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Bacillus licheniformis VO1’den a-Amilaz Uretimi i¢cin Tarimsal Endiistriyel Atiklarin ve Fiziksel Faktorlerin
Incelenmesi
Nurullah AKCANY

OZET: Biyokiitlenin degerlendirilmesi, ¢evre kirliliginin énlenmesi baglaminda biiyiik ilgi gérmektedir. Tarimsal sanayi
atiklar1 ve yan tiriinleri cok miktarda meydana gelmekte ve ¢iirimeye birakildiklarinda gevre kirliligine neden olmaktadirlar.
Kati faz fermantasyon (KFF) teknolojisinde tarimsal sanayi atiklarinin kullanimi antibiyotikler, pigmentler, aromalar,
amilazlar, proteazlar, seliilazlar ve lipazlar gibi endiistriyel acidan onemli enzimlerin iiretiminde cesitli avantajlar
sunmaktadir. a-Amilaz, nigastanin rastgele hidrolizini katalize eden bir enzimdir. Bu enzimler tekstil, kagit, gida,
biyoyakitlar, deterjanlar ve ilag endiistrileri gibi ¢esitli biyoteknolojik uygulamalarda kullanilir. Bu ¢alismada, segilen bakteri
susu, Bacillus licheniformis VO1, elma, kavun, muz ve portakal kabuklarinin bulundugu kat1 faz fermantasyon ortamlarina
inokiile edildi ve test edilen kat1 substratlar arasinda en yiiksek a-amilaz iiretimi elma kabuklarinin bulundugu ortamdan elde
edildi. Fermantasyon siiresi, fermantasyon sicakligi, baslangi¢ pH, inokiiliim orani, azot, karbon ve metal kaynaklarinin etkisi
ayr1 ayri incelendi. Maksimum a-amilaz itiretimi 45 °C, pH 6.0 ve 48. saatte elde edildi. EIma kabuklarinin bulundugu
fermantasyon ortamina eklenen gesitli karbon ve azot kaynaklarinin etkisi incelendiginde, maksimum a-amilaz {iretimi
sirastyla nisasta ve maya 6ziitii bulunan ortamlardan elde edildi. Elde edilen sonuglar g6z dniinde bulunduruldugunda, meyve
isleme sanayinde meydana gelen elma kabugu atiklarinin kat1 faz fermantasyonunda (KFF) substrat olarak kullanimu ile
Bacillus licheniformis VO1’den a-amilaz iiretimi gelecekte ¢evresel iyilestirme siireglerinde kullanilmak {izere potansiyel
bir aday olarak diisiiniilebilir.

Anahtar Kelimeler: a-Amilaz, Bacillus licheniformis VO1, biyoteknoloji, kat1 faz fermantasyonu.

Screening of Agro-industrial Wastes and Physical Factors for the Production of a-Amylase from Bacillus
licheniformis VO1

ABSTRACT: Evaluation of biomass is of great interest in the context of preventing environmental pollution. Agricultural
industry wastes and by-products occur in large amounts and cause environmental pollution when left to decay. The use of
agro-industrial wastes in solid state fermentation (SSF) technology offers several advantages in the production of antibiotics,
pigments, flavors and industrially important enzymes such as amylases, proteases, lipases, cellulases and lipases. a-Amylase
is an enzyme that catalyzes the random hydrolysis of starch. These enzymes are used in various biotechnological processes
such as textile, paper, food, biofuels, detergents and pharmaceutical industries. In this study, the selected bacterial strain,
Bacillus licheniformis VOL1, was inoculated into solid state fermentation media containing apple, melon, banana and orange
peels, and the highest a-amylase production was obtained from the apple peel medium among the tested solid substrates.
Fermentation time, fermentation temperature, initial pH, inoculum size, the effects of nitrogen, carbon and metal sources
were examined separately. Maximum a-amylase production was achieved at 45 °C, pH 6.0 and 48 hours. When the effect of
various carbon and nitrogen sources added to the fermentation medium where apple peels are examined, the maximum o-
amylase production was obtained from the media with starch and yeast extract, respectively. Considering the results obtained,
the production of a-amylase from Bacillus licheniformis VO1 can be considered as a potential candidate for future
environmental improvement processes, with the use of wastes such as apple peels in the fruit processing industry as a solid
state fermentation (SSF).
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GIRIS

Nigasta parcalayan a-amilazlar (EC 3.2.1.1) dogada yaygin olarak dagilim gostermektedir. Bu
enzim nisastadaki a-1,4 glikozidik baglarini rastgele hidroliz ederek maltoz, glukoz ve alfa dekstrinleri
iceren monosakkarit ve oligosakkaritleri meydana getirmektedir (Tripathi ve ark., 2017). a-Amilazlar
biyoteknolojik ¢aligmalarda biiyiik 6neme sahip en 6nemli endiistriyel enzimler arasindadir ve diinya
enzim pazarinin % 25-33"inii temsil etmektedir (Tiwari ve ark., 2015; Akati, 2019; Msarah ve ark.,
2020). o-Amilazlar dogada genis bir sekilde dagilis gostermekle birlikte, bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalar gibi c¢esitli kaynaklardan elde edilebilir. Genelde o-amilaz {retimi ig¢in
mikroorganizmalarin kullanilmasinin ana yarari, makul toplu iiretim kabiliyetidir, ayrica istenen
ozelliklere sahip enzimleri elde etmek i¢in kolayca manipiile edilebilir (Ahmed ve ark., 2020). Kaplicalar
gibi sicak su kaynaklarinda bakteri ve mantar iceren bir¢cok mikroorganizmanin habitatlarina ve ekolojik
islevlerine bagli olarak a-amilaz gibi farkli enzimler irettigi bilinmektedir. Mikrobiyal a-amilazlar
giiniimiiz biyoteknolojisinde en dnemli enzimler arasindadir ve gida, ilag, tekstil, deterjan vb. ¢esitli
endiistriyel uygulamalarda potansiyel yararlarindan faydalanilmaktadir (Maria ve ark., 2019; Melnichuk
ve ark., 2020; Far ve ark., 2020).

Endiistrilesmenin gelismesiyle birlikte arastirma alaninda en ileri avantajlara sahip yeni yontemler
her gecen giin artmaktadir. a-Amilazlarin iiretimi esas olarak kiiltiir sistemine (sivi (SmF) veya kat1 faz
fermantasyonu), biyoreaktor tasarimina ve ortam bilesimine baglidir (Sahnoun ve ark., 2015). Kati faz
fermantasyonu (KFF), diisiik miktarlarda su kullanilan ve bitki bazli tarimsal endiistriyel artiklar
enzimler, biyoyakitlar, nanopartikiiller ve diger biyoaktif bilesikler gibi degerli iirlinlere doniistiiren
stirdiirtilebilir bir siiregtir (Oliva ve Uribe, 2020). KFF yonteminin SmF'e gore ¢ekici bir alternatif haline
gelmesini saglayan bir dizi 6zelligi vardir. Literatlirde tanimlanan ¢esitli avantajlar biyolojik, isleme,
cevresel ve ekonomik olmak tizere dort ana gruba ayrilabilir (Lopez-Goémez, 2020). KFF isleminde
kullanilacak substratin se¢imi bir¢cok tarimsal atigin incelenmesini igeren bir siirectir. Bu islemde
kullanilan substratlar ¢ogunlukla tarim, gida ve ormancilik endiistrilerinde meydana gelen mahsul
artiklari, odun kirintilari, meyve ve sebze kabuklar1 ve diger yenilenebilir ham maddeler gibi
kalintilardan olusur. Bu substratlar yiiksek kullanilabilirlige sahiptir ve ucuzdur, yani tiretim maliyetleri
ve olumsuz gevresel etkiler (6rnegin bertaraf nedeniyle) azalir (Steudler ve ark., 2019). KFF’de baslica
sicaklik, fermantasyon siiresi, nem igerigi, pH ortami, inokiiliim orani, karbon ve azot kaynaklari
mikrobiyal biiylimeyi ve dolayisiyla enzim iiretimini kontrol ettikleri i¢in optimize edilmelidir. Bu
calismada, gevre kirliligini ve iiriin maliyetini azaltmak amaciyla Bacillus licheniformis VO1’den o-
amilaz liretmek i¢in alternatif bir karbon kaynagi olan tarimsal endiistriyel atiklarin kullanimi ve enzim
iretim optimizasyonu hedeflendi.

MATERYAL VE METOT

Mikroorganizma

Calismada biyolojik materyal olarak Bitlis, Norsin-Budakli kaplicalarindan izole edilen Bacillus
licheniformis VO1 (Accession number: KJ842085.1) kullanildi. Mikroorganizma 24 saat boyunca
nutrient agar kati besiyerinde 45°C’de tiremeye birakildi ve daha sonra bir 6ze yardimiyla Luria broth
(LB) s1v1 besiyeri ortamina transfer edildi.

Substrat

Calismada substrat olarak elma, kavun, muz ve portakal kabuklar1 kullanildi. Bu bitkisel atiklar
kullanim Oncesi oOgiitiildiikten sonra farkli caplardaki elekler (500-1000-1500 ve 2000 pum ¢apli)
yardimiyla elendi ve 90°C’de 3 saat kuruma iglemine tabi tutuldu.
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Kat1 Faz Fermantasyon (KFF)

Besiyeri ortaminda, kurutulmus bitkisel atiklar (1500 um parga biiyiikliigiinde) %30 (w/v) olacak
sekilde 3 g tartildi ve 100 mL'lik erlenmayerlere birakildi. Uzerlerine 10 mL ¢esme suyu eklendi ve
121°C’de 15 dk. otoklavlandi. Fermantasyon ortami 3 mL spor suspansiyonu ile inokiile edildi ve
erlenmayerler 150 rpm’de 45°C’de 144 saat calkalanmaya birakildi. KFF ortamindaki enzimi ekstrakte
etmek icin fermantasyon ortamina 10 mL ¢esme suyu eklenerek 30 dk. calkalanmaya birakildi. Bu siire
sonunda drnekler steril sargi beziyle siiziildii ve +4°C’de 7.000 rpm’de 8 dk. santrifiijlendi. Siipernatant
tizerinden a-amilaz aktivite tayini yapildi.

a-Amilaz Aktivite Tayini

Calismamizda a-amilaz aktivite tayini Bernfield (1955) yontemine gore yapildi. Bu yonteme gore
150 pL enzim ¢ozeltisi ve 200 uL %0.5°1ik nisasta ¢ozeltisi (0.1 M Sodyum-Fosfat tamponu pH:7.0)
37°C’de 30 dk. inkiibasyona birakild. Bu siirenin sonunda ortama reaksiyon durdurucu olarak 400 pL
DNS (3.5 dinitro salisilik asit) ¢ozeltisi ilave edildi ve 5 dk. kaynar su banyosunda bekletildi. Bu siirenin
sonunda oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra reaksiyon ortamina 8 mL saf su ilave edilerek
seyreltme yapildi ve orneklerin absorbans degerleri 489 nm’de spektrofotometrik Ol¢lim ile
gerceklestirildi. Tiim deneyler {li¢ defa tekrarlandi ve ortalama standart sapma ile gosterildi.

Protein Miktar Tayini
Bovine serum albumin (BSA) standart olarak kullanilarak protein miktar tayini Lowry yontemine
gore olcildii (Lowry ve ark., 1951).

KFF’de Uygun Substratin Belirlenmesi ve Bazi Fiziksel Paramerterlerin Optimum a-Amilaz
Uretimi Uzerine Etkisi

Kati faz fermantasyonunda (KFF), enzim {iretimi i¢in uygun substratin belirlenmesi 6nemli bir
etmendir. Optimum enzim tiretimi i¢in bu islem birgok tarim atiginin incelenmesini igerir. Calismada,
Bacillus licheniformis VO1’den o-amilaz {iretimi i¢in substrat olarak elma, kavun, muz ve portakal
kabuklarimin bulundugu fermantasyon ortamlar1 24 saat aralikla 144 saat, optimum sicakligin
belirlenmesi i¢in uygun inkiibasyon siiresinde 5°C artis ile 30-70°C, optimum baslangic pH’nin
belirlenmesi i¢in 0.1 N HCI ve NaOH kullanilarak ortam pH’st 1 birim aralikla 4.0-10.0 arasinda
ayarlandi. Inokiiliim oraninin belirlenmesi i¢in farkli miktarlarda (5, 10, 15, 20,25 30, 35, 40, 45 ve %50
(w/v)) bakteri kiiltiirii ile inokiile edildi. Karbon ve azot kaynaklarinin etkisini belirlemek i¢in KFF
ortamina %1 oraninda sirasiyla nisasta, maltoz, glukoz, laktoz, fruktoz, galaktoz, ksiloz ve sukroz gibi
karbon kaynaklari, kazein, tripton, maya 06ziitii, {ire, trizon, amonyum siilfat ve amonyum nitrat gibi
organik ve inorganik azot kaynaklari eklendi. Metal iyonlarinin etkisini incelemek igin fermantasyon
ortamina 1mM konsantrasyonunda CaCl,, ZnClz, CdCl,, HgCl,, Cu(NOs)2, Co(NOs). ve AICIz daha
once belirlenen optimum sartlarda eklendi. a-Amilaz aktivitesi standart protokole gore yapildi.

BULGULAR VE TARTISMA

Diinyada artan niifusa paralel olarak iiretilen gida ihtiyacinin yaklasik %35°1 yok olmakta veya
israf edilmektedir. Meyve isleyen fabrikalarin sayisinin da her gegen giin artmasi, atik miktarlarinin
fazlalagsmasina ve sonug olarak yeni atik problemlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Tiirkiye,
elma ve elma isleme triinleri, liretim alan1 ve miktarlar1 bakimindan diinyadaki ilk on iilke arasinda yer
almaktadir. Diinyadaki elma tretimi genellikle Cin, ABD ve Tiirkiye’de gerceklestirilmektedir.
Endiistriyel 6l¢ekte gerceklestirilen meyve isleme uygulamalarinda ortaya ¢ikan kati atiklardan degerli
tiriinlerin elde edilmesi, yalmizca c¢evre kirliliginin 6nlenmesi konusunda degil, ayn1 zamanda insan
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saglig ve iilke ekonomisi konusunda da biiylik 6nem arz etmektedir (Siiliik ve ark., 2018). Bu yoniiyle
elma kabugu, meyve suyu endiistrisinde bol miktarda meydana gelen bir yan iiriindiir ve ticari kullanim
i¢in potansiyel firsatlar sunar. KFF'deki ideal bir substrat, mikroorganizmanin biiytimesi i¢in gerekli tiim
besinleri saglar. Substratin karbon ve azot bilesimi, tipik bir KFF isleminde kritik bir rol oynar. Karbon,
mikrobiyal bliylimeyi saglayan 6nemli bir enerji kaynagidir ve glikoz gibi basit molekiillerde veya
nigasta gibi polimerlerde bulunabilir. Azot mikrobiyal biiylime i¢in gerekli ikinci 6nemli elementtir ve
¢ogu zaman spesifik bir substrat {izerinde biiyiimeyi saglamak veya biiylimeyi arttirmak i¢in harici bir
azot kaynaginin eklenmesi gereklidir (Lopez-Gomez ve ark., 2020). KFF’de baslica sicaklik,
fermantasyon siiresi, nem igerigi, pH, inokiiliim orani, karbon ve azot kaynaklar1 mikrobiyal biiyiimeyi
ve dolayisiyla enzim iiretimini kontrol ettikleri igin optimize edilmelidir (Uygut ve Tanyildizi, 2018).
KFF’de uygun substrat ve optimum inkiibasyon siiresinin belirlenmesi enzim {retim maliyetini
belirleyen Onemli parametlerden biridir. KFF ortaminda farkli bitkisel atiklarin ve inkiibasyon
siirelerinin o-amilaz iiretimi {izerine etkisi incelendi. Inkiibasyon siiresinin 48. saatinde elma
kabuklarinin bulundugu fermantasyon ortaminda enzim iiretimi maksimum degere ulast1 (Sekil 1). Artan
inkiibasyon siirelerinde a-amilaz iiretimi kademeli olarak azalma gosterdi. Bunun nedeni inkiibasyon
siresinin uzamasiyla, fermantasyon ortaminda enzimin denatiirasyonu ve diger ortam bilesenleriyle
etkilesimi sonucu inhibisyonundan kaynaklanabilir (Abdullah ve ark., 2018).
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Sekil 1. inkiibasyon zamaninin a-amilaz iiretimi iizerine etkisi

Sicaklik, enzim iiretiminin yani sira mikroorganizmalarin biiylimesini de kontrol eden hayati
onemde fiziksel bir faktordiir (Abdullah ve ark., 2018). Sicakligin a-amilaz iiretimi {izerine etkisi,
organizmanin cesitli sicakliklarda (30-70°C) optimize edilmis kosullar altinda inkiibe edilmesiyle
calisildi (Sekil 2). Bacillus licheniformis VO1 organizmasi, 45°C'de en yiiksek o-amilaz iiretimi
gosterdi. Inkiibasyon sicakligni 45°C'nin iizerine ¢iktiginda enzim {iretiminde azalma gozlendi.
Muhtemelen yliksek sicaklikta bakteriyel biiylime baskilanmis ve sonug¢ olarak, enzim formasyonu
inhibe olmustur (Nusrat ve Rahman, 2007). Optimize edilmis kosullar altinda optimum a-amilaz iiretimi
onceki ¢alismalarda benzer sekilde 45°C olarak rapor edilmistir (Nwagu ve Okolo, 2011; El-Shishtawy
ve ark., 2014; Issac ve Prince, 2015). Yapilan 6nceki ¢aligmalarda KFF kosullarinda, maksimum a-
amilaz iiretimi i¢in optimum inkiibasyon sicakligi sirastyla 30, 37, 40 ve 50°C rapor edilmistir (Raul ve
ark., 2014; Simair ve ark., 2017; Salim ve ark., 2019; Pranay ve ark., 2019).
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Sekil 2. inkiibasyon sicakligmin a-amilaz iiretimi {izerine etkisi

PH’nin KFF'yi etkileyen en kritik fizikokimyasal parametrelerden biri oldugu tespit edilmistir
(Mitchell ve ark., 2006; Lopez-Gomez ve ark., 2020). Baslangi¢ pH’nin a-amilaz iiretimi iizerine etkisini
aragtirmak i¢in pH 4.0-10.0 degerlerinde ¢aligildi. Sekil 3’te baslangigc pH’nin Bacillus licheniformis
VOU’in iirettigi a-amilaz lizerine etkisi incelendiginde maksimum enzim iiretimi pH 6.0’da elde edildi.
Onceki yapilan calismalarda optimum baslangic pH sirasiyla 5.5, 6.5, 7.0 ve 8.0 gibi farkli degerlerde
bulunmustur (Saxena ve Singh 2011; Unakal ve ark., 2012; Alghabpoor ve ark., 2013; Issac ve Prince,
2015). Genelde Bacillus tiirlerinin ¢ogu 7.0 ile 9.0 arasinda degisen farkli pH'larda maksimum a-amilaz
tiretmektedir.

2000
1800
1600
1400
1200
1000

8200

&00

Spesifik aktivite (U/mg)

400
200

0
4.0 5.0 6.0 /7.0 8.0 9.0 10.0

pH

Sekil 3. Baglangi¢c pH nin a-amilaz {iretimi {izerine etkisi
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Inokiiliim orani KFF’de a-amilaz iiretimini biiyiik ol¢iide etkilemektedir. Yapilan calismada
Bacillus licheniformis VO1’den maksimum a-amilaz iretimi %35 (w/v) oraninda inokiilim yapilan
fermantasyon ortamindan elde edildi (Sekil 4). Sonucglarimiz inokiiliim oranina bagl olarak ¢esitli
tirlerden enzim tretimi i¢in yapilan ¢alismalar ile uyumludur (Issac ve Prince, 2015; Simair ve ark.,
2017; Pranay ve ark., 2019). Inokiiliim yas ve orani fermantasyon verimi yoniinden onemli bir
parametredir. Bu nedenle inokiiliim oran1 her zaman 6nemli bir fermantasyon parametresi olarak dikkate
alinmalidir.
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Sekil 4. Inokiiliim oraninin a-amilaz iiretimi iizerine etkisi

2500

Iilihih

Kontrol Maltoz Nisasta Galaktoz Laktoz Fruktoz Glukoz Ksiloz Sukroz

= = ]
S ) 8
(=] o o

Spesifik aktivite (U/mg)

2

Karbon kaynagi (%1)

Sekil 5. Karbon kaynaklarinin a-amilaz iiretimi lizerine etkisi

Farkli karbon kaynaklarinin Bacillus licheniformis VO1’den a-amilaz iiretimi iizerine etkisi
incelendiginde, en yiiksek enzim tretimi %1 nisasta bulunan KFF ortaminda elde edildi (Sekil 5).
Nisasta, amilolitik enzimlerin indiiksiyonu i¢in genel olarak kabul edilen bir besin bilesenidir (Lal ve
ark., 2017). Bu sonug, a-amilaz iiretimi i¢in nisastanin iyi bir indiikleyici oldugunu rapor eden birgok
calisma ile uyumludur (Mukherjee ve ark., 2009; Maity ve ark., 2015; Pranay ve ark., 2019; Almanaa
ve ark., 2020). Indiiklenebilir bir enzim olan a-amilaz iiretiminin nisasta varhiginda fermantasyon
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ortaminda artmasi, nigsastanin kademeli sekilde metabolize olmasindan kaynaklanabilir (Abdullah ve
ark., 2018) Ote yandan fermantasyon ortamina eklenen bazi karbon kaynaklarmin bulundugu ortamlarda
a-amilaz Uretiminin azaldigr gozlendi. Farkli karbon kaynaklar1 baslica amilaz tiirleri olmak {izere
ekstraselliiler enzimler tizerinde farkli etkilere sahiptir (Rao ve Satyanarayana, 2009).

Kiiltiir ortamindaki azot igerikleri, mikroorganizmalarin biiyiimesinde dnemli bir role sahiptir (Far
ve ark., 2020). Yapilan ¢alismada, farkli organik ve inorganik azot kaynaklar1 (maya 0ziitii, {ire, tripton,
kazein, tirozin, amonyum siilfat ve amonyum nitrat) %1 konsanstrasyonunda Bacillus licheniformis
VO1’den a-amilaz iiretimi iizerine etkisini incelemek lizere KFF ortamina eklendiginde, test edilen azot
kaynaklar1 arasinda maya 6ziitii bulunan fermantasyon ortaminda maksimum enzim iiretimi elde edildi
(Sekil 6). Bu artis maya 6ziitliniin a-amilaz iiretimi i¢in bakteriyel bityiimeyi desteklemesinden kaynakli
olabilir (Dash ve ark., 2015). Bununla birlikte, gerekli olan bu azot kaynaklari tiirden tiire farklilik
gosterebilir. Benzer sonuglar 6nceki yapilan ¢alismalarda Bacillus sp. (EImansy ve ark., 2018; Pranay
ve ark., 2019), Bacillus cereus (Vijayaraghavan ve ark., 2015) ve Bacillus subtilis D19 (Almanaa ve
ark., 2020) elde edilmistir.
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Bacillus licheniformis VO1’den a-amilaz {iretimi tizerine farkli metal iyonlarmnin etkisi
incelendiginde, 1mM konsantrasyonunda CaCl; eklenen KFF ortaminda en yiiksek enzim iiretimi elde
edildi (Sekil 7). a-Amilaz yapisindaki varligi nedeniyle Ca®* iyonlar1 a-amilaz iiretiminde dnemli rol
oynar ve bundan dolayr ¢ogu kiiltiir ortamina, a-amilaz iiretmek i¢in kalsiyum kloriir (CaClz) eklenir
(Far ve ark., 2020). Benzer sekilde kiiltiir ortamina Ca®* eklendiginde o-amilaz {iretimini artirdig1
yapilan farkli ¢alismalarda rapor edilmistir (Zhao ve ark., 2011; Sethi ve ark., 2016). CdCl, ve HgCl»
bulunan fermantasyon ortaminda a-amilaz iiretimi 6nemli oranda baskilandi.

SONUC

Yillar gectikge bakteri tiirleri, 6zellikle Bacillus cinsine ait olanlar ve ilgili cinsler endiistriyel
Olgekte 6nem kazanmakta ve gelecek vaat eden a-amilaz iireticileri olarak ortaya ¢ikmaktadir. a-
Amilazlarin ¢esitli endiistriyel uygulamalar1 vardir. Bu agidan bakildiginda, amilazlarin kullanildigi
endiistriyel alanlarda enzim tiretim maliyetinin diisiiriilmesi ve tiiketici taleplerinin karsilanmasi esastir.
Mikroorganizmalar tarafindan o-amilaz iiretiminin cesitli fizyokimyasal faktorlerden, yani kiiltiir
ortaminin bilesimi, inokiiliim orani, inkiibasyon siiresi, pH, sicaklik, karbon kaynagi, azot kaynagi ve
mineral elementlerden etkilendigi bilinmektedir. Bu ¢aligmada, bakteri izolatt Bacillus licheniformis
VO1 KFF’de substrat olarak kullanilan elma, kavun, muz ve portakal kabuklarinin bulundugu ortama
inokiile edildi. Uygun substrat olarak elma kabuklarinin bulundugu fermantasyon ortaminda en yiiksek
a-amilaz lretimi elde edildi. Enzim {iretimini etkileyen fermantasyon siiresi, fermantasyon sicakligi,
baslangi¢c pH ve inokiiliim orani gibi fiziksel parametreler incelendiginde maksimum enzim tiretimi 45
°C, pH 6.0, %35 inokiiliim oran1 ve 48. saatte elde edildi. Fermantasyon ortamina %1 nisasta ve maya
oziitli eklendiginde a-amilaz iiretiminde artis gézlendi. Bu sonuglar, KFF’de substrat olarak kullanilan
elma kabuklarinin yeni biyolojik doniislimiiniin a-amilaz liretmek i¢in uygun bir sistem oldugunu
gostermektedir. Fermantasyon sonucunda kalan parcalanmis biyokiitle atilabilir veya biyoetanol ve
organik asitler vb. gibi diger iiriinleri tiretmek i¢in yeniden kullanilabilir. Son olarak bu siire¢ Tiirkiye’de
ve diger elma iireticisi lilkelerde bol miktarda meydana gelen bu tarimsal atiklarin ¢evre kirliligine neden
olmasin1 engelleyebilir.
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