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OZET

Aspergillus niger filamentli bir kiif mantaridir. Endiistride sitrik asit, oksalik asit gibi organik
asit eldesinde yaygin olarak kullanilir. Glukozidaz, galaktozidaz ve daha bir¢ok hidrolitik
enzim Aspergillus niger’den indiiksiyon yoluyla elde edilir.

Pullulanaz (pullulan 6-glukanohidrolaz, EC 3.2.1.41) pullulan, amilopektin ve p-limit
dekstrinde, a-1,6 glikozidik baglarmi hidrolizleyen bir enzimdir. Seker suruplarinin iiretimi
icin nisasta isleme endiistrisinde diger amilolitik enzimlerle (a-amilaz, B-amilaz, glukoamilaz)
birlikte kullanilir. Pullulanazin kullanildigi hidroliz olduk¢a hizli olmasindan dolay: tercih
edilmektedir.

Immobilizasyon enzim teknolojisinin en eski ve en pratik tekniklerinden birisidir.
Immobilizasyon biyolojik olarak aktiviteye sahip maddelerin Kkatalitik aktivitelerini
kaybetmeksizin defalarca ve siirekli kullanilmas1 amaciyla cesitli desteklere yerlestirilmesidir.
Immobilize enzimler, gida sanayinde, klinikte ve endiistriyel alanda pek ¢ok uygulama alani
bulurlar.

Bu ¢alismada Aspergillus niger kiif mantar1 optimum kosullarda inkiibe edilerek kismi olarak
saflastirildi ve enzime ait optimum pH, sicaklik degerleri, substrat spesifikligi, % 0,5-2,5
konsantrasyonlarinda substrat ile kinetik parametreler K,,, Vmax degerleri incelendi. Optimum
kosullar belirlendikten sonra enzim uygun tastyicilara immobilize edildi ve immobilize
enzime ait optimum pH, sicaklik degerleri, % 0,5-2,5 konsantrasyonlarinda substrat ile
immobilize enzime ait kinetik parametreler Ky, Vmax degerleri incelendi.

Anahtar Kelimeler: Aspergillus niger, pullulanaz, optimizasyon, immobilizasyon.
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ABSTRACT

Aspergillus niger is a filamentous fungus. This fungus could be used generally to product
organic acids like citric acid, oxalic acid. Glycosidase, galactosidase and many numbers of
hydrolitic enzymes are obtained from Aspergillus niger with induction method.

Pullulanase (pullulan-6-glucanohydrolase, EC 3.2.1.41) is an enzyme that hydrolyzes a-1,6
glycosidic linkages in pullulan, amylopectin and B limit dextrin. Pullulanase is used with
other amylolytic enzymes (oa-amylase, B-amylase, glucoamylase) in starch hydrolyzing
industry. It’s preferable to use pullulanase in starch hydrolysis as a result of quickness.

Immobilization is one of the oldest and practical techniques in enzyme technology.
Immobilization means to place various supports to materials which have biological functions.
Immobilized enzymes have numbers of application in food industry, clinics and industrial
places.

In this study, the pullulanase induction was studied using Aspergillus niger. For this purpose,
the fungus was incubated at appropriate culture media to determine optimum culture
conditions. Enzyme was partially purified from culture broth and then characterized for
appropriate pH, temperature, substrate concentration and substrate specificity. Kinetic
parameters was also determined. Afterwards, the purified enzyme was immobilized to suitable
supporters. Characterization and kinetic properties were investigated for the immobilized
enzyme.

Key words: Aspergillus niger, pullulanase, optimization, immobilization.
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1. GIRIS

Enzimler canli organizmalarda substratlarin kimyasal degisimini katalizleyen kompleks

molekillerdir.

Gilinlimiizde enzimler, siit lriinlerinin iiretiminde, biracilikta, etlerin islenmesinde, meyve
sularmin berraklastirilmasinda, fruktoz surubu iiretiminde kullanimlariyla gida sektoriinde,
protein ve yag artiklarini par¢alamak tlizere deterjan endiistrisinde, deri ve dokuma ipliklerinin

islenmesini kolaylastirarak tekstilde, teshis ve tedavi amaciyla tipta kullanilmaktadirlar.

Endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde
edilmektedir. Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli enzimlerin, bitkisel ve hayvansal
kaynaklardan elde edilen enzimlere gore katalitik aktivitelerinin daha yiiksek olmasi, daha

stabil ve daha ucuz olmalar1 ve fazla miktarda elde edilebilmeleridir.

Mikrobiyal enzimler arasinda en yaygm olarak kullanilanlar o-amilaz, glukoamilaz,

glukoizomeraz ve proteazlardir.

Bu calismada hidrolitik bir enzim olan pullulanaz enziminin Aspergillus niger tarafindan
indiiklenmesi incelenmistir. Pullulanazlar, pullulan1 hidroliz eden bir c¢esit glukanazdir.
Substrat molekiiliiniin sadece a-1,6 baglar1 iizerinde spesifik aktivite gdsterdikleri i¢in "smir
dekstrinazlar" olarak da adlandirilirlar. Pullulan haricinde nisastanin dallanma noktalarini da
parcalarlar. Boylece pullulanazlar nisasta pargalayici enzim admi alirlar. Pullulanazlarin gida
endiistrisinde nisasta hidrolizinde kullanilmasi, prosesi daha verimli hale getirir. Bu tiir enzim

ilk defa Klebsiella tiirii mikroorganizmalarda kesfedilmistir.

Mikroorganizmalar yardimi ile enzim {retimi bircok faktér tarafindan etkilenir. Besi
ortamimin kompleks kimyasal bilesimi, indiiksiyon ve represyon gibi i¢ faktdrler yaninda pH
ve oksijen temini gibi dig faktorler de enzim verimi icin 6nemlidir. Bu tezle gerceklestirilen
calismada pullulanaz enziminin Aspergillus niger’den indiikklenmesi i¢in gereken optimum
karbon kaynagi ¢esidi, optimum karbon kaynagi konsantrasyonu, optimum sicaklik, optimum

pH ve optimum inkiibasyon siiresi bulunmustur.

A. niger pullulanaz enzimine sirasiyla santrifiij, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve tampona kars1

diyaliz islemleri uygulanarak enzim kismi olarak saflagtirilmigtir.

Enzimlerin etkinligini, dolayisiyla kimyasal tepkimelerin hizin1 artiran veya azaltan pek ¢ok
faktor vardir. Bu faktorler; substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, pH, sicaklik, su

aktivitesi, reaksiyon siiresi, reaksiyon iiriinleri, enzim inhibitorleri ve aktiviteleri, radyasyon,



basing, kaynama giicleri ve 151k gibi c¢esitli fiziksel faktorler ve hormonlar seklinde
siralanabilir. Sicaklik, enzimlerin hem hizin1 hem de stabilitesini etkileyen onemli bir
faktordiir. Her enzimin optimum c¢alistig1 bir sicaklik degeri ayn1 zamanda optimum bir pH

degeri vardir.

Bu ¢alismada kismi olarak saflastirilan A. niger pullulanaz enziminin aktivitesini etkileyen
optimum sicaklik, optimum pH degerleri belirlenmistir. Ayrica en yiiksek enzim aktivitesini
saglayacak substrat kaynagi incelenmis; pullulanaz enziminin substrata olan ilgisi arastirilmig

ve Kpn, Vimax degerleri hesaplanmistir.

Enzimler, suda ¢éziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak baglanarak, suda
¢cozlinmeyen {iriin veren bir kopolimerizasyona enzim molekiiliiniin monomer olarak
katilmasiyla ve suda ¢oziinmeyen mikrokapsiillerde tutuklamakla immobilize edilirler.
Immobilize enzimin serbest enzime gore iistiinliiklerini dzetlemek gerekirse immobilize
enzimler reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (stizme, santrifiijleme vb.)
ve Uriinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz, ¢evre kosullarma (
pH, sicaklik vb.) karsi daha dayaniklidir, bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir, siirekli

islemlere uygulanabilir, dogal enzime kiyasla daha kararlidir.

Bu ¢alismada kismi olarak saflastirilan Aspergillus niger pullulanazi farkli adsorbanlara
immobilize edilmis ve immobilizasyon verimi hesaplanmustir. Immobilizasyon sonucunda
enzim molekiiliiniin fiziksel ve kimyasal ozellikleri degisir. Bu ¢alismada immobilize
pullulanazin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik, pH degerleri arastirilmis; immobilize
pullulanazin substrata olan ilgisi Ky, Viax degerleri hesaplanmistir. immobilize pullulanaz ile

kismi olarak saflastirilmig serbest pullulanaza ait optimizasyon sonuglar1 karsilastirilmistir.



2. ENDUSTRIYEL ONEMi OLAN MiKROORGANIZMALAR

Mikroorganizmalarla elde edilen iirlinlere baktigimizda endiistride mikroorganizmalarin ne
kadar onemli bir yer tuttugunu goriiriiz. Ucuz ve kolay elde edilmeleri, cok farkli endiistri
dallarnda  kullanilabilir  olmalar1 ayrica hizli iiremeleri nedeniyle endiistride

mikroorganizmalarla ¢caligmak tercih edilir (Atag ve Peksel, 2006).
Bakteriler, mantarlar ve mayalar endiistride kullanilan 6nemli mikroorganizmalardandir.

Bakteriler kiiresel, spiral ve c¢ubuk olmak iizere iic morfolojik sekilde bulunurlar.
Bakterilerde membran ile ¢evrili bir hiicre ¢ekirdegi goriilmez. Monera alemini olusturan
prokaryot canlilarin en yaygin ve en c¢ok bilinen grubu bakterilerdir. O kadar yaygmdirlar ki
bugiin diinyamizda bakterinin bulunmadig1 yer yoktur diyebiliriz. En ¢ok organik atiklarin

bol bulundugu yerlerde ve sularda yasarlar.

Mantarlar fotosentetik olmayan Okaryotik mikroorganizmalardir. Goriiniim bakimindan
mantarlar iki tiir yap1 gosterirler. Bir kismi ¢ok hiicreli ipgikler olusturarak gelisirler. Kiifler
bu c¢esit mantarlardir. Bir kismi ise tek hiicreler seklinde tiremek suretiyle bir bakima
bakterilerin goriiniimiine benzerlik gosterirler. Maya diye adlandirilan mantarlar bu

bicimdedirler.

Mayalar dogada ¢ok yaygim olarak bulunurlar, 6karyotik canlilardir. Oval ya da silindirik
sekilde bulunurlar; eseyli ve eseysiz sekilde cogalabilirler. Sarap, bira ve ekmek endiistrisi

mayalarin en yaygimn bigimde kullanildig klasik fermentasyon islemleridir.

Maya c¢esitleri ile beraber bir¢ok mantar tiirii de endiistride kullanilmaktadir. Mantarlar besin
maddeleri iizerinde beyaz ya da renkli goériinlimleri ile dikkat cekerler. Kiif mantarlari,
kendileri sentez yapamadiklar1 i¢in daha 6nce olusmus organik maddelere gereksinim
duyarlar. Karbon kaynagi olarak organik bilesikler (asetil, asit, glikoz), amonyum azotu, nitrat
ve nitrit azotlarim1 kullanabilirler. Kiif mantarlar1 aerob olduklarindan yiizeyde gelisirler.

Fermentasyon teknolojisinde ¢cok 6nemli yerleri vardir (Bilgehan, 2008).
2.1 Mikrobiyal Enzim Uretimi

Enzimler bitkisel, hayvansal veya mikrobiyal kaynaklardan iiretilmektedir. Baz1 06zel
uygulamalar icin bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimler 6zel dnemlerini korumakla birlikte
son 30 yildan beri teknik uygulamalar i¢in mikrobiyal kaynaklar agirlhik kazanmaya
baslamistir. Enzimlerin mikrobiyolojik yolla iiretilmesinde genellikle derin kiiltiir teknigi ve

aerobik karigtirmali tank tipi biyoreaktorler kullanilir.



Mikroorganizmalar yardimi ile enzim {retimi bircok faktér tarafindan etkilenir. Besi
ortaminin kompleks kimyasal bilesimi, indiiksiyon ve represyon gibi i¢ faktdrler yaninda pH
ve oksijen temini gibi dis faktorler de enzim verimi i¢in dnemlidir. Mikroorganizma se¢imi
bir baska onemli konudur. Secilen mikroorganizma kisa siirede yiliksek verimle enzim
iretebilmeli, toksik madde ve antibiyotik iiretmemeli, ucuz besi ortaminda rahatlikla
cogalabilmeli, gerek enzim ftretimi sirasinda gerekse izolasyon ve saflastirma islemleri

sirasinda problem olusturacak yan tirtinler tiretmemelidir.

Enzimlerin iiretiminde yararlanilan besi ortamlar1 genellikle kompleks karbon ve azot
maddelerinin karigimidir. Besi ortami karbon ve enerji kaynagi igermek zorundadir. Cogu kez
ortama mineraller ve bazi biliylime faktorleri de eklenir. Eger indiiklenen bir enzim
iretilecekse ortamda indiiktor bulunmali fakat repressor bulunmamalidir. Substratlar
genellikle indiiktor etkiye sahiptir. Ornegin amilaz i¢in nisasta, iireaz icin iire indiiktor etkiye
sahiptir. Baz1 substratlar diisiik konsantrasyonda indiiktor, yiiksek konsantrasyonda repressor
olarak etki gosterebilir. Substratlarin ¢ok yavas pargalanabilen tiirevleri giiglii bir indiiktif
etkiye sahiptir (invertaz i¢cin sakkarozpalmitat). Koenzimlerde indiiktor olarak etki
gosterebilirler. Ornegin tiamin, piriivat karboksilaz verimini artirmaktadir. Baz1 durumlarda
iretilecek enzimin katalizledigi reaksiyonun iirlinii enzim i¢in indiiktor etkiye sahip
olabilmektedir (B-amilaz iiretiminde maltodekstrin ve pullulanaz iiretiminde maltoz). Bazi
enzimler i¢in ise tamamen ters bir etki s6z konusu olup iiriinler repressor etki gosterirler.
Katabolik represyon olarak adlandirilan bu etkiyi ortadan kaldirmak i¢in su Onlemler

almabilir.
1. Glukoz gibi kolay degerlendirilen substratlarca zengin besi ortamlarindan kaginilmasi,
2. Represif etkili maddenin besi ortamindaki konsantrasyonunun diisiiriilmesi,

3. Biiyiime faktorlerinin konsantrasyonu ve sicaklik diistiriilerek veya zayif toksik etkili

maddelerin ilavesi ile bliylime hizinin diisiiriilmesi.

Katabolik represyon durumunda karbon kaynagi secimi cok kritiktir. Glukoz gibi kolay
degerlendirilebilen madde durumunda, fermentor ortamindaki glukoz konsantrasyonu diisiik
tutulmalidir. Bu ise azar azar ama siirekli glukoz ilavesiyle saglanir. Enzim veriminde azot
kaynaginin (amonyak, nitrat veya organik azot bilesikleri) dogru se¢ilmesi ve mineral ile iz
elementler arasindaki oran da onemlidir. Besi ortaminin optimizasyonunda ortam bilesenleri,
iretimden sonra enzimin saflastirilmasini en az etkilemeli ve fermentasyon sonunda biiytik

Olctide tiiketilmelidir [1].



2.1.1 Mikroorganizmalarin Gelisme Kosullar

Mikroorganizmalar i¢cin hazirlanacak besi ortaminin bilesimi belirli bir mikroorganizmanin
gelismesi, tremesi ve fizyolojik yasamlarini siirdiirebilmeye yetecek nitelikte gerekli

maddeleri igcermelidir. Mikroorganizma besinleri genel olarak su temel gruplara ayrilir:

1) Karbon, hidrojen, oksijen ve azot gibi mikroorganizma yapisinin temelini olusturan

elementleri saglayan besinler,

2) Temel elementlere kiyasla ikinci derecede Onemi olan fosfor, potasyum, kiikiirt,

magnezyum gibi elementleri saglayan besinler,
3) Vitamin gibi metabolizmada ¢esitli gérevleri olan 6zel maddeleri saglayan besinler,
4) 1z elementler (Atag ve Peksel, 2006).

Besiyeri hazirlamada kullanilan suyun damitma veya deiyonizasyon ile taze hazirlanmis
olmasi, basta bakir olmak iizere toksik metalleri icermemesi gerekir. Iyon degistirici
re¢ineden gecirilerek elde edilen deiyonize (demineralize) su kullanildiginda bunun ic¢inde
yiiksek sayida mikroorganizma bulunabilecegi dikkate alinmalidir. Damitik (destile) su i¢in

en ideali, cam sistemlerden elde edilen suyun kullanilmasidir.

Pepton terimi, proteinlerin hidrolizi ile elde edilen {iriinlere verilen genel isimdir. Bu terim ilk
kez R. Koch'un ¢aligsma arkadaslarindan Négeli tarafindan 1880 yilinda kullanilmistir. Nageli,
kemoorganotrof mikroorganizmalarin kismen parcalanmis (hazmedilmis, sindirilmis) protein

iceren besiyerinde iyi gelistiklerini agiklayan ilk bilim adamudir.

Yasayan tiim hiicrelerde oldugu gibi mikroorganizmalar da azot, karbon, tuzlar ve diger besin
maddelerine gereksinim duyarlar. Istisnalar disinda, mikroorganizma gruplarinm oldukca
biiyiik bir boliimii, proteinleri azot kaynagi olarak kolaylikla kullanamaz. Bu nedenle azotlu

bilesikleri, ¢ok daha kolay kullanabildikleri protein hidrolizatlarindan saglar.

Peptonlar sadece azot degil, karbon kaynagi olarak da mikroorganizmalar tarafindan
kullanilir. Bunun yaninda, peptonlarin bilesiminde bulunan bazi1 aminoasitler ve vitaminler de
bazi mikroorganizmalar i¢in gelisme faktorii olarak olduk¢a onemli islev goriir. Peptonlar,
bircok ticari firma tarafindan cesitli hayvansal dokulardan, siitten ve soyadan farkh
yontemlerle elde edilir ve farkli ticari isimlerle pazarlanir veya dehidre besiyerleri icine

katilr.



Maya ekstrakti (maya 6ziitii, yeast extract), proteolitik olarak otolize edilmis (pargalanmis)
bira mayasmin (Saccharomyces cerevisiae) sulu ekstraksiyonu ile elde edilir. Ozellikle
yiiksek B kompleks vitamini konsantrasyonu sayesinde ¢ogu mikroorganizmanin iyi bir
sekilde gelismesini saglar. Bilesimindeki aminoasitler, peptitler, vitaminler, karbonhidratlar
ve mineraller nedeniyle pek ¢ok mikrobiyolojik calismada besiyeri katkist olarak kullanilir.

Karbonhidrat igermesi nedeniyle karbonhidratlardan asit olusturma testlerinde kullanilmaz.

Et ekstrakti (et Ozitli, meat extract), genellikle yag1 ve tendonlar1 ayrilmis, ekstraksiyon
oncesi hafifce hidrolize edilmis etten elde edilir. Karbonhidrat igermez. Bu nedenle
karbonhidratlardan asit olusturma testlerinde kullanilabilir. Cesitli besiyerlerinde et

peptonlarmin yerini alabilir.

Malt ekstrakti (malt 0ziitii, malt extract), biralik arpanin ¢imlendirilmesi ve kavrulmasi ile
elde edilen malttan iretilir. Basta maltoz olmak iizere, g¢esitli karbonhidratlarin yiiksek
konsantrasyonuna bagli olarak maya ve kiiflerin gelistirilmesi i¢cin kullanilir. % 1,7
konsantrasyondaki ¢6zeltisi maya ve kiiflerin gelistirilmesi i¢in uygun bir besiyeridir.
Gerekirse bu ¢ozelti cesitli peptonlar ile desteklenebilir veya asitlendirilebilir ya da agar ve

pepton eklenerek malt ekstrakt agar seklinde kati besiyeri olarak kullanilabilir.

Beyin ekstrakti (brain extract) ve kalp ekstrakti (heart extract) streptokoklar, pneumokoklar,
meningokoklar, gonokoklar vb. gibi zor gelisen (fastidious) patojen bakterilerin gelistirilmesi
icin Brain Heart Broth ve Brain Heart Infusion gibi isimlerle anilan besiyerlerinin bilesimine
katilir. Ayrica cesitli toksin testleri i¢in patojenlerin bu besiyerinde gelistirilmesi

Onerilmektedir.

Agar, besiyerlerinin kat1 hale getirilmesi i¢in en ¢ok kullanilan jellestiricidir. Cogu kez diger
agarl besiyerleri ile karistirilmamasi i¢in "agar agar" olarak anilir. Agar bir poligalaktozid
olup bazi kirmizi deniz yosunlarindan (Gelidium, Eucheuma, Gracilaria, Acanthopeltis,
Ahnfeltia, Pterocladia tiirleri) elde edilir. Agar, besiyeri bilesimine sadece jellestirici olarak
katilir. Uzun ve dallanmis zincir yapisit nedeniyle (birkag istisna disinda) mikroorganizmalar

tarafindan besin maddesi olarak kullanilamaz.

Karbonhidratlar, baz1 besiyerlerinin bilesimine bakteriler i¢in enerji ve karbon kaynagi olarak
katilirlar. Besiyeri bilesiminde karbon kaynagi olarak en ¢ok kullanilan karbonhidratlar
glukoz, laktoz ve sakkarozdur. Bunlardan glukoz pek ¢ok bakteri tarafindan kullanilabildigi

icin, daha ¢ok genel besiyeri bilesimlerinde yer alir.



Koliform grubu bakterilerin gelistirilecegi besiyerlerinin hemen hepsinde karbon kaynagi
olarak laktoz kullanilir. Koliformlarin analizi i¢in hazirlanmis sivi besiyerlerinde laktozdan

gaz olusumu bu grup i¢in belirleyicidir.

Nisasta kullanimi (hidrolizi) bazi bakteriler i¢in tipik oldugundan cesitli 6zel besiyerlerinin

bilesimine katilir.

Genel olarak karbohidratlarin ¢ozelti halinde filtrasyon ile sterilize edilmesi Onerilir. Cesitli
besiyerlerinin bilesimine katilan glukoz, laktoz, sakkaroz gibi sekerler besiyeri ile birlikte

otoklavda da sterilize edilebilir.

Aksine bir belirtme yoksa "tuz" denilince sodyum kloriir anlasilir. Cogu besiyerinin
bilesimine izotonik bir ortam olusturmak i¢in katilir. % 0,85 NaCl, serum fizyolojik adi ile

seyreltme ¢ozeltisi olarak yaygin olarak kullanilir.

Mikroorganizmalar genel olarak notr ve noétre yakim pH'larda iy1 gelisir. Bazi
mikroorganizmalar alkali pH'lar1 yeglerken (6rnegin Rhizobium bakterileri), bazilar1 (6rnegin
mayalar, kiifler, asidofilik bakteriler) asidik ortamlar1 severler. Tampon (buffer) olarak en ¢ok
kullanilan maddeler, fosfatlar (K,HPO,4, KH,PO4, Na,HPO4, B gliserofosfat), karbonatlar,

asetatlar ve sitratlardir.

Selektif besiyeri bilesimlerinde, istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimini baskilayan cesitli
inhibitdér maddeler kullanilir. Inhibitér maddelerin etki sekilleri ¢ok farklidir ve giicleri
konsantrasyonlarma baghidir. Inhibitér olarak kullanilan maddenin gdrevi, istenmeyen
mikroorganizmalarin gelismesini Onlemek iken, gelismesi istenen mikroorganizma igin

inhibitor etki yapmamasi gerekir.

Besiyerlerine ¢esitli amaclarla katilan ve yukaridaki gruplara girmeyen daha pek ¢ok madde

vardir. Bunlardan bazilar1 asagida kisaca ozetlenmistir:

Inaktivatdr olarak lesitin, sistein, Tween 20, Tween 80 gibi maddeler basta ila¢ ve kozmetik
endiistrisinde ham madde, ara iirliin ve son iirlinlerindeki cesitli antimikrobiyal maddeleri
inaktive ederek bu gibi lriinlerde bulunmasi olast mikroorganizmalarin belirlenmesini

saglarlar.

Stimiilatorler (gelismeyi tesvik ediciler), analiz edilen Ornekte gelismesi istenen
mikroorganizmay1 tesvik etmek amaciyla besiyeri bilesimine katilan maddelerdendir. Bunlar

arasinda vitaminler, glisin, piruvat, Tween 80 ve ¢esitli elementler ilk akla gelenlerdir.



Besiyerleri i¢inde gelismesi istenen mikroorganizmanin kullanabilecegi, digerleri i¢in besin
maddesi olarak yararlanilamayacak g¢esitli maddeler yer alabilir. Bunlara en tipik 6rnek azot
kaynag1 olarak nitrat (NOs) kullanilmasidir. Ozel besin maddeleri olarak nisasta ve glutamat

da kullanabilir.

Anaerobik ortam olusturmak icin indirgeyici adi verilen ¢esitli maddeler kullanilir. Bunlar

arasinda ilk akla gelen thioglycollate'tir (Halkman, 2005).



Cizelge 2.1 Enzimlerin elde edildigi mikroorganizma kaynaklari [1]

ENZIM KULLANIM ALANI MIKROORGANIZMA
Maltoz ve dekstrinin Bacillus subtilis

a-amilaz yikilmasi Aspergillus oryzae
Leke ¢ikarici B. licheniformis
Glukoz surubu

B-glukanaz B-glukanm parcalanmasi
yoluyla biranin A. oryzae
berraklastirilmasi B. subtilis

Katalaz Igeceklerin bozulmasimi A. niger
onlemek icin

Seliilaz Deterjan katki maddesi Penicillum spp.
Atiklarin degerlendirilmesi

Glikoz izomeraz Glukoz, Fruktoz doniistimii Streptomycetes spp.

Aspergillus spp.

Glikoz oksidaz Biyosensor A.niger

Laktaz Peynir alt1 suyu Kluyveromyce laktis
Laktozsus gida liretimi

Lipaz Deterjan katki maddesi A. oryzae
Yaglarin parcalanmasi

Pektinaz Meyve suyu ekstraksiyonu Erwinia spp.
Sarap ve meyve suyu
berraklastirilmasi

Proteaz Deterjan katki maddesi B. Subiilis

Deri Endiistrisi, et
ekstraksiyonu
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3. ENZIiM

Enzimler canli organizmalarda substratlarn kimyasal degisimini katalizleyen kompleks
molekiillerdir. Enzimler son derece 6zgiin olup birbirinin aynisi olan enantiomerleri bile ayirt

edebilirler.

Enzimler in vitro kosullarda da katalitik aktivite gosterdiklerinden, mikroorganizmalarin bu
proteinleri bol miktarda iiretmeleri sonucu izole edilerek c¢esitli endiistriyel alanlarda
kullanilabilirler. Giinlimiizde enzimler, siit driinlerinin tretiminde, biracilikta, etlerin
islenmesinde, meyve sularinin  berraklastirilmasinda, fruktoz surubu {iretiminde
kullanimlariyla gida sektoriinde, protein ve yag artiklarini parcalamak iizere deterjan
endiistrisinde, deri ve dokuma ipliklerinin islenmesini kolaylastirarak tekstilde, teshis ve

tedavi amaciyla tipta kullanilmaktadirlar.

Enzimler bitkisel, hayvansal veya mikrobiyal kaynaklardan tiretilmektedir (Telefoncu, 1997).

3.1 Enzimlerin Yapisi

Biitiin enzimler protein yapisinda bulunmaktadir, bu sarta uymayan tek biyolojik katalizor
RNA molekiiliidiir. Protein yapisinda bulunan enzimler dogal olarak bu yapinin 6zelliklerini
tasirlar. Bazi proteinler tersiyer yapi (a-heliks, B plakali ve tabakali ile tesadiifi kirilma ve
biikiilmelerin kombinasyonu olan ii¢ boyutlu yap1) kazandiktan sonra iki veya daha fazla
polipeptid zinciri ile bir araya gelerek daha ileri bir yapisal organizasyona gitmektedir. Bu
ortak yapida bulunan her bir protein birimine subunite veya monomer denir. Pek ¢ok protein
ancak bu yapiy1 kazandiktan sonra fonksiyonel hale gelmektedir. Enzim proteinlerinde de
polipeptid, sekonder, tersiyer ve bazi hallerde de kuaterner yap1 gosterir. ki veya daha fazla
monomerden meydana gelmis enzim molekiillerinin alt birimleri daha {ist yapilar meydana
getirmek Ulizere belli bir diizen dahilinde bir araya gelirler ve kuaterner yapiyr meydana
getirirler. Enzim molekiilleri genellikle bu formda bulunurlar. Tek bir polipeptid zincirinden
meydana gelmis enzim sayis1 azdir. Orne§in hekzokinaz 2, adenilat siklaz 3 monomere
sahiptir. Enzimlerde bu protein kismindan bagka protein olmayan ve kofaktér denilen bir
kisim bulunur. Kofaktorler bir¢ok enzimin katalitik aktivite gosterebilmesi i¢in gerekli olan

maddelerdir.

Kofaktorler inaktif olan protein yapisindaki apoenzimlerin, aktif holoenzime ¢evrilmesi igin
gerekli kimyasal maddelerdir. Bunlar esansiyel iyonlar ve koenzimler olmak iizere ikiye

ayrilirlar. Esansiyel iyonlar da ikiye ayrilirlar:
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a. Aktivator iyonlar: Enzime gevsek olarak bagli olup, genellikle substratla baglanmaya

katilirlar.

b. Metal iyonlar1: Enzime siki olarak baglhidirlar ve katalitik reaksiyona direkt olarak katilirlar.

Enzimin koenzimleri ise kosubstratlar ve prostetik gruplar olmak lizere ikiye ayrilirlar.

Enzim

{Holoenzim)

inaktif Protein Kofaktér

{Apoenzim)

Koanzimlar

Metalloproteinlerin
Metaliyonlan

{Sikiolarak bagh)

Prostetik Gruplar
{Stkiolarak bagh)

Kosubstratlar
{Gevsek olarak bagh)

Aktivatérlyonlar
{Gevsekolarak bagh)

Sekil 3.1 Enzimin yapist
Bazi enzimlerde bulunan metal iyonlar1 sunlardir: Cu tirozinaz, sitokrom oksidaz, Fe katalaz.

Koenzimler yapilarin bir parcas:t olarak vitamin ihtiva ederler. Koenzimler genellikle
enzimatik reaksiyonun tamaminda elektronlarin, 6zel atomlarin ve fonksiyonel gruplarin

transferinde ara tastyici olarak rol oynarlar (Kalaycioglu vd., 2006).

3.2 Enzimlerin Spesifikligi

Enzimlerin spesifikligi veya 0Ozgiilliigli, katalize ettikleri belirli reaksiyonlar ile ilgili

ozellikleridir. Enzimler i¢in ¢esitli spesifiklikler (6zgiilliikkler) tanimlanmistir:

1) Mutlak spesifiklik: Bir enzimin, yalnizca spesifik bir substratin spesifik bir reaksiyonunu

katalize etmesi 0zelligidir. Enzimlerin ¢cogu mutlak spesifiklik gdsterirler.
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2) Grup spesifikligi: Bir enzimin, benzer fonksiyonel gruplari iceren sinirli sayida substrat ile
reaksiyonlagmasi 6zelligidir. Ornegin glukozidazlar glukozidler iizerine, alkol dehidrojenaz

ise alkol tizerine etkilidir.

3) Bag spesifikligi: Bir enzimin proteinlerin peptid bagi, karbonhidratlarin glikozidik bagi
gibi belli bag tipleri iizerine etkili olmasi 6zelligidir. Kimotripsin, peptit baglarinin hidrolitik
parcalanmasinda gorevli bir enzimdir; etkili oldugu baglar ise aromatik halkali amino asitlerin

olusturdugu peptit baglaridir.

4) Stereospesifiklik: Bir enzimin yalnizca glukozun D veya L izomerleri gibi belli optik
izomerlere etkili olmasi dzelligidir. Ornegin maltaz, o-glukozidlere etkili fakat B-glukozidlere

etkili degildir.

Hiicre i¢indeki ¢esitli metabolik aktiviteler hiicrenin farkli organellerinde gerceklesmektedir.
Buna gore enzimlerin hiicre ici dagilimlar1 da cesitlilik gosterir. Ornegin glikoliz olay1
hiicrenin sitoplazmasinda, solunum zinciri ise mitokondrilerde gerceklesir; dolayisiyla
glikolizde gorevli enzimler sitoplazmada, solunum zincirinde gorevli enzimler ise
mitokondride lokalizedirler. Hiicrenin ¢esitli fraksiyonlarindaki enzimler, ilgili organel

subselliiler fraksiyonlama islemiyle izole edildikten sonra incelenebilir [2].

3.3 Enzimlerin Aktif Merkezi

Enzimler genellikle substratlardan daha biiyilkk molekiillerdir. Enzim molekiilii {izerinde
kofaktor ve koenzimlerin yer aldigi, enzim-substrat kompleksinin sekillendigi dar bir bolge
aktif merkezi icerir. Aktif merkezde substrat baglama bolgesi ve bir veya daha fazla katalitik
aktivite bolgeleri mevcuttur. Enzimin aktif merkezde substrata baglanmasi konusunda iki
hipotez mevcuttur. Bunlardan birisi substrat ile enzim arasinda anahtar-kilit modelidir. Digeri
ise indiiklenmis uyma modelidir. Ikinci hipoteze gére aktif merkez fleksibl bir durum

gostermekte ve ancak substrat enzim ylizeyine baglaninca belirli bir sekil almaktadir.

@ Substrat

—

A

Enzim-Substrat Kompleksi
Enzim

Sekil 3.2 Anahtar- kilit modeli (Kalaycioglu vd., 2006)
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Substrat ‘
@ {

L Znzim-Substrat Komplekss
Enzim

Sekil 3.3 Indiiklenmis uyum modeli (Kalaycioglu vd., 2006)

@
Substra

Sekil 3.4 Enzimin substrat karsisindaki durumu (Kalaycioglu vd., 2006)

Indiiklenmis uyum modeline gore iki katalitik bolgesi olan bir enzimin farkli biiyiikliiklerdeki
substrat karsisindaki durumu Sekil 3.4°de goriilmektedir. Burada x ve y katalitik bdlgeleri, z

ise baglanma grubu ile protein zincirini gostermektedir.
A. Enzim ve substrat ayr1 ayr1 bulunmaktadir.

B. Substrat z noktasindan aktif merkeze baglanmistir. Karsi karsiya gelen x ve y noktalar

kataliz olayin1 yapmaktadir.

C. Aktif merkeze daha biiyiik yapiya sahip substrat analogu girmistir. Z noktasi1 substrat
analoguna normal olarak baglanmistir. Fakat x ve y katalitik bolgeleri karsi karsiya

gelmedikleri icinreaksiyon gerceklesememistir.
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D. Normal substrattan daha kiiciik bir substrat analogu aktif merkeze yerlesmistir. Z baglanma
noktas1 normal olarak substrat analoguna baglanmistir. Fakat x ve y katalitik bolgeleri B’ deki

gibi yan yana gelemediklerinden reaksiyon olusamaz (Kalaycioglu vd., 2006).
3.4 Enzim Aktivitesine Etki Eden Faktorler

Enzimlerin etkinligini, dolayisiyla kimyasal tepkimelerin hizin1 artiran veya azaltan pek ¢ok
faktor vardir. Bu faktorler; substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, pH, sicaklik, su
aktivitesi, reaksiyon siiresi, reaksiyon tiriinleri, enzim inhibitorleri ve aktiviteleri, radyasyon,
basing, kaynama giicleri ve 151k gibi cesitli fiziksel faktorler ve hormonlar seklinde

siralanabilir.

Bir enzimatik reaksiyonda reaksiyon hizi bu faktorlerden degisik derecelerde etkilenmektedir.
Ancak enzimatik reaksiyonlarda faktorler arasi etkilesim de dnemli olmaktadir. Ornegin bir
enzimin en 1yi aktivite gosterdigi pH degeri farkli ortam sicakliklarindan etkilenerek
degisiklik gosterebilir. Bu nedenle enzimatik reaksiyonlarda, ortam kosullar1 bir biitiin halinde

dikkate alinmalidir. Enzim aktivitesini etkileyen bazi faktorler asagida agiklanmistir [2].

Enzim konsantrasyonunun enzim hizina etkisi, diger kosullar sabit tutuldugunda dogrusal bir
iligki gosterir. Yani enzim konsantrasyonu arttikca enzim hizi da dogru orantili olarak artar.
Ortamdaki her enzim molekiilii bagimsiz ¢alistig1 icin ne kadar enzim molekiilii varsa o kadar

cabuk gelisen bir reaksiyon s6z konusudur.

Enzim miktarinin sabit tutuldugu bir ortamda substrat yogunlugu arttik¢a, tepkimenin hizi da
artar. Tepkime hiz1 en yiiksek noktaya eristikten sonra sabit kalir. Enzim ile substrat, E+S—
ES halinde iken enzim ¢aligmaktadir. Enzim gdrevini yapip tekrar serbest iken ve birlesmek
icin substrat ararken ¢alismamaktadir. Eger ortamda bol substrat varsa enzim siirekli ¢aligir
bir duruma gelir. Bu optimum substrat diizeyinin iizerindeki substrat degerleri, enzim

reaksiyon hizina artik katkida bulunmaz.
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T =

Substrat

Sekil 3.5 Substrat konsantrasyonunun enzim reaksiyon hizina etkisi [2]
Vmax noktasindaki substrat konsantrasyonu enzimi doyuran ve bunun iizerinde herhangi bir
deger olabileceginden bunun Olcililmesi pratik olarak zordur. Buna karsilik enzimatik bir
reaksiyonda enzim molekiillerinin yarisinin substrata doydugu ve boylece yar1 maksimal hizin
(12 V_ ) gozlendigi noktadaki substrat konsantrasyonu ol¢iilebilir. Bir enzimatik
reaksiyonda enzim molekiillerinin yarisinin substrata doydugu ve boylece yar1 maksimal hizin
gozlendigi noktadaki substrat konsantrasyonuna “Michaelis-Menten sabiti” denir ve K ile

gosterilir.

Bir enzim i¢in K = (Michaelis-Menten sabiti), enzim ile verilen substratin kargilikli

etkilesimlerini karakterize eden bir sabit sayidir. Enzim konsantrasyonundan bagimsiz bir

degerdir, maksimum hizin yarisina erisildigi andaki substrat konsantrasyonunu gosterir.

Enzimatik bir reaksiyon i¢in K  baslangi¢ hizin1 (V ) substrat konsantrasyonunun ([S]) bir

fonksiyonu kabul ederek grafik ¢izmek suretiyle deneysel olarak saptanabilir [2]:

Enzimatik bir reaksiyon i¢in Vo V..o K ve [S] arasindaki iliski, “Michaelis-Menten

X

denklemi” denen esitlikle ifade edilir:

Vv [S]

max

VO :[(;11—+L9] (31)

Michaelis-Menten denklemi, enzimatik bir reaksiyon igin baslangi¢ hizii (V) substrat

konsantrasyonunun ([S]) bir fonksiyonu kabul ederek c¢izilen hiperbolik egrinin matematiksel

ifadesidir.
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Enzimatik reaksiyonlar i¢in kinetik modeller 1903°de Henry ve 1913’de Michaelis-Menten

tarafindan gelistirilmistir.

Michaelis-Menten denklemi bir enzimin etkili oldugu reaksiyonda, substrat konsantrasyonuna

gore ne sekilde davranacagini tanimlar:

1) K_ ¢ok biytik ([S], K *den ¢ok ¢ok kii¢lik) ise, enzimatik reaksiyonun hizi substrat

konsantrasyonuna baglidir:

Vy m o (3.2)
V, ~K.[S] (3.3)

Boyle reaksiyonlar, birinci dereceden reaksiyon olarak tanimlanirlar.

2) K _ ¢ok kigik ([S], K _’den ¢ok ¢ok biiyiik) ise, enzimatik reaksiyonun hizi substrat

konsantrasyonuna bagh degildir, V_ ___degerine esittir:

v [S]

) s 3.4
(5] (3.4)

VO ~ Vmax (35)

Boyle reaksiyonlar sifirinci dereceden reaksiyon olarak tanimlanir.

3) K _, [S]’ye esit ise, enzimatik reaksiyonun hizi substrat konsantrasyonuna bagh degildir,

172V degerine esittir [1]:

VIS

v, ~ e (3.6)
VIS

Vymomees (3.7)

Michaelis-Menten denklemine gore K (Michaelis-Menten sabiti) enzimin substratina karsi
olan ilgisini gostermektedir. K degeri kiiglik olan enzim, substrati i¢in yiiksek bir affinite

gosterir; enzim diisiik bir substrat konsantrasyonunda doyarak maksimum hiz saglar. K



17

6 3

degeri 10 M (10 mM) ve daha diisiik olan enzimler yiiksek affiniteli enzimlerdir ki bunlarin

metabolizmada biyiik dnemi vardir. K degeri bliyiik olan enzim, substrati i¢in diisiik bir

affinite gosterir; enzimin yar1 doygunluga ulasmasi i¢in daha fazla substrat konsantrasyonu

gerekmektedir. Bir enzim i¢in K degeri, enzim ile verilen substratin karsilikli etkilegimini

karakterize eden bir sabit sayidir.

Michaelis-Menten denklemi bir hiperbolik egrinin denklemi oldugundan ve hiperbolik egrinin

karakteristik noktalarini belirlemek zor oldugundan bir enzime ait V_ve K ’yi deneysel
olarak incelemeyi kolaylastirmak i¢in grafigi dogrusal olan baska denklemler de 6nerilmistir.

Bunlardan Michaelis-Menten denklemini tersine g¢evirip ¢arpanlarina ayirmakla elde edilen

Lineweaver-Burk denklemi en sik kullanilanidir [2]:

v, = VST (3.8)
K, +[S]

1 _K,+IS] 59

VO Vmax [S] .

1K, 5] (3.10)

VO Vmax [S] Vmax [S]

= (3.11)
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[E]

Sekil 3.6 Lineaweaver-Burke grafigi [4]

Sicaklik, enzimlerin hem hizin1 hem de stabilitesini etkileyen onemli bir faktordiir. Biitiin
diger kosullar standardize edildiginde, ortaminin sicaklig1 arttik¢a reaksiyon hizi da belli bir
noktaya kadar artmaktadir. Bu noktadan sonraki sicaklik artislarinda enzim hizinda ani
diisiisler meydana gelmektedir. Enzimlerin maksimum aktivite gosterdigi bu diisiis noktasina

optimum sicaklik adi verilir.

Yiizde
Aldivite

o S S S S m— ——
s e — o o Em

a0

L
o
£
(=
(=23
=4

Sicaldik

Sekil 3.7 Enzimatik reaksiyon hizinin sicaklikla degisimi [2]

pH derecesi ortami asitlik ve bazlik derecesini ifade eder ve 0 - 14 arasinda degisir. Ortam
pH’1 enzimatik reaksiyonlarin ¢ogunda hizi etkileyen 6nemli bir faktordiir. Her enzimin

optimum ¢alistig1 bir pH aralig1 vardir ve bu pH’a “Optimum pH” denilmektedir.
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Enzimlerin optimum pH’lar1 2 -10 arasinda degismektedir. Ornegin pepsinin optimum pH’1 2
iken, alkalin fosfatazin 10°dur. Bir enzimin ¢alistigi optimum pH degeri mevcut degilse
enzimin etkinligi azalir. Ayrica kuvvetli asitler ve bazlar enzimlerin yapisini bozarak

calismalarini engeller.

Enzim-substrat kompleksinin olusmasmi degisik sekillerde etkileyen, enzim faaliyetinin
azalmasina yol agan dogal veya yapay kimyasal maddelere “enzim inhibitdrleri”, bu olaya ise
“enzim inhibisyonu” denir. Bu maddeler istenmeyen enzim aktivitesinin Onlenmesi veya
kontrol altinda tutulmasinda araci olarak kullanilir. Enzim inhibitorleri, tersinir-geri
dontistimlii (reversible), tersinmez-geri doniisiimsiiz (irreversible) ve allosterik inhibitorler

olmak tiizere 3 baslikta incelenebilmektedir [4].

3.5 Enzimlerin Isimlendirilmesi

Bircok enzim, substratlarmin adina veya aktivitelerini tanimlayan bir kelime veya sozciik
grubuna “az” soneki ekleyerek adlandirilir. Ureaz, amilaz, arjinaz, proteaz ve lipaz, substrati
tanimlayan; DNA polimeraz, laktat dehidrojenaz ve adenilat siklaz, tepkimeyi tanimlayan
adlandirmalardir. Ureaz, iirenin hidrolizini katalize eden; DNA polimeraz ise DNA’nin

sentezini katalize eden enzimdir.

Pepsin, tripsin, amigdalin, pityalin, zimaz gibi, substratlarm1 veya aktivitelerini

tanimlamayan, genel bir tanima uymayan enzim isimleri de kullanilmistir.

Karisik isimlendirmelerin sonucu olarak bazen ayni enzim i¢in iki veya daha fazla ad
kullanilmis, bazen de iki farkli enzim i¢in ayn1 ad kullanilmistir. Boyle belirsiz anlamliliklar
ve yeni olarak kesfedilen enzimlerin siirekli artan sayis1 nedeniyle, uluslararasi anlasmalar

vasitasiyla, enzimlerin isimlendirilmesi ve siniflandirilmasi i¢in bir sistem benimsenmistir.

Uluslararast Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan Onerilen ve
benimsenen sistematik adlandirmada enzimler alti biiyiik smifa ayrilirlar, her smifin da

katalizlenen reaksiyon tipine dayanan alt simiflar1 vardir [2].
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Cizelge 3.1 Enzimlerin isimlendirilmesi [2]

Simif isim Katalize Ettigi Reaksiyon
Tipi

1 Oksidorediiktazlar Oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonlar1
Iki molekiil arasinda bir

2 Transferazlar .
atom veya grubun transferi

3 Hidrolazlar Hidroliz reaksiyonlar1

4 Liyazlar Substrattan  hidroliz  ve
yiikseltgenme  harici  bir
yolla bir grubun ayrilmasi

5 izomerazlar [zomerizasyon reaksiyonlar1

6 Ligazlar ATP veya diger niikleozid

trifosfatin yikimi ile birlikte
yeni bir bagin sentezi

Enzim kod numaralar1 noktalarla ayrilmis 4 rakamdan ibaret olup ilk rakam enzimin 6 ana
enzim grubundan hangisine girdigini, ikinci rakam etki ettigi kimyasal yapiy1 ve fonksiyonel
grubu, Uciincli rakam akseptorii, dordiincli rakam ise belli bir smifta enzimin aldig1 sira

numarasini gosterir (Kalaycioglu vd., 2006).

3.6 Endiistriyel Enzimler

3.6.1 Nisasta ve Amilazlar

Nisasta bitkilerde karbonhidrat seklinde depolanan, ¢ok sayida glukoz molekiiliiniin farkli
sekillerde baglanmasiyla olugsmus polisakkarit 6zellikte bir bilesiktir. Ticari olarak iiretilen
nisastanin asil kaynagini misir olusturur, bunun yaninda patates, bugday gibi hububatlarin
nisastalar1 da ticari olarak iiretilmektedir. Nisasta iki tip glukoz polimerinden olusur: amiloz

ve amilopektin (Tatar, 2007).

Glikozidik bag bir monosakkarit molekiilii tizerindeki anomerik karbon hidroksil grubunun
bir diger monosakkarit molekiilii iizerindeki bir hidroksil grubu ile reaksiyonlagsmasi sonucu
olusur. Bu o-glikozidik bag vasitasiyla birbirine baglanmis iki monosakkarit biriminden

disakkaritler meydana gelir.
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OH H ;

OH H
H ]

H H

+H, 0
Sekil 3.8 Disakkaritlerin olusumu [2]

Disakkaritlerin olusumunu saglayan glikozidik baglar, o ve B olmak {iizere iki tipte olur.

Glikozidik bagin tipini, 1. karbon atomundaki —OH grubunun pozisyonu belirler.

CH,OH

Sekil 3.9 o-glikozidik bag [2]
CH,OH

Sekil 3.10 B-glikozidik bag [2]
Ik karbon atomundaki —OH grubunun pozisyonu o pozisyonu ise o-glikozidik bag, B

pozisyonu ise -glikozidik bag olusur.
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CH,OH CH,OH
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OH OH

OH 0 OH

Sekil 3.11 a ve B baglarinin gdsterimi [2]

Glikozidik baglar, asit vasitasiyla kolayca hidroliz edilebilirler, fakat baz vasitasiyla

yikilmaya kars1 direnglidirler.

OH OH

0 OR H

_H O OH
0 —= + ROH
Ho + Hio
OH OH

Sekil 3.12 Glikozidik bagm asit ile hidrolizi [2]

Nisastanin molekiiler agirligi 50 000 ile 1 000 000 dalton arasinda degismekte olup, bir
nisasta molekiilii amiloz ve amilopektin olmak tizere iki adet glukoz polimeri igerir. Amiloz,
glukoz birimlerinin a-1,4 glikozidik bag ile baglanmasindan olusan ve dallanma gostermeyen
diiz bir yapida iken amilopektin, glukoz birimleri arasinda a-1,4 baglantisina ek olarak a-1,6
glikozidik dallanma bag noktalarmi da icermektedir. Amiloz ve amilopektin icerigi bitki
tiirlerine gore degisir. Ornegin, bugday nisastas1 yaklasik % 25 amiloz igerirken, nmusir
nisastasi % 97-99 oraninda amilopektine sahiptir. Graniillerinin yapisi, sekli ve biiyiikliigiinde

de farkliliklar vardir (Coskun, 2010).
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Sekil 3.13 Amiloz ve amilopektin (Coskun, 2010)
3.6.1.1 Nisastanin Parcalanmasi

Nisasta; o-amilaz, glukoamilaz, B-amilaz, izoamilaz ve pullulanaz gibi enzimlerle glukoz,

maltoz ve oligosakkaritlere hidroliz edilmektedir.

***** C6Taz—___,
S %
alfa amilaz %o
1
/ | \%
[ \
/ giuke | Debranching enzimler
e amgmm.daz
alfa limit dekstrin [ Pullulanaz II
o000® / ‘ encinier
| tL Pullulamz\.
lineer oligosaklkarit v lzo mal
toiriyoz
= o® nSl:z ve glulmz malio
glukoz  malioz beta limit O amaline
dekstrin -~
Lineer ohgosaklmntlcr - z
o0®
o00®

Sekil 3.14 Nisastanin amilolitik enzimlerle hidrolizi (Bertoldo ve Antranikian, 2002)
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3.6.1.1.1 a-Amilazlar (E.C. 3.2.1.1)

a-amilaz enzimi (1,4-a-D-glukan-glukonohidrolaz) nisasta molekiiliindeki a-1,4 baglarmni
parcalayarak glukoz, maltoz ve dekstrinlerin olusumunu saglar. Fungal a-amilazlar sicakliga
kars1 bakteriyel a-amilazlardan daha az kararli olduklarindan iizerinde g¢alisilan asil enzim

kaynagimi daha ¢ok bakteriyel amilazlar olusturmaktadir [1].

a-amilaz enzimi nisasta molekiiliindeki amiloz zincirinin a-1,4 baglarina rastgele etki ederek
son iiriin olarak 1/10’u glukoz ve 9/10°u maltoz olan bir karigim meydana getirir. a-amilazlar
a-1,6 glikozidik bag ile karsilastiginda bu baga etki etmeden gecer. Amilopektin hidrolizi
sonucunda glukoz ve maltoza ek olarak bir dizi dalli sinir dekstrinler olusmaktadir. Dort veya
daha fazla glukoz igerikli bu dekstrinler orijinal yapmin a-1,6 glukoz baglarini icermektedir.
Belirli sayida glukoz iinitesi kalinca dallanma noktasmna amilazlar etki edemediginden bu
dekstrinlere smir dekstrin (limit dekstrin) denilmektedir. Nisastanin enzimatik hidrolizi
sonunda olusan triinler a optik konformasyonu gosterdiginden bu enzimlere a-amilazlar
denilmektedir. Ayrica bu enzimler nisastanin i¢ kisimlarindaki a-1,4 baglarna etki yaptiklari

icin endoenzim olarak da adlandirilirlar (Coskun, 2010).

a-amilaz enzimi ticari olarak kullanilan ilk enzimdir. 1905 yilinda Japonya’da tekstil
endiistrisinde hasil alma isleminde kullanilan o-amilaz enzimi Aspergillus oryzaea
kiiltiirtinden iiretilmistir. a-amilaz enziminin endiistriyel boyutlardaki iiretimine 1939 yilinda
ilk kez Japonya’da baslanmis ve B. subtilis kullanilmistir. Daha sonraki yillarda a-amilaz

enzimi nigastanin sivilastirilmasmda kullanilmistir.

Nisastanin maltoza kadar hidrolizi, nisasta molekiiliiniin 6ncelikle a-amilaz enzimi tarafindan
swvilastirilip, daha sonra da ortama izoamilaz ve pullulanaz enzimlerinin ilavesi ile
saglanmaktadir. Ac¢iga cikan yiiksek safliktaki maltoz, regel, sekerleme, ekmek ve bira
iretiminde kullanildig1 gibi, gidalarda tatlandirici olarak da kullanilmaktadir. Nisastanin
hidrolizi sirasinda yan Triin olarak ac¢iga cikan maltotetroz ise nem tutucu olarak

kullanilmaktadir

Tekstil endiistrisinde dokuma sirasinda ipliklerin saglam ve diizgiin olmas1 ve kopmamasi i¢in
iplikler nisasta igeren bir ¢ozelti ile muamele edilmektedir. Bu isleme hasillama
denilmektedir. Kumas dokunduktan sonra, kumastaki fazla nisastanin giderilmesi
gerekmektedir. Bu isleme hasil alma adi verilmektedir. Hasil alma ajani1 olarak da a-amilaz

enzimi kullanilmaktadir.
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a-amilaz enzimi alkol liretiminde de kullanilmaktadir. Alkol tiretiminde hammadde olarak
kullanilan nisastali materyaller, a-amilaz ve amiloglikozidaz enzimleri ile muamele
edilmektedir. Nisasta yeterince parcalandiktan sonra ortama maya asilanarak fermentasyon

islemine gecilmektedir.

a-amilaz enzimi meyve suyu endiistrisinde de uygulama alan1 bulmustur. Ozellikle elma ve

armut sularinin berraklastirilmasinda kullanilmaktadir (Tatar, 2007).

3.6.1.1.2 p-Amilazlar (E.C. 3.2.1.2)

Nisasta molekiiliiniin indirgen olmayan ucunda ardi ardma gelen maltoz birimlerini
uzaklastiran enzimlerdir. Etkileri B-1,6 baglarina gelince durur. Boylece sinir dekstrinler
meydana gelmektedir. Hidroliz sonucu aciga ¢ikan drlinler B optik konformasyonu
gosterdiginden bu enzimlere de P-amilazlar adi verilmistir. Genel olarak p-amilazlar
nisastanin dis kismindaki 1,4 baglarma etki ettikleri i¢in ekzoenzimlerdir. a ve B-amilaz ile

nisasta maltoza pargalanir (Coskun, 2010).

Bu enzimin 6zelligi 65°C’nin tizerindeki sicakliklarda herhangi bir aktivite gdstermemesidir.
B-amilaz enzimi maltoz {iretimi ile yiyecek ve icecek endiistrisinde kullanilmaktadir (Tatar,

2007).

3.6.1.1.3 Amiloglikozidazlar (Glikoamilazlar) (E.C. 3.2.1.3)

Nisasta zincirinin ucundaki indirgen olmayan kisimdan ardisik olarak glukoz birimlerini
uzaklastiran bir ekzoenzimdir. Amiloglikozidazlarm {iriin olarak sadece glukoz olusturmasi
bu enzimleri a ve B-amilazdan ayirmaktadir. Bu enzim hem a-1,4 baglarini etkiler hem de
yavas bir hizla da olsa a-1,6 baglarin1 hidroliz eder. Nisasta a-amilaz ve glikoamilazlarla
glukoza kadar parcalanir, bu enzim pullulanaz enzimiyle beraber kullanildiginda ise

nisastadan hidroliz iirlinii glukoz ve maltoz eldesi verimi artar.

3.6.1.1.4 a-Glukozidazlar (E.C. 3.2.1.20)

a-glukozidazlar, amiloz ve amilopektinin parcalanma f{iriinleri olan kisa zincirli
oligosakkaritlerdeki o-1,4 baglarin1 hidroliz ederek serbest glukoz birimleri olusturan

enzimlerdir (Atyer, 2005).
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3.6.1.1.5 Siklodekstrin Glukanotransferaz (CGTazlar) (E.C. 2.4.1.19)

Nisastadan siklodekstrin adi1 verilen ve 6, 7 veya 8 glukoz tinitesinden olusan siklik D-glikozil

birimleri olusturan enzimlerdir. Bacillus macerans amilazlar1 bunlara 6rnektir (Aiyer, 2005).

3.6.2 Pullulan ve Pullulanazlar

Pullulan amiloz, dekstroz, seliiloz gibi notral bir glukandir. Mikroorganizmalar tarafindan

(6zellikle Aureobasidum pullulans) fermentasyon yoluyla elde edilir [5].

Pullulan maltotrioz birimlerinin birbirine a-1,6 glikozidik baglarla baglandig1 lineer bir

polisakkarittir.

Aureobasidium pullulans ilk defa 1866 yilinda De Bary tarafindan tanimlanmis; ancak bu
mikroorganizmanin iirettigi pullulan polimerinin saflastirilip karakterizasyonunun yapilmasi
1958 yilinda Bernier adindaki bilim adami tarafindan gerceklestirilmistir. Bugiin kullanilan

pullulan ad1 ise 1959 yilinda Bender tarafindan verilmistir (Leathers, 2003).

Pullulan diizenli olarak birbirini tekrarlayan maltotrioz birimlerinden olusmustur. Pullulanin
bir diger yapisal birimi tetramer veya maltotetrozdur. Catley ve arkadaslar1 tarafindan 1986
yilinda yapilan ¢alismada pullulanin maltotrioz birimleri yaninda miktar1 % 7’yi asmayacak
sekilde maltotetroz birimlerinden de meydana geldigi ortaya ¢ikmistir. Pullulanin kimyasal

formiilii (CsH,0Os5), olarak onerilmistir. a-D-(1-4)-a-D-(1-4)-a-D-(1-6), (Singh vd., 2008).

ChOH ChisDii
.-'l_:'

P i ¥
'(WLMJH

(CeHyy0),

Sekil 3.15 Pullulan [6]
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3.6.2.1 Pullulanin Hidrolizi

Pullulanin asitle hidrolizi sonucu isomaltoz, maltoz, panoz ve isopanoz olusumu goriiliir.
Boylece pullulan, iiretildigi biyosentetik kdokene bagli olarak panoz, isopanoz birimlerinden

olusan polimer olarak da adlandirilmaya baslanmistir.

Pullulanimn hidrolizini gerceklestiren enzimler 4 grupta toplanabilir:

1.Glikoamilaz: Pullulanin indirgen olmayan ucundan glukoz olusur.

2. Pullulanaz: Pullulanm a-1,6 glikozidik baglar1 par¢alanir, maltorioz birimleri olusur.
3. Isopullulanaz: Pullulanim o-1,4 baglar1 parcalanir, isopanoz olusur.

4. Neopullulanaz: Pullulanin a-1,4 baglar1 par¢alanir, panoz olusur (Nair vd., 2006).

3.6.2.2 Pullulanin Kullanim Alanlan

Pullulanin yapisindaki o-1,4 ve a-1,6 baglarmin diizenli degisimi ona iki belirgin 6zellik
kazandirmistir: ¢oziiniirliik artisi ve yapisal esneklik. Pullulan suda ¢oziiniir ancak organik
coziiciilerde ¢oziiniirliigii yoktur. Nem gecirmez, diger polisakkaritlere kiyasla daha diisiik

viskoziteye sahiptir (Singh vd., 2008).

Pullulanin endiistride kullanim alami (tarim, tekstil, gida sektorii, kagit sanayi, kozmetik)

oldukca genistir.
Pullulan 1yi yapistiric1 6zellik gosterir, tekstilde ipliklere sekil vermek i¢in kullanilir.

Gida endiistrisinde mitkemmel oksijen gecirmez 6zelliginden dolay film ve folyo yapiminda
kullanilir. Gida ftriinlerinde mikroorganizma iiremesini engeller. Diisiik viskoziteye sahip

oldugundan mesrubatlarda ve soslarda dolgu maddesi olarak kullanilmaya uygundur.

Cilt bakim triinlerinde yumusaklik vermek amaciyla, ilag sektoriinde tablet kaplama ve aktif
madde yardimei tirlinii olarak kullanilir. Ayrica agiz bakim iiriinii olarak da kullanilmaktadir.
Pullulanin ilk ticari tiretimi 1976 yilinda Hayashibara sirketi tarafindan Japonyada baglamistir

(Leathers, 2003).



Sekil 3.16 Ticari olarak kullanilan pullulan [5]

3.6.2.3 Pullulanazlar (E.C. 3.2.1.41)

Substrat molekiiliiniin sadece a-1,6 baglar1 lizerinde spesifik aktivite gosterdikleri i¢in ‘sinir
dekstrinazlar’ olarak da adlandirilirlar. Pullulanazlar, glukoz ve maltoz verimini arttirirlar

(Aiyer, 2005).

Pullulanaz enzimi ilk defa Bender ve Wallenfel tarafindan 1961 yilinda, pullulan polimerinin
a-1,6 baglarini hidroliz eden enzim olarak tanimlanmistir (Leathers, 2003). Pullulanaz,
pullulan, amilopektin ve glikojendeki a-1,6 glikozidik baglarina etki eder. Baslica kullanim

alan1 nisasta enduistrisidir.

Pullulanazlar (pullulan-6-glucanhydrolase EC(3.2.1.41)) nisasta, amilopektin ve g¢esitli
oligosakkaritlerin o-D-1,4 glikozidik baglarini hidrolizleyebilme yetenegine gore Pullulanaz
Tip I ve Pullulanaz Tip II (amilopullulanaz) olmak tizere iki gruba ayrilmiglardir. Her iki tip
pullulanaz, pullulanin a-D-1,6 glikozidik baglarin1 pargalar ve ortaya maltotrioz ¢ikar. Ancak
Pullulanaz Tip II enzimleri, Tip I’den farkl olarak a-D-1,4 glikozidik baglarina karsida etki

gosterebilirler.

Pullulan Hidrolaz Tip I (neopullulanaz) ve Pullulan Hidrolaz Tip II (isopullulanaz) ise
pullulandaki a-D-1,4 glikozidik baglarini par¢calamasi sonucu hidroliz iiriinii olarak panoz ve
isopanoz olusur. Son zamanlarda pullulandaki a-D-1,6 ve a-D-1,4 glikozidik baglarinin
ikisini birden ayni1 anda parcalayarak maltotrioz, panoz ve maltoz birimleri olusturan Pullulan

Hidrolaz Tip III enzimi tanimlanmistir (Zareian vd., 2009).
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Cizelge 3.2 Pullulanazlarmn siniflandirilmasi (Bertoldo ve Antranikian, 2003)

Pullulanaz Cesidi Son Uriin
Pullulanaz Tip I (EC 3.2.1.41) Maltotrioz, lineer oligosakkarit
Pullulanaz Tip II Glukoz, maltoz, maltotrioz

Pullulan Hidrolaz Tip I (EC 3.2.1.135) (Neopullulanaz) Panoz (a-6-D-glukozilmaltoz)
Pullulan Hidrolaz Tip 2 (EC 3.2.1.57) (Isopullulanaz) Isopanoz (a-6-maltozilglukoz)

Pullulan Hidrolaz Tip 3 Maltotrioz, panoz, maltoz

Pullulanaz Tip I, a-dekstrin-6-glukanohidrolaz ya da limit dekstrinaz olarak isimlendirilir. Bu
tiir enzim ilk defa Klebsiella tiiri mikroorganizmalarda kesfedilmistir. Pullulan haricinde
nisastanin dallanma noktalarmi da pargalar. Boylece nisasta pargalayici enzim adini alir.
Glikoamilaz enzimi ile beraber kullanilarak, nisastadan yiiksek verimde glukoz olusumunu
saglar. Bu iki enzimin birlikteliginden diisiik kalorili bira yapiminda yararlanilir. Pullulanaz
Tip I, B-amilaz ile beraber kullanildiginda nisastadan maltoz meydana gelir. Boylece

pullulanaz ytiksek saflikta fruktoz eldesinde ve maltoz surubu iiretiminde de kullanir.

Pullulanazlarin gida endiistrisinde nigasta hidrolizinde kullanilmasi prosesi daha verimli hale
getirir. Ancak ticari pullulanazlarin termal stabilitesi yiiksek degildir ve 60°C gibi diigiik
sicakliklarda bile birkac saat icerisinde baslangi¢ aktivitesinin biiyiik oranda kaybedilmesi
istenmeyen bir 6zelliktir. Bu sebeple pullulanazlarin endiistride kullanim alanit smirhidir

(Kuroiwa, 2004).

Cizelge 3.3’de farkli mikrobiyal kaynaklardan elde edilmis amilopullulanazlarin

karsilagtirilmasi verilmistir (Zareian vd., 2009).
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Cizelge 3.3 Farkli cins mikroorganizma pullulanazlarinim optimum sartlar1 (Zareian vd., 2009)

Cins Molekiiler Optimum Optimum Optimum
agirhk (kDa)  aktivite pH”1 aktivite biiyiime
sicakhigr (°C) ortami

sicakligr (°C)

Geobacillus sp L14 100 5,0-7.,0 65 50
Desulfurococcus 74 5 85 -
MUCOSUS
Bacillus sp KSM- 210 8,5-9.5 50 30-35
3781
Pyrococcus furiosus 89 5,5-6,0 105 -
Pyrococcus woesei 90 6 100 -
Thermoanaerobacter 450 5 75 60

B6A




Cizelge 3.4 Pullulanaz enziminden farkli substratlarin varliginda elde edilen tirtinler [7]
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Substrat Uriin Mikroorganizma
Aerobacter aerogenes,
Amilopektin . ) Bacillus acidopullulyticus,
IO Maltooligosakkaritler Bacillus cereus, Beta
+ maltoz vulgaris, Klebsiella
aerogenes
Bacillus sp., Geobacillus
. . . stearothermophilus,
Dekstrin+ H,O Maltooligosakkaritler Pyrococcus woesei
+ maltoz
Bacillus acidopullulyticus,
) Bacillus cereus, Beta
Pullulan+ H,O Maltotrioz vulgaris, Bacteroides
thetaiotaomicron
Pullulan+ H,O Maltotrioz+ maltoz Bacillus sp., Bacillus cereus
Coziiniir Nisasta+ Maltotrioz+ maltoz Pyrococcus furiosus,
H,O Thermoanaerobacter
ethanolicus,
Nisasta+ H,O Maltotrioz Anaerobranca gottschalkii
Clostridium
L . . thermohydrosulfuricum,
Glikojen+ H,O Maltooligosakkaritler

+ maltoz

Oryza sativa, Micrococcus
sp.

Fervidobacterium
pennavorans
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3.7 Enzim Immobilizasyonu

Enzimler, suda ¢éziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak baglanarak, suda
coziinmeyen {iriin veren bir kopolimerizasyona enzim molekiiliiniin monomer olarak
katilmasiyla ve suda c¢oziinmeyen mikrokapsiillerde tutuklamakla immobilize edilirler

(Telefoncu, 1997).

Kelime anlami olarak immobilizasyon hareketi smirlandirma demektir. Immobilize edilmis

enzimlerin de hareketleri gercekten smirlandirilmis olmaktadir.
Immobilize enzimin serbest enzime gore iistiinliikleri:

e Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme, santrifiijleme vb.)
ve lirlinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz.

e (Cevre kosullarma ( pH, sicaklik vb.) kars1 daha dayaniklhidir.

e Bircok kez ve uzun stire kullanilabilir.

e Siirekli islemlere uygulanabilir.

e Dogal enzime kiyasla daha kararhdir.

e Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

e Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.

e Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir.

e Enzimin kendi kendini pargalama olasilig1 azalir.

Serbest enzim, reaksiyon ortamindan istenilen anda uzaklastirilamadigindan reaksiyonun
kontrolii ¢ok giictiir. Reaksiyonun istenilen anda durdurulmasi i¢in inhibitér katilmasi
diistiniilebilir. Ancak serbest enzim tarafindan kirletilmis olan reaksiyon iiriinlerine
bdylece yeni bir kirlilik unsuru eklenmis olacaktir. Uriin veya iiriinlerin bu kirlilik

unsurlarindan aritilmasi maliyeti ¢ok arttirmaktadir.

Immobilizasyon yontemleri cesitli sekillerde smiflandirilmakla beraber Sekil 3.19°da

verildigi gibi smiflandirmak miimkiindiir (Telefoncu, 1997).
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| Enzim Immobilizasyon Y éntemler |
|

I Cézinmez Formda Immobi.lizasyonl | Cézinen Formda Immobilizasyon |
Ultrafilitrasyon Hollow-fiber
Baglama Tutuklama membranlan membranlar
Coézinen-¢éziinmeyen
enzimler
I |
Jelde Mikro Lipozom
amal kapsilleme telonisi
Capraz Tasyc: Enzim
baglama| |baglama kopolimenizasyonu
| T 1 | 1
Adsorpsiyon Tyonik Selat Kovalent Biyospesifik
baglama| |baglama baglama baglama

Sekil 3.17 Enzim immobilizasyon yontemleri (Telefoncu, 1997)

3.7.1 Coziinmez Formda Immobilizasyon Yéntemleri

Cozinmez formda immobilizasyon yoOntemleri baglama ve tutuklama olarak ikiye

ayrilmaktadir.

3.7.1.1 Baglama Yontemleri

Baglama yontemi capraz baglama, tasiyiciya baglama ve enzim kopolimerizasyonu olmak

iizere smiflandirilmastir.

Tastyiciya baglamada bir protein olan enzim molekiiliiniin yapisindan yararlanilir. Molekiil

yilizeyindeki fonksiyonel gruplar, iyonik gruplar ve hidrofobik bolgeler bu baglamada rol

alirlar.

Dogal veya sentetik bir¢ok organik ve inorganik materyal tasiyict olarak kullanilir.
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Cizelge 3.5 Enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilar

Anorganik Dogal polimerler Sentetik polimerler
Kil, cam Seliiloz Polistiren tiirevleri
Aktif karbon Nisasta Iyon degistirici
regineler
Titandioksit Kitin ve kitosan Naylon
Hidroksiapatit Agar ve agaroz Poliakrilamid

Enzim Immobilizasyonunda Kullanilacak Tastyicida Aranan Nitelikler: Hidrofilik karakter,
suda ¢Oziinmeme, gozenekli yapi, mekanik stabilite uygun partikiil formu, kimyasal ve
termal stabilite, kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilarin yumusak kosullarda

reaksiyon verebilen fonksiyonel gruplar1 tagimasi (Yener, 2007).

Enzime kovalent baglanma, reaktif tasiyicida ve enzimde bulunan fonksiyonel gruplar ile
gerceklesir. Burada dikkat edilecek en 6nemli nokta baglanma enzim aktivitesi i¢in zorunlu
gruplar lizerinden olmamalidir. Tasiyicilar reaktif degillerse yardimci bir reaktif ile aktivite
edilirler. immobilizasyon ¢ok yumusak kosullarda gerceklestirilir. Kovalent baglanmada
kullanilan aminoasitlerin fonksiyonel gruplari: Amino grubu, hidroksil grubu, karboksil
grubu, imidazol grubu, fenolik gurubu, tiol grubu, indolil grubu, siilfihidril grubudur.
Kovalent baglanma reaksiyonlari: Agilleme reaksiyonu, alkilleme, diazolama,
karbamilasyon, polimerik aldehidler ile reaksiyonlar olmak iizere degisik reaksiyonlarla

gerceklesir.

Iyonik baglama, iyon degistirme yetenegine sahip tastyicilara enzimin iyonik baglanmasi
temeline dayanir. Iyonik baglama c¢ok yumusak kosullarda gerceklestiginden enzimin

konformasyonunda ve aktif merkezinde degisiklige neden olmaz.

Selat baglama, bazi1 gecis metallerinin selat yapma Ozellikleri sayesinde gerceklesir.

Enzimler bu yolla organik ve inorganik tasiyicilara baglanabilirler.

Biyospesifik baglama enzimler, antikorlar ve lektinler arasindaki biyospesifik etkilesimden

yararlanilir.

Adsorpsiyon yontemi, suda ¢ézlinmeyen bir adsorbanin enzim ¢ozeltisi ile karistirilmasi ve
enzimin asirisiin iyice yikanarak uzaklastirilmasi temeline dayanir. Tasiyiciya baglanmada

Van der Waals kuvvetleri etkilidir. Enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan
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adsorbanlar aktif karbon, silikajel, nisasta ve kalsiyum fosfattir. Enzimin tastyicida
adsorpsiyonu pH, sicaklik, iyon siddeti gibi faktorlere ¢ok bagimhidir. Basit bir islemdir,
immobilizasyonun yaninda enzim saflastirilmasint da saglar; ancak desorpsiyon

gerceklesebilir. Desorpsiyon durumunda {iriin kirlenmesi goriiliir (Telefoncu, 1997).

Kiigiik molekiillii iki veya coklu fonksiyonel gruplar1 olan reaktifler enzim molekiilleri
arasinda capraz baglar yapmaktadirlar. Bu yontemle immobilizasyona g¢apraz baglama

yontemi denilmektedir.

Bu yontem ile immobilizasyon enzimin yalniz biofonksiyonel reaktif ile reaksiyonu veya
biofonksiyonel reaktif ile aktive edilmis polimer tasiyici ile reaksiyonu gibi yontemlerle
gerceklestirilir. En ¢ok kullanilan ¢apraz baglanma reaktifleri: glutaraldehid, kloroformat,

gecis metal iyonlaridir.

Sekil 3.18 Capraz baglama yontemi [9]

Kopolimerizasyon yonteminde, enzimler bir kopolimerizasyon reaksiyonunda

monomerlerden biri gibi davranir ve boylece polimer matrikse baglanmais olur.

Yontem polimer matrikste tutuklamaya benzer fakat enzim kagisimi engelleme gibi bir

istlinliigli vardir.

3.7.1.2 Tutuklama Yontemleri

Enzim molekiilii belirli bir mekanda durmaya zorlanir. Bu islem polimer matriks i¢inde
kafeslerde gergeklestirilebilecegi gibi yar1 gegirgen membranlar i¢cinde mikrokapsiilleme
ve miseller ile de gergeklestirilebilir. Bu yontemin en dnemli farki enzimin fiziksel veya

kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya baglanmamasidir.

Polimer matrikste tutuklama yiiksek derecede ¢apraz bagl bir polimerin enzim ¢ozeltisi
icinde olusturulmasi temeline dayanir. Polimerlesme sonucu enzim molekiilleri capraz

bag aglar1 arasinda tutuklanir ve bdylece ana ¢ozeltiye gegmeleri engellenir.
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Bu amagcla en ¢ok kullanilan polimer N,N’-metilenbisakrilamid ile capraz baglanmis

poliakrilamiddir.

Bu yontemde c¢apraz bag yiizdesinin miktar1 olduk¢ca Onemlidir. Bunun asir1 olmasi

substratin enzimin aktif merkezine ulagsmasini engeller.
Immobilize edilecek enzimin substrat kiigiik molekiillii olmalidir (Telefoncu, 1997).

Mikrokapsiilleme yontemi ise enzim molekiillerinin yar1 gegirgen bir membran i¢inde
tutuklanmas1 esasma dayanir. Mikrokapsiillerin  buytikligii 1-100 p arasinda

degismektedir.

Stirekli mikrokapsiillerde ve siireksiz mikrokapsiillerde enzim immobilizasyonu olmak

iizere ikiye ayrilir.

Stirekli mikrokapsiillerde immobilizasyonda mikrokapsiilii ¢evreleyen membran yar1
gecirgendir, enzim molekiillerinin kapsiil disina ¢ikisi engellenirken daha kiiclik molekiil

yapisindaki substrat molekiilleri kapsiil i¢cine girebilir.

Stireksiz  mikrokapsiillerde immobilizasyon (Lipozom Teknigi) ise 1968 yilinda

bulunmustur. Bu yontem sivi-yiizey yapici membran temeline dayanir.

Ayni anda bir adimda bir¢ok enzimin immobilizasyonuna olanak saglar ve oldukca
biiyiikk bir kontakt yiizeyine sahiptir. Onemli sakincalari ise; substrat ve iiriiniin
membranda gecisinin ¢oziiniirliige bagimli olmasi, islem swrasinda enzimin inaktive

olmasi ve s1vi olan membrandan enzimin kagma olasiligidir (Telefoncu, 1997).

- ,\ -
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Sekil 3.19 Mikrokapsiilleme teknigi [9]

3.7.2 Coziiniir Formda immobilizasyon

Enzimin herhangi bir tasiyiciyla fiziksel veya kimyasal etkilesiminden ¢ok yar1 gegirgen

bir zarla ¢evrelendigi ve enzime genis bir hareket alaniin saglandig1 bir yontemdir.

Kiiciik molekiillii substrata sahip olan enzimlerin bu ydntemle immobilize edilmesi

tercih edilebilir.
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Cizelge 3.6 Immobilize mikroorganizmalartarafindan iiretilen enzimler (Uygun, 2006)

Enzim Mikroorganizma Destek materyali
B-amilaz Bacillus megaterium Akrilamid
Glukoamilaz Aureobasidium Ca-alginat
pullulans
Pektinaz Aspergillus niger Bugday
Pullulanaz Clostridium sp. Ca-alginat
a-amilaz E. coli k- carregenan
Seliilaz Trichoderma reesei Seliilozik fiber
Kitinaz Micromonospora Ca-alginat
chalcae
Invertaz Maya Polimer

3.7.3 immobilizasyon Yéntemi Secimi
Immobilizasyon yonteminin se¢iminde 4 ana kriter gdz oniine alinur:
e Givenilirlik
e Maliyet
e Aktivitenin korunmasi
e Kararlilik

Ozellikle enzimlerin kovalent baglanmasinda kullanilan reaktifler zehirli yan iiriinlerin
olusmasma da sebep olabilir. Bu sekilde hazirlanan biyokatalizatorlerin gida ve ilag

endiistrisinde kullanilmas1 miimkiin degildir.

Laboratuarda gerceklestirilen bircok immobilizasyon teknigi byiik miktarda tiretim i¢in

maliyet agisindan uygun olamayabilir.

Bir enzimin immobilizasyonu i¢in ¢ok degisik yontemler secilebilir. Bunlarun icinde
enzimatik aktivitenin en yiiksek diizeyde korundugu yontemin secilmesi Onemlidir

(Telefoncu, 1997).
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3.7.4 immobilize Enzimin Karakterizasyonu
Immobilizasyon sonucunda enzim molekiiliiniin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri degisir.

Tasiyiciya baglanma sonucunda enzim molekiiliiniin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin
degismesi dogaldir. Enzim molekiiliiniin hareket yetenegi sinirlanir, konformasyonu

degisir, kimyasal kovalent baglanma durumunda yiikii ve kimyasal yapis1 degisir.

Teorik olarak immobilizasyondan sonra enzimin spesifik aktivitesinde diisme beklenir.
Fakat hi¢ degismedigi veya arttigi durumlara da literatiirde rastlanmaktadir. Enzim
aktivitesindeki diismenin baslica sebepleri: Enzimin immobilizasyon sirasinda denatiire
olmasi, aktif merkez {izerinden baglanma sebebiyle denatiirasyon, bircok noktadan

baglanma sebebiyle inaktivasyondur.

Dogal ve immobilize enzim aktivitesine sicaklik etkisi genellikle "optimum egriler"
cizilerek izlenir. Grafikten belirlenen optimum sicaklik inkiibasyon siiresine ¢ok

bagimlhidir ve inkiibasyon siiresi arttikca optimum sicaklik diiser.

Immobilizasyondan sonra enzimin optimum pH degerinden kayma gdzlenir. Polianyonik
yapili tastyicilarda immobilize enzimin optimum pH’1 bazik bolgeye, polikatyonik

tastyicilarda ise asidik bolgeye kaymaktadir. (Telefoncu, 1997).
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4. ASPERGILLUS NIGER

Aspergillus’lar yeryliziinde her yerde yaygin olarak bulunan hifli mantarlardir; dogal yasam
ortamlar1 toprak ve cliriiyen bitki materyalidir; dogadaki temel islevleri karbon ve nitrojen
cevrimiyle ilgilidir, biyodegredasyonda rol alirlar. Bu mantarlar irettikleri enzimler
sayesinde tiim organik maddeleri ayristirarak kullanir ve saprofit olarak yasarlar. Uygun
kosullarda bitki, hayvan ve insanlarda patojen hale gecebilirler. Yasam c¢evrimlerini
tamamlamak igin insana gereksinimleri yoktur. Ureme hiz ve kapasiteleri yiiksektir.
Atmosfere dagilan konidyumlar havada asili kalabilir, toz ve diger parcaciklarla her yere
tagimabilirler, havada en yiiksek yogunlukta bulunan mantarlardan biridir (Kantarcioglu ve

Yiicel, 2003).

Mantarlar genelde bol karbonlu ylizeylerde glukoz gibi monosakkaritler ile biiylimelerine
karsin, Aspergillus amilaz enzimleri salgiladigi icin nisasta gibi polisakkaritleri de
kullanabilir. Bu ylizden Aspergillus tirleri ekmek ve patates gibi nisastali yiyeceklerin

bozulmalarinda sik¢a goriiliir, ayrica ¢ogu bitki ve agag lizerinde de biiytirler.

Glukoz, fruktoz, maltoz ve nisasta gibi karbon kaynaklari ile biiyiiyebilmelerinin yan1 sira
cogu Aspergillus tiirii besin maddelerinin ¢ok diisiik konsantrasyonda oldugu veya baska
organizmalarin kullanmadig1 besin kaynaklarinin oldugu ortamlarda da biiyiime yetenegine
sahiptir. Bunun baslica 6rnegi olan A. niger, nemli duvarlar {izerinde biiyiir, banyolardaki

kiifii olusturur [8].

Aspergillus tiirleri, hem birincil hem ikincil metabolitlerin {iretimi nedeniyle ticari nemi en
biiylik olan mantar tiirii sayilabilir. Aspergillus niger biyoteknolojide kullanilan en 6nemli
mikroorganizmalardan biridir. Yillardir ekstraseliiler enzim ve sitrik asit iiretiminde
kullanilmaktadir. Bunun yaninda A. niger’den biyotransformasyon ve suyun aritilmasi

proseslerinde de yararlanilmaktadir.

Endiistriyel olarak oOneminin artmas1 ilk defa 1919 yilinda sitrik asit iiretiminde
kullanilmasiyla gergeklesmistir. Sitrik asit gida ve mesrubat liretiminde ayrica yumusak
ickiler, receller, tathilar, sekerlemeler ve sarap gibi gidalarda kullanilmaktadir. 4. niger
bundan baska ekonomik 6nemi daha az olan fumarik asit ve glukonik asit iiretiminde de
kullanilir. 1960’11 yillardan beridir nisasta, gida endiistrisinde kullanilan bir¢ok enzimin
iretiminde bir kaynak olarak kullanilmaya baslanmistir. 4. niger zengin bir enzim

kaynagidir. Pektinaz, proteaz, amiloglukozidaz yiizey kiiltiirii yontemiyle A. niger’den elde
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edilmislerdir. Yine bu mikroorganizmadan {iretilen glukoz oksidaz ve katalaz enzimleri
tanisal enzim kitleri ile glukoz belirlemede kullanilir.

A. niger giivenilir bir mikroorganizma olarak kabul edilir. Insanlar 4. niger sporlarma giin
boyunca maruz kalsalarda hi¢bir hastalik belirtisi goriilmez. Ancak birka¢ durumda A. niger
insan viicudunda kolonize olur. Bu tip durumlarin gorildiigii hastalar tiimii siddetli bir

hastalik ge¢misine sahiptir (Schuster vd., 2002).

konidvm :

¢ — "’%5
Aseksiiel \ ﬁ /

Homokaryvot

Paraseksiiel I!H kconidvum

Heterokarvot

Sekil 4.1 Siyah Aspergillus’un aseksiiel ve paraseksiiel yasam dongiisii (Swart vd., 2000)
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5. ONCEKI CALISMALAR

Son yillarda meydana gelen biyoteknolojik gelismeler ile beraber arastirmacilarin enzimle

ilgili yapilan calismalara olan ilgisi artmigtir.

Glinlimiizde endiistri daha ekonomik, verimli, isletme sartlarma uyum saglayabilecek
enzimlerle ilgilenmeye baslamistir. Boylece enzimlerle ilgili yapilan ¢aligmalara, gliniimiiz
teknolojisinin sagladig1 imkanlarla birlikte rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak daha
kararli enzimlere sahip mikroorganizmalarm iiretilmesi, farkli immobilizasyon teknikleri ile

kararlilig1 arttirilmis enzimlerin eldesi konularinda yapilan ¢aligmalar eklenmektedir.

Yapilan literatiir ¢calismasi ile pullulanaz enzimi ile ilgili gergeklestirilen bazi ¢alismalar

asagida 6zetlenmistir.

Zhang vd., (2009) tarafindan yapilan ¢alismada serbest pullulanaz ve manyetik kitosan
tanelerine immobilize edilmis pullulanazin  spesifik aktiviteleri ve kararhliklar
karsilastirilmistir. Calismada Klebsiella pneumoniae pullulanazi kullanilmistir. Manyetik
kitosan taneleri, manyetik FesO4 sulu c¢ozeltisinde fotokimyasal polimerizasyon ile
hazirlanmistir. Manyetik kitosan taneleri diizglin kiiresel sekilde, 86 nm capinda ve
siiperparamanyetik O6zelligindedir. Pullulanaz enzimi manyetik kitosan tanelerine ¢apraz
baglama yontemiyle (¢apraz baglama reaktifi glutaraldehit) immobilize edilmistir. Bu sekilde
toplamda 180 pg pullulanazin, 1 mg manyetik kitosan tanesine immobilizasyonu
gerceklestirilmistir. Immobilize pullulanazin optimum sicaklig1 50°C olarak bulunmustur. Bu
deger serbest pullulanazin optimum sicakligiyla aymidir. Ancak 50°C sicaklikta immobilize
pullulanaz serbest pullulanaza gore daha yiliksek aktivite gostermistir. Serbest haldeki
pullulanazin optimum pH degeri 5,5 iken, immobilize pullulanazin optimum pH degeri 5
olarak bulunmustur ve immobilize pullulanaz daha genis bir pH araliginda kararlhiligini
koruyabilmektedir. Immobilize pullulanazin kinetik sabiti K, degerinin, serbest pullulanazin
Ky, degerine gore 3 kat arttigir goriilmiistiir. Sonug olarak immobilize pullulanazin aktivite
degeri, kararlilig1 ve termal stabilitesinin serbest pullulanaza goére daha yiiksek oldugu
belirtilmistir ve manyetik kitosan tanelerinin pullulanaz immobilizasyonu i¢in kullanilabilcek

uygun bir kaynak oldugu gosterilmistir.

Singh R. vd., (2009) tarafindan yapilan ¢alismada pullulanaz enzimi kullanilarak pullulandan
maltotrioz surubu iretilmistir. Bu calisma i¢in Once calkalamali inkiibatérde pullulan
dretilmig, pullulan tek adimda saflastrma yontemiyle izopropanol c¢oktiirmesi ile

saflagtirilmistir. Saflastirilmis pullulandan maltotrioz surubu pullulanaz enzimi kullanilarak
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gerceklestirilmistir. Saf pullulanaz enzimi (Bacilus acidopulllyticus’den indiikklenmis)
disaridan satin alinmis ve enzimin Oncelikle kinetik ve termodinamik karakterizasyonu
yapilmistir. Pullulanaz enziminin optimum pH’nin belirlenebilmesi i¢in pH 3,5-5,0 araliginda
0,1 M sodyum asetat tamponu; pH 6-7 arasinda ise 0,1 M fosfat tamponu kullanilmis ve 50°C
sicaklikta incelenen enzim aktivitesi sonuclarma gore enzimin optimum pH degeri 5,0 olarak
bulunmustur. Pullulanaz enziminin optimum sicaklik degeri ve aktivasyon enerjisi substrat
olarak % 0,1 konsantrasyonda pullulan ¢6zeltisi ve uygun miktarda enzim ¢ozeltisi ile 0,1 M
pH 5,0 fosfat tamponunda 40-70°C arasmnda degisen sicakliklarda arastirilmistir. Enzimin
optimum sicakligi 50°C olarak bulunmustur. Arhenius denklemi yardimiyla hesaplanan
aktivasyon enerjisi Ea ise 34,29 kJ\mol olarak hesaplanmistir. Substrat spesifikligi ve kinetik
sabitlerin tespiti i¢in substrat ¢ozeltileri olarak farkli konsantrasyonlarda (% 0,25-1,75 (m\v))
pullulan, nisasta ve dekstran kullanilarak 50°C sicaklik, pH 5,0 degerinde Lineweaver-Burk
grafigi yardimiyla K., ve Vpmax degerleri hesaplanmistir. K, ve Vi degerleri sirasiyla
pullulan i¢in 4 mg\mL ve 0,23 U\dak., nisasta i¢in 11,1 mg\mL ve 0,20 U\dak., dekstran i¢in
40 mg\mL ve 1,25 U\dak. olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore pullulanaz enzimi i¢in en iyi
substrat pullulan olarak degerlendirilmistir. Pullulanaz enziminin, saflastirilmig pullulanin %
94°{inii hidroliz ettigi goriilmiis, olusan maltotrioz surubunun 3,77 mg\mL maltotrioz igerdigi

belirlenmistir.

Zareian, S., (2009) tarafindan pullulam glukoz, maltoz ve maltotrioz’a; nisastay1 glukoz ve
maltoza kadar parcalayan yeni bir tir amilopullulanazin  saflastirilmast  ve
karakterizasyonukonusunda calisma yapilmistir. Enzim iran’in  sicak topraklarindan
ayristirilmis termofilik cins L14°den elde edilmistir. Bu mikroorganizmaya 16S rDNA gen
analizi yapilmis ve Geobacillus sterothermophilus cinsi oldugu bulunmustur. Bu
mikroorganizmadan elde edilen enzime 6nce % 75 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi
uygulanmis, ardindan Q-Sepharose ve DEAE-Sepharose iyon degistirici kolonlar1 ile anyon
degisim kromatografisi gerceklestirilmis ve son olarak da Sephadex G-100 jel filtrasyon
kolonu ile jel filtrasyon kromatografisi yapilarak enzim saflastirilmistir. Elde edilen saf
proteinin molekiiler agirligi SDS-PAGE elektroforezi uygulanarak 100 kDa bulunmustur.
Saflagtirilmis enzimin optimum pH degerinin 5,5, sicaklik degerinin ise 65°C oldugu
goriilmiistiir. Enzimin pullulan, nisasta ve maltooligosakkaritleri parcalayabildigi ancak a-
siklodekstrin ile panoz karsisinda etkinlik gostermedigi ortaya ¢ikmistir. Enzimin kinetik
sabitleri substrat pullulan ¢6zeltisi i¢in K, 0,48 g\L, Vimax 44 pmol\dak., nisasta ¢ozeltisi icin
Kn 5 g\, Vimax 80 pmol\dak. olarak hesaplanmistir. Saflastirilmis enzime ince tabaka

kromatografisi uygulanarak enzimatik reaksiyonun sonucunda pullulandan glukoz, maltoz ve
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maltotrioz birimleri; nisastadan ise glukoz ve maltoz birimlerinin son {iriin olarak elde edildigi
gorilmiistiir.  Ayrica enzimin farkli tiplerdeki maltooligosakkaritleri (maltotetroz,
maltopentoz, maltoheksoz vb.) hidroliz edebilecegi saptanmistir. Enzim hem pullulanin hem
de dallanmis yapidaki polisakkaritlerin a-D-1,4 ve a-D-1,6 glikozidik baglarini pargalayip,
pullulandan glukoz olusumunu gerceklestirdi§i i¢in bu enzimin saflastirilmis yeni bir

Geobacillus sp. L14 amilopullulanazi oldugu sonucuna varilmastir.

Nair vd., (2006) tarafindan yapilan ¢alismada Tapoica topragindan ayristirilan yeni bir tiir
Bacillus cereus FDTA 13 mikroorganizmasindan, termostabil pullulanazin iiretimi igin
fermentasyon kosullarinin optimizasyonu gerceklestirilmistir. Bunun i¢in her seferinde sadece
bir bilesenin miktar1 degistirilip, diger bilesenlerin miktar1 minumum olacak sekilde sabit
tutulmustur  (one-factor-at-a-time). Pullulanaz aktivitesini yaklasik 3,6 kat arttiran
fermentasyon ortami g\L icin: nisasta 20, yeast ekstrakt 5, NaCl 2, MgSO, 0,1, K;HPO4 0,17
olarak belirlenmistir. Fermentasyon ortamma Mn" iyonlari ilave edilmis ve bunun aktiviteyi
1,4 kat daha arttirdig1 goriilmiistiir. Bacillus cereus FDTA 13 mikroorganizmasiin mutanti,
optimize edilmis ayni fermentasyon sartlarinda kullanildiginda pullulanaz liretiminin 2 kat

arttig1 ortaya ¢cikmustir.

Kuroiwa vd., (2004) tarafindan yapilan c¢alismada Klebsiella pneumoniae’dan indiiklenmis
ticari pullulanaz enziminin, aktiflestirilmis agar jel ve kitosan tanelerine immobilizasyonu
gerceklestirilmis ve 1iki immobilize enzimin serbest enzime gore kararliliklar

karsilagtirilmistir.

Aktif agar jelde immobilizasyon, enzimdeki amino gruplar1 ile jel ylizeyindeki aldehit
gruplar1 arasinda bir¢ok noktadan kovalent baglanma yOntemiyle gerceklesmistir.
Pullulanazimn aktif agar jele immobilizasyonunda, pullulanaz igeren 120 mL 0,1 M pH 10 borat
tamponunda 15 g aktiflestirilmis agar jel ¢oziilmiistiir. Elde edilen ¢ozelti, 25°C°de 24 saat
boyunca karistirilmis, ardindan 240 mg NaBHj, ilave edilmis ve karisim 30 dakika siiresince
karistirilmaya devam edilmistir. Cozelti 0,1 M, pH 10 fosfat tamponu ve destile su ile
yikanarak siiziilmiis ve jel elde edilmistir. Aktif agar jele immobilizasyonda termal
kararliligin, immobilizasyon veriminin ve enzim aktivitesinin, jel {lizerinde baglanmay1
gerceklestirecek aldehit gruplarimim yogunluguna bagh olarak degistigi goriilmiistiir. Enzimin
kitosan tanelerine immobilizasyonunda ise enzim fiziksel adsorpsiyon metoduyla immobilize
edilmistir. Bu islem i¢in kitosan taneleri pH 7’de 0,1 M fosfat tamponunda bir gece boyunca
bekletilmis, ardindan 5 g kitosan, bir miktar pullulanaz ile fosfat tamponunda siispansiyon

haline getirilmis ve 25°C’de 1 saat boyunca yavasca karistirilmistir. Kitosan taneleri fosfat
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tamponu ve destile su ile yikanmis ve siiziilmiistiir. Pullulanaz aktivitesi 6l¢iimii i¢in substrat
olarak 0,1 M, pH 6 fosfat tamponunda hazirlanmis % 0,5 (m\v) konsantrasyonda pullulan

cozeltisi kullanilmistir.

Serbest pullulanaz 8 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan inaktif hale gelmistir. Kitosan
tanelerine adsorbe edilen enzimin kararliliginin, daha 6nce ayni calisma grubu tarafindan
yapilan bir bagka calismadaki, kitosan tanelerine once adsorpsiyon ardindan ¢apraz baglama
yontemiyle immobilize edilmis pullulanaza gore daha diisiik oldugu belirtilmistir. Aktif agar
jele immobilize edilen pullulanazin 48 saat inkiibasyon siiresinin sonunda kararliligmm %

30’unu hala korudugu goriilmiistiir.

Roy I. ve Grupta M.N., (2004) tarafindan yapilan calismada nisastanin hidrolizi Ca-alginat
tanelerine ayr1 ayri olarak 3:2 oraninda tutuklanmis glikoamilaz ve pullulanaz enzimleri
karisimiyla gerceklestirilmistir. Brbirinden bagimsiz olarak tutuklanmis enzimlerin 55°C
sicaklikta daha fazla termostabilite gosterdigi goézlenmistir. Calismada ticari Bacillus
acidopullulyticus pullulanazi ve A. niger glikoamilaz enzimi kullanilmistir. Nisastanin
sakkarifikasyonu sirasinda o-1,6 baglarmni parcalamak i¢in glukoamilaz enzimi kullanilir;
ancak bu islemin verimi yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda olusan yan lriinler nedeniyle
oldukca diisiiktiir. Bu nedenle glukoamilaz enzimi pullulanaz gibi bir dal koparici enzim ile
beraber kullanilir. Boylece nisastadan olusan glukoz verimi artar. Bu iki enzimin ¢alistigi pH

degeri ayni1 oldugu i¢in bir arada kullanilmalar1 yararl olmaktadir.

Immobilize enzim karigimu, ierisinde nisasta bulunan akiskan ve dolgulu yatakli reaktorlerde
kullanilmis ve DE 96, 95 olarak elde edilmistir. Immobilize glukoamilaz ve pullulanaz
enzimlerinin bir arada, es zamanli olarak kullanilmasinin, glukoamilazin tek basina
kullanildig1 ya da iki enzimin farkli zamanlarda (6nce glikoamilaz, ardindan pullulanaz
enzimi) kullanilarak ilk enzimin {riiniiniin diger enzimi inhibe ettigi sistemlerden daha

verimli ve kullanigh oldugu goriilmiistiir.
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6. MATERYAL ve METODLAR
6.1 Deneysel Cahismada Kullamilan Materyaller
6.1.1 Aspergillus niger

Deneysel ¢alismada kullanilan sus olan Aspergillus niger, TUBITAK Marmara Arastirma

Merkezi, Gida Enstitiisii, Mikoloji Laboratuvari’ndan temin edildi.

6.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 6.1°de verilmistir.



Cizelge 6.1 Deneysel ¢calismada kullanilan kimyasal maddeler

KiMYASAL

FiIRMA\NO

Kazein pepton
Et ekstrakti
Maya ekstrakti
Glukoz
Tween 80
K;HPO,
Na- Asetat
Amonyum sitrat
MgS04.7H,0
MnSO4.H,O
Coomassie Blue G-250
Etanol
o-Fosforik asit
2-Hidroksi-3,5-dinitrobenzoik asit
NaOH
Pullulan
Nisasta
Amilopektin
Dekstrin
Tris
(NHy)2 SO4
Cam Boncuk
Kitosan

PEG 6000

Sigma-P6588
Merck-103979
Merck-103753
Merck-108342

Fluka-93780

Riedel-04248
Merck-106268

Sigma-A1332
Sigma-M 1880
Sigma-M7634

Sigma-B0770
Merck-100983

Riedel-4107
Fluka-42260

Riedel-06203

Sigma-P4516

Riedel-33615

Sigma-10120

Fluka-31400
Fluka-93950
Fluka-09978
Sigma-G9143
Fluka-50494

Merck-807491
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6.1.3 Kullanilan Cihazlar

Sterilizasyon islemi icin:

Certoclav marka otoklav

Enzim indiiksiyonu i¢in:

Sartorius marka inkiibator

Enzim aktivite ve protein tayini i¢in:
Unicam marka UV\VIS spektrofotometre
GFL 1086 marka su banyosu

pH kontrolii i¢in:

CyberScan pH 500 pHmetre

Santrifiij i¢in:

Sigma marka sogutmali santrifiij
Kullanilan tampon, ¢6zelti ve kiiltiirlerin saklanmasi i¢in:
Bosch marka buzdolab1

Karistirma iglemleri i¢in:

Chiltern HS31 hotplate manyetik karistiric

6.2 Kullanilan Metotlar

6.2.1 Kiiltiir Ortam

6.2.1.1 Saf Kiiltiir Ortam

Aspergillus niger % 3 malt ekstrakti ve % 2 agar-agar iceren kati besiyeri lizerinde tretildi.
Inkiibasyon siiresi 30°C sicaklikta 3-5 giindiir. Bu sekilde hazirlanan sus +4°C’de 4 ay

muhafaza edilir.
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6.2.1.1.1 Spor Cozeltinin Hazirlanmasi

Saf kiiltiirden ¢ogaltilan mikroorganizmadan spor ¢6zeltisi hazirlamak iizere, kat1 besiyerinde
ireyen mikroorganizma lizerine 10 mL steril destile su eklenerek, 6ze yardimiyla sporlar
hafif¢e kazmarak ¢ozeltiye alindi.

6.2.1.2 Enzim Uretim Ortami

Bu ¢aligmada kullanilan modifiye enzim iiretim ortaminin bilesimi (g\L) (Vishnu vd., 1998):

Kazein pepton 10,0 ¢
Et ekstrakti 10,0 ¢
Maya ekstrakti 50 g
Glukoz 20,0 g
Tween 80 10O g
K,HPOy 20 g
Na-asetat 50 g
Amonyum sitrat 20 ¢
MgS0,.7H,0 02 g
MnSO4.H,0O 0,05 g

Ortamin pH’1 0,1 M asetik asit ve 1 N NaOH ile 6,5 olarak ayarlandi. Hazirlanan ortamlar
500 mL’lik erlenlerde 100’er mL olacak sekilde erlenlere alindi ve kullanilmadan 6nce 20
dakika 121°C buharli basingta steril edildi. Daha sonra 1 mL spor ¢ozeltisi ile agilama yapildi.
Inkiibatérde 48 saat boyunca 160 rpm, 30°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sirasinda ortamda
sadece misel olusumu saglandi. Ciinkii besiyeri hazirlanirken karbon kaynagi olarak glukoz
kullanilir. Enzim aktivite deneyinde, enzim tarafindan hidroliz edilerek agiga ¢ikacak olan
glukoz konsantrasyonu belirlendiginden, hidroliz sonucu agiga c¢ikan glukoz ile
mikroorganizmalarin biiylimesi i¢in sivi besiyerine konulan glukozun karistirilmasini
engellemek icin yer degistirme yontemi tercih edilir. Bu nedenle 48 saatlik inkiibasyonun
ardindan yer degistirme yontemi uygulandi. Bu siirenin sonunda biiyliyen miseller ortamdan
alinds, steril destile su ile yikandi ve glukozdan arindirilan miseller, glukozun yerine optimum

pullulanaz iiretimini saglayacak karbon kaynaginin ve konsantrasyonunun tespiti amaciyla
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dort farkli karbon kaynagi nisasta, amilopektin, dekstrin veya pullulanin ii¢ farkh
konsantrasyonunun (% 0,1, % 0,5 veya % 1) bulundugu 500 mL’lik erlenlerdeki 100’er

mL’lik yer degistirme ortamlarina alindi.

6.2.2 Pullulanaz Aktivitesinin Tayini

Pullulanaz aktivitesi DNS indirgen seker tayini ile gerceklestirildi. Orneklerdeki pullulanaz
enziminin katalitik etkisi ile substrat ¢0zeltisi parcalanarak ortaya ¢ikan glukoz miktar1 540

nm’de spektrofotometrede dl¢iildii.

Sekeri indirgeyerek ortaya ¢ikan rengin spektrofotometrik olarak okunmasini saglayan bir¢cok
yontem vardir. 3,5-dinitrosalisilik asit belirteci ilk defa Sumner tarafindan idrardaki sekeri
tayin etmek amaciyla kullanilmistir. DNS yonteminde 2-Hidroksi-3,5-Dinitrobenzoik asit, 3-
Amino-5-Nitrosalisilik asite indirgenirken; glukoz birimleri glukonik asite yiikseltgenir

(Miller, 1973).

0 H H 0
: : 000K
H-C-OH H-C-CH H=6-0H
| | HO-C-H

HO-C-H O HO-C-H  ap i
I —"
H-C-0 | — H-C-OH ™ , H-C-OH

r |
R“H—+ECJ‘H—?-GH

I
H-C— H-G-CH

| | .
H-C-Of H-C-OH H=6-0H

H H o

B-D-glukoz D-glukoz glukonik asi

| 3-D-gluka piranoz)
Sekil 6.1 Glukozun yiikseltgenmesi [2]
Cozeltiler

1. 0,1 M, pH 6,5 Asetat Tamponu: 50 pL asetik asit ve 4,032 gr Na-asetat cozeltileri
karistirildi. Destile su ile 500 mL’ye tamamlandi. 1 N NaOH ile pH 6,5’a ayarland:.

2. DNS Cozeltisi: 10 g 2-Hidroksi-3,5-Dinitrobenzoik asit, 10 g NaOH, 2 g fenol ve 200 g
Na-K tartarat karistirildi. Hacmi destile su ile 1000 mL’ ye tamamlanda.
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3. % 1’lik Substrat Cozeltileri: Substrat cozeltisi olarak kullanilacak pullulan, nisasta,
amilopektin ve dekstrinden 1’er g alinarak ayarlanilmak istenen pH degerindeki 0,1 M asetat

tamponunda ¢oziildii ve balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

Enzimin aktivite tayininde 0,25 mL enzim 6rnegi iizerine, 0,25 mL substrat ¢ozeltisi eklendi.
Kor deneme i¢in 0,5 mL 0,1 M pH 6,5 asetat tamponu kullanildi. Her iki numune 37°C’de 30
dakika inkiibe edildi. Numuneler 5 dakika buz banyosunda sogutularak reaksiyon
sonlandirildi. Ardindan hem 6rnege hem de kor tiiplere 0,75 mL DNS belirteci ilave edildi ve
5 dakika kaynayan suda tutuldu. Tiplerin herbirine 3,75 mL destile su eklenerek absorbans
degerler1 540 nm’de spektrofotometrik olarak kore karsit Olgiildii. Bulunan degerlerden,
standart glukoz egrisi yardimiyla enzim tarafindan bir dakikada aciga ¢ikan glukoz miktari

pmol\dakika olarak belirlendi ve enzim aktivitesi hesaplandi.

6.2.3 Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

Bir iinite pullulanaz aktivitesi (U); standart kosullar altinda bir dakikada pullulandan bir pmol
glukoz olusmasmi saglayan enzim miktar1 olarak tanimlandi ve enzim aktivitesi total {inite

olarak U\mL cinsinden ifade edildi.

Sekil 6.2° deki standart glukoz grafigi kullanilarak bulunan glukoz konsantrasyonlari

asagidaki denklemde yerine yazilarak total tinite ( U\mL ) hesaplandu.

(mg)glukoz

. x 1000

Total iinite ( U\mL) = — %) 6.1
tx Mg

(mg) glukoz \ (mL) : Orneklerin absorbanslarma karsilik gelen glukoz miktar

t : Inkiibasyon zaman1 ( 30 dak. )

Mg : Serbest birakilan glukozun ( C¢H 206 ) molekiil agirligr ( g\mol )

Bir iinite enzim aktivitesi; standart kosullar altinda bir dakikada pullulan’dan 1 pmol glukoz
olusmasini saglayan enzim miktaridir.
6.2.3.1 Spesifik Aktivitenin Hesaplanmasi

Total iinite degerleri mL’ deki protein miktarma boliinerek spesifik aktivite hesaplandi.

Spesifik aktivite U\mg protein olarak verildi.
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6.2.4 Glukoz Standart Egrisinin Cizilmesi

Glukoz standart egrisi i¢in 1 mg\mL konsantrasyonda stok glukoz ¢6zeltisi hazirlanarak, bu
cozeltiden 0,2-1 mg\ml konsantrasyon araliginda seyreltik glukoz ¢ozeltileri hazirlandi. Elde
edilen farkli konsantrasyonlardaki glukoz ¢ozeltilerine enzim aktivite deneyi uygulandi. 0,25
mL glukoz ¢dzeltisinin lizerine 0,25 mL substrat ¢ozeltisi eklendi. Kor olarak 0,5 mL asetat
tamponu kullanildi. Deney her konsantrasyon icin bes kez tekrarlandi ve bes 6lgiimiin
ortalamalar1 alindi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiigiik kareler metodu uygulanarak
regresyon denklemi hesaplandi ve standart egri grafigi ¢izildi. Cizelge 6.2°de farkh
konsantrasyon degerlerine karsilik olarak 540 nm’de okunan absorbans degerlerinin

ortalamalar1 verilmistir.

Cizelge 6.2 Glukoz standart egrisi icin absorbans degerleri

X Y

0 0

0,2 0,0468
0,4 0,167
0,6 0,270
0,8 0,474
1 0,587

0,7

Absorbans (540 nm)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 il 7
C Glukoz (mg\mL)

Sekil 6.2 Glukoz standart egrisi
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6.2.5 Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein miktar tayini sigir serum albiimin (BSA) kullanilarak Bradford (1976) Yontemi’'ne

gore yapild.
Bradford yontemi i¢in renk reaktifinin hazirlanmast:

100 mg Coomassie Blue G-250, 50 mL % 96 (v\v) etanolde ¢oziildiikten sonra 100 mL % 85
(v\v) o-fosforik asit eklendi. Son hacim destile su ile 1000 mL’ye tamamlandi. Cozelti 1
numarali Whatman kagidindan siiziildiikten sonra renk reaktifi koyu renkli cam bir sisede

sakland..

Bu yontemde kuru, temiz test tiiplerine 1 mL renk reaktifi koyuldu, iizerine 6rnek ¢ozeltiden
0,01 mL eklendi. Kor test tiiplerine ise 1 mL renk reaktifi koyuldu ve 0,01 mL destile su
eklendi. Ornekler kére karst 595 nm’de spektrofotometrik olarak okundu. Elde edilen
absorbans degerlerinin BSA ile cizilen standart grafige uygulanmasiyla protein miktari

mg\mL olarak belirlendi.

6.2.5.1 Protein Miktarinin Hesaplanmasi

Sekil 6.3’deki BSA standart egri grafigi kullanilarak mL’ deki protein miktarlar1 hesaplandi.

6.2.6 Total Protein Standart Egrisinin Cizilmesi

BSA, 1 mg\mL konsantrasyon olacak sekilde destile suda ¢oziilerek stok ¢ozeltisi hazirlandi.
Bu ¢ozeltiden 0,2-1 mg\mL konsantrasyon araliinda seyreltilmis protein standart ¢ozeltileri
hazirlandi. Elde edilen standart c¢ozeltilere Bradford deneyi uygulandi. Deney her
konsantrasyon i¢in bes kez tekrarlandi ve bes dl¢iimiin ortalamalar1 alind1. Olgiilen absorbans
degerlerine en kii¢lik kareler metodu uygulanarak regresyon denklemi hesaplandi ve grafik
cizildi. Cizelge 6.3’de farkli konsantrasyon degerlerine karsilik olarak 595 nm’de okunan

absorbans degerlerinin ortalama verilmistir.
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Cizelge 6.3 Protein absorbans degerleri

X Y
0 0
0,2 0,149
0,4 0,268
0,6 0,391
0,8 0,502
) 0,539

Absorbans (595 nm)

0 0,2 0,4

0,6 0,8 1
C BSA (mg\mL)

1,2

Sekil 6.3 Protein standart egrisi

6.2.7 Kiiltiir Ortaminda Pullulanaz Aktivitesini Etkileyen Fizyolojik Kosullarin

Belirlenmesi

6.2.7.1 Farkh Konsantrasyonlardaki Farkli Substratlarin Pullulanaz Uretimine

Etkisinin Saptanmasi

Enzim tretimi i¢in kullanilan yer degistirme ortamlarinda karbon kaynagi olarak dort farkli
substrat ayr1 ayr1 kullamildi. Ortamlar nisasta, dekstrin, amilopektin veya pullulan ile

desteklenerek enzim iiretimi saglandi. Kullanilan farkli substratlar % 0,1, % 0,5 veya % 1

(m/v) konsantrasyonlarda olmak {izere ortamlara ayr1 ayr1 ilave edildi.
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6.2.7.2 Pullulanaz Uretimi i¢in Uygun Inkiibasyon Siiresinin Saptanmasi

Inkiibasyon siiresinin pullulanaz iiretimine etkisinin saptanmasi amaciyla enzim {iretim
ortamma farkli konsantrasyonlarda farkli karbon kaynaklar1 eklendikten sonra kiiltiirler
30°C’de 160 rpm’de 120 saat siiresince inkiibe edildi. 24 saat araliklarla kiiltiir ortammdan

alman orneklerde aktivite ve protein tayinleri yapildi.

6.2.7.3 pH’min Pullulanaz Uretimine Etkisinin Saptanmasi

Enzim tiretim ortaminda 4. niger’den pullulanaz iiretimine pH’n etkisini saptamak amaciyla
% 0,1 g nisastayla desteklenmis ortamlar 0,1 M asetik asit ve 1 N sodyum hidroksit
kullanilarak 4-9 arasindaki farkli pH degerlerine ayarlandi.  Kiiltiirler 30°C, 160 rpm
calkalama hizma sahip inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi.

6.2.7.4 Sicakhgin Pullulanaz Uretimine Etkisinin Saptanmasi

Enzim tretim ortaminda A. niger’den pullulanaz iiretimine sicakligin etkisini saptamak
amaciyla % 0,1 g nisastayla desteklenmis ortamlar 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C ve 40°C
sicaklikta 160 rpm calkalama hizina sahip inkiibatorde 24 saat boyunca inkiibe edildi.

6.2.8 Pullulanazin Kismi Saflastirilmasi

6.2.8.1 A. niger’den Pullulanaz Eldesi

Enzim tiretim ortami boliim 6.2.1.2°de belirtildigi sekilde hazirland1 ve 48 saat inkiibasyon
siiresinin sonunda miseller siiziiliip yikandi. Optimum kosullara gore karbon kaynagi olarak
icinde % 0,1 nisasta bulunan yer degistirme ortamlarina aktarildi. Kiiltiirler optimum kosullar
olan pH 6.5 ve 30°C sicaklikta 24 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda
kiiltiir 6rnekleri enzimin aktivitesinde kayip olmamasi i¢in buz banyosu i¢inde siiziildii ve
stiziintii 0°C sicaklikta, 10 000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanta

enzim aktivitesi ve protein miktar tayini uygulandi.

6.2.8.1.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

6.2.8.1.1.1 A. niger Pullulanazim Coktiiren Uygun Amonyum Siilfat Konsantrasyonunun

Bulunmasi

A. niger pullulanazini ¢oktiirecek uygun miktarda amonyum siilfat konsantrasyonunun

belirlenebilmesi amaciyla 25 mL’lik beherlerin her birine 5’er mL siipernatant eklendi.
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Beherlere sirasiyla %10-90 amonyum siilfat olacak sekilde dokuz farkli konsantrasyonda
amonyum siilfat eklenerek ¢6ziinmesi saglandi. Siipernatant iginde amonyum siilfatin
tamamen c¢oziinmesi saglandiktan sonra beherlerin agzi aliiminyum folyo ile kapatildi ve
yarim saat daha karismaya birakildi. Ardindan her beher +4°C’deki buzdolabina bir gece
beklemek iizere konuldu. Ertesi sabah icerisinde amonyum siilfat ¢oziinmiis bu siipernatantlar
0°C sicaklikta, 10 000 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiij edildi. En uygun amonyum siilfat
konsantrasyonun saptanmasi amaciyla olusan ¢okelti ve silipernatantlar ayrildiktan sonra
protein miktarlar1 ve enzim aktiviteleri tayin edildi. Elde edilen sonuglardan A. niger

pullulanazi i¢in en uygun amonyum siilfat konsantrasyonunun % 60 oldugu bulundu.

6.2.8.1.1.2 A. niger Pullulanazinin % 60 Amonyum Siilfat Konsantrasyonunda

Coktiiriilmesi

Pullulanaz1 ¢oktiirecek en uygun amonyum siilfat konsantrasyonu bulunduktan sonra
siipernatanta uygun miktarda amonyum siilfat azar azar eklendi. Amonyum siilfatin tamami
slipernatantta ¢oziindiikten sonra beherin agzi aliminyum folyo ile kapatilip yarim saat daha
manyetik karistiricida karismaya birakildi. Ardindan bir gece beklemek tizere +4°C sicaklikta
buzdolabina konuldu. Ertesi sabah 0°C sicaklikta, 10 000 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiij
edildi. Olusan ¢okelti ve siipernatant ayrildi ve ¢okelti 0,1 M sodyum asetat tamponu (pH 6,5)
icerisine almarak olusan ¢oOzelti % 60 amonyum siilfat Kesiti olarak adlandirildi. Bu
cozeltinin enzim aktivitesi ve protein miktar: tayin edildi. Amonyum siilfat1 uzaklagtirmak
icin % 60 amonyum siilfat kesidi dializ kesesi i¢ine konuldu ve +4°C sicaklikta 0.1 M sodyum
asetat tamponu (pH 6,5) icerisinde dialize birakildi. Dializ sirasinda kullanilan tampon sik sik
degistirildi, islem manyetik karistiricida gerceklesti ve ¢dzeltideki amonyum siilfat tuzu
bitinceye kadar dializ devam etti. Dializ tamamlandiktan sonra dializ kesesinde ¢dken
kisimlar1 uzaklastirmak amaciyla ¢ozelti, 0°C sicaklikta, 10 000 rpm’de 30 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda ¢oken kisim uzaklasitirilarak tstteki berrak kisim alindi ve bu
cozelti 1. Dializat olarak adlandirildi. Bu ¢6zeltide de enzim aktivitesi ve protein miktari
tayin edildikten sonra kalan kisim uygun hacimlerde derin dondurucuda -20°C sicaklikta

sakland..



56

Yari-gegirgen
membran

Homojenat 1|

Tampon ||

Sekil 6.4 Diyaliz (Bellur, 2008)

6.2.9 Kismi Olarak Saflastirilmis A. niger Pullulanazinin Karakterizasyonu

6.2.9.1 Pullulanazin Substrat Spesifikligi

A. niger pullulanazmin aktivite tayini kismi saflastirma sonunda elde edilen dializatta substrat
olarak % 1 (m\v) dekstrin, nisasta, amilopektin, pullulan c¢ozeltileri kullanilarak
gerceklestirildi. Substrat ¢ozeltileri, 0,1 M pH 6,5 sodyum asetat tamponu i¢inde ¢oziilerek
hazirlandi. Enzimin aktivite tayininde her substrat i¢cin ikiser deneme yapildi ve bu

denemelerin ortalamasi alinarak hesaplandi.

6.2.9.2 Pullulanazin Aktivitesine pH Etkisi

Pullulanaz aktivitesi i¢in optimum pH calismasi, pH 4-6 arasinda 0,1 M sodyum asetat
tamponu, pH 7-9 arasinda 0,1 M Tris\HCI tamponu kullanilarak ger¢eklestirildi. Bu amacla
substrat olarak dekstrin ¢ozeltisi % 1 (m\v) konsantrasyonda olacak sekilde pH 4-9 arasi

degerlerde hazirland1 ve protein miktarlar1 6l¢giilerek enzim aktivitesi tayinleri yapildi.

6.2.9.3 Pullulanazin Aktivitesine Sicakhk EtKisi

Pullulanaz aktivitesinin en yiiksek oldugu optimum sicakligi bulabilmek igin 20-80°C arasi
sicaklik degerlerinde ¢alisildi. % 1 (m\v) konsantrasyonda substrat ¢ozeltisi olarak dekstrin
cozeltisi i¢cin belirlenmis optimum pH degerinde hazirlandi ve verilen sicaklik degerlerinde

enzim aktivitesi ile protein miktarlar1 tayin edildi.
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6.2.9.4 Pullulanazin K, ve V. Degerleri

A. niger pullulanazi i¢in enzim kinetikleri substrat olarak dekstrin kullanilarak calisildi.
Optimum kosullar altinda degisik substrat konsantrasyonlarinda (50, 100, 150, 200, 250
mg/mL) pullulanaz reaksiyonunun hizi 6l¢iildii. Kinetik veriler substrat konsantrasyonu ile
aktivite arasinda cizilen grafik ile gosterildi. Michaelis-Menten sabiti (Ky,) ve maksimum hiz

(Vmax) degerleri Lineweaver-Burk egrisinden hesaplandi.

6.2.10 A. niger Pullulanazinin immobilizasyonu

Kismi olarak saflastirilmis pullulanaz enzimi cam boncuk iizerine adsorbe edilerek

immobilizasyonu gerceklestirildi.

6.2.10.1 Pullulanaz Enziminin Cam Boncuklara iImmobilizasyonu

Pullulanaz enziminin cam boncuklara immobilizasyonunda 5 g cam boncuk, safsizliklardan
temizlenmek amaciyla 4 M HCI asit ile 30 dakika boyunca manyetik karistiricida karistirildi.
Cam boncuklardan asiti uzaklastirabilmek i¢in destile su ile yikama yapildi ardindan cam
boncuklar 120°C sicaklikta etiivde 2 saat boyunca kurutuldu. Kurutulan cam boncuklar
Kloroform:Metanol (1:1) ¢oziicii sistemi ile yikandi ve yarim saat 150°C sicaklikta etiivde
kurutuldu. Bu yontemle safsizliklar1 giderilen cam boncuklardan 1 g alinarak 5 mL enzim
¢Ozeltisinde 2 saat boyunca + 4°C sicaklikta karismaya birakildi. Bu islemden sonra enzim
cozeltisi adi siizge¢ kagidi kullanilarak siiziildii, siiziilen cam boncuklar ilk olarak aseton,
sonra pH 5, 0,1 M sodyum asetat tamponu, ardindan destile su ile yikandi. Yikama sularinda
ayr1 ayr1 protein miktar tayinleri yapildi. Stizge¢ kagidinin iizerinde kalan cam boncuklar
vakumlu desikatorde 1 gece boyunca +4°C sicaklikta kurutuldu. Ertesi giin 10 mg immobilize
enzim (enzim+cam boncuk), 2,5 mL destile su igerisinde bir deney tiipiinde 1 dakika boyunca
calkalanarak immobilize enzim c¢ozeltisi elde edildi. Bu c¢ozelti bir silizge¢ kagidindan
stiziilerek, elde edilen siiziintlide immobilize pullulanaz aktivitesi ve protein miktar tayini

yapild1.

6.2.10.2 Pullulanaz Enziminin PEG i¢eren Kitosan Boncuklara immobilizasyonu

Pullulanaz enziminin PEG igeren kitosan boncuklara immobilizasyonunda 0,1 g kitosan ve
0,1 g PEG 6000 (1:1) oraninda tartilip 9 mL % 1’lik asetik asit ¢ozeltisinde ¢oziiniinceye
kadar karistirildi ve ¢6zeltiye 5 mL enzim ¢ozeltisi ilave edilerek +4°C sicaklikta % 1 NaOH-
Metanol-dH,O (1:10:10 v\v) ¢ozeltisine bir damlalik yardimiyla damlatildi. Olusan boncuklar

30 dakika karistirildiktan sonra siiziiliip yikama sular1 toplandi ve yikama sularinda ayr1 ayri
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protein miktar tayinleri yapildi. Siizge¢ kagidinin iizerinde kalan boncuklar vakumlu
desikatorde 1 gece boyunca +4°C sicaklikta kurutuldu. Ertesi giin 10 mg immobilize enzim
(enzim + boncuk), 2,5 mL destile su icerisinde bir deney tiiplinde 1 dakika boyunca
calkalanarak immobilize enzim c¢ozeltisi elde edildi. Bu c¢ozelti bir siizge¢ kagidindan
stiziilerek, elde edilen siiziintlide immobilize pullulanaz aktivitesi ve protein miktar tayini

yapild1
6.2.10.3 immobilize 4. niger Pullulanazinin Karakterizasyonu

6.2.10.3.1 immobilize Pullulanazin Aktivitesine pH Etkisi

immobilize edilen pullulanaz aktivitesi i¢in optimum pH calismasi, pH 4-6 arasinda 0,1 M
sodyum asetat tamponu, pH 7-9 arasinda 0.1 M Tris\HCl tamponu kullanilarak
gerceklestirildi. Bu amacgla substrat cozeltisi olarak dekstrin ¢ozeltisi % 1 (m\v)
konsantrasyonda olacak sekilde pH 4-9 aras1 degerlerde hazirland1 ve protein miktarlar

Olgiilerek enzim aktivitesi tayinleri yapildi.

6.2.10.3.2 immobilize Pullulanazin Aktivitesine Sicaklik EtKisi

Immobilize pullulanaz aktivitesinin en yiiksek oldugu optimum sicaklig1 bulabilmek igin 20-
80°C aras1 sicaklik degerlerinde ¢alisildi. % 1 (m\v) konsantrasyonda optimum pH degerinde
hazirlanan dekstrin ¢ozeltisi kullanilarak belirlenen sicaklik degerlerinde enzim aktivitesi ile

protein miktarlar1 tayin edildi.

6.2.10.3.3 immobilize Pullulanazin K, ve V., Degerleri

Michealis sabiti (Ky,) ve maksimum hiz (Vi) degerlerini belirleyebilmek igin substrat olarak
degisik konsantrasyonlarda (50, 100, 150, 200, 250 mg\mL) dekstrin ¢ozeltisi 0.1 M Tris\HCI,
pH 7 tamponunda hazirlanarak kullanilmis ve enzim aktivitelerine 37°C sicaklikta bakilmustir.

Enzimin K;, ve Vi degerleri Lineweaver-Burk egrisinden hesaplanmistir.
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7. SONUCLAR

7.1 Kiiltir Ortaminda Pullulanaz Aktivitesini Etkileyen Fizyolojik Kosullarin

Belirlenmesi

7.1.1 Nisastamin Farkh Konsantrasyonlarinin Pullulanaz Uretimine Etkisi.

Karbon kaynagi olarak en ¢ok kullanilan bilesikler karbonhidratlardir. Mikroorganizmanin
iireyebilmesi i¢in karbon kaynag1 secerken karbon kaynaginin hem ucuz hem de ¢evrede bol
miktarda bulunabilen yaygin maddeler olmasina 6nem gosterilir. Mikroorganizmanin iiremesi
ve gelismesi icin en uygun karbon kaynagi secildikten sonra bu karbon kaynagmnin hangi
miktarda kullanilacagr da 6nemli bir konudur. Karbon kaynagi belirli diizeyin {izerinde
alimdiginda katabolik bastiric1 (repressor) etkisi gostererek enzim {iretimi azalabilir.
Dolayisiyla besi ortamma konulacak karbon kaynagmin en iyi bicimde kullanilma

kosullarmin saptanmasi gerekir.

Karbon kaynagi nisastanin farkli konsantrasyonlarmin pullulanaz iiretimine etkisini saptamak
icin enzim liretim ortamlarmma % 0,1, % 0,5 veya % 1 olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda
nisasta ilave edildi. 24 saatte bir aliman 6rneklerde total iinite ve protein Sl¢iimii yapilarak

spesifik aktivite hesaplandi.
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Sekil 7.1 Pullulanaz aktivitesinin karbon kaynagi nisastanin konsantrasyonuna gore degisimi
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inkiibasyon Siiresi (Saat)

Sekil 7.2 Karbon kaynagi nisastanin farkli konsantrasyonlarmin spesifik aktiviteye etkisi

7.1.2 Amilopektinin Farkh Konsantrasyonlarimin Pullulanaz Uretimine Etkisi

Karbon kaynagi amilopektinin farkli konsantrasyonlarinin pullulanaz {iretimine etkisini
saptamak i¢in yer degistirme ortamlarma % 0,1, % 0,5 veya % 1 olmak f{izere {i¢ farkli
konsantrasyonda amilopektin ilave edildi. 24 saatte bir alinan 6rneklerde total {inite ve protein

Ol¢iimii yapilarak spesifik aktivite hesaplandi.

inkiibasyon Siiresi (Saat)

Sekil 7.3 Pullulanaz aktivitesinin karbon kaynagi amilopektinin konsantrasyonuna gore
degigimi
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Sekil 7.4 Karbon kaynagi amilopektinin farkli konsantrasyonlarinin spesifik aktiviteye etkisi

7.1.3 Dekstrinin Farkh Konsantrasyonlarimin Pullulanaz Uretimine Etkisi

Karbon kaynagi dekstrinin farkli konsantrasyonlarinin pullulanaz iiretimine etkisini saptamak
icin yer degistirme ortamlarma % 0,1, % 0,5 veya % 1 olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda
dekstrin ilave edildi. 24 saatte bir alinan 6rneklerde total {inite ve protein 6l¢limii yapilarak

spesifik aktivite hesaplandi.

24 48 72 96 120

inkilbasyon Siiresi (Saat)

Sekil 7.5 Pullulanaz aktivitesinin karbon kaynagi dekstrinin konsantrasyonuna gore degisimi



62

24 48 72 96 120
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Sekil 7.6 Karbon kaynagi dekstrinin farkli konsantrasyonlarmin spesifik aktiviteye etkisi

7.1.4 Pullulanin Farkh Konsantrasyonlariin Pullulanaz Uretimine Etkisi

Karbon kaynagi pullulanin farkli konsantrasyonlarinin pullulanaz iiretimine etkisini saptamak
icin yer degistirme ortamlarma % 0,1, % 0,5 veya % 1 olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda
pullulan ilave edildi. 24 saatte bir alinan 6rneklerde total iinite ve protein dlgtimii yapilarak

spesifik aktivite hesaplandi.

24 48 72 96 120

inkiibasyon Zaman (Saat)

Sekil 7.7 Pullulanaz aktivitesinin karbon kaynagi pullulanin konsantrasyonuna gore degisimi
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Sekil 7.8 Karbon kaynagi pullulanin farkli konsantrasyonlarinin spesifik aktiviteye etkisi

Farkli karbon kaynaklar1 kullanildiginda elde edilen maksimum enzim aktiviteleri: karbon
kaynag1 olarak % 0,1 konsantrasyonda nisasta kullanildiginda 24 saatlik inkiibasyon siiresinin
sonunda 14,21 U\mg; % 1 konsantrasyonda pullulan kullanildiginda 24 saatlik inkiibasyon
stiresinin sonunda 31,98 U\mg; % 0,1 konsantrasyonda amilopektin kullanildiginda 24 saat
inkiibasyon siiresinin sonunda 4,037 U\mg; % 0,1 konsantrasyonda dekstrin kullanildiginda
5,574 U\mg olarak bulunmustur. Biitiin karbon kaynaklar1 i¢in elde edilen sonuclar
karsilastirildiginda % 1 konsantrasyon degerindeki pullulan i¢in hesaplanan enzim
aktivitesinin, farkli karbon kaynaklar1 icerisinde elde edilen en yiiksek enzim aktivite degeri
oldugu goriilmiistiir. Ancak pullulanin pahali bir madde olmasi onun endiistriyel
uygulamalarda kullanilmasmi olanaksiz hale getirmektedir. Bu nedenle % 0,1 nisasta ile
desteklenen yer degistirme ortamindaki pullulanaz aktivitesinin yliksek olmasi, karbon
kaynag1 olarak nisastanin ucuz ve kolay bulunabilir 6zellikte olmasi dikkate almarak
pullulanaz iiretimi i¢cin optimum karbon kaynagi olarak % 0,1 konsantrasyon degerindeki

nigasta se¢ilmistir.

7.1.5 pH’1in Pullulanaz Uretimine Etkisi

Kiiltiir ortammin pH’s1 mikroorganizmalarin besinlerden yararlanma verimleri {izerine etki
etmektedir. Bu nedenle ortamin pH’nin optimum degerde bulunmasi zorunludur.

Enzim {iretim ortami, boliim 6.2.1.2°de anlatildig1 sekilde pH 6,5 olacak sekilde hazirlandi ve
A. niger spor c¢ozeltisi ile asilandi. 48 saatlik inkiibasyon sonunda miseller % 0,1 nisasta ile

desteklenen steril yer degistirme ortamima alindi. Bu ortamin pH degerleri pH 4-9 arasinda
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degisen degerlere ayarlandi ve 24 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan aktivite ve protein
miktarlari tayin edilerek spesifik aktivite degerleri hesaplandi.
En yiiksek pullulanaz aktivitesi 14,214 U\mg degeriyle pH degeri 6,5 olan enzim iiretim

ortaminda elde edildi.

4,5 535 6,5 755 8,5 |

pH

Sekil 7.9 Pullulanaz iiretiminin farkli pH degerlerine gore degisimi

Sekil 7.10 Farkli pH degerlerinde pullulanaz iiretiminin spesifik aktiviteye etkisi
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7.1.6 Sicakh@m Pullulanaz Uretimine Etkisi

Sicakligm enzim {iiretimine etkisi oldugu bilinmektedir. Besi ortaminin sicakligi karbon ve
enerji kaynaklarmin gelisme verimi ilizerine etkisini de degistirmektedir. Sicaklik diislince
daha fazla enerjiye ihtiya¢ olacagindan karbon ve enerji kaynaginin verimi de diiser. Bu
nedenle enzim iiretim ortaminin optimum sicaklik degerinde bulunmasi 6nemlidir.

Enzim tretim ortaminda A. niger’den pullulanaz iiretimine sicaklign etkisini saptamak
amaciyla % 0,1 nisasta eklenmis ortamlar 20, 25, 30, 35 ve 40°C’de 160 rpm ¢alkalama hizina
sahip inkiibatorde 24 saatlik inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin alman drneklerde total iinite
ve protein 6l¢iimii tayinleri yapilarak spesifik aktivite degerleri hesaplandi.

En yiiksek pullulanaz aktivitesi, inkiibasyon sicakligiim 30°C oldugu enzim iiretim ortaminda

elde edildi.
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Sekil 7.11 Pullulanaz tiretiminin farkli sicaklik degerlerine gore degisimi
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Sekil 7.12 Farkli sicaklik degerlerinde pullulanaz iiretiminin spesifik aktiviteye etkisi

7.2 Kismi Olarak Saflastirilmis Pullulanaz Enziminin Karakterizasyonu

7.2.1 Pullulanazin Substrat Spesifikligi

Pullulanaz enziminin en yiiksek aktiviteyi gosterecegi substratin belirlenebilmesi igin % 1
(m\v) konsantrasyonda nisasta ¢ozeltisi, amilopektin ¢ozeltisi, dekstrin ¢ozeltisi ve pullulan
cozeltisi optimum pH degerlerinde hazirlandi ve her bir substrat ¢cozeltisinde enzim aktivitesi

ve protein miktar1 tayin edildi.

Aspergillus niger pullulanazi, nisasta, amilopektin, dekstrin ve pullulan {lizerine etki ederken
en yuksek aktiviteyi (0,610 U\mg) % 1 konsantrasyonda dekstrin ¢ozeltisi kullanildiginda

gosterdi.
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Nisasta  Amilopektin  Dekstrin Pullulan
Substrat

Sekil 7.13 Pullulanaz aktivitesinin farkli substratlara gore degisimi

‘0‘ T T T
Nisasta  Amilopektin  Dekstrin Pullulan

Substrat

Sekil 7.14 Farkli substratlarin pullulanaz spesifik aktivitesine etkisi

7.2.2 Pullulanaz Aktivitesine pH Etkisi

Enzimlerin maksimum aktivite gosterdikleri bir pH veya pH araligi vardwr. Enzimlerin

maksimum reaksiyon hizina sahip olduklar1 pH degerine optimum pH denir.

Pullulanaz aktivitesi i¢in optimum pH caligsmasi, pH 4-9 degerleri arasinda gercgeklestirildi. Bu
amagcla dekstrin ¢ozeltisi % 1 (m\v) konsantrasyonda olacak sekilde pH 4-9 arasi1 degerlerde
hazirlanarak aktivite tayini ve protein miktarlar1 hesaplandi. Dekstrin ¢ozeltisi maksimum

aktiviteyi (12,428 U\mg) pH 5 degerinde gosterdi.
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Sekil 7.15 Pullulanaz aktivitesinin farkli pH degerlerine gore degisimi

pH

Sekil 7.16 Farkli pH degerlerinin pullulanaz spesifik aktivitesine etkisi

7.2.3 Pullulanaz Aktivitesine Sicaklhik Etkisi

Pullulanaz aktivitesinin en yiiksek oldugu optimum sicakligi bulabilmek i¢in % 1 (m\v) pH 5
dekstrin ¢ozeltisi, 20-80°C arasi sicaklik degerlerinde hazirlanarak aktivite tayini ve protein
miktarlar1 hesaplandi. Maksimum aktivite 50°C sicaklik degerinde 15,146 U\mg olarak

bulundu.
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Sekil 7.17 Pullulanaz aktivitesinin farkli sicakliklara gére degisimi
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Sekil 7.18 Farkl1 sicakliklarin pullulanaz spesifik aktivitesine etkisi

7.2.4 Pullulanazin K,, ve V. degerleri

Lineweaver-Burke grafigi A. niger pullulanazinin kinetik parametrelerini ve bunlar arasindaki
lineer iliskiyi gostermek amaciyla kullanilmistir. Sekil 7.19°da 0,5-2,5 g\mL konsantrasyon
degerlerinde hazirlanan dekstrin ¢ozeltisi i¢in elde edilen reaksiyon hiz kinetigi gosterilmistir.
A. niger pullulanaz enziminin K, degeri 1,823 g\mL, maksimum reaksiyon hizi ise (Viax)

3,038 U\mL olarak elde edilmistir.
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Sekil 7.19 A4. niger pullulanaz aktvitesine substrat konsantrasyonu etkisi
7.3 Pullulanaz Enziminin immobilizasyonu

7.3.1 Pullulanaz Enziminin Cam Boncuklara immobilizasyonu

Kismi olarak saflastirilmis 4. mniger pullulanaz enzimi cam boncuk iizerine adsorpsiyon

yontemiyle immobilize edilmistir. Sonuglar Cizelge 7.1’de gosterilmektedir.
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Cizelge 7.1 Pullulanaz enziminin cam boncuklara immobilizasyonu

Cozelti Total Total Spesifik  Immobilizasyon Immobilizasyon
Unite Protein Aktivite Verimi % Verimi %
(U\mL) (mg\mL) (U\mg) (Aktivite) (Protein)
Serbest 0,99 0,096 10,25 - -
enzim
Cam
boncuklara 0,82 0,029 28,60 82,49 29,56
immobilize
enzim

7.3.2 Pullulanaz Enziminin PEG I¢eren Kitosan Boncuklara immobilizasyonu

Kismi olarak saflastirilmis 4. niger pullulanazi PEG Igeren Kitosan Boncuklarm iizerine

adsorsiyon yontemiyle immobilize edilmistir. Sonuglar1 Cizelge 7.2’de gosterilmektedir.

Cizelge 7.2 Pullulanaz enziminin PEG igeren kitosan boncuklara immobilizasyonu

Cozelti Total Total Spesifik ~ Immobilizasyon Immobilizasyon
Unite Protein Aktivite Verimi % Verimi %
(U\mL) (mg\mL) (U\mg) (Aktivite) (Protein)
Serbest 0,40 0,136 2,956 - -
enzim
PEG iceren
kitosan
boncuklara 0,49 0,042 11,547 120,65 30,88
immobilize
enzim

A. niger pullulanazmin immobilizasyonu c¢alismasinda, PEG iceren kitosan boncuklara
immobilizasyondan daha iyi sonug¢ alinmasma ragmen PEG iceren kitosan boncuklar deforme
oldugundan, immobilize enzimin karakterizasyonu c¢aligmasinda cam boncuklara

immobilizasyonu gerceklestirilmis pullulanaz enzimi ile devam edilmistir.

7.3.3 immobilize Pullulanaz Aktivitesine pH Etkisi

Cam boncuklara immobilizasyonu gergeklestirilen pullulanaz enziminin optimum pH’1

spesifik aktivitesi 22,06 U\mg olarak bulunan pH 7 degeri olarak belirlenmistir.
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Sekil 7.20 Immobilize pullulanaz aktivitesinin farkli pH degerlerine gore degisimi

pH

Sekil 7.21 Farklt pH degerlerinin immobilize pullulanaz spesifik aktivitesine etkisi

7.3.4 immobilize Pullulanaz Aktivitesine Sicakhik Etkisi

Immobilize pullulanaz aktivitesinin en yiiksek oldugu optimum sicakligi bulabilmek igin 20-
80°C aras1 sicaklik degerlerinde ¢aligildi. Optimum sicaklik degeri immobilize pullulanaz igin

spesifik aktivite degeri 25,424 U\mg olarak bulunan 30°C sicaklik olarak belirlenmistir.



73

1
0,8
z
S 06
3
.'E
2 04
B8
=
0,2
0 T 1
20 30 55 40 50 60 70 80
Sicakhk (C)

Sekil 7.22 Immobilize pullulanaz aktivitesinin farkli sicaklik degerlerine gore degisimi
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Sekil 7.23 Farkli sicaklik degerlerinin immobilize pullulanaz spesifik aktivitesine etkisi

7.3.5 immobilize Pullulanazin K,, ve Vax Degerleri

Lineweaver-Burke grafigi immobilize 4. niger pullulanazinin kinetik parametrelerini ve
bunlar arasindaki lineer iligkiyi gostermek amaciyla kullanilmistir. Sekil 7.24°de 0,5-2,5 g\mL
konsantrasyon degerlerinde hazirlanan dekstrin ¢ozeltisi i¢in elde edilen reaksiyon hiz kinetigi
gosterilmistir. immobilize A. niger pullulanaz enziminin K, degeri 2,4 g\mL, maksimum

reaksiyon hizi ise (Vmax) 1,412 U\mL olarak elde edilmistir.
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Sekil 7.24 Immobilize 4. niger pullulanaz aktvitesine substrat konsantrasyonu etkisi
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8. SONUCLAR ve TARTISMA

Pullulanaz, nisasta ve pullulan gibi maddelerin a-1,6 glikozidik baglarma etki eden bir
enzimdir; nisastay1 hidroliz ederek nisastadan glukoz ve maltoz eldesi verimini arttirir; bu

ylizden nisasta endiistrisinde kullanilan 6nemli bir enzimdir.

Aspergillus niger kif mantarindan pullulanaz enzimi indiiksiyonu, saflastirilmasi ya da
immobilizasyonu ile ilgili literatiirde bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Literatiirde pullulanaz
enzimi ile 1ilgili yapilan calismalarda daha cok termostabil ve genis pH araliklarinda
calisilabilecek enzim elde etme amaciyla Desulfurococcus mucosus, Thermococcus
aggregans gibi ekstremezofilik bakterilerden enzim eldesi yoluna gidilmis boylece daha
termostabil olan pullulanaz enziminin karakterizasyonu, immobilizasyonu konularinda

incelemeler yapilmistir.

Bu calismada 4. niger’den pullulanaz enzimi iiretimi i¢in gereken optimum karbon kaynagi

ve karbon kaynag1 konsantrasyonu ¢aligmasi sonuglar1 degerlendirildiginde:

Karbon kaynagi olarak % 0,1, 0,5 ve 1 konsantrasyonlarinda nigasta, amilopektin, dekstrin ve
pullulan kullanilmis ve 24 saat siireyle besiyer ortamindan 6rnek alinarak enzim aktiviteleri
incelenmistir. Enzim aktivite degerlerinin konsantrasyona bagimli olmadigi ve inkiibasyon

siiresi arttikca enzim aktivitesinde diisiis gerceklestigi goriilmiistiir.

Optimum karbon kaynag1 24 saat inkiibasyon siiresinin ardindan 14,21 U\mg degeri ile % 0,1

nisasta ile desteklenen yer degistirme ortami se¢ilmistir.
Pullulanaz iiretimi i¢in optimum sicaklik ¢caligmasi sonuglarina bakildiginda:

20, 25, 30, 35 ve 40°C sicaklik degerlerinde ¢alisilan pullulanaz {iretim ortamlarinda 30°C
sicakliga kadar enzim aktivitesi giderek artmis bu sicakliktan sonra giderek azalma

gostermistir. En yiiksek enzim aktivitesi 14,214 U\mg degeri ile 30°C sicaklikta gorilmiistiir.
Pullulanaz iiretimi i¢in optimum pH ¢alismasi sonuclarina bakildiginda:

pH 4,5, 5,5, 6,5, 7,5 ve 8,5 degerlerinde calisilan pullulanaz iiretim ortamlarinda pH 4,5
(6,1456 U\mg) ve pH 6,5’da (14,21 U\mg) yiiksek olan enzim aktivitesi pH 6,5 degerinden
sonra azalmaya baslamis ve en diislik aktivite pH 8,5 (0,3893 U\mg) degerinde gorilmiistiir.
En yiiksek aktivite pH 6,5’da bulunmustur.

Pullulanaz kismi olarak saflastirildiktan sonra enzim karakterizasyonu ¢alismasi sonuglarina

bakildiginda:



76

Pullulanaz enziminin substrat spesifikligi calismasinda, enzim aktivite deneyi pH 6,5 ve
37°C’de, % 1 konsantrasyonda nisasta, amilopektin, dekstrin ve pullulan substrat
cozeltileriyle gerceklestirildi. En yiiksek aktivite degeri substrat olarak dekstrin ¢ozeltisi
kullanildiginda 0,61 U\mg olarak bulundu.

Enzimin en yiiksek aktivite gosterecegi pH degerinin belirlenebilmesi i¢in substrat olarak % 1
(m\v) dekstrin ¢ozeltisi ile pH 4-9 arasinda calisildi. Maksimum aktivite pH 5 dekstrin
cozeltisinde 12,428 U\mg olarak bulundu.

Enzimin en yiiksek aktiviteyi gosterecegi sicaklik degerinin belirlenebilmesi i¢in substrat
olarak % 1 dekstrin ¢ozeltisi ile enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH degeri 5°de 20-
80°C arasi sicakliklarda ¢alisildi. Sicaklik arttikga enzimin aktivitesinde de artis goriildii. En

yuksek aktivite 50°C sicaklikta 15,644 U\mg olarak bulundu.

Literatlirde farkli mikroorganizmalardan elde edilen pullulanaz enzimlerinin aktivite
gosterdigi optimum pH ve sicaklik degerleri incelendiginde; Bacillus acidopullulyticus
pullulanazi 50°C sicaklik ve pH 4,5da; Bacillus subtilis pullulanazi 40°C, pH 6 degerinde;
Desulfurococcus mucosus pullulanazi 85°C, pH 5°de; Pyrococcus woessei pullulanazi 100°C

ve pH 6’da maksimum aktivite gostermistir [7].

Pullulanaz enziminin substrata olan ilgisi K, degeri, 0,5, 1, 1,5, 2 ve 2,5 g/mL
konsantrasyonlarnda pH 5 dekstrin ¢ozeltisi ile 37°C sicaklikta incelendi ve K., degeri 1,823
g\mL, V. degeri 3,038 U\mL olarak bulundu. Literatiirde Bacillus acidopullulyticus
pullulanazinin substrat pullulana karst K, degeri 4 mg\mL, Vpax 0,23 U\min; substrat
nisastaya karst K;, degeri 11,1 mg\mL, V. 0,20 U\min olarak bildirilmistir (Singh vd.,
2009). Ky, degeri ne kadar diisiik olursa bir enzimin o substrata olan ilgisi o kadar ytiksektir
ve diisiik bir K, kuvvetli baglanmay1 ifade eder. Buldugumuz 4. niger pullulanazinin substrat
dekstrine karsi olan ilgisinin literatiirdeki degerlerle karsilastirildiginda iyi bir sonug elde

edildigi sdylenilebilir.
Pullulanaz enziminin immobilizasyonu sonuglarina bakildiginda:

A. niger pullulanazinin cam boncuklara immobilizasyonu sonucu immobilizasyon verimi %
82,49, protein baglanma verimi ise %29,564 olarak; PEG igeren kitosan boncuklara
immobilizasyonu verimi %120,647, protein baglanma verimi % 30,882 olarak bulunmustur.
Protein baglanmasi diisiik oranda gergeklestiginden farkli immobilizasyon yontemleri, farkli

tastyicilar kullanilarak 4. niger pullulanazinin immobilizasyonundan daha iyi sonuglar elde
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edilebilir. Yapilan literatiir calismasinda ¢esitli mikroorganizmalardan elde edilmis pullulanaz
enzimlerinin aktif agar jel, kitosan, kalsiyum-alginat kiireleri lizerine ya adsorpsiyon yada
tutuklama yOntemleriyle immobilizasyonlarinin gerceklestirildigi goriilmiistiir. Calismalarda
immobilizasyon sonucunda enzimin daha kararli hale geldigi bildirilmistir. Ornegin aktif agar
jel iizerine adsorpsiyon yontemi ile immobilize edilen pullulanaz enziminin 250 saatlik
inkiibasyon siiresinin ardindan ilk aktivitesinin % 60’11 hala korudugu belirtilmistir. Oysa
ayn1 enzimin serbest halde iken 72 saat inkiibasyon siiresinin ardindan aktivitesinin tamamini

kaybettigi goriilmiistiir.
Immobilize pullulanazin karakterizasyonu ¢aligmasi degerlendirildiginde:

Immobilizasyon sonucunda enzimin fiziksel ve kimyasal dzelliklerinde degisme goriilebilir.
Cam boncuklara immobilize edilen pullulanazin pH 5, 6, 7, 8, 9 degerlerindeki aktivite
sonuglar1 incelendiginde en yiiksek aktivite pH 7’de (22,06 U\mg) elde edildi. Ancak diger
pH degerlerinde enzim aktivitesinde c¢ok biliyiik distlisler goriilmedi; immobilizasyon
sonrasinda enzimin pH degisikliklerine kars1 daha kararli hale geldigi sdylenebilir. Serbest

pullulanazin optimum pH degeri ise pH 5 olarak bulunmustu.

Cam boncuklara immobilize edilen pullulanazin 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80°C sicakliklardaki
enzim aktiviteleri incelendiginde, sicaklik arttikgca enzim aktivitesinin arttig1 gorildii.
Maksimum enzim aktivitesi 25,424 U\mg olarak 30°C sicaklikta bulundu. Serbest enzimin

optimum sicaklik degeri 50°C olarak elde edilmisti.

Immobilize pullulanazin substrata olan ilgisi K, degeri, 0,5, 1, 1,5, 2 ve 2,5 g/mL
konsantrasyonlarinda pH 7 dekstrin ¢ozeltisi ile 37°C sicaklikta incelendi ve K, degeri 2,4
g\mL, V., degeri 1,412 U\mL olarak bulundu. immobilize pullulanaz ile serbest pullulanazin
Kn ve Vmax degerleri karsilastirildiginda immobilizasyon sonrasinda enzimin katalitik
aktivitesinde ve substrat ile baglanmasinda bir azalmanin meydana geldigi fakat enzimin daha

kararli bir hal aldig1 sdylenebilir.

Elde edilen sonucglara gore A.niger iyi bir pullulanaz kaynagidir. Mikroorganizmanm veya
dogrudan kiiltiir kosullarinin modifikasyonu ile daha yiiksek aktiviteli enzim elde edilebilir.
Endiistriyel uygulamalarda orta saflikta enzim kullanimi maliyet agisindan daha uygun
oldugundan dolayr enzimin kismen saflastirilmas: yeterlidir. Immobilizasyon ile enzim
ekstrem kosullara dayanikli hale gelmistir. Farkl tasiyicilar ile istenilen formda enzim

preparatlar1 hazirlanabilir.
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