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OZET Aragtirma Makalesi

Cogu mikrobiyal enzim, derin fermantasyonu ile Ttretilmesine

ragmen, kat1 faz fermantasyonu (KFF) ile tarimsal atiklarin substrat Makale Tarihgesi

olarak kullanilmasiyla enzimlerin tiretimi daha ekonomik hale gelir. Gelig Tarithi  :27.12.2018
Enzim tretim stirecini KFF acisindan kayda deger él¢iide ucuz hale Kabul Tarihi :22.02.2019
getirmek ic¢in, maliyeti dusik substratlarin kullanimi biyik ilgi

gormektedir. Bu ¢alismada, KFF yonteminde substrat olarak piring Anahtar Kelimeler

kepegi kullamilarak Bacillus circulans ATCC 4516'dan B- Bacillus circulans ATCC 4516
galaktosidaz iretimi ve enzim iretimine etki eden baz B-galaktosidaz
parametrelerin etkisi incelendi. Inkiibasyon zamani, inkiibasyon Kati faz fermantasyon
sicakhigl, inokilim seviyesi, baglangic pH’sim1 igeren belirli Optimizasyon

fermantasyon parametreleri ayr1i ayri incelendi. Maksimum
miktarda B-galaktosidaz tretimi; %35 inokulim orani, pH 7.5,
37°C'de ve 48. saatte elde edildi. Ayrica fermantasyon ortamina
cesitli karbon ve azot kaynaklar: eklenerek B-galaktosidaz tretimi
uzerine etkisi incelendi. Elde edilen sonuglara gore ortama eklenen
karbon ve azot kaynaklari enzim Uretimini baskiladi. Son
zamanlarda endiistriyel énemi olan enzimlerin daha ekonomik bir
sekilde uretilmesine yonelik ¢alismalara olan ilgi artmaktadir. Elde
edilen sonuclara gore piring kepegi substrat olarak kullanilarak
Bacillus circulans ATCC 4516'dan dustuk maliyetle B-galaktosidaz
enzimi uretilebilir.

Solid State Fermentation for Production of Extracellular B-Galactosidase from Bacillus circulans
ATCC 4516

ABSTRACT Research Article

Although most microbial enzymes are produced by submerged . .

fermentation, the use of agricultural wastes as substrates in solid Artlc.le Hlstory'

state fermentation (SSF) makes the production of enzymes more Received :27‘12‘2018
economical. The use of economic substrates is of great interest for Accepted £ 22.02.2019
making the enzyme production process significantly cheaper for SFF. Keywords

The aim of this study was to investigate the effect of some
parameters on the production of B-galactosidase from Bacillus
circulans ATCC 4516 using rice bran as substrate in solid state
fermentation (SFF) method. Certain fermentation parameters
involving incubation time, incubation temperature, inoculum level
and initial pH were studied separately. Maximal amount of B-
galactosidase production was obtained at 35% inoculum level, at
initial pH of 7.5, at 37°C over 48 h. In addition, various carbon and
nitrogen sources were added to fermentation medium and the effect
on B-galactosidase production was investigated. According to the
results, carbon and nitrogen sources which added to the environment
suppressed the enzyme production.

Bacillus circulans ATCC 4516
B-galactosidase

Solid state fermentation
Optimization

To Cite : Serin B, Akcap N 2019. Katl Faz Fermantasyon Teknigi ile Bacillus circulans ATCC 4516’dan Ekstraselliler B-
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GIRIS laktozun galaktoz ve glukoza hidrolizini katalizleyen

B-galaktosidaz veya B-D-galaktosid galaktohidrolaz

Hidrolazlar, endiistriyel uygulama alani1 gittikce ! -5
(EC 38.2.1.23), 6zel bir éneme sahiptir (Manera ve

artan enzimler arasinda yer almaktadir. Ozellikle
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ark., 2008). Bu enzim, diinya niifusunun %70'inden
fazlasinda goérilen laktoz intoleransi olan insanlarin

sit ve siit duran tirevlerinin tiketimi igin
kullanilmaktadir (Liua ve ark., 2017). Ayrica, donmus
ve yogunlagtirilmig sit drinlerindeki laktoz

kristalizasyonunun 6nlenmesi, siit endiistrisinde atik
olarak meydana gelen ve oOnemli c¢evre Kkirliligi
sorunlarina neden olan peynir alt1 suyu (Geiger ve
ark., 2016) kaynakli su kirliliginin azaltilmasi ve
laktozun tatlandirici  6zelliklerinin  arttirilmasi
amaciyla kullanilmaktadir (Furlan ve ark., 2000).
Transglikosilasyon aktivitesine sahip olmalariyla bu
enzimler ¢ok umut verici prebiyotik ajanlar olan
oligosakkaritlerin Uretimi i¢in de yaygin olarak
kullanilmaktadir (Rycroft ve ark., 2001; Rhimi ve
ark., 2010; Coulier ve ark., 2009).

B-Galaktosidaz, bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalar gibi cesitli kaynaklarda
bulunmaktadir ve kaynaklarina gore o6zellikleri
belirgin  bir gekilde farklihik  gostermektedir
(Finocchiaro ve Olson, 1980; Mahoney, 1998).
Bununla birlikte, laktozun hidrolizinde mikrobiyal
kaynakli enzimler kullanilmaktadir (Das ve ark.,
2015). Bu yiizden, mikrobiyal kaynakli B-
galaktosidazlar buylk bir teknolojik ilgiye sahiptir.
Mikroorganizmalar diger kaynaklara gore kolay
kullanim, kolay elde edilme, ylksek lretim verimi
gibi bir dizi avantaj sunar. B-galaktosidaza duyulan
ticari ilgiden dolayi, bu enzimin potansiyel
kaynaklari olan ¢ok sayida mikroorganizma
degerlendirilmistir (Panesar ve ark., 2006).

Bacillus circulansdan elde edilen B-galaktosidazin,
oldukca fazla miktarda oligosakkarit tirettigi ve B-1-4
baglantisinin olusumuna yoénelik spesifik bir bolgesel
secicilik gosterdigi bilinmektedir (Vetere ve Paoletti,
1998). Bu enzim i¢in artan endiistriyel talep, ticari
Olcekte laktoz hidrolizini daha ekonomik olarak
gerceklestirmek i¢cin  uygun maliyetli Uretim
yontemleri gerektirir (Nor ve ark., 2001). B-
galaktosidaz Uretim maliyetinde azalma ¢ok
onemlidir. B-galaktosidaz ureten
mikroorganizmalarin kultird i¢in piring kabugu,
piring kepegi ve bugday kepegi gibi bol miktarda
bulunan lignoseliillozik mahsul artiklarinin kullanimi
bu amaca ulagmak i¢in bir firsat sunmaktadir. B-
galaktosidaz uretimi amaciyla, substratlar:
degerlendirmede yiliksek aktiviteye sahip olan ve
secilen mikroorganizma i¢in optimize edilmis
fermantasyon kogullarini tanimlayan
mikroorganizmalari segmeye yonelik baz1
arastirmalar yapilmistir. (Manera ve ark., 2008;
Domingues ve ark., 2004; Ramirez ve Rivas, 2003).
Geleneksel derin fermantasyonda kullanilabilecek
maksimum substrat konsantrasyonu sadece %2-
10'dur. Substrat konsantrasyonunu %10un tzerine
cikarmak i¢cin KFF en g¢ekici alternatif olarak
goriinmektedir (Ng ve ark., 2010).
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KFF kat1 matris igceren serbest halde suyun olmadigi
ortamlarda yuritiulen fermantasyon siireci olarak

tanimlanmastir. Bununla birlikte, substrat
organizmanin biylmesini ve metabolizmasini
desteklemek i¢in yeterli neme sahip olmalidir

(Singhania ve ark., 2009; Pandey, 2003). Bir yandan
distik maliyetli tarimsal artiklarin kullanilmasiyla

KFF, slirecin daha ekonomik olarak
uygulanabilirligine  katkida  bulunurken, diger
yandan kirlilige neden olan atik sorununu
cozmektedir (Singhania ve ark., 2009). KFF,

endistriyel-tarim  atiklarinin igslenmesinde sayisiz
firsatlar sunmaktadir ve enzimlerin Uretimi igin
muazzam bir potansiyele sahiptir (Kunamneni ve
ark., 2005; Pandey, 2003). KFF, daha geleneksel olan,
Sivi Faz Fermantasyonuna (SmF) gore diisiik iiretim
maliyeti, su ve enerji tasarrufu, daha az atik sorunu
ve daha konsantre Uriin elde edilmesiyle urinin
stabilitesini korumasi gibi gesitli avantajlara sahiptir
(Pandey, 2003; Holker ve Lenz, 2005). Yapilan
calismalarla umut verici laboratuar olgekli KFF
siirecleri periyodik olarak rapor edilmistir (Vasiljevic
ve Jelen, 2001; Lazim ve ark., 2009; Ng ve ark., 2010;
Chapla ve ark., 2010).

Bu c¢alismada, KFF yonteminde substrat olarak
tarimsal bir atik olan piring kepegi kullanilarak B.
circulans ATCC 4516’dan B-galaktosidaz liretimi ve
enzim uUretimi uzerine etki eden inkiuibasyon siiresi,
inktubasyon sicakligi, pH, inokilum orani, ortama
eklenen azot ve karbon kaynaklari gibi c¢evresel
parametrelerin optimize edilmesi aymi zamanda
diusik maliyetli uygun fermantasyon ortaminin
geligtirilmesi amaglanda.

MATERYAL VE METOT
Mikroorganizma

Biyolojik materyal olarak MicroBioLogics Inc’den
temin edilen ve B-galaktosidaz tretiminden sorumlu
olan B. circulans ATCC 4516 kullamildi. B. circulans
ATCC 4516 nutrient kati besiyerinde 37°C’de 24 saat
boyunca liremeye birakildi. Yeterince tireyen hiicreler
daha sonra bir 6ze yardimiyla Luria broth (LB) (%1
maya 6ziitii, %0.5 pepton, %0.5 NaCI, (w v'1), pH 7.0)
s1v1 besiyeri ortamina transfer edildi.

Substrat

Calismada kat1 substrat olarak kullanilan piring
kepegi Diyarbakir/Turkiye’de ki yerel pazardan temin
edildi. Calismada  kullanilan  piring  kepegi
ogitiildiikten sonra farkl caplardaki elekler (500-
2000 pm capl) yardimiyla elendi ve 90°C’de 3 saat
kurutuldu.

Kat1 Faz Fermantasyon (KFF)

Kurutulmus substrat besiyeri ortaminda %30 (w v'1)
olacak sekilde 3.0 g ve 1500 pm parca
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buyukligindeki piring kepegi kullanilarak 100
mL'lik erlenmayerlere aktarildi, tizerlerine 10 mL
cesme suyu eklendi ve 121°C’de 15 dk otoklavlanda.
3.0 mL spor suspansiyonu (2x107 KOB mL1) ile
inokile edildi sigeler 150 rpm’de 37°C’de 144 saat
calkalanmaya birakildi. 1nki’1basyon stiresi sonunda
kiiltiir ortam1 steril gazli bezle (500 pm gozenek
capinda) siiziildiikkten sonra 7.000 rpm’de 5 dk
santrifiij edildikten sonra iist sivi alinarak enzim
aktivite deneylerinde kullanildi (Baysal ve ark.,
2003).

Enzim Aktivite Tayini

Enzim aktivite tayininde, 0.1 M fosfat tamponu (pH
6.8) ve 200 pL enzim cozeltisi icinde 500 pL 6 mM o-
nitrofenil-D-galaktopiranozit (ONPG) ihtiva eden
reaksiyon karigimi, 30 dk boyunca 37°C'de inkiibe
edildi. Reaksiyon, 0.5 pL.. 1 M Na2COs eklenerek
sonlandirildi ve ONPG’den salinan o-nitrofenol (ONP)
konsantrasyonu 420 nm’de absorbans élciilerek (UV
VIS 1601 spektrofotometre) belirlendi. Bir {inite B-
galaktosidaz aktivitesi (U), dakikada 1 nmol ONP
aciga cikaran enzim miktar1 olarak tanimlandi
(Vasiljevic ve Jelen, 2001). Tiim deneyler iic defa
yapildi ve ortalama standart sapma ile gosterildi.

Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini bovine serum albumin (BSA)
standart olarak kullanilarak Lowry yontemine gore
belirlendi (Lowry ve ark., 1951).

IgFF’de Baz1 Parametrelerin B-Galaktosidaz Uretimi
Uzerine Etkisi

KFF sirasinda enzim uretimini etkileyen c¢esitli siireg
parametreleri optimize edildi. Strateji, her bir
parametreyi digerlerinden bagimsiz olarak optimize
etmek ve daha sonra tiim deneylerde optimal kogullar
kullanmaktz. 1nk1'ibasy0n zamamn (24, 48, 72, 96, 120
ve 144 saat), inkiibasyon sicaklig1 (30, 37, 40, 45 ve
50°C), inokulum orani (%5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
60 ve 80), ortamin baslangic pH’s1 (pH: 4.0, 4.5, 5.0,
5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10.0) gibi
parametrelerin etkisi incelendi. Ayrica fermantasyon
ortamina %1 oraninda inorganik azot kaynaklari
(amonyum nitrat, sodyum nitrat, amonyum klorid ve
amonyum siilfat), organik azot kaynaklari (pepton,
tripton, maya 6ziitii, et 6ziitii, iire ve kazein) ve
karbon kaynaklari (mannoz, ksiloz, siikroz, fruktoz,
galaktoz, glukoz ve arabinoz) eklenerek B-
galaktosidaz liretimi izerine etkileri incelendi.

BULGULAR ve TARTISMA

Bu calismada B-galaktosidaz tiretiminin maliyetini
disirmek amaciyla bir tarim atigi1 olan ve cevre
kirliligine neden olan diisiik maliyetli piring kepegi
kiltir ortami olarak secildi. Substrat olarak piring
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kepegi kullamlmasiyla yiiksek oranda (3875.4+8.3) B-
galaktosidaz tUretimi elde edildi. Piring kepegi
bilesimi yaklagsik %10 protein, %10 nem, %20 ham lif,
%15 ham yag ve %45 karbonhidrattir. (Amissah ve
ark ., 2003). Pirin¢ kepeginin karbonhidrat iceriginin
yiksek olmasi, muhtemelen bakterinin bu igerigi iyi
bir sekilde metabolize etmesine, daha iyi iremesi igin
uygun ortam hazirlanmasina ve bu sayede ortamda
enzim sekresyonunun artmasina neden oldugu
sOylenebilir. Pirin¢ kepegi, 7. reeseri ve P. citrinum
YS40-5 tarafindan seliilaz ve beta glukosidaz tUretimi
icin ideal bir substrat olarak kabul edilmistir (Ng ve
ark., 2010; Latifian ve ark., 2007).

Sicaklik kontroli, KFFnin gerceklestirilmesinde en
onemli faktorlerden biridir ve dikkate alinmalidir
(Nizamuddin ve ark., 2008). Fermantasyon sirasinda
sicakligin ~ enzim  Uretimi  Uzerindeki  etkisi
incelendiginde, maksimum B-galaktosidaz uretimi
(2188.3+61.0 U mg?) icin optimum sicakhik 37°C
olarak tespit edildi (Sekil 1). Calismada kullanilan
mikroorganizma mezofil 6zellikte oldugundan daha
yuksek inkiibasyon sicakliklarina gerek
duyulmamasi, enzim uretim maliyetini
azaltmaktadir. Furlan ve ark. (20000 K
marxianustan maksimum B-galaktosidaz tiretimi i¢in
optimum 35°C’lik bir sicaklhik gerektigini
belirtmiglerdir. B-galaktosidaz  {liretimi  iizerine
inkubasyon stiresi etkisi Sekil 2'de verilmistir. Piring
kepegi kullanilarak fermantasyon islemi
gerceklestiginde 48 saatlik inklibasyon siiresinde en
fazla enzim tiretimi (2658.4+45.0 U mg1) gerceklesti.
Optimum slirenin uzerindeki inkibasyon
zamanlarinda enzim uretiminde azalma tespit edildi.
Fermantasyon siirecinde inkiibasyon zamaninin kisa
olmasi enzim tretim maliyetini azaltan bir etmendir.
Bu azalmanin nedeni fermantasyon iglemi sirasinda
ortam pH degerindeki degisimlere baglh olarak enzim
denatiirasyonuna bagli olabilir (Ahmed, 2008).
Mukesh Kumar ve ark. (2012) Bacillus sp.
MPTK121’den maksimum B-galaktosidaz turetimini
48. saatte elde etmiglerdir.

Inokiilum orani, enzim iiretiminde énemli bir rol
oynar ve bu nedenle bu parametrenin de uygun bir
sekilde kontrol edilmesi gerekir. Fermantasyon iglemi
sirasinda enzim Uretimi i¢in optimum inokiilim orani
(2580.3+19.3 U/mg) %35 olarak bulunmustur (Sekil
3). Inokiilim oranindaki artig genelde organizmanin
biliylime ve bliytime ile iligkili aktivitelerine belirli bir
seviyeye kadar olumlu etki yapar. Ancak inokilim
oranindaki daha fazla artis besin sinirlanmasindan
dolay1 mikrobiyal aktivitede azalmaya neden olabilir.
Distik inokilum orani, istenen Uriini elde etmek i¢in
fermantasyon igleminde daha wuzun bir slre
gerektirebilir (Kashyap ve ark., 2002). Cogu
mikroorganizma, hiicre bliiyiimesi ve enzim uretimi
icin hiicre dis1 pH'ya giiclii bagimhilik gésterir (Kumar
ve Takaki, 1999).
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Sekil 1. Inkiibasyon sicakhiginin B-galaktosidaz tiretimi tizerine etkisi
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Sekil 2. Inkiibasyon siiresinin B-galaktosidaz iiretimi tizerine etkisi

Elde ettigimiz sonuclar, pH degerinin asidik
araliktan noétral araliga dogru yiikselmesiyle B-
galaktosidaz tUretiminin arttigim ve pH 7.5te
maksimum {iretimin (3137.2+21 U mg?) oldugunu
gosterdi. pH degerindeki artis B. circulans ATCC
4516’'dan elde edilen B-galaktosidaz Uretiminde
azalmaya neden oldu (Sekil 4). B-galaktosidaz {iretimi
ortamin dogasindan meydana gelen besinlerin
¢oziinmesi ve transferinden kaynaklanan pH
degisimlerine bagli olarak etkilenebilir. Elde edilen
sonuc¢lar enzim turetiminde ve B. circulans ATCC
4516nin  fermantasyon ortaminda blyumesinde
pH’nin hassas bir rol oynadigin1 gésterdi. Benzer bir

sekilde, Hsu ve ark. (2005) B. longum CCRC
15708den baslangic pH 6.5te maksimum B-
galaktosidaz  lretimi  oldugunu bildirmiglerdir.
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Otoklav sonrasi, fermantasyon ortamimin pH degeri
degisebilir ancak genel olarak KFF igleminde
kullanilan endistriyel-tarim atiklar1 essiz  bir
tamponlama etkisine sahip olmalariyla enzim tiretimi
icin avantajlara sahiptirler Murthy ve ark., 2009).

B. circulans ATCC 4516'dan B-galaktosidaz tretimi
tuzerine KFF ortamina %1 oraninda eklenen karbon
kaynaklarinin etkisi incelendiginde kolayca
metabolize edilebilir gekerlerin enzim iretimini
baskiladig1 tespit edildi (Cizelge 1).

Benzer sekilde Konsoula ve Liakopoulou-Kyriakides
(2007) B.  subtilis tarafindan  B-galaktosidaz
Uretiminin, mikroorganizmanin kolayca metabolize
edilebilir gekerlerin varhiginda kiltiir edildiginde
baskilandigini rapor etmiglerdir.
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Sekil 4. Baglangic pH’nin B-galaktosidaz tiretimi tizerine etkisi

1. Karbon kaynaklarinin B-galaktosidaz

uretimi Uizerine etkisi

Cizelge

Karbon kaynag (%1)

Spesifik aktivite (U mg)

Kontrol* 3875.4+8.3
Mannoz 779.3+26.0
Arabinoz 219.1+12.8
Sukroz 1508.3+13.0
Glukoz 49.7+15.7
Galaktoz 2228.2+12.1
Fruktoz 3071.6+14.9
Laktoz 777.1£13.8
Ksiloz 1060.7+15.6

*Kontrol olarak kullanmilan 6rnege herhangi bir karbon
kaynag eklenmedi (p < 0.05).

Buna karsin, Nizamuddin ve ark. (2008) piring
kepeginin substrat olarak kullanildigi fermantasyon
ortamina eklenen kolay metabolize edilebilen
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karbonhidratlarin A. oryzaedan B-galaktosidaz

tUretimini arttirdigini tespit etmiglerdir.

KFF ortamina %1 oraninda eklenen inorganik ve
organik azot kaynaklar kontrol ile
kargilagtirildiginda enzim veriminde 6nemli bir artisa
neden olmadi (Cizelge 2). Bu calismada kullanilan
piring kepegi iyi bir karbon kaynagi olmasinin
yaninda ayni zamanda iyi bir azot kaynagi olarak
hizmet etmekte ve boylece fermantasyon ortamina
ekledigimiz kompleks azot kaynagindaki artig ile
birlikte B-galaktosidaz {Uretimi olumsuz yo6nde
etkilenmig olabilir. Bu da enzim uretim maliyeti
acisindan o6nemlidir. Bunun yaninda daha 6&nce
yapilan bir ¢calismada, ortama eklenen farkli organik
ve 1norganik azot kaynaklarimin B-galaktosidaz
iiretimini arttirdig1 tespit edilmistir (Nizamuddin ve
ark. 2008).
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Cizelge 2. Azot kaynaklarinin B-galaktosidaz liretimi
uzerine etkisi

Azot kaynag (%1) Spesifik aktivite (U mg)

Kontrol* 3875.4+8.3
Sodyum nitrat 1387.0+16.8
Amonyum siilfat 1756.4+10.0
Amonyum nitrat 1081.1+11.6
Amonyum klorar  2502.8+15.8
Et 6zuta 749.6+2.0
Tripton 582.0+10.4
Pepton 940.5+13.5
Maya éziitii 1553.8+16.9
Ure 571.9+18.5
Kazein 702.3+15.4

*Kontrol olarak kullamlan o6rnege herhangi bir azot
kaynag1 eklenmedi (p < 0.05).

SONUC

Substrat olarak piring kepeginin KFF yonteminde
kullanilmasi, B. circulans ATCC 4516’dan B-
galaktosidaz Uretimine 6nemli bir avantaj sagladigim
gostermistir.  Enzim  Uretim parametreleri ve
yontemin ekonomik olmasi siire¢ teknolojisini ve nispi
maliyetleri  belirleyen temel niteliklerdir. B-
galaktosidaz'in fiyat:1 oldukg¢a yiiksektir. Bu sorun,
substrat olarak cesitli tarimsal atiklarin kullanildig:
KFF yontemi ile asilabilir. Mevcut c¢alismaya
dayanarak, ucuz ve hali hazirda temin edilebilen
tarimsal bir madde olan piring kepeginin, yiiksek
verimde B-galaktosidaz elde etmek i¢in uygun ve
ekonomik bir fermantasyon ortaminin geligtirilmesi
ile ticari ve daha pahali iglemlerin yerini alabilecegi,
elde edilen enzimin olas1 endiistriyel kullanimlar: i¢in
onemli avantajlar olusturabilecegi diisiiniilmektedir.
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