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OZET

Bu calismada Bacillus amyloliquefaciens kaynakli a-amilaz enzimi kalsiyum alginat
kapsullerinde immobilize edilmistir. Serbest (immobilize edilmemis) ve immobilize
enzimin farkli nisasta kaynaklari (cozinur (Merck) ve patates, misir, bugday, piring gibi
lokal marketlerden satin alinan ticari nisastalar) Uzerindeki hidroliz yetenekleri
arastinlmistir.  Enzim immobilizasyonu %2 alginat ve %5 CaCl, varliginda

gerceklestiriimistir. immobilizasyon verimi yaklasik %89 olarak saptanmistir.

Her iki enzim formunun kullanilan nisasta kaynaklarini benzer bir tarzda
parcaladiklar gérildii. immobilize enzimin sirasiyla ticari patates>¢ozunir patates> tic.
bugday=>tic. misir>tic. pirin¢ seklinde hidroliz ettikleri, serbest enzimin ise sirasiyla ticari
patates>cdzinlr patates>tic. misir>tic. bugday=>tic. pirin¢ nisastalarini en iyi
parcaladiklari saptanmistir. Nisastalarin disik ve yiksek konsantrasyonlarinda fazla bir
aktivite saptanmamistir. a-amilazin immobilize ve serbest formunun sirasiyla %8 ve

10, %1 pirin¢ nisastasi varliginda etki gostermedigi belirlenmistir.

Serbest ve immobilize a-amilaz enzimlerinin sirasiyla, 50-60°C'ler arasindaki
sicakliklarda ve 6.0-6.8 pH degerleri arasinda optimum aktiviteye sahip olduklar tespit

edilmistir. immobilize enzim yiiksek sicakliklarda serbest enzimden daha stabildi.

o-amilaz enzim aktivitesi metal iyonlarina bagl oldugundan, farkli metal iyonlari
kullanilarak bunlarin enzim aktivitesi Uzerindeki etkileri arastiriimistir. Hicbir metal
iyonunun goreceli olarak fazla bir aktivite artisi géstermemelerine ragmen, gorecel

+2

olarak bir degerlendirme yapildiginda Mg™ ‘un her iki enzim formu Uzerinde stimulator
etki yaptigi, buna karsin Cu™®nun inhibitor etkisi saptanmistir. Diger yandan, serbest
enzimin Li*?, Ba™®, Mn™? ve Ca*?varliginda immobilize enzime kiyasla daha aktif oldugu

belirlenmistir.



Her iki formdaki enzimlerin subtsrat parcalanma urlnlerini belirlemek Uzere
yapilan ince tabaka kromatografisi sonuglarina gére, enzimlerin nisastalari az miktarda
glukoza, blylk miktarda da maltoz olmak Uizere maltooligosakkaritlere ayristirdig tespit
edilmistir. Serbest ve immobilize enzimlerin nisasta parcalanma Urlnleri sirasiyla,
G2=G3>G1 ve G2=G3>G1>G4 olarak gorulmustir.

Anahtar Kelimeler: B. amyloliquefaciens; o-amilaz; Immobilizasyon; Kalsiyum

Alginat; Nisasta Hidrolizi; ince Tabaka Kromatografisi.



ABSTRACT

In this study, a-amylase enzyme from Bacillus amyloliquefaciens was immobilized
in calcium alginate beads. The ability of hydrolysis on various starch sources (soluble
potato (Merck) and raw starches such as potato, maize, wheat, rice purchased from
the local markets) of free (un-immobilized) and immobilized forms of a-amylase were
investigated. Enzyme immobilization was performed in the solution of %2 alginate and

%5 CaCl,. The efficiency of immobilization was determined approximately %89.

It was indicated that both of enzyme forms hydrolysed using various starch
sources on the similar pattern. Hydrolysis by immobilized enzyme was raw
potato>soluble potato>raw wheat>raw maize>raw rice, respectively, while it was raw
potato>soluble potato>raw maize>raw wheat>raw rice by free enzyme. At low and
high concentrations of starches, the activity was not significant. Immobilized and free
forms of a-amylase did not show any effect in the presence of 8 and 10%, 1% rice

starch, respectively.

It was determined that both the free and immobilized a-amylase had optimum
activity at 50 and 60°C, at pH 6 and 6.8, respectively. The immobilized enzyme was

more stabile than free enzyme in high temperature.

Since a-amylase activity is depended on metal ions, various metal ions for their
effects on the enzyme activity were tested. Though an appearent stimulatory effect of
any metal ions were not detected, a stimulator effect was observed for Mg*? on both
forms of enzyme, however, an inhibitor effect of Cu™ was determined. On the other
hand, free enzyme in the presence of Li*?, Ba*?, Mn*? ve Ca*® had a greater effect

compared with immobilized enzyme.

In according to the results of thin layer chromatography method that was
performed in order to determine the split-products of starches hydrolysed by both

enzymes, it was found that the main product was maltose within maltooligosaccharides



Vi

and a little amount of glucose was also determined. The split-products of starches
hydrolysed by free and immobilized enzymes were observed as G2=G3>Gl1l and
G2=G3>G1>G4, respectively.

Keywords: B. amyloliquefaciens; a-amylase; Immobilization; Calcium Alginate; Starch

Hydrolysis; Thin Layer Chromatography.
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GIRIS

Enzimler hucrelerde biyokimyasal reaksiyonlari katalize eden protein yapisinda
molekdllerdir. Hucrelerde cok onemli metabolik gorevleri olan enzimler artik cesitli
amaclarla kullanilmak utzere gunlik ve ekonomik hayata girmistir. Bugln enzimler
ekmek, bira, peynir vb gidalar ile gesitli deterjan ve temizlik maddelerinin Gretiminde
yaygin bir sekilde kullanildigi gibi, tipta teshis ve tedavide de ©nemli roller
oynamaktadir (Bailey ve Ollis 1977, Gupta 2003). Endistride faydali olan ve ticari
olarak kullanilan enzimlerin, bir Grinin Uretilmesinde bazi avantajlara sahip olmasi
gerekmektedir. Buna gore, bir enzimin herhangi bir endistri alaninda kullanilabilmesi
icin tim islem maliyeti bakimindan ucuz olmasi, fiziksel kosullara bagli olmadan aktif
olmasi, cok farkl alanlarda kullanilabilme 6zelliginde olmasi ve en énemlisi de enzimin
alerjik ya da toksik etkiye sahip olmamasi, yani guvenilir olmasi gerekmektedir
(Wiseman 1987).

Endustriyel enzimlerin diinya piyasasindaki pay! 1,6 milyar $' 1 asmaktadir (Ottrup
ve Jorgensen 2002, Schallmey ve ark. 2004, Zakaria 2006). Ticari olarak kullanilan
enzimlerin %59'unu proteazlar, %28'ini karbohidrazlar, %3'Un0 lipazlar ve %10'unu ise
diger enzimler olusturmaktadir. Karbohidrazlar grubuna giren a-amilaz Uretimi ise %25

ile dnemli bir yer tutmaktadir (Wiseman 1987, Sidhu ve ark. 1997; Rao ve ark. 1998).

o-amilaz enzimi (EC 3.2.1.1), nisasta ve glikojen molekullerini hidrolize eden
ekstrasellller bir enzimdir. a-amilaz hayvanlar ve bitkiler tarafindan da sentezlenmesine
ragmen, kontrolli kosullarda kisa sirede Urin elde edilmesinden dolayi
mikroorganizmalar asil kaynagi teskil etmektedir. Mikroorganizmalar icerisinde de
dogada genis bir yayilis alanina sahip olan bazi Bacillus tirleri ve alt turleri gelmektedir
(Wolfgang 2007).



1970’lerden itibaren a-amilazlarin  endustriyel uygulamalarinda, Bacillus
amyloliquefaciens, B. stearothermophilus, B. subtilis ve B. licheniformis tirleri
kullaniimaktadir (Declerck ve ark. 2000, Sajedi ve ark. 2005).

Yeryiiziindeki bitkilerin yillik nisasta dretimi 2x10™ ton’dur ve kalori olarak
dinyanin 4/5'inin besin ihtiyacini karsilamaktadir. Nisastanin elde edildigi kaynaklar
baslica tahil Grind olarak piring, bugday, misir, kok Grina olarak patates, tath patates

ve cassavadir (Sivak ve Preiss 1998).

Nisastanin enzimatik hidrolizi bazi avantajlarindan dolayl %75'in lzerinde asit

hidrolizinin yerini almistir (Tanaka ve Hoshino 2002).

o-amilaz enzimleri endlstride genis bir kullanim alanina sahip olup, nisasta
hidrolizinde inceltici ajan olarak, gida endustrisinin farkli alanlarinda, meyve suyu
endustrisinde, deterjan sanayinde, eczacilikta, tekstil endistrisinde ve alkol Uretiminde
yaygin olarak kullaniimaktadir (Nigam ve Singh 1995, Crabb ve Mitchinson 1997,
Marshal ve ark. 1999, Pandey ve Nigam 2000).

Nisasta, a- ve [B-amilazlar ve diger ilgili enzimlerce glukoz, maltoz ve
maltodekstrinlere hidrolizlenmektedir. Bu Urtinlerden dekstrin, nisastanin glukoza kadar
hidrolize olmasindan 6nce olusan kisa molekulll ilk Grinddr. Dekstrinler ¢ézunarlugu
yuksek ve dayanikl bir Griin olup, yogun surup kivaminda bir maddedir ve bu maddeler
gidalarda viskozite arttirici, yani, koyulastirici dolgu maddesi olarak kullaniimaktadir.
(Keskin 1982).

Nisasta dekstrinlere kadar parcalandiktan sonra glukoamilazin ortama ilavesi ile
glukoza kadar ayrismaktadir. Aciga ¢ikan glukoz ya surup halinde, ya da kristal toz
seklinde elde edilmektedir. Glukoz surubuna glukoz izomeraz enzimi katilarak yiksek
fruktozlu surup UGretimi saglanmaktadir. Bu Urin yuksek bir tathliga sahip olup,
mesrubat Uretiminde, sit Urinlerinde, ekmekgilik Grinlerinde, konservecilikte, pasta ve

sekerleme yapiminda yaygin olarak kullaniimaktadir (Anonymous 1988).



Baslica nisasta endustrisinde kullanilan ve enzim satislarinda en blyik piyasaya
sahip olan a-amilaz enziminin ekmekgilikte de kullanimi oldukga iyi bilinmektedir (Gupta
ve ark. 2003). Nisastay! (jelatinize olmus) fermente olabilir sekerlere, CO, ve etil alkole

cevirerek maya fermentasyonunun gerceklesmesine yardimci olur (Ozer 2003).

Ozellikle Bacillus'lardan elde edilen amilazlar, tahila dayall bir beslenmenin yaygin
oldugu Ulkemizde kisi basina tuketilen enerjinin % 58'i tahillardan, bunun da % 44’luk
kisminin ekmekten karsilanmasiyla blyik 6nem kazanmaktadir. Farkli bdlge, yas ve
gelir gruplarina gore degisen ekmek tiketimi, Ulkemizde ginde 100 ila 800 gram
arasinda olup, ortalama 400 gram civarindadir. Tilrk toplumunun beslenme
aliskanhgindan ekmege olan talep unlarda ve ekmek dretiminde endustriyel maya
kullanimi ile birlikte un ve ekmek katki maddeleri (askorbik asit ve enzim) kullanimini
zorunlu hale gelmistir (Ozer 2003). Teknolojik 6nemi sebebi ile ekmekgileri en fazla
ilgilendiren enzim amilazdir. a-amilaz enzimi nisastadan dustuk molekulll sekerlerin
olusmasi icin 6nemlidir. Hamurda mayalanma sirasinda ve pisirme baslangicinda
meydana gelen degisimler a-amilaz enzim aktivitesine baglidir (Polaina ve MacCabe
2007).

Nisastanin maltoza tam hidrolizi, nisastanin ©Oncelikle o-amilaz tarafindan
sivilastirihp, daha sonra da ortama izoamilaz ve pullulanaz enzimlerinin ilavesi ile
saglanmaktadir. Aciga cikan yuksek safliktaki maltoz recel, sekerleme, ekmek ve bira
Uretiminde kullanildigr gibi, gidalarda tatlandirici ve kaliteyi arttirici olarak da
kullaniimaktadir. Nisasta hidrolizi sirasinda yan Urlin olarak aciga ¢cikan maltotetroz da

nem tutucu 6zelliginden dolay! gida endustrisinde kullaniimaktadir (Anonymous 1988).

Bira Uretimi sirasinda arpadaki nisastanin parcalanmasi icin de a-amilaz enzimi
kullaniimakta ve bu sirada fermente edilebilir sekerler aciga c¢ikmaktadir (Wiseman
1987).

Endustride yaygin olarak kullanilan enzimlerin kimyasal sireclerde katalizér olarak

bUyuk bir potansiyelleri vardir. Enzimler, sadece bir kere kullanilmalari, pahall olmalari



nedeni ile blyik masraflara neden olmaktadir. Ayrica enzimlerin saflastirma islemleri
de oldukga zaman alici ve yiksek maliyetlidir. Bunun yani sira enzimatik reaksiyonlarin
sulu ortamda gerceklesiyor olmasi, enzimlerin bu ortamda zamanla ¢6ziinmesine neden
olmakta, bu ise hem enzim kaybina hem de reaksiyon ortaminin kirlenmesine neden
olmaktadir. Endustriyel alanlarda kullanimlarinin artmasiyla enzimleri daha ekonomik ve
daha kullanisli hale getirme yollari aranmaktadir. Bu nedenle, gerek uzun sire ve tekrar
kullanabilmek ve gerekse de istenildigi anda reaksiyon ortamindan uzaklastirabilmek
amaciyla enzimler, destek goérevi gbéren materyaller (matriksler) yardimiyla suda
¢6ziinmeyen hale getirilerek immobilize edilmektedir (Smith 1996). Enzim
immobilizasyonu 1960’ yillarda calisiimaya baslanmistir.  immobilize  enzimin
endustriyel kullanimina ilk kez 1969 vyilinda, Tanabe Seiyaku (Japonya) firmasi
tarafindan baslanmis olup, immobilize edilen aminoasilaz enzimi ile L-aminoasit Uretimi
gerceklestirilmistir  (Chibata 1980). Enzimlerin immobilizasyonu icin kullanilan
yontemler; tutuklama, fiziksel adsorbsiyon, ko-polimerizasyon ve kovalent baglanmadir.
Bunlar icerisinde de en fazla kullanilani enkapsilasyon (tutuklama) olup, bu yontemde
enzimlerin bir yari gecirgen polimerik membran ya da bir jel matriks icinde

tutuklanmasi saglanmaktadir (Chang ve ark. 1996).

Enzimler c¢ozelti icerisinde her yere dagiima egilimi gdstermektedir. Cozelti
icerisinde tam bir hareket ozgurliikleri vardir. immobilizasyon, enzimlerin bu

O6zgurlugund sinirlayici bir islem olarak distintlmektedir (Bickerstaff 1997).

Immobilizasyon cesitli avantajlara sahiptir;

e Enzimlerin reaksiyonlarda tekrarli kullanimi,

e Reaksiyon sonrasi enzimlerin Urinden ayrilmasi,

e Surekli reaktor sistemlerinde enzimlerin araliksiz kullanimi,

¢ Reaksiyon sonunda enzimlerin ortamdan kolaylikla uzaklastiriimalart,

e Immobilize enzimin gevre kosullarina (pH, sicaklik gibi) daha dayanikli olmalari,

e Bircok kez ve uzun sure kullanilabilmeleri,

e Daha kararh olmalari,

e Enzimin kendi kendini parcalama olasiliginin azalmasi (Smith 1996, Rahman ve
ark. 2005).



Immobilize bir enzim reaksiyon sonrasi kolaylikla yeniden elde edilebilir ve bdylece
tekrar kullanilmasi s6z konusu olabilir. Bu avantajlar onceden oldukca pahali olan
enzimlerin ticari olarak daha ucuz maliyetlerle kullaniimasina olanak saglayabilmektedir.
Ozellikle reaksiyon sonrasi enzimin Griinden ayrilmasinda ayri bir ekstraksiyon isleminin
uygulanmasini gerektirmemektedir. Immobilize enzimler biyoreaktdrlerin
kullanilabilmesini de daha olasi hale getirmektedir. immobilize enzimler biyoreaktér
icerisine yerlestirilerek substratin enzimlere dogru akmasinin saglanmasi ve diger
taraftan da elde edilen Urunlerin alinmasi gergeklestirilebilmektedir. Bu tur sistemler

haftalarca hatta aylarca surekli olarak kullaniimaktadir (Swaisgood ve Passos 1997).

Enzim immobilizasyonu biyoteknolojinin  6nemli uygulamalarindan biri haline
gelmistir (Smith 1996). Gunumizde ¢ok sayida enzim immobilize edilerek, endustride
kullaniimaktadir. Bunlar arasinda en yaygin kullanilanlari mikrobiyal kaynakli a-amilaz,

glukoamilaz, glukoizomeraz, proteaz ve lipaz enzimleridir (Uhlig 1998).

Bu tez calismasinda, a-amilaz enzimi Uretimi yapan ORBA Biyokimya (istanbul)
fabrikasindan saglanan B. amyloliquefaciens bakterisi kullaniimis olup, bu bakteriden
Uretilen a-amilaz enzimi immobilize edilerek enzimin farkli kaynakl ¢dzunir nisasta
(patates) ve ham nisastalar (patates, musir, bugday, piring) Uzerindeki hidrolizleme
yetenekleri ve olusan drinlerin ince tabaka kromatografisi ile aciga ¢ikarilmasi
hedeflenmistir. Ayrica immobilize enzimin en iyi aktivite g6sterdigi nisasta kaynaklari
varliginda enzimin optimum sicakllk ve pH degerleri saptanarak, cesitli metal
iyonlarinin enzim aktivitesi Uzerindeki etkileri arastirilmistir. Diger yandan immobilize
edilmemis serbest enzim formu da ayni denemelere tabi tutularak, immobilize enzim

sonugclari serbest enzim sonuglariyla kiyaslanmistir.



1. KAYNAK OZETLERI

1.1. Amilazlarin Tarihgesi ve Siniflandiriimasi

Amilaz enzimi cesitli nisasta kaynaklarinin parcalanmasinda uzun yillardir
kullanilmaktadir. Endustriyel 6neminin de ylksek olmasi ve yogun bir sekilde

kullanilmasi sebebiyle Uzerinde en fazla arastirmalar yapilan bir enzimdir.

Amilaz enzimi 1811 yilinda Kirchhoff tarafindan heniz daha ne oldugu bile
anlasiimadan tanimlanmistir. Benzer bir etkinin insan tukurigu ile de elde edilebilecegi
Leuchs tarafindan 1831 yilinda gosterilmistir. Bernfeld (1951) tukurugun bu 6zelligine
Berzelius tarafindan pityalin adinin verildigini, 1833'de Payen ve Persoz'un ise maltta
nisastay! parcalayan bir maddenin varligini ortaya cikardiklarini ve buna da diastaz adini
verdiklerini belirtmektedir. 1895'te Beijerinck’in Onerisinden bu yana tim nisasta
parcalayan enzimler amilazlar olarak adlandiniimistir (Anonymous 1988). 1930 yilinda
Ohlsson'un malttan elde ettigi nisasta parcalayici enzimler, parcalama drdnlerinin
anomerik tiplerine gore o-(alfa) ya da (-(beta) olarak adlandiriimistir. Mybriich ve
Necmuler (1950) ise amilazlar i¢in endoamilazlar ve ekzoamilazlar olmak Uzere baska
bir adlandirma sistemi dénermislerdir (Anonymous 1988). Endoamilazlar tesadifi olarak
nisasta molekdlinin i¢ kismini hidroliz etmektedirler. Bunun sonucunda farkl
uzunluklara sahip duz ya da dalli yapiya sahip oligosakkarit zincirleri olusmaktadir.
Ekzoamilazlar indirgenmeyen uctan hidroliz gerceklestirirler ve bdéylece kisa Urtnler
olusur. Bugun bilinmektedir ki, bircok enzim farkli Uriinler olusacak sekilde nisastayi
hidroliz etmektedir ve nisastayl tamamen hidroliz etmek i¢in cesitli enzimlerin birlikte
etki etmesi gerekmektedir. GUnuimuizde amilazlar nisastaya etki mekanizmalari ve
olusturduklar trtinlere bagl olarak a- (endoamilaz), B- (ekzoamilaz) ve y- (ekzoamilaz)
olmak Uzere U¢ gruba ayriimislardir (Uhlig 1998). Milletlerarasi Biyokimya Birligi
(International Union of Biochemistry) tarafindan yapilan enzim siniflandiriimasinda tim
enzimler katalizledikleri reaksiyon tipine gore 6 sinifa ayrilmislar ve amilazlar 3. sirada

yer alan hidrolazlar sinifina dahil edilmislerdir (Mahler ve Cordes 1966).



Glikozid hidrolazlar (EC 3.2.1.-) iki ya da daha fazla karbohidrat arasindaki veya bir
karbohidratla karbohidrat olmayan parca arasindaki glikozidik bag! hidroliz eden buyuk
bir enzim grubudur. Glikozid hidrolazlar icin dizi benzerligine dayall bir siniflandirma

sistemi olusturulmustur. Boylelikle 85 farkl aile tanimlanmistir.

Nisasta parcalayan enzimlerin ¢ogu primer yapilarindaki aminoasit benzerlikleri ve
farkliliklarina gore glikozid hidrolazlar (GH) ailesinde siniflandirlmistir (Henrissat 1991).
Buna gore, (i) a-amilazlar ailesi, GH13; (ii) PB-amilazlar ailesi, GH14 ve (iii)

glikoamilazlar (y-) ailesi, GH15 olarak belirlenmistir.

Bir endoamilaz olan a-amilazin dahil oldugu GH13 ailesi genislemekte ve bu aile a-

amilazlarla dizi benzerligi gosteren yaklasik 30 farkli enzim icermektedir (MacGregor

2005).

Cizelge 1.1. a-amilaz ailesi (GH ailesi) (Polaina ve MacCabe 2007)

Enzim sinifi Enzim EC GH ailesi
Hidrolazlar a-Amilaz 3.2.1.1 13
Oligo-1,6-glikozidaz 3.2.1.10 13
a-Glikozidaz 3.2.1.20 13
Pullulanaz 3.2.1.41 13
Amilopullulanaz 3.2.1.1/41 13
Siklomaltodekstrinaz 3.2.1.54 13
Maltotetraohidrolaz 3.2.1.60 13
Izoamilaz 3.2.1.68 13
Dekstranglikozidaz 3.2.1.70 13
Trehaloz-6-fosfat hidrolaz 3.2.1.93 13
Maltohexaohidrolaz 3.2.1.98 13
Maltotriohidrolaz 3.2.1.116 13
Maltojenik a-amilaz 3.2.1.133 13
Maltojenik amilaz 3.2.1.133 13
Neopullulanaz 3.2.1.135 13
Maltooligosiltrehaloz hidrolaz 3.2.1.141 13
Maltopentaohidrolaz 3.2.1.- 13
Transferazlar Amilostikraz 24.1.4 13
Glikosiltransferaz 2415 70
Sikrosea fosforilaz 24.1.7 13
Glukan dalli enzim 2.4.1.18 13
Siklodekstrin glukanotransferaz 24.1.19 13
4-a-Glukanotransferaz 2.4.1.25 13, 77
Glukan dalli olmayan enzim 2.4.1.25/3.2.1.33 13
Alternansiikraz 2.4.1.140 70
Maltosiltransferaz 2.4.1.- 13
izomerazlar Isomaltuloz sentaz 5.4.99.11 13
Trehaloz sentaz 5.4.99.15 13
Maltooligosiltrehaloz sentaz 5.4.99.16 13




Gunumuizde tim bu enzimler GH ailesini olusturan GH13, GH70 ve GH77 aileleri
icerisinde siniflandiriimaktadir (MacGregor ve ark. 2001). Ayrica GH31 ve GH57 aileleri
GH13 ailesi ile hi¢ bir dizi benzerligi olmadidi halde birkag amilolitik Ozellikleri

icermektedirler (Henrissat ve Bairoch 1996).

GH14 ailesi, bir ekzoamilaz olan B-amilazlari (EC 3.2.1.2) ve B-amilazlarla dizi
benzerligi iceren hipotetikal proteinleri icermektedir. Aile Uyelerinin yarisinin B-amilaz
aktivitesine sahip oldugu deneysel olarak kanitlanmistir. B-amilazlar 6zellikle bitkiler
tarafindan sentezlenmektedir: Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Triticum aestivum ve

Solanum tuberosum (Mikami ve ark. 1993).

GH15 ailesinde bulunan ve bir ekzoamilaz olan y-amilazlar glukoamilaz, maltaz,
sakkarojenik amilaz ve amiloglikozidaz olarak da bilinmektedir. Bu enzim Aspergillus ya
da Rhizopus tirleri tarafindan Uretilen ekstrasellller bir enzimdir. Enzim glikoprotein
yapisinda bir molekdl olup, binyesinde seker olarak glukoz, galaktoz, mannoz ve

dronik asit icermektedir (Wiseman 1987).

1.2. a-Amilazin Kaynaklari

o-amilaz nisasta ve glikojen molekdllerini hidroliz eden ekstraselliler enzimlerdir.
Bu enzimler hayvanlar ve bitkiler tarafindan da sentezlenmesine ragmen, kontrolll
kosullarda kisa surede Urun elde edilmesi nedeniyle asil kaynadi mikroorganizmalar
olusturmaktadir. Mikroorganizmalar icerisinde de Aspergillus niger, A. oryzae, A.
candidus gibi bazi funguslar ile Pseudomonas saccharophila ve bazi Clostridium tirleri
ve en 6nemlisi de dogada genis bir yayilis alanina sahip olan bazi Bacillus tirleri ve alt
turleri gelmektedir (Windish ve Mhatre 1965, Pandey ve ark. 2000).

Fungal a-amilazlar sicakliga bakteriyel a-amilazlardan daha az stabil oldugundan
Uzerinde calisilan asil enzim kaynagini daha c¢ok bakteriyel, 6zellikle de Bacillus
amilazlari olusturmaktadir (Wolfgang 2007). Bu cinsin 6zellikle 8 tanesinin sentezledigi

o-amilaz enzimi ¢esitli arastirmacilar tarafindan tanimlanmis ve karakterize edilmistir.



Bunlar B. subtilis (Coleman ve Elliott 1962, Pazur 1965, Matsuzaki ve ark. 1974), B.
amyloliquefaciens (Borgia ve Campbell 1978), B. caldolyticus (Grootegoed ve ark.
1973), B. coagulans (Bliesmer ve Hartman 1973), B. licheniformis (Meer 1972, Saito
1973), B. macerans (Lane ve Pirt 1973), B. stearothermophilus (Ogasahara ve ark.
1970) ve B. subtilis var. amylosachariticus (Matsuzaki ve ark. 1974)’dur. Bacillus tirleri
arasinda da endustriyel amacla, a-amilaz dretiminde kullanilanlar B. subtilis, B.
stearothermophilus, B. licheniformis and B. amyloliquefaciens tirleridir (Pandey ve
ark. 2000).

Bacillus cinsi Bacillaceae familyasinin bir Gyesidir. Bergey’'s Manual of Determinative

Bacteriology'de bu cinsin 48 turt tanimlanmistir (Priest 1977).

Bacillus hucreleri cubuk seklinde ve duzddr, 0,5-2,5 um eninde 1.2-10 pum
boyundadir, uclari yuvarlak ya da kare seklindedir ve ortamda bazen ciftler ya da
zincirler halinde bulunurlar. Hepsi Gram (+) olmakla beraber, yasl kilturlerde Gram (-)
olarak da gorilebilirler. Bacillus'lar peritrikéz kamclya sahip olup, hareketlidir. Hepsi
endospor olusturmakta olup, endosporlar bazen oval, bazen de yuvarlaktir ya da
silindirik sekilde de olabilir. Bircok zorlu kosula karsi olduk¢a direnclidir. Bu cinste yer
alan bakteriler hem aerobik hem de fakiltatif anaerobik kosullarda Ureyebilirler.
Sicaklik, pH ve tuzluluga karsi yuksek fizyolojik yetenekleri nedeniyle bunlara karsi
toleranslari vardir. Gelisebildikleri minimum sicaklik derecesi 25°C ila 75°C arasinda
degismektedir. Genellikle katalaz pozitif olup, fermantatif ya da oksijenli solunum
gOsteren bir metabolizmaya sahip kemoorganotrofturlar. Kolayca kiltire alinabilirler ve

yapilarinda heterojenlik yoktur (Holt ve ark. 1994).

Agardaki kolonileri Kirli-beyaz veya gri renkte ve mat olup, kenarlari tirtikhidir
(Bilgehan 1987).
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Genis bir habitatta bulunabilmektedirler. Ozellikle toprakta, suda, fekal materyalde,
curiiyen materyalde ve cesitli gidalarda bulunabilirler. Patojen tirleri bulunmakta olup,
birkag omurgall ve omurgasiz tirine karsi patojenite gostermektedirler (Banwart
1983).

Bacillus’lar proteolitik enzimler ve karbohidrazlarin 6nemli bir kaynagini
olusturmaktadirlar (Bailey ve Ollis 1977). Bacillus turleri arasinda endustriyel agidan
onemli bir yere sahip olan Bacillus amyloliquefaciens 1943 yilinda Fukumoto isimli bir
Japon arastirmaci tarafindan toprakta kesfedilmistir. Bakteriye ismi, sivilasan bir amilaz
Uretmesi sebebiyle verilmistir. Bu bakteriden dogal bir antibiyotik olan protein barnase,
deterjanlarla kullanilan bir proteaz subsitilin ve DNA arastirmalarinda kullanilan BamH1
restriksiyon enzimi ve de nisasta hidrolizinde kullanilan a-amilaz enzimi elde
edilmektedir (Fukumoto 1943, Priest ve ark. 1987).

1.3. Nisastanin Yapisi ve a-Amilazlarin Etki Mekanizmasi

1.3.1. Nisastanin yapis! ve nisasta kaynaklari

Amilaz enzimlerinin substrati olan nisasta esasen bitkilerin bir depo karbohidrati
olup, D-glukoz birimlerinden olusan ve (CsH100s), kapall formill ile gdsterilen oldukca
heterojen yapili bir molekildir. Bu heterojenlik, farkli molekil yapil iki polisakkarit
icermesinden kaynaklanmaktadir (Bernfeld 1951). Bu polisakkaritler amiloz ve
amilopektindir. Amiloz, glukoz birimlerinin a-1,4 glikozidik bag ile baglanmasindan
olusan ve dallanma go6stermeyen diz bir yapidadir (Sekil 1.1). Amiloz suda kolayca
¢6ziinmez ve molekdl agirhgl birka¢ binden 500.000 daltona kadar degismektedir.
Amiloz suda ¢6zinmez fakat su emerek miseller haline gelebilir ve iodin ile muamele

edilirse mavi renk meydana gelir (Cagatay 1976, Gozikara 2001).
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Sekil 1.1. Amiloz molekilinde tekrarlanan glukoz birimleri

Amilopektin dalli bir yapiya sahip olup, her 24-30 glukoz monomerinden birinde a-
1,6 baglantisi ile bir yan zincir baslar (Sekil 1.2). Hem amilopektin hem de amiloz
glukozun polimerleridir ve tipik bir amiloz polimeri 500-20000 glukoz molekulinden, bir
amilopektin molekUll ise yaklasik iki milyon glukozdan olusur (Ponyatovsky ve ark.

1998, Hoover 2001, Sinitsyn ve ark. 2001).

Sekil 1.2. Amilopektin molekultindeki dallanma bolgesi
A: 0-1,4 glikozidik baglanti
B: a-1,6 glikozidik baglant
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Genel olarak nisasta molekilinin i¢ kisminda bulunan amiloz nisasta molekdlintn
%15-30’'unu olusturdugu halde, molekulin dis kisminda bulunan amilopektin %70-
80’ini olusturmaktadir (Li ve Yeh 2001, Singh ve ark. 2003).

Dogada bir¢ok nisasta kaynagdl bulunmakta olup, endustriyel acidan énemli olanlar
bugday, patates, misir, piring, arpa, yulaf ve cassavadir (Sivak ve Priess 1998). Bugday
nisastasinda amiloz orani %28, amilopektin orani ise %72 civarindadir (Ortalama
1:2.6). Ortalama granll buyukligu 10 mikron olsa da, granil caplar 1 ile 40 mikron
arasinda degismektedir. Diger dogal nisastalarla karsilastirildiginda, dogal bugdday

nisastasinin ¢cok daha yuksek derecelerde jellesmeye basladigi gorulir (80-85°C).

Bircok Ulkede rahatlikla yetisebilen bir bitki olan misirdan elde edilen dogal misir
nisastas!, diinyada en c¢ok tiketilen ve Ulkemizde de en ¢ok kullanim alani olan nisasta
cesididir. Ortalama granll buyukligia 15 mikron olsa da, granul caplari 3 ile 26 mikron
arasinda degismektedir. Misir nisastasinda amiloz orani %25-28 arasinda, amilopektin
orani ise %72-75 arasinda degismektedir (Ortalama 1:3). Jellesme derecesi ise, 62-

72°C arasindadir.

Dogal patates nisastasi, diger nisastalara gore daha genis granul yapisinin yani
sira, saydamhlgi ve viskozitesi yiksek bir hamur olusturma ozelligi ile de bilinir.
Ortalama granil buyukligu 30 mikron olsa da, granul ¢aplari 5 ile 100 mikron arasinda
degismektedir. Patates nisastasinda amiloz orani %20-21 arasinda, amilopektin orani
ise %79-80 arasinda degismektedir (Ortalama 1:4). Jellesme derecesi, diger dogal
nisastalarla karsilastirildiginda, dogal patates nisastasinin ¢ok daha disuk derecelerde

jellesmeye basladigi gorulur (59-68°C).

Pirin¢ nisastas! tim nisasta turleri arasinda en kiicik grandl buytklugune sahip
olan nisastadir. Ortalama pirin¢ nisastasi grandl biyukligi 2-8 mikron arasidir.
Jellesmenin gérildiigi sicaklik 65-73 °C'dir (Bahar ve Celebi 1998).
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Nisasta, sulu asitlerle isitilirsa ana drin olarak glikoz molekillerine ayrisarak
hidrolize oldugu halde 5-Hidroksimetil 2-furfuraldehit gibi istenmeyen yan Urlnler de
olusturmaktadir. Bu nedenle amilaz enzimleri nisastanin hidrolizasyonunda asitlerin

yerini almistir (Piggott ve ark. 1984).

1.3.2. a-Amilazlarin (a-1,4 glukan glukanohidrolaz, EC 3.2.1.1) etki
mekanizmalari

o-amilazlar nisasta molekllindeki amiloz zincirlerinin 1,4 glikozidik baglarina
gelisiglzel saldirirlar (Windish and Mhatre 1965) (Sekil 1.3). ilk saldirinin helezonlar
arasina dusen 1,4 glikozidik baglar oldugu kabul edilmektedir. Bdylece zincir daha
kicUk kisimlara ayrilir ve bu kisalmis parcalar yeniden enzimin etkisine ugrarlar. Son
driin olarak 1/10'i glukoz ve 9/10'u maltoz olan bir karisim olusur (Yenson 1981).
Ayrica maltotriozun da ortaya ciktigi ve bunun da iki basamakl bir reaksiyonla hidrolize

oldugu belirtilmektedir (Fogarty 1983).

Enzim amilopektin molekulinin hidrolizinde 1,4 baglarina etki etmekte, karsisina
1,6 glikozidik bagdi cikarsa atlamaktadir (Sekil 1.3). Dolayisiyla bu baglari hidrolize
edememektedir. Amilopektin hidrolizi sonucunda glikoz ve maltoza ilave olarak bir seri
dalli sinir dekstrinleri adi verilen Grlinler de ortaya ¢ikmaktadir. Dért ya da daha fazla
glikoz icerikli bu dekstrinler orijinal yapinin 1,6 glikozidik baglarinin hepsini icermektedir
ve boylece nisastanin amilaz enzimi tarafindan hidrolizi ile dusik molekdl agirhkl

dekstrinler ve oligosakkaritler olusmaktadir (Anonymous 1988).

o-amilaz enzimlerini karakterize eden 0Ozellikler bazi indirgen gruplari serbest
birakmak, c¢esitli uzunluktaki dekstrinleri olusturmak ve nisasta solisyonunun

vizkozitesini hizla indirgeme seklinde 6zetlenebilir (Windish ve Mhatre 1965).

Nisastanin  hidrolizi sonucu ortaya c¢ikan urtnler a-optik konformasyonu

gosterdiginden bu enzimlere o-amilazlar adi verilmistir. Bu enzimler substratlarinin ig



14

kisimlarindaki a-1,4 baglarina atak yaptiklari icin bunlara endoamilazlar da denir
(Windish ve Mhatre 1965).

Amilaz

Amilopeklin

Sekil 1.3. a-amilazin reaksiyon mekanizmasi (Windish ve Mhatre 1965)
— Amilo (1,4) dekstrinaz, a-amilaz

R: Redukte ug

1.4. Bacillus a-Amilazlarinin Genel Ozellikleri

Bacillus a-amilazlari genel olarak 5.5-8.0 pH araliginda stabil olmalarina ragmen,
optimum aktivite gosterdikleri pH 4.8-6.5 arasinda bulunmaktadir (Manning ve
Campbell 1961). Farkli kaynaklardan elde edilen a-amilazlarin en iyi aktivite
gosterdikleri pH degerlerinde de bazi farkhliklar gérilmektedir. B. sp ANT-6 susunun o-
amilazi pH 9.0'da (Burhan ve ark. 2003), B. subtilis JS-2004 susunun a-amilaz
pH:8.0'de (Asgher ve ark. 2007), B. licheniformis 44MB82-A susunun a-amilazi pH 6.0-
6.5 arasinda (lvanova ve ark. 1993), B. amyloliquefaciens a-amilazi pH 4.0-9.0
arasinda (Demirkan ve ark. 2005), Bacillus brevis MTCC 7521 a-amilazi pH 6.0’da (Ray

ve ark. 2008) optimum aktivite gdstermektedir. Bazi Bacillus tirlerinin ise, alkalik ya da
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asidik o-amilaz Urettigi saptanmistir. Bacillus megaterium L-49 susu igin optimum pH:
9.0-10.0 olarak belirlenirken (Shiru ve ark. 2008), Bacillus acidocaldarius Agnano 101

susunda 3.5 olarak saptanmistir (Buonocore ve ark. 1976).

Farkli kaynaklardan elde edilen a-amilazlarin en iyi aktivite gosterdikleri sicaklik
derecelerinde de farkliliklar bulunmaktadir. Bacillus stearothermophilus a-amilazi igin
70-80°C (Vihinen ve Mantsala 1990), Bacillus subtilis US116 o—amilazi icin 65°C
(Messaoud ve ark. 2004), B. acidocaldarius a-amilazi i¢in 30-60°C (Koivula ve ark.
1993) optimum sicaklik dereceleri olarak saptanmistir. B. licheniformis a-amilaz
enziminin  100°C’nin  Ustiindeki sicaklikta bile aktivite gosterdigi ve bu nedenle

endustride kullaniminin arttigi belirtiimektedir (Wiseman 1987).

Enzimin aktivite g0sterebilmesi icin kalsiyum (Ca™) iyonlarina gereksinim
duydugundan enzim bir metaloproteindir (Manning ve Campbell 1961). Kalsiyum,
ekstrem pH ve sicakliklarda pepsin, tripsin, papain gibi proteazlara karsi enzimi
dayanikh kilmaktadir. a-amilazin katalitik aktivitesi i¢in gerekli olan bu metalin enzime

baglanma giict enzim kaynagina baghdir (Stein ve Fischer 1958).

Bakir, civa, gumis, kursun gibi agir metaller enzimi inhibe etmektedir (Hidaka ve
Adachi 1980, Kanno 1986).

o-amilazlarin  ¢cogunun molekdl agirlg yaklasik olarak 45.000-60.000 Dalton
arasindadir ve genellikle enzim proteininin aminoasit kompozisyonlarinda blyuk
farkhhklar yoktur (Kindle 1983). B. amyloliquefaciens a-amilazinin molekdl agirhg
49.000 Dalton (Tanaka ve Hoshino 2002), B. stearothermophilus a-amilazinin molekul
agirlig 48.000 Dalton (Osagahara ve ark. 1970), B. subtilis a-amilazinin molekdl
agirliginin ise 50.000 Dalton oldugu belirtilmektedir (Fogarty 1983).

a-amilazlarin, aktif merkezlerinin karboksil ve histidin gruplarinin musterek etkisi ile

substrati parcaladiklarina inanilmaktadir (Wiseman 1987).
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o-amilaz enzim sentezinin katabolit represyon ile dizenlendigi belirlenmistir (Priest
1977). a-amilaz enzimi sentezinin maksimum algilama derecesindeki salgilanmasina
genellikle Gremenin log fazi veya sabit fazinda ulasildigi tespit edilmistir (Wu ve ark.
2000).

o-amilaz sentezi nisasta ya da daha dusiuk molekul agirlikli oligosakkaritler
varliginda uyarilir. Nisasta, olduk¢a buyuk bir molekdl oldugu igin, hiicre igine girmesi
oldukg¢a glctur. Bu maddenin nasil uyarici olabilecedi konusunda birka¢ varsayim ileri
sUrdlmustdr. Bunlardan biri bu molekul icin hiicre yluzeyinde 6zgil reseptérlerin
bulundugu olmakla beraber, bu varsayimi destekleyen herhangi bir bulgu mevcut
degildir. Ikincisi, bu molekiliin organizma tarafindan yavas olarak hiicre icine alinarak
metabolize edilmesidir ancak, bu da kanitlanamamistir. Ugiinciisii ise, nisastanin

hidroliz GrUnlerinin enzim biyosentezinden sorumlu olacagidir (Diril 1984).

1.5. a-Amilazin Endustriyel Kullanim Alanlari

o-amilaz enzimi ticari olarak kullanilan ilk enzimdir (Radley 1976). 1905 yilinda
Japonya’da tekstil endustrisinde hasil alma (desizing) islemi i¢cin A. oryzae kiltirinden
o-amilaz enzimi Oretilmistir. 1939 yilinda B. subtilis'ten a-amilazin endustriyel Gretimine
ilk kez Japonya'da baslanmistir. Daha sonraki yillarda a-amilaz enzimi nisasta isleme

endustrisinde nisasta sivilastirma ajani olarak kullaniimistir (Anonymous 1988).

Tekstil endustrisinde a-amilazlar olduk¢a yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Bu
islemlerden bir tanesi tekstil sektdriinde uygulanan hasillama yéntemidir. Hasillama,
dokuma dncesi yapilan bir dokuma hazirlik islemidir. C6zgl ipleri dokuma sirasinda
sirtiinmeye ve gerilime maruz kalir. ipliklerin direncini artirmak icin hasillama islemi
gereklidir. Hasillamadaki amac¢ dokuma sirasindaki yipratici etkilerden iplikleri
korumaktir. Hasil maddeleri belirli bir yapisma ve tutunma yetenegine sahiptir. Dogal
hasil maddeleri arasinda nisasta ve modifiye nisasta da yer almaktadir. islem sonrasi

bu maddelerin ipliklerden uzaklastiriimasi gerekir. Bu isleme de hasil alma ad
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verilmektedir. Hasil alma ajani olarak da yaygin olarak a-amilaz enzimi kullaniimaktadir
(Hendriksen ve ark. 1999).

Ayni  zamanda hagsillama teknigi kagit imalatinda da kullanilabilmektedir.
Bruinenberg ve ark. (1996) kagitlarin yuksek molekuler agirhiga sahip nisastalarla
kaplanabilirligini ve fazla nisastanin uzaklastirimasi icin de a-amilaz enziminin
kullaniimakta oldugunu belirtmistir. Tolan (1996)'ya gore tekstilde oldugu gibi kagit
sanayisinde de hasillama teknigi islem siresince kagitlarin mekanik olarak zarar
gormesini engellemek amaciyla ve kagitlarin kalitesinin, dayanikhliginin ve de
silinebilirliginin artirimasinda kullaniimaktadir. Bu islemde iki silindir yardimiyla nisasta
kagit ylzeyine aktarilmakta ve daha sonra fazla olan nisastanin kagittan uzaklastiriimasi
icin devamli islemlerle a-amilaz enzimi kullaniimaktadir. Kosullar, kullanilan nisasta
kaynagina ve a-amilaz enzimine baglidir. Kullanilan immobilize a-amilaz enzimiyle en iyi
sekilde parcalanabilen nisasta belirlenerek ¢ok daha kisa slrede islemin

gerceklestirilebilecegi 6ngorilebilmektedir.

Gida endustrisinde ise nisastanin a-amilaz enzimi tarafindan hidrolizi ile aci§a ¢ikan
ardinler yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu UrUnlerden dekstrin, ¢ozinurlugu yiksek ve
dayanikh bir Grin olup gidalarda viskozite arttirici yani, koyulastirici dolgu maddesi
olarak kullaniimaktadir (Keskin 1982).

o-amilaz enzimi alkol tretiminde de kullanilmaktadir. Alkol Gretiminde ham madde
olarak kullanilan nisastali materyaller a-amilaz ve amiloglukozidaz enzimleri ile
muamele edilmektedir. Nisasta yeterince parcalandiktan sonra ortama maya asllanarak

fermantasyon islemine gegcildigi bildiriimektedir (Uhlig 1998).
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Undaki enzim aktivitesini artirmak amaciyla, una bakteriyel a-amilaz enzim
preparatlari ile malt unu ilave edilmektedir. Bunlar; undaki nisastanin hamurda seker
haline gelmesini saglar, fermantasyonu hizlandirir, olusan gaz miktarini arttirir, ekmek
yapilma suresini kisaltir, ekmek hacmini arttirir, ekmek rengini iyilestirir, ekmegin
yumusak ve taze kalma suresini arttirir ve ekmegin kalitesini duzeltici etkilerde bulunur

(Anonymous 1988).

Meyve suyu endustrisinde de uygulama alani bulunmakta olup, 6zellikle elma ve
armut sularinin berraklastirilmasinda kullanilmaktadir. Meyveler tam olgunlasmadan
toplandigindan ve meyve halen nisasta icerdiginden, meyve suyunda bulaniklik

gorilmektedir. Bu sorun ortama a-amilazin ilavesi ile giderilebilmektedir (Eksi 1988).

o-amilaz ve glukoamilazlar nisastadan glukoz Uretiminde de kullaniimaktadir. Hatta
olusan glukoz, glukoz izomeraz enzimi kullanilarak glukoza goére iki kat daha tatl olan
fruktoza donustirilebilmektedir. Sonug olarak misir, bugday ve patates nisastasindan
fruktoz surubu Uretilebilmektedir. Fruktoz suruplarinin pazar pay! olduk¢a buyudktir ve
mesrubat Uretiminde dénemli bir yeri vardir. Dinya’da yilda yaklasik 10 milyar ton
fruktoz surubu dretilmektedir (Madigan ve Martinko 2006). Buradan anlasilacag! gibi

multienzim sistemleri kurularak daha farkli Grtinlerin de eldesi mimkun olabilmektedir.

1.6. immobilizasyon

Immobilizasyon yontemi; hiicre, organel, enzim ya da cesitli proteinlerin
(monoklonal antikorlar gibi) stabilitelerini arttirmak ve tekrarl ya da devamli
kullanimlarini saglamak icin, kati bir destek lzerinde, kati bir matriks icerisinde ya da
bir membranda fiziksel ya da kimyasal fiksasyonudur. Bu prensip ayni zamanda affinite
kromatografisi icin de kullanilmaktadir (Nagel ve ark. 1992). immobilizasyon kelime
anlami olarak hareketi sinirlamak demektir. 1971 yilinda 3. Biyoteknoloji ve
biyomihendislik sempozyumu ve 1. Enzim muihendisligi konferansinda modifiye edilmis

enzimler icin ilk olarak immobilize enzim terimi kullanilmistir (Yildinm ve ark. 2007).
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Enzimlerin immobilizasyonu igin ¢esitli metodlar bulunmaktadir. En ¢ok kullanilan
metodlar; tutuklama (enkapstlasyon), fiziksel adsorbiyon, ko-polimerizasyon ve
kovalent baglanmadir. Bunlardan enkapsulasyon metodu ile enzimler bir yari gecirgen
polimerik membran ve/veya jel matriksi igerisinde tutuklanmaktadir (Chang ve ark.
1996).

Immobilize edilen enzimler pH, sicaklik gibi cevre kosullarina daha dayanikli ve
serbest enzime nazaran daha kararlidir (Chang ve ark. 1996). Buyuk protein veya
enzimler kapsul igerisine giremez ya da kapsul disina ¢ikamaz, fakat kiguk substrat ve
drdinler yari gecirgen membrandan serbestce gecebilir (Colton 1996). Tutuklama, bir
enzim ile bir poliiyonik polimer karisimiyla gergeklestirilir. Polimerle multivalent
katyonlarin ¢apraz baglanmalariyla bir iyon degisim reaksiyonu gerceklesir, bosluklu bir

yap! olusur ve boylece enzim molekulleri tutuklanmis olur (Fraser ve Bickerstaff 1997).

Enzimlerin tutuklanmasi icin ¢ok gesitli polimerler kullaniimaktadir. Bunlar; silika,
seluloz, agaroz jel, karragenan, kitosan, jelatin, alginik asit (alginat) vb'dir (Gemeiner
1992). En cok kullanilan alginat olup, alginatlar 65 yildan bu yana gida ve farmakoloji
endustrilerinde kalinlastirici, sivilastirici, film olusturucu ve jellestirici ajanlar olarak
kullanilmaktadir (Bickerstaff 1997).

Alginat alglerden elde edilen bir politronik asittir ve 1-4 bagl -D-mannuronik (M)

ve o-L-guluronik (G) asitlerin degisen miktarlarindan olusmaktadir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Alginatin kimyasal formalu
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M ve G birimleri blok seklinde dizilerek homopolimerik bdlgeler (MM bloklari ve GG
bloklari) ve heteropolimerik bolgeleri (MG bloklar) meydana getirmektedirler.
Molekulde G miktari fazla ise sert ve kirilgan bir jel olusmaktadir; eger M miktari fazla
ise daha yumusak ve elastik jel olusumu g6zlenir (Smidsrod 1974). Divalent katyonlarin
baglanmasi ve sonrasinda jel olusumu yukarida s6z edilen bloklarin kompozisyonu ve
duzenlenmesine baglidir. Jelin saglamhigi %20-75 arasinda degisen G bilesenleri ve alg
kaynag! ile baglantilidir. Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera, Ascophyllum
nodosum, L. digitata vb.'dan elde edilen alginatlar yaklasik %70 G bilesen degerine
sahiptir. GG bloklari iki ve tic degerlikli katyonlar (Ca™, Sr*? ,Ba™, Al**, Fe*? gibi) icin
oncelikli baglanma bdlgelerine sahiptir ve bagli iyonlar diger GG bloklariyla etkilesime
girebilmekte ve bdylece jel olusumu gerceklesmektedir. Bu katyonlar icerisinde en fazla
Ca*? kullaniimakta olup, sodyum alginat soliisyonunun bir kalsiyum soliisyonuna
eklenmesiyle ylzeysel polimerizasyon meydana gelmekte ve Kkalsiyum iyonlarinin
alginat boyunca yayilimi ile ¢cékmesi sonucu kalsiyum alginat olusmaktadir (Cheetham
ve ark. 1979).

2 Na (Alginate) + Ca™™" ____, Ca(Alginate), + 2 Na"

Kalsiyum alginat jel kapsulleri enzim immobilizasyon matriksi olarak
kullaniimaktadir. Kalsiyum alginat, genis olarak kullanilan bir kopolimerdir. Poliakrilamid
jellere benzemez, kalsiyum alginatin jelesyonu polimer zincirleri arasindaki kolavent
baglarinin sekillenmesine bagl degildir. Daha dogrusu, polimer molekiller kalsiyum
iyonlari tarafindan c¢apraz baglanir. Alginat ve CaCl, konsantrasyonlari enzim
immobilizasyonundaki 6nemli parametrelerdendir. Ciinkii alginat ve Ca*? iyonlari
arasindaki ¢apraz baglanma jel olusumunu etkiler (Chang ve ark. 1996, Jankowski ve
ark. 1997, Ouwerx ve ark. 1998, Simpson ve ark. 2003).

Kalsiyum alginat jellerinde tutuklanma olduk¢ca iliman kosullarda meydana
gelmektedir (Longo ve ark. 1992, Gombotz ve Wee 1998). Ayrica jelesyon sartlari
degistirilerek bazi kapsil Ozellikleri kolaylikla kontrol edilebilir. Ornegin, jel
membranlarinin farkl substratlara olan permeabilitesi ya da yogunlugu gibi kapsul

Ozellikleridir (Poncelet ve ark. 1999). Kalsiyum alginat jelde tutuklama teknigi disuk
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maliyet, kullanim kolayligi ve toksik olmayisi nedeniyle diger immobilizasyon teknikleri

arasinda kullanim avantajina sahiptir (Bladino ve ark. 2001, Dey ve ark. 2003).

Aspergillus sclerotiorum’dan elde edilerek kalsiyum alginat kapsullerinde immobilize
edilen o-amilaz enziminin bazi Ozellikleri arastirlmis ve ¢Ozunur a-amilazla
karsilastiriimistir. immobilize ve ¢ozinir enzimler icin optimum pH 5.0 ve sicaklik 40°C
olarak tespit edilmistir. immobilize enzimde daha iyi bir Km degeri gozlenmistir, fakat
Kcat/Km degerlerinin her iki enzim igin de ayni oldugu gorulmustur. Kalsiyum alginat
kapstllerinde tutuklamayla a-amilazin termal ve depolama kararliligi artmistir.
immobilize ve ¢ozuinir enzimlerin 60°C’deki yari émirleri 164.2 ve 26.2 dakika olarak
belirlenmistir. Cézunir enzim icin termal inaktivasyon noktasi 56°C iken, immobilize a-
amilaz icin 65.48°C oldugu gérilmiistiir. Céziniir ve immobilize a-amilaz enziminin 60
dakikadaki nisasta hidroliz ylzdeleri %97.5 ve %92.2 olarak belirlenmistir (Yagar ve
ark. 2008).

Ertan ve ark. (2007), Aspergillus sclerotiorum’dan o-amilaz enzimi Ureterek
kalsiyum alginat kapsullerinde tutuklamislardir. Optimum alginat ve kalsiyum
konsantrasyonlarini %3 olarak bulmuslar, 140 1U enzim yukli 3mm kalinliktaki 0.5 gr
kapstillerle en yiksek enzim aktivitesini elde etmislerdir. Kapsullerin 7 kez kullanima
uygun oldugu goérilmids ve baslangic aktivitesinin yalnizca %35'i  kaybolmustur.
incelenen cesitli nisasta kaynaklari arasinda en yilksek enzim aktivitesi ¢ozunir patates

nisastasi ile elde edilmistir.

Bacillus subtilis'ten dretilen o-amilaz enzimi farkli yetistirme sartlari altinda
calisilmistir. Maksimum a-amilaz Uretimi 48 saatlik inkiibasyon sonucunda, 40°C'de ve
pH 7.5'te gerceklesmistir. Tanimlanan karbohidratlar arasinda %21 nisastanin en iyi
karbon kaynagl oldugu saptanmistir. Organizma, azot kaynagl olarak pepton
kullanildiginda daha yuksek a-amilaz enzimi salgilamis ve daha iyi cogalmistir. Uretilen
o-amilaz enzimi farkh metodlarla, farkli materyallerde tutuklanmis ve enzimin
immobilizasyon 6ncesi ve sonrasi 6zellikleri kiyaslanmistir. immobilize enzimin pH
degeri asidik bélgeye dogru kaymis, optimum sicakligi 70-80°C'ye yiikselmis ve serbest

enzime kiyasla Km ve Vmax degerleri ve stabilitesi yukselmistir. Test edilen metal
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icerisinde CaCl,, a-amilazin aktivitesi Uzerinde stimile edici bir etki gdstermistir (El-
Banna ve ark. 2007).

Konsoula ve Kyriakides (2006), Bacillus subtilis kaynakli termostabil a—amilaz
enzimini kalsiyum alginat kapsullerinde immobilize ederek, %2 sodyum alginat ve %5
CaCl, ile hazirlanan kapsullerin nisasta hidrolizinde artis gosterdigini, %2'lik silika jel
kapsul olusumuna eklendiginde daha az enzim kayiplari gozlendigini ve 20 kez kullanim

olanag sagladiklarini rapor etmislerdir.

Dey ve ark. (2003), B. circulans GRS 313'den maltooligosakkaridleri olusturan
amilaz enzimini kalsiyum alginat damlaciklari icinde tutuklamislar ve damlacik boyutu 2
mm oldugunda nisasta hidrolizinde daha etkili oldugunu ve immobilize enzimin 7 kez

kullanimindan sonra baslangi¢ aktivitesini %85 oraninda korudugunu saptamislardir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

Denemelerde o-amilaz enzimi Ureten bir fabrikadan (ORBA Biyokimya A.S.,

Istanbul) temin edilen Bacillus amyloliquefaciens susu materyal olarak kullanilmistir.

2.2. Metod

2.2.1. Bakteri Uretim besiyerleri

Calismada kullanilan bakterinin saklanmasi, gelistiriimesi ve enzim {retim
kapasitelerinin saptanmasi amaciyla farkli besiyerleri kullaniimistir (Cizelge 2.1). Buna
gore, bakterilerin buzdolabi kosullarinda uzun siire dayanmalarini saglamak icin, cizelge

2.1'de verilen kaltir saklama besiyeri kullaniimis olup, kiltirler 30 ginde bir kez

yeniden hazirlanan agarli besiyerine asilanmak suretiyle korunmuslardir.

Kultir saklama besiyeri I_3akteri geli§tirmg . T S
Element (6ninkubasyon) besiyeri Enzim Uretim Besiyeri (%)
(%) (%)
Nutrient Broth 0.8 - -
NaCl 0.8 - -
Nisasta 1.0 0.5 1.0
Agar 2.0 - -
Bacto Pepton - 0.5 0.5
Corn steep-liquor - 0.3 0.5
(NH4)2SO4 - 04 0.8
MgS0,.7H,0 - 0.1 0.2
(NH,4),HPO, - - -
Soya unu - - -
CaCl;, 2H,0 - - 0.05
K,HPO, - - 1.4
KHoPO,4 - - 0.6
Sitrik asit - - -
pH 7.0 7.0 7.0

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan bakterinin saklanmasi, gelistirilmesi ve enzim Uretim kapasitesinin
dlctilmesinde kullanilan besiyerleri. Tim besiyerleri 121°C'de 15 dk. siire ile otoklavda

sterilize edilmislerdir (Sarikaya 1995).
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2.2.2. Bakteri tGretim kosullari

Kaltir saklama ortamindan steril bir 6ze yardimiyla alinan bakteri kalttrd,
icerisinde 30 ml gelisme besiyeri bulunan 100 ml'lik erlenlere asilanmis, 37 °C'de 150

devir/dk calkalama hizina sahip inkiibatorde 18 saat stire ile Uretilmigtir.

Bu bakterinin enzim Uretim kapasitesini saptamak amaciyla 18 saatlik bakteri
kulturlerinin 600 nm’deki optik yogunluklari (O.D) spektrofotometre (Beckman)
kullanilarak steril fizyolojik tuzlu su ile 0.3’'e ayarlanmistir. Bu sekilde ayarlanan kultur
¢Ozeltilerinden, igerisinde 150 ml enzim Uretim besiyeri bulunan 500 ml'lik erlenlere
%1 oraninda asilanmis ve 37°C'de 150 devir/dk calkalama hizina sahip inkiibatérde 88
saat sure boyunca inkiibe edilmistir. Protein ve enzim aktivite tayinleri 16., 24., 40.,
48., 64., 72. ve 88. saatlerde yapilarak bakterinin gelisme grafigi ¢ikariimistir. Boylece

maksimum enzim Uretim zamani saptanmistir.

2.2.3. Enzim aktivitesinin dlculmesi

o-amilaz aktivitesinin tayininde Yoo ve ark. (1987)'in, kullandiklari dekstrinojenik
bir yontem olan iyodimetrik yontemden faydalaniimistir. Bu yontemin temeli, iyotun
nisasta ile verdigi renk esasina dayanmaktadir. Parcalanmamis nisasta iyot ile muamele
edildiginde mavi bir renk vermektedir. Nisasta a-amilaz enzimi tarafindan
parcalandiginda kisa zincirli dekstrinler olusur, bu da mavi renk yerine sari renk
meydana getirmektedir. Bdylece, ortamda bulunan enzimin miktarina bagll olarak,
ortamin rengi sari ile mavi arasinda degdismekte, bunun derecesi de spektrofotometrik

olarak olcilebilmektedir.

Bu amacla, oncelikle kiltir ortamindan 10 ml alinarak 20 dakika stre ile santrifij
edilerek (6000 devir/dk) bakteri hiicrelerinin bulundugu pelet kismi ile enzim iceren sivi

kisim birbirinden ayriimistir.
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Enzim aktivite tayininde substrat ¢ozeltisi olarak %5'lik nisasta ¢ozeltisi kullaniimis
olup, bu cozeltiden 2,5 ml alinmis ve 0,04 M fosfat tampon c¢ozeltisi (pH:5.9) ile 100
ml'ye tamamlanmistir. Substrat olarak kullanilan nisasta ¢ozeltisi islemden 6nce her

seferinde taze olarak hazirlanmistir.

Deneylerde her bir enzim 6rneg@i icin 2 adet 6rnek 2 adet de kontrol tipul
kullanilmistir. Her iki tipe de 5er ml substrat ¢ozeltisi konulmus ve tipler literatirde
belirtilen 25°C yerine 37°Clik su banyosunda 10 dakika bekletilerek reaksiyon
sicakligina getirilmistir. Daha sonra 6rnek iceren tipe 0,04 M fosfat tamponu (pH:5.9)
ile 1/10 ila 1/60 arasinda seyreltilmis enzim ¢6zeltisinden, kontrol tlplne ise 0,04 M
fosfat tampon (pH:5.9) cozeltisinden 0.5er ml ilave edilerek 37°C'de 10 dakika
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon suresi sonunda her iki tipe de 5er ml  HCI
eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Tupler tip karistiricisinda (Vortex) karistiriimis ve
bu karisimdan 0.5 ml alinarak icinde 5 ml iyot ¢o6zeltisi bulunan baska bir tipe
aktarilmis ve ornek ile kontrollerin 620 nm’deki optik yogunluklari enzim ve substrat

icermeyen iyot ¢ozeltisine karsi okunmustur.

lyot ¢ozeltisi, 100 ml distile su icerisinde 500 mg | ve 5.0 gr KI bulunan stok
¢cOzeltiden 1 ml alinip, 100 ml distile suya ilave edilmek suretiyle her seferinde taze

olarak hazirlanmistir.
Orneklerdeki enzim aktivitesi asagidaki formiilden yararlanilarak bulunmustur.
Aktivite (Unit/ml)= D.[(Ro-R)/R]*<100
Burada:
D : Enzim dilisyon faktéruna,
Ro: Enzim yoklugunda substrat-iyot karisiminin optik yogunlugunu
(kontrol tup),
R : Enzim varliginda substrat-iyot karisiminin optik yogunlugunu
(6rnek tup),

100 : Stok iyot ¢ozeltisinin 100 kez seyreltilmis oldugunu ifade etmektedir.
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Ornekteki enzim aktivitesi yukaridaki formile gore Unit (IU) cinsinden hesaplanmis
olup, bu 5.9 pH'da ve 37°C'de 1 ml enzim ¢ozeltisinin 10 dakika icerisinde % 0.1'lik
nisasta ¢Ozeltisindeki 1 mg nisastay hidroliz eden enzim miktari olarak tanimlanmistir
(Yoo ve ark. 1987).

2.2.4. Toplam protein tayini

Toplam protein  miktarini saptamak amaciyla Gurgin (1974)'de Dbelirtilen
Stickland'in gelistirdigi bir yéntemden yararlaniimistir. Buna gdore, kiltirden alinan 10
ml 6rnek 20 dakika sireyle santrifilj edilerek (6000 devir/dk) Ust kisim sedimentten
ayrilmis ve sediment Uzerine 6.6 ml distile su ve 1.2 ml %20'lik NaOH ilave edilerek
kuvvetlice karnstiriimistir. Bu sekilde hazirlanan tupler kaynar su banyosunda 5 dakika
sUreyle bekletiimis ve derhal buzlu soguk su icine alinarak sogutulduktan sonra
Uzerlerine 0.2 ml %25'lik CuS0,4.5H,0 c¢ozeltisi konulmustur. TUpler tip karistiricisinda
iyice kanstirildiktan sonra 30 dakika sureyle oda sicakliinda bekletilmis ve 10 dakika
sUreyle santriflij edilerek (6000 devir/dk) Ustte toplanan berrak kismin 545 nm'deki
optik yogunlugu sahit 6rnege kars! olculmustir. Sahit érnegin hazirlanmasi amaciyla

ayni islem bir tup icerisine 6rnek yerine 6.6 ml distile su konularak ytrutdimustar.

Orneklerdeki protein miktari “Sigir Serum Albimin” kullanilarak hazirlanan standart

egri yardimiyla bulunmustur.
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2.3. Enzimin Immobilize Edilmesi

2.2.3 boluminde belirtildigi sekilde yapilan Uretim sonucunda kiltir ortami 20 dk
sure ile santrifujlenerek (6000 devir/dk) bakteri hiicreleri uzaklastiriimis ve enzim iceren

suipernatant kismi immobilizasyon ¢alismalarinda kullaniimistir.

Enzim ¢Ozeltisi ve fosfat tamponunda c¢ozilen sodyum alginatin esit hacmi,
karisimdaki sodyum alginatin son konsantrasyonu %?2 olacak sekilde karistiriimistir. Buz
dolu bir kaba yerlestirilen beher icinde toz halindeki sodyum alginat fosfat tamponunda
nazikce c¢ozindiralmis ve yavas bir sekilde enzim c¢ozeltisi eklenerek yine nazik bir

sekilde karistiniimistir.

Elde edilen karisim 10 ml'lik, 0,8 mm c¢apli bir uca sahip enjektdre cekilmis ve
icinde %5 CaCl, bulunan sollisyona 10 cm yukseklikten damlatilarak kapstl olusumu
saglanmistir. Manyetik karistiricida 1 saat boyunca nazik bir sekilde karistiriimistir. Tim

islemler +4°C olacak sekilde hazirlanan bir diizenekte yapilmistir.

Kalsiyum alginat kapsdulleri filtrasyonla kalsiyum klorir soliisyonundan ayrilmis ve
fosfat tamponuyla yikanmistir. Serbest enzimin (immobilize edilmemis), CaCl, ¢ozeltisi
ve yikamanin protein icerikleri Lowry metodu (Lowry ve ark. 1951) kullanilarak tespit

edilmistir. immobilizasyon verimi su formille hesaplanmistir:

Immobilizasyon verimi (%) = (Qimm/aserbest) X 100
aimm : iImmobilize enzimin aktivitesi
Aserbest: SEIrbest enziminin aktivitesi

(Won ve ark. 2005)
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Buz

CaCl, ¢Ozeltisinde Filtrasyon ve fosfat
1 saat bekletme tamponunda yikama

karistirici

Sekil 2.1. a-amilaz enziminin kalsiyum alginat kapsullerinde immobilizasyon prosediri

2.4. Farkl Kaynakl Nisastalar Uzerine immobilize ve Serbest (immobilize

Edilmemis) Enzimlerin Hidrolizleme Yetenekleri

Calismada, %1, %2, %4, %5, %6, %8 ve %10'luk ¢Ozinilr patates nisastasi ve
ticari patates, misir, bugday ve pirin¢ nisastalari substrat ¢ozeltisi olarak kullaniimig
olup, bu c¢ézeltiden 2,5 ml alinmis ve 0,04 M fosfat tamponu ¢ozeltisi (pH: 5,9) ile 100
ml'ye tamamlanmistir. Enzim aktivitesi 2.2.3'te belirtildigi sekilde yapilmis ve aktiviteler
2.2.3'te  Dbelirtilen formdl ile hesaplanmistir. Nisastalar fosfat tamponunda
cirislendirilerek hazirlanmistir. Cozunlr patates nisastasi Merck'ten saglanirken, ticari

nisastalar farkli firmalarca tretilmis olup, marketlerden temin edilmistir.

2.5. immobilize ve Serbest Enzim Formlarinin Nisasta Kaynaklari Uzerindeki

Hidroliz Yeteneklerini Etkileyen Faktorlerin Arastirilmasi

Serbest ve immobilize enzim formlarinin maksimum aktivite gosterdikleri nisasta
kaynaklar varliginda enzimlerin hidroliz yetenegine sicaklik, pH ve metal iyonlarinin

etkileri arastinilmistir.
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2.5.1. Sicakhg@in etkisi

Her iki enzim formunun aktivitesi Uzerine sicakligin etkisini arastirmak amaciyla
2.2.3'te verilen aktivite tayini 40, 45, 50, 55, 60, 70 ve 80°C sicaklk degerlerinde

yapilarak, optimum sicaklik dereceleri saptanmistir.

2.5.2. pH’nin etkisi

Her iki enzim formunun aktivitesi tzerine farkli pH degerlerinin etkilerini belirlemek
Uzere enzim reaksiyonunun 6l¢uldigu 2.2.3'te verilen tamponun pH'si 4.0, 5.0, 5.9,
6.0, 6.4, 6.8, 7.0, 7.4, 7.8 ve 8.0'lik pH degerlerinde ayarlanmis ve aktiviteler 37°C'de

Olctlmastdr.

2.5.3. Metal iyonlarinin etkisi

Bu calismada, CaCl,.2H,O0, MgSQ,.7H,0, MnCl,.4H,0, BaCl,.2H,0, CuCl, ve
LiSO4.H,O metal iyonlari kullanilmistir. Metal iyonlari substrat ¢tzeltisi icerisine 5 mM
konsantrasyonda katiimistir. Aktiviteler, hicbir metal iyonu icermeyen kontrollerle elde

edilen sonu¢ 100 kabul edilip, buna gére % olarak hesaplanmistir.

2.6. ince Tabaka Kromatografisi ile Nisasta Parcalanma Uriinlerinin

Belirlenmesi

Serbest ve immobilize B. amyloliquefaciens o-amilaz enzimlerinin farkli nisasta
kaynaklarini hidrolizlemesi sonucunda agida cikan son Urunlerini saptamak amaciyla

ince tabaka kromatografisi (TLC) yonteminden faydalaniimistir (Stahl 1965).

Kromatografik yontem igin maksimum aktivitenin elde edildigi yuzdelerdeki nisasta

cozeltilerinden 5 ml alinmis ve dilie edilmemis 0.5 ml serbest enzim ¢o6zeltisi ve 2 gr
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immobilize enzim ile karstirldiktan sonra 37°C'de 1 ve 5 saat siirelerle inkibe
edilmistir. Bu sire sonunda tupler icerisine 5 ml 0.1 N HCI c¢ozeltisi ilave edilerek

reaksiyon durdurulmustur.

Reaksiyon sonucunda hidroliz Grdnlerinin  gesidini saptamak igin 2010 cm
boyutunda, 0.2 mm incelikte hazir silika jel plakalari kullaniimistir. Ornekler oda
sicakliginda plakanin altindan 2 cm yukarida ve oOrnekler arasi en az 1.5 cm olacak
sekilde bir mikrosiringa (Hamilton) yardimiyla 5 pl olarak tatbik edilmis ve plakalarin

oda sicakliginda kurumasi saglanmistir.

Parcalanma UrUnlerinin c¢esidini belirlemek amaciyla glukoz ve maltoz sekerleri

standart olarak kullaniimistir.

Enzim hidroliz Urlnlerini ince tabaka kromatografisi ile ayirmak icin ¢cozici olarak
butanol; etanol; distile su (5:3:2) karisimindan yararlaniimistir (Jensen ve ark. 1988).
Orneklerin uygulandi§i plaka asadidan yukari usuliine gore, icinde ¢oziicii bulunan
kromatografi tankina dikey olarak ve ¢ozlclye alt kenarindan 1.5 cm batacak sekilde
konulmustur. Plaka, oda sicakligindaki tank icerisinde c¢ozici 10-15 cm yukariya
cikincaya kadar tutulmustur. Daha sonra plaka cikariimis ve 110°C'lik etiivde 10 dakika
siire ile tutularak kurumasi saglanmistir. ince tabaka silika jel plakasi iizerinde hidroliz
ardnleri olan karbohidratlarin goérinmesini saglamak icin plaka Uzerinde sulflrik asit:
metanol (1:3, v/v) cozeltisi dikkatlice puskirtulmastir. Puskirtme isleminden sonra
plaka 10 dakika siire ile 110°C'lik etiivde kurutulmus ve bdylece karbohidratlar beyaz
plaka Uzerinde siyah ya da kahverengi noktalar halinde gorinir hale getirilmistir (Robyt
ve White 1987).
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3. ARASTIRMA SONUCLARI

3.1. Bakteri Ureme Egrisi

ORBA Biyokimya A.S. (istanbul)’dan temin edilen B. amyloliquefaciens susundan
maksimum enzim Uretim zamaninin tayini amaciyla 2.2.1 ve 2.2.2'de belirtilen
besiyerleri ve kiltir sartlarinda bakteri Gretilmistir. 16., 24., 40., 48., 64., 72. ve 88.
saatlerde yapilan aktivite tayin sonuglarina gore en yiuksek enzim aktivitesinin 64.
saatte goruldugu tespit edilmistir. Enzim Uretimi bakteri Gremesi ile paralel olup,
maksimum enzim Uretimine logaritmik fazin sonundaki duraklama fazinda ulasildigi

saptanmistir. Bundan sonraki ¢alismalarda tretim bu saatte yapilmistir.

Q000 o - - - e e e e e e - 20
8000 4 418
= 7000 L 16 -
2 6000 | TM g
) l 12 >
& 5000 | =
'S 10 %
S 4000 | g
< L 8 =
£ 3000 1 3
E t6 3
S 2000 La 3
1000 | 12
O T T T T T T O

0 16 24 40 48 64 72 88
inkiibasyon Siiresi (Saat)

—o— Enzim Aktivitesi —e— Protein Miktar

Sekil 3.1. B. amyloliquefaciens’in inklibasyon suresine gére a-amilaz Uretim
zamaninin tayini
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3.2. Enzim immobilizasyonu

2.2.3.'te belirtilen sekilde 64 saatlik Gretim sonucunda bakteri htcreleri kulttr
ortamindan santrifugasyonla uzaklastirilmis ve enzim igeren slpernatant kismi

immobilizasyon islemi icin kullaniimistir.

%?2 alginat ve %5 CaCl, varliginda hazirlanan immobilizasyon sonucunda verim

%89 olarak saptanmistir.

3.3. Farkli Kaynakli Nisastalar Uzerine Immobilize ve Serbest (immobilize

Edilmemis) Enzimlerin Etkileri

2.4.’te belirtildigi gibi immobilize ve serbest enzim %1, %2, %4, %5, %6, %8 ve
%210 oranlarinda substrat ¢6zeltisi olarak kullanilan ¢6zinUr patates nisastasi ve ham
patates, misir, bugday ve piring nisasta kaynaklariyla muamele edilmis ve bunlar

Uzerindeki hidroliz yetenekleri belirlenmistir (Cizelge 3.1, 3.2 ve Sekil 3.2, 3.3).

Cizelgeler 3.1 ve 3.2 ve sekiller 3.2 ve 3.3'te goruldiugu gibi immobilize ve serbest
enzimlerin genel olarak ¢6zinlUr patates ve ham bugdayin %5 konsantrasyonunda,
ham patates ve pirincin %4 konsantrasyonunda ve misirin %2 konsantrasyonunda en

yuksek dizeyde parcalama gosterdikleri tespit edilmistir.

Diger yandan aktivitelere bakildiginda immobilize enzim varliginda en iyi
parcalamanin sirasiyla ticari patates>c¢ozunur patates>bugday>misir>pirin¢ nisastasl
oldugu, serbest enzim varliginda ise sirasiyla ticari  patates>¢6zinur
patates>misir=>bugday=>pirin¢ nisastasl seklinde oldugu saptanmistir. Genel olarak bagil
aktiviteler dikkate alindiginda ise her iki enzim formunun nisasta kaynaklarini benzer bir
tarzda parcaladiklari gériilmustir. immobilize enzimin %8 ve %10 konsantrasyondaki

ticari piring nisastasi varliginda hicbir etki gostermedikleri saptanmistir. Buna karsin
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serbest enzimin %8 ve %10 ticari nisasta varliinda az da olsa aktivite gosterdigi ancak

%1 konsantrasyonda hi¢ aktivitenin olmadigi saptanmistir.

Nisasta Cozandr Ticari Ticari Ticari Ticari
Viizdeleri Patates (%05) Patates (%04) Misir (%2) Bugday (%05) Pirin¢ (%4)
%) | 1u/ml B'((Q)';t' U/mi B'((Q)';t' U/mi B'((Q)';t' U/ml B'((Q)';t' U/ml B'((VAO';t'
1 9160 95 9350 96 6045 90 7505 82 2003 50
2 9353 97 9545 98 6717 | 100 | 7688 84 3284 82
4 9450 98 9740 100 | 6045 90 8695 95 4006 | 100
5 9643 100 9447 97 5843 87 9153 100 3004 75
6 9160 95 9447 97 5709 85 8786 96 1201 30
8 7907 82 9350 96 5373 80 8237 90 0 0
10 5207 54 8279 85 5239 78 7963 87 0 0

Cizelge 3.1. immobilize a-amilaz enziminin farkli nisasta kaynaklari tizerindeki
hidroliz yetenekleri

Enzim Miktari (1U/ml)
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[ Ticari misir nisastasi

Sekil 3.2. immobilize a-amilaz enziminin farkli nisasta kaynaklari izerindeki

hidroliz yetenekleri

Calismalarda her deney iki kez tekrarlanmis olup, ortalama degerler verilmistir.
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Nisasta Cozunur Ticari Ticari Ticari Ticari

Viizdeleri Patates (%5) | Patates (%04) | Misir (%2) | Bugday (%5) | Pirin¢ (%4)
%) | 1U/ml B'(Q)‘;t' \U/m B'((QJ‘;L U/m B'((Q)‘;t' U/ml B'((QJ‘;t' U/ml B'((Q)‘;t'
1 6400 | 76 |5786| 65 |5487| 74 |3309| 54 0 0
2 7495| 89 [8545| 96 |[7415| 100 3983 | 65 |3603| 94
4 7664 | 91 8902 | 100 |6599| 89 |5821| 95 3834 | 100
5 8422 | 100 [8456| 95 |6451| 87 |6128| 100 |1917| 50
6 6737 | 80 |7933| 88 |5932| 80 [4289| 70 |1495| 39
8 5895| 70 |6231| 70 |[5857| 79 |4105| 67 [1303| 34
10 3958 | 47 [4361| 49 [4300| 58 |3002| 49 690 18

Cizelge 3.2. Serbest a-amilaz enziminin farkl nisasta kaynaklari Gzerindeki
hidroliz yetenekleri
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Sekil 3.3. Serbest a-amilaz enziminin farkli nisasta kaynaklari tzerindeki hidroliz
yetenekleri

GCalismalarda her deney iki kez tekrarlanmis olup, ortalama degerler verilmistir.
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3.4. immobilize ve Serbest Enzimlerin Farkli Nisasta Kaynaklari Uzerindeki

Hidroliz Yeteneklerini Etkileyen Faktorlerin Arastirilmasi

3.4.1. Sicakhgin etkisi

Serbest ve immobilize enzim formlarinin maksimum aktivite gosterdigi % nisasta

kaynaklari varliginda hidrolizleme yetenegine sicakligin etkisini belirlemek tzere 40, 45,

50, 55, 60, 70, 80 °C sicaklik derecelerinde enzim aktivite tayinleri yapiimistir. Sonuclar

her bir nisasta kaynagdi i¢in ayri ayr grafiklendirilmistir (Sekil 3.4, 3.5, 3.6, 3.7, 3.8).

Her bir sicaklik derecesinde elde edilen aktivite degerleri kontrol olarak kullanilan

sicaklik derecesinde (37°C) elde edilen deger (%100) ile kiyaslanarak yiizde olarak

hesaplanmistir.

Cozunar Tic. Patates Tic. Misir Tic. Bugday Tic. Piring
Sicaklik | Patates (%05) (%4) (%2) (%5) (%4)
Degerleri | immo.| Ser. |immo.| Ser. |immo.| Ser. |immo.| Ser. |immo.| Ser.
(oC) Enzim | Enzim | Enzim | Enzim | Enzim | Enzim | Enzim | Enzim | Enzim | Enzim
37 (K) 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
40 107 | 112 | 104 | 211 | 103 | 115 | 110 | 104 | 136 | 117
45 111 | 121 | 119 | 130 | 104 | 129 | 119 | 128 | 454 | 157
50 148 | 129 | 123 | 140 | 106 | 132 | 138 | 164 | 527 | 189
55 151 | 147 | 120 | 131 | 124 | 140 | 128 | 174 | 481 | 142
60 159 | 127 | 119 | 113 | 115 | 100 | 124 | 144 | 427 96
70 151 85 117 55 110 41 98 46 281 46
80 96 23 77 16 61 6 19 0 54 17

Cizelge 3.3. Farkl sicaklik derecelerinde immobilize ve serbest a-amilaz enzimlerinin
% aktivite degerleri (K: Kontrol)

Cizelge 3.3 ve Sekil 3.4-3.8'de goruldugu gibi immobilize enzimin %5 ¢dzunir

patates nisastasi varliginda 60°C'de; ticari patates, piring ve bugday nisastalari

varliginda 50°C'de; ticari misir nisastasi varliginda ise 55°C'de maksimum aktivite

gosterdigi saptanmistir. Diger yandan serbest enzimle yapilan calismalarda ise ¢6zunur
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patates, ticari misir ve bugday nisastalarinda en yiiksek aktivite 55°C'de elde edilirken,

ticari patates ve piring nisastalari varliginda ise 50°C olarak saptanmistir.

Sicakligin her 10°C'de artmasi ile her iki enzimin aktivitesinin kademeli olarak

maksimum sicaklik derecesine kadar arttigi gézlemlenmistir.

Yapilan ¢alismalarda immobilize enzimin serbest enzime gore yuksek sicakliklarda
yilksek aktivite gosterdigi saptanmistir (Sekil 3.4, 3.5, 3.6, 3.7 3.8). immobilize enzimin
coziinir patates nisastas! varliginda aktivitesinin 70°C’de kontrole gore %51'lik bir artis
gosterdigi, 80°C'de ise %96'sini korudugu tespit edilmistir. Ticari patates nisastasl
varliginda 70°C'de %17'lik bir artis gosterdigi, 80°C'de ise aktivitesinin %77’sini
korudugu saptanmistir. Misir nisastasi varliginda aktivitesinin 70°C’de %10’luk bir artis
gosterdigi, 80°C'de ise %61'ini korudugu belirlenmistir. Ticari bugday nisastasi 70°C'de
%98'ini korurken, 80°C'de aktivitenin %81 azaldi§i saptanmistir. Piring nisastas
varliginda ise 70°C'de aktivitenin 96181 arttiyi, 80°C'de ise aktivitenin %54'Uniin

korundugu gozlenmistir.

Serbest enzimin ise yiiksek sicakliklarda aktivitesini koruyamadigi, dzellikle 60°C’lik
sicakliktan itibaren aktivitelerde ©nemli dususler gosterdigi saptanmistir. Bugday
nisastasi disindaki diger nisasta kaynaklari varliginda enzim yuksek sicakliklarda

(70°C-80°C) az aktivite gbstermesine ragmen bu sonuclar géz ardi edilmistir.
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Sekil 3.4. immobilize ve serbest a-amilaz enziminin farkl sicakliklarda
¢cOzundr patates nisastasl (%5) Uzerindeki hidroliz etkisi
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Sekil 3.5. immobilize ve serbest a-amilaz enziminin farkl sicakliklarda
ticari patates nisastas! (%4) Uzerindeki hidroliz etkisi
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Sekil 3.6. immobilize ve serbest a-amilaz enziminin farkl sicakliklarda
ticari misir nisastasi (%2) Uzerindeki hidroliz etkisi
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Sekil 3.7. immobilize ve serbest a-amilaz enziminin sicaklia bagl olarak
ticari bugday nisastasi (%5) Uzerindeki hidroliz etkisi
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Sekil 3.8. immobilize ve serbest a-amilaz enziminin farkl sicakliklarda
ticari piring nisastas! (%4) Uzerindeki hidroliz etkisi

Calismalarda her deney iki kez tekrarlanmis olup, ortalama degerler verilmistir.

3.4.2. pH’nin etkisi

Serbest ve immobilize enzimin en yuksek aktivite gosterdikleri nisasta kaynaklari
Uzerindeki hidroliz yetenegine pH'nin etkisini incelemek amaciyla 4.0, 5.0, 6.0, 6.4, 6.8,
7.0, 7.4, 7.8 ve 8.0 pH degerleri kullaniimistir. Sonuglar her bir nisasta kaynagi icin

birlikte verilmistir.

Calismalar sirasinda elde edilen aktivite degerleri, kontrol olarak kullanilan pH
degerinde (pH:5,9) elde edilen degerler %100 olarak kabul edilerek hesaplanmistir
(Cizelge 3.4).
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Co6zundr Ticari Patates | Ticari Misir | Ticari Bugday | Ticari Piring
pH Patates (%5) (%4) (%2) (%5) (%4)
Degerleri| immo.| Ser. |immo.| Ser. |immo.| Ser. |immo.| Ser. |immo.| Ser.
Enzim | Enzim | Enzim |Enzim | Enzim | Enzim | Enzim | Enzim | Enzim | Enzim
4.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5.0 62 96 65 83 69 61 26 89 68 87
5.9 (K) | 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
6.0 133 110 134 | 104 90 116 146 112 175 133
6.4 166 127 97 122 84 113 161 146 212 120
6.8 203 121 80 124 71 98 215 108 181 91
7.0 192 109 74 110 60 95 203 106 125 83
7.4 166 98 57 109 49 92 157 83 81 62
7.8 140 72 38 103 35 85 42 79 62 16
8.0 103 50 34 77 32 63 34 32 18 8

Cizelge 3.4. immobilize ve serbest a-amilaz enziminin pHya bagl olarak farkli
nisastalar tzerindeki % hidroliz etkisi (K: Kontrol)

Cizelge 3.4.’te goruldugu gibi immobilize enzimin ¢dzinur patates ve ticari bugday
nisastalari varliginda pH 6.8'de, ticari pirin¢ varliginda pH 6.4, ticari patates varliginda
6.0 ve ticari misir nisastasl varliginda 5.9'da maksimum aktivite elde edilmistir. Diger
yandan serbest enzimle yapilan calismalarda ise ticari patates nisastasl varliginda pH
6.8, ¢cOzunir patates ve ticari bugday nisastalari varliginda pH 6.4, ticari misir ve piring

varliginda ise pH 6.0'da en yuksek aktivite saptanmistir.

Yapilan calismalarda immobilize enzimin alkali taraftaki aktivitenin asidik tarafa
gore yuksek oldugu, buna karsin serbest enzimin hem asidik, hem de alkali tarafta
aktivitesini korudugu ancak pH 4.0'ta her iki enzimin aktivitesinin kayboldugu
saptanmistir. immobilize enzimin ¢oziinir patates nisastasi varliginda pH 8.0'de
aktivitesini maksimum aktiviteye goére %50'sini korudugu saptanmistir. Ticari piring
nisastas! varliginda ise sadece serbest enzimin aktivitesinde %92’'lik kayip g6zlenmistir.
immobilize enzim pH 8.0'de kontrole gére %3'liik bir aktivite artisi gosterirken,
denemeye alinan diger nisastalar varliinda immobilize ve serbest enzim fazla bir

aktivite artisI gostermemistir.
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Sekil 3.9. immobilize ve serbest a-amilaz enziminin pH'ya bagl olarak
¢Oziindr patates nisastasl (%5) Uzerindeki hidroliz etkisi

160 -
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100 -
80 -
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Bagil Aktivite (%)

40 A
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4 5 5,9 6 6,4 6,8 7 74 7,8 8
pH Degerleri
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Sekil 3.10. immobilize ve serbest a-amilaz enziminin pH'ya bagli olarak
ticari patates nisastasi (%4) Uzerindeki hidroliz etkisi
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Sekil 3.11. immobilize ve serbest a-amilaz enziminin pH’ya bagl olarak
ticari misir nisastasi (%2) Uzerindeki hidroliz etkisi
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Sekil 3.12. immobilize ve serbest a-amilaz enziminin pHya bagl olarak
ticari bugday nisastasi (%5) uzerindeki hidroliz etkisi
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Sekil 3.13. immobilize ve serbest a-amilaz enziminin pH'ya bagli olarak
ticari piring nisastasi (%4) Uzerindeki hidroliz etkisi

Calismalarda her deney iki kez tekrarlanmis olup, ortalama degerler verilmistir.

3.4.3. Metal iyonlarinin etkisi

Bu calismada, CaCl,.2H,0, MgSQ,.7H,0, MnCl,.4H,0, BaCl,.2H,0, CuCl, ve
LiSO4.H,0 metallerinin pH 5.9 ve 37°C sicaklikta immobilize ve serbest enzim aktivitesi

uzerine etkileri ve bunun nisasta hidrolizini ne sekilde etkiledigi arastiriimistir.

Elde edilen sonuclar igerisinde hicbir metal iyonu bulunmayan kontrol ¢ozelti ile
elde edilen aktivite %100 olarak kabul edilip, buna gbére % olarak hesaplanmistir
(Cizelge 3.5).

Cizelge 3.4 ve Sekil 3.14 ve 3.15te goruldugu gibi ticari piring nisastasini harig

+25

tutacak olursak metal iyonlar igerisinde Mg** ve Li*”un her iki enzim formunun
aktivitesi izerinde etkili oldugu saptanmistir. Ayrica Li*? ve Mn™ iyonlarinin da serbest

enzim Gzerinde stimilatér etki gosterdigi gérulmastir. Sonuclar nisastalar varliginda
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irdelendiginde ¢oziiniir patates nisastasi ortamindaki Ca*?, Ba*? ve Li*? iyonlari serbest
enzim Uzerinde aktivator rol oynarken immobilize enzim bu metaller varliginda kayda
deger bir aktivite gdstermemistir. Ticari patates nisastasi varliginda ise kontrole gore
Mg*? ve Li** stimiilator etki gosterirken, immobilize enzimin aktivitesinde bir artis
saptanmamistir. Ticari misir nisastasi varliginda Li*? iyonunun serbest enzimin, Mg™
iyonunun ise immobilize enzimin aktivitesini kayda degmeyecek bir oranda arttirdigi
gdzlenmistir. Ticari bugday varliginda Mn*? ve Li*? serbest enzim aktivitesi izerinde
aktifligini gosterirken, immobilize enzim varliginda bir sonug¢ alinamamistir. Ticari piring
varliginda ise metal iyonlarindan Ca™, Mg ve Mn*? iyi bir etki gosterirken, Mg*?
immobilize enzim lizerinde az bir aktivite artisi gdstermistir. Cu™? iyonu varliginda tim

nisasta kaynaklari ortaminda guclu bir inhibitor etki gdzlenmistir.

Tam sonuclar dikkate alindiginda immobilize enzimin kullanilan metaller varliginda
kayda deger bir aktivite artisi gostermedigi, buna karsin serbest enzimle yapilan
calismalar sonucunda aktivitede artislar saglanmis olup, Ozellikle ¢dzlnir patates
ortaminda Li*? bulundugunda %31'lik, piring nisastasi varliginda Mg*? iyonu ile %24,
bugday nisastas! varliginda ise Mn*? ile %21'lik bir aktivite artisi gérulmustir. Ca*?
iyonunun ise piring nisastasl varliginda %16’k bir aktivite artisina sebep oldugu tespit

edilmistir.

Cozanar Ticari Ticari Ticari Ticari
. Patates (%5) | Patates (%04) | Misir (%2) Bugday (%5) | Pirin¢ (%4)
iyonlari = - - - s
(5mM) Immo.| Ser. |Immo.| Ser. |Immo.| Ser. |Immo.| Ser. |Immo.| Ser.
Enzim |Enzim | Enzim | Enzim | Enzim |Enzim | Enzim | Enzim | Enzim | Enzim

Metal

Kontrol | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 100 | 100

ca*? 74 108 67 93 85 93 67 81 59 116

Mg*? 96 85 80 109 | 101 95 100 76 107 | 124

Mn*? 89 85 76 74 100 | 100 86 121 70 108

Ba*? 83 111 60 53 65 86 46 88 66 68

Cu*? 11 0 0 0 12 0 9 0 22 0

Li* 71 131 53 107 80 104 42 103 70 56

Cizelge 3.5. immobilize ve serbest a-amilaz enziminin metal iyonlarina bagl
olarak farkl nisastalar tzerindeki % hidroliz etkisi
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Sekil 3.14. immobilize a-amilazin metal iyonlarina bagl olarak kullanilan
nisasta kaynaklar Gzerindeki hidroliz yetenegi
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Sekil 3.15. Serbest a-amilazin metal iyonlarina bagh olarak kullanilan
nisasta kaynaklari tzerindeki hidroliz yetenegi
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3.5. ince Tabaka Kromatografisi ile Nisasta Parcalanma Urlinlerinin

Belirlenmesi

Calismada immobilize ve serbest a-amilaz enziminin substrat pargalanma trtnlerini
saptamak amaciyla kromatografi yonteminden faydalaniimistir. Kromatografik yontem
icin en fazla aktivitenin goruldugu yuzdelerdeki nisasta cozeltilerinden 5 ml alinmis ve
dilie edilmemis 0.5 ml serbest enzim c¢ozeltisi ve 2 gr kapsul seklindeki immobilize
enzim ile kanstirildiktan sonra 37°C'de 1 ve 5 saat siirelerle inkiibe edilmistir. Yapilan
calismalar sonucunda silika jel plakasi Uzerinde nisastanin hidrolizi sirasinda olusan

ardnler kalitatif olarak belirlenmistir.
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()

(B)

Sekil 3.16. immobilize a-amilazin 1 (A) ve 5 (B) saatlik inkiibasyonu sonunda
nisasta parcalanma urunleri. 1-Standartlar (Glikoz ve Maltoz),
2-¢6zUndr patates, 3-ticari patates, 4-ticari misir, 5-ticari bugday,
6-ticari piring
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()

(B)

Sekil 3.17. Serbest a-amilazin 1 (A) ve 5 (B) saatlik inkiibasyonu sonunda
nisasta parcalanma Urinleri. 1-Standartlar (Glikoz ve Maltoz),

2-¢6zUndr patates, 3-ticari patates, 4-ticari misir, 5-ticari bugday,
6-ticari piring
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Sekil 3.16’da goruldigi gibi nisastalarin immobilize enzim tarafindan 1 saatlik
hidrolizi sonucunda enzimin piring, bugday ve misir nisastalarini ¢ok az miktarda
glukoza kadar parcaladigi saptanirken (fotografta gordlmemistir) ¢ozundr ve ticari
patates nisastalari varliginda ise glukoz saptanmamistir. 5 saatlik hidrolizleme
sonucunda ise tim nisastalar basta glukoz olmak (zere biylk oranda maltoza ve
glukoza parcalanmistir. Parcalanma drdinlerinden biri olan maltozdan baska iki ayri

uriniin daha olustugu net bir sekilde gorulmektedir (Sekil 3.16, 3.17).

Serbest enzimin ise tim nisastalari 1. saatte daha az olmakla beraber 5. saatte
daha fazla glukoza parcaladigi belirlenmistir. Ancak burada glukoz ve maltozdan baska,

bir tane daha Urtinin olustugu net bir sekilde gorilmustir (Sekil 3.17).
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4. TARTISMA VE SONUC

Enzimler farkli endustri dallarinda yaygin olarak kullanilan biyolojik katalizorlerdir.
Endustriyel alanlarda kullanimlarinin artmasiyla enzimlerin daha ekonomik ve kullanisgli
hale getirmek igin uygulanan yontemlerden birisi de enzimlerin ¢dziinmeyen ve destek
gorevi goren materyaller (matriksler) yardimiyla suda ¢dzuinmeyen hale getirilmeleri
yani immobilize edilmeleridir. Enzim immobilizasyonu biyoteknolojinin  dnemli
uygulamalarindan biri haline gelmistir (Smith 1996). Gunumuzde ¢ok sayida enzim
immobilize edilerek, endustride kullanilmaktadir. Bunlar arasinda en yaygin
kullanilanlari mikrobiyal kaynakli a-amilaz, glukoamilaz, glukoizomeraz, proteaz ve lipaz
enzimleridir (Uhlig 1998). a-amilaz enzimi gida, kagit, tekstil ve farmakoloji

endustrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Ohdan ve ark. 2000, Haq ve ark. 2003).

Yapilan calismada B. amyloliquefaciens’ten elde edilen a-amilaz enzimi kalsiyum
alginat kapstllerinde immobilize edilmistir. %2 alginat ve %5 CaCl, kullanilarak

gerceklestirilen immobilizasyon sonucunda verim %89 olarak tespit edilmistir.

Ertan ve ark. (2007), Aspergillus sclerotiorum’dan o-amilaz enzimi Ureterek
kalsiyum alginat kapsullerinde tutuklamislardir. Optimum %3 alginat ve kalsiyum

konsantrasyonlarini kullandiklarinda verim %40 olarak elde edilmistir.

Konsoula ve Kyriakides (2006), Bacillus subtilis kaynakli termostabil a—amilaz
enzimini %?2’lik sodyum alginat ve %b5'lik CaCl, varliginda immobilize ederek,

immobilizasyon kosullarini arastirmiglardir.

Dey ve ark.(2003), B. circulans GRS 313'ten elde ettikleri amilaz enzimini %2 CaCl,

ve %4 alginat varliinda immobilize etmigler ve %75 verim saglamislardir.
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Kumar ve ark. (2006) Aspergillus oryzae a-amilazini kalsiyum alginat kapstullerinde
tutuklamislar ve 6 kullanim sonunda aktivitenin  %30'unu kaybettiklerini rapor
etmiglerdir. 3 kullanim sonunda 1 mm’den buyuk kapsuller kullanildiginda aktivitenin

%40’Inin kayboldugunu rapor etmiglerdir.

Lim ve ark. (2003) arpadan elde ettikleri a-amilazi ¢capraz baglanma metoduyla
glutaraldehid kullanarak silika taneciklerinde immobilize ederek, enzimin endustride

kullanilabilirligini arastirmislardir.

o-amilaz enziminin 6zellikle endustride nisasta kullanilan alanlarda fazla rabet
gormesinden dolayr calismada farkll nisasta kaynaklari kullanilarak serbest ve
immobilize enzimlerin nisastalari parcalama yetenekleri karsilastiriimistir. Yapilan
denemelerde serbest ve immobilize enzimlerin nisastalari genel olarak ayni tarzda
hidroliz ettikleri saptanmistir. Buna gore aktivitelere bakildiginda (Cizelge 3.1 ve 3.3)
her iki enzimin ticari patates ve ¢6zUnUr patates nisastalarini hemen hemen ayni tarzda
parcaladiklari gorilmesine ragmen, bir siralama yapilacak olursa immobilize enzimin
sirasiyla ticari patates>¢tOzunUr patates>tic. bugday>tic. misir>tic. pirin¢ seklinde
hidroliz ettikleri, serbest enzimin ise sirasiyla ticari patates>c¢Ozinir patates>tic.
misir>tic. bugday=>tic. pirin¢ seklinde parcaladigi gorilmustir. Cizelge ve sekillerde de
goruldugu gibi enzimlerin en iyi aktivite goOsterdikleri nisastalarin % oranlarina
bakildiginda ise her iki enzim icin ayni sonuclar elde edilmistir. immobilize ve serbest
enzimlerin ¢6zUnUr patates ve ticari bugdayin %5 konsantrasyonunda, ticari patates ve
pirincin %4 konsantrasyonunda ve misirin %2 konsantrasyonunda diger oranlara
nazaran en yuksek dizeyde parcalama gosterdikleri tespit edilmistir. Ticari misir
nisastasi varliginda her iki enzimin de fazla bir aktivite gostermedigi pirincte ise olduk¢a

dusuk aktivitelerin oldugu saptanmistir.

Serbest enzimin ticari pirincin %1 konsantrasyonunda aktivite saptanmamis, ancak
%8 ve %10 konsantrasyonlar gibi yiksek konsantrasyonlarda parcalamanin az da olsa
gerceklestigi  tespit  edilmistir.  immobilize  enzimin  ise  pirincin  disik
konsantrasyonlarinda  olduk¢a iyi  parcalama  gOsterdigi, ancak  ylUksek

konsantrasyonlarda (%8 ve %10) parcalamanin olmadigi belirlenmistir. Bu durum
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Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan farkli bir sekilde ifade edilmis, B. licheniformis
serbest a-amilaz enzimi kullanilarak yapilan nisasta hidrolizieme galismalarinda, nisasta
konsantrasyonunun artmasinin nisasta hidrolizini azalttigi, ¢inkd enzim molekdlindn
yuksek nisasta konsantrasyonunda hareketinin sinirlandigini ifade etmistir. Yaptigimiz
calismada ise farklh bir sonu¢ elde edilmis olup, %4 ve %5 nisasta

konsantrasyonlarinda maksimum aktiviteler saptanmistir.

En ylksek aktivitenin goruldigu nisastalar %100 kabul edilerek hesaplanan bagil
aktivitelere bakildiginda her iki enzimin nisastalari ayni tarzda hidroliz ettikleri ancak
immobilize enzimin genel olarak tim nisastalari serbest enzime kiyasla daha iyi
parcaladiklari saptanmistir. Bu durum immobilize enzim islemlerinde ylklenen enzim
miktarinin yuksek olmasiyla aciklanabilir. Ancak immobilize enzimin birden fazla
kullanimi dikkate alindiginda, immobilize enzimin serbest enzime nazaran nisasta
parcalama endustrisinde kullanilabilecegi dusunulmektedir. Dey ve ark. (2003)

tarafindan da bu durum rapor edilmistir.

Yapilan bir calismada, kalsiyum alginat kapsullerinde immobilize edilen Bacillus
amyloliquefaciens ATCC 23842 a-amilaz enziminin nisasta hidrolizi Gzerinde verimliligi
rapor edilmistir. Ticari patates nisastasinin hidrolizinde gortlen jelesyon ile ilgili
problemlerin asiimasinda da 6nemli oldugu gdzlenmistir. B. amyloliquefaciens a-
amilazinin patates, bugday ve pirin¢ nisastalarini hidrolizledigi rapor edilmistir. Serbest
enzim ticari patates nisastasini %85 oraninda hidroliz etmistir (Gangadharan ve ark.
2009).

Yaptigimiz c¢alismada immobilize enzimin nisasta kaynaklarini sirasiyla tic.
patates>cdzinur patates>tic. bugday>tic. misir>tic. pirin¢ seklinde hidroliz ettigi
saptanmistir. Buna karsin Rajagopalan ve Krishnan (2008) immobilize ve serbest a-
amilaz enzimi ile patates, piring, bugday ve misir ile hidrolizleme calismalari
yapmislardir. Yaptiklari ¢calismada serbest enzimin en iyi patates, piring ve bugday
nisastalarini hidroliz ettigini ancak ¢6zunir nisasta ve misir nisastasini %69 ve %64

olarak hidroliz ettiklerini gostermislerdir. Serbest enzimin hidrolizleme derecesinin
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immobilize enzime kiyasla %10-20 daha az oldugu saptanmistir. Dolayislyla bu durum
enzimin 3 boyutlu yapisinin substrata olan ilgisinden kaynaklaniyor olabilir. Cunku diger
arastirmacilar tarafindan da immobilize a-amilazin farkli sekillerde substrat spesifitesi
gosterdiklerini rapor edilmistir. Konsoula ve Kyriakides (2006) immobilize a—amilaz ile
misir ve pirin¢ nisastalarina kiyasla patates nisastasi tzerinde maksimum hidroliz rapor

etmislerdir.

Ertan ve ark. (2007) Aspergillus sclerotiorum o-amilazini kalsiyum alginat
kapstllerinde immobilize etmisler ve bugday, piring ve ¢6zinlr patates nisastasl
Uzerindeki hidrolizleme yetenegini zamana go6re arastirmislardir. Nisasta kaynaklar
immobilize enzimle 10, 30, 60 ve 120 dakika muamele edilmistir. Zamana gore farkl bir
hidroliz diizeni gortlmustir. 10. ve 30. dk sonunda en iyi hidrolizin pirin¢ nisastasinda,
60. dk'da bugday, 120. dk sonunda ise c¢ozuniur patates nisastasinda oldugu

belirlenmistir.

Aliminyum oksit Uzerine adsorbsiyon metoduyla immobilize edilen a-amilaz
enziminin dustk molekdl agirhgina sahip nisastalarin hidrolizini gercgeklestirdigi rapor

edilmistir (Reshmi ve ark. 2006).

Immobilizasyon, enzimin 3 boyutlu yapisini degistirmekte olup, bunun da enzimin
substrata olan ilgisini degistirdigi ve bdylece uriin spesifitesinin arttigi rapor edilmistir.

(Ivanova ve Dobreva 1994).

Amilazlarin nisastalari hidroliz yeteneklerinin farkli olmasi nisastalarin granul
buyukligu, amiloz ve amilopektinin farkli oranlar ile aciklanabilir olabilecegi
dusunulmekte, ancak Kimura ve Robty (1995), granuldeki amiloz miktarinin enzim tesir
oranini etkilemedigini rapor etmislerdir. Bu konuda tam bir bilgi olmadigindan bu durum

tam olarak aciklanamamistir.
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Ancak kullanilan susun farkli tipi ve farkli nisasta kaynaklari ve nisastadaki amiloz-
amilopektin orani ve molekul agirliklan a-amilaz enziminin nisasta substratlarini farkli

parcalama yetenekleriyle agiklanabilecedi de rapor edilmistir (Marchal ve ark. 1999).

o-amilazlar A, B ve C bolgeleri iceren ¢ok bolgeli proteinlerdir (Juszczak 2003). Bazi
amilazlarin nisasta baglanma bolgesi (Starch binding domain) olarak adlandirilan bir
bolge icerdikleri bilinmektedir (MacGregor ve ark. 2001). Fakat enzimin nisasta
granulleri Gzerindeki adsorbsiyon mekanizmasi hala net degildir. Bazi ¢alismalar bunu
enzimin C baglanma bélgesiyle acgiklamaktadir. Bu bélgenin ticari nisasta Uzerinde ¢ok
etkin oldugu saptanmistir (Dettori-Campus ve ark. 1992, Mikami ve ark. 1999). Bu
konuda yeterli calismalar bulunmadigindan amiloz ve amilopektin oraninin etkisi

hakkinda bir genelleme yapilmamistir.

Serbest ve immobilize enzimlerin nisasta parcalanmasi lzerinde bazi faktorler etkili
olmakta ve bunlar genel olarak sicaklik, pH ve metal iyonlaridir. Serbest ve immobilize
enzimlerin yiksek aktivite goOsterdikleri % nisasta oranlari kullanilarak yapilan
calismada immobilize enzimin maksimum aktiviteye ¢dzunur patates nisastas! varliginda
60°C'de; ticari patates, pirin¢ ve bugday nisastalari varliginda 50°C'de; ticari misir
nisastas! varliginda ise 55°C'de ulastigi tespit edilmistir. Serbest enzimin ise ¢ozunir
patates, ticari misir ve bugday nisastalari varliginda en yiiksek aktiviteye 55°C'de, ticari

patates ve piring nisastalari varliginda ise 50°C'de ulastigi saptanmistir.

Farkli arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda Bacillus ttrlerinin genellikle 40,
50 ve 55°C’de optimum aktivite gosterdikleri saptanmistir (Manning ve Campbell 1961,
Boyer ve Ingle 1972, Fogarty 1983, Jamuna ve ark. 1991).

Serbest enzimin yiiksek sicakliklarda aktivitesini koruyamadigi, ozellikle 60°C’lik
sicakliktan itibaren aktivitelerde o©nemli dusuUsler gosterdigi saptanmistir. Bunun
nedeninin immobilize edilen enzimin kapsul i¢cinde korunmasindan dolayi direkt olarak
sicakliktan etkilenmedigi dusunilmektedir. Chang ve ark. (1996)'nin bildirdigine gore

immobilize edilen enzimler pH, sicaklik gibi ¢cevre kosullarina daha dayanikli ve serbest
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enzime nazaran daha kararlidir. Diger arastirmacilar da immobilize enzimin yuksek
sicaklikta aktivite gosterdigini rapor etmislerdir. Bu arastirmacilardan Roy ve Gupta
(2004), Bacillus acidopullulyticus'tan elde edilen glikoamilaz ve pullulanaz enzimini
kalsiyum alginat kapsullerinde immobilize etmisler ve immobilize enzimlerin serbest

enzimlere kiyasla 45°C’de daha stabil olduklarini géstermislerdir.

Diger yandan serbest enzimin Halobacterium halobium a-amilaz enzimi kullanilarak
yapilan bir calismada 60°C’de inaktive oldugu, ancak immobilize enzimin 65°C’ye kadar
aktivitesini korudugu ve immobilize enzim aktivitesinin serbest enzime kiyasla ¢ok daha

iyi bir sekilde oldugu ifade edilmistir (Patel ve ark. 1996).

Dey ve ark. (2003), Bacillus circulans GRS 313'ten elde edilen a-amilazi kalsiyum
alginat kapsullerinde immobilize etmisler ve immobilizasyon sonucunda enzimin

stabilitesinin 50°C’den 57°C'ye ciktigini rapor etmislerdir.

Serbest enzime kiyasla immobilize enzim daha yiksek sicakliklarda daha yiksek

aktivite gdstermistir (Gangadharan ve ark. 2009).

Kumar ve ark. (2006) Aspergillus oryzae a-amilazini kalsiyum alginat kapsullerinde
tutuklamislar ve immobilize enzimin serbest enzime kiyasla sicaklik karsisinda daha
stabil oldugu sonuna varmislardir. Serbest enzim icin optimum sicaklik degeri 54°C

iken, immobilize enzimde 60°C'ye yiikseldigini saptamislardir.

Immobilize ve serbest enzimin katalitik aktiviteleri farkl sicakliklarda karsilastiriimis
ve immobilize enzimin sicaklija serbest formlardan daha dayanikli olmasi sebebiyle
yuksek aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (Hasirci ve ark 2006, Kahraman ve ark.
2007).
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immobilize a-amilaz enzimi 70 ve 80°C’lerde serbest enzime nazaran daha iyi bir
aktivite gostermistir. Immobilize enzimlerin optimum sicakliklarinda bir artis
saptanmistir (Sadhukhan ve ark. 1993, Yoshida ve ark. 1989).

Nisasta hidrolizini etkileyen onemli bir parametre pH'dir. pH'nin etkileri kontrol
edildiginde ise immobilize enzimin ¢6zinlr ve ticari patates nisastasi varliginda pH
6.8'de, ticari piring varliginda pH 6.4, ticari patates varliginda 6.0 ve ticari misir
nisastasi varliginda 5.9'da maksimum aktivite elde edilmistir. Diger yandan serbest
enzimle yapilan calismalarda ise ticari patates nisastasi varliginda pH 6.8, ¢6zunur
patates ve ticari bugday nisastalari varliginda 6.4, ticari misir ve pirin¢ varliginda ise

6.0'da en yuksek aktivite saptanmistir.

pH ile ilgili yapilan calismalarda immobilize enzimin alkali pH'daki aktivitenin asidik
pHya goére yiksek oldugu, buna karsin serbest enzimin hem asidik, hem de alkali
pH'da aktivitesini korudugu ancak pH 4.0'ta her iki enzimin aktivitesinin kayboldugu
saptanmistir. immobilize enzimin ¢dzunir patates varliinda pH 8.0'de aktivitesini
maksimum aktiviteye gbre %50'sini korudugu saptanmistir. Ticari piring nisastasl
varliginda ise serbest enzimin aktivitesinde kontrole gore %92'lik kayip gdzlenmistir.

Diger enzimlerde ise pH 8.0'de az da olsa aktivite gostermistir.

Reshmi ve ark. (2006)'ya gore serbest ve immobilize a-amilaz enzimi pH 6'da
maksimum aktivite gostermistir. Ve serbest enzime kiyasla immobilize enzim daha

yuksek pH'larda daha ylksek stabilite sergilemistir.

Tee ve Kaletung (2009)'a gore serbest ve kovalent bagl a-amilazin maksimum

aktiviteleri pH 5.5 ve 6.0'da goralmustar.

Bezbaruah ve ark. (1991) Bacillus suslarinin a-amilaz enzimlerinin genellikle

alkaliye toleransh ve alkali pH'da daha stabil kaldigini belirtmislerdir.
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Patel ve ark. (1996), Halobacterium halobium’dan elde ettikleri a-amilaz enzimini
kalsiyum alginatta immobilize etmisler ve bu immobilize enzimin serbest enzime
nazaran pH, sicaklk, saklama siresi degisimleri acisindan daha stabil oldugunu
bildirmislerdir. Serbest enzimin asidik pH'da inhibe oldugunu, immobilize enzimin ise

%75-80 aktivitesini korudugu ve alkali bolumde daha stabil kaldigini rapor etmislerdir.

Kumar ve ark. (2006), Aspergillus oryzae a-amilazini kalsiyum alginatta immobilize
etmigler ve serbest enzimin 5.5-6.0 optimum pH’da aktif oldugunu, immobilize enzimin

ise pH 6.0-6.5'da aktif oldugunu rapor etmislerdir.

o-Amilaz bir metaloproteindir (Manning ve Campbell 1961). Metal iyonlan ile
yapilan calismada, CaCl,.2H,0, MgS0,.7H,O, MnCl,.4H,0, BaCl,.2H,O, CuCl, ve
LiSO4.H,0 metallerinin pH 5.9 ve 37°C sicaklikta immobilize ve serbest enzim aktivitesi

Uzerine etkileri ve bunun nisasta hidrolizini ne sekilde etkiledigi arastiriimistir.

+2

Metal iyonlari icerisinde Mg ™“'un genel olarak her iki enzimin aktivitesi Uzerinde
stimiilator etki gosterdigi saptanmistir. Ayrica Mn*?, Li*?, Ba*?, Ca™ iyonlarinin serbest
enzim Uzerinde aktive edici etki gosterirken, immobilize enzim kullanilan metal iyonlar
varliginda kayda deger bir aktivite artisi géstermemistir. Diger yandan ozellikle Cu*?
iyonu tim nisasta kaynaklari ortaminda gugli inhibitor etki gostermistir. Diger yandan
serbest enzimle yapilan calismalar sonucunda aktivitede artislar saptanmis, 6zellikle
coziinur patates ortamda Li*? bulundugunda kontrole gére %31'lik, piring nisastasi
ortamda Mg*? %24'lik ve bugday nisastasi ortamda Mg*? varliginda %21'lik bir artis
gorulmustir. Ca™ varliginda serbest enzim aktivite gosterirken immobilize enzimin

aktivitesinin azaldig tespit edilmistir (Sekil 3.14, 3.15).

Cesitli metal iyonlarinin farkli Bacillus tirlerinden elde edilen a-amilaz enzimi

Uzerine degisik etkide bulunduklari belirtiimektedir. Bunlardan Srivastava (1987) B.

+2¢

stearothermophilus’tan elde edilen a-amilaz enzimi tizerine Ca*? ve Ba*?nin stimiilator

+2;

etki yaptigi halde, Ag*? ve Fe*in ¢ok kuvvetli bir inhibitdr etkisi oldugunu saptamistir.

Buna karsin Krishnan ve Chandra (1983) ise B. licheniformis'in bir susundan elde
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+2

ettikleri a-amilaz {izerine Ca** ve Mg*? ‘un aktivatér etki yaptigini ancak, Zn*?, Fe** ve

Mn*? ile Ag*? ve Cu™nun enzim aktivitesini 6nemli bir 6lctide azalttigini belirtmislerdir.

+2 +2y

Kanno (1986) ise B. acidocaldarius a-amilaz lizerine Zn™?, Fe™ ve Cu*®in inhibitor

etkisinin oldugunu belirtmistir. Manning ve Campbell (1961) ile Deshpande ve Cheryan

+2

(1984) metaller icerisinde Ozellikle Ca™ ‘un a-amilaz tarafindan nisastanin hidrolizi icin

gerekli bir metal iyonu oldugunu ifade etmektedirler.

Dey ve ark. (2003)’'nin yaptiklari calismada Mg*? ve Co™ iyonlarinin immobilize a-
amilazin aktivitesini arttirdigi goriliirken, Hg*™?, Cu*? ve Fe*? metal iyonlarinin inhibe
edici etki gosterdigi belirlenmistir. Hg™ en disik konsantrasyonda kullaniimasina
ragmen yuksek bir inhibisyona yol acarak yalnizca %027’lik bir aktivite gértlmesine

neden olmustur.

Diger yandan a-amilaz enziminin 5mM CaCl, varliginda aktivitesinin arttigi ifade

edilmistir (Gangadharan ve ark. 2009).

Ca*? iyonlarinin a-amilaza baglanmasinin enzimin aktivitesi ve stabilitesini
saglamada 6nemli rol oynadig§i rapor edilmistir (Haq 2003, Tanaka ve Hoshino 2002).

Ancak yaptigimiz calismada Mg*? iyonunun enzim iizerinde etkili oldugu saptanmistir.

El-Banna ve ark. (2007), B. subtilis a-amilazini kalsiyum alginatta immobilize
etmislerdir. Cesitli metal iyonlarinin aktivite izerindeki etkilerini arastirmislardir. Na*? ve
Ca*? iyonlarini hem serbest, hem de immobilize enzim icin son derece aktive edici
bulmuslardir. Co*? ve Ni*? iyonlarinin ise inhibe edici etki gosterdiklerini tespit

etmislerdir.

o-amilaz enziminin aktivitesini etkileyen faktorler arastirmacilar tarafindan da farkli
olarak degerlendiriimekte ve kullanilan enzimin  kaynagina bagl oldugu

dusunulmektedir.
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o-amilaz enziminin substrat parcalama drtnleri basta gida olmak Uzere farkl
alanlarda kullanildigindan, ortaya cikan son urlnlerin bilinmesi oldukg¢a 6nemlidir. Bu
ylzden B. amyloliquefaciens a-amilaz enziminin immobilize ve serbest formlari farkli
nisastalara maruz birakilarak (1 ve 5 saat) hidrolizleme sonucu ortaya ¢ikan son Grinler
TLC ile tespit edilmistir (Sekil 3.16, 3.17).

Nisastalarin immobilize enzim tarafindan 1 saatlik hidrolizi sonucunda enzimin
piring, bugday ve misir nisastalarini ¢ok az miktarda glukoza kadar parcaladig
saptanirken (fotografta gorilmemektedir), ¢cdzinlr ve ham patates nisastalarinin ise
glukoza kadar parcalanmadigi goralmustir. 5 saatlik hidrolizleme sonucunda ise tim
nisastalar basta blylk oranda maltoz olmak Uzere maltoz ve glukoza parcalanmistir
(G2>G1). Parcalanma UrlUnlerinden biri olan maltozdan baska iki ayri Grinidn daha

olustugu net bir sekilde gorilmektedir (Sekil 3.16).

Serbest enzim ise tim nisastalari 1. saatte daha az olmakla beraber 5. saatte daha
fazla glukoza parcaladiklari belirlenmistir. Burada da en fazla parcalanma Grind maltoz
olarak gozlemlenmistir (G2>G1). Ancak burada glukoz (G1) ve maltozdan (G2) baska
bir tane daha Urinin olustugu net bir sekilde goérulmastir (Sekil 3.17). Net olarak
parcaladigl tespit edilen drinle ilgili standart maddeler bulunmadigi icin kesin tanilar
yapilmamistir. Buna karsin, Demirkan ve ark. (2005)'e gore bu urlnlerin maltotrioz

(G3) ve maltotetroz (G4) olduklari anlasiimaktadir.

Yaptigimiz 5 saatlik hidrolizleme sonucunda tim nisastalarin immobilize enzim
tarafindan hidrolizi sonucu ortaya cikan son urtnler sirasiyla G2=G3>G1>G4 olarak,

serbest enzim tarafindan ise G2=G3>G1 olarak tespit edilmistir (Sekil 3.16 ve 3.17).

Cesitli arastirmacilar tarafindan da farkli Bacillus suslarinda elde edilen a-amilaz
enzimlerinin substrat hidroliz Grlnleri belirlenmistir. Bunlardan Kanno (1986), B.
acidocaldarus a-amilaz enzim ile yaptigi ¢alismada hidroliz Grnleri olarak glukoz (G1),

maltoz (G2), maltotrioz (G3), maltotetroz (G4) ve maltopentoz (G5) oldugunu
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saptamistir. Srivastava (1987) da ayni sonugclari B. stearothermophilus a-amilaz enzimi

ile elde etmistir.

Nisastanin glukoz ve maltoza hidrolizi i¢in immobilize a-amilaz enzimi kullaniimistir
(Klibanov 1983, Reshmi ve ark. 2007).

Immobilize bakteriyal o-amilaz enziminin nisasta hidrolizlemesi konusunda
calismalar yapilmis ve yapilan hidrolizleme islemi sonucunda farkli, heterojen Grinlerin
ortaya ciktigi saptanmistir (Kvesitadze ve Dvali 1982, Tarhan 1989, Tumturk ve ark.
2000, Shewale ve Pandit 2007).

Dey ve ark. (2003), Bacillus circulans GRS 313'ten elde edilen a-amilazi kalsiyum
alginat kapsullerinde immobilize etmisler ve cesitli nisasta kaynaklarinin hidrolizi ile
maltooligosakkaritlerin yaninda glukozun da ac¢iga c¢iktigini rapor etmisler ve bunun

glukoz surubu Uretimi agisindan olumlu oldugunu belirtmislerdir.

Bacillus subtilis KCC103 a-amilazinin ¢dzundr nisastayl maltooligosakkaritlere

parcaladig§i gosterilmistir (Dillirani ve ark. 2006).

Calismalarin ¢cogu bulunan sonuca uygun olarak nisastanin glukoz ve maltoza

donustiguni gostermistir (Dey ve ark. 2003, Park ve ark. 2005).

Shewale ve Pandit (2007) immobilize B. licheniformis a-amilazinin ¢ézianar
nisastay! hidroliz zamaninin artmasiyla G1, G2, G3, G4 ve G5’e hidroliz ettiklerini
saptamistir. Ana Uriin olarak G5 ve G3'te gozlemlemislerdir. immobilize a-amilazin
nisasta hidrolizi sonucu olusan sakkarid kompozisyonu serbest enziminkinden farkli
bulunmustur. Serbest enzimin nisastayl hidrolizlemesi sonucunda maltotrioz,
maltopentoz ve maltoheksoz aciga cikarken, immobilize enzimin hidrolizlemesiyle

maltotrioz ve maltopentozun agiga ciktigi tespit edilmistir.
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Rajagopalan ve Krishnan (2008), B. subtilis KCC103 a-amilazini kalsiyum alginatla
immobilize ederek yaptiklari ¢alismada 7 saatlik bir reaksiyon sonucunda serbest ve
immobilize enzimler kullanilarak cesitli nisastalardan maltooligosakkaritler elde
etmislerdir. Serbest ve immobilize enzim ¢6zinmis nisastay! glukozdan, maltoheptoz
(G1-G7)a kadar parcalamislardir. Ancak serbest enzimle elde edilen Uriinler sirasiyla
G3>G2>G4>G5 seklinde artmakta oldugu rapor edilirken, immobilize a-amilaz
varliginda ise glukozun g¢ok diusuk miktarlarda oldugu ve olusan urlnlerin sirasiyla
G2>G3>G4>G5 oldugu tespit edilmistir. Ayni bilim adamlarl patates nisastasi
kullandiklarinda serbest enzimlerin maltoheptoz olusturdugu, immobilize enzimle
yapilan calismada ise béyle bir Grin olusmadi§i géralmastdr. Piring, bugday ve misir
nisastalarindan olusan drin dagiminin  (G1-G3) c¢6zunlr ve ticari patates

nisastalarindan (G1-G5) farkli oldugunu goézlemlemislerdir.

Ortaya c¢ikan son urtnler de glukoz ve maltoz seker gruplarinin elde edilmesinde

yaygin olarak kullaniimaktadir (Messaoud ve ark. 2003, Anonymous 1988).

Enzimlerin endustriyel alanlarda kullaniminin gittikce artmasi, elde edilecek
verimliligin de arttirnimasi ihtiyacini dogurmaktadir. Bu nedenle enzimler immobilize
edilerek ve cesitli ilave tekniklerle kullanilabilirlikleri arttirilabilir. immobilizasyon
devamli ve tekrarli bir teknik olarak endustriyel uygulamalarda kullanilabilir ve
reaksiyon ortamindan ayrilabilmesiyle ekonomik 6neminin buydklaga g6z o6nine
alinmalidir. a-amilaz enziminin immaobilizasyonu ile ilgili yapilan ¢alismalar arttikca ticari
onemleri daha iyi anlasilip, kullanim alanlari da genislemektedir ve endustriyel alanlarda
da bu konuya olan ilgi artmaktadir. Endudstrinin hemen her dalinda kullanilan
enzimlerin, dzellikle a-amilaz enziminin dis Ulkelerden satin alinmasi yerine Ulkemizde
enzim Uretimiyle ilgili sanayi alanlarinin olusturulmasi ve Ulke ekonomisine katkida

bulunulmasi gerekmektedir.
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