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Bu galismada kati atik diizenli depolama tesisinden izole edilen Clostridium
sp. kullanilarak amilaz tretimi ve amilaz aktivitesi {izerine sicaklik, pH, substrat
konsantrasyonun etkisi belirlenmis ve iiretilen enzimin nigasta igerikli atik sularda
biyogaz iiretimi etkisi ¢aligilmustir.

Calismada izole edilen bakterinin iireme sicakligi 37°C olup mezofiliktir.
Enzimatik aktivite {izerine sicakligin etkisi 30-80°C ve pH’ m etkisi 3.0-8.0 arasinda
calisilmistir. Enzimin ¢alistigi optimum sicaklik 30°C ve pH 6.0 olarak belirlenmistir.
Zamana bagl olarak yapilan enzimatik hidroliz ¢alismasinda 8 saat sonra agiga ¢ikan
indirgen seker oran1 3.65 mg/mL olup, bir saatte agiga ¢ikan seker oranindan 4.38 kat
daha fazladir. Substrat konsantrasyonun etkisi % 0.5, 0.75, 1 ve 2 nisasta
konsantrasyonunda belirlenmis ve substrat konsantrasyonu iki katina ¢iktiginda aciga
¢ikan indirgen seker orani %39 artmistir.

Biyogaz {iretimi {izerine enzim kullanilmasinin etkisi 37°C sicaklikta
belirlenmis ve enzim kullanilmayan kontrol grubunda 3400 mL biyogaz iiretilirken
enzim eklenen deney grubunda ise 3670 mL %55 CHa4, % 44 CO; gazindan olusan
biyogaz iiretilmistir. Enzim eklenmesinin %7.3 daha fazla biyogaz iiretimi sagladig:
belirlenmistir. Biyogaz iiretimi kontrol grubuna gore 4 giin daha Once dengeye
ulagmustir.

Bu c¢alismada anaerob Clostriudum sp. ‘den izole edilen amilaz mezofilik
biyogaz sistemlerinde kullanilabilecek bir enzimdir.

Anahtar Kelimeler: Clostriudum sp., Biyogaz, Amilaz, Enzim Aktivitesi
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In this study, Clostriudum sp. The amylase enzyme was produced and the
temperature, pH and substrate concentration were determined on the enzyme activity
and the effect of the produced enzyme on biogas production in starch-containing
wastewater was determined.

The reproductive temperature of the bacteria isolated in the study is 37 © C and
is mesophilic. The effect of temperature on enzymatic activity has been determined
between 30-80°C and pH 'between 3.0-8.0. The optimum temperature at which the
enzyme works was determined as 30°C and pH 6.0. In the enzymatic hydrolysis study,
which was performed depending on time, the rate of indirect sugar released after 8
hours is 3.65 mg / mL, which is 4.38 times higher than the rate of sugar released in one
hour. The effect of the substrate concentration was determined at 0.5, 0.75, 1 and 2
starch concentrations, and when the substrate concentration doubled, the reducing
sugar content increased by 39%.

The effect of using enzyme on biogas production was determined at 37°C and
3400 mL biogas was produced in the control group without enzyme, whereas 3670 mL
55% CH4 and 44% CO2 gas were produced in the experimental group. It has been
determined that the addition of enzyme provides 7.3% more biogas production. Biogas
production reached equilibrium 4 days earlier than the control group.

In this study, anaerob Clostriudum sp. It can be said that the amylase isolated
from bacteria can be used in biogas systems.

Keywords: Clostriudum sp., Biogas, Amylase, Enzyme Activity



GENISLETILMIS OZET

Nisasta bitkisel karbonhidratlar arasinda hayvan ve insani tiikketim amagh
kullanilan Onemli enerji kaynaklarindan olup, selillozdan sonra ikinci sirayi
almaktadir. Misir, bugday ve piring gibi tahil iiriinlerinin temel karbonhidrat
bileseni olan nisasta, glikoz monomerlerinin a-1, 4-glikozidik baglar ile baglanmig
oldugu bir polimerik yapidir. Insanlar, hayvanlar ve dogada bircok canlimin temel
gida kaynagi olan nisasta énemli bir karbonhidrattir. Bitkiler tarafindan fotosentez
sonucunda sentezlenen nisasta yenilenebilir bir tiriindiir.

Nisasta iki farkli temel yapidan olusmaktadir. Bunlardan birincisi dogrusal
zincir seklinde o-1,4-bagh glukanlardan olusan amiloz, ikinci temel yap1 dogrusal
zincire a-1,6 baglariyla baglanmis dallanmig yapida olan amilopektindir.

Amilazlar gida, tekstil, deterjan, kagit endiistrilerinde ve nisasta islemede
yaygin olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde nusir kullanilarak yapilan biyoetanol
iretiminde kullanmilan mayalarin nisastayr parcalama yeteneklerinin olmamasi
nedeniyle, biyoetanol {iretiminde nisastanin parcalanmasi i¢in amilaz
kullanilmaktadir.

Calismada toplamda 6 bakteri izole edilmis bunlardan 4 tanesi 55°C’de 2
tanesi 37°C’de iiremistir. izole edilen bu bakterilerden kat1 besiyerinde amilaz
aktivitesi gdsteren 2 tanesi 37°C’de iiremistir. 1ki bakteri BD anaerob bakteri
tanimlama test kitleri kullanilarak tanimlanmis ve bakterilerden bir tanesi
Clostridium acetobutylicum olarak digeri Clostridium sp. olarak tanimlanmustir.

Calismada izole edilen ve 37°C’de amilaz pozitif olan bakterilerin amilaz
aktivite testleri nisastali kati besiyerinde belirlenmistir. Clostridium sp.
kullanilarak amilaz besiyerinde enzim iiretimi yapilmustir.

Calismada kullanilan bakterinin iireme sicakligi 37°C olup mezofiliktir.
Yapilan sicaklik denemeleri iginde 30°C sicaklik enzim aktivitesinin en iyi oldugu

sicaklik olarak belirlenmistir. Enzim aktivitesi bu sicaklikta pH’a bagli olarak



degisiklik gostermis ve maksimum enzim aktivitesinin oldugu pH degeride 6.0
olarak belirlenmistir. pH 4.0, 5.0, 7.0 ve 8.0 de enzim aktivitesi diisiik olup, pH
6’daki aktivite degeri ile karsilagtirildiginda pH 6.0’ya gore pH 4.0, 5.0, 7.0 ve
8.0°de sirast ile %16, %14.7, %19 ve %27 daha disiik aktivite belirlenmistir.

Zamana bagli olarak yapilan enzimatik hidroliz ¢alismasinda 8 saat sonra
parcalanan nisastadan a¢iga c¢ikan indirgen seker orani sabitlenmistir. Calisma
sonunda agiga ¢ikan indirgen seker orani 3.65 mg/mL olup, bu deger 1. saatte agiga
cikan seker orami ile karsilastirildiginda (0.833 mg/mL) 12 saate agiga ¢ikan
indirgen seker orani 4.38 kat daha fazladir. Substrat konsantrasyonu %0.5, 0.75, 1
ve 2 nigasta olarak yapilan ¢alismada, 1 saat siire sonunda enzimatik hidroliz ile
ac1ga ¢ikan indirgen seker oranlari sirasi ile 0.73, 0.74, 0.83 ve 1.16 mg/mL olarak
belirlenmistir. Subsrat konsantrasyonu yariya indiginde agiga ¢ikan indirgen seker
orani %12 diiserken, substrat konsantrasyonu iki katina ¢iktiginda agiga cikan
indirgen seker oran1 %39 artmustir.

Biyogaz iretimi iizerine enzim kullanilmasinin etkisi 37°C sicaklikta
yapilan ¢aligmada 12. giinde enzim bulunmayan kontrol grubunda 3400 mL %55
CHs, %44 CO; gazindan olusan biyogaz iretilmistir. Enzim eklenen deney
grubunda ise 3670 mL %55 CH., %44 CO; gazindan olusan biyogaz tiretilmistir.
Enzim eklemenin iiretilen gaz miktar1 lizerine etkisi 270 mL fazla olup enzim
eklenmesiyle 37°C sicaklikta %7.3 fazla biyogaz iiretimi gergeklesmistir. Biyogaz
iiretimi iizerindeki %7.3’liik farkin yani sira, Sekil 4.13’de goriildiigii gibi enzim
eklenen sistemde biyogazin oOlusum hizi, enzim eklenmeyen sisteme gére daha
hizlidir. Biyogaz iiretimi enzim eklenen sistemde 8. glinde dengeye ulagmis ve

kontrol grubuna gore 4 giin daha kisa siirede biyogaz iiretimi gergeklesmistir.
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1. GIRIS Mustafa KIRSEVEN

1. GIRIS

Biyokimyasal reaksiyonlarda goérev alan metabolizmay1 diizenleyen
biyolojik katalizorlere enzim denilmektedir. Enzimler girdikleri kimyasal
reaksiyonlarin hizin1 degistirip kendileri reaksiyonlardan degisiklige ugramadan
cikarlar. Eski ¢aglardan bu yana enzimler; peynir, maya, bira, sarap ve sirke gibi
gida alaninda kullanildig1 gibi deri ve keten {iretiminde de yaygin olarak
kullanilmaktaydi. Enzim endiistrisi modern biyoteknoloji sayesinde giliniimiizde
hizla gelismekte ve ilerlemektedir. Rekombinant gen teknolojileri enzim iretim
stireclerini  kisaltmus ve ticari olarak enzimlerin kullanimini arttirmistir.
Giintimiizde hayatin her alaninda yer almakta olan enzimler, endistride de yaygin
olarak kullanilmaktadir. Giinlimiizde kullanilan endiistriyel enzimlerin g¢ogu
hidrolitik aktivite gosteren enzimler olup, bunlar arasinda amilaz kullanim orani
%25 ile oldukga yiiksektir. (Sidhu ve ark, 1997; Rao ve ark,1998). Proteazlar, siit
ve siit endiistrisinde yaygin olarak kullanilirken, nigasta, tekstil, deterjan ve
pastacilik alanlarinda amilazlar ve seliilazlar yaygin olarak kullanilmaktadir
(Godfrey ve West, 1996).

Yakit olarak alkol iiretiminde nisastadan fermente edilebilir seker elde
etme icin amilaz kullamlmaktadir. Ozellikle nusir taneleri kullanilarak biyoetanol
tiretiminde amilaz kullanilmaktadir (Zaldivar ve ark., 2001). Yiiksek fruktozlu
musir surubu iretiminde kullanilan amilazlar gida sektoriinde biiyilk Gneme
sahiptirler. Amilazlar nisastay1 oligo-maltodekstrinlere parcalarlar ancak bu islem
icin sicaklik gerekmektedir. Bu nedenle kullanilan enzimin sicaklik ve pH
toleransinin olmasi gerekmektedir (Shaw ve ark., 1999).

Ekstremofilik enzimler endiistriyel alanda kullamim kolayligi, sicaklik,
basing, pH ve tuzluluk gibi ekstrem sartlarda gosterdikleri aktivitelerinden dolay1
endiistriyel alanda kullanimlarda tercih sebebi olmaktadirlar (Aehle, 2007).

Mezofilik enzimlerin kullanim alani oldukg¢a sinirlidir.
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Nisasta bitkisel karbonhidratlar arasinda hayvan ve insani tiikketim amaglh
kullanilan 6nemli enerji kaynaklarindan olup, selillozdan sonra ikinci sirayi
almaktadir. En Onemli nisasta kaynaklari arasinda musir, bugday ve patates

say1lmaktadir (Buchholz ve Seibel, 2008).

1.1. Bitkisel Polisakkaritler

Polisakkaritler dogada en bol bulunan karbonhidratlardir ve enerji
depolama ile bitki hiicre duvarlarinin bilesenlerini olustururlar. PolisakKaritler,
glikozidik baglarla birlestirilmis binlerce monosakkaritten olusan g¢ok biiyiik
polimerlerdir. En bol bulunan ii¢ polisakkarit, nisasta, glikojen ve seliillozdur. Bu
tigtine homopolimerler denir, ¢iinkii her biri tam hidrolizden sonra sadece tek tip
monosakkarit (glikoz) verir. Heteropolimerler (pektin), monosakkaritlere ek olarak
seker asitleri, amino sekerler veya karbonhidrat olmayan maddeler igerebilir.
Polisakkaritler indirgenmeyen karbonhidratlardir ve tadi yoktur (Ochoa-Villarreal
ve ark., 2012).

1.1.1. Nisasta

Misir, bugday, piring gibi tahil irlinlerinin temel karbonhidrat bileseni
olan nigasta, glikoz monomerlerinin a-1, 4-glikozidik baglar ile baglanmis oldugu
bir polimerik yapidir. Insanlar, hayvanlar ve dogada bir¢ok canlinin temel gida
kaynagi olan nisasta onemli bir karbonhidrattir. Bitkiler tarafindan fotosentez
sonucunda sentezlenen nisasta yenilenebilir bir iirlindiir. Nisasta, bitkilerin karanlik
devre reaksiyonlarinda plastidler i¢inde depolanmakta ve baz1 alglerde fitoglikojen
seklinde depolamaktadirlar (El-Fallal ve ark., 2012). Nisasta molekiilleri sulu
¢oOzelti hazirlanarak 1sitildiklarinda  sigmektedirler. Nisasta birgok sanayide
gidalarm temel yapisini olusturdugu gibi kivam arttirici, jellestirici, dolgu
malzemesi ve su tutucu gibi amaglarla yaygin olarak kullanilmaktadir (Mojsov,
2012).



1. GIRIS Mustafa KIRSEVEN

1.1.2. Amiloz

Nisastanin Amiloz yapist a-1, 4-glikozidik baglar ile baglanmis yaklasik
6.000 glikoz molekiiliinden olusur. Nisastanin amiloz yapisi genel olarak nisasta
molekiiliiniin %20-30" unu olusturur. Nisastanin islenmesi sirasinda jelatinize
olmas1 amiloz yapisindan gelmektedir. Iyot ile boyanarak kompleks meydana
getirebilmektedir. Bu sayede nisastamin Kalitatif ve Kkantitatif analizi
yapilabilmektedir (Dona ve ark., 2010). Nisastanin amiloz ve amilopektin yapisi
Sekil 1.1 ve Sekil 1.2.°de verilmistir (El-Fallal ve ark., 2012).

o, 1-4 glveosidic bondy

CH, CHOH CHOH
( —(
@ Lok Ko
O O

OH OH
Sekil 1.1. Nisastanin Amiloz Yapist

1.1.3. Amilopektin

Dallanmig yap1 olan amilopektin yapisi amiloza benzer a-1,4-glikozidik
baglardan olusmus lineer bir yapidir. Ancak yan dallar1 bu lineer yap ile a-1,6-
glukozidik baglar ile baglanarak meydana gelmektedir. Nisastanin amilopektin
yapisi 2.000.000 glikoz biriminden olugsmaktadir. Bu nedenle nisasta molekiilleri
dogadaki en biiylik molekiillerinden biri olarak kabul edilir. Nisasta molekiiliiniin
%75-80" ini olusturmaktadir (El-Fallal ve ark., 2012). Amilopektin yapisi

nisastanin sudaki dispersiyonunu saglayan yapidir. Amilopektin yapisi azaldikga
3
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nisastanin sudaki ¢oziiniirligii artar ve iyot ile boyanmaya baglar (Dona ve ark.,

2010).

CHOH

@)

CHOH CH

3

OH OH
O

OH OH

i, 1-6 glvcosidic bond

i, 1-4 glvcosidic bond

0

CHOH

-_('

OH _
O

OH

Sekil 1.2. Nisastanin Amilopektin Yapisi

1.2. Amilolitik Enzimler

Seliiloz ve nisasta, yeryliziindeki bol bulunan polimerlerdir. Her ikisi de

glikozun farkli sekilde baglanmasi ile polimerlesmis makro molekiillerdir. Nigasta

a-glikozidik baglarla baglanan glikoz monomerlerinden olusurken, seliillozda

glikozun B-glikozidik baglarla baglanmasi ile olugur. Bu nedenle iki polimerik yap1

farkli enzimler ile pargalanabilmektedir. a-Glikozidik hidrolazlarla nisasta ve [-

glikozidik hidrolazlarla seliiloz par¢alanarak monomerlerine ayrilmaktadir.

Nisasta iki farkli temel yapidan olusmaktadir. Bunlardan birincisi dogrusal

zincir seklinde o-1,4-bagh glukanlardan olusan amiloz, ikinci temel yap1 dogrusal

zincire o-1,6 baglariyla baglanmis dallanmis yapi amilopektindir (Ball ve ark.,

1996; Mouille ve ark., 1996). Bu nedenle nisastay1 pargalayan enzimlere amilolitik
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enzimler veya amilazlar denir. Amilolitik enzimler o-amilazlar, B-amilazlar ve
glikoamilazlar olarak {i¢ gruba ayrilirlar.

o-Amilazlar nisasta molekiilinde a-1,4 glikozidik baglari kirarak dekstrin
oligo sakkarit ve glikoz iiretimi saglar. a-amilazlar nisastayr parcalarken kisa
zincirli oligosakkarit olusturur ancak o-amilaz ile nisastanin sakkarifikasyonu
saglanacaksa nisasta molekiiniin sicaklikla suda dagilmasi saglanmalidir. Sicaklik,
nisasta ¢oOzeltisini jelatinize eder ve jelatinizasyon vizkoziteyi arttirirlar.
Viskozitenin diistiriilmesi i¢in a-amilazlar kullanilir ve nisasta molekiillerinin
parcalanmasi saglanir. Bu islemler yiiksek sicaklik gerektiren kosullarda
gergeklestigi i¢in bu amagla termostabil amilazlar kullanilir (Dubnovitsky ve ark.,
2005).

Glikoamilaz (EC 3.2.1.3) a-1,4 ve a-1,6 glikozidik baglar kirarak nisasta
polimerini monomerik glikoza kadar parcalar (Sivaramakrishnan ve ark., 2006).

B-amilaz (EC 3.2.1.2), a-14-glukan baglantilarim1 hidrolize ederek
nisastadan maltoz iiretir. Yiiksek bitki ve tatli patates tohumlari, B-amilazin birincil
kaynaklaridir. B-amilaz meyvelerin olgunlagmasi sirasinda nisastayr maltoza
hidroliz eder ve olgun meyvelerin tatli olmasini saglar. f-amilazin hidrolitik
aktivitesi igin optimum pH 4.0-5.5’ dur. B-amilaz yiiksek maltozlu suruplar
iiretmek i¢in de uygulanir (Sivaramakrishnan ve ark., 2006).

Amilazlar dogada en fazla bulunan enzimlerdendir ve bitkiler, hayvanlar
ile mikroorganizmalar tarafindan sentezlenebilmektedir. Mikroorganizmalardan
mantarlar ve bakteriler amilaz iireten en biiyiilk ana grubu olustururlar. Amilazin
iiretilmesi, yaygin olarak kullanilmasi ve izolasyonu i¢in ektraseliilar enzim iireten
mikroorganizmalar tercih edilmektedir. Bu nedenle ekstraseliilar enzim salgilayan
Aspergillus’lar, bakterilerden aerob Bacillus’lar ve anaerob Clostridium’lar amilaz
tireten miroorganizmalar arasinda en ¢ok bilenenleridir (Parmer ve Pandey, 2012).

Endiistriyel amilaz iiretiminde en yaygimn kullanilan bakteri grubu gram

pozitif hiicre dis1 enzim salgilayan Bacillus’lardir. Basillus’ larin tercih edilmesinin

5
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nedeni, termostabil, alkali veya asidik pH toleranslari, ekstrem termofil 6zelliklerde
olmasi ve kolay tiretilip, kolayca izole edilip kullanilabilir olmasidir (Gurung ve
ark., 2013).

cyclodextrin
glycosyl transferase

cyclodextrin
i glucoamylase/
ol ~limit ol ~glucosidase
dextrin
o-O"O’e | pulfulanase 1f —l
{inear
oligosaccharides
®
glucose maltase c-e & [ezo
maltose and glucose , maltotriose
B~limit-dextrin o9
maltose
O*0\0.9 o
- glucose

linear
oligosaccharides

Sekil 1.3. Nisastanin Enzimatik Parg¢alanmasi (Antranikian, 1991)

Nisastay1 pargalayan bu enzimler arasinda pullunazlar ve izoamilazlar
bulunur ve bunlar pullunan ve amilopektinde bulunan 1,6- baglar1 hidrolize ederek
nisastay1 pargalar (Bertoldo ve Antranikian, 2002). Bu enzimler arasinda en ¢ok
bilineni pullunaz (EC 3.2.1.41) ve izoamilaz (EC 3.2.1.68) enzimleridir. Bu iki
enzim nigsasta sektoriinde yaygm kullanilan diger 6nemli enzimlerdir. Pullunaz
nisasta molekiiliindeki amilopektin ve pullunan yapisina etki ederken izoamilaz ise

amilopektin yapisindaki a-1, 6 baglarini kirar (Sivaramakrishnan ve ark., 2006).
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1.3. Nisastanin Endiistriyel Uygulamalari

Nisastanin endiistride yaygin olarak kullanilmasina neden olan dort ana
fizikokimyasal 6zellik bulunmaktadir. Bunlar, kivam arttirict bir madde olarak
kullanilmasi, jel olusumu, macun olusturma kabiliyeti ve giiclii yapiskan filmler
tiretme kabiliyetleridir. Ayrica, nisastanin diinyanin bir¢ok bolgesinde kolayca
bulunabilen bir hammadde olmasi, onu farkli endiistriyel uygulamalar i¢in ideal bir
hammadde haline getirmektedir. Gida endiistrisinde nisasta, doku ve viskozite
modifiye edici, nem tutucu, jellestirici ve hacim arttirict ajan olarak kullanilir.
Oldukga viskoz olmasina ragmen, kagit endistrisinde oluklu mukavva tiretimi gibi
mekanik uygulamalarda ve tekstil endiistrisinde hasil maddesi olarak
kullanilmaktadir (Haki ve Rakshit, 2003 ; Lowe, 2002).

1.4. Endiistrilerde Mikrobiyal Amilaz Kullanimi

Amilazlar gida, tekstil, deterjan ve kagit endistrilerinde ve nisasta
islemede yaygin olarak kullanilmaktadir. Endiistride nisasta islemede iki ana adim
vardir: stvilagtirma ve sakarrifikasyon. Her iki adim da yiiksek sicaklik gerektirir.
Swvilastirma isleminde, saflastirilmig graniiller ¢6ziiniir ve daha kisa zincir
uzunlugundaki  dekstrinlere  doniistdriiliir.  Sivilastirma  asamasinda  B.
amyloliquefaciens, B. stearothermophilus ve B. licheniformis'ten izole edilen
termostabil amilazlar kullamilir. Bu enzimler yiiksek sicakliklarda aktivite
gosterebilmelerine ragmen, diisik pH’ larda 9.0'un altinda g¢aligmamaktadirlar
(Vielle ve Zeikus, 2001).

Amilazlar diinya enzim pazarmin yaklasik %25' ini olustururlar
(Vaseekaran ve ark., 2010). Mantar ve bakteri amilazlar1 endiistriyel sektorlerde
cok ekonomik olduklart i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Kaur ve ark., 2012 ;
Vaseekaran ve ark., 2010).

Amilaz, deterjan, ekmek, glikoz ve fruktoz surubu, gida, tekstil, biyoetanol

iiretiminde ve kagit endiistrilerinde genis bir uygulama alanina sahiptir (Gurung ve
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ark., 2013). Endiistriyel amaglarin yani sira amilaz, tarim sektorlerinde hayvanlar
i¢in de sindirilebilir yem tiretmek i¢in kullanilmaktadir.

Yiyecek ve icecek endiistrilerinde kullanilan en yaygin amilaz enzimi B -
amilazdir (EC. 3.2.1.2) ve nisastanin maltoz c¢ozeltilerine doniistiiriilmesi saglar
(Hyun ve Zeikus, 1985). B-Amilaz, arpa, tath patates, soya fasulyesi ve bugday gibi
daha yiiksek bitkilerde ve ayrica bazi mezofilik bakterilerde goriiliir. Genel olarak
yapilan ¢aligmalarda belirtilen B-amilazlar termal olarak kararsiz ve ¢ok pahalidir.
Nisastanin biyolojik olarak islenmesinde termostabil ve termoaktif amilaz
kullanilmasi olduk¢a degerlidir. Ciinkii yiiksek sicaklik nisastanin ¢oziiniirliigiini,
viskozitesini azaltir, mikrobiyal kontaminasyonunu sinirlar, reaksiyon siirelerini
azaltir ve uygulama daha ekonomik hale gelir. Bu amagla anaeroblarda Clostridium
thermosulfurogenes termostabil B-amilaz {ireten bakterilerden olup, enzimleri
yiiksek sicakliklarda kullanilabilmektedir (Shen ve ark., 1987).

Giiniimiizde musir kullanilarak yapilan biyoetanol iiretiminde kullanilan
mayalarin nisasta pargalama yeteneklerinin olmamasi nedeniyle biyoetanol
iretiminde nisasta parcalamada amilazlar kullanilmaktadir. Etanol iiretiminde
sivilastirma ve sekerlestirme olarak iki fazli enzim uygulamasi yapilmaktadir (Juge
ve ark., 2006).

Kagit sanayinde piiriizsiiz ylizey elde etmek i¢in kullanilan nisastanin
viskozitesin disiirmek icin, genel olarak a-amilazlar kullanilir (Gupta ve ark.,
2003).

Tekstilde kumasin  boyanmadan oOnce nisastadan  arindirilmasi
gerekmektedir. Ancak nisasta sadece su ile kolayca uzaklagsmadigi igin a-amilaz
enzimleri kullanilarak iplik tizerindeki nisasta uzaklastirilir (Souza ve Magalhaes,
2010).
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1.5. Clostridium Cinsi

Clostridium cinsinin tiyeleri genel olarak Gram pozitif, anaerobik, comak
sekilli bakteriler olup, 1siya dayanikli endosporlar olusturur. 1880 yilinda cinsin
tanimlanmasindan sonra yaklagik 160 tiir tanimlanmistir. Bu tiirlerin %70 ila 80'i
hayvanlara zararsiz saprofitik bakterilerdir. Bununla birlikte 13 tiir patojen olarak
bilinmektedir. Clostridium’lar biyolojik solvent iiretiminde kullanilabilen 6nemli
grup bakterilerdir. Biyogaz, ¢Op gaz sistemlerinde hidrolitik aktivitelerinin yiiksek
olmasindan dolayr oksijenin olmadigi c¢lriitiicii sistemlerde yaygin olarak
bulunmaktadir. C. acetobutylicum, C. beijerinkii, aseton, biitanol ve etanol
iiretiminde soventojenik endiistriyel organizmalar olarak bilinmektedir ve bunlarin

disinda Clostridium’lar arasinda 40 solventojenik bakteri tiirli belirlenmistir.

1.5.1. Clostridium Tiirlerinde Amilolitik Enzimler

C. acetobutylicum ATCC 824 optimun pH 5.6 ve sicakligi 45°C olan o-
amilaz tretilmis ancak asidik ortamlarda calisabilen termalstabilitesi yoktur
(Swamy ve Seenayya, 1996). C. perfringens NCTC 8679 iiretilen o-amilaz
ortamda kalsiyum olmadan pH 6.5 ve 30°C sicaklikta 0.40 U/mL aktivite
gostermistir (Shih ve Labbe, 1995). Swamy ve Seenayya (1996), Clostridium
thermosulfurogenes SV9 tarafindan iretilen ve 60°C sicaklikta aktif pH 7.0’de
optimum aktivite gdsteren oi-amilaz iiretimi gergeklestirmislerdir. Uretilen enzimin
amilaz enzim aktivitesi 0.60 U/mL olarak belirlenmistir. Clostridium
thermohydrosuffuricum, C. acetobutylicum ve C. thermosaccharolyticum dahil
olmak tizere bazi Clostridium'larda glukoamilazlarin varligi belirlenmistir.
Ozellikle, bu bakteriler tarafindan iiretilen glukoamilazlar termostabil olup, bu
enzimlerin 06zelligi a-amilaz aktivitesi olmadan nisastanin hidrolize edilmesini

saglamaktadirlar (Specka ve Mayer, 1993).
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1.6. Calismanin Amaci

Bu caligmanin amaci, Osmaniye ili Kati Atik Diizenli Depolama
Sahasi’ndan alinan ¢6p numunelerinden amilaz enzim aktivitesi gdsteren anaerobik
bakterilerin izolasyonu, tanimlanmasi, bu bakterilerden enzim tiretimi ve iiretilen
enzimin sicaklik, pH ve substrat konsantrasyonu karsisindaki aktiviteleri ve

enzimin biyogaz iiretimi iizerine etkisinin belirlenmesidir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Spyridon ve ark., (2019) patates kabuklarindan anaerob biyogaz iiretimi
gerceklestirmisler, patates kabugu ve inek giibrelerinin birlikte kullanimi ile 237.4
mL CHa. / g VS, patates kabuklarinin tek basina kullanilmasi ile metan veriminin
217.8 mL CH4 / g VS oldugu belirlenmistir. Patates kabuklarinin 60:40 biiyiikbag
hayvan giibresi ile karistirilmasi ile metan verimini % 10 oraninda arttig1, ek
olarak, patates kabuklarina uygulanan 6giitme ve asit hidrolizi, sirasiyla 260.3 ve
283.4 mL CH.ig VS olarak metan miktarinin arttirllmasinda faydali oldugu
belirlenmistir, islenmemis patates kabuklarina kiyasla 6n islem uygulamalarinin
biyogaz liretiminde metan miktarimin sirasiyla %9 ve %17 oraninda artmasimi
saglamustir.

Liaqurat ve ark., (2015) organik atiklarin anaerobik parcalanmasinda
biiyiik bag hayvan giibresinin sebze, meyve atig1 ve siirekli karigik tarimsal atiklar
ile calisan anaerobik ciiriitiiciden oa-amilaz {reten bakteri izolasyonu
gergeklestirmisler ve bu bakterilerden amilaz pozitif sonug veren en iyi iki tanesi
Bacillus subtilis (RAS™) ve Clostridium perfringens (RAS*) olarak tanimlanmus,
bu bakterilerden izole edilen amilazin pH 7.0 ile pH 9.0 arasinda ve 37 °C ila 45 °C
arasindaki sicakliklarda c¢alistigi belirtilmistir. Clostridium perfringens’den izole
edilen enzimin mezofilik olarak ¢alistig1, Bacillus subtilis (RAS™) igin maksimum
enzim aktivitesinin pH 8.0 'de 25.13 U / mL oldugunu belirtilmistir.

Kolb, (2015) anaerobik giiriitiiciide atiksu ¢amuruna hidrolitik enzim
ilavesinin 37°C mezofilik sicaklik araliginda metan olusumuna etkisini
incelemistir. Atiksu aritma tesisi gamurunun metan potansiyeli 319 mL CH4 g
iken, Micropan Biogaz enzimleri eklenerek metan potansiyeli %8 artt1 (339 + 11
mL CH, g OS™). Novozymes enzimleri ilave edildikten sonra artis %45'ti (455 +
28 mL CH4 g OS?) olarak belirtilmigtir. Biyogaz sistemlerine enzim ilavesi

durumunda hidroliz katsayilar1 kontrol grubu reaktorlerine gore yiikselmis, enzim

11
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uygulamasinin iretilen gaz miktar1 ile maliyeti karsilastirilmis, enzim ilavesinin
maliyet ¢gikarildiktan sonra %8 daha yiiksek metan iiretimi oldugu belirtilmistir.

Lipinski ve Umiejewska, (2017) organik atiklarin fermantasyonunda
enzimatik hidroliz isleminin uygulanmasinin biyogaz {iretiminin verimliligin
lizerine yapilan arastirmada pilot 6l¢ekli biyogaz sisteminde amilaz, lipaz ve
proteaz kullanilmistir. Kullanilan %10 enzim dozunun {iretilen biyogaz miktar
iizerindeki etkisini kullanilan organik atigin kg basina %48 daha fazla gaz verdigi,
artan enzim konsantrasyonun istatistiksel olarak gaz verimi {izerinde anlamli bir
artis saglamadigi, optimum enzim konsantrasyonunun %10, ¢alisma sicakliginin
35°C mezofilik ve 29 giin alikonma zamani olarak belirtilmistir.

Dubrovskis ve ark., (2019) biyogaz iretimi i¢in tarimsal artiklardan
peletlenmemis saman kullanilmig, ancak saman kullanimiyla karbon azot iliskisinin
onemli oldugunu belirtmistir. Anaerobik sindirim siirecini iyilestirmek igin g¢esitli
katki maddesi olarak a-amilaz ve ksilanaz enzimlerinin (Metaferm ve Melafen)
karigimmin ~ biyogaz prosesine etkisi  belirlenmistir.  Mezofililk  olarak
gerceklestirilen (38°C) 16 biyoreaktoriin 14 kati pelet ile doldurulmus ikisi kontrol
icin sadece inokuliim ¢amuruyla doldurulmustur. Katki madde icermeyen kontrol
sisteminde biyogaz verimi ¢oziinmiis organik madde (COM) basina belirlenmis, 34
giinliik anaerobik sindirimden sonra 0.655 L g-1COM ve metan 0.301 L g-1COM
olarak belirlenmis. o-Amilaz eklenmis saman peletlerinden olusan sistemin
biyogaz verimi, 0.652 Lg-1COM ve metan 0.318 Lg-1COM olarak belirlenmis,
Ksilanaz ilave edilmis saman peletlerinden biyogaz verimi, 0.689 L g-1COM ve
metan 0.347 L g-1COM olarak belirlenmistir. Metaferm ve Melafen karigimi
eklenmis saman peletlerinden biyogaz verimi, 0.638 L g-1COM ve metan 0.254 L
0-1COM olarak belirlenmistir. Calismada enzim ilavesinin metan iiretimini
arttirdigi belirtilmistir.

Tran ve ark., (2010) aseton biitanol ve etanol iiretiminde yiliksek amilaz
aktivitesi olan Bacillus subtilis WD 161 bakterisi ile Clostridium butylicum TISTR

12
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1032 bakterisi kullanilmis ve nigastadan Aseton biitanol ve etanol iiretimi (ABE)
gerceklestirilmistir. Saf kiiltiir olarak Clostridium butylicum TISTR 1032 bakterisi
kullanildiginda elde edilen sonuglar, karisik kiiltlir olarak ortamda anaerobik
sartlar1 saglamak igin azot gazi ge¢irmeden ve indirgeyici ajan kullanmadan
yapilan fermantasyon isleminden alinan sonuglar karsilagtirildiginda karisik kiiltiir
ortaminda amilaz aktivitesinin 10 kat arttig1 ve ABE iiretimini nisastadan 5.4 ve
cassava nisastast i¢inde 6.5 kat arttirdifi belirtilmistir. Bu calismada anaerob
sistemlerde anaerob sartlar saglamak i¢in kullanilan maliyetli yontemler yerine
aerobik Bacillus bakterilerinin anaerobik Clostridium bakterilerinin yanina
yardimci kiiltiir olarak eklenmesinin hem iiriin artisinda hemde ekonomik agidan
avantajli oldugunu belirtmislerdir.

Lolasi ve ark., (2018) tatli sorgun saplarindan amilaz Nesterenkonia,
kullanilarak iiretilmis ve enziminin aktivitesi 73.3 U / mL olarak belirlenmistir.
Enzim iiretilirken sap hidrolizatlarina sorgun tane ilave takviyesi ile %67 daha
yiikksek amilaz tretimi gergeklesmistir. Enzim {iretilirken ortama biyo uyumlu
yiizey aktif Tween 20 ve Tween 80'in (0.1 g / L) eklenmesi ile enzim aktivitesi
sirasiyla 93 ve 97 U / mL'ye yiikselmistir. Elde edilen ham enzim, hem tanen
igeren hem de tanen igermeyen sorgun tanelerinden (%6) etanol iiretimi siirecinde
kullanilmig ve sirasiyla 17.7 ve 17.0 g/ L biyoetanol iiretimi saglanmigtir.

Odrell  ve ark., (2016) enerji iretimi amagli biyogaz tesislerinde
verimliligi arttirmak i¢in enzim uygulamalarinin etkisi belirlenmis, ortama eklenen
enzimlerin anaerobik biyogaz sistemlerinde kalma siiresi 24 saatten daha az oldugu
bunun nedeninin enzimlerin protein yapida olmasi ve ortamda bulunan proteazlarin
enzimleri par¢alanmasindan ileri geldigi belirtilmektedir. Biyogaz denemelerinde
%1'lik bir karisimla kullanilan subtulisin enzimi %37 oraninda biyometan
iiretiminde artis saglamistir. Enzim konsantrasyonunun arttirilmasi biyogaz
verimini arttirmamustir. Biyogaz sistemlerinde ¢alisabilecek enzimlerin {iretilmesi

gerektigi belirtilmistir.
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Rama Mohan Reddy ve ark., (1999) siirfaktanlardan Triton X-100,
CHAPS, Tween-80 ve sodyum taurokolatin Clostridium thermosulfurogenes SV2
kiiltiiriinde termostabil amilaz tretiminde kullanimi aragtirilmig, 18 saat {iremis
kiiltiire eklenen siirfaktanlarin enzim tiretimini indiikledigi, 1.0 mM Triton X-100,
0.1 mM CHAPS, 0.1 mM Tween-80 ve 0.1 mM sodyum taurokolat uygulanan
kiiltiirde yapilan kontrolde sirasiyla %140, %34, %88 ve %28 daha fazla a-amilaz

iiretilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Kat1 Atik Ornekleri

Calismada izole edilen, amilaz aktivitesi olan bakterilerin izole edildigi
katt atik oOrnekleri Osmaniye ili Kati Atk Diizenli Depolama Sahasi’ndan
alinmustir. Ekskavator ile kazi yapildigi sirada ¢op tizerinden 4-5 m derinlikten
almmis Ornekler, agz1 kapali contali plastik kutular icinde laboratuvara
getirilmistir.

Calismada kullanilacak biyogaz as1 iiretim ornekleri ayni tesisten biyogaz
toplama borularindan akan sizinti sularindan anaerobik kosullar1 koruyarak, 250

mL agz1 kapali siselerle alinip laboratuvara getirilmistir.

3.1.2. RCM Agar (Reinforced Clostridial Medium)
Calismalarda enzim tiretmek i¢in Clostridium cinsi  bakterilerin

izolasyonunda kullanilmigtir (Gibbs ve Hirsch, 1956).

Bilesimi g/L
Et Peptonu 10
Et oziiti 10
Maya 3
Nisasta 1
D(+)Glukoz 5
L-Sistein 0.5
NaCl 5
Sodyum Asetat 3
Amonyum Demir 111 Sitrat 0.5
Agar 15
Distile su 1000 mL
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Besiyerinin pH'st 7.5'a ayarlandiktan sonra agar eklenip otoklavda
121°C'de 15 dakika steril edilmistir. Besiyerine oksijen difiisyonunu engellemek
icin otoklavdan ¢ikarilan besiyerleri anaerobik kabinde %20 CO. ve %80 N>

atmosferinde sogumaya birakilmistir.

3.1.3. Brewer Anaerobik Agar
Anaerobik bakterilerin {iretilmesinde ve stok kiiltiirlerde kullanilmistir

(Anonymous, 1978).

Bilesimi g/L
Kazein Peptonu 10
Soya peptonu 5
Maya 5
L-Sistein 04
D(+)Glukoz 10
NacCl 5
Na-thioglukolat 2
Metilen Mavisi 0.002
Agar 17
Distile Su 1000 mL

Besiyerinin pH'st 7.0'ye ayarlandiktan sonra agar ilave edilip eritilir ve
otoklavda 121°C'de 1.2 atm basingta 15 dakika steril edilmistir. Besiyerinin pH's1
7.5'a ayarlandiktan sonra agar eklenip otoklavda 121°C'de 15 dakika steril
edilmistir. Besiyerine oksijen difiiSyonunu engellemek i¢in otoklavdan ¢ikarilan
besiyerleri anaerobik kabinde %20 CO, ve %80 N atmosferinde sogumaya

birakilmistir.
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3.1.4. Amilaz Besiyeri
Clostridium cinsi bakterilerden enzim izolasyonunda kullanilmustir. 15 g/L

agar eklenerek petride amilaz aktivitesi belirlenmistir (Sleat ve ark., 1984).

Bilesimi a/L
K2HPO,.3H20 1
NH.CI 1
KCI 0.5
MgS0O,.7H.0 0.5
L-Sistein 0.15
Triptikaz 0.5
Maya Oziitii 0.5
Nisata 5
Resasurin 0.001
Distile Su 1000 mL

Besiyerinin pH'st 7.5'a ayarlandiktan sonra agar eklenip otoklavda
121°C'de 15 dakika steril edilmistir. Besiyerine oksijen difiisyonunu engellemek
icin otoklavdan c¢ikarilan besiyerleri anaerobik kabinde %20 CO: - %80 N

atmosferinde sogumaya birakilmistir.
3.1.5. Amilaz Kullaniminin Biyogaz Uretimine Etkisi

Biyogaz aktivitesi i¢in temel besiyeri olarak sentetik selilloz besiyeri

nisastali olarak modifiye edilmis ve kullanilmigtir (Sagnak ve ark., 2011 ).
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Bilesimi g/L
Nisasta 10
MgSO4+7H20 0.25
K2HPO4 1
KH2PO4 1
L-cysteine HCI.H,O 0.1

Besiyerinin pH'st 7.0 ayarlandiktan sonra anaerobik kabinde %20 CO; -
%80 N> atmosferinde i¢inden 1 dakika saf azot gecirilerek ¢oziinmiis oksijenin

uzaklastirilmas1 saglanmig ve sonra biyogaz sistemine beslemesi yapilmistir
(Sagnak ve ark., 2011 ).

3.1.6. Sodyum Fosfat Tamponu ( 100 mM, pH 7.0)
Izole edilen enzimin dolapta saklanmasi icin tampon ¢ozelti olarak

kullanilmigtir (Srivastava, 1987).

3.1.7. Dinitro Salisilik Asit Cozeltisi (DNS)

Enzim aktivitesinin belirlenmesinde ve enzimatik reaksiyon sonucu agiga
¢ikan indirgen seker tayini i¢in kullanilmugtir.

DNS ¢ozeltisi 1 g DNS tartilarak 50 mL distile su igerisinde ¢oziliir,
tizerine 30 g K-Na-Tartarat ve 20 mL, 2M NaOH eklenerek, manyetik karistiricida
¢ozlinene kadar karigtirthir ve son hacim 100 mL olana kadar saf su ilave edilir
(Miller, 1951).

3.1.8. Sitrat Tamponu
Izole edilen amilaz enziminin pH aktivitesinin belirlenmesinde pH 3.0-5.0
arasindaki aktiviteyi belirlemek kullanilmistir. Tampon ¢dzeltinin hazirlanmasinda

cozelti A 0.2M sitrik asit ve ¢ozelti B 0.2M NaHPO.4.7H,O stok c¢ozeltileri
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hazirlanarak istenilen pH degerleri i¢in uygun karisimlar Cizelge 3.1°¢ gore

hazirlanmigtir (Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 3.1. Sitrat Tampon Cozeltisi

pH Cozelti A mL Cozelti B mL Saf sumL
4.0 24.3 25.7 50
4.5 21.0 29.0 50
5.0 17.9 321 50

3.1.9. Sodyum-Fosfat Tamponu

Izole edilen amilaz enziminin pH aktivitesinin belirlenmesinde pH 6.0-8.0
arasindaki aktiviteyi belirlemek kullanilmistir. Tampon ¢6zeltinin hazirlanmasinda
cozelti A 0.2M NaH»PO, ile ¢ozelti B 0.2 M NaHPO..7H>O stok c¢ozeltileri
hazirlanarak istenilen pH degerleri icin uygun karisimlar Cizelge 3.2°’ye gore

hazirlanmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 3.2. Fosfat Tamponu Co6zeltinsin Hazirlanmasi

pH Cozelti A mL Cozelti B mL Distile Su mL
6.0 87.7 12.3 100
6.5 68.5 315 100
7.0 39.0 61.0 100
7.5 16.0 84.0 100
8.0 5.3 94.7 100
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3.2. Metod
3.2.1. Anaerob Bakterilerin izolasyonu

Caligmada amilaz enzim aktivitesi gdsteren anaerob bakterilerin
izolasyonunda kullanilacak olan 6rnekler Osmaniye Kat1 Atik Diizenli Depolama
Sahasi’ndan anaerobik sartlar korunacak sekilde, su 6rnekleri agzi kapali siselerde
ve kati ¢Op numuneleri agzi silikon contali plastik kap icinde laboratuvara
getirilmistir.

Laboratuvarda bakteri izolasyonu yapilmadan once Ornekler icindeki
metanojen bakterilerin 6ldiiriilmesi ve sporlu bakterilerin kalmasi i¢in bir spatiil
(yaklasik 1 g) numune cam tiip iginde 10 mL anaerob besiyerine konularak
80°C’de 10 dakika 1s1l 6n isleme maruz birakilmistir. Bu 1s1l 6n isleme maruz
birakilan numuneler steril edilmis 100 mL RCM siv1 besiyerine anaerobik ekim
kabini i¢inde ekimleri yapilmis ve siseler 37°C ve 55°C sicaklikta inkiibe edilmistir
(Gibbs ve Freame, 1965). 12-15 giin boyunca inkiibe edilen 6rneklerden RCM kati
besiyerine tek koloni diisecek sekliyle dzeyle ekim yapilmistir. Ekim sonrasinda
kat1 besiyeri tizerine 40°C’ye kadar sogutulmus RCM agardan 2. kat bir besiyeri
daha dokiilmiistiir. Ornekler 37°C ve 55°C sicaklikta koloni olusumu gériiliinceye
kadar inkiibe edilmistir. Tek diisen kolonilerden stok kiiltiirler Brewer Agar' da

yapilmistir (Anonymous, 1978).

3.2.2. Enzim Aktivitesi

Enzim aktivitesinin  belirlenmesi i¢in anaerob nigastali besiyeri
kullamlmustir. Izole edilen bakteriler nisasta agara ¢izgi ekim yapilarak Anareobik
jarda 37°C ve 55°C' de 3 giin inkiibe edilmistir. Amilaz aktivitesi iyot ile
boyanarak belirlenmis ve ekim c¢izgisi etrafinda goriilen seffaf zon pozitif olarak
degerlendirilmistir.

Amilaz aktivitesi gosteren bakteriler BD Crytal anaerobik bakteri

identifikasyon test kitleri kullanilarak tanimlanmustir.
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3.2.3. Enzim Uretimi ve izolasyonu

Enzim {iretimi i¢in amilaz sivi besiyeri kullamilmistir. Amilaz pozitif
olan ve en iyi zon capmin oldugu bakteri kullanilarak enzim iiretimi 37°C
sicaklikta gerceklestirilmistir. 5 giin sonra inkiibe edilen 6rnek 9000 rpm’de +4°C
sicaklikta 30 dakika santrifiij edilerek siipernatant toplanip temiz bir cam siseye
almmustir. Siipernatant iizerine daha 6nceden -33°C’de sogutulmus etanol yavas
yavas ilave edilerek alkol presipitasyon yontemi ile enzim izole edilmistir (Sleat ve
ark., 1984). Cozelti 24 saat boyunca -33°C’de bekletilmis, tiim 6rnek 9000 rpm’de
+4°C 30 dakika santrifiij edilmis pellet toplanarak pH 7.0 fosfat tamponuna
almmis buzdolabinda +4°C sicaklikta muhafaza edilmistir. Fosfat tamponunda
toplanan ornekler diyaliz membrani kullanilarak (Seliiloz diyaliz tiipi, Sigma D-
9777) +4°C sicaklikta diyaliz edilmistir. Diyaliz sonrasi oOrneklerin amilaz
aktivitesi %1 nisasta ¢ozeltisinden alinan 0.5 mL numune {izerine 0.5 mL enzim
eklenerek 40°C sicaklikta 1 saat bekletilip tizerine DNS eklenerek ¢ozeltinin

renginin kiremit kirmizi renge doniisiip doniismedigi gézlenmistir.

3.2.4. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Izole edilen enzimin aktivitesinin belirlenmesi i¢in enzimden 0.5 mL ve
%1 nisasta ¢ozeltisinden 0.5 mL alinarak caligmada denenen sicaklik ve pH
kosullarinda bir saat inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonrasinda iizerine 3.0 mL
DNS ayiract konularak kaynar su banyosunda 5 dakika kaynatma islemi
gergeklestirilmistir. Kaynatma isleminden sonra ornekler oda sicakligina kadar
sogutulmus ve spektrofotometrede kore karst 550 nm dalga boyunda okunmustur.
Kor olarak 0.5 mL tampon-nisasta ¢ozeltisi ve 0.5 mL destile su kullanilmistir
(Shanmughapriya ve ark., 2009).

Caligmalarda hesaplama igin kullanilan standart egri glikoz substrat

olarak kullanilmis ve hazirlanmistir. Sekil 3.1°deki standart egrinin regresyon
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analizinden y=2.9819x-0.4704 denklemi elde edilmis ve r degeri 0.997

bulunmustur. Tiim ¢aligmalarda bu egriden elde edilen denklem kullanilmustir.

1 7
=

0 0,2 04 06 0,8 1 172
Glikoz (g/L)

Absorbans (540 nm)

Sekil 3.1. Glikoz Standart Egrisi

3.2.5. Enzim Aktivitesi Uzerine pH Etkisi

Caligmada izole edilen enzimin aktivitesi iizerine pH etkisinin pH 4.0’de
sitrat tamponu, pH 6.0-8.0 arasinda Na-Fosfat tamponlar: kullanilarak pH 4.0-8.0
arasinda belirlenmistir.

Her bir pH degeri igin tampon i¢inde %1 nisasta ¢6zeltisi hazirlanmistir.
Aktivite tayini i¢in izole edilen 0.5 mL enzim ve farkli pH’daki substrat
¢oOzeltilerinden tiiplere 0.5 mL almman O&rnekler farkli sicakliklarda sicak su
banyosunda 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda DNS ile indirgen

seker analizi yapilmigtir (Shanmughapriya ve ark., 2009).
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3.2.6. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Caligmada izole edilen enzimin aktivitesine sicakligin etkisi 30°C, 40°C,
50°C, 60°C, 70°C ve 80°C sicakliklarda belirlenmistir.

Her bir sicaklikta yapilan denemeler, pH 4.0-8.0 arasinda tampon ¢ozelti
icinde hazirlanan %1 nisasta c¢ozeltisinden 0.5 mL ve 0.5 mL enzim karigimi
hazirlanarak tiiplerde 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C ve 80°C sicakliklarda su
banyosunda 1 saat inkiibe edilerek edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda DNS ile

indirgen seker analizi yapilmistir (Shanmughapriya ve ark., 2009).

3.2.7. Zamana Bagh Enzimin Aktivitesi

Calismada izole edilen enziminin zamana bagli aktivitesi enzimin
optimum c¢alistig1 sicaklik olan 30°C ve pH 6.0°da gergeklestirilmistir. Tampon
¢Ozeltisi i¢inde hazirlanan %1 nisasta ¢ozeltisinden 0.5 mL ve enzimden de 0.5 mL
aliarak hazirlanan tiipler sicak su banyosunda 0-12 saat siire ile inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda her tiip belirli zaman araliklarinda alinarak DNS ile

enzim aktivitesi belirlenmistir (Shanmughapriya ve ark., 2009).

3.2.8. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonun Etkisi

Caligmada izole edilen enziminin aktivitesi {izerine substrat
konsantrasyonunun etkisi enzimin optimum ¢alistigi sicaklik olan 30°C ve pH
6.0’de belirlenmistir. Tampon ¢6zeltisi iginde hazirlanmis %0.5, %0.75 %1 ve %2
nisasta ¢ozeltisi substrat olarak kullanilmig ve 0.5 mL substrat 0.5 mL enzim
alinarak hazirlanan tiipler sicak su banyosunda 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda Orneklerdeki enzim aktivitesi DNS yontemi ile belirlenmistir

(Shanmughapriya ve ark., 2009).
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3.2.9. Enzimin Biyogaz Verimliligi Uzerine Etkisi

Caligmada izole edilen ve optimum c¢alisma sartlar1 belirlenen enzimin
biyogaz sistemlerinde kullamlabilirliginin belirlenmesi i¢in laboratuvarda
hazirlanan batch kiiltiir biyogaz sisteminde belirlenmistir. Biyogaz {iretiminde
kullanilacak mikrobiyal as1 kiiltiri Osmaniye Kati Atik Diizenli Depolama
Sahasi’ndan alian sizint1 suyu 6rnekleri ile hazirlanmistir. Laboratuvarda 5 L agzi
kapali cam reaktorlerde gerceklestirilen batch biyogaz ¢aligsmalarinda sentetik
nisastali besi ortami kullanilmistir. 37°C sicakliklarda yapilan ¢aligmalarda sisteme
izole edilen enzimden 30 mL eklenmistir. Kontrol grubuna nisastali sentetik besi
ortami eklenmis ancak enzim eklenmemistir. 5 giinliikk inkiibasyon boyunca ¢ikan
gaz miktarlar1 kiimiilatif olarak toplanip biyogaz olusum miktarlar1 belirlenmistir

(Sagnak ve ark., 2011).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bakteri izolasyon Sonuclar

Calismada Osmaniye Kat1 Atik Diizenli Depolama Sahasi’ndan alinan ¢op
orneklerinden amilaz pozitif 6 anaerob bakteri izole edilmistir. Kat1 atik diizenli
depolama sahasi, evsel atiklardan biyogaz {iretim yapilan kentin atiklarinin
toplandig1 depo sahasidir. Sahaya gelen ¢opler icinde bol miktarda evsel icerikli
nigasta kaynakli atik gelmektedir. Sahada biriken ¢Opler mikroorganizmalar
tarafindan pargalanarak su, metan, karbondioksit ve organik asitlere kadar
parcalanmaktadir. Sahanmn siirekli ¢O6p almasi disardan sahaya siirekli
mikroorganizma taginmasina neden olmaktadir. Bu g¢alismada sadece anaerob
sporlu bakterilerin izole edilmesi ve metanojen bakterilerin elemine olmasi i¢in
ornekler 80°C’de 10 dakika 1s1l islenme tabi tutulmustur. On 1s1l isleme tabi tutulan
ornekler 37°C ve 55°C sicakliklarda anaerobik ortamda inkiibe edilmis, 37°C ve
55°C sicaklikta inkiibe edilen ortamda 9-12 giin sonra renk degisimi ve lireme
gozlenmistir.

37°C ve 55°C sicaklikta iiremenin oldugu bu ortamlardan alinan 6rnekler
kat1 besiyerine ekilerek petride tek diismiis kolonilerden stok kiiltiirler
hazirlanmigtir. Calismada toplamda 6 bakteri izole edilmis bunlardan 4 tanesi
55°C’de 2 tanesi 37°C’de iiremistir. izole edilen bu bakterilerden kat1 besiyerinde
amilaz aktivitesi gosteren 2 tanesi 37°C’de {iiremis, 55°C sicaklikta iireyen
bakterilerde amilaz pozitif bakteri tespit edilememistir. 37°C’de iireyen bu
bakterilere gram boyama yapilmis, her ikisininde gram pozitif ¢omak olduklari
belirlenmistir (Sekil 4.1). Iki bakterinin spor boyama sonucunda sporlu oldugu
belirlenmistir. Bakteriler BD Anaerob bakteri tanimlama test kitleri kullanilarak
tanimlanmig ve bakterilerden bir tanesi Clostridium acetobutylicum olarak digeri
Clostriudum sp. olarak tanimlanmustir. Calismalarda amilaz enzim aktivitesinde

daha biiyiik zon ¢ap1 veren Clostriudum sp. kullanilmustir.
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Sekil 4.1. Amilaz Aktivitesi Olan Clostriudum sp. Gram Boyama

by s s

Anaerob bakterilerden Clostridium’lar gram pozitif, ¢omak ve spor
olusturma 6zelligi olan bakterilerdir. Dogada ayristiricilar arasinda yer alan bu
bakterilerin vejetatif formlari oksijene hassas olup spor formlari uzun yillar
toprakta kalabilmektedir. Clostridium’lar dogadaki kompleks organik bilesikleri
parcalayarak su, karbondioksit, alkoller ve organik asitlere kadar indirgemektedir

(Angelidaki ve ark.,2011).

4.2. Enzim izolasyonu ve Enzim Aktivite Sonuclar

Calismada izole edilen ve 37°C’de amilaz pozitif olan bakterilerin amilaz
aktivite testleri nisastali kati besiyerinde belirlenmistir. Cizgi ekimler yapilan
nisastali kat1 besiyeri iyot buhari ile boyanmig ekim ¢izgisi etrafinda olusan seffaf
zon enzim Uretimi bakimindan pozitif olarak kabul edilmistir. Petride amilaz
aktivitesi gozlenen Clostriudum sp. olarak tanimlanan susun ekim ¢izgisi etrafinda
olusan zon ¢apt 18 mm olarak belirlenmistir. Clostridium acetobutylicum
bakterisinin olusturdugu zon ¢apit 10 mm olup ¢alismalarda enzim iiretimi i¢in
Clostriudum sp. susu kullanilmigtir. Sekil 4.2°de Clostriudum sp. nigastali

besiyerinde gosterdigi enzim aktivitesi verilmistir.
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Aktivitesi

ENE -t .
Sekil 4.2. Clostriudum sp.” in Nisastali Besiyerinde Enzim

Clostriudum sp. kullanilarak amilaz besiyerinde enzim tiretimi yapilmistir.
Amilaz besiyerine 5 g/L nisasta karbon kaynagi olarak eklenmis ve enzim
iiretiminde kullanilmistir. Anaerobik sartlarda 37°C sicaklikta gerceklestirilen
enzim iiretimi i¢in bakteri 5 giin inkiibe edilmistir. Enzim {iretimi sirasinda kiiltiir
ortami her giin elle en az bir kere g¢alkalanarak ¢oken bakterilerin besiyerine
dagilmasi saglanmigtir. 5. giin sonunda enzim izolasyonu i¢in besiyeri santrifiij
edilip siipernatant soguk alkol ile c¢Oktiiriilerek enzim izolasyonu
gergeklestirilmistir.

Santrifiij ile toplanarak alinan enzim fosfat tamponunda pH 7.0°de
cozdiiriiliip +4°C sicaklikta saklanmistir. Enzim diyaliz tiipli kullanilarak +4°C
sicaklikta 24 saat fosfat tamponunda pH 7.0’de diyaliz edilmistir. Diyaliz edilen
ornekler toplanarak enzimatik ¢aligmalarda kullanmak iizere +4°C’de saklanmistir.

izole edilen amilaz enziminin aktivitesi %] nisasta ¢ozeltisi kullanilarak
analiz edilmistir. DNS ¢ozeltisinde meydana gelen kirmizi renk degisimi enzim

aktivitesinin oldugunu gostermistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Uretilen Enzimin Aktivite Testi

4.3. Sicaklik ve pH’1n Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Anaerobik amilazlarin sicaklik hassasiyeti oldugu bilinmektedir. Sicaklik,
enzimlerin sadece g¢aligsmasi iizerine etkili olmayip enzimin yapisini da etkileyen
fiziksel bir parametredir. Bir¢ok ¢alismada optimum sicaklik veya pH bulunup bu
optimum sicaklik veya pH kosulunda degiskenler degistirerek ¢alismalar
yapilmaktadir. Bu calismada izole edilen amilaz enziminin sicaklik aktivitesi
belirlenirken enzim aktivitesi {izerine diger bir parametre olan pH’inda etkisi ayni
anda belirlenmigtir. Bu amagla c¢aligmada aktivitesi belirlenirken ¢aligmada
kullanilan her sicaklik degerinde enzimin aktivitesi pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 ve 8.0°de
calisilmistir. Boylece pH ve sicaklik arasindaki iliski ve optimum ¢alisma kosullari

belirlenmistir.
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4.3.1. 30°C Sicakhikta Enzim Aktivitesi

Calismada kullanilan bakterinin iireme sicakligi 37°C olup mezofiliktir.
Bakteriden izole edilen enzimin sicaklik toleransi bakterinin yasadigi
sicakliklardan farklilik gosterebilir. 30°C sicaklikta pH 4.0-8.0 arasinda izole

edilen enzimin aktivite sonuglar1 Sekil 4.4’de verilmistir.

&3]

o
[=1]

(]

w

IndirgenSeker (mg/mL)

pH
Sekil 4.4. 30°C Sicaklikta pH 4.0-8.0 Arasinda Enzim Aktivitesi

Yapilan sicaklik denemeleri i¢inde 30°C sicaklik enzim aktivitesinin en iyi
oldugu sicaklik olarak belirlenmistir. Enzim aktivitesi bu sicaklikta pH’a bagh
olarak degisiklik gdstermis ve maksimum enzim aktivitesinin oldugu pH degeride
6.0 olarak belirlenmistir. pH 4.0, 5.0, 7.0 ve 8.0 de enzim aktivitesi diigiik olup, pH
6.0’daki aktivite degeri ile karsilastirildiginda pH 6.0’ya gore pH 4.0, 5.0, 7.0 ve
8.0’de sirasi ile %16, %14.7, %19 ve %27 daha disiik aktivite belirlenmistir.
Yiksek pH ve diisik pH degerleri enzim aktivitesini diisiirmekte izole edilen
enzimin c¢alisma pH aralii zayif asidik ve notral pH degerleri oldugu

goriilmektedir.
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4.3.2. 40°C Sicaklikta Enzim Aktivitesi

Bu galismada izole edilen enzimin 40°C sicaklikta pH 4.0-8.0 arasinda
enzimin aktivite sonuglar1 Sekil 4.5’de verilmistir. Yapilan sicaklik denemeleri
icinde 40°C sicaklik enzim aktivitesinin 30°C’ye biraz diiiis gosterdigi bir sicaklik
degeri olup bu sicaklikta enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH degeri 7.0
olarak belirlenmistir. pH 4.0, 5.0, 6.0 ve 8.0 de enzim aktivitesi diisiik olup, pH
7.0’deki aktivite degeri ile karsilastirildiginda pH 7.0’ye gore pH 4.0, 5.0, 6.0 ve
8.0’de sirasi ile %18.3, %12, %3 ve %18.6 daha diisiik aktivite belirlenmistir.

J
J

C

(=)
o

(=]
(%2}

(=)

(=)

indirgenSeker (mg/mL)
(&)
[¥]

(=)
[

Seki
I 4.5. 40°C Sicaklikta pH 4.0-8.0 Arasinda Enzim Aktivitesi

Enzimin en 1iyi aktivite gosterdigi 30°C sicaklikta ve pH 6’daki aktivitesi
ile 40°C sicaklikta ve pH 7’deki aktivitesi karsilastirildiginda enzim 30°C’ye gore
40°C’de %30.6 daha diisiik aktivite gostermistir.
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4.3.3. 50°C Sicakhikta Enzim Aktivitesi

Enzimin 50°C sicaklikta pH 4.0-8.0 arasinda gosterdigi aktivite sonuglar
Sekil 4.6°de verilmistir. Yapilan sicaklik denemeleri iginde 50°C sicaklik enzim
aktivitesinde 30°C’ye gore diisiis oldugu goriilmiis olup bu sicaklikta enzimin
maksimum aktivite gosterdigi pH degeri 7.0 olarak belirlenmistir. pH 4.0, 5.0, 6.0
ve 8.0 de enzim aktivitesi diisik olup, pH 7.0’deki aktivite degeri ile
karsilastirldiginda pH 7.0’ye gore pH 4.0, 5.0, 6.0 ve 8.0°de sirast ile %19.3,
%17.6, %5 ve %25 daha diisiik aktivite belirlenmistir.
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Sekil 4.6. 50°C Sicaklikta pH 4.0-8.0 Arasinda Enzim Aktivitesi

Enzimin en iyi aktivite gosterdigi 30°C sicaklikta ve pH 6.0’daki aktivitesi
ile 50°C sicaklikta ve pH 7.0°deki aktivitesi karsilastirildiginda enzim 30°C’ye
gore 50°C’de %35 daha diisiik aktivite gostermistir.
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4.3.4. 60°C Sicakhkta Enzim Aktivitesi

Enzimin 60°C sicaklikta pH 4.0-8.0 arasinda gosterdigi aktivite sonuglar
Sekil 4.7°de verilmistir. Yapilan sicaklik denemeleri iginde 60°C sicaklikta
belirlenen enzim aktivitesi, enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri
olan 30°C’ye gore oldukea diisiis gostermistir. Enzim 60°C sicaklikta maksimum
aktiviteyi pH 6.0°da géstermistir. pH 4.0, 5.0, 7.0 ve 8.0 de enzim aktivitesi diisiik
olup, pH 6.0’daki aktivite degeri ile karsilastirildiginda pH 6.0’ya gére pH 4.0, 5.0,
7.0 ve 8.0°de sirast ile %4.4, %3, %7 ve %16 daha diisiik aktivite belirlenmistir.
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Sekil 4.7. 60°C Sicaklikta pH 4.0-8.0 Arasinda Enzim Aktivitesi

Enzimin en iyi aktivite gosterdigi 30°C sicaklikta ve pH 6.0’daki aktivitesi
ile 60°C sicaklikta ve pH 6.0°daki aktivitesi karsilastirildiginda enzim 30°C’ye
gore 60°C’de %50.5 daha disiik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Sicakligin iki
katina ¢ikis1 aktiviteyi %50.5 disiirmistir.
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4.3.5. 70°C Sicakhkta Enzim Aktivitesi

Enzimin 70°C sicaklikta pH 4.0-8.0 arasinda gosterdigi aktivite sonuglari
Sekil 4.8’de verilmistir. Yapilan sicaklik denemeleri iginde 70°C sicaklikta
belirlenen enzim aktivitesi, enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri
olan 30°C’ye gore oldukea diisiis gostermistir. Enzim 70°C sicaklikta maksimum
aktiviteyi pH 5’da gostermistir. pH 4.0, 6.0, 7.0 ve 8.0 de enzim aktivitesi diigiik
olup, pH 5.0’deki aktivite degeri ile karsilastirildiginda pH 6.0’ya gére pH 4.0, 5.0,
7.0 ve 8.0’de smast ile %1.3, %6.4, %31 ve %41 daha diisiikk aktivite

belirlenmistir.
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Sekil 4.8. 70°C Sicaklikta pH 4.0-8.0 Arasinda Enzim Aktivitesi

Enzimin en iyi aktivite gosterdigi 30°C sicaklikta ve pH 6.0’daki aktivitesi
ile 70°C sicaklikta ve pH 5’deki aktivitesi karsilastirildiginda enzim 30°C’ye gore
70°C’de %55.1 daha distik aktivite gosterdigi belirlenmistir.
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4.3.6. 80°C Sicakhikta Enzim Aktivitesi

Enzimin 80°C sicaklikta pH 4.0-8.0 arasinda gosterdigi aktivite sonuglar
Sekil 4.9’da verilmistir. Yapilan sicaklik denemeleri iginde 80°C sicaklikta
belirlenen enzim aktivitesi, enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri
olan 30°C’ye gore oldukea diisiis gostermistir. Enzim 80°C sicaklikta maksimum
aktiviteyi pH 6.0°da géstermistir. pH 4.0, 5.0, 7.0 ve 8.0 de enzim aktivitesi diisiik
olup, pH 6.0’daki aktivite degeri ile karsilastirildiginda pH 6.0’ya gére pH 4.0, 5.0,
7.0 ve 8.0°de sirast ile %7.3, %2.5, %2 ve %S5.6 daha diisiik aktivite belirlenmistir.
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Sekil 4.9. 80°C Sicaklikta pH 4.0-8.0 Arasinda Enzim Aktivitesi

Enzimin en iyi aktivite gosterdigi 30°C sicaklikta ve pH 6.0’daki aktivitesi
ile 80°C sicaklikta ve pH 5.0°deki aktivitesi karsilastirildiginda enzim 30°C’ye
gore 80°C’de %76.6 daha diistik aktivite gosterdigi belirlenmigtir.
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Bu calismada izole edilen anaerobik enzim mezofilik olarak en iyi 30°C
sicaklikta calismistir. Bu sicaklikta ve diger sicakliklarda enzimin optimum ¢alisma
pH araligi 6.0-7.0 olarak belirlenmistir. 30°C sicaklikta 6.0 optimum pH olarak
belirlenmis ve yapilan literatiir taramalarinda tiretilen enzimin 6zelliklerinin bir gok
arastirmada belirtilen bulgularla benzer oldugu goriilmektedir.

Benzer olarak amilaz ¢alismalarinda anaerobik C. acetobutylicum ATCC
824’dan izole edilen amilazin optimun ¢alisma pH’1 5.6 olarak belirlenmistir. Bu
enzimin mezofilik oldugu ve yiiksek sicakliklarda aktivitesinin oldukga diisiik
oldugu, optimum c¢aligma sicakliginin 45°C oldugu belirtilmistir (Swamy ve
Seenayya, 1996). Anaerobik o-amilaz bir ¢ok ¢alismada termal stabilte
gostermedigi belirtilmis, c¢alismas1 i¢in ortamda Ca?* iyonlarma gereksinim
duyuldugu belirtilmistir. C. perfringens NCTC 8679 kullanilarak iretilen o-
amilazin ortamda kalsiyum olmadan pH 6.5 ve 30°C sicaklikta yiiksek aktivite
gosterdigi ve enzim aktivitesinin 0.40 U/mL oldugu belirlenmistir (Shih ve Labbe,
1995).

Anaerobik termal stabil 6zellikte bir enzimi Swamy ve Seenayya (1996),
Clostridium thermosulfurogenes SV9 kulanarak tiretmisler ve tretilen a-amilazin
yiiksek sicakliklarda aktif oldugu belirtilmektedir. Enzimin caligma sicakligini
olarak 60°C ve optimum ¢alisma pH’1 olarak pH 7.0 belirtilmistir. 60°C sicaklikta

ve pH 7.0’de iiretilen enzimin amilaz aktivitesi 0.60 U/mL olarak belirlenmistir.

4.4, Zamana ve Substrat Konsantrasyonuna Bagh Enzim Aktivitesi

Caligmada izole edilen enzimin pH ve sicaklik optimizasyonu yapilmis ve
enzimin optimum ¢alisma kosullar1 pH 6.0 ve 30°C sicaklik olarak belirlenmistir.
Bu sicaklik kosullarinda enzimin zamana bagli substrat doniigiimiinii belirlemek
igin, 0.5 mL %1°lik nisasta ¢ozeltisi ve 0.5 mL enzim kullanilarak pH 6.0’de ve

30°C sicaklikta 12 saat siire ile agz1 kapali cam tiiplerde sicak su banyosunda
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inkiibe edilen Orneklerin zamana bagli olarak nisasta par¢alanmasi ile olusan

indirgen seker degerleri Sekil 4.10°de verilmistir.

/)

Ind,rgen Seker (mg

Sekil 4.10. Zamana Baglh Enzim Aktivitesi

Zaman bagli olarak yapilan enzimatik hidroliz ¢aligmasinda enzimin
substrat pargalama diizeyinin zamanla arttig1 ve 8 saat sonra parc¢alanan nigastadan
aciga ¢ikan indirgen seker orami sabitlenmistir. Benzer sonuglar Padul ve ark,
(2013) tarafindan belirtilmistir.Calisma sonunda agiga ¢ikan indirgen seker orani
3.65 mg/mL olup, bu deger 1. saatte agiga ¢ikan seker orani ile karsilagtirildiginda
(0.833 mg/mL) 12 saate agiga ¢ikan indirgen seker orani 4.38 kat daha fazladir.
Enzim zamana bagli olarak substrat ile daha fazla zaman etkilestiginde
katalizleyebildigi substrat miktar1 fazla olmaktadir. Zaman bagli olarak artan bir
hizla substrat par¢alama hizi zamanla yavaglamakta ve bir siire sonra durmaktadir.
Bunun sebebi enzimin zamanla bozulmaya baglamasi veya pargalanma sonucu
olusan iiriinlerin enzimin ¢aligmasini engellemesinden ileri gelmektedir (Simair, ve
ark., 2017). Zamana bagli olarak yapilan nisastanin enzimatik hidroliz sonuglar1

Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11. Konsantrasyona Bagli Enzim Aktivitesi

Substrat konsantrasyonu % 0.5, 0.75, 1 ve 2 nisasta olarak yapilan
calismada, 1 saat siire sonunda enzimatik hidroliz ile agiga c¢ikan indirgen seker
oranlar1 sirasi ile 0.73, 0.74, 0.83 ve 1.16 mg/mL olarak belirlenmistir. Enzim
konsantrasyonunun sabit oldugu bu c¢alismada substrat konsantrasyonu
degistirilmis ve sonuglar sekil 4.12’de verilmistir. Substrat konsantrasyonun artisi
ayni1 zamanda ag¢iga ¢ikan indirgen seker oraninda artisa neden olmustur. Substrat
konsantrasyonu yariya indiginde a¢iga ¢ikan indirgen seker oranmi %12 diiserken,
substrat konsantrasyonu iki katina ¢iktiginda agiga ¢ikan indirgen seker orani %39

artmistir.

4.5. Biyogaz Sisteminde Enzim Uygulamasi

Bu c¢alismadaki nisasta igerikli atik sularin kullanilarak biyogaz iiretiminde
anaerobik Clostridium’lardan izole edilen amilazin biyogaz verimliligi iizerine
etkisi belirlenmigtir. Calismada bazi karakteristik 6zellikleri aciga ¢ikarilan enzim

biyogaz iiretiminde yardime1 inokulant olarak kullanilmistir.
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Bu calismada anaerobik sistemde biyogaz tiretimi 37°C sicaklikta batch
sistemde belirlenmistir. Anaerobik bakteri as1 kiiltiirii Osmaniye Kat1 Atik Diizenli
Depolama Sahasi’ndan alinmistir. Mikrobiyal as1 kiiltiirii gelisimi sentetik nisastali
besi ortami ile saglanmistir. Sentetik besi ortamina karbon kaynagi olarak 10 g/L
nisasta eklenmis ve 37°C sicaklikta biyogaz iiretimi takip edilmistir. Calismada
enzim kullanilmasi ile anaerobik biyogaz iiretimi ve verimligini belirlemek 3 L
biyogaz ¢amuruna 30 mL amilaz enzimi eklenmistir. Caligmada kontrol grubu
olarak enzim eklenmeden sadece nisasta beslenmis sistemde 12 giin siire ile

biyogaz iiretimi ve verimliligi belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. Enzim Uygulamasinin Uretimine Etkisi

37°C sicaklikta yapilan ¢aligmada 12. giinde enzim bulunmayan kontrol
grubunda 3400 mL %55 CHs, % 44 CO; gazindan olusan biyogaz iiretilmistir.
Enzim eklenen deney grubunda ise 3670 mL %55 CHa, % 44 CO; gazindan olusan
biyogaz iiretilmistir. Enzim ekmenin tretilen gaz miktar1 {izerine etkisi 270 mL
fazla olup enzim eklenmesiyle 37°C sicaklikta %7.3 fazla biyogaz diiretimi

gerceklesmistir. Biyogaz iiretimi tizerindeki %7.3’liikk farkin yani sira Sekil 4.12°de
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goriildiigli gibi enzim eklenmesinin en biiyilk farki olusan biyogazin enzim
eklenmeyen sisteme gore daha hizli olmasidir. Biyogaz iiretimi 8. giinde dengeye
ulagmis 4 giinliik fark olarak karsimiza ¢ikan bu durum sistemde daha kisa siirede
biyogaz iiretimi yapilabilmesini saglayacak 6nemli bir sonugtur.

Yapilan bu ¢alismada anaerob Clostridium’lardan izole edilen amilazin
optimum 37°C sicaklikta nisasta kaynakli atiklarin oldugu biyogaz sistemlerinde
kullanmak i¢in uygun bir enzim olabilecegi goriilmiistiir. Enzim kullanilmas: ile
%7.3 fazla biyogaz liretimi ve 4 giinliik bekleme siiresinin kisaltilmas1 gibi 6nemli
bir sonug elde edilmis bu sonug bir ¢ok tesiste kurulum maliyetini disiiriicti etki
gosterebilir.

Biyogaz sistemlerine enzim eklenmesi sistemin verimi arttirmak ve
kullanilan hammadde girislerini azaltmak i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bu konuda Kolb,
(2015) anaerobik atiksu gamurundan biyogaz iiretimi yapilan sisteme Micropan
Biogas enzimi eklenerek 37 ° C mezofilik sicaklik iiretilen metan gazinin 319
mL’den %8’lik bir artigla 339 mL’ye yiikseldigi belirtilmistir. Ayni sisteme
Novozymes enzim karigimi ilave edildikten sonra biyogaz artisi %45°¢ kadar
¢iktig1 belirtilmistir.

Benzer olarak enzim kullanilmasinin biyogaz sistemlerinde verim artisi
iizerine etkisinin belirlenmesinde amilaz, lipaz ve proteaz karigimi kullanilmis ve
%10 enzim konsantrasyonunda yapilan ¢alismada %48 gaz veriminde artig oldugu
belirtilmistir (Lipinski ve Umiejewska, 2017).

Dubrovskis ve ark., (2019) biyogaz iiretiminde a-amilaz ve Ksilanaz ilave
edilmis saman peletlerinden biyogaz liretiminde enzim ilavesinin metan tiretimini
arttirdigi  belirtilmistir. 16 biyoreaktorde yapilan calismada 38°C sicaklikta
samandan kullanilan enzimler ile 0.655 L ve 0.301 L biyogaz Uretimi saglanmistir.

Odnell ve ark., 2016. biyogaz tesislerinde verimliligi arttirmak icin
kullanilan enzimlerin biyogaz sistemlerinde uzun siire kalamadigim1 ve eklenen

enzimlerin anaerobik biyogaz sistemlerinde kalma siiresi 24 saatten daha az
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oldugunu ve 6zellikle biyogaz sistemlerinde c¢alisabilecek enzimlerin iiretilmesinin
gerektigini belirtilmistir.

Liew ve ark., (2020) biyogaz sistemlerinde enzim kullanmanin biyogaz
veriminde %7 ile 70 arasinda artis sagladigin1 enzim kullanmanin sadece biyogaz
veriminde artis ile degil isletme maliyetlerinin diisiiriilmesi, calisma kolaylig1 ve

farklr substratlar kullanma kolaylig1 sagladigini belirtmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada kati atik diizenli depolama sahasindan izole edilen
Clostriudum sp. suslar1 kullanilarak amilaz enzimi {iretilmis ve iiretilen amilazin
optimum caligma kosullar1 ve bu enzim kullanilarak biyogaz sistemlerine enzim
eklenmesinin biyogaz verimine etkisi belirlenmistir.

Calismada izole edilen bakteri mezofilik olup tireme sicakligi 37°C’dir. Bu
bakteriden iiretilen enziminde mezofilik oldugu optimum 30°C sicaklikta
maksimum aktivite gosterdigi belirlenmistir. 30°C sicaklikta enzimin optimum
calisma pH sartlar1 pH 6.0 olarak belirlenmistir.

37°C sicaklikta yapilan ¢alismada 12. giinde enzim bulunmayan kontrol
grubunda 3400 mL %55 CHi, %44 CO; gazindan olusan biyogaz iretilmistir.
Enzim eklenen deney grubunda ise 3670 mL %55 CHa, %44 CO; gazindan olusan
biyogaz tiretilmistir. Enzim ekmenin tiretilen gaz miktar1 {izerine etkisi 270 mL
fazla olup enzim eklenmesiyle 37°C sicaklikta %7.3 fazla biyogaz iiretimi
gerceklesmistir.

Yapilan bu calismada anaerob Clostridium’lardan izole edilen amilazin
optimum 37°C sicaklikta mezofilik nisasta kaynakli atiklarin oldugu biyogaz
sistemlerinde kullanmak igin uygun bir enzim oldugu, enzim kullanilmasi ile
biyogaz iiretiminin %7.3 arttigi ve 4 giinlilk bekleme siiresinin kisaldig1 tespit

edilmistir.

Oneriler;

Biyolojik olarak enerji iiretim sistemlerinde nisasta kaynakli biyoteknolojik
diriinlerin kullanilmas1 verimliligi arttiran ve maliyeti diisiiren uygulamalar i¢in
anaerobik enzimlerin kullanilmas1 uygun olabilir.

Bu ¢aligmada kullanilan enzim mezofilik olup sadece mezofilik biyogaz

sistemlerinde kullanilabilir.
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Enzim uygulamast ayn1 miktar substrat ile daha fazla gaz elde edilip,
biyogaz sistemlerinin verimliligi arttirilabilir.
Enzim kullanilmas1 ile biyogaz sistemlerinde alikonma  siiresi

kisaltabilecegi gibi biyogaz iiretiminde de artig saglanabilir.
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