistir. Bajpai ve ark. (1992) tarafindan
yapilan ¢alismada peynir alti suyu bakteriyel a-
amilaz Gretimi icin besin ortami olarak kullaniimis
ve optimum Uretim kosullari; peynir alti suyu
icerisinde %2 misir nisastasi, %3 misir gluteni,
%0,1 MgS0O,4-7H,0, %0,1 KH,PO,, %0,2 NaCl ve
%0,02 CaCl, olarak belirlenmistir. Calismada
ortamin pH degeri 7,0’a ayarlanmis ve 30 saatlik
Uretim sonucunda en ylksek enzim aktivitesi
degerine ulasiimistir. Krishnan ve Chandra (1982)
tarafindan vyapilan calismada B. licheniformis
kullanarak bakteriyel a-amilaz Uretiminde besin
ortami olarak farkli yagh tohum kispelerini
kullanmislardir. Yerfistigl, hardal, susam, pamuk
cekirdegi, keten tohumu ve hindistan cevizi
kiispelerinin kullanildigi arastirmada yerfistigi ve
hardal tohumu kispelerinin en yiksek a-amilaz
Uretimini sagladigi bildirilmistir. Benzer sekilde
ticari Uretimde genel olarak kullanilmayan laktoz,
kazein, fruktoz, nisasta isleme atik suyu veya
bugday kepeginin a-amilaz tGretiminde kullaniima
denemelerinin yapildigi ¢alismalar da literatiirde
mevcuttur (Gupta ve ark.,, 2003). Mevcut
calismada besin ortami olarak kullanilan kirik
piring celtik isleyen fabrikalarin bir yan Grinudir
ve genellikle hayvan  yemi Gretiminde
kullanilmaktadir (Hoseney, 1994). Bu yan (rinin
daha degerli bir Grin olan oa-amilaz enzimi

Uretiminde degerlendirilebilmesi ekonomik
anlamda 6nemli bir fayda yaratacaktir.
Bugdayin  olgunlasma  periyodundaki iklim

kosullarina bagh olarak siine (Eurygaster spp.,
Aelia spp.) hasari gérmesi, bugdayin verimini,
gluten kalitesini, islenebilme kalitesini
etkilemektedir (Durakh-Velioglu, 2012). Siine

Velioglu ve Celikyurt, 2016: (13) 01

zararina  ugramis  bugday unlu mamiller
endistrisinde 6nemli ekonomik kayiplara sebep
olmakta ve genelde (retim amaciyla kabul
gérmemektedir. Hayvan yemi (retiminde veya
atik olarak degerlendirilen siine zarari goérmius
bugdayin biyoteknolojik yolla a-amilaz tretiminde
degerlendirilebilmesi tlkemiz un ve unlu mamdiller
sektéri acgisindan 6nemli faydalar saglayacaktir.
Biyoteknolojik dretimin optimize edilmesi en
uygun kosullarda en yiiksek faydanin saglanmasi
acisindan oldukca 6nemlidir. Bircok mikrobiyal
proses gibi oa-amilaz  Uretimi de farkh
arastirmacilar  tarafindan degisik yontemler
kullanilarak modellenmistir. Tanyildizi ve ark.
(2005) tarafindan besin ortamindaki nisasta,
gliserol, maya ekstrakti ve pepton miktarinin
Bacillus subtilis’in  a-amilaz Uretimine etkileri
cevap ylzeyi yontemi ile modellenmistir.
Calismada a-amilaz Uretimini etkileyen bagimsiz
degiskenler olarak ortamdaki nisasta 5-15 (g/l),
gliserol 5-15 (v/v), maya ekstrakti 1,5-4,5 (g/l) ve
pepton 2,5-7,5 (g/l) araliginda test edilmistir. Dey
ve ark. (2001) vyaptiklari c¢alismada Bacillus
circulans tarafindan Uretilen a-amilaz miktarinin
ortamdaki makro besin elementlerinin
konsantrasyonu ile nasil degistigini cevap ylzeyi
yontemi ile optimize etmislerdir. Soya kispesi,
maya ekstrakti ve bugday kepegi
konsantrasyonlarinin bagimsiz degisken olarak
degerlendirildigi calismada, soya kiispesi enzim
Uretimini arttirma yoninde en etkili bilesen olarak
belirlenmis  olup, optimum besin ortami
bilesiminde soya kuspesi 4,84 g/100ml, maya
ekstrakti 1,58 g/100ml ve bugday kepegi 2,84
g/100 ml olarak bildirilmistir.

Bir diger calismada Aspergillus niger kullanarak a-
amilaz Uretiminde inkibasyon sicakhigi, baslangi¢
substrat nem degeri ve inokulum miktari bagimsiz
degiskenler olarak secilmis ve (retimin
optimizasyonu cevap yilizeyi yontemi kullanilarak
yapitmistir (Francis ve ark., 2003). Ticari olarak
kesikli kiiltir yontemiyle Uretilen ve besin ortami
hammaddesi olarak misir veya patates nisastasi
kullanilan a-amilaz yaklasik 5 ginlik bir
fermentasyon  siresi  sonunda  saflastirma
asamasina alinmaktadir. Bu slirecte Uretimde
kullanilan suslara bagl olarak 40°C’ye kadar

sicaklik ve etkili havalandirmanin  6nemi
literatirde belirtilmistir  (Tosun, 2015). Bu
calismanin  amaci, cevap yuzeyi yontemi

kullanarak a-amilaz Uretiminin modellenmesi ve
farkli tarim artiklarindan enzim Uretiminde
optimum kosullarin belirlenmesidir.
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Materyal ve Yontem
Mikroorganizmalar

Bakteriyel oa-amilaz Uretimi amaciyla Bacillus
amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens (DSM
no: 1060) ve fungal a-amilaz Gretimi igin
Aspergillus  foetidus (DSM no: 734) cinsi
mikroorganizmalar vakumla kurutulmus halde
Leibniz Enstitlisi Alman Mikroorganizma ve Hiicre
Kaltara Kolleksiyonu’ndan (DSMZ)  temin
edilmistir. Kuru haldeki B. amyloliquefaciens
subsp. amyloliquefaciens 6rnegi 30°C’de Nutrient
Broth (NB) icerisinde c¢ozilerek deney tipleri
icerisinde yatik olarak hazirlanmis Nutrient Agar
(NA) besiyerine inokiile edilmis, besiyerleri 30°C
etliv icerisinde 7 glin inkibasyona birakilmistir.
Deneysel calismalarda inokiilasyon  amach
kullanilacak bakteri sporu c¢ozeltisi yatik agarlar
icerisine 10 ml peptonlu su ilave edilmesi ve
calkalamali inkGibatérde 30 dk calkalanmasi
sonucu elde edilmistir (Milner ve ark., 1996). Kuru
haldeki A. foetidus 6rnegi peptonlu su icerisinde
¢Ozllerek vyatik agar seklinde hazirlanan PDA
(Potato Dextrose Agar) Uzerine inokile edilerek
30°C’deki etiivde 7 giin inkiibasyona birakilmistir.
Deneysel calismalarda inokiilasyon  amach
kullanilacak kiif sporu ¢ozeltisi PDA Uzerindeki 7
glnlik kaf kolonileri Gzerine 10 ml peptonlu su
ilave edilmesi ve calkalamali inklibatérde 30 dk
calkalanmasi sonucu elde edilmistir (Hang ve ark.,
1975). Kullanilan inokulantlar en az 1x10’ cfu/ml
mikroorganizma icerecek sekilde hazirlanmistir.

Besin ortami bilegsimi

Bakteriyel a-amilaz Gretimi icin hazirlanan sivi
besin ortami bilesiminde kirik piring (1-5 g/100ml
araliginda) veya sline zarari gormus bugday (1-5
g/100ml|  araliginda) ana  bilesen  olarak
kullanilmistir. Literatiirdeki c¢alismalarda mikro
element olarak kullanilan CaCl, tim denemelerde
0,001 g/100 ml, kopuk giderici olarak kullanilan
Triton-X 0,01 ml/100ml oraninda kullaniimistir.
Ortam pH degeri 7,0 olarak ayarlanmistir. Fungal
a-amilaz Gretimi icin hazirlanan sivi besin ortami
bilesiminde kirik piring (1-5 g/100ml araliginda)
veya sine zarari gérmus bugday (1-5 g/100ml
araliginda) ana bilesen olarak kullaniimistir.
Literatirdeki calismalarda mikro element olarak
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kullanilan MgSO, tum denemelerde 0,05 g/100
ml, KH,PO, 0,5 g/100 ml ve képuk giderici olarak
kullanilan Tween 80 0,1 ml/100 ml| oraninda
kullanilmistir.  Ortam pH degeri 5,5 olarak
ayarlanmistir.

Fermentasyon sartlari (siire, sicakhk, karigtirma
hizi)

Herhangi bir proses sonucunda elde edilen c¢ikti
veya ciktilara, girdilerin etkisinin incelenebilmesi
icin her bir girdinin en alt ve en Ust degerleri ve bu
degerler arasinda alabilecegi ara degerlerin tek
tek arastiriimasi gerekmektedir. Prosesin detayli
sekilde incelenebilmesi icin tasarlanan deneyler
girdilerin olabilecek her seviyesi icin fikir vermeli
ve herhangi bir deney noktasi ihmal edilmeden
proses modellenebilmelidir.  Cevap  ylzeyi
yontemi, sonucu birden fazla degisken tarafindan
etkilenen problemlerin ya da proseslerin
modellenmesi, analiz edilmesi ve sonucun
optimizasyonu ic¢in kullanilan matematiksel ve

istatistiksel tekniklerin birlesimi olarak
tanimlanmaktadir. Proje kapsaminda fungal ve
bakteriyel a-amilaz  Uretimini  etkileyecegi
Oongoriilen  fermentasyon  ortami  sicakhgi,

fermentasyon slresi ve besin ortaminda kullanilan
tarimsal artik miktari prosese ait degiskenler
olarak degerlendirilmis ve prosesin ¢iktisi olarak
kabul edilen ortamda olusan a-amilazin aktivitesi
ile iliskilendirilmistir. Besin ortamina eklenecek
tarimsal artiklarin deneme araligi daha 6nce
belirtildigi gibi %1-5 olarak segilmis olup, cevap
ylzeyi yonteminin kullanildigi  optimizasyon
calismalarinda fungal ve bakteriyel a-amilaz
Uretimi icin 28-32°C sicakhk araligi denemesi
yaptmistir.  Fungal oa-amilaz igcin 5-7 gln,
bakteriyel a-amilaz icin 2-4 gilinlik fermentasyon
sure araliklari denenmistir. Fungal a-amilaz tretim
denemesinde 200 rpm, bakteriyel a-amilaz
denemesinde 300 rpm c¢alkalama hizinda
denemeler planlanmistir. Cevap ylizeyi yontemi ile
a-amilaz dretiminde kullanilan deney planlari
Cizelge 1-4’de verilmis olup, ¢alisma kapsaminda
Ug faktorli merkezi birlesik tasarim modeli ile 6
tanesi merkez deney noktalarinda olmak (izere 20
farkli deneme tamamen rastgele siralama ile
planlanmistir.
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Cizelge 1. Kirik pirincten bakteriyel a-amilaz tGretiminde kullanilan deney plani

Table 1. Experimental design for the production of bacterial a-amylase from broken rice

Deneme Sicaklik (°C) Sure (saat) Kirik piring (g/100ml ortam)
13 26,73 72,00 3,25
1 28,00 48,00 1,50
4 28,00 96,00 5,00
8 28,00 96,00 1,50
9 28,00 48,00 5,00
5 30,00 72,00 3,25
6 30,00 72,00 3,25
11 30,00 72,00 3,25
12 30,00 72,00 3,25
19 30,00 72,00 3,25
17 30,00 72,00 0,39
16 30,00 111,19 3,25
18 30,00 72,00 6,11
15 30,00 32,81 3,25
20 30,00 72,00 3,25
2 32,00 96,00 1,50
3 32,00 48,00 5,00
7 32,00 48,00 1,50
10 32,00 96,00 5,00
14 33,27 72,00 3,25

Cizelge 2. Stineli bugdaydan bakteriyel a-amilaz tGretiminde kullanilan deney plani

Table 2. Experimental design for the production of bacterial a-amylase from suni-bug damaged wheat

Deneme Sicaklik (°C) Sure (saat) Suneli bugday (g/100ml ortam)
13 26,73 72,00 3,25
1 28,00 48,00 1,50
4 28,00 96,00 5,00
8 28,00 96,00 1,50
9 28,00 48,00 5,00
5 30,00 72,00 3,25
6 30,00 72,00 3,25
11 30,00 72,00 3,25
12 30,00 72,00 3,25
19 30,00 72,00 3,25
17 30,00 72,00 0,39
16 30,00 111,19 3,25
18 30,00 72,00 6,11
15 30,00 32,81 3,25
20 30,00 72,00 3,25
2 32,00 96,00 1,50
3 32,00 48,00 5,00
7 32,00 48,00 1,50
10 32,00 96,00 5,00
14 33,27 72,00 3,25
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Cizelge 3. Kirik pirincten fungal a-amilaz tGretiminde kullanilan deney plani

Table 3. Experimental design for the production of fungal a-amylase from broken rice

Deneme Sicaklik (°C) Sure (saat) Suineli bugday (g/100ml ortam)
13 26,73 144,00 3,25
9 28,00 120,00 5,00
8 28,00 168,00 1,50
1 28,00 120,00 1,50
4 28,00 168,00 5,00
12 30,00 144,00 3,25
11 30,00 144,00 3,25
6 30,00 144,00 3,25
5 30,00 144,00 3,25
17 30,00 144,00 0,39
19 30,00 144,00 3,25
20 30,00 144,00 3,25
16 30,00 183,19 3,25
15 30,00 104,81 3,25
18 30,00 144,00 6,11
10 32,00 168,00 5,00
7 32,00 120,00 1,50
3 32,00 120,00 5,00
2 32,00 168,00 1,50
14 33,27 144,00 3,25

Cizelge 4. Stineli bugdaydan fungal a-amilaz tiretiminde kullanilan deney plani

Table 4. Experimental design for the production of fungal a-amylase from suni-bug damaged wheat

Deneme Sicaklik (°C) Sure (saat) Suneli bugday (g/100ml ortam)
13 26,73 144,00 3,25
9 28,00 120,00 5,00
8 28,00 168,00 1,50
1 28,00 120,00 1,50
4 28,00 168,00 5,00
12 30,00 144,00 3,25
11 30,00 144,00 3,25
6 30,00 144,00 3,25
5 30,00 144,00 3,25
17 30,00 144,00 0,39
19 30,00 144,00 3,25
20 30,00 144,00 3,25
16 30,00 183,19 3,25
15 30,00 104,81 3,25
18 30,00 144,00 6,11
10 32,00 168,00 5,00
7 32,00 120,00 1,50
3 32,00 120,00 5,00
2 32,00 168,00 1,50
14 33,27 144,00 3,25
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Enzim eldesi

250 ml’lik erlenler icerisinde bilesimi daha 6nce
verilen ve saf su, kirik pirin¢ veya siineli bugday ve
diger kimyasal bilesenler karistirilarak hazirlanan
besin ortami 121°C’de 15 dk boyunca otoklavda
steril edilerek oda sicakligina kadar sogutulduktan
sonra %2 oraninda kif veya bakteri sivi kiltard ile
inokile edilmistir.

Calkalamal inkibatérde belirlenen siire, sicakhk
ve karistirma hizinda inkibe edilen ortamlar vakit
kaybedilmeden enzim iceren sivi  kismin
alinabilmesi icin bir sonraki asamaya alinmistir.
Besin ortaminin sivi kisminda bulunan enzimin
aktivite tayinini yapabilmek igin erlen igerisindeki
tim besin ortami sogutmali santrifiije alinarak
5000 rpm de 10 dk +4°C sicaklikta santrifiijlenmis
ve sivi kisim alinarak enzim analizine gegilmistir.

Amilaz aktivite tayini

Calismada kullanilan yontem nisastanin
parcalanmasi  sonucu agiga c¢ikan indirgen
gruplarin 3,5-dinitrosalisilik asit ile indirgenmesi
prensibi ile yapilan yéntemdir. pH 6,9 ve 25°C
sicaklikta, bir birim ¢6zinlir nisastadan bir
mikromol  indirgen grup (maltoz olarak
hesaplanan) ortaya ciktigi kabul edilmektedir.
Analizde kullanilan kimyasallar; 0,02 M sodyum
fosfat tampon, 2 N sodyum hidroksit,
dinitrosalisilik asit renk maddesi, %1’lik nisasta
¢Ozeltisidir. Analizde, 0,5 ml enzim ¢ozeltisi 0,5 ml
saf su ile karistirllarak 25°C de 3-4 dk
bekletilmistir. Ardindan 0,5 ml nisasta c¢ozeltisi
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eklenen ortam 3 dk inkiibasyona birakilarak 1 ml
DNS c¢ozeltisi ilave edilmistir. Kaynar su
banyosunda 5 dk inkiibe edilen karisim oda
sicakligina sogutulmus, 10 ml saf su eklenerek 540
nm absorbans O6lgllmustiir. Sivi fermentasyon

ortaminda bulunan enzim miktari 1U/ml SmF
olarak hesaplanmistir.

istatistik analizler

Deney dizayninin yapilmasi ve sonuglarin

degerlendirilmesinde Minitab® 17.1.0 istatistik
paket programi kullanilimistir. Enzim Gretimine ait
model denklemlerinin determinasyon katsayilari
(RZ) hesaplanarak istatistiki olarak 6nemsiz lack of
fit (P < 0,05) degerine sahip denklemler sonug
kisminda verilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Enzim miktarn

Analize ait kalibrasyon grafigi Sekil 1’de verilmistir.
Yapilan 6l¢iimler sonucunda elde edilen grafige ait
determinasyon katsayisi (RZ) 0,9939 olarak
bulunmustur. Beklendigi gibi, 6l¢cim yapilan
ornegin ml’sinde bulunan umol cinsinden maltoz
miktari arttikca gozlenen absorbans degeri de
dogrusala yakin  sekilde artmaktadir.  Bir
uluslararasi birim (International Unit, IU) amilaz,
analiz kosullarinda dakikada maltoz cinsinden 1
pumol indirgen seker aciga c¢ikaran enzim
miktaridir. Bu miktar sivi fermentasyon ortaminda
calisihyorsa IU/ml SmF (sivi fermentasyon ortami,
submerged fermentation) seklinde ifade
edilmektedir (Singh ve Gupta, 2014).
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Sekil 1. Maltoz ¢6zeltisine ait kalibrasyon grafigi

Figure 1. Calibration curve for maltose solution
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Bacillus amloliquefaciens subsp.
amyloliquefaciens ile siineli bugdaydan a-amilaz
tiretimi

Stneli bugday kullanarak bakteriden a-amilaz
enzimi Uretimi icin, cevap ylzeyi yonteminde
kodlanmamis proses parametreleri ile ulasilan
denklem Esitlik-1'de (E1) verilmistir.

y = =771 + 3,42X, + 0,45X, + 7,88X; — 0,04X2 —

0,002X2 — 0,04X2 — 0,003X,X, — 0,25X, X5 — 0,01X, X,
(E1)

Bu model denklemden elde edilecek cevap yani
bagimli degisken y ile gosterilmis olup sivi
fermentasyon ortaminin 1 ml’sinde bulunan a-
amilazin 1U cinsinden aktivitesidir. Denemeye ait
bagimsiz degiskenler olan sicaklik (°C), sire (saat)
ve besin ortamindaki bilesen miktari (g/100ml) ise
sirasiyla X3, X, ve Xz ile gosterilmistir.

Model denklemin R’ degeri 0,719 olarak
belirlenmis olup ylizey grafikleri Sekil 2’de sirasiyla
verilmistir. Slrenin sabit tutuldugu grafik (a)
incelendiginde fermentasyon ortaminda artan
sineli bugday miktarinin, beklenilenin aksine,
enzim aktivitesi Uzerinde negatif etkili oldugu
goriilmektedir. Benzer durum sicakligin sabit
oldugu grafikte  de (c) bulunmaktadir.
Mikroorganizmaya saglanan  besin  miktari
artarken ortamda Olgllen enzim aktivitesinin
azalmasi, sineli bugdayin belirli bir seviyeden
sonra amilaz Gretimi Uzerine represif etki yaptigini
dusiindirmektedir. Benzer bulgulara ulasan
inceoglu ve ark. (2014) tarafindan bildirildigine
gore Penicillum tirleri ile sivi ortamda a-amilaz
Uretimi c¢alismasinda, fermentasyon ortamina
eklenen glukoz miktari 10mg/ml seviyesini
astiginda enzim Uretimi baskilanmaktadir.

Deney tasarimi vyapilirken kullanilan  sire
araliginda bir optimum noktaya ulasildigl
goriilmektedir. Grafikler (b ve c) incelendiginde
enzim aktivitesinin fermentasyonun
baslangicindan itibaren arttigl, tepe noktaya
ulastiktan sonra gecen zamanla beraber enzim
aktivitesinde dusls meydana geldigi
goriilmektedir. Stineli bugday kullanarak Bacillus
sp. tarafindan oa-amilaz Uretiminde en yilksek
enzim aktivitesinin 77. saatte gozlendigi ve bu
andan itibaren ortamdaki enzim aktivitesinin
dismeye basladigi belirlenmistir. Divakaran ve
ark. (2011) tarafindan Bacillus licheniformis
kullanilarak  bugday unu da dahil farkh
substratlarla yapilan a-amilaz tGretimi calismasinda
en ylksek enzim aktivitesi 3. glin sonunda (72
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saat) tespit edilmis olup bizim c¢alismamizla
uyumlu gézikmektedir.

Enzim aktivitesi Gzerine sicakhgin etkisini gbsteren
grafikler (a ve b) incelendiginde ise deney
tasariminin yapildigi aralikta bir optimum noktaya
ulasilamamis olmasina karsin ortamdaki stneli
bugday orani sabitken sicakligin enzim aktivitesi
Gzerinde daha az etkili oldugu anlasiimaktadir.
Slre parametresi 72 saat olarak sabit
tutuldugunda (a) ise sicaklik en Ust degere
(33,26°C) vyaklastikca enzim aktivitesinin arttig

belirlenmistir.  Proje  kapsaminda  kullanilan
Bacillus amyloliquefaciens subsp.
amyloliquefaciens (DSM no: 1060) icin DSMZ

tarafindan onerilen inkiibasyon sicakhg 30°C
olmasina karsin deney dizayninin en Ust seviyesi
olan sicaklik degerinin dahi enzim aktivitesini
maksimize  edebilmek i¢cin  disik kaldig
goriilmektedir. Farkh arastirmacilar tarafindan 30-
45°C araliginda yapilan galismalar ve tespit edilen
optimum sicakhk noktalari, ileriki calismalarda
sicaklik araliginin daha genis tutulmasi gerektigini
ortaya koymaktadir (Divakaran ve ark., 2011;
Hashemi ve ark., 2013; El-Shisawy ve ark., 2014).

Bacillus amloliquefaciens subsp.
amyloliquefaciens ile kink piringten o-amilaz
tiretimi

Kirik piring kullanarak bakteriden a-amilaz enzimi
Uretimi icin, cevap ylzeyi yoOnteminde
kodlanmamis proses parametreleri ile ulasilan
denklem Esitlik-2"de (E2) verilmistir.

y = —142,3 + 8,31X, + 0,16X, + 7,80X, — 0,13X2 —
0,002X2 — 0,06X2 — 0,004X, X, — 0,22X, X5 — 0,01X, X,
(E2)

Model denklemin R’ degeri 0,621 olarak
belirlenmis olup ylizey grafikleri Sekil 3’de sirasiyla
verilmistir. Elde edilen model denklemine ait R’
degeri diger l¢ denklemden disliktir. Bu durum
modelin galisilan parametre araliklarindaki tahmin
basarisini  duslirmektedir.  Mevcut  c¢alisma
sonuglari incelendiginde siineli bugdaydan enzim
Uretimi denemelerindeki verilere benzer sekilde
calisilan parametre araliginda besin ortamina ilave
edilen bilesen miktari arttikga enzim aktivitesinde
dusls belirlenmistir (grafik a ve c). Bir 6nceki
kissmda vyapilan acgiklamaya benzer sekilde
ortamda bulunan fazla miktardaki kirik pirincin
bakterinin enzim dretimini baskiladigl sonucuna
ulasilmaktadir. Grafikler (b ve c) ele alindiginda
calisilan parametre araliginda slirenin optimum
noktasi olarak 86. saat belirlenmistir. Sicaklik icin
ise yine slineli bugday denemesinde oldugu gibi



Tekirdag Ziraat Fakiiltesi Dergisi
Journal of Tekirdag Agricultural Faculty

optimum noktanin deneme aralig1 disinda oldugu
ve optimum noktanin bu deneme deseni i¢in en

yiksek deger olan 33,27°C oldugu tespit
edilmistir.
Elde edilen model denklemler incelendiginde

bakteriyel Uretime ait R? degerlerinin fungal
Gretim model denklemlerinden diisik oldugu
goriilmektedir. Bakteriler genel olarak kiflere
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gore ortam sartlarina daha duyarh
mikroorganizmalar oldugundan, proses
parametrelerinde ve fermentasyon sartlarinda
olusan kiiclik degisimlere daha biyik tepkiler
verebilmektedir. Denemelerin tamami kontrolli
sartlarda yapiimis olmasina karsin inkiibasyon
sirasindaki kiiguk sicaklik degisimleri modellerin
regresyon katsayisini olumsuz etkilemis olabilir.
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Sekil 2. Stuineli bugdaydan bakteriyel a-amilaz tretimine ait, (a) sabit siire, (b) sabit bilesen, (c) sabit
sicaklik ylzey grafikleri

Figure 2. Surface diagram for the production of bacterial a-amylase from suni-bug damaged wheat, (a)
constant time, (b) constant component, (c) constant temperature
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Sekil 3. Kirik pirincten bakteriyel a-amilaz Gretimine ait, (a) sabit slire, (b) sabit bilesen, (c) sabit sicaklik
ylzey grafikleri

Figure 3. Surface diagram for the production of bacterial a-amylase from broken rice, (a) constant time,
(b) constant component, (c) constant temperature

Aspergillus foetidus ile siineli bugdaydan a-amilaz tGretimi

Saneli bugday kullanarak kiften a-amilaz enzimi
Uretimi  icin, cevap vylzeyi yoOnteminde
kodlanmamis proses parametreleri ile ulasilan
denklem Esitlik-3’de (E3) verilmistir.

y = 166,4 — 16,26X, + 1,28X, — 9,17X5 + 0,34X? —
0,17X2 — 0,004X, X, + 0,5X,X; — 0,03X,X;  (E3)

20

Model denklemin R’ degeri 0,965 olarak
belirlenmis olup ylizey grafikleri Sekil 4’de sirasiyla
verilmistir. Calismadan elde edilen sonuglar
incelendiginde en yiksek enzim aktivitesi degerine
sicakligin  33,27°C, ortama ilave edilen sineli
bugday oraninin 6,11 g/100ml oldugu ve
fermentasyonunu 105. saatinde ulasildigi tespit
edilmistir.
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Sekil 4. Stineli bugdaydan fungal a-amilaz tretimine ait, (a) sabit siire, (b) sabit bilesen, (c) sabit sicaklik
ylzey grafikleri

Figure 4. Surface diagram for the production of fungal a-amylase from suni-bug damaged wheat, (a)
constant time, (b) constant component, (c) constant temperature

Kalaiarasi ve Parvatham (2015) tarafindan yapilan
bir calismada Aspergillus awamori kullanilarak alfa
amilaz Uretimi optimizasyonunda en yiiksek enzim
aktivitesi degerine fermentasyonun 96. saatinde
ulasildigr  bildirilmistir.  Bir diger c¢alismada
Aspergillus niger kullanilarak endoglukonaz ve

selulaz enzimlerinin fermentasyonla Uretimi
modellenmistir.  35°C inklibasyon sicakhgina
gerceklestirilen calismada en ylksek

endoglukonaz enzimi Uretimi fermentasyonun 94.
saatinde belirlenmistir (Santos ve ark., 2013).
Sonuglar incelendiginde (i¢ parametrenin ayni
anda optimum oldugu noktanin calisilan deney
noktalarinda tespit edilememis oldugu
goriilmektedir. Mevcut deneme deseninde cevap
ylzeyi yonteminden elde edilen denklemin
tahmin basarisi yuksektir ( R’ 0,965) ancak daha
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ileri optimizasyon calismalarina ihtiyac

duyulmaktadir.

Aspergillus foetidus ile kirik piringten a-amilaz
tiretimi

Kirik piring kullanarak kiften a-amilaz enzimi
Uretimi icin, cevap ylzeyi yonteminde
kodlanmamis proses parametreleri ile ulasilan
denklem Esitlik-4’de (E4) verilmistir.

y = 143,9 — 11,83X, + 0,43X, + 3,45X; + 0,26X? +
0,001X2 + 0,37X2 — 0,03X,X, — 0,05X,X; — 0,02X,X,
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Model denklemin R’ degeri 0,922 olarak
belirlenmis olup ylizey grafikleri Sekil 5’de sirasiyla
verilmistir. Besin bileseni olarak kirik piring
kullanilan g¢alismada da en yiksek enzim aktivitesi
sonucuna 105. saatte ulasiimistir. Sicaklik ve
ortama eklenen bilesen miktarlari deneme
deseninde 6ngoriilen ve denemesi yapilan araligin
disinda goéziikmektedir. Buna karsin elde edilen
model denkleminin tahmin basarisi yiiksek olup
deneme araliginda optimizasyon basarili kabul
edilebilir.

(E4)
a)
12
8
1Ufml SmF(p)
4
o]
26
10
b) 1Ufml SmF(p)
175
150
Y Sure
26 125
28
=Y 32 100
Sicaklik
15
10
1Ufml SmF(p)
5
6
c) .
Bilesen
100

Sekil 5. Kirik piringten fungal a-amilaz Gretimine ait, (a) sabit sire, (b) sabit bilesen, (c) sabit sicaklik

ylzey grafikleri

Figure 5. Surface diagram for the production of fungal a-amylase from broken rice, (a) constant time, (b)

constant component, (c) constant temperature
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Sonug
Arastirmadan elde edilen sonuclar  ve
optimizasyon  verileri  neticesinde  Bacillus

amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens ile
stineli bugdaydan a-amilaz Uretimi galismasinda
en ylksek enzim aktivitesinin 33,27°C, 77 saat ve
0,39 g/100 ml suneli bugday varliginda elde
edilecegi model tarafindan tahmin edilmistir. Ayni
bakteri kullanilarak ve substrat olarak kirik piring
varliginda en yiiksek enzim aktivitesinin ise bilesen
miktari ve sicaklik degerleri sineli bugday
kullanilan deneme parametreleri ile ayni olmak
kaydiyla 86. saatte en yiksek degerine ulasacagi
model tarafindan tahmin edilmistir. Aspergillus
foetidus kullanilarak stneli bugdaydan ve kirik
piringten a-amilaz Gretimi ¢alismasinda en yiksek
enzim aktivitesine sicakligin 33,27°C, ortama ilave
edilen stineli bugday veya kirik piring oraninin 6,11
g/100ml oldugu ve fermentasyonunu 105.
saatinde ulasildig1 tespit edilmistir. Genel olarak
kif ile yapilan dretimlerde bakteriye gore daha
yiksek enzim aktivitesi degerine ulasildigi
gorilmustir. Kif kullanarak sineli bugdaydan
elde edilebilen en vyiksek deneysel enzim
aktivitesi degeri 11,81 IU/ml ortam, kirik pirincten

elde edilebilen en vyiksek deneysel enzim
aktivitesi degeri 10,67 IU/ml ortam olarak
belirlenmistir. Bu degerler bakteri kullanilan

calismada slneli bugday ve kirik piring icin
sirastyla 5,20 ve 4,99 IU/ml ortam olmustur.
Calisma sonuglarina gére hem bakteriyel hem de
fungal a-amilaz liretiminde kullanilan
mikroorganizmalarin optimum enzim {retme
sicakligi 28-32°C araliginin Gstindedir. Mevcut
arastirma bu araliktaki optimizasyon icgin yeterli
olmasina karsin, kullanilacak suslarin 6zellikleri de
dikkate alinarak, 30-40°C araliginin optimizasyon
calismalarinda denenmesi faydal olacaktir.
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