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AMAC

Son yillarda biyoteknolojik alanlarda endiistriye yonelik enzim ¢aligmalarina biiyiik
bir ilgi duyulmaktadir. Giiniimiizde sivi (SmF) ve kati (SSF) faz fermantasyon teknikleri
kullanilarak kagit, tekstil, deterjan, meyve suyu, gibi endiistriyel alanlarda onemli bir yere
sahip olan a-amilaz ve pullulanaz enzimlerinin iiretimi, ¢evre kirliligi, is giicli, zaman ve
sermaye tasarrufu saglayarak 6nem kazanmustir.

Calismanin amaci inek siitiinden izole edilmis olan Bacillus sp. segilerek bu
mikroorganizmanin salgiladig1 ekstraselliiler enzimleri belirlemektir. Daha sonra bu
mikroorganizmanin en ¢ok salgilamis oldugu enzimlerden a-amilaz ve pullulanazi daha
fazla ve daha ekonomik olarak elde ederek enzimlerin bazi karakteristik ozellikleri
belirlenmistir. Bu nedenle bu enzimler icin optimum kosullarinin belirlenmesi

amaclanmigtir.
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OZET

Giinlimiiz biyoteknolojisinde enzimlerin kullanimi giderek 6nem kazanmaktadir.
Bu enzimlerden a-amilaz ve pullulanaz 6nemli biyoteknolojik enzimler arasindadir. a-
Amilazlar ve pullulanazlar, nisastanin hidrolizi i¢in gida, deterjan, tekstil, kagit, bira ve
alkol gibi endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir.

Calismada oncelikle siitten izole edilen ve Gram (+) Basil oldugu belirlenen
mikroorganizmanin hangi ekstraselliiler enzimleri salgiladigi biyokimyasal yontemlerle
belirlendi. Bakteri iiretimi SmF teknigi ile gerceklestirildi ve buradan elde edilen iist
sividan o-amilaz, pullulanaz, B-galaktosidaz ve proteaz aktivite tayinleri yapildi. Bu
dogrultuda en iyi aktivite a-amilaz ve pullulanaz ile elde edildigi icin daha sonraki
calismalarda bu iki enzimin iiretimi gerceklestirildi.

Enzimler i¢in uygun inkiibasyon siiresi, optimum pH ve optimum sicaklik
belirlendi. a-Amilazin inkiibasyon siiresi 48. saat, optimum pH: 6.8 ve optimum sicaklig1
37 °C olarak bulundu. Pullulanaz i¢in bu veriler 44. saat, pH: 6.4 ve 37 °C olarak
belirlendi.

Farkli karbon ve azot kaynakli substratlarin  Bacillus sp.’de o — amilaz ve
pullulanaz {iiretimi iizerine etkisi test edildi. Kullanilan karbon kaynakli substratlardan
nigastanin hem o — amilaz hem de pullulanaz tiretimini, farkli azot kaynakli substratlardan
ise pepton, beef ekstrakt ve triptonun o — amilaz, peptonun ise pullulanaz iiretimini
arttirdig tespit edildi.

Enzimlerin iiretimi iizerine farkli nisastalarin ve unlarin etkisi incelenerek patates
nisastasi ve bugday ununun hem amilaz hem de pullulanaz tiretimini artirdig1 belirlendi.

+25 nin

Metal iyonlarinin enzim aktivitesi iizerine etkisi incelendiginde, 10 mM Ca
o-amilaz’ 1 %103, 50 mM Ca*> nin pullulanazi %105 aktive ettigi tespit edildi. 50 mM
Mn*? ve 10 mM Zn™® nin a-amilaz’ 1 sirasiyla %85.89 ve %71.25, 10 mM ve 50 mM

Zn**nin pullulanazi %97.68 ve % 97.14 inhibe ettigi belirlendi.

Anahtar kelime: a-amilaz, pullulanaz, optimizasyon parametreleri, Bacillus sp.
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SUMMARY

Use of enzymes has been attracted considerable interest specially in
biotechnological applications. a-Amylase and pullulanase are important biotechnological
enzymes that are used in industry such as in food, detergent, textile, paper and beer, etc.

In the present study, extracellular enzymes that are secreted by a microorganism,
which is isolated from cow milk and identified as G (+) Bacil, were determined by
biochemical methods. Bacteria was produced by Submerged Fermentation (SmF) process.
a-Amylase, pullulanase, B-galactosidase and protease activity were done from supernatant.
The best activity was observed in a-amylase and pullulanase and therefore, optimization of
these enzymes was carried out for further studies.

Appropriate incubation time, optimum pH and optimum temperature were found to
be 48 h, 6.8 and 37 °C for a-amylase and 44 h, 6.4 and 37 °C for pullulanase activity,
respectively.

The effect of different nitrogen and carbon containing substrates on the production
of these enzymes were tested in Bacillus sp. obtained results indicated that starch as a
carbon containing substrate was caused to increase the a-amylase production while starch
and pullulan increased pullulanase production.Nitrogen containing substrates such as
pepton, beef extract and trypton were caused to increament in a-amylase production while
pepton only caused to increament in pullulanase production.

Effect of various starches and flours on the production of enzymes were examined
and the result showed that both potato starch and wheat flour were caused to increase in the
production of these two enzymes.

Finally, the effect of metal ions on enzyme activity was tested. It was found that a-
amylase was activated by %103 with 10 mM Ca** and pullulanase was activated by %1035
with 50 mM Ca*?, a-Amylase was inhibited by %85.89 and %71.25 with 50 mM Mn*? and
10 mM Zn*?, respectively. Pullulanase was inhibited by %97.68 and %97.14 with 10 mM
and %50 mM Zn*?, respectively.

Keywords: a-amylase, pullulanase, optimization parameters, Bacillus sp.



1.GIRIS

Enzimler hem hiicre ici hem de hiicre disinda biyokimyasal reaksiyonlari
katalizleyen genellikle protein yapisinda olan biyolojik makromolekiillerdir. Hiicrelerde
cok Oonemli metabolik gorevleri olan enzimler artik gesitli amaclar i¢in kullanilmak iizere
giinliik ve ekonomik hayata girmistir. Bugiin enzimler ekmek, bira, peynir vb. gidalar ile
cesitli deterjan ve temizlik maddelerinin iiretiminde yaygin bir sekilde kullamildigi gibi,
tipta teshis ve tedavide onemli roller oynamaktadir. Enzimlerin ayrica kimya endiistrisinde
ve biyolojik savasta da kullanim alan1 bulunmaktadir (Bailey ve Ollis, 1997).

Endiistrinin  hemen hemen her alaminda kullanilan enzimler genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli
enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok
yiiksek olmalari, istenmeyen yan iiriinleri olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari,
diizenli ve fazla miktarlarda elde edilebilmeleridir. Yiiksek yapili bitkiler, vakuollerinde
artik iirlinler olarak bir nevi enzim inhibitorleri veya toksik yapili maddeler depoladiklar
ve bitkilerden enzim elde edilmesi sirasinda bunlar da preparata karistiklar: icin bitkisel
enzimler endiistri ve klinikte enzim kaynagi olarak tercih edilmemektedir (Wiseman,

1987).

Enzimler katalizor olarak asagidaki ozellikleri gosterirler;

% Dar sicaklik (genellikle 20-40 °C) ve pH araliklarinda 1limli kosullar altinda

kullanilirlar,

®.
L4

Secimlilikleri az ya da ¢ok olarak degisebilmesine karsin, katalizlenen tepkimelerde

stereose¢imli, substrat i¢in yiiksek secimli olabilirler.

« Katalitik aktiviteleri, var olan substratlar, iiriinler ve diger bilesenlerin derisimleri ile

onemli olgiide etkilenebilir.

Uretim siiresinin uzun olmasi, kararsiz olmalari, yiiksek fiyat, substrat
secimlilikleri, enzimlerin sentetik kimyada katalizor olarak kullanimlarinda en Onemli
sorunlardir. Bununla birlikte, yeni endiistriyel gereksinimler, kimya ve biyolojideki yeni

gelismeler ile bu anlayis degismektedir. Bunun farkli nedenleri vardir:



% Cesitli enzimatik tepkimeler, dogal ya da dogal olmayan substratlarin stereosegimli

olarak iirlinlere doniistiigiinii gdstermektedir.

®
%

Hem enzim tutuklanmasi ve kararliligi icin hem de proses Olceklerinin biiyiitiilmesi

i¢in yeni teknikler gelistirilmektedir.

®
%

Rekombinant DNA teknolojisi, enzimlerin diisikk maliyetle {iiretilmesi ve istenen

ozelliklere sahip enzim iiretimine olanak saglamaktadir.

Enzimleri kullanarak ¢ok sayida organik reaksiyon, 6rnegin kiral ara iiriinlerin, sekerlerin,
niikleotidlerin ve ilgili bilesenlerin doniisiimii; amino asitler, sekerler ve seker fosfatlari
gibi fizyolojik aktif bilesenlerin sentezi; peptidlerin ve proteinlerin doniisiimii ve icinde
klasik kimya yontemlerinin de kullanilmak zorunda olduklar1 diger doniisiimler
gercgeklestirilebilir.

Gliniimiizde var oldugu tahmin edilen 25.000 enzimden yaklasik olarak 4.000
tanesi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (TUBMB) tarafindan smiflandirilmistir.
Cogunlugu hidrolazlar, transferazlar ve oksidorediiktazlar olmak iizere yaklasik 400 tanesi
arastirmalar i¢in ticari olarak {iiretilmektedir. Enzimler arasinda hidrolazlar, endiistriyel

alanda sik¢a basvurulan ve kullanilan enzim sinifidir (Kapucu, 2003).

1.1. Enzim Uretimi

Enzimler hayvansal kaynaklar, bitkisel kaynaklar veya mikroorganizmalardan elde
edilirler. Enzimler tiirlerine gore canlilarin belirli hiicrelerinde daha fazla bulunabildigi
gibi yine tiiriine bagh olarak hiicrelerin belirgin kisimlart da belirli enzimlerce zengindir.
Enzimler hiicrelerde calistiklar1 ortama gore hiicre i¢i (intraselliiler) ve hiicre dist

(ekstraselliiler) olmak iizere ikiye ayrilir;

+» Hiicre dis1 (ekstraselliiler) enzimler: Hiicreler tarafindan hiicre digina salgilanan
enzimlerdir. Elde edilisleri kolay oldugundan endiistride kullanim alanlar1 daha

yaygindir.



+ Hiicre ici (intraselliller) enzimler: Hiicre yapilarina sikica bagli olan ve disariya
salgilanmayan enzimlerdir. Elde edilmeleri ve saflastirilmalart i¢in oncelikle hiicre

zarmin par¢alanmasi gerekmektedir (Telefoncu, 1996).

1.2. Biyoteknoloji

Biyoteknoloji, canli hiicrelerden (mikroorganizmalar, bitki ve hayvan hiicrelerinden
veya dokular1) elde edilen enzimler veya organeller tarafindan gergeklestirilen biyolojik
reaksiyonlar ile ugrasir.

Biyoteknolojinin ¢alisma alanlarin1 diinyanin temel problemleri olusturur. Ornegin;
protein iiretimi ve insan beslenmesinin garantiye alinmasi, hammadde ve enerji stoklarinin
daha verimli degerlendirilmesi, insan ve hayvan sagligimi koruyucu bilesiklerin iiretilmesi,
bitkilerin biyoteknolojik korunmasi, bulasici ve salgin hastaliklar ile savas, atik su
aritilmasi, ¢evre korunmasi ve atiklarin yeniden degerlendirilmesi gibi.

Biyoteknolojik uygulamalarda ¢ogu kez c¢evreye zarar vermeyen teknikler
kullanilir, enerji ihtiyact azdir, yiikksek basing gerektirmez ve oda sicakliginda veya daha

diisiik sicakliklarda reaksiyonlar gerceklestirilir (Telefoncu, 1996).

1.2.1. Enzimlerin Biyoteknolojide Kullanim

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, iiriinlerin kullanim alanlarinin ¢esitliligi ve
ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeni ile biyoteknolojinin endiistriyel enzimlerle
ilgili alaninda yapilan ¢esitli aragtirmalar daha da 6nem kazanmaktadir.

Ozellikle son yillarda stratejik alan seklinde degerlendirilen rekombinant DNA
teknolojisinden yararlanilarak enzim {iretimi biiyiik boyutlara ulagmis ve kullanim giderek

yayginlagsmistir (Kiran ve Comlekcioglu, 2003).

1.2.2. Biyoteknolojide Mikroorganizmalarin Daha FazlaTercih Edilmelerinin

Nedenleri

e Yiiksek diizeyde protein ihtiva ederler.
¢ Bitki ve hayvanlardan daha kolay ve hizli ¢ogalirlar.
e Belirli bir miktar gida iiretimi i¢in, bagka kaynaklardan daha az alan isterler ve daha

ucuza iiretilebilirler



e Kontrol edilebilen sartlarda, fermantasyon reaktorii iginde siirekli kiiltiir halinde
tiretilebildiginden, iiretimleri ¢evre ve iklim sartlarindan etkilenmez (Horikoshi,

1996; Beyath, 1996 ).

1.3. a- Amilaz

Amilazlar nigasta molekiillerini hidrolizleyen enzimlerdir. Bu enzimler kagt,
tekstil, yiyecek endiistrisinde vb. endiistrilerde biyoteknolojik anlamda ¢ok biiyiikk éneme
sahiptirler. Amilazlar mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlardan elde edilmesine ragmen
mikrobiyal enzimler genellikle yiyecek endiistrisinde ©n siralar1 almaktadir.Mikrobiyal
amilazlarin biiyiik bir kismu1 bugiin ticari alanda kullanilmakta ve bu enzimler endiistriyel
islemlerle islenen nisastay1 kimyasal olarak hidrolizlerler (Gupta ve ark., 2003, Windish
ve ark., 1965, Pandey ve ark., 2000).

Amilazlar (a-(1-4)-D-glukan, 4-glukan hidrolaz; EC 3.2.1.1.) dogada bir¢ok
organizma tarafindan yaygin olarak sentezlenirler. Ticari olarak bakterilerden (Bacillus
subtilis, Bacillus diastaticus gibi) ve mantarlardan (Aspergillus oryzae, Aspergillus niger
gibi) {tretilirler. Nisastadaki a-(1-4) glikozidik baglarimi hidrolizleyerek nisastay1 daha
kiiciik molekiillii iiriinlere doniistiiriirler (Tauber, 1949; Wang, 1999). Amilazlarin bir
kismi a-(1-6) baglarina atak yapabilir fakat verimleri ¢ok azdir (Vihinen ve ark., 1989).
Bakteriyel kaynakli a -amilazlar hidroliz {iriinii olarak dekstrin olustururlar ve sivilastirici
enzim olarak isimlendirilirler. Fungal o -amilazlar ise tatlandirici enzimler olarak
isimlendirilir ve hidroliz iiriinii olarak disakkarid olan maltozu olustururlar (Tauber, 1949;

Wang, 1999).

1.4. Pullulanaz

Pullulan1 hidroliz eden bu enzimler o- amilaz ailesi olarak da bilinirler ( Matzke ve
ark., 2000). Bu enzimlerin aym genel Ozelliklere sahip oldugu bulunmus ve substrat
baglanma bolgelerinin amilazlarla aym oldugu gozlenmistir. Buna ilaveten pullulanazin
katalitik bolgesinde Asp ve Glu aminoasitlerinin katalitik aktiviteden sorumlu oldugu
belirtilmistir (Kuriki ve Imanaka, 1999). Asp-206, His-210 ve His-296’ nin ise substrat
baglanma bolgesinde 6nemli oldugu bulunmustur (Kuriki ve Imanaka, 1991). Pullulana

ilaveten, pullulami hidroliz eden enzimlerin diger bazi polisakkaritleri de hidroliz ettigi



biyokimyasal ¢aligmalarla belirtilmistir. Ancak substratin enzimatik hidroliziyle olusan
tiriinlerin farkli oldugu belirtilmistir.

Pullulan1  hidroliz eden enzimlerin ¢esitliligi, karbohidratlarin  hidroliz
mekanizmasi ve son lriiniin farklilig1 besin, kimya ve ila¢ endiistrisinde biiyiik bir 6nem
tasimaktadir (Doman-Pytka ve Bardowski, 2004).

Pullulanaz grubu enzimler kendi i¢inde cesitlilik gostermektedir:

1.4.1. Tip I Pullulanazlar

Bu pullulanaz grubu gercek pullullanazlar olarak bilinir. Pullulanaz ilk defa
Wallenfels ve ark. (1966) tarafindan Aerobacter aerogenes’ten elde edilmistir. Tip I
pullulanaz pullulanda o-(1-6)-D- glikozidik baglar1 hidrolizler. Bu enzimler suda ¢ok
coziinen, dallanmig siklodextrinlerin olusumunu saglar ( Saha ve Zeikus, 1989). Bu grup
enzimler sadece pullulan1 degil nisastali baska molekiilleri de hidrolizler.

Tip I pullulanaz grubu enzimlerin, hem hiicre ici hem de hiicre dis1 salgilanan
enzim olabilecegi belirtilmistir (Smith ve Salyers, 1989; Takizawa ve Murooka , 1985;
Anderson, 1995). Bu enzimler pH: 3.0-11.0 gibi genis bir pH araliginda calisirlar,
endiistriyel substratlar olan maltoz, amiloz ve glikozun tiretiminde kullanilirlar.

Tip I pullullanazlarin aynm1 zamanda fermantasyon esnasinda bugdaya fungal amilaz veya
glukoamilazla birlikte katilmas1 sonucu diisiik kalorili biralar elde edilir ( Saha ve Zeikus,

1989).

1.4.2. Tip II Pullulanazlar-Amilopullulanazlar

Amilopullulanazlar (Ap,,) tip II pullulanazlar olarak taninirlar.Enzim muhtemelen
Tip II pullulanaz 6zelligi gostermektedir. Ciinkii hem nisasta hem de pullulan icin yiiksek
aktivite gostermektedir. Amilopullulanazlar essiz biyokimyasal ozelliklere sahiptirler.
Ciinkii bu enzimler nisasta vb. polisakkaritlerde hem o-(1-4) hemde o-(1-6) glikozidik
baglart kirdigindan dolayr hem amilaz hem de pullulanaz aktivitesi gosterirler
(Ganghofner ve ark., 1998).

Apa, bazi termofilik, ekstrem termofilik ve mezofilik bakterilerde bulunmustur. Bu
bakterilerin salgiladigi amilopullulanaz enzimi pullulanda, glikojende ve amilopektindeki

a-(1-6) glikozidik baglar1 hidrolizledigi gibi nisasta, amiloz, amilopektin ve glikojende



a-(1-4) glikozidik baglarin1 da hidrolizlemektedir. Hidroliz iiriinii olarak glukoz,
maltoz ve maltotiroz gibi kii¢iik sekerler olusur (Bertolido ve Antranikian, 2002).

Amilopullulanazlarin amilaz ve pullulanaz aktivitesinin ayni veya birbirine yakin
pH ve sicaklik araliklarinda oldugu belirtilmistir. Bu grup enzimler pH: 5.0-9.6 gibi pH
araliklarinda ve 50-105 °C gibi sicaklik araliklarinda maksimum aktivite gosterirler (

Doman-Ptyka ve Bardowski, 2004).

1.4.3. Neopullulanazlar

Neopullulanaz, pullulan 4-D-glukanohidrolaz (EC. 3.2.1.135) pullulan1 panoza ( 6-
a-D-glukozilmaltoz) hidrolizler ( Webb, 1992). Neopullulanazin biyokimyasi biraz ilging
olup, bu grup enzimler sadece a-(1-4)-glikozidik baglar1 hidrolizlemeyle kalmayip, bazen
dallanmis oligosakkaritlerde a-(1-6)-glikozidik baglari da hidrolizleyebilmektedir. Her
glikozidik bagin hidrolizine neopullulanazin sadece bir aktif merkezinin katildig
bildirilmistir (Kuriki ve ark. , 1991).

Alkali ortamda aktivite gdsteren neopullulanazlar 6zellikle camasir ve bulasik
detejanlarina temizleyici katki maddesi olarak katilirlar (Yamashita ve ark., 1997). Buna
ilaveten pullulanin degradasyonu sonucu olusan panoz fazla tath olmayip, agiz bakterileri
tarafindan fermente olmaz ve sukrozdan insolubl glukanin sentezini inhibe eder. Bundan
dolay1 panoz, dislerin korunmasinda da kullamilabilir ( Doman-Ptyka ve Bardowski,

2004).

1.4.4. izopullulanazlar

Izopullulanazlar (EC. 3.2.1.57) pullulan 4-glukanohidrolazlar olarak bilinirler. Bu
enzimler pullulanda o-(1-4)-D-glikozidik baglar1 hidrolizleyerek izopanoz (6-o-
maltozilglikoz) olustururlar ve nisastay1 hidrolizleyemezler Diger bir 6zlellikleri, bu grup
pullulanazlar bakterilerde bulunmayip sadece mantarlarda bulunurlar (Aspergillus niger

ATCC 9642 gibi) (Webb, 1992).

1.4.5. Tip III pullulanazlar

Bu grup enzimler pullulanda a-(1-6) ve a-(1-4) glikozidik baglara etki eder. Ancak

hidroliz tiriinii olarak maltotrioz, panoz ve maltoz olusur. Ayn1 zamanda nisasta, amiloz ve



amilopektini hidrolizi sonucu baslica iiriin olarak maltoz ve maltotrioz verir (Niehaus ve
ark., 2000; Bertoldo ve Antranikian, 2002). Tip III pullulanaz hidrolazlarin katalitik
bolgesinde ii¢ asidik amino asit artig1 olarak iki Asp ve bir Glu artigi bulunur. Tip III
pullulanaz hidrolaz hipertermofilik archea olan Thermococus aggregans tarafindan

salgilanir (Niehaus ve ark., 2000).

1.5. Amilaz ve Pullulanaz Enzimlerinin Genel Ozellikleri ve Kullamim Alanlari

Amiloz, amilopektin, pullulan, glikojen ve maltooligosakkaridlerdeki a-(1-4), a-(1-
6) glikozidik baglarini hidrolizleyen genis bir ailedirler.

Onemli bir polisakkarit olan nisastay1 parcalarlar (Yiiceer, 2000). Bir kisim mantar,
maya, bakteri ve aktinomigesler o-amilaz salgilarlar. Bakteriyel ve mantar kaynakli
enzimler i¢in endiistri sektorlerinde agirlikla bunlara bagvurulur (Pandey ve ark. 2000).

Yiiksek sicakliga dayamikli o-amilazlar daha c¢ok B. stearothermophilus, B.
licheniformis ve B. amyloliqufaciens gibi mikroorganizmalar tarafindan salgilanmaktadir

(Bessler ve ark., 2003).

1.5.1. a-Amilazlarin Ekmekcilikte Kullanim

Ekmekgilikte cesitli enzimler, yiizyillardan beri yiiksek kaliteli tiriinlerin iiretimi
icin kullamilmaktadir. Giiniimiizde proteaz, lipaz, ksilanaz, pullulanaz, seliilaz,
glukooksidaz, gibi enzim ¢esitleri ekmek sanayiinde ¢esitli amaclar i¢in kullanilmaktadir.

Ekmekgilikte kullanilan enzimlerin biiyiik bir bolimii bakteriyel ve fungal kokenlidir.
Ekmekgilikte amilazlarin kullanilmasz:

¢ Fermantasyonun uyarilmasini,

e  Hamurun viskozitesinin diisiiriilmesini,

e Ekmek hacminin artmasini,

e Ekmegin i¢ yapisinin diizgiin goriiniislii olmasini,

¢ Ekmek kabugunun iyi renk almasini,

e Ekmegin daha kaliteli kizarmasini,

e Ekmegin bayatlamasinin geciktirilmesini saglar (Gupta ve ark., 2003;

Dagasan,1997).



1.5.2. a-Amilazlarin ve Pullulanazlarm Nisastanin Sekerlendirilmesinde Kullanilmasi

Nisasta molekiillerinin amilaz ve pullulanaz enzimleri tarafindan hidrolizi sonucu
indirgen sekerler olusur.

Bu sekerler arasinda glukoz, maltoz ve maltotrioz, bulunmaktadir. Stvi haldeki bu
tiriin, glukoz surubu olarak da adlandirilmaktadir.

Nisastanin hidrolizi sonucu elde edilen glukoz surubu, daha sonra glukoz izomeraz
enzimi ile fruktoza doniistiiriilebilmekte ve iiriin olarak da fruktoz surubu elde
edilmektedir. Tat acisindan fruktoz daha etkili oldugu igin cesitli gida maddelerinde
tatlandirict olarak fruktoz surubu tercih edilmektedir (Kiran ve Comlekgioglu, 2003;

Gupta ve ark., 2003; Dagasan,1997; Telefoncu, 1996 ).

1.5.3. a-Amilazlarin ve Pullulanazlarin Tekstil Endiistrisinde Kullanimi

B. subtilis ve B. amyloliquefaciens suslarindan derin fermantasyon yontemi ile
tiretilen bu enzimlerin diger bir Ozelligi cirislenmis nisastay1r oldukca kisa siirede
parcalamalarnidir. Bu ozelliklerinden dolay1 yaklasik 70-80 yildir pamuklu dokuma
sanayinde hasil sokiicii olarak kullamilmaktadirlar. Pamuklu ipliklerin dokuma islemi
sirasinda torozlanarak kopmalarimi 6nlemek icin iplikler nisasta esashi bir hasil
banyosundan gegcirilip kurutularak saglamlagtirilir.

Dokuma isleminden sonra ham bezi diger islemlere hazirlamak icin bu nisasta
kolasinin alinmasi gerekmektedir. Hasil sokme denilen bu islem, beze zarar vermeden en

kolay sekilde amilaz ve pullulanaz enzimleri kullanilarak yapilmaktadir (Batum,1997).

1.5.4. a-Amilazlarin ve Pullulanazlarin Deterjan Endiistrisinde Kullanim

o - Amilazlar ve pullulanazlar nisasta iceren (6rnegin patates, makarna, ¢ikolata
gibi) kir ve lekelerin temizlenmesine yardimci olmaktadir.

Diger taraftan bulasik makineleri deterjanlarina amilaz ve pullulanaz katilarak
nisasta igeren kurumus yemek artiklarinin ¢oziinmesi saglanabilmektedir (Gupta ve

ark.,2003; Batum,1997). Beyazlatici olarak kullanilan deterjanlarda amilaz enzimi



oksidasyon sonucu stabilitesini kaybetmektedir. Bunu 6nlemek icin son zamanlarda bilim
adamlari, gen miihendisliginde oksidasyona duyarli amino asitlerin yerini oksidasyona
dayanikli amino asitlerle degistirerek enzimin stabilitesinin artmasini saglamislardir. B.
licheniformis tarafindan saglanan a-amilazin 197. pozisyonunda bulunan metionin amino
asidinin 16sin amino asidi ile yer degistirmesiyle enzimin oksidasyona dayanikli olmasi

saglanmistir (Gupta ve ark., 2003).

1.5.5. a-Amilazlarin ve Pullulanazlarim Kagit Endiistrisinde Kullanim

Kagit endiistrisinde kagidin islenmesi icin kagit hamurunun nisastayla kirislenmesi
gerekmektedir. Bu islem kagidin kalitesini arttirir, kagida sertlik ve dayaniklilik kazandirr,
kagidin giizel tabakalanmasini ve daha iyi silinebilirligini saglar.

Dogal nisastalarin viskoziteleri kagit kirislenmesi icin ¢ok fazladir. Bu nisastalar

pullulanaz ve amilaz enzimleri kullanilarak ortamdan uzaklagtirilir (Gupta ve ark., 2003).

1.6. Nisasta

Nisasta glukoz iinitelerinin C; oksijeniyle diger glukoz iinitesine glikozidik bagla
baglandig: bilinen bir polimerdir. Nisasta iki tip molekiilii igceren bir polimolekiildiir.

1)-Amiloz

2)-Amilopektin

Amiloz;

Amiloz, glukoz monomer birimlerinin a-(1-4) baglantilartyla ucuca eklenmesinden
olusur. Amiloz lineer bir molekiildiir, ancak birbirini izleyen glukoz birimlerinin acili olma
egiliminden dolay1 bir sarmal olusturur.

ki amiloz molekiilii birbirine sarilarak bir ¢ift sarmal da olusturabilirler. Bu
sarmalin i¢ yiizeyi hidrofobik oldugu i¢in, icinde yer alan su molekiilleri kolaylikla daha

hidrofobik molekiillerle yer degistirebilir.

OH
0
Hﬁé:% OH
OH 0
OHo OH
OH 0
OHO
oHl -

Sekil 1.1. Amilozun Genel Yapisi
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Nisasta testinde kullanilan iyot molekiilleri amiloz sarmallarinin i¢ine dizilince mavi bir
renk olusur. Amiloz sarmallan arasinda olusan hidrojen baglari yiiziinden i¢inde ¢ok az su
barindiran yogun bir yap1 olusur.

Amilopektin;

Amilozdan farkli olarak amilopektinde dallanma vardir, ama her 24-30 glukoz
monomerinden birinde a-(1-6) baglantisi ile bir yan zincir baglar. Amilopektinde dallanma
noktalarindan sonra birbirine paralel iki zincir birbirine sarilarak bir ¢ifte sarmal olusturur.

Amilopektin, bir ¢cali gibi, bir merkezden dallandikca genisleyen bir sekle sahiptir.

Dallanmakta noktalarinda molekiil diizensizdir, iki dallanma noktas1 arasinda ise
cifte sarmallar diizgiin bir sekilde istiflenerek kristal bir yapi1 olustururlar; bu yiizden
mikroskopta nisasta taneciklerinde bu diizenli ve diizensiz bolgeler biiylime halkalar1 gibi
gorindur.

Bu molekiiler yapisindan dolay1 amilopektin, nigasta taneleri olarak depolanmasini
saglayan sarmal sekilli olur. Hem amilopektin hem de amiloz glukozun polimerleridir, ve
tipik bir amiloz polimeri 500-20.000 glukoz molekiiliinden, bir amilopektin molekiilii ise
yaklagik bir milyon glukozdan olusur.

Farkli bitki tiirlerinde, hatta aym tiiriin farkli anaclarinda (cultivar) amilozun
amilopektine orani degisir. Ornegin yiiksek amilozlu musir nisastasinda % 85 oraninda
amiloz bulunurken, mumlu musir tiiriinde amilopektin oran1 %99'dir.

Amilopektin sarmallar1 cogu tahil nisastasinda siki bir sekilde istiflenmisken (A-tipi
nisasta), patates ve muz gibi bazi bitkilerde daha aralikli istiflenirler (B-tipi nisasta).
Bitkilerde nisasta ¢ok az su igeren tanecikler halinde depolanir, bu taneciklerin boyutlart

bitkiden bitkiye degisir.

OH
0
HO
OH OH
0 0
HO
OH O
OHo oH
OH 0
0OHO
OH

I:].-""
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Sekil 1.2. Amilopektinin Genel Yapisi

Nisasta suda ¢oziinmez. Sindirilmesi hidroliz yoluyla olur, bu reaksiyonu
katalizleyen amilaz enzimleri glukozlar arasindaki baglar1 keserler. Hayvan ve insanlar
amilaz enzimlerine sahip olduklarindan nigastayr sindirebilirler. Aym zamanda
yakildiginda enerji elde edilen molekiillerdir ( Marc ve ark., 2002).

Farkli tiirdeki enzimlerin nisastanin hem sentezinde hem de hidrolizinde iliskisi
bulunmaktadir. Nisastanin yikimi i¢in temel olarak dort grup bulunmaktadir.

1)-Endo amilazlar

2)-Ekzo amilazlar

3)- Transferazlar

4)- Dallanmamis (debranching) enzimler

Endo amilazlar, amilopektin veya amilozlardaki seker iinitelerini o-(1-4) glikozidik
baglarindan kirarlar. Endo amilazlara en giizel 6rnek olarak a- amilaz verilebilir (Pandey
ve ark., 2000).

Ikinci enzim grubu olan ekzo amilazlar ise a-glukozidaz, gluko amilaz ve
amiloglukozidaz gibi enzimler hem a-(1-4) hem de a-(1-6) glukozidik baglari kirar. -
amilaz gibi enzimler yalnizca B-(1-4) baglarim kirar. Ekzo amilazlarin nisasta tizerinde
etkisi sonucu yani nisastadaki hem amiloz hem de amilopektini hidrolizleyerek dextrin ,
maltoz veya yalnizca glukozu meydana getirirler (Pandey ve ark. 2000).

Diger grup olan transferazlar ise yapisinda bulunan amino asitler glikozidik baga
dondr bir glikozidik akseptor olarak etkiyip donor molekiil olan a-(1-4) bagim kirar. Bu
gruba Ornek olarak amilomaltaz ve siklodekstrin glukotransferaz verilebilir (Takaha ve
ark., 1999).

Son enzim grubu olan dallanmamis (debranching) enzimlerede Ornek olarak

izoamilazlar ve pullulanazlar grubu enzimler verilebilir (Takata ve ark. 1992).

1.7. a-Amilazlar (a-(1-4) glukan glukanohidrolaz, EC 3.2.1.1) ve Etki Mekanizmalari

a-Amilazlar nigsasta molekiiliindeki amiloz zincirlerinin a-(1-4) glikozidik baglarina
gelisi giizel saldirirlar (Windish ve Mhatre, 1965). 11k saldirinin helezonlar arasma diisen
a-(1-4) glikozidik baglar oldugu kabul edilmektedir.

Boylece zincir daha kiigciikk kisimlara ayrilir ve bu kisalmis pargalar yeniden

enzimin etkisine ugrarlar (Yenson, 1981).
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Nigastanin hidrolizi sonucunda ortaya c¢ikan {irlinler a-optik konformasyonu
gosterdiginden bu enzimler a-amilazlar adini almistir. Bu enzimler substratlarinin ig
kisimlarindaki o-(1-4) baglarina atak yaptiklari i¢in bunlara endoamilazlar da denir
(Windish ve Mhatre, 1965).

1963 yilina kadar, a-amilazin nisastay1 rastgele hidrolizleyip, glukoz molekiillerine
doniistiirdiigi diisiiniilirken, B. subtilis a-amilazlarinin, amiloz {izerine etkisini konu alan
bir ¢alismada, maltotrioz (G3) ve maltoheksoz (G6)’un baskin oldugu bir karisimin ele
gectigi ortaya konmustur (Robyt, 1989). Boylece a-amilazin nisasta iizerine etkisinin
rastgele olmadig1 ortaya konmustur.

Bu mekanizmaya gore a-amilaz iizerinde 9 glukoz kalintistnin baglanabilecegi
baglanma merkezleri bulunur. a —(1-4) bagini1 hidrolizleyen aktif merkezin, 3-4 nolu glikoz
kalintilarinin baglandig baglanma merkezleri iizerinde kaldig: diisiiniilmektedir.

Buna gore, hidroliz isleminden sonra soldaki grup enzim iizerinden ayrilirsa,
bosalan baglanma merkezlerini doldurmak iizere, nisasta zinciri kendiliginden sola dogru
hareket eder, iiriin olarak G6 olusur. Hidrolizden sonra, zincirin sag taraf1 ayrilirsa, nigasta
zinciri, bosalan baglanma merkezlerini doldurmak iizere saga dogru kayar ve iiriin olarak
G3 meydana gelir. Amilopektinden ise, benzer mekanizma ile maltoz (G1), maltodioz
(G2), maltotrioz (G3), maltoheksoz (G6) meydana gelir (Robyt, 1989).

Etki mekanizmasi asagida goriilmektedir:
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- Enzim-substrai kompleks: 3
olusur P

OO0
PN p e e e ¢
- Glikozidik bag hidrohzlenir dJ ( =

- Zincirin sol tarafi aynbr ﬁdoT

- Zincirin sag tarafi kendiliginden i
baglanma merkezlenm doldurmak

uzere sola kayar. m
O-O-0-0-0 T

- G, Griiniindg vermek tzere ghkozidik
. bag hidrohzlenir. Q. —?ﬁﬁﬁ ‘O_O/Op\o\
P,-tNM\?rv:\;'] l

- Gg w1 yeruden uran olarak vermek uzere
4 we 5 adimlar tekrarlamr,

Sekil.1.3. o-Amilazlar (a-(1-4) glukan glukanohidrolaz, EC 3.2.1.1) ve Etki

Mekanizmalari

Robyt (1989) PPA (Porcine Pancreatic Amylase)’ nin etki mekanizmasini, soguk
¢oziicii igerisinde 1-[°C] ile zenginlestirilmis maltotetroz substratin1 kullanarak *C-NMR
ile ortaya cikardi. Bu teknikler, B-karboksil asetal ester mevcudiyetini ortaya ¢ikardi. Bu
da, a-(1-4) glikozidik baginin hidroliz mekanizmasinda gorev alan glikozil bir enzimin
islev gordiigiiniin kanitidir. Burada PPA i¢in cifte bir kovalent bag yer degisimi soz
konusudur. Bu, enzimin aktif merkezinde bir karboksilat grubu, B-karboksil asetal vermek
tizere a-(1-4) glikozidik baginin C-1 karbonuna atak yapar. Bu da hemiasetal hidroksil
grubu i¢in bir a-konfigiirasyonuna sahip bir {iriin vermek iizere su tarafindan hidrolizlenir

(Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Kovalent Bag Iceren a-(1-4) Glikozidik Bagin Hidrolizi Sonucu Cifte Yer
Degisim Mekanizmasi

Bu kovalent mekanizmanin sadece PPA i¢in gosterilmesine ragmen o-amilazlarin
katalitik gruplarim iceren yapisal 6zelliklerinin korunmasi, hidroliz mekanizmasinin farkl

a-amilazlar i¢in de benzer oldugunu desteklemektedir.

1.8. Pullulan

Pullulan, bir mantar olan Aureobasidium pullulans tarafindan glukoz veya sukroz
iceren besiyerinde sentezlenen bir polisakkarittir. A. pullulans’ m bir cok tirii bu
polisakkaridi bol miktarda tiretir.

Pullulan suda coziinen noétral bir glukan olup, lineer D-glukopiranozil birimleri
icerir. Yapida diizenli olarak bir a- (1-6)-D ve iki a- (1-4)-D baglanmalar1 mevcuttur.

Pullulan molekiilii nétral olup molekiil agirhigr 1.500-810.000 kDa arasinda
degismektedir. Pullulan hem a-(1-6)-D hem de a-(1-4)-D- pullulanaz tarafindan enzimatik
olarak hidrolizlenir.

a -(1-6) -D-pullulanaz spesifik olarak a -(1-6) -D-glikopiranozid baglarm kirar ve
a-(1-4)-D-baglarina etki etmez. a-(1-6)-D-pullulanaz tarafindan pullulanin tamamen
hidrolizi baglica iiriin olarak maltotrioz verir.
a-(1-4)-D- pullulanaz tarafindan pullulanin hidrolizi baslica iiriin olarak izopanoz verir (

Doman-Pytka ve Bardowski, 2004).
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Sekil 1.5. Pullulanazin Pullulan Uzerine Etki Mekanizmasi
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Ramachandra ve ark. (2004), COC ( Coconu oil cake ) substrat olarak
kullanilarak Aspergillus oryzae tarafindan a-amilaz iiretimini rapor etmislerdir. En yiiksek
enzim aktivitesini 30 °C ‘de 72. saatte bulmuslardir. Yine bu calismada, ortama % 2
oraninda karbon kaynaklar1 eklenmis, nisasta ve glukozun kontrolden yiiksek aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Bununla birlikte maltozda enzim aktivitesinde diisme oldugu
goriilmils ve sukrozun enzim aktivitesinde hicbir etkisi olmadigi rapor edilmistir. Eklenen
%]1°lik konsantrasyondaki azot kaynaklarindan en yiiksek artis peptonda goriilmiis, en

diisiik enzim aktivitesi sodyum nitratta gozlemlenmistir.

Amoozegar ve ark. (2003), nisasta’y1 substrat olarak kullanarak Halobacillus sp.
mikroorganizmas1 tarafindan a-amilaz iiretimini incelemislerdir. En yiiksek enzim
aktivitesinin 30 °C ‘de 72. saatte oldugunu bulmuslardir. Bu calismada da ortama % 0.5
oraninda karbon kaynaklar1 eklenmis, enzim iizerine dekstrin ve nisastanin olumlu etkisi
oldugunu gostermisleridir. Burada glukoz’un enzim iiretimi lizerine anlamli bir etkisi

olmadigin1 gézlemislerdir.

Gomes ve ark. (2003), termofilik bakteri olan Rhodothermus marinus tarafindan
yiiksek 1s1ya duyarli a-amilaz ve pullulanaz iiretimini rapor etmislerdir. En yiiksek enzim
aktiviteleri pullulanaz icin 75 °C’de 36. saatte, amilaz i¢in ise 85 °C’de 45. saatte elde
etmislerdir. Bu ¢alismada da % 2’lik karbon kaynaklarindan a-amilaz i¢in nisasta, misir
nisastas1 ve glikojen; pullulanaz i¢in ise pullulan, glikojen ve misir nisastasinin kontrolden
yiiksek aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Aym sekilde sirasiyla hem pullulanaz i¢in hem de

a-amilaz i¢in 6.5-7 pH araliginda yiiksek aktivite belirlenmistir.

Hernandez ve ark. (2006), farkli konsantrasyonlarda nisasta kaynakli besi yerleri
kullanarak Aspergillus niger tarafindan o-amilaz iiretimini saglamislardir. Bu ¢alismada o-
amilaz i¢in en yiiksek aktivite 30 °C’de 88. saatte bulunmustur. %?2’lik karbon
kaynaklarindan nisasta, azot kaynaklarindan ise pepton ve NH4NOj ile en yiiksek aktivite

gdzlemlenmistir.

Nair ve ark. (2007), Bacillus cereus ile yaptiklar ¢alismada en yiiksek pullulanaz

aktivitesini 30 °C ‘de 18. saatte bulmuslardir. Calismada, karbon kaynaklarindan nisasta,
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pullulan ve maltodekstrinin enzim {iretimini arttirdigini belirtmislerdir. Enzim i¢in sicaklik

araligin1 30-80 °C olarak belirlemislerdir.

Konsoula ve ark. (2004), organik kaynakli farkli substratlar kullanarak Bacillus sp.
tarafindan oa-amilaz iiretimini saglamiglardir. Bu ¢caligmada en yiiksek aktivite 40 °C ‘de
48.saatte belirlenmistir. En yiiksek enzim iiretimi karbon kaynaklarindan nisasta, azot
kaynaklarindan pepton ve yeast ekstrakt ile belirlenmistir. Farkli unlarin etkisi
incelendiginde un kaynaklarindan misir ve bugday unlarinda en yiiksek enzim {iretimi elde
edilmistir. Bu ¢alismada enzim aktivitesi iizerine metal iyonlarin etkisi de incelenmis olup,

Ca*?ile en yiiksek aktivite tespit edilmistir.

Ramesh ve ark. (2001), cesitli un kaynaklarini1 substrat olarak kullanip Clostridium
thermosulfurogenes tarafindan yiiksek sicaklikta aktivite gosteren pullulanaz iiretimini
rapor etmislerdir. Bu calismada en yiiksek aktiviteyi 60 °C ‘de 24. saat olarak
belirlemislerdir. Un kaynaklarindan patates unu, misir unu ve ¢oziiniir nisastada en yiiksek

aktivite gdzlemlemislerdir.

Pederson ve ark. ( 2000 ), Aspergillus oryzae’de a-amilaz iiretimine inorganik azot
kaynakli sodyum nitratin diger amonyum tuzlarina oranla daha az etkisi oldugunu tespit

etmislerdir.

Konsula ve ark. (2004), termofolik Bacillus subtilis varyetesinde maksimum
aktiviteyi 135 °C’de ve pH 6.5’de elde etmislerdir. Enzim termostabilitesinin hem
kalsiyum hem de nisasta varliginda arttigim1 gostermislerdir. Amilaz iiretiminde en yiiksek
aktiviteyi %0.05 nisasta iceren besi yerinde elde etmislerdir. %0,1’lik nisasta iceren besi

yerinde enzim aktivitesinde %50 azalma oldugunu tespit etmislerdir.

Messaoud ve ark. (2004), Bacillus subtilis US116 tarafindan iiretilen a-amilazin,
nisastay1 parcalamasi sonucu maltoheptoz ve maltohekzoz olustugunu belirlemislerdir.
Saflastirilmis enzimin optimum pH’ 11 6 ve optimum sicakligini 65 °C’de elde etmislerdir.

Calismacilar enzimin molekiil agirligimi 60.000 dalton olarak bulmuslardir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1.Kullamilan Kimyasallar

CaCl,, MnSO4.H;O, MgS04.7H,0, ZnCl,, NaCl, KCI, NH4NOs;, NH4Cl,
(NH4), HPO4, Na,HPO,4, NaH,PO4, CH3COOH, Na,COs, Na-K Tartarat, Na,Wo4.2H,0,
Na,Mo04.2H,0, H3PO4, LiSOy4, Bry, glukoz, amiloz, pullulan, nisasta, yeast ekstrakt,
nutrient-broth, ve soluble starch, Merck’ten, o-nitrofenil-f-D-galaktopiranozid,
trikloroasetikasit, azo kazein, sukroz, iire, glisin,tris-hidroksimetilaminometan Sigma’dan,
pepton, tryptone, beef ekstrakt, agar Difco’dan, CuCl,.5H,0, NaOH, HCI Riedel

Haen’dan temin edildi. Bugday nisastasi, pirin¢ nisastasi, misir nisastasi, patates nisastast,

bugday unu, bugday unu ve kepegi karisimi, yedi tahil unu karigimi, dar1 unu, arpa unu ve

piring unu ticari olarak temin edildi.

3.2. Kullamlan Cihazlar

Spektrofotometre
Santrifiij
Calkalamali su banyosu
Etiiv

Sterilizator

pH metre
Elektronik terazi
Vorteks
Mikropipet
Magnetik karistirict
Deep-freeze

Otoklav

3.3. Besiyerleri

3.3.1. Nutrient Broth Kat1 Besiyeri

Shimadzu UV -1240
Sigma Christ 2K15
Julabo SW 23

EN 400 Nuve

Binder

Metler Toledo 540-K
Sauter, Gecavery
Fisons Whirli Mixer
Eppendorf

Stuart

Sanyo Medical Freezer

Hiclave HV-50 L Hirayama

8 gr Nutrient Broth (NB), 16 gr agar 1000 mL saf suda ¢6ziinerek otoklavlandi.
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3.3.2. Siv1 Besiyeri

8 gr NB 1000 ml saf suda ¢oziinerek otoklavlandi.

3.4. Coziiniir nisasta- Beef ekstrakt (SB) Besiyeri (Basal medium)
%2  Coziiniir nisasta
%1 Beef ekstrakt
%0.2  Yeast ekstrakt
%0.02 CaCl,
%0.01 MgS04.7H,0 (pH; 7.0)

Otoklavlanarak hazirlandi.

3.5. Cozeltiler

3.5.1. Tampon Cozeltiler

pH: 4.5; 5.0; 5.5;6.0; 6.5 50 mM Asetat Tamponu
pH: 6.0; 6.4 50mM Fosfat Tamponu
pH: 7.0; 7.5; 8.0 50 mM Tris-HCI Tamponu

*Tampon cozeltileri hazirlanmasi Ek.1 kisminda verilmistir.
3.6. Alkalin Cozeltisi
Alkalin ¢ozeltsinin hazirlanmasi Ek.2 kisminda verilmistir.
3.7. Folin Reaktifi
Folin reaktifinin hazirlanmasi Ek.3 kisminda verilmistir.
3.8. Biyolojik Materyal
Calismada inek siitlinden izole edilen Bacillus sp. biyolojik materyal olarak

kullanildi. Bu amagla 5 mL inek siitii alimip agz1 kapali steril bir erlende etiivde 15 dak. 80
°C’de bekletildi. 100 pL alinip NB agara ekilip 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.
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Kat1 besi yerinde iireyen bakteriden toplu igne ucu kadar alinip 6z yardimiyla 10 mL’lik
steril tuz ¢ozeltisinde siispansiyon haline getirildi. Buradan alinan 100 pL’lik 6rnek 1/1000
oraninda seyreltilerek besiyerinde saf koloniler elde etmek icin kat1 besiyerine ekildi. Saf

olarak alinan bir koloni ¢ogaltild1 ve gram boyama yapildi.

3.8.1. Gram Boyama

Jansiyen moru (Stok cozelti: 5 gr. Jansiyen moru, 100 mL %95 lik etil alkol.

Kullanma soliisyonu: 10 mL stok jansiyen moru ¢ozeltisi, 100 mL fenollii distile su); lugol
(1 gr. Iyot; 2 gr KI; 300 mL distile su); sulu fuksin (Stok ¢ozelti: 3 gr bazik fuksin, 100 mL
%95’ lik etilalkol. Kullanma soliisyonu 10 mL stok bazik fuksin ¢ozeltisi, 100 mL %5
fenollu distile su), etil alkol, su.
Steril Oze ile alinan bakteri ornegi lam iizerinde bir damla serum fizyolojik ile yayilir.
Havada kurutulur, alevde fiske edilir. Lamin iizerine jansiyen moru dokiilerek 2 dakika
bekletilir. Daha sonra lugol dokiilerek 1/2 dakika bekletildikten sonra ardindan etil alkol
(1/2 dak.) dokiiliir, sonra da saf su ile yikanir. Lamin {izerine son olarak sulu fuksin
dokiiliir. 1 dakika sonra lam yikanir ve havada kurutulur.

Bakteriler mikroskopta incelenir. Hiicre duvarindaki farkliliktan kaynaklanarak G

(+) bakteriler mor, G (-) bakteriler pembe goriiniir.

3.9. Enzim Uretimi

a-Amilaz , pullulanaz ve B-galaktozidaz iiretimleri icin SB besiyeri, proteaz
tiretimi i¢in NB besiyeri kullanildi. SB besi yeri 121°C’de 15 dak. otoklavlanarak steril
edildi.

100 ml’lik besi yerine 150 pL taze 6rnek ekilerek 0.8 absorbansa karsilik gelecek
sekilde 37 °C’de iiretildi. Buradan alinan 150 pL’lik 6rnek taze SB besiyerine ekilerek 37
°C’ de 150 rpm’de inkiibasyona birakildi. Belirli siirelerde alinan 6rnekler 5000 rpm’de 10
dak. santrifiijlenerek hiicre ve sporlardan arindirildi. Enzim aktivitesi ve optimizasyon

caligsmalari i¢in iist s1v1 kullanildi.
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3.10. a-Amilaz Enzim Aktivite Tayini

a-Amilaz enzim aktivite tayini Bernfeld yontemine gore yapildi (Bernfeld, 1955).
150 pL enzim ¢ozeltisi ve 200 puL %1°lik nisasta ¢ozeltisi (0.1 M fosfat tamponu pH:6.8 )
37 °C’de 25 dak. inkiibe edildi. Daha sonra 400 pL 3,5-dinitro salisilik asit ¢ozeltisi
katilarak 5 dak. kaynar su banyosunda tutuldu ve oda sicakligina geldiginde 8mL saf su
ilave edildi.Orneklerin absorbans degerleri 489 nm’de okundu.

Bir enzim iinitesi deney kosullan altinda dakikada 1 pmol maltoza ekivalent

indirgen seker olusumunu saglayan enzim miktar1 olarak tanimlandi.

3.11. Pullulanaz Enzim Aktivite Tayini

500 pL. %1’lik pullulan (0.1 M fosfat.tamponu pH: 6.4) ile 150 pL enzim ¢ozeltisi
37 °C de 20 dak.inkiibasyona birakildi. Ag¢iga ¢ikan indirgen seker miktar1 3,5-dinitro
salisilik asit kullanilarak 489 nm’de okundu (Miller, 1959).

Bir pullulanaz iinitesi deney kosullar1 altinda dakikada 1 pmol glukoza ekivalent

indirgen seker olusumunu saglayan enzim miktar1 olarak tanimlandi.

3.12. p-Galaktozidaz Enzim Aktivite Tayini

B-Galaktozidaz aktivitesi, 0.1 M sodyum fosfat tamponu icerisinde 6 mM o-nitro
fenil-pB-D-galaktopiranosidin (ONPG) hidrolizi sonucu iiriin olarak aciga c¢ikan o-
nitrophenol ile tespit edildi. 500 uL substrat ¢ozeltisi 200 uL enzim ile 37 °C’de 30 dak.
inkiibasyona birakildi. 30 dak. oninkiibasyondan sonra reaksiyon 1 M 500 pL sodyum
karbonat ¢ozeltisi ile durduruldu ve 420 nm’de absorbans degerleri okundu ( Giacomini
ve ark., 1992).

Bir enzim iinitesi deney kosullart altinda dakikada 1 pmol o-nitrofenol olusumunu

saglayan enzim miktar1 olarak tanimlandi.
3.13. Proteaz Enzim Aktivite Tayini
Proteaz aktivitesi substrat olarak kullanilan azokazein hidrolizi sunucu olusan

tirozin miktar1 6l¢iilerek tayin edildi. 1000 pL. %0.5’lik azokazein (0,1 M fosfat.tamponu
pH: 7) ile 250 uL enzim ¢ozeltisi 37 °C de 30 dak.inkiibasyona birakildi. Daha sonra 2 mL
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% 10 TCA (trikloroasetik asit) ilavesiyle 0 °C‘de 15 dak. bekletilip sonrada 5000 rpm’de
10 dak. santrifiijlendi. Cam tiiplere 1600 pL siipernatant alinip 400 pL 1.8 N NaOH ilave
edilerek 489 nm’de absorbans degerleri okundu (Leighton ve ark., 1973).

Bir enzim iinitesi deney kosullar1 altinda dakikada 1 pmol tirozin olusumunu

saglayan enzim miktar1 olarak tanimlandi.

3.14. Standart Egrinin Hazirlanmasi

Standart olarak amilaz i¢in maltoz pullulanaz i¢in glukoz egrisi kullanildi. Standart
egriyi ¢izmek icin derisimi bilinen (5 mg/ml) maltoz ve glukoz ‘dan bir seri standart
cozeltiler hazirlandi. Okunan absorbans degerlerine karsilik standart egri cizilerek

numunelerin maltoz ve glukoz miktarlar1 standart egriden hesaplandi.

3.15. Protein Miktar Tayini

Hazirlanan tiiplere farkli miktarlarda enzim cozeltisi konulduktan sonra toplam
hacim saf su ile 500 pL’ ye tamamlandi. Daha sonra tiiplere 5 mL alkalin ¢ozeltisi
katilarak, 15 dakika 40 °C su banyosuna birakildi.Sonra iizerine 500 pL Folin reaktifi (1:1)
katilarak 30 dakika sonra 660 nm’de absorbans degerleri okundu (Lowry ve ark., 1951).
Okunan degerlere karsi standart egri ¢izildi. Standart egriden yararlanilarak protein miktar

icerikleri hesaplandi.

3.16. Uygun Inkiibasyon Siiresinin Saptanmasi

SB besiyerine mikroorganizma ekimi yapildiktan sonra 37 °C’de inkiibasyona
birakildi. Daha sonra besiyerinden 12; 16; 20; 24; 36; 40; 44; 48 ve 52. saatlerde 1mL
ornek almip santrifiijlenerek aktivite tayini yapildiktan sonra uygun inkiibasyon siiresi

belirlendi.
3.17. pH’nin EtKisi
Enzimlerin  aktivitesi {izerine pH etkisini incelemek i¢in 50 mM

konsantrasyonlarinda asetat tamponu (pH; 4.5-5.5) 50 mM Fosfat tamponu (pH;6.0-6.4) ve
50 mM Tris-HCI tamponu (pH; 7.0-8.0 )kullanildi.
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3.18. Sicakhgin Etkisi

a-Amilaz ve pullulanaz aktivitesi iizerine sicakligin etkisini incelemek icin 20; 25;
30; 37; 40; 50; 55; ve 60 °C’lik sicaklik araliklarinda iist sivindan aktivite tayini yapilarak
bu iki enzim i¢in optimum sicaklik tespit edildi.

3.19. Enzim Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarmin Etkisi

SB besiyeri hazirlandiktan sonra yeast ekstrakt ve beef ekstrakt ortama
birakilmadan yerlerine % 2 oraninda hazirlanan azot kaynaklarindan trypton, pepton,
glisin, iire, (NHs), HPO4, NH4NOj3 birakildi . Ekim yapildiktan sonra uygun inkiibasyon

siiresine kadar birakilan 6rneklerin her birine, siiresi sonunda aktivite tayini yapildi.

3.20. Enzim Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarimn Etkisi

SB besiyeri hazirlandiktan sonra ortamda nisasta yerine % 2 oraninda hazirlanan
karbon kaynaklarindan glukoz, amiloz, pullulan, sukroz, yine sadece % 2 nisasta
birakilarak ekim yapildi. Daha sonra sonra uygun inkiibasyon siiresine kadar birakilan

orneklerin her birine, siiresi sonunda aktivite tayini yapildi.

3.21. Enzim Uretimi Uzerine Farkl Nisastalarin Etkisi

SB besiyeri hazirlandiktan sonra ¢oziiniir nisasta yerine % 2 oraninda hazirlanan
bugday nisastasi, pirin¢ nisastasi, misir nisastasi ve patates nisastasi besi yerine birakildi.
Ekim yapildiktan sonra sonra uygun inkiibasyon siiresine kadar birakilan orneklerin her

birine, siiresi sonunda aktivite tayini yapildi.

3.22. Enzim Uretimi Uzerine Farkh Unlarin Etkisi

SB besiyeri hazirlandiktan sonra ortama ¢Oziintir nisasta birakmadan % 0.2
oraninda hazirlanan bugday unu, bugday unu ve kepegi karisimi, yedi tahil unu* karigimu,
dar1 unu, arpa unu ve pirin¢ unu besi yerine birakildi. Ekim yapildiktan sonra sonra uygun
inkiibasyon siiresine kadar birakilan orneklerin her birine, siiresi sonunda aktivite tayini

yapildi.
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*Not: Yedi tahil un karisimu Bugday unu, Yulaf unu, Cavdar unu, Misir unu, Soya unu,

Aycicegi ici ve Dark malt unu icermektedir.

3.23. Metal fyonlarinin EtKisi

a-Amilaz ve pullulanaz {izerine metal iyonlarmminfarkli derisimlerinin etkisini
incelemek i¢in 5 mM,10 mM ve 50 mM’lik CaCl,, MnSO4.H,O, MgS04.7H,0, ZnCl,,
NaCl, KCIl, CuCl,.5H,0 iceren SB besiyerinde ortamda bakteri iiretildikten sonra iist

sividan aktivite tayini yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bacillus sp.’nin Salgiladig1 Baz1 Enzimler

SB besiyerinde iiretilen mikroorganizma farkli siirelerde inkiibasyona birakilarak
daha sonra santrifiijlendi. Ust sividan a-amilaz, pullulanaz, B-galaktozidaz ve proteaz
enzimleri i¢in aktivite tayini yapildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4.1°de goriilmektedir.
Kullanilan mikroorganizma igin en yiikksek enzim aktivitesi a-amilaz ve pullulanaz
enzimleri i¢in bulundugundan dolay1 daha sonraki asamalarda bu enzimlerin optimizasyon

calismalarina gidildi .

4.2. Enzim Uretimi icin Uygun inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

SB besiyerine Bacillus sp. degisik inkiibasyon siirelerinde 37 °C’de inkiibasyona
birakildi.12; 16; 20; 24; 36; 40; 44; 48 ve 52. saatlerde aktivite tayini yapildi. a-Amilaz
icin en uygun inkiibasyon siiresi 48. saat pullulanaz icin ise 44. saat bulundu (Sekil 4.1-

Sekil 4.2).

4.3. Optimum pH

Enzim aktivitesi tizerine pH nin etkisini incelemek i¢in 50 mM asetat tamponu (pH:
4.5 - 5.5), Fosfat tamponu(pH; 6.0-6.4) ve Tris-HCI tamponu (pH: 7.0 — 8.0) kullanildi. En
yiiksek aktivite a-amilaz enzimi icin pH: 6.8 ‘de pullulanaz enzimi ¢in pH: 6.4’de tespit

edildi (Sekil 4.3 — Sekil 4.4).
4.4. Optimum Sicakhik
a-Amilaz ve pullulanaz aktivitesi tizerine sicakligin etkisi 20; 25; 30; 37; 40 ; 45;

50 ve 60 °C’lik sicaklik araliklarinda calisildi. Aktivite tayinleri sonucu her iki enzim i¢in

optimum sicaklik 37 °C olarak bulundu (Sekil 4.5 - Sekil 4.6).
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4.5. Enzim Uretimi Uzerine Farkh Azot Kaynaklarmin Etkisi

SB besiyerine ortamda bagka azot kaynagi olmayacak sekilde organik azot kaynagi
olarak % 2 oraninda beef ekstrakt , pepton, tripton, iire, glisin, yeast ekstrakt, inorganik
azot kaynag olarak NH4sNO; ve (NH4),HPO, ilave edildi. Organik azot kaynaklarindan
pepton, beef ekstrakt ve triptonun, inorganik azot kaynaklarindan (NH4),HPO,’iin a-
amilaz iiretimini arttirdign goriildii. Pullulanaz iiretiminde organik azot kaynagi olarak
peptonun enzim tretimini artirdigi goriilirken inorganik azot kaynaklarinin anlamli bir

etkisi olmadig1 gozlendi (Tablo 4.2 - Tablo 4.3).

4.6. Enzim Uretimi Uzerine Farkh Karbon Kaynaklarmin Etkisi

SB besiyerlerine ortamda ¢oziiniir nisasta olmayacak sekilde % 2 oraninda glukoz,
amiloz, pullulan, sukroz ve nisasta ilave edildi. Nigsastanin hem a-amilaz, hemde pullulanaz
tiretimini, pullulanin ise pullulanaz aktivitesini anlamli bir sekilde arttirdigi gézlendi

(Tablo 4.4 - Tablo 4.5).

4.7. Enzim Uretimi Uzerine Farkh Nisasta Kaynaklarim EtKisi

Bu amagla SB besiyerinde bulunmasi gereken nisastanin disinda ortama % 0.2°lik
bugday nisastasi, piring nigastasi, misir nisastasi ve patates nisastasi birakildi. Patates
nisastasinin hem a-amilaz, hemde pullulanaz aktivitesini arttirdigi belirlendi (Sekil 4.7 -

Sekil 4.8).

4.8. Enzim Uretimi Uzerine Farkh Unlarin Etkisi

SB besiyerine %0.2 bugday unu, bugday unu ve kepegi karigimi, yedi tahil un
karisimi (bugday unu, yulaf unu, ¢cavdar unu, misir unu, soya unu, aygicegi ici ve dark malt
unu), dar1 unu, arpa unu ve piring unu birakildi. Her iki enzimin iiretimini bugday ununun

arttirdigi belirlendi (Tablo 4.6- Tablo 4.7 ).
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4.9. Enzim Uretimi Uzerine Farkh Metal iyonlarmin Etkisi

Enzim iiretimi iizerine farkli derisimlerdeki (5; 10 ve 50mM) metal iyonlarinin
etkisini incelemek icin ortama CaCl,, MnSO4.H,0, MgS0,4.7H,0, ZnCl,, NaCl, KCI ve
CuCl,.5H,0 ilave edildi. Ca™nin 10 ve 50 mM derisimlerinin o-amilaz aktivitesini
arttirdigi, 5 mM Cu**nin enzimi % 50.7, 50 mM Mn**'nin % 85.89 ve 10 mM Zn**’nin %
75.25 inhibe ettigi belirlendi.

Pullulanaz aktivitesinin ise 50 mM Ca**ile % 105 oldugu 50mM Mn**nin ve 10 ve

50 mM Zn**nin enzim aktivitesini anlamh derecede diisiirdiigii gozlendi (Tablo 4.8).
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5. SONUC VE TARTISMA

Hem kat1 faz fermantasyon (SSF) hem de siv1 faz fermantasyon (SmF) teknikleriyle
amilaz grubu enzimlerin iiretimi cesitli kimyasal faktorler tarafindan etkilenmektedir.
Cogunlukla azot kaynagi, karbon kaynagi, sicaklik, inkiibasyon siiresi, pH etkisi, metal
iyonlarin varligit ve iireme ortamu kompozisyonu gibi parametrelerin o-amilaz ve
pullulanaz iiretimi iizerine etkisi oldugu ve mikrobial metabolizmada bu fizikokimyasal
parametrelerin onemli bir role sahip oldugu belirtilmektedir (Pandey ve ark. 2000,
Vihinen ark. 1989).

Bu amagla calismada inek siitiinden izole edilip Gram(+) Basil oldugu belirlenen
mikroorganizmanin oncelikle hangi enzimleri salgiladigi belirlendi. Bu enzimlerin o-
amilaz, pullulanaz, B-galaktozidaz ve proteaz aktivite tayini yapildi (Tablo 4.1). Elde
edilen sonuclara gore  o-amilaz ve pullulanaz enzimleri igin yiiksek aktivite
bulunmasindan dolay1 daha sonraki asamalarda bu iki enzimin optimizasyonu yapildi.

Bacillus sp.’nin a-amilaz ve pullulanaz enzimlerini hangi inkiibasyon siiresinde daha
fazla salgiladigin1 bulmak i¢in 12; 16; 20; 24; 36; 40; 44; 48 ve 52. saatlerde iist sivilardan
alman orneklerde yapilan aktivite tayinlerinde a-amilaz i¢in 48. saatte, pullulanaz i¢in ise
44. saatte sirasiyla 0.382 U/mL ve 0.0990 U/mL degerlerine ulastig: tespit edildi (Tablo
4.1; Sekil 4.1-Sekil 4.2). Her iki enzimin iiretimi erken eksponental fazda baglamasina
ragmen maksimum iiretim post eksponental ve stasyoner bilyiime fazi esnasinda elde
edildi.

B.cereus FDTA-13 kullanildiginda yapilan bir ¢alismada pullulanaz enzimi i¢in bu
degerin 12. saatte1.6 U/mL oldugu bulunmustur (Nair ve ark., 2007). Bacillus sp. ANT-6
tarafindan a-amilaz i¢in uygun inkiibasyon siiresi 24. saat, Bacillus sp. AN-7 ile
pullulanaz icin uygun inkiibasyon siiresi 48. saat olarak tespit edilmistir (Burhan ve ark.,
2003; Kunammeni ve Singh, 2006).

Enzimlerin iiretimi pH ve sicaklik gibi parametrelere bagli olarak degisir.
Enzimlerin protein yapisinda olmasindan dolayi, enzimin primer ve sekonder yapisini
olusturan aminoasitlerin iyonlagmasi pH’ tan etkilenir. Bu durum enzim aktivitesine de etki
eder. pH’ ta meydana gelen herhangi bir degisiklik proteinin konformasyonunda anlaml
degisikliklere yol acar ( Sharma ve ark., 2001).

Calismada a-amilaz ve pullulanaz aktivitesi iizerine pH’1n etkisi Sekil 4.3 ve Sekil

4.4 ‘te verilmektedir. Her iki enziminde genis bir pH araliginda ( pH: 5.5-8) aktivite
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gosterdigi a-amilaz i¢in optimum pH’in pH: 6.8, pullulanaz icin ise pH: 6.4 oldugu
belirlendi.

a-Amilaz icin pH: 5.0°de % 74, pH: 6.8° de %100 ve pH: 7.5'te % %97.64
pullulanaz i¢cin pH:5.0 ‘de % 28.82, pH: 6.4’te % 100, pH: 7.5’ da %42.47 aktivite
belirlendi.

Bacillus tiirli mikroorganizmalarin a-amilaz i¢in optimum pH degerlerinin pH: 3.5-
12 oldugu bazi arastirmacilar tarafindan bulunmustur ( Konsula & Liakopoulou-
Kyriakides 2004). Vishnu ve ark. (2006) pullulanaz i¢in optimum pH’y1 pH: 6.5 olarak
bulmuslardar.

o —Amilaz ve pullulanaz iiretiminde sicakligin etkisi organizmanin biiytimesiyle
ilgilidir. Mantar tipi mikroorganizmalar arasinda amilaz iiretimi ¢alismalar1 cogunlukla
25- 37 °C arasinda bulunmaktadir (Hayashida ve ark. 1988, Kundu ve ark. 1973).

T. lanuginosus ve Thormomonospora fuska gibi mikroorganizmalarla yapilan calismalarda

sirastyla 50 ve 55 °C’de optimum sicaklik elde edilmistir (Amanullah ve ark. 1999).
Vishnu ve ark. (2006) o-amilaz ve pullulanaz i¢in optimum sicaklik araligim 15-55 °C
olarak bulmusken, Kunamneni ve Singh (2006) pullulanaz i¢in optimum sicakligi 90 °C
olarak bulmustur. Hernandez ve ark., (2006) Aspergillus niger mikroorganizmasini ve
nigastayr substrat olarak kullanip o-amilazin 70 °C’de de aktivite gosterdigini
belirtmislerdir.

Baz1 arastirmacilar pullulanaz grubu enzimlerin sicakliga karsi dayanikliligini
yapilarinda bulunan prolin aminoasidi igerigine bagli oldugunu, prolin iceriginin fazla
olmasinin hidrofobik etkilesimleri arttirdigini belirmislerdir (Bertoldo ve ark., 1999).

Sekil 4.5 ve Sekil 4.6 sicakligin bir fonksiyonu olarak a-amilaz ve pullulanaz
aktivitesini gostermektedir. Deney kosullar1 altinda a-amilaz aktivitesinin 37 °C’de %
107.2, 70 °C’de % 71,3 oldugu belirlendi. Buna karsilik pullulanaz enziminin ise 37 °C’de
% 124.9, 70 °C’de ise % 41.06 aktivite gosterdigi bulundu. Her iki enziminde 70 °C’de
hala aktivite gosteriyor olmasi enzim yapisinda yer alan aminoasitler arasindaki hidrofobik
etkilesimler ile aciklayabiliriz.

Mikroorganizmalar ~ biiyiime ve metabolik aktivitelerini gerceklestirebilmek icin
besin kaynagi olarak farkli substratlar kullanirlar. Daha sonra buna bagli olarak
metabolizmalart icin gerekli olan bilesenleri tiretirler.Organik azot kaynaklar1 bu amacla a-
amilaz ve pullanaz iiretimi icin yaygin bir sekilde tercih edilmektedir. Yeast eksrakt gibi
azot kaynagindan yararlanarak Halomonas meridiana, Bacillus sp ve Streptomyces sp ‘den

a-amilaz iiretimi saglanmistir (McMahon ve ark 1999, Hamilton ve ark. 1999,
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Coronado ve ark. 2000). Diger organik azot kaynaklarinin da ¢esitli mantar ve bakteriler
tarafindan enzim sekresyonunda etkili oldugu belirtilmistir. Bu kaynaklarin amino
gruplarinin  amilazin sentezi ve yikiminda gorevli oldugu yapilan caligmalarla tespit
edilmistir (Pedersen ve ark. 2000). Torrando ve ark. (1998) A. oryzae’de amilaz iiretimi
icin en iyi azot kaynaginin NaNOs ve (NH,);HPO4 oldugunu belirtmistir. Konsoula ve
Kyriakides (2004) o-amilaz icin en iyi azot kaynaklarini tripton ve corn step liquor
oldugunu belirtmislerdir. Baska bir ¢calismada pullulanaz iiretimi icin yeast ekstraktin en iyi
azot kaynagi oldugu belirtilmistir (Gomes ve ark 2003).

Bacillus sp. tarafindan iiretilen o-amilaz ve pullulanaz enzimleri iizerine azot
kaynaklarmin etkisi SB besiyeri kullanilarak tayin edildi. Bu amagla SB besiyerinden
yeast ekstrakt ve beef ekstrakt ¢ikarilarak bunlarin yerine besiyeri ortaminda derigimleri %
2 olacak sekilde sirasiyla iire, NH4NO3, pepton, tripton, (NH,),HPO,, glisin, yine SB besi
yerinden sadece beef ekstrakt cikarilarak yeast ekstrakt, yeast ekstrakt cikarilarak beef
ekstrakt birakilarak mikroorganizma 37 °C’de iiretildi. Ust sividan yapilan aktivite tayini
sonucu Tablo 4.2 ve Tablo 4.3 ‘de verilmektedir. a-Amilaz i¢in organik azot
kaynaklarindan pepton ic¢in maksimum aktivite 0.224599, beef ekstrakt icin 0.1432,
tripton i¢in 0.160539 U/mL olarak bulundu. Pullulanaz i¢in ise peptonlu ortamda
0.042604 U/mL gibi bir deger elde edildi. Bu organik azot kaynaklarinin enzim
sekresyonunu artirdigin1  sdyleyebliriz. Ancak inorganik azot kaynaklari ile anlamli bir
verim elde edilmedi.

Endiistriyel enzim iiretiminde diger bir onemli faktor besiyeri ortaminda birakilan
karbon kaynaklaridir. Bu amagla a-amilaz ve pullulanazin maximum salgilandigi ortami
bulmak i¢in Bacillus sp. farkli organik karbon kaynakli besiyerlerinde iiretildi.

Tablo 4.4 ve Tablo 4.5 ‘de %2 konsantrasyonda farkli karbon kaynaklarinin
varhiginda o-amilaz ve pullulanaz iiretimi icin elde edilen veriler gosterilmektedir.o-
Amilaz ve pullulanaz enzimlerinin iiretimi glukoz gibi kolay metabolize olabilen seker
varliginda baskilandi. Buna karsin kullanilan karbon kaynaklar1 arasinda o-amilaz icin
nisastanin (0.039692 U/mL), pullulanaz i¢in ise pullulanin (0.370042 U/mL) ve nisastanin
(0.245565 U/mL) uygun karbon kaynakli substrat oldugu bulundu.

a-Amilaz iiretimi lizerine karbohidratlarin etkisini arastiran calismada glukozun
enzim sentezini anlaml derecede diisiirdiigii gézlenmistir. Caligmacilara gore glukozun a-
amilazin gen ekspresyonunu sagladigimi ancak enzimin sekresyonunu arttirmadigi ifade

edilmistir (de Souza Teodoro ve ark., 2000). Erratt ve ark. (1984) a-amilaz iiretiminin o-



32

1,4 glikozidik bag iceren karbohidratlar ile (maltoz, nisasta gibi) indiiklendigini ancak
glukozun enzim iiretimini baskiladigini belirtmislerdir.

Pandey ve ark. (2000) gore nisasta ve laktozun a-amilaz iiretimini indiikledigi
belirtilmistir. R. marinus ITI 990 basit ve komplex karbonhidrat (2 g/L) iceren ortamda
tiretildiginde amilaz ve pullulanaz i¢in en yiiksek aktivite maltoz ile bulunmustur (Gomes
ve ark. 2003).

Sekil 4.7 ve Sekil 4.8 dallanmis polisakkarid iceren ortamlarda o-amilaz ve
pullulanaz iiretimi ile ilgili sonuglar icermektedir. Patates nisastasi ile a-amilaz icin
0.054989 U/mL, pullulanaz i¢in 0.353556 U/mL maksimum aktivite gézlendi. Komplex
polisakkaridler ile enzim ekspreyonunun indiiklendigi bazi calismacilar tarafindan
belirtilmistir (Bakshi ve ark., 1992). Gomes ve ark. (2003) patates nisastas1 kullanarak
a-amilaz ve pullulanaz igin sirasiyla 22 nkat/mL ve 15 nkat/mL aktivite gozlemlerken en
diisiik aktiviteyi bugday nisastasi ile (15 nkat/mL ve 13 nkat/mL) bulmuglardir.

Calismada besiyeri ortaminda bulunan nisastanin yerine nisasta igeren farkli
substratlarin da bu enzimler iizerine etkisi arastirildi. Bu amagla ortama % 0.2 bugday unu,
bugday unu ve kepegi karisimi, yedi tahil unu karisimi, dar unu, arpa unu ve piring unu
birakilarak mikroorganizma iiretildi, iist sividan aktivite tayini yapildi.

Tablo 4.6 ve Tablo 4.7 ‘de goriildiigii gibi her iki enzim iiretimi i¢in sadece
bugday unu ile az bir artis gozlendi. Bugday ununun enzim biyosentezinde azda olsa
indiikleyici bir etkiye sahip oldugunu sdyleyebiliriz. Yedi tahil unu karisimi, dart unu,
piring unun ve arpa unu ile bir azalma gozlendi. Clostridium thermosulfurogenes SV2 ile
yapilan bir calismada patates ununun hem B-amilaz hemde pullulanaz iiretimini arttirdig
arpa ununun ise her iki enzim i¢in uygun olmadig1 belirtilmistir (Ramesh ve ark. 2001).

Metal iyonlar1 ve tuzlarin enzim aktivitesi iizerinde 6nemli bir rolii vardir. Bu metal
iyonlar enzimleri termal denatiirasyona kars1 korumakta ve enzimin yiiksek sicakliklarda
aktif konfiigrasyonunun olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadirlar ( Hernandez ve ark.,
2006). Enzimlerin bir kismi kararliliklarim1 ve aktif yapilarim korumak icin  ozellikle
kalsiyum iyonlar1 gibi metal iyonlarina ihtiya¢ duyarlar. Bu iyonlar enzim molekiiliiniin
tizerinde spesifik baglanma bolgelerine kuvvetlice baglanirlar. Baglanma bolgesi genellikle
aspartil ve glutamil artiklarinin negatif yiiklii karboksilat yan gruplarindan meydana gelir
(Sharma ve ark., 2001).

a-Amilaz ve pullulanaz aktivitesi iizerine metal iyonlarinin etkisi standart deney

kosullart altinda yapildi. Bu amacla besiyeri ortamina derisimleri 5; 10 ve 50 mM olacak
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sekilde metal ¢ozeltileri katilarak, {ist sividan aktivite tayini yapildi. Sonuglar Tablo 4.8’
de verilmektedir.

Amilaz aktivitesi 10 ve 50 mM Ca** varliginda sirasiyla %103, %100; iken Na* ve
K™ nin 10 ve 50 mM derigimlerinde yaklasik %1’ lik bir aktivite kayb1 gdzlendi. 50 mM
Mn*? ile %85.89 ve 10 mM Zn** ile %71.25’lik bir aktivite kayb1 gozlendi.Asgher ve ark.
(2007) yaptiklan bir ¢aligmada Ca** nin a-amilaz aktivitesini %117 arttirdigini, enzimin
Mg*?, Zn*?, Fe*? varhginda az etkilendigini, Co™?, Cu* ve Hg** nin ise enzimi kuvvetli bir
sekilde inhibe ettigini belirtmislerdir.

Pullulanaz aktivitesi i¢in Ca* ile 50 mM’lik derisimde %105, Na* ve K*’nin 50
mM’lik derisimlerde sirasiyla %41.07 ve % 49.11° lik bir aktivite kayb1 gozlendi. 10 mM
ve 50 mM’ lik Zn** * nin aktiviteyi %97.68 ve %97.14, 50 mM’lik Mn** nin ise %89.11
disiirdiigii gozlendi.

Bacillus sp. a-amilaz ve pullulanaz enzimlerinin 6zellikle Mn*? ve Zn*? tarafindan
gozlenen inhibisyonun proteine bagl katyonlar ile bu metal katyonlar1 arasindaki yaristan
kaynaklandig sdylenebilir. Bu da enzim aktivitesinde azalmaya yol agmis olabilir.Bacillus
sp. AN-7 ile yapilan ¢aligmada 10 mM Ca*? nin yaninda Mn** nin pullulanaz aktivitesini
stimule ettigi belirtilmektedir. Yine ayni1 ¢calismada 10 mM Cu*™® nin %30’ luk bir aktivite
kayb1 olusturdugu belirtilmistir (Kunamneni ve Singh, 2006). Vishnu ve ark.(2006) 10
mM Zn** varliginda pullulanaz aktivitesinin tamamen yok oldugunu gostermislerdir

Ekonomik endiistriyel enzim uygulamalarinda bakteriler tarafindan salgilanan
enzimler i¢in uygun karbon ve azot kaynaklarimin bulunmasi, optimum kosullarin
saglanmasi 6nemli bir asamadir. Yine 6zellikle pullulanaz grubu enzimler ve bunlarin
biyosentezi iizerine molekiiler ¢calismalar mevcut olmasina ragmen enzim iiretimi ile ilgili
calismalarin az olmasindan dolay1 endiistriyel uygulamalar yeterince yapilamamaktadir.
Bu problemlerin bir ¢oziime de uygun iiretici mikroorganizmanin bulunmasidir.

Bu amacla deneysel verilere gore calismada inek siitiinden izole edilen Bacillus sp.
tarafindan salgilanan a-amilaz ve pullulanaz gibi ticari 6neme sahip olan enzimler pahalli
olmayan substratlarla iiretilebilir. Unlarda bulunan protein, lipid ve lif gibi bilesenlerin de
enzim biyosentezi i¢in uygun oldugu soylenebilir. Buna ilaveten Bacillus sp.” nin yiiksek
sicakliklarda da aktivite gOsterme kapasitesine sahip bir mikroorganizma oldugu

soylenebilir.
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7.TABLOLAR

Tablo 4.1 Bacillus sp. tarafindan salgilanan bazi enzimlerin aktivite tayin sonuglar

38

Siire o-Amilaz Pullulanaz B-Galaktozidaz Proteaz
(saat) (U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)
12 0.264 0.064 0.00258 0.00183
16 0.377 0.067 0.00298 0.00198
20 0.349 0.080 0.00290 0.00188
24 0.368 0.096 0.00211 0.00214
36 0.371 0.089 0.00251 0.00169
40 0.372 0.090 0.00237 0.00152
44 0.222 0.099 0.00287 0.00183
48 0.382 0.087 0.00279 0.00194
52 0.323 0.071 0.00285 0.00194

Tablo 4.2. a-Amilaz iiretimi iizerine farkl azot kaynaklarinin etkisi

Farkh azot kaynaklari(%2 w/v) Amilaz Aktivitesi (U/mL)

Kontrol

Ure

NH4NO;

Beef ekstrakt
Pepton
Tripton
(NH4),HPO,
Glisin

Yeast ekstrakt

0.014959
0.044748
0.040362
0.143269
0.224599
0.160539
0.066501
0.042431
0.076090




Tablo 4.3. Pullulanaz iiretimi iizerine farkli azot kaynaklariin etkisi

Azot kaynaklari(%2 w/v) Pullulanaz Aktivitesi (U/mL)

Kontrol 0.014959
Ure 0.005518
NH4NO; 0.017071
Beef ekstrakt 0.005034
Pepton 0.042604
Tripton 0.019105
(NH4),HPO, 0.016766
Glisin 0.011611
Yeast ekstrakt 0.010881

Tablo 4.4. a-Amilaz iiretimi iizerine farkli karbon kaynaklarinin etkisi

Karbonkaynaklari(%2 w/v) Amilaz Aktivitesi (U/mL)

Kontrol 0.014959
Glukoz 0.004324
Amiloz 0.014284
Pullulan 0.016983
Sukroz 0.019126

Nisasta 0.039692




Tablo 4.5. Pullulanaz iiretimi lizerine farkli karbon kaynaklarmin etkisi

Karbon kaynaklari (%2 w/v) Pullulanaz Aktivitesi (U/mL)

Kontrol
Glukoz
Amiloz
Pullulan
Sukroz
Nisasta

0.014959
0.059999
0.107749
0.370042
0.094256
0.245565

Tablo 4.6. a-Amilaz iiretimi tizerine farkli unlarin etkisi

Farkh un kaynaklar:1 (%2 w/v) Amilaz Aktivitesi (U/mL)

Bugday Unu

Bugday unu ve kepegi
Yedi Tahil Un Karisimi
Dar1 Unu

Arpa Unu

Piring Unu

0.055729
0.05175
0.032217
0.034551
0.047344
0.033293

Tablo 4.7. Pullulanaz iiretimi iizerine farkli unlarin etkisi

Farkh un kaynaklari (%2 w/v) Pullulanaz Aktivitesi (U/mL)

Bugday Unu

Bugday Unu ve Kepegi
Yedi Tahil Un Karisimi
Dar1 Unu

Arpa Unu

Piring Unu

0.024418
0.021629
0.003808
0.006646
0.009934
0.01358

40

*#**Not: Yedi tahil un karisimi Bugday unu, Yulaf unu, Cavdar unu, Misir unu, Soya unu,

Aycicegi ici ve Dark malt unu icermekted
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Tablo4.8. a-Amilaz ve pullulanaz aktivitesi iizerine metal iyonlarinin etkisi

Metal iyonlarl Metal iyon Konsantrasyonu (mM) o-Amilaz (%Aktivite) Pullulanaz (% Aktivite)

Cu** 5 49.3 51.42
Cu*? 10 60.85 54.64
Cu*™ 50 45.59 54.29
Ca* 5 99.02 90.54
Ca* 10 103 53.57
Ca* 50 100 105
Mn*? 5 99.73 17.86
Mn*? 10 94.71 18.03
Mn*? 50 14.11 10.89
Mg+ 5 97.8 81.07
Mg* 10 97.8 85
Mg* 50 98.54 62.32
Zn* 5 99.64 45.71
Zn*? 10 28.75 2.32
Zn*? 50 43.65 2.86
Na* 5 97.88 95.36
Na* 10 99.2 76.79
Na* 50 99.82 58.93
K" 5 98.23 96.42
K* 10 99.82 41.07

K* 50 99.64 50.89
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11.EKLER

Ek.1. Tampon Hazirlanmasi

pH: 4.5;50 mM Asetat tamponu
13.8 mL 50 mM asetik asit ve 6.2 mL 50 mM sodyum asetat saf su ile 50 mL’ye

tamamlandi.

pH: 5; 50 mM Asetat tamponu
7.4 mL 50 mM asetik asit ve 17.6 mL 50 mM sodyum asetat saf su ile 50 mL’ye

tamamland.

pH: 5.5; 50 mM Asetat tamponu
600 pL. 50 mM asetik asit ve 4.400 mL 50 mM sodyum asetat saf su ile 50 mL’ye

tamamlandi.

pH: 6; 50 mM Fosfat tamponu
6.15 mL 50 mM Na,HPO, ve 43.85 mL 50 mM NaH,PO, saf su ile 50 mL’ye

tamamlandi.

pH: 6.4; 50 mM Fosfat tamponu
13.25 mL 50 mM Na,HPO, ve 36.75 mL 50 mM NaH,PO, saf su ile 50 mL’ye

tamamland.

pH: 7; 50 mM Tris-HCI tamponu
23.3 mL 50 mM HCI ve 25 mL 50 mM Tris saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

pH: 7.5; 50 mM Tris-HCI tamponu
19.98 mL 50 mM HCI ve 25 mL 50 mM Tris saf su ile 50 mL’ye tamamland.

pH: 8; 50 mM Tris-HCI tamponu
14.6 mL 50 mM HCI ve 25 mL 50 mM Tris saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.
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Ek.2. Alkalin Cozeltisinin Hazirlanmasi

% 4 Na,COs

% 4 Na-K tartarat

% 2 CuSOy4

100 mL Na,COs iizerine 1 mL Na-K tartarat, 1 mL CuSOQy ilave edilir.

EKk.3 Folin Reaktifinin Hazirlanmasi

500 mL’lik balona 100 gr Na,WO,.2H,0, 25 gr Na,Mo00,.2H20, 50 mL % 85’lik
H3PO4, 100 mL derisik HC1 ve 700 mL saf su birakildiktan sonra ¢ozelti 10 saat sireyle
yavas yavas bir sekilde geri sogutucu altinda kaynatilir. 150 gr LiSO4, 50 mL saf su ve
birka¢ damla Br; ilave edilir. Bromun agirisin1 tutmak igin sogutucusuz olarak 15 dakika

kaynatilip sogutulur. Hacim daha sonra 1000 mL’ye tamamlanir.
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