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ÖZET

Bu çalışmada Bacillus amyloliquefaciens kaynaklı α-amilaz enzimi kalsiyum alginat

kapsüllerinde immobilize edilmiştir. Serbest (immobilize edilmemiş) ve immobilize

enzimin farklı nişasta kaynakları (çözünür (Merck) ve patates, mısır, buğday, pirinç gibi

lokal marketlerden satın alınan ticari nişastalar) üzerindeki hidroliz yetenekleri

araştırılmıştır. Enzim immobilizasyonu %2 alginat ve %5 CaCI2 varlığında

gerçekleştirilmiştir. İmmobilizasyon verimi yaklaşık %89 olarak saptanmıştır.

      Her iki enzim formunun kullanılan nişasta kaynaklarını benzer bir tarzda

parçaladıkları görüldü. İmmobilize enzimin sırasıyla ticari patates>çözünür patates> tic.

buğday>tic. mısır>tic. pirinç şeklinde hidroliz ettikleri, serbest enzimin ise sırasıyla ticari

patates>çözünür patates>tic. mısır>tic. buğday>tic. pirinç nişastalarını en iyi

parçaladıkları saptanmıştır. Nişastaların düşük ve yüksek konsantrasyonlarında fazla bir

aktivite saptanmamıştır. α-amilazın immobilize ve serbest formunun sırasıyla %8 ve

10, %1 pirinç nişastası varlığında etki göstermediği belirlenmiştir.

Serbest ve immobilize α-amilaz enzimlerinin sırasıyla, 50-600C’ler arasındaki

sıcaklıklarda ve 6.0-6.8 pH değerleri arasında optimum aktiviteye sahip oldukları tespit

edilmiştir. İmmobilize enzim yüksek sıcaklıklarda serbest enzimden daha stabildi.

α-amilaz enzim aktivitesi metal iyonlarına bağlı olduğundan, farklı metal iyonları

kullanılarak bunların enzim aktivitesi üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Hiçbir metal

iyonunun göreceli olarak fazla bir aktivite artışı göstermemelerine rağmen, göreceli

olarak bir değerlendirme yapıldığında Mg+2 ‘un her iki enzim formu üzerinde stimülatör

etki yaptığı, buna karşın Cu+2’nun  inhibitör etkisi saptanmıştır. Diğer yandan, serbest

enzimin Li+2, Ba+2, Mn+2 ve Ca+2 varlığında immobilize enzime kıyasla daha aktif olduğu

belirlenmiştir.
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Her iki formdaki enzimlerin subtsrat parçalanma ürünlerini belirlemek üzere

yapılan ince tabaka kromatografisi sonuçlarına göre, enzimlerin nişastaları az miktarda

glukoza, büyük miktarda da maltoz olmak üzere maltooligosakkaritlere ayrıştırdığı tespit

edilmiştir. Serbest ve immobilize enzimlerin nişasta parçalanma ürünleri sırasıyla,

G2=G3>G1 ve G2=G3>G1>G4 olarak görülmüştür.

Anahtar Kelimeler: B. amyloliquefaciens; α-amilaz; İmmobilizasyon; Kalsiyum

Alginat; Nişasta Hidrolizi; İnce Tabaka Kromatografisi.
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ABSTRACT

In this study, α-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 α-amylase were

investigated. Enzyme immobilization was performed in the solution of %2 alginate and

%5 CaCI2. 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 α-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 α-amylase had optimum

activity at 50 and 600C, at pH 6 and 6.8, respectively. The immobilized enzyme was

more stabile than free enzyme in high temperature.

      Since α-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+2 on both

forms of enzyme, however, an inhibitor effect of Cu+2 was determined. On the other

hand, free enzyme in the presence of Li+2, Ba+2, Mn+2 ve Ca+2 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
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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>G1 and

G2=G3>G1>G4, respectively.

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

Hydrolysis; Thin Layer Chromatography.



vii

İÇİNDEKİLER

SAYFA

ÖZET………………………………………………………………………………………………………….   iii
ABSTRACT…………………………………………………………………………………………………. v
İÇİNDEKİLER……………………………………………………………………………………………… vii
KISALTMALAR DİZİNİ…………………………………………………………………………………. ix
ÇİZELGELER DİZİNİ…………………………………………………………………………………….    x
ŞEKİLLER DİZİNİ…………………………………………………………………………………………    xi
SİMGELER DİZİNİ……………………………………………………………………………………….. xiii
GİRİŞ………………………………………………………………………………………………………….    1

1. KAYNAK ÖZETLERi………………………………………………………………………………..    6
 1.1. Amilazların Tarihçesi Ve Sınıflandırılması………………………………………………    6

  1.2. α-Amilazın Kaynakları…………………………………………………………………………    8
 1.3. Nişastanın Yapısı Ve α-amilazların Etki Mekanizması………………………………   10

1.3.1. Nişastanın yapısı ve nişasta kaynakları…………………………………………..   10
1.3.2. α-amilazların (α-1,4 glukan glukarohidrolaz, E.C. 3.2.1.1) etki

Mekanizmaları……………………………………………………………………………..   13
    1.4. Bacillus α-amilazlarının Genel Özellikleri………………………………………………..   14
    1.5. α-Amilazın Endüstriyel Kullanım Alanları………………………………………………. 16
    1.6. İmmobilizasyon…………………………………………………………………………………. 18

2. MATERYAL VE METOD…………………………………………………………………………..    23
2.1. Materyal……………………………………………………………………………………………    23

 2.2. Metod……………………………………………………………………………………………….    23
2.2.1. Bakteri üretim besiyerleri…………………………………………………………..    23
2.2.2. Bakteri üretim koşulları………………………………………………………………    24
2.2.3. Enzim aktivitesinin ölçülmesi………………………………………………………    24

          2.2.4. Toplam protein tayini…………………………………………………………………    26
2.3. Enzimin İmmobilize Edilmesi………………………………………………………………..    27
2.4. Farklı Kaynaklı Nişastalar Üzerine İmmobilize ve Serbest (İmmobilize

          Edilmemiş) Enzimlerin Etkileri……………………………………………………………….    28
    2.5. İmmobilize ve Serbest Enzim Formlarının Nişasta Kaynakları Üzerindeki

Hidroliz Yeteneklerini Etkileyen Faktörlerin Araştırılması…………………………. 28
2.5.1. Sıcaklığın etkisi…………………………………………………………………………..    29

          2.5.2. pH’nın etkisi……………………………………………………………………………….    29
          2.5.3. Metal iyonlarının etkisi…………………………………………………………………    29
    2.6. İnce Tabaka Kromatografisi ile Nişasta Parçalanma Ürünlerinin

Belirlenmesi…………………………………………………………………………………………    29



viii

3. ARAŞTIRMA SONUÇLARI……………………………………………………………………….   31
 3.1. Bakteri Üreme Eğrisi…………………………………………………………………………… 31
 3.2. Enzim İmmobilizasyonu……………………………………………………………………….    32

   3.3. Farklı Kaynaklı Nişastalar Üzerine İmmobilize ve Serbest
(İmmobilize Edilmemiş) Enzimlerin Etkileri…………………………………………….. 32

    3.4. İmmobilize ve Serbest Enzimlerin Farklı Nişasta Kaynakları
Üzerindeki Hidrolize Yeteneklerini Etkileyen Faktörlerin Araştırılması…………    35

3.4.1. Sıcaklık ve pH’nın etkileri………………………………………………………………    35
               3.4.1. Sıcaklığın etkisi……………………………………………………………………..    35
               3.4.2. pH’nın etkisi………………………………………………………………………….    39
               3.4.3. Metal iyonlarının etkisi……………………………………………………………    43

3.5. İnce Tabaka Kromatografisi ile Nişasta Parçalanma Ürünlerinin
Belirlenmesi………………………………………………………………………………………… 46

4.TARTIŞMA VE SONUÇ…………………………………………………………………………….     49
KAYNAKLAR………………………………………………………………………………………………….. 61
TEŞEKKÜR…………………………………………………………………………………………………….    74
ÖZGEÇMİŞ................................................................................................... ....    75



ix

KISALTMALAR DİZİNİ

B. Akt. - Bağıl Aktivite

Com. -   Commercial

GH - Glikozid Hidrolaz

IU -   International Unit

Log - Logaritmik

Tic. -   Ticari



x

ÇİZELGELER DİZİNİ

SAYFA

Çizelge 1.1 α-amilaz ailesi (GH ailesi)………………………………………………………….. 7

Çizelge 2.1 Çalışmada kullanılan bakterinin saklanması, geliştirilmesi ve

enzim üretim kapasitesinin ölçülmesinde kullanılan besiyerleri………  23

Çizelge 3.1 İmmobilize α-amilaz enziminin farklı nişasta kaynakları üzerindeki

hidroliz  yetenekleri………………………………………………………….…..….  33

Çizelge 3.2 Serbest α-amilaz enziminin farklı nişasta kaynakları üzerindeki

 hidroliz yetenekleri……………………………………………………………………  34

Çizelge 3.3 Farklı sıcaklık derecelerinde immobilize ve serbest α-amilaz

enzimlerinin % aktivite değerleri……………………………………………….   35

Çizelge 3.4 İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin pH’ya bağlı olarak

 farklı nişastalar üzerindeki % hidroliz etkisi…………………………………   40

Çizelge 3.5 İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin metal iyonlarına

 bağlı olarak farklı nişastalar üzerindeki % hidroliz etkisi.………………   44



xi

ŞEKİLLER DİZİNİ

SAYFA

Şekil 1.1 Amiloz molekülünde tekrarlanan glukoz birimleri ……………………………  11

Şekil 1.2 Amilopektin molekülündeki dallanma bölgesi ……………………………….   11

Şekil 1.3 α-amilazın reaksiyon mekanizması ………………………………………..…….   14

Şekil 1.4 Alginatın kimyasal formülü …………………………………………………………   19

Şekil 2.1 α-amilaz enziminin kalsiyum alginat kapsüllerinde

               immobilizasyon prosedürü………………………………………………………….. 28

Şekil 3.1 Bacillus amyloliqufaciens’in inkübasyon süresine göre α-amilaz

               üretim zamanının tayini……………………………………………………………….   31

Şekil 3.2 İmmobilize α-amilaz enziminin farklı nişasta kaynakları

               üzerindeki hidroliz yetenekleri……………………………………………………..    33

Şekil 3.3 Serbest α-amilaz enziminin farklı nişasta kaynakları

            üzerindeki hidroliz yetenekleri……………………………………………………..    34

Şekil 3.4 İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin farklı sıcaklıklarda

               çözünür patates nişastası (%5) üzerindeki hidroliz etkisi………………..     37

Şekil 3.5 İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin farklı sıcaklıklarda

ticari patates nişastası (%4) üzerindeki hidroliz etkisi……………………..     37

Şekil 3.6 İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin farklı sıcaklıklarda

ticari mısır nişastası (%2) üzerindeki hidroliz etkisi………………………….    38

Şekil 3.7 İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin farklı sıcaklıklarda

ticari buğday nişastası (%5) üzerindeki hidroliz etkisi………………………    38

Şekil 3.8 İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin farklı sıcaklıklarda

ticari pirinç nişastası (%4) üzerindeki hidroliz etkisi………………………… 39

Şekil 3.9 İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin pH’ya bağlı olarak

               çözünür patates nişastası (%5) üzerindeki hidroliz etkisi………………….    41

Şekil 3.10 İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin pH’ya bağlı olarak

ticari patates nişastası (%4) üzerindeki hidroliz etkisi……………………..   41

Şekil 3.11 İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin pH’ya bağlı olarak

ticari mısır nişastası (%2) üzerindeki hidroliz etkisi………………………….   42

Şekil 3.12 İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin pH’ya bağlı olarak



xii

ticari buğday nişastası (%5) üzerindeki hidroliz etkisi………………………   42

Şekil 3.13 İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin pH’ya bağlı olarak

ticari pirinç nişastası (%4) üzerindeki hidroliz etkisi…………………………   43

Şekil 3.14 İmmobilize α-amilazın metal iyonlarına bağlı olarak kullanılan

                 nişasta kaynakları üzerindeki hidroliz yeteneği………………………………     45

Şekil 3.15 Serbest α-amilazın metal iyonlarına bağlı olarak kullanılan

                 nişasta kaynakları üzerindeki hidroliz yeteneği……………………………...     45

Şekil 3.16 İmmobilize α-amilazın 1 (A) ve 5 (B) saatlik inkübasyonu

sonunda nişasta parçalanma ürünleri……………………………………………     46

Şekil 3.17 Serbest α-amilazın 1 (A) ve 5 (B) saatlik inkübasyonu

sonunda nişasta parçalanma ürünleri…………………………………………..      47



xiii

SİMGELER DİZİNİ

% -   Yüzde Orantı

Al+3 -   Alüminyum İyonu

Ba+2 -   Baryum İyonu

BaCI2.4H2O -   Baryum Klorür Tetra Hidrat
0C -   Santigrat Derece

Ca+2 -   Kalsiyum İyonu

CaCI2 - Kalsiyum Klorür

CaCI2.2H2O -  Kalsiyum Klorür Di Hidrat

cm -   Santimetre

CO2 -   Karbondioksit

Co+2 -    Kobalt İyonu

Cu+2 -    Bakır İyonu

CuCI2 -   Bakır Klorür

CuSO4.5H2O -   Bakır Sülfat Penta Hidrat

dk -    Dakika

Fe+3 - Demir İyonu

gr -   Gram

G1 -   Glukoz

G2 -   Maltoz

G3 -   Maltotrioz

G4 -   Maltotetroz

G5 -   Maltopentoz

G7 -   Maltoheptoz

(NH4)2SO4 -   Amonyum Sülfat

(NH4)2HPO4 -   Di Amonyum Fosfat

HCI -   Hidroklorik Asit

Hg+2 -   Cıva İyonu

K2HPO4 -   Di Potasyum Fosfat

KH2PO4 -   Potasyum Dihidrojen Fosfat

Km -   Substrat Derişimi



xiv

Li+2 -   Lityum İyonu

LiSO4.H2O -   Lityum Sülfat Mono Hidrat

M -    Molarite

Mg -   Miligram

Mg+2 - Magnezyum İyonu

MgSO4.7H2O -    Magnezyum Sülfat Hekza Hidrat

MnCI2.4H2O -    Mangan Tetra Hidrat

ml -   Mililitre

mm -   Milimetre

mM -   Milimolar

Mn+2 -   Mangan İyonu

nm -    Nanometre

N -   Normal

Na+ -   Sodyum İyonu

NaCI -   Sodyum Klorür

Ni+2 -   Nikel İyonu

Sr+2 -   Stronsiyum İyonu

$ -    Dolar

Vmax - Maksimal Hız

µl -   Mikrolitre

µm -   Mikrometre

α -   Alfa

β -   Beta

γ -   Gama



1

GİRİŞ

Enzimler hücrelerde biyokimyasal reaksiyonları katalize eden protein yapısında

moleküllerdir. Hücrelerde çok önemli metabolik görevleri olan enzimler artık çeşitli

amaçlarla kullanılmak üzere günlük ve ekonomik hayata girmiştir. Bugün enzimler

ekmek, bira, peynir vb gıdalar ile çeşitli deterjan ve temizlik maddelerinin üretiminde

yaygın bir şekilde kullanıldığı gibi, tıpta teşhis ve tedavide de önemli roller

oynamaktadır (Bailey ve Ollis 1977, Gupta 2003). Endüstride faydalı olan ve ticari

olarak kullanılan enzimlerin, bir ürünün üretilmesinde bazı avantajlara sahip olması

gerekmektedir. Buna göre, bir enzimin herhangi bir endüstri alanında kullanılabilmesi

için tüm işlem maliyeti bakımından ucuz olması, fiziksel koşullara bağlı olmadan aktif

olması, çok farklı alanlarda kullanılabilme özelliğinde olması ve en önemlisi de enzimin

alerjik ya da toksik etkiye sahip olmaması, yani güvenilir olması gerekmektedir

(Wiseman 1987).

Endüstriyel enzimlerin dünya piyasasındaki payı 1,6 milyar $’ ı aşmaktadır (Ottrup

ve Jorgensen 2002, Schallmey ve ark. 2004, Zakaria 2006). Ticari olarak kullanılan

enzimlerin %59’unu proteazlar, %28’ini karbohidrazlar, %3’ünü lipazlar ve %10’unu ise

diğer enzimler oluşturmaktadır. Karbohidrazlar grubuna giren α-amilaz üretimi ise %25

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

α-amilaz enzimi (EC 3.2.1.1), nişasta ve glikojen moleküllerini hidrolize eden

ekstrasellüler bir enzimdir. α-amilaz hayvanlar ve bitkiler tarafından da sentezlenmesine

rağmen, kontrollü koşullarda kısa sürede ürün elde edilmesinden dolayı

mikroorganizmalar asıl kaynağı teşkil etmektedir. Mikroorganizmalar içerisinde de

doğada geniş bir yayılış alanına sahip olan bazı Bacillus türleri ve alt türleri gelmektedir

(Wolfgang 2007).
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      1970’lerden itibaren α-amilazların endüstriyel uygulamalarında, Bacillus

amyloliquefaciens, B. stearothermophilus, B. subtilis ve B. licheniformis türleri

kullanılmaktadır (Declerck ve ark. 2000, Sajedi ve ark. 2005).

Yeryüzündeki bitkilerin yıllık nişasta üretimi 2x1010 ton’dur ve kalori olarak

dünyanın 4/5’inin besin ihtiyacını karşılamaktadır. Nişastanın elde edildiği kaynaklar

başlıca tahıl ürünü olarak pirinç, buğday, mısır, kök ürünü olarak patates, tatlı patates

ve cassavadır (Sivak ve Preiss 1998).

Nişastanın enzimatik hidrolizi bazı avantajlarından dolayı %75’in üzerinde asit

hidrolizinin yerini almıştır (Tanaka ve Hoshino 2002).

α-amilaz enzimleri endüstride geniş bir kullanım alanına sahip olup, nişasta

hidrolizinde inceltici ajan olarak, gıda endüstrisinin farklı alanlarında, meyve suyu

endüstrisinde, deterjan sanayinde, eczacılıkta, tekstil endüstrisinde ve alkol üretiminde

yaygın olarak kullanılmaktadır (Nigam ve Singh 1995, Crabb ve Mitchinson 1997,

Marshal ve ark. 1999, Pandey ve Nigam 2000).

Nişasta, α- ve β-amilazlar ve diğer ilgili enzimlerce glukoz, maltoz ve

maltodekstrinlere hidrolizlenmektedir. Bu ürünlerden dekstrin, nişastanın glukoza kadar

hidrolize olmasından önce oluşan kısa moleküllü ilk üründür. Dekstrinler çözünürlüğü

yüksek ve dayanıklı bir ürün olup, yoğun şurup kıvamında bir maddedir ve bu maddeler

gıdalarda viskozite arttırıcı, yani, koyulaştırıcı dolgu maddesi olarak kullanılmaktadır.

(Keskin 1982).

Nişasta dekstrinlere kadar parçalandıktan sonra glukoamilazın ortama ilavesi ile

glukoza kadar ayrışmaktadır. Açığa çıkan glukoz ya şurup halinde, ya da kristal toz

şeklinde elde edilmektedir. Glukoz şurubuna glukoz izomeraz enzimi katılarak yüksek

fruktozlu şurup üretimi sağlanmaktadır. Bu ürün yüksek bir tatlılığa sahip olup,

meşrubat üretiminde, süt ürünlerinde, ekmekçilik ürünlerinde, konservecilikte, pasta ve

şekerleme yapımında yaygın olarak kullanılmaktadır (Anonymous 1988).
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Başlıca nişasta endüstrisinde kullanılan ve enzim satışlarında en büyük piyasaya

sahip olan α-amilaz enziminin ekmekçilikte de kullanımı oldukça iyi bilinmektedir (Gupta

ve ark. 2003). Nişastayı (jelatinize olmuş) fermente olabilir şekerlere, CO2 ve etil alkole

çevirerek maya fermentasyonunun gerçekleşmesine yardımcı olur (Özer 2003).

Özellikle Bacillus’lardan elde edilen amilazlar, tahıla dayalı bir beslenmenin yaygın

olduğu ülkemizde kişi başına tüketilen enerjinin % 58’i tahıllardan, bunun da % 44’lük

kısmının ekmekten karşılanmasıyla büyük önem kazanmaktadır. Farklı bölge, yaş ve

gelir gruplarına göre değişen ekmek tüketimi, ülkemizde günde 100 ila 800 gram

arasında olup, ortalama 400 gram civarındadır. Türk toplumunun beslenme

alışkanlığından ekmeğe olan talep unlarda ve ekmek üretiminde endüstriyel maya

kullanımı ile birlikte un ve ekmek katkı maddeleri (askorbik asit ve enzim) kullanımını

zorunlu hale gelmiştir (Özer 2003).  Teknolojik önemi sebebi ile ekmekçileri en fazla

ilgilendiren enzim amilazdır. α-amilaz enzimi nişastadan düşük moleküllü şekerlerin

oluşması için önemlidir. Hamurda mayalanma sırasında ve pişirme başlangıcında

meydana gelen değişimler α-amilaz enzim aktivitesine bağlıdır (Polaina ve MacCabe

2007).

Nişastanın maltoza tam hidrolizi, nişastanın öncelikle α-amilaz tarafından

sıvılaştırılıp, daha sonra da ortama izoamilaz ve pullulanaz enzimlerinin ilavesi ile

sağlanmaktadır. Açığa çıkan yüksek saflıktaki maltoz reçel, şekerleme, ekmek ve bira

üretiminde kullanıldığı gibi, gıdalarda tatlandırıcı ve kaliteyi arttırıcı olarak da

kullanılmaktadır. Nişasta hidrolizi sırasında yan ürün olarak açığa çıkan maltotetroz da

nem tutucu özelliğinden dolayı gıda endüstrisinde kullanılmaktadır (Anonymous 1988).

Bira üretimi sırasında arpadaki nişastanın parçalanması için de α-amilaz enzimi

kullanılmakta ve bu sırada fermente edilebilir şekerler açığa çıkmaktadır (Wiseman

1987).

Endüstride yaygın olarak kullanılan enzimlerin kimyasal süreçlerde katalizör olarak

büyük bir potansiyelleri vardır. Enzimler, sadece bir kere kullanılmaları, pahalı olmaları
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nedeni ile büyük masraflara neden olmaktadır. Ayrıca enzimlerin saflaştırma işlemleri

de oldukça zaman alıcı ve yüksek maliyetlidir. Bunun yanı sıra enzimatik reaksiyonların

sulu ortamda gerçekleşiyor olması, enzimlerin bu ortamda zamanla çözünmesine neden

olmakta, bu ise hem enzim kaybına hem de reaksiyon ortamının kirlenmesine neden

olmaktadır. Endüstriyel alanlarda kullanımlarının artmasıyla enzimleri daha ekonomik ve

daha kullanışlı hale getirme yolları aranmaktadır. Bu nedenle, gerek uzun süre ve tekrar

kullanabilmek ve gerekse de istenildiği anda reaksiyon ortamından uzaklaştırabilmek

amacıyla enzimler, destek görevi gören materyaller (matriksler) yardımıyla suda

çözünmeyen hale getirilerek immobilize edilmektedir (Smith 1996). Enzim

immobilizasyonu 1960’lı yıllarda çalışılmaya başlanmıştır. İmmobilize enzimin

endüstriyel kullanımına ilk kez 1969 yılında, Tanabe Seiyaku (Japonya) firması

tarafından başlanmış olup, immobilize edilen aminoasilaz enzimi ile L-aminoasit üretimi

gerçekleştirilmiştir (Chibata 1980). Enzimlerin immobilizasyonu için kullanılan

yöntemler; tutuklama, fiziksel adsorbsiyon, ko-polimerizasyon ve kovalent bağlanmadır.

Bunlar içerisinde de en fazla kullanılanı enkapsülasyon (tutuklama) olup, bu yöntemde

enzimlerin bir yarı geçirgen polimerik membran ya da bir jel matriks içinde

tutuklanması sağlanmaktadır (Chang ve ark. 1996).

Enzimler çözelti içerisinde her yere dağılma eğilimi göstermektedir. Çözelti

içerisinde tam bir hareket özgürlükleri vardır. İmmobilizasyon, enzimlerin bu

özgürlüğünü sınırlayıcı bir işlem olarak düşünülmektedir (Bickerstaff 1997).

İmmobilizasyon çeşitli avantajlara sahiptir;

 Enzimlerin reaksiyonlarda tekrarlı kullanımı,

 Reaksiyon sonrası enzimlerin üründen ayrılması,

 Sürekli reaktör sistemlerinde enzimlerin aralıksız kullanımı,

 Reaksiyon sonunda enzimlerin ortamdan kolaylıkla uzaklaştırılmaları,

 İmmobilize enzimin çevre koşullarına (pH, sıcaklık gibi) daha dayanıklı olmaları,

 Birçok kez ve uzun süre kullanılabilmeleri,

 Daha kararlı olmaları,

 Enzimin kendi kendini parçalama olasılığının azalması (Smith 1996, Rahman ve

ark. 2005).
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İmmobilize bir enzim reaksiyon sonrası kolaylıkla yeniden elde edilebilir ve böylece

tekrar kullanılması söz konusu olabilir. Bu avantajlar önceden oldukça pahalı olan

enzimlerin ticari olarak daha ucuz maliyetlerle kullanılmasına olanak sağlayabilmektedir.

Özellikle reaksiyon sonrası enzimin üründen ayrılmasında ayrı bir ekstraksiyon işleminin

uygulanmasını gerektirmemektedir. İmmobilize enzimler biyoreaktörlerin

kullanılabilmesini de daha olası hale getirmektedir. İmmobilize enzimler biyoreaktör

içerisine yerleştirilerek substratın enzimlere doğru akmasının sağlanması ve diğer

taraftan da elde edilen ürünlerin alınması gerçekleştirilebilmektedir. Bu tür sistemler

haftalarca hatta aylarca sürekli olarak kullanılmaktadır (Swaisgood ve Passos 1997).

Enzim immobilizasyonu biyoteknolojinin önemli uygulamalarından biri haline

gelmiştir (Smith 1996). Günümüzde çok sayıda enzim immobilize edilerek,  endüstride

kullanılmaktadır. Bunlar arasında en yaygın kullanılanları mikrobiyal kaynaklı α-amilaz,

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

Bu tez çalışmasında, α-amilaz enzimi üretimi yapan ORBA Biyokimya (İstanbul)

fabrikasından sağlanan B. amyloliquefaciens bakterisi kullanılmış olup, bu bakteriden

üretilen α-amilaz enzimi immobilize edilerek enzimin farklı kaynaklı çözünür nişasta

(patates) ve ham nişastalar (patates, mısır, buğday, pirinç) üzerindeki hidrolizleme

yetenekleri ve oluşan ürünlerin ince tabaka kromatografisi ile açığa çıkarılması

hedeflenmiştir. Ayrıca immobilize enzimin en iyi aktivite gösterdiği nişasta kaynakları

varlığında enzimin optimum sıcaklık ve  pH değerleri saptanarak, çeşitli metal

iyonlarının enzim aktivitesi üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Diğer yandan immobilize

edilmemiş serbest enzim formu da aynı denemelere tabi tutularak, immobilize enzim

sonuçları serbest enzim sonuçlarıyla kıyaslanmıştır.
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1. KAYNAK ÖZETLERİ

1.1. Amilazların Tarihçesi ve Sınıflandırılması

Amilaz enzimi çeşitli nişasta kaynaklarının parçalanmasında uzun yıllardır

kullanılmaktadır. Endüstriyel öneminin de yüksek olması ve yoğun bir şekilde

kullanılması sebebiyle üzerinde en fazla araştırmalar yapılan bir enzimdir.

Amilaz enzimi 1811 yılında Kirchhoff tarafından henüz daha ne olduğu bile

anlaşılmadan tanımlanmıştır. Benzer bir etkinin insan tükürüğü ile de elde edilebileceği

Leuchs tarafından 1831 yılında gösterilmiştir. Bernfeld (1951) tükürüğün bu özelliğine

Berzelius tarafından pityalin adının verildiğini, 1833’de Payen ve Persoz’un ise maltta

nişastayı parçalayan bir maddenin varlığını ortaya çıkardıklarını ve buna da diastaz adını

verdiklerini belirtmektedir. 1895’te Beijerinck’in önerisinden bu yana tüm nişasta

parçalayan enzimler amilazlar olarak adlandırılmıştır (Anonymous 1988). 1930  yılında

Ohlsson’un malttan elde ettiği nişasta parçalayıcı enzimler, parçalama ürünlerinin

anomerik tiplerine göre α-(alfa) ya da β-(beta) olarak adlandırılmıştır. Mybrüch ve

Necmuler (1950) ise amilazlar için endoamilazlar ve ekzoamilazlar olmak üzere başka

bir adlandırma sistemi önermişlerdir (Anonymous 1988). Endoamilazlar tesadüfî olarak

nişasta molekülünün iç kısmını hidroliz etmektedirler. Bunun sonucunda farklı

uzunluklara sahip düz ya da dallı yapıya sahip oligosakkarit zincirleri oluşmaktadır.

Ekzoamilazlar indirgenmeyen uçtan hidroliz gerçekleştirirler ve böylece kısa ürünler

oluşur. Bugün bilinmektedir ki, birçok enzim farklı ürünler oluşacak şekilde nişastayı

hidroliz etmektedir ve nişastayı tamamen hidroliz etmek için çeşitli enzimlerin birlikte

etki etmesi gerekmektedir. Günümüzde amilazlar nişastaya etki mekanizmaları ve

oluşturdukları ürünlere bağlı olarak α- (endoamilaz), β- (ekzoamilaz) ve γ- (ekzoamilaz)

olmak üzere üç gruba ayrılmışlardır (Uhlig 1998). Milletlerarası Biyokimya Birliği

(International Union of Biochemistry) tarafından  yapılan enzim sınıflandırılmasında tüm

enzimler katalizledikleri reaksiyon tipine göre 6 sınıfa ayrılmışlar ve amilazlar 3. sırada

yer alan hidrolazlar sınıfına dahil edilmişlerdir (Mahler ve Cordes 1966).
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Glikozid hidrolazlar (EC 3.2.1.-) iki ya da daha fazla karbohidrat arasındaki veya bir

karbohidratla karbohidrat olmayan parça arasındaki glikozidik bağı hidroliz eden büyük

bir enzim grubudur. Glikozid hidrolazlar için dizi benzerliğine dayalı bir sınıflandırma

sistemi oluşturulmuştur. Böylelikle 85 farklı aile tanımlanmıştır.

Nişasta parçalayan enzimlerin çoğu primer yapılarındaki aminoasit benzerlikleri ve

farklılıklarına göre glikozid hidrolazlar (GH) ailesinde sınıflandırılmıştır (Henrissat 1991).

Buna göre, (i) α-amilazlar ailesi, GH13; (ii) β-amilazlar ailesi, GH14 ve (iii)

glikoamilazlar (γ-) ailesi, GH15 olarak belirlenmiştir.

Bir endoamilaz olan α-amilazın dahil olduğu GH13 ailesi genişlemekte ve bu aile α-

amilazlarla dizi benzerliği gösteren yaklaşık 30 farklı enzim içermektedir (MacGregor

2005).

Çizelge 1.1. α-amilaz ailesi (GH ailesi) (Polaina ve MacCabe 2007)

Enzim sınıfı Enzim EC GH ailesi

Hidrolazlar α-Amilaz 3.2.1.1 13
Oligo-1,6-glikozidaz 3.2.1.10 13
α-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 α-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 Amilosükraz 2.4.1.4 13
Glikosiltransferaz 2.4.1.5 70
Sükrosea fosforilaz 2.4.1.7 13
Glukan dallı enzim 2.4.1.18 13
Siklodekstrin glukanotransferaz 2.4.1.19 13
4-α-Glukanotransferaz 2.4.1.25 13, 77
Glukan dallı olmayan enzim 2.4.1.25/3.2.1.33 13
Alternansükraz 2.4.1.140 70
Maltosiltransferaz 2.4.1.- 13

İzomerazlar Isomaltuloz sentaz 5.4.99.11 13
Trehaloz sentaz 5.4.99.15 13
Maltooligosiltrehaloz sentaz 5.4.99.16 13
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Günümüzde tüm bu enzimler GH ailesini oluşturan GH13, GH70 ve GH77 aileleri

içerisinde sınıflandırılmaktadır (MacGregor ve ark. 2001). Ayrıca GH31 ve GH57 aileleri

GH13 ailesi ile hiç bir dizi benzerliği olmadığı halde birkaç amilolitik özellikleri

içermektedirler (Henrissat ve Bairoch 1996).

GH14 ailesi, bir ekzoamilaz olan β-amilazları (EC 3.2.1.2) ve β-amilazlarla dizi

benzerliği içeren hipotetikal proteinleri içermektedir. Aile üyelerinin yarısının β-amilaz

aktivitesine sahip olduğu deneysel olarak kanıtlanmıştır. β-amilazlar özellikle bitkiler

tarafından sentezlenmektedir: Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Triticum aestivum ve

Solanum tuberosum (Mikami ve ark. 1993).

GH15 ailesinde bulunan ve bir ekzoamilaz olan γ-amilazlar glukoamilaz, maltaz,

sakkarojenik amilaz ve amiloglikozidaz olarak da bilinmektedir. Bu enzim Aspergillus ya

da Rhizopus türleri tarafından üretilen ekstrasellüler bir enzimdir. Enzim glikoprotein

yapısında bir molekül olup, bünyesinde şeker olarak glukoz, galaktoz, mannoz ve

üronik asit içermektedir (Wiseman 1987).

1.2. α-Amilazın Kaynakları

α-amilaz nişasta ve glikojen moleküllerini hidroliz eden ekstrasellüler enzimlerdir.

Bu enzimler hayvanlar ve bitkiler tarafından da sentezlenmesine rağmen, kontrollü

koşullarda kısa sürede ürün elde edilmesi nedeniyle asıl kaynağı mikroorganizmalar

oluşturmaktadır. Mikroorganizmalar içerisinde de Aspergillus niger, A. oryzae, A.

candidus gibi bazı funguslar ile Pseudomonas  saccharophila ve bazı Clostridium türleri

ve en önemlisi de doğada geniş bir yayılış alanına sahip olan bazı Bacillus türleri ve alt

türleri gelmektedir (Windish ve Mhatre 1965, Pandey ve ark. 2000).

Fungal α-amilazlar sıcaklığa bakteriyel α-amilazlardan daha az stabil olduğundan

üzerinde çalışılan asıl enzim kaynağını daha çok bakteriyel, özellikle de Bacillus

amilazları oluşturmaktadır (Wolfgang 2007). Bu cinsin özellikle 8 tanesinin sentezlediği

α-amilaz enzimi çeşitli araştırmacılar tarafından tanımlanmış ve karakterize edilmiştir.



9

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 türleri

arasında da endüstriyel amaçla, α-amilaz üretiminde kullanılanlar B. subtilis, B.

stearothermophilus, B. licheniformis and B. amyloliquefaciens  türleridir (Pandey ve

ark. 2000).

Bacillus cinsi Bacillaceae familyasının bir üyesidir. Bergey’s Manual of Determinative

Bacteriology’de bu cinsin 48 türü tanımlanmıştır (Priest 1977).

Bacillus hücreleri çubuk şeklinde ve düzdür, 0,5-2,5 µm eninde 1.2-10 µm

boyundadır, uçları yuvarlak ya da kare şeklindedir ve ortamda bazen çiftler ya da

zincirler halinde bulunurlar. Hepsi Gram (+) olmakla beraber, yaşlı kültürlerde Gram (-)

olarak da görülebilirler. Bacillus’lar peritriköz kamçıya sahip olup, hareketlidir. Hepsi

endospor oluşturmakta olup, endosporlar bazen oval, bazen de yuvarlaktır ya da

silindirik şekilde de olabilir. Birçok zorlu koşula karşı oldukça dirençlidir. Bu cinste yer

alan bakteriler hem aerobik hem de fakültatif anaerobik koşullarda üreyebilirler.

Sıcaklık, pH ve tuzluluğa karşı yüksek fizyolojik yetenekleri nedeniyle bunlara karşı

toleransları vardır. Gelişebildikleri minimum sıcaklık derecesi  250C ila 750C arasında

değişmektedir. Genellikle katalaz pozitif olup, fermantatif ya da oksijenli solunum

gösteren bir metabolizmaya sahip kemoorganotrofturlar. Kolayca kültüre alınabilirler ve

yapılarında heterojenlik yoktur (Holt ve ark. 1994).

Agardaki kolonileri kirli-beyaz veya gri renkte ve mat olup, kenarları tırtıklıdır

(Bilgehan 1987).
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Geniş bir habitatta bulunabilmektedirler. Özellikle toprakta, suda, fekal materyalde,

çürüyen materyalde ve çeşitli gıdalarda bulunabilirler. Patojen türleri bulunmakta olup,

birkaç omurgalı ve omurgasız türüne karşı patojenite göstermektedirler (Banwart

1983).

Bacillus’lar proteolitik enzimler ve karbohidrazların önemli bir kaynağını

oluşturmaktadırlar (Bailey ve Ollis 1977). Bacillus türleri arasında endüstriyel açıdan

önemli bir yere sahip olan Bacillus amyloliquefaciens 1943 yılında Fukumoto isimli bir

Japon araştırmacı tarafından toprakta keşfedilmiştir. Bakteriye ismi, sıvılaşan bir amilaz

üretmesi sebebiyle verilmiştir. Bu bakteriden doğal bir antibiyotik olan protein barnase,

deterjanlarla kullanılan bir proteaz subsitilin ve DNA araştırmalarında kullanılan BamH1

restriksiyon enzimi ve de nişasta hidrolizinde kullanılan α-amilaz enzimi elde

edilmektedir (Fukumoto 1943, Priest ve ark. 1987).

1.3. Nişastanın Yapısı ve α-Amilazların Etki Mekanizması

1.3.1. Nişastanın yapısı ve nişasta kaynakları

Amilaz enzimlerinin substratı olan nişasta esasen bitkilerin bir depo karbohidratı

olup, D-glukoz birimlerinden oluşan ve (C6H10O5)n kapalı formülü ile gösterilen oldukça

heterojen yapılı bir moleküldür. Bu heterojenlik, farklı molekül yapılı iki polisakkarit

içermesinden kaynaklanmaktadır (Bernfeld 1951). Bu polisakkaritler amiloz ve

amilopektindir. Amiloz, glukoz birimlerinin α-1,4 glikozidik bağ ile bağlanmasından

oluşan ve dallanma göstermeyen düz bir yapıdadır (Şekil 1.1). Amiloz suda kolayca

çözünmez ve molekül ağırlığı birkaç binden 500.000 daltona kadar değişmektedir.

Amiloz suda çözünmez fakat su emerek miseller haline gelebilir ve iodin ile muamele

edilirse mavi renk meydana gelir (Çağatay 1976, Gözükara 2001).
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Şekil 1.1. Amiloz molekülünde tekrarlanan glukoz birimleri

Amilopektin dallı bir yapıya sahip olup, her 24-30 glukoz monomerinden birinde α-

1,6 bağlantısı ile bir yan zincir başlar (Şekil 1.2). Hem amilopektin hem de amiloz

glukozun polimerleridir ve tipik bir amiloz polimeri 500-20000 glukoz molekülünden, bir

amilopektin molekülü ise yaklaşık iki milyon glukozdan oluşur (Ponyatovsky ve ark.

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

Şekil 1.2. Amilopektin molekülündeki dallanma bölgesi

A: α-1,4 glikozidik  bağlantı

B: α-1,6 glikozidik  bağlantı
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Genel olarak nişasta molekülünün iç kısmında bulunan amiloz nişasta molekülünün

%15-30’unu oluşturduğu halde, molekülün dış kısmında bulunan amilopektin %70-

80’ini oluşturmaktadır (Li ve Yeh 2001, Singh ve ark. 2003).

Doğada birçok nişasta kaynağı bulunmakta olup, endüstriyel açıdan önemli olanlar

buğday, patates, mısır, pirinç, arpa, yulaf ve cassavadır (Sivak ve Priess 1998). Buğday

nişastasında amiloz oranı %28, amilopektin oranı ise %72 civarındadır (Ortalama

1:2.6). Ortalama granül büyüklüğü 10 mikron olsa da, granül çapları 1 ile 40 mikron

arasında değişmektedir. Diğer doğal nişastalarla karşılaştırıldığında, doğal buğday

nişastasının çok daha yüksek derecelerde jelleşmeye başladığı görülür (80-85°C).

Birçok ülkede rahatlıkla yetişebilen bir bitki olan mısırdan elde edilen doğal mısır

nişastası, dünyada en çok tüketilen ve ülkemizde de en çok kullanım alanı olan nişasta

çeşididir. Ortalama granül büyüklüğü 15 mikron olsa da, granül çapları 3 ile 26 mikron

arasında değişmektedir. Mısır nişastasında amiloz oranı %25-28 arasında, amilopektin

oranı ise %72-75 arasında değişmektedir (Ortalama 1:3). Jelleşme derecesi ise, 62-

72°C arasındadır.

Doğal patates nişastası, diğer nişastalara göre daha geniş granül yapısının yanı

sıra, saydamlığı ve viskozitesi yüksek bir hamur oluşturma özelliği ile de bilinir.

Ortalama granül büyüklüğü 30 mikron olsa da, granül çapları 5 ile 100 mikron arasında

değişmektedir. Patates nişastasında amiloz oranı %20-21 arasında, amilopektin oranı

ise %79-80 arasında değişmektedir (Ortalama 1:4). Jelleşme derecesi, diğer doğal

nişastalarla karşılaştırıldığında, doğal patates nişastasının çok daha düşük derecelerde

jelleşmeye başladığı görülür (59-68°C).

Pirinç nişastası tüm nişasta türleri arasında en küçük granül büyüklüğüne sahip

olan nişastadır. Ortalama pirinç nişastası granül büyüklüğü 2-8 mikron arasıdır.

Jelleşmenin görüldüğü sıcaklık 65-73 0C’dir (Bahar ve Çelebi 1998).
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Nişasta, sulu asitlerle ısıtılırsa ana ürün olarak glikoz moleküllerine ayrışarak

hidrolize olduğu halde 5-Hidroksimetil 2-furfuraldehit gibi istenmeyen yan ürünler de

oluşturmaktadır. Bu nedenle amilaz enzimleri nişastanın hidrolizasyonunda asitlerin

yerini almıştır (Piggott ve ark. 1984).

1.3.2. α-Amilazların (α-1,4 glukan glukanohidrolaz, EC 3.2.1.1) etki
mekanizmaları

α-amilazlar nişasta molekülündeki amiloz zincirlerinin 1,4 glikozidik bağlarına

gelişigüzel saldırırlar (Windish and Mhatre 1965) (Şekil 1.3). ilk saldırının helezonlar

arasına düşen 1,4 glikozidik bağlar olduğu kabul edilmektedir. Böylece zincir daha

küçük kısımlara ayrılır ve bu kısalmış parçalar yeniden enzimin etkisine uğrarlar. Son

ürün olarak 1/10’i glukoz ve 9/10’u maltoz olan bir karışım oluşur (Yenson 1981).

Ayrıca maltotriozun da ortaya çıktığı ve bunun da iki basamaklı bir reaksiyonla hidrolize

olduğu belirtilmektedir (Fogarty 1983).

Enzim amilopektin molekülünün hidrolizinde 1,4 bağlarına etki etmekte, karşısına

1,6 glikozidik bağı çıkarsa atlamaktadır (Şekil 1.3). Dolayısıyla bu bağları hidrolize

edememektedir. Amilopektin hidrolizi sonucunda glikoz ve maltoza ilave olarak bir seri

dallı sınır dekstrinleri adı verilen ürünler de ortaya çıkmaktadır. Dört ya da daha fazla

glikoz içerikli bu dekstrinler orijinal yapının 1,6 glikozidik bağlarının hepsini içermektedir

ve böylece nişastanın amilaz enzimi tarafından hidrolizi ile düşük molekül ağırlıklı

dekstrinler ve oligosakkaritler oluşmaktadır (Anonymous 1988).

α-amilaz enzimlerini karakterize eden özellikler bazı indirgen grupları serbest

bırakmak, çeşitli uzunluktaki dekstrinleri oluşturmak ve nişasta solüsyonunun

vizkozitesini hızla indirgeme şeklinde özetlenebilir (Windish ve Mhatre 1965).

Nişastanın hidrolizi sonucu ortaya çıkan ürünler α-optik konformasyonu

gösterdiğinden bu enzimlere α-amilazlar adı verilmiştir. Bu enzimler substratlarının iç
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kısımlarındaki α-1,4 bağlarına atak yaptıkları için bunlara endoamilazlar da denir

(Windish ve Mhatre 1965).

Şekil 1.3. α-amilazın reaksiyon mekanizması (Windish ve Mhatre 1965)

Amilo (1,4) dekstrinaz, α-amilaz

R: Redükte uç

1.4. Bacillus  α-Amilazlarının Genel Özellikleri

Bacillus α-amilazları genel olarak 5.5-8.0 pH aralığında stabil olmalarına rağmen,

optimum aktivite gösterdikleri pH 4.8-6.5 arasında bulunmaktadır (Manning ve

Campbell 1961). Farklı kaynaklardan elde edilen α-amilazların en iyi aktivite

gösterdikleri pH değerlerinde de bazı farklılıklar görülmektedir. B. sp  ANT-6 suşunun α-

amilazı pH 9.0’da (Burhan ve ark. 2003), B. subtilis JS-2004 suşunun α-amilazı

pH:8.0’de (Asgher ve ark. 2007), B. licheniformis 44MB82-A suşunun α-amilazı pH 6.0-

6.5 arasında (Ivanova ve ark. 1993), B. amyloliquefaciens α-amilazı pH 4.0-9.0

arasında (Demirkan ve ark. 2005), Bacillus brevis MTCC 7521 α-amilazı pH 6.0’da (Ray

ve ark. 2008) optimum aktivite göstermektedir. Bazı Bacillus türlerinin ise, alkalik ya da
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asidik α-amilaz ürettiği saptanmıştır. Bacillus megaterium L-49 suşu için optimum pH:

9.0-10.0 olarak belirlenirken (Shiru ve ark. 2008), Bacillus acidocaldarius Agnano 101

suşunda 3.5 olarak saptanmıştır (Buonocore ve ark. 1976).

Farklı kaynaklardan elde edilen α-amilazların en iyi aktivite gösterdikleri sıcaklık

derecelerinde de farklılıklar bulunmaktadır. Bacillus stearothermophilus α-amilazı için

70-800C (Vihinen ve Mantsala 1990), Bacillus subtilis US116 α–amilazı için 650C

(Messaoud ve ark. 2004), B. acidocaldarius α-amilazı için 30-600C (Koivula ve ark.

1993) optimum sıcaklık dereceleri olarak saptanmıştır. B. licheniformis α-amilaz

enziminin 1000C’nin üstündeki sıcaklıkta bile aktivite gösterdiği ve bu nedenle

endüstride kullanımının arttığı belirtilmektedir (Wiseman 1987).

Enzimin aktivite gösterebilmesi için kalsiyum (Ca++) iyonlarına gereksinim

duyduğundan enzim bir metaloproteindir (Manning ve Campbell 1961). Kalsiyum,

ekstrem pH ve sıcaklıklarda pepsin, tripsin, papain gibi proteazlara karşı enzimi

dayanıklı kılmaktadır. α-amilazın katalitik aktivitesi için gerekli olan bu metalin enzime

bağlanma gücü enzim kaynağına bağlıdır (Stein ve Fischer 1958).

Bakır, civa, gümüş, kurşun gibi ağır metaller enzimi inhibe etmektedir (Hidaka ve

Adachi 1980, Kanno 1986).

α-amilazların çoğunun molekül ağırlığı yaklaşık olarak 45.000-60.000 Dalton

arasındadır ve genellikle enzim proteininin aminoasit kompozisyonlarında büyük

farklılıklar yoktur (Kindle 1983). B. amyloliquefaciens α-amilazının molekül ağırlığı

49.000 Dalton (Tanaka ve Hoshino 2002), B. stearothermophilus α-amilazının molekül

ağırlığı 48.000 Dalton (Osagahara ve ark. 1970), B. subtilis α-amilazının molekül

ağırlığının ise 50.000 Dalton olduğu belirtilmektedir (Fogarty 1983).

α-amilazların, aktif merkezlerinin karboksil ve histidin gruplarının müşterek etkisi ile

substratı parçaladıklarına inanılmaktadır (Wiseman 1987).
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α-amilaz enzim sentezinin katabolit represyon ile düzenlendiği belirlenmiştir (Priest

1977). α-amilaz enzimi sentezinin maksimum algılama derecesindeki salgılanmasına

genellikle üremenin log fazı veya sabit fazında ulaşıldığı tespit edilmiştir (Wu ve ark.

2000).

α-amilaz sentezi nişasta ya da daha düşük molekül ağırlıklı oligosakkaritler

varlığında uyarılır. Nişasta, oldukça büyük bir molekül olduğu için, hücre içine girmesi

oldukça güçtür. Bu maddenin nasıl uyarıcı olabileceği konusunda birkaç varsayım ileri

sürülmüştür. Bunlardan biri bu molekül için hücre yüzeyinde özgül reseptörlerin

bulunduğu olmakla beraber, bu varsayımı destekleyen herhangi bir bulgu mevcut

değildir. İkincisi, bu molekülün organizma tarafından yavaş olarak hücre içine alınarak

metabolize edilmesidir ancak, bu da kanıtlanamamıştır. Üçüncüsü ise, nişastanın

hidroliz ürünlerinin enzim biyosentezinden sorumlu olacağıdır (Diril 1984).

1.5. α-Amilazın Endüstriyel Kullanım Alanları

α-amilaz enzimi ticari olarak kullanılan ilk enzimdir (Radley 1976). 1905 yılında

Japonya’da tekstil endüstrisinde haşıl alma (desizing) işlemi için A. oryzae kültüründen

α-amilaz enzimi üretilmiştir. 1939 yılında B. subtilis’ten α-amilazın endüstriyel üretimine

ilk kez Japonya’da başlanmıştır. Daha sonraki yıllarda α-amilaz enzimi nişasta işleme

endüstrisinde nişasta sıvılaştırma ajanı olarak kullanılmıştır (Anonymous 1988).

Tekstil endüstrisinde α-amilazlar oldukça yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. Bu

işlemlerden bir tanesi tekstil sektöründe uygulanan haşıllama yöntemidir. Haşıllama,

dokuma öncesi yapılan bir dokuma hazırlık işlemidir. Çözgü ipleri dokuma sırasında

sürtünmeye ve gerilime maruz kalır. İpliklerin direncini artırmak için haşıllama işlemi

gereklidir. Haşıllamadaki amaç dokuma sırasındaki yıpratıcı etkilerden iplikleri

korumaktır. Haşıl maddeleri belirli bir yapışma ve tutunma yeteneğine sahiptir. Doğal

haşıl maddeleri arasında nişasta ve modifiye nişasta da yer almaktadır. İşlem sonrası

bu maddelerin ipliklerden uzaklaştırılması gerekir. Bu işleme de haşıl alma adı
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verilmektedir. Haşıl alma ajanı olarak da yaygın olarak α-amilaz enzimi kullanılmaktadır

(Hendriksen ve ark. 1999).

Aynı zamanda haşıllama tekniği kağıt imalatında da kullanılabilmektedir.

Bruinenberg ve ark. (1996) kağıtların yüksek moleküler ağırlığa sahip nişastalarla

kaplanabilirliğini ve fazla nişastanın uzaklaştırılması için de α-amilaz enziminin

kullanılmakta olduğunu belirtmiştir. Tolan (1996)’ya göre tekstilde olduğu gibi kağıt

sanayisinde de haşıllama tekniği işlem süresince kağıtların mekanik olarak zarar

görmesini engellemek amacıyla ve kağıtların kalitesinin, dayanıklılığının ve de

silinebilirliğinin artırılmasında kullanılmaktadır.  Bu işlemde iki silindir yardımıyla nişasta

kağıt yüzeyine aktarılmakta ve daha sonra fazla olan nişastanın kağıttan uzaklaştırılması

için devamlı işlemlerle α-amilaz enzimi kullanılmaktadır. Koşullar, kullanılan nişasta

kaynağına ve α-amilaz enzimine bağlıdır. Kullanılan immobilize α-amilaz enzimiyle en iyi

şekilde parçalanabilen nişasta belirlenerek çok daha kısa sürede işlemin

gerçekleştirilebileceği öngörülebilmektedir.

Gıda endüstrisinde ise nişastanın α-amilaz enzimi tarafından hidrolizi ile açığa çıkan

ürünler yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu ürünlerden dekstrin, çözünürlüğü yüksek ve

dayanıklı bir ürün olup gıdalarda viskozite arttırıcı yani, koyulaştırıcı dolgu maddesi

olarak kullanılmaktadır (Keskin 1982).

α-amilaz enzimi alkol üretiminde de kullanılmaktadır. Alkol üretiminde ham madde

olarak kullanılan nişastalı materyaller α-amilaz ve amiloglukozidaz enzimleri ile

muamele edilmektedir. Nişasta yeterince parçalandıktan sonra ortama maya aşılanarak

fermantasyon işlemine geçildiği bildirilmektedir (Uhlig 1998).
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Undaki enzim aktivitesini artırmak amacıyla, una bakteriyel α-amilaz enzim

preparatları ile malt unu ilave edilmektedir. Bunlar; undaki nişastanın hamurda şeker

haline gelmesini sağlar, fermantasyonu hızlandırır, oluşan gaz miktarını arttırır, ekmek

yapılma süresini kısaltır, ekmek hacmini arttırır, ekmek rengini iyileştirir, ekmeğin

yumuşak ve taze kalma süresini arttırır ve ekmeğin kalitesini düzeltici etkilerde bulunur

(Anonymous 1988).

Meyve suyu endüstrisinde de uygulama alanı bulunmakta olup, özellikle elma ve

armut sularının berraklaştırılmasında kullanılmaktadır. Meyveler tam olgunlaşmadan

toplandığından ve meyve halen nişasta içerdiğinden, meyve suyunda bulanıklık

görülmektedir. Bu sorun ortama α-amilazın ilavesi ile giderilebilmektedir (Ekşi 1988).

α-amilaz ve glukoamilazlar nişastadan glukoz üretiminde de kullanılmaktadır. Hatta

oluşan glukoz, glukoz izomeraz enzimi kullanılarak glukoza göre iki kat daha tatlı olan

fruktoza dönüştürülebilmektedir. Sonuç olarak mısır, buğday ve patates nişastasından

fruktoz şurubu üretilebilmektedir. Fruktoz şuruplarının pazar payı oldukça büyüktür ve

meşrubat üretiminde önemli bir yeri vardır. Dünya’da yılda yaklaşık 10 milyar ton

fruktoz şurubu üretilmektedir (Madigan ve Martinko 2006). Buradan anlaşılacağı gibi

multienzim sistemleri kurularak daha farklı ürünlerin de eldesi mümkün olabilmektedir.

1.6. İmmobilizasyon

İmmobilizasyon yöntemi; hücre, organel, enzim ya da çeşitli proteinlerin

(monoklonal antikorlar gibi) stabilitelerini arttırmak ve tekrarlı ya da devamlı

kullanımlarını sağlamak için,  katı bir destek üzerinde, katı bir matriks içerisinde ya da

bir membranda fiziksel ya da kimyasal fiksasyonudur. Bu prensip aynı zamanda affinite

kromatografisi için de kullanılmaktadır (Nagel ve ark. 1992). İmmobilizasyon kelime

anlamı olarak hareketi sınırlamak demektir. 1971 yılında 3. Biyoteknoloji ve

biyomühendislik sempozyumu ve 1. Enzim mühendisliği konferansında modifiye edilmiş

enzimler için ilk olarak immobilize enzim terimi kullanılmıştır (Yıldırım ve ark. 2007).
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Enzimlerin immobilizasyonu için çeşitli metodlar bulunmaktadır. En çok kullanılan

metodlar; tutuklama (enkapsülasyon), fiziksel adsorbiyon, ko-polimerizasyon ve

kovalent bağlanmadır. Bunlardan enkapsülasyon metodu ile enzimler bir yarı geçirgen

polimerik membran ve/veya jel matriksi içerisinde tutuklanmaktadır (Chang ve ark.

1996).

İmmobilize edilen enzimler pH, sıcaklık gibi çevre koşullarına daha dayanıklı ve

serbest enzime nazaran daha kararlıdır (Chang ve ark. 1996). Büyük protein veya

enzimler kapsül içerisine giremez ya da kapsül dışına çıkamaz, fakat küçük substrat ve

ürünler yarı geçirgen membrandan serbestçe geçebilir (Colton 1996). Tutuklama, bir

enzim ile bir poliiyonik polimer karışımıyla gerçekleştirilir. Polimerle multivalent

katyonların çapraz bağlanmalarıyla bir iyon değişim reaksiyonu gerçekleşir, boşluklu bir

yapı oluşur ve böylece enzim molekülleri tutuklanmış olur (Fraser ve Bickerstaff 1997).

Enzimlerin tutuklanması için çok çeşitli polimerler kullanılmaktadır. Bunlar; silika,

selüloz, agaroz jel, karragenan, kitosan, jelatin, alginik asit (alginat) vb’dir (Gemeiner

1992). En çok kullanılan alginat olup, alginatlar 65 yıldan bu yana gıda ve farmakoloji

endüstrilerinde kalınlaştırıcı, sıvılaştırıcı, film oluşturucu ve jelleştirici ajanlar olarak

kullanılmaktadır (Bickerstaff 1997).

      Alginat alglerden elde edilen bir poliüronik asittir ve 1-4 bağlı β-D-mannuronik (M)

ve α-L-guluronik (G) asitlerin değişen miktarlarından oluşmaktadır (Şekil 1.4).

Şekil 1.4. Alginatın kimyasal formülü
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M ve G birimleri blok şeklinde dizilerek homopolimerik bölgeler (MM blokları ve GG

blokları) ve heteropolimerik bölgeleri (MG blokları) meydana getirmektedirler.

Molekülde G miktarı fazla ise sert ve kırılgan bir jel oluşmaktadır; eğer M miktarı fazla

ise daha yumuşak ve elastik jel oluşumu gözlenir (Smidsrod 1974). Divalent katyonların

bağlanması ve  sonrasında jel oluşumu yukarıda söz edilen blokların kompozisyonu ve

düzenlenmesine bağlıdır. Jelin sağlamlığı %20-75 arasında değişen G bileşenleri ve alg

kaynağı ile bağlantılıdır. Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera, Ascophyllum

nodosum, L. digitata  vb.’dan elde edilen alginatlar yaklaşık %70 G bileşen değerine

sahiptir. GG blokları iki ve üç değerlikli katyonlar (Ca+2, Sr+2 ,Ba+2, Al+3, Fe+3 gibi) için

öncelikli bağlanma bölgelerine sahiptir ve bağlı iyonlar diğer GG bloklarıyla etkileşime

girebilmekte ve böylece jel oluşumu gerçekleşmektedir. Bu katyonlar içerisinde en fazla

Ca+2 kullanılmakta olup, sodyum alginat solüsyonunun bir kalsiyum solüsyonuna

eklenmesiyle yüzeysel polimerizasyon meydana gelmekte ve kalsiyum iyonlarının

alginat boyunca yayılımı ile çökmesi sonucu kalsiyum alginat oluşmaktadır (Cheetham

ve ark. 1979).

2 Na (Alginate) + Ca++                               Ca (Alginate)2 + 2 Na+

Kalsiyum alginat jel kapsülleri enzim immobilizasyon matriksi olarak

kullanılmaktadır. Kalsiyum alginat, geniş olarak kullanılan bir kopolimerdir. Poliakrilamid

jellere benzemez, kalsiyum alginatın jelesyonu polimer zincirleri arasındaki kolavent

bağlarının şekillenmesine bağlı değildir. Daha doğrusu, polimer moleküller kalsiyum

iyonları tarafından çapraz bağlanır. Alginat ve CaCl2 konsantrasyonları enzim

immobilizasyonundaki önemli parametrelerdendir. Çünkü alginat ve Ca+2 iyonları

arasındaki çapraz bağlanma jel oluşumunu etkiler (Chang ve ark. 1996, Jankowski ve

ark. 1997, Ouwerx ve ark. 1998, Simpson ve ark. 2003).

Kalsiyum alginat jellerinde tutuklanma oldukça ılıman koşullarda meydana

gelmektedir (Longo ve ark. 1992, Gombotz ve Wee 1998). Ayrıca jelesyon şartları

değiştirilerek bazı kapsül özellikleri kolaylıkla kontrol edilebilir. Örneğin, jel

membranlarının farklı substratlara olan permeabilitesi ya da yoğunluğu gibi kapsül

özellikleridir (Poncelet ve ark. 1999). Kalsiyum alginat jelde tutuklama tekniği düşük
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maliyet, kullanım kolaylığı ve toksik olmayışı nedeniyle diğer immobilizasyon teknikleri

arasında kullanım avantajına sahiptir (Bladino ve ark. 2001, Dey ve ark. 2003).

Aspergillus sclerotiorum’dan elde edilerek kalsiyum alginat kapsüllerinde immobilize

edilen α-amilaz enziminin bazı özellikleri araştırılmış ve çözünür α-amilazla

karşılaştırılmıştır. İmmobilize ve çözünür enzimler için optimum pH 5.0 ve sıcaklık 400C

olarak tespit edilmiştir. İmmobilize enzimde daha iyi bir Km değeri gözlenmiştir, fakat

Kcat/Km değerlerinin her iki enzim için de aynı olduğu görülmüştür. Kalsiyum alginat

kapsüllerinde tutuklamayla α-amilazın termal ve depolama kararlılığı artmıştır.

İmmobilize ve çözünür enzimlerin 600C’deki yarı ömürleri 164.2 ve 26.2 dakika olarak

belirlenmiştir. Çözünür enzim için termal inaktivasyon noktası 560C iken, immobilize α-

amilaz için 65.480C olduğu görülmüştür. Çözünür ve immobilize α-amilaz enziminin 60

dakikadaki nişasta hidroliz yüzdeleri %97.5 ve %92.2 olarak belirlenmiştir (Yagar ve

ark. 2008).

Ertan ve ark. (2007), Aspergillus sclerotiorum’dan α-amilaz enzimi üreterek

kalsiyum alginat kapsüllerinde tutuklamışlardır. Optimum alginat ve kalsiyum

konsantrasyonlarını %3 olarak bulmuşlar, 140 IU enzim yüklü 3mm kalınlıktaki 0.5 gr

kapsüllerle en yüksek enzim aktivitesini elde etmişlerdir. Kapsüllerin 7 kez kullanıma

uygun olduğu görülmüş ve başlangıç aktivitesinin yalnızca %35’i kaybolmuştur.

İncelenen çeşitli nişasta kaynakları arasında en yüksek enzim aktivitesi çözünür patates

nişastası ile elde edilmiştir.

Bacillus subtilis’ten üretilen α-amilaz enzimi farklı yetiştirme şartları altında

çalışılmıştır. Maksimum α-amilaz üretimi 48 saatlik inkübasyon sonucunda, 400C’de ve

pH 7.5’te gerçekleşmiştir. Tanımlanan karbohidratlar arasında %1 nişastanın en iyi

karbon kaynağı olduğu saptanmıştır. Organizma, azot kaynağı olarak pepton

kullanıldığında daha yüksek α-amilaz enzimi salgılamış ve daha iyi çoğalmıştır. Üretilen

α-amilaz enzimi farklı metodlarla, farklı materyallerde tutuklanmış ve enzimin

immobilizasyon öncesi ve sonrası özellikleri kıyaslanmıştır. İmmobilize enzimin pH

değeri asidik bölgeye doğru kaymış, optimum sıcaklığı 70-800C’ye yükselmiş ve serbest

enzime kıyasla Km ve Vmax değerleri ve stabilitesi yükselmiştir. Test edilen metal
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içerisinde CaCI2, α-amilazın aktivitesi üzerinde stimüle edici bir etki göstermiştir (El-

Banna ve ark. 2007).

Konsoula ve Kyriakides (2006), Bacillus subtilis kaynaklı termostabil α–amilaz

enzimini kalsiyum alginat kapsüllerinde immobilize ederek, %2 sodyum alginat ve %5

CaCl2 ile hazırlanan kapsüllerin nişasta hidrolizinde artış gösterdiğini, %2’lik silika jel

kapsül oluşumuna eklendiğinde daha az enzim kayıpları gözlendiğini ve 20 kez kullanım

olanağı sağladıklarını rapor etmişlerdir.

Dey ve ark. (2003), B. circulans GRS 313’den maltooligosakkaridleri oluşturan

amilaz enzimini kalsiyum alginat damlacıkları içinde tutuklamışlar ve damlacık boyutu 2

mm olduğunda nişasta hidrolizinde daha etkili olduğunu ve immobilize enzimin 7 kez

kullanımından sonra başlangıç aktivitesini %85 oranında koruduğunu saptamışlardır.
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2. MATERYAL ve YÖNTEM

2.1. Materyal

Denemelerde α-amilaz enzimi üreten bir fabrikadan (ORBA Biyokimya A.Ş.,

İstanbul) temin edilen Bacillus amyloliquefaciens suşu materyal olarak kullanılmıştır.

2.2. Metod

2.2.1. Bakteri üretim besiyerleri

Çalışmada kullanılan bakterinin saklanması, geliştirilmesi ve enzim üretim

kapasitelerinin saptanması amacıyla farklı besiyerleri kullanılmıştır (Çizelge 2.1). Buna

göre, bakterilerin buzdolabı koşullarında uzun süre dayanmalarını sağlamak için, çizelge

2.1’de verilen kültür saklama besiyeri kullanılmış olup, kültürler 30 günde bir kez

yeniden hazırlanan agarlı besiyerine aşılanmak suretiyle korunmuşlardır.

Element Kültür saklama besiyeri
(%)

Bakteri geliştirme
(öninkübasyon) besiyeri

(%)
Enzim Üretim Besiyeri (%)

Nutrient Broth 0.8 - -
NaCI 0.8 - -
Nişasta 1.0 0.5 1.0
Agar 2.0 - -
Bacto Pepton - 0.5 0.5
Corn steep-liquor - 0.3 0.5
(NH4)2SO4 - 0.4 0.8
MgSO4.7H2O - 0.1 0.2
(NH4)2HPO4 - - -
Soya unu - - -
CaCI2.2H2O - - 0.05
K2HPO4 - - 1.4
KH2PO4 - - 0.6
Sitrik asit - - -
pH 7.0 7.0 7.0

Çizelge 2.1. Çalışmada kullanılan bakterinin saklanması, geliştirilmesi ve enzim üretim kapasitesinin
                   ölçülmesinde kullanılan besiyerleri. Tüm besiyerleri 1210C’de 15 dk. süre ile otoklavda

sterilize edilmişlerdir (Sarıkaya 1995).
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2.2.2. Bakteri üretim koşulları

Kültür saklama ortamından steril bir öze yardımıyla alınan bakteri kültürü,

içerisinde 30 ml gelişme besiyeri bulunan 100 ml’lik erlenlere aşılanmış, 37 0C’de 150

devir/dk çalkalama hızına sahip inkübatörde 18 saat süre ile üretilmiştir.

Bu bakterinin enzim üretim kapasitesini saptamak amacıyla 18 saatlik bakteri

kültürlerinin 600 nm’deki optik yoğunlukları (O.D) spektrofotometre (Beckman)

kullanılarak steril fizyolojik tuzlu su ile 0.3’e ayarlanmıştır. Bu şekilde ayarlanan kültür

çözeltilerinden, içerisinde 150 ml enzim üretim besiyeri bulunan 500 ml’lik erlenlere

%1 oranında aşılanmış ve 370C’de 150 devir/dk çalkalama hızına sahip inkübatörde 88

saat süre boyunca inkübe edilmiştir. Protein ve enzim aktivite tayinleri 16., 24., 40.,

48., 64., 72. ve 88. saatlerde yapılarak bakterinin gelişme grafiği çıkarılmıştır. Böylece

maksimum enzim üretim zamanı saptanmıştır.

2.2.3. Enzim aktivitesinin ölçülmesi

α-amilaz aktivitesinin tayininde Yoo ve ark. (1987)’ın, kullandıkları dekstrinojenik

bir yöntem olan iyodimetrik yöntemden faydalanılmıştır. Bu yöntemin temeli, iyotun

nişasta ile verdiği renk esasına dayanmaktadır. Parçalanmamış nişasta iyot ile muamele

edildiğinde mavi bir renk vermektedir. Nişasta α-amilaz enzimi tarafından

parçalandığında kısa zincirli dekstrinler oluşur, bu da mavi renk yerine sarı renk

meydana getirmektedir. Böylece, ortamda bulunan enzimin miktarına bağlı olarak,

ortamın rengi sarı ile mavi arasında değişmekte, bunun derecesi de spektrofotometrik

olarak ölçülebilmektedir.

Bu amaçla, öncelikle kültür ortamından 10 ml alınarak 20 dakika süre ile santrifüj

edilerek (6000 devir/dk) bakteri hücrelerinin bulunduğu pelet kısmı ile enzim içeren sıvı

kısım birbirinden ayrılmıştır.
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Enzim aktivite tayininde substrat çözeltisi olarak %5’lik nişasta çözeltisi kullanılmış

olup, bu çözeltiden 2,5 ml alınmış ve 0,04 M fosfat tampon çözeltisi (pH:5.9) ile 100

ml’ye tamamlanmıştır. Substrat olarak kullanılan nişasta çözeltisi işlemden önce her

seferinde taze olarak hazırlanmıştır.

Deneylerde her bir enzim örneği için 2 adet örnek 2 adet de kontrol tüpü

kullanılmıştır. Her iki tüpe de 5’er ml substrat çözeltisi konulmuş ve tüpler literatürde

belirtilen 250C yerine 370C’lik su banyosunda 10 dakika bekletilerek reaksiyon

sıcaklığına getirilmiştir. Daha sonra örnek içeren tüpe 0,04 M fosfat tamponu (pH:5.9)

ile 1/10 ila 1/60 arasında seyreltilmiş enzim çözeltisinden, kontrol tüpüne ise 0,04 M

fosfat tampon (pH:5.9) çözeltisinden 0.5’er ml ilave edilerek 370C’de 10 dakika

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon süresi sonunda her iki tüpe de 5’er ml  HCI

eklenerek reaksiyon durdurulmuştur. Tüpler tüp karıştırıcısında (Vortex) karıştırılmış ve

bu karışımdan 0.5 ml alınarak içinde 5 ml iyot çözeltisi bulunan başka bir tüpe

aktarılmış ve örnek ile kontrollerin 620 nm’deki optik yoğunlukları enzim ve substrat

içermeyen iyot çözeltisine karşı okunmuştur.

İyot çözeltisi, 100 ml distile su içerisinde 500 mg I ve 5.0 gr KI bulunan stok

çözeltiden 1 ml alınıp, 100 ml distile suya ilave edilmek suretiyle her seferinde taze

olarak hazırlanmıştır.

Örneklerdeki enzim aktivitesi aşağıdaki formülden yararlanılarak bulunmuştur.

Aktivite (Unit/ml)= D.[(R0-R)/R0]×100

Burada:

   D : Enzim dilüsyon faktörünü,

   R0: Enzim yokluğunda substrat-iyot karışımının optik yoğunluğunu

        (kontrol tüp),

   R : Enzim varlığında substrat-iyot karışımının optik yoğunluğunu

        (örnek tüp),

100 : Stok iyot çözeltisinin 100 kez seyreltilmiş olduğunu ifade etmektedir.
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Örnekteki enzim aktivitesi yukarıdaki formüle göre Unit (IU) cinsinden hesaplanmış

olup, bu 5.9 pH’da ve 370C’de 1 ml enzim çözeltisinin 10 dakika içerisinde % 0.1’lik

nişasta çözeltisindeki 1 mg nişastayı hidroliz eden enzim miktarı olarak tanımlanmıştır

(Yoo ve ark. 1987).

2.2.4. Toplam protein tayini

Toplam protein miktarını saptamak amacıyla Gürgün (1974)’de belirtilen

Stickland’ın geliştirdiği bir yöntemden yararlanılmıştır. Buna göre, kültürden alınan 10

ml örnek 20 dakika süreyle santrifüj edilerek (6000 devir/dk) üst kısım sedimentten

ayrılmış ve sediment üzerine 6.6 ml distile su ve 1.2 ml %20’lik NaOH ilave edilerek

kuvvetlice karıştırılmıştır. Bu şekilde hazırlanan tüpler kaynar su banyosunda 5 dakika

süreyle bekletilmiş ve derhal buzlu soğuk su içine alınarak soğutulduktan sonra

üzerlerine 0.2 ml %25’lik CuSO4.5H2O çözeltisi konulmuştur. Tüpler tüp karıştırıcısında

iyice karıştırıldıktan sonra 30 dakika süreyle oda sıcaklığında bekletilmiş ve 10 dakika

süreyle santrifüj edilerek (6000 devir/dk) üstte toplanan berrak kısmın 545 nm’deki

optik yoğunluğu şahit örneğe karşı ölçülmüştür. Şahit örneğin hazırlanması amacıyla

aynı işlem bir tüp içerisine örnek yerine 6.6 ml distile su konularak yürütülmüştür.

Örneklerdeki protein miktarı “Sığır Serum Albümin” kullanılarak hazırlanan standart

eğri yardımıyla bulunmuştur.



27

2.3. Enzimin İmmobilize Edilmesi

2.2.3 bölümünde belirtildiği şekilde yapılan üretim sonucunda kültür ortamı 20 dk

süre ile santrifüjlenerek (6000 devir/dk) bakteri hücreleri uzaklaştırılmış ve enzim içeren

süpernatant kısmı immobilizasyon çalışmalarında kullanılmıştır.

Enzim çözeltisi ve fosfat tamponunda çözülen sodyum alginatın eşit hacmi,

karışımdaki sodyum alginatın son konsantrasyonu %2 olacak şekilde karıştırılmıştır. Buz

dolu bir kaba yerleştirilen beher içinde toz halindeki sodyum alginat fosfat tamponunda

nazikçe çözündürülmüş ve yavaş bir şekilde enzim çözeltisi eklenerek yine nazik bir

şekilde karıştırılmıştır.

Elde edilen karışım 10 ml’lik, 0,8 mm çaplı bir uca sahip enjektöre çekilmiş ve

içinde %5 CaCI2 bulunan solüsyona 10 cm yükseklikten damlatılarak kapsül oluşumu

sağlanmıştır. Manyetik karıştırıcıda 1 saat boyunca nazik bir şekilde  karıştırılmıştır. Tüm

işlemler +40C olacak şekilde hazırlanan bir düzenekte yapılmıştır.

Kalsiyum alginat kapsülleri filtrasyonla kalsiyum klorür solüsyonundan ayrılmış ve

fosfat tamponuyla yıkanmıştır. Serbest enzimin (immobilize edilmemiş), CaCI2 çözeltisi

ve yıkamanın protein içerikleri Lowry metodu (Lowry ve ark. 1951) kullanılarak tespit

edilmiştir. İmmobilizasyon verimi şu formülle hesaplanmıştır:

İmmobilizasyon verimi (%) = (aimm/aserbest) x 100

aimm   : immobilize enzimin aktivitesi

aserbest: serbest enziminin aktivitesi

(Won ve ark. 2005)
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Şekil 2.1. α-amilaz enziminin kalsiyum alginat kapsüllerinde immobilizasyon prosedürü

2.4. Farklı Kaynaklı Nişastalar Üzerine İmmobilize ve Serbest (İmmobilize

       Edilmemiş) Enzimlerin Hidrolizleme Yetenekleri

Çalışmada, %1, %2, %4, %5, %6, %8 ve %10’luk çözünür patates nişastası ve

ticari patates, mısır, buğday ve pirinç nişastaları substrat çözeltisi olarak kullanılmış

olup, bu çözeltiden 2,5 ml alınmış ve 0,04 M fosfat tamponu çözeltisi (pH: 5,9) ile 100

ml’ye tamamlanmıştır. Enzim aktivitesi 2.2.3’te belirtildiği şekilde yapılmış ve aktiviteler

2.2.3’te belirtilen formül ile hesaplanmıştır. Nişastalar fosfat tamponunda

çirişlendirilerek hazırlanmıştır. Çözünür patates nişastası Merck’ten sağlanırken, ticari

nişastalar farklı firmalarca üretilmiş olup, marketlerden temin edilmiştir.

2.5. İmmobilize ve Serbest Enzim Formlarının Nişasta Kaynakları Üzerindeki

     Hidroliz Yeteneklerini Etkileyen Faktörlerin Araştırılması

Serbest ve immobilize enzim formlarının maksimum aktivite gösterdikleri nişasta

kaynakları varlığında enzimlerin hidroliz yeteneğine sıcaklık, pH ve metal iyonlarının

etkileri araştırılmıştır.

CaCI2

çözeltisi (%5)

CaCI2 çözeltisinde
1 saat bekletme

Filtrasyon ve fosfat
tamponunda yıkama

1
2

3

Buz

Manyetik

karıştırıcı

Şırınga
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2.5.1. Sıcaklığın etkisi

      Her iki enzim formunun aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisini araştırmak amacıyla

2.2.3’te verilen aktivite tayini 40, 45, 50, 55, 60, 70 ve 800C sıcaklık değerlerinde

yapılarak, optimum sıcaklık dereceleri saptanmıştır.

2.5.2. pH’nın etkisi

      Her iki enzim formunun aktivitesi üzerine farklı pH değerlerinin etkilerini belirlemek

üzere enzim reaksiyonunun ölçüldüğü 2.2.3’te verilen tamponun pH’sı 4.0, 5.0, 5.9,

6.0, 6.4, 6.8, 7.0, 7.4, 7.8 ve 8.0’lik pH değerlerinde ayarlanmış ve aktiviteler 370C’de

ölçülmüştür.

2.5.3. Metal iyonlarının etkisi

Bu çalışmada, CaCI2.2H2O, MgSO4.7H2O, MnCI2.4H2O, BaCI2.2H2O, CuCI2 ve

LiSO4.H2O metal iyonları kullanılmıştır. Metal iyonları substrat çözeltisi içerisine 5 mM

konsantrasyonda katılmıştır. Aktiviteler, hiçbir metal iyonu içermeyen kontrollerle elde

edilen sonuç 100 kabul edilip, buna göre % olarak hesaplanmıştır.

2.6. İnce Tabaka Kromatografisi ile Nişasta Parçalanma Ürünlerinin

Belirlenmesi

      Serbest ve immobilize B. amyloliquefaciens α-amilaz enzimlerinin farklı nişasta

kaynaklarını hidrolizlemesi sonucunda açığa çıkan son ürünlerini saptamak amacıyla

ince tabaka kromatografisi (TLC) yönteminden faydalanılmıştır (Stahl 1965).

Kromatografik yöntem için maksimum aktivitenin elde edildiği yüzdelerdeki nişasta

çözeltilerinden 5 ml alınmış ve dilüe edilmemiş 0.5 ml serbest enzim çözeltisi ve 2 gr
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immobilize enzim ile karıştırıldıktan sonra 370C’de 1 ve 5 saat sürelerle inkübe

edilmiştir. Bu süre sonunda tüpler içerisine 5 ml 0.1 N HCI çözeltisi ilave edilerek

reaksiyon durdurulmuştur.

Reaksiyon sonucunda hidroliz ürünlerinin çeşidini saptamak için 20×10 cm

boyutunda, 0.2 mm incelikte hazır silika jel plakaları kullanılmıştır. Örnekler oda

sıcaklığında plakanın altından 2 cm yukarıda ve örnekler arası en az 1.5 cm olacak

şekilde bir mikroşırınga (Hamilton) yardımıyla 5 µl olarak tatbik edilmiş ve plakaların

oda sıcaklığında kuruması sağlanmıştır.

Parçalanma ürünlerinin çeşidini belirlemek amacıyla glukoz ve maltoz şekerleri

standart olarak kullanılmıştır.

Enzim hidroliz ürünlerini ince tabaka kromatografisi ile ayırmak için çözücü olarak

bütanol; etanol; distile su (5:3:2) karışımından yararlanılmıştır (Jensen ve ark. 1988).

Örneklerin uygulandığı plaka aşağıdan yukarı usulüne göre, içinde çözücü bulunan

kromatografi tankına dikey olarak ve çözücüye alt kenarından 1.5 cm batacak şekilde

konulmuştur. Plaka, oda sıcaklığındaki tank içerisinde çözücü 10-15 cm yukarıya

çıkıncaya kadar tutulmuştur. Daha sonra plaka çıkarılmış ve 1100C’lik etüvde 10 dakika

süre ile tutularak kuruması sağlanmıştır. İnce tabaka silika jel plakası üzerinde hidroliz

ürünleri olan karbohidratların görünmesini sağlamak için plaka üzerinde sülfürik asit:

metanol (1:3, v/v) çözeltisi dikkatlice püskürtülmüştür. Püskürtme işleminden sonra

plaka 10 dakika süre ile 1100C’lik etüvde kurutulmuş ve böylece karbohidratlar beyaz

plaka üzerinde siyah ya da kahverengi noktalar halinde görünür hale getirilmiştir (Robyt

ve White 1987).
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3. ARAŞTIRMA SONUÇLARI

3.1. Bakteri Üreme Eğrisi

      ORBA Biyokimya A.Ş. (İstanbul)’dan temin edilen B. amyloliquefaciens suşundan

maksimum enzim üretim zamanının tayini amacıyla 2.2.1 ve 2.2.2’de belirtilen

besiyerleri ve kültür şartlarında bakteri üretilmiştir. 16., 24., 40., 48., 64., 72. ve 88.

saatlerde yapılan aktivite tayin sonuçlarına göre en yüksek enzim aktivitesinin 64.

saatte görüldüğü tespit edilmiştir. Enzim üretimi bakteri üremesi ile paralel olup,

maksimum enzim üretimine logaritmik fazın sonundaki duraklama fazında ulaşıldığı

saptanmıştır. Bundan sonraki çalışmalarda üretim bu saatte yapılmıştır.
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Şekil 3.1. B. amyloliquefaciens’in inkübasyon süresine göre α-amilaz üretim
 zamanının tayini
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3.2. Enzim İmmobilizasyonu

      2.2.3.’te belirtilen şekilde 64 saatlik üretim sonucunda bakteri hücreleri kültür

ortamından santrifügasyonla uzaklaştırılmış ve enzim içeren süpernatant kısmı

immobilizasyon işlemi için kullanılmıştır.

%2 alginat ve %5 CaCI2 varlığında hazırlanan immobilizasyon sonucunda verim

%89 olarak saptanmıştır.

3.3. Farklı Kaynaklı Nişastalar Üzerine İmmobilize ve Serbest (İmmobilize

Edilmemiş) Enzimlerin Etkileri

2.4.’te belirtildiği gibi immobilize ve serbest enzim %1, %2, %4, %5, %6, %8 ve

%10 oranlarında substrat çözeltisi olarak kullanılan çözünür patates nişastası ve ham

patates, mısır, buğday ve pirinç nişasta kaynaklarıyla muamele edilmiş ve bunlar

üzerindeki hidroliz yetenekleri belirlenmiştir (Çizelge 3.1, 3.2 ve Şekil 3.2, 3.3).

Çizelgeler 3.1 ve 3.2 ve şekiller 3.2 ve 3.3’te görüldüğü gibi immobilize ve serbest

enzimlerin genel olarak çözünür patates ve ham buğdayın %5 konsantrasyonunda,

ham patates ve pirincin %4 konsantrasyonunda ve mısırın %2 konsantrasyonunda en

yüksek düzeyde parçalama gösterdikleri tespit edilmiştir.

Diğer yandan aktivitelere bakıldığında immobilize enzim varlığında en iyi

parçalamanın sırasıyla ticari patates>çözünür patates>buğday>mısır>pirinç nişastası

olduğu, serbest enzim varlığında ise sırasıyla ticari patates>çözünür

patates>mısır>buğday>pirinç nişastası şeklinde olduğu saptanmıştır. Genel olarak bağıl

aktiviteler dikkate alındığında ise her iki enzim formunun nişasta kaynaklarını benzer bir

tarzda parçaladıkları görülmüştür. İmmobilize enzimin %8 ve %10 konsantrasyondaki

ticari pirinç nişastası varlığında hiçbir etki göstermedikleri saptanmıştır. Buna karşın
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serbest enzimin %8 ve %10 ticari nişasta varlığında az da olsa aktivite gösterdiği ancak

%1 konsantrasyonda hiç aktivitenin olmadığı saptanmıştır.

Nişasta Çözünür Ticari Ticari Ticari Ticari

Patates (%5) Patates (%4) Mısır (%2) Buğday (%5) Pirinç (%4)
Yüzdeleri

(%) IU/ml B. Akt.
(%) IU/ml B. Akt.

(%) IU/ml B. Akt.
(%) IU/ml B. Akt.

(%) IU/ml B. Akt.
(%)

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

Çizelge 3.1. İmmobilize α-amilaz enziminin farklı nişasta kaynakları üzerindeki
hidroliz yetenekleri
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Şekil 3.2. İmmobilize α-amilaz enziminin farklı nişasta kaynakları üzerindeki
hidroliz yetenekleri

Çalışmalarda her deney iki kez tekrarlanmış olup, ortalama değerler verilmiştir.
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Nişasta Çözünür Ticari Ticari Ticari Ticari
Patates (%5) Patates (%4) Mısır (%2) Buğday (%5) Pirinç (%4)Yüzdeleri

(%) IU/ml B. Akt.
(%) IU/ml B. Akt.

(%) IU/ml B. Akt.
(%) IU/ml B. Akt.

(%) IU/ml B. Akt.
(%)

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

Çizelge 3.2. Serbest α-amilaz enziminin farklı nişasta kaynakları üzerindeki
hidroliz yetenekleri
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Şekil 3.3. Serbest α-amilaz enziminin farklı nişasta kaynakları üzerindeki hidroliz
yetenekleri

Çalışmalarda her deney iki kez tekrarlanmış olup, ortalama değerler verilmiştir.
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3.4. İmmobilize ve Serbest Enzimlerin Farklı Nişasta Kaynakları Üzerindeki

Hidroliz Yeteneklerini Etkileyen Faktörlerin Araştırılması

3.4.1. Sıcaklığın etkisi

Serbest ve immobilize enzim formlarının maksimum aktivite gösterdiği % nişasta

kaynakları varlığında hidrolizleme yeteneğine sıcaklığın etkisini belirlemek üzere  40, 45,

50, 55, 60, 70, 80 0C sıcaklık derecelerinde enzim aktivite tayinleri yapılmıştır. Sonuçlar

her bir nişasta kaynağı için ayrı ayrı grafiklendirilmiştir (Şekil 3.4, 3.5, 3.6, 3.7, 3.8).

Her bir sıcaklık derecesinde elde edilen aktivite değerleri kontrol olarak kullanılan

sıcaklık derecesinde (370C) elde edilen değer (%100) ile kıyaslanarak yüzde olarak

hesaplanmıştır.

Sıcaklık
Çözünür

Patates (%5)
Tic. Patates

 (%4)
Tic. Mısır

 (%2)
Tic. Buğday

 (%5)
Tic. Pirinç

(%4)
İmmo. Ser. İmmo. Ser. İmmo. Ser. İmmo. Ser. İmmo. Ser.Değerleri

(0C) Enzim Enzim Enzim Enzim Enzim Enzim Enzim Enzim Enzim Enzim
37 (K) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

40 107 112 104 111 103 115 110 104 136 117
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

Çizelge 3.3. Farklı sıcaklık derecelerinde immobilize ve serbest α-amilaz enzimlerinin
% aktivite değerleri (K: Kontrol)

Çizelge 3.3 ve Şekil 3.4-3.8’de görüldüğü gibi immobilize enzimin %5 çözünür

patates nişastası varlığında 600C’de; ticari patates, pirinç ve buğday nişastaları

varlığında 500C’de; ticari mısır nişastası varlığında ise 550C’de maksimum aktivite

gösterdiği saptanmıştır. Diğer yandan serbest enzimle yapılan çalışmalarda ise çözünür
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patates, ticari mısır ve buğday nişastalarında en yüksek aktivite 550C’de elde edilirken,

ticari patates ve pirinç nişastaları varlığında ise 500C olarak saptanmıştır.

Sıcaklığın her 100C’de artması ile her iki enzimin aktivitesinin kademeli olarak

maksimum sıcaklık derecesine kadar arttığı gözlemlenmiştir.

Yapılan çalışmalarda immobilize enzimin serbest enzime göre yüksek sıcaklıklarda

yüksek aktivite gösterdiği saptanmıştır (Şekil 3.4, 3.5, 3.6, 3.7 3.8). İmmobilize enzimin

çözünür patates nişastası varlığında aktivitesinin 700C’de kontrole göre %51’lik bir artış

gösterdiği, 800C’de ise %96’sını koruduğu tespit edilmiştir. Ticari patates nişastası

varlığında 700C’de %17’lik bir artış gösterdiği, 800C’de ise aktivitesinin %77’sini

koruduğu saptanmıştır. Mısır nişastası varlığında aktivitesinin 700C’de %10’luk bir artış

gösterdiği, 800C’de ise %61’ini koruduğu belirlenmiştir. Ticari buğday nişastası 700C’de

%98’ini korurken, 800C’de aktivitenin %81 azaldığı saptanmıştır. Pirinç nişastası

varlığında ise 700C’de aktivitenin %181 arttığı, 800C’de ise aktivitenin %54’ünün

korunduğu gözlenmiştir.

Serbest enzimin ise yüksek sıcaklıklarda aktivitesini koruyamadığı, özellikle 600C’lik

sıcaklıktan itibaren aktivitelerde önemli düşüşler gösterdiği saptanmıştır. Buğday

nişastası dışındaki diğer nişasta kaynakları varlığında enzim yüksek sıcaklıklarda

(700C-800C) az aktivite göstermesine rağmen bu sonuçlar göz ardı edilmiştir.
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Şekil 3.4. İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin farklı sıcaklıklarda
çözünür patates nişastası (%5) üzerindeki hidroliz etkisi
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Şekil 3.5. İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin farklı sıcaklıklarda
 ticari patates nişastası (%4) üzerindeki hidroliz etkisi
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Şekil 3.6. İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin farklı sıcaklıklarda
ticari mısır nişastası (%2) üzerindeki hidroliz etkisi
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Şekil 3.7. İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin sıcaklığa bağlı olarak
ticari buğday nişastası (%5) üzerindeki hidroliz etkisi
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Şekil 3.8. İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin farklı sıcaklıklarda
 ticari pirinç nişastası (%4) üzerindeki hidroliz etkisi

Çalışmalarda her deney iki kez tekrarlanmış olup, ortalama değerler verilmiştir.

3.4.2. pH’nın etkisi

Serbest ve immobilize enzimin en yüksek aktivite gösterdikleri nişasta kaynakları

üzerindeki hidroliz yeteneğine pH’nın etkisini incelemek amacıyla 4.0, 5.0, 6.0, 6.4, 6.8,

7.0, 7.4, 7.8 ve 8.0 pH değerleri kullanılmıştır. Sonuçlar her bir nişasta kaynağı için

birlikte verilmiştir.

Çalışmalar sırasında elde edilen aktivite değerleri, kontrol olarak kullanılan pH

değerinde (pH:5,9) elde edilen değerler %100 olarak kabul edilerek hesaplanmıştır

(Çizelge 3.4).
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Çözünür
Patates (%5)

Ticari Patates
 (%4)

Ticari Mısır
(%2)

Ticari Buğday
 (%5)

Ticari Pirinç
 (%4)pH

Değerleri İmmo.
Enzim

Ser.
Enzim

İmmo.
Enzim

Ser.
Enzim

İmmo.
Enzim

Ser.
Enzim

İmmo.
Enzim

Ser.
Enzim

İmmo.
Enzim

Ser.
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

Çizelge 3.4. İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin pH’ya bağlı olarak farklı
nişastalar üzerindeki % hidroliz etkisi (K: Kontrol)

Çizelge 3.4.’te görüldüğü gibi immobilize enzimin çözünür patates ve ticari buğday

nişastaları varlığında pH 6.8’de, ticari pirinç varlığında pH 6.4, ticari patates varlığında

6.0 ve ticari mısır nişastası varlığında 5.9’da maksimum aktivite elde edilmiştir. Diğer

yandan serbest enzimle yapılan çalışmalarda ise ticari patates nişastası varlığında pH

6.8, çözünür patates ve ticari buğday nişastaları varlığında pH 6.4, ticari mısır ve pirinç

varlığında ise pH 6.0’da en yüksek aktivite saptanmıştır.

Yapılan çalışmalarda immobilize enzimin alkali taraftaki aktivitenin asidik tarafa

göre yüksek olduğu, buna karşın serbest enzimin hem asidik, hem de alkali tarafta

aktivitesini koruduğu ancak pH 4.0’ta her iki enzimin aktivitesinin kaybolduğu

saptanmıştır. İmmobilize enzimin çözünür patates nişastası varlığında pH 8.0’de

aktivitesini maksimum aktiviteye göre %50’sini koruduğu saptanmıştır. Ticari pirinç

nişastası varlığında ise sadece serbest enzimin aktivitesinde %92’lik kayıp gözlenmiştir.

İmmobilize enzim pH 8.0’de kontrole göre %3’lük bir aktivite artışı gösterirken,

denemeye alınan diğer nişastalar varlığında immobilize ve serbest enzim fazla bir

aktivite artışı göstermemiştir.
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Şekil 3.9. İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin pH’ya bağlı olarak
çözünür patates nişastası (%5) üzerindeki hidroliz etkisi

0

20

40

60

80

100

120

140

160

4 5 5,9 6 6,4 6,8 7 7,4 7,8 8

pH Değerleri

Ba
ğı

l A
kt

iv
ite

(%
)

Serbest Enzim İmmobilize Enzim

Şekil 3.10. İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin pH’ya bağlı olarak
ticari patates nişastası (%4) üzerindeki hidroliz etkisi
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Şekil 3.11. İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin pH’ya bağlı olarak
ticari mısır nişastası (%2) üzerindeki hidroliz etkisi
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Şekil 3.12. İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin pH’ya bağlı olarak
ticari buğday nişastası (%5) üzerindeki hidroliz etkisi
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Şekil 3.13. İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin pH’ya bağlı olarak
ticari pirinç nişastası (%4) üzerindeki hidroliz etkisi

Çalışmalarda her deney iki kez tekrarlanmış olup, ortalama değerler verilmiştir.

3.4.3. Metal iyonlarının etkisi

Bu çalışmada, CaCI2.2H2O, MgSO4.7H2O, MnCI2.4H2O, BaCI2.2H2O, CuCI2 ve

LiSO4.H2O metallerinin pH 5.9 ve 370C sıcaklıkta immobilize ve serbest enzim aktivitesi

üzerine etkileri ve bunun nişasta hidrolizini ne şekilde etkilediği araştırılmıştır.

Elde edilen sonuçlar içerisinde hiçbir metal iyonu bulunmayan kontrol çözelti ile

elde edilen aktivite %100 olarak kabul edilip, buna göre % olarak hesaplanmıştır

(Çizelge 3.5).

      Çizelge 3.4 ve Şekil 3.14 ve 3.15’te görüldüğü gibi ticari pirinç nişastasını hariç

tutacak olursak metal iyonları içerisinde Mg+2 ve Li+2’un her iki enzim formunun

aktivitesi üzerinde etkili olduğu saptanmıştır. Ayrıca Li+2  ve Mn+2 iyonlarının da serbest

enzim üzerinde stimülatör etki gösterdiği görülmüştür. Sonuçlar nişastalar varlığında
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irdelendiğinde çözünür patates nişastası ortamındaki Ca+2, Ba+2 ve Li+2 iyonları serbest

enzim üzerinde aktivatör rol oynarken immobilize enzim bu metaller varlığında kayda

değer bir aktivite göstermemiştir. Ticari patates nişastası varlığında ise kontrole göre

Mg+2 ve Li+2 stimülatör etki gösterirken, immobilize enzimin aktivitesinde bir artış

saptanmamıştır. Ticari mısır nişastası varlığında Li+2 iyonunun serbest enzimin, Mg+2

iyonunun ise immobilize enzimin aktivitesini kayda değmeyecek bir oranda arttırdığı

gözlenmiştir. Ticari buğday varlığında Mn+2 ve Li+2 serbest enzim aktivitesi üzerinde

aktifliğini gösterirken, immobilize enzim varlığında bir sonuç alınamamıştır. Ticari pirinç

varlığında ise metal iyonlarından Ca+2, Mg+2 ve Mn+2 iyi bir etki gösterirken, Mg+2

immobilize enzim üzerinde az bir aktivite artışı göstermiştir. Cu+2 iyonu varlığında tüm

nişasta kaynakları ortamında güçlü bir inhibitör etki gözlenmiştir.

      Tüm sonuçlar dikkate alındığında immobilize enzimin kullanılan metaller varlığında

kayda değer bir aktivite artışı göstermediği, buna karşın serbest enzimle yapılan

çalışmalar sonucunda aktivitede artışlar sağlanmış olup, özellikle çözünür patates

ortamında Li+2 bulunduğunda %31’lik, pirinç nişastası varlığında Mg+2 iyonu ile %24,

buğday nişastası varlığında ise Mn+2 ile %21’lik bir aktivite artışı görülmüştür. Ca+2

iyonunun ise pirinç nişastası varlığında %16’lık bir aktivite artışına sebep olduğu tespit

edilmiştir.

Çözünür
Patates (%5)

Ticari
Patates (%4)

Ticari
 Mısır (%2)

Ticari
 Buğday (%5)

Ticari
 Pirinç (%4)Metal

iyonları
(5mM) İmmo.

Enzim
Ser.

Enzim
İmmo.
Enzim

Ser.
Enzim

İmmo.
Enzim

Ser.
Enzim

İmmo.
Enzim

Ser.
Enzim

İmmo.
Enzim

Ser.
Enzim

Kontrol 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Ca+2 74 108 67 93 85 93 67 81 59 116
Mg+2 96 85 80 109 101 95 100 76 107 124
Mn+2 89 85 76 74 100 100 86 121 70 108
Ba+2 83 111 60 53 65 86 46 88 66 68
Cu+2 11 0 0 0 12 0 9 0 22 0
Li+2 71 131 53 107 80 104 42 103 70 56

Çizelge 3.5. İmmobilize ve serbest α-amilaz enziminin metal iyonlarına bağlı
olarak farklı nişastalar üzerindeki % hidroliz etkisi
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Şekil 3.14. İmmobilize α-amilazın metal iyonlarına bağlı olarak kullanılan
nişasta kaynakları üzerindeki hidroliz yeteneği
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Şekil 3.15. Serbest α-amilazın metal iyonlarına bağlı olarak kullanılan
nişasta kaynakları üzerindeki hidroliz yeteneği
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3.5. İnce Tabaka Kromatografisi ile Nişasta Parçalanma Ürünlerinin

Belirlenmesi

Çalışmada immobilize ve serbest α-amilaz enziminin substrat parçalanma ürünlerini

saptamak amacıyla kromatografi yönteminden faydalanılmıştır. Kromatografik yöntem

için en fazla aktivitenin görüldüğü yüzdelerdeki nişasta çözeltilerinden 5 ml alınmış ve

dilüe edilmemiş 0.5 ml serbest enzim çözeltisi ve 2 gr kapsül şeklindeki immobilize

enzim ile karıştırıldıktan sonra 370C’de 1 ve 5 saat sürelerle inkübe edilmiştir. Yapılan

çalışmalar sonucunda silika jel plakası üzerinde nişastanın hidrolizi sırasında oluşan

ürünler kalitatif olarak belirlenmiştir.
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(A)

(B)

1                 2                      3                     4                    5                   6

Şekil 3.16. İmmobilize α-amilazın 1 (A) ve 5 (B) saatlik inkübasyonu sonunda
           nişasta parçalanma ürünleri. 1-Standartlar (Glikoz ve Maltoz),

2-çözünür patates, 3-ticari patates, 4-ticari mısır, 5-ticari buğday,
                    6-ticari pirinç
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(A)

(B)
1                 2   3 4                  5                 6

Şekil 3.17. Serbest α-amilazın 1 (A) ve 5 (B) saatlik inkübasyonu sonunda
                 nişasta parçalanma ürünleri. 1-Standartlar (Glikoz ve Maltoz),

2-çözünür patates, 3-ticari patates, 4-ticari mısır, 5-ticari buğday,
6-ticari pirinç
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Şekil 3.16’da görüldüğü gibi nişastaların immobilize enzim tarafından 1 saatlik

hidrolizi sonucunda enzimin pirinç, buğday ve mısır nişastalarını çok az miktarda

glukoza kadar parçaladığı saptanırken (fotoğrafta görülmemiştir) çözünür ve ticari

patates nişastaları varlığında ise glukoz saptanmamıştır. 5 saatlik hidrolizleme

sonucunda ise tüm nişastalar başta glukoz olmak üzere büyük oranda maltoza ve

glukoza parçalanmıştır. Parçalanma ürünlerinden biri olan maltozdan başka iki ayrı

ürünün daha oluştuğu net bir şekilde görülmektedir (Şekil 3.16, 3.17).

Serbest enzimin ise tüm nişastaları 1. saatte daha az olmakla beraber 5. saatte

daha fazla glukoza parçaladığı belirlenmiştir. Ancak burada glukoz ve maltozdan başka,

bir tane daha ürünün oluştuğu net bir şekilde görülmüştür (Şekil 3.17).
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ

Enzimler farklı endüstri dallarında yaygın olarak kullanılan biyolojik katalizörlerdir.

Endüstriyel alanlarda kullanımlarının artmasıyla enzimlerin daha ekonomik ve kullanışlı

hale getirmek için uygulanan yöntemlerden birisi de enzimlerin çözünmeyen ve destek

görevi gören materyaller (matriksler) yardımıyla suda çözünmeyen hale getirilmeleri

yani immobilize edilmeleridir. Enzim immobilizasyonu biyoteknolojinin önemli

uygulamalarından biri haline gelmiştir (Smith 1996). Günümüzde çok sayıda enzim

immobilize edilerek,  endüstride kullanılmaktadır. Bunlar arasında en yaygın

kullanılanları mikrobiyal kaynaklı α-amilaz, glukoamilaz, glukoizomeraz, proteaz ve lipaz

enzimleridir (Uhlig 1998). α-amilaz enzimi gıda, kağıt, tekstil ve farmakoloji

endüstrilerinde yaygın olarak kullanılmaktadır (Ohdan ve ark. 2000, Haq ve ark. 2003).

Yapılan çalışmada B. amyloliquefaciens’ten elde edilen α-amilaz enzimi kalsiyum

alginat kapsüllerinde immobilize edilmiştir. %2 alginat ve %5 CaCI2 kullanılarak

gerçekleştirilen immobilizasyon sonucunda verim %89 olarak  tespit edilmiştir.

Ertan ve ark. (2007), Aspergillus sclerotiorum’dan α-amilaz enzimi üreterek

kalsiyum alginat kapsüllerinde tutuklamışlardır. Optimum %3 alginat ve kalsiyum

konsantrasyonlarını kullandıklarında verim %40 olarak elde edilmiştir.

Konsoula ve Kyriakides (2006), Bacillus subtilis kaynaklı termostabil α–amilaz

enzimini %2’lik sodyum alginat ve %5’lik CaCl2 varlığında immobilize ederek,

immobilizasyon koşullarını araştırmışlardır.

Dey ve ark.(2003), B. circulans GRS 313’ten elde ettikleri amilaz enzimini %2 CaCI2

ve %4 alginat varlığında immobilize etmişler ve %75 verim sağlamışlardır.
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Kumar ve ark. (2006) Aspergillus oryzae α-amilazını kalsiyum alginat kapsüllerinde

tutuklamışlar ve 6 kullanım sonunda aktivitenin %30’unu kaybettiklerini rapor

etmişlerdir. 3 kullanım sonunda 1 mm’den büyük kapsüller kullanıldığında aktivitenin

%40’ının kaybolduğunu rapor etmişlerdir.

Lim ve ark. (2003) arpadan elde ettikleri α-amilazı çapraz bağlanma metoduyla

glutaraldehid kullanarak silika taneciklerinde immobilize ederek, enzimin endüstride

kullanılabilirliğini araştırmışlardır.

α-amilaz enziminin özellikle endüstride nişasta kullanılan alanlarda  fazla rabet

görmesinden dolayı çalışmada farklı nişasta kaynakları kullanılarak serbest ve

immobilize enzimlerin nişastaları parçalama yetenekleri karşılaştırılmıştır. Yapılan

denemelerde serbest ve immobilize enzimlerin nişastaları genel olarak aynı tarzda

hidroliz ettikleri saptanmıştır. Buna göre aktivitelere bakıldığında (Çizelge 3.1 ve 3.3)

her iki enzimin ticari patates ve çözünür patates nişastalarını hemen hemen aynı tarzda

parçaladıkları görülmesine rağmen, bir sıralama yapılacak olursa immobilize enzimin

sırasıyla ticari patates>çözünür patates>tic. buğday>tic. mısır>tic. pirinç şeklinde

hidroliz ettikleri, serbest enzimin ise sırasıyla ticari patates>çözünür patates>tic.

mısır>tic. buğday>tic. pirinç şeklinde parçaladığı görülmüştür. Çizelge ve şekillerde de

görüldüğü gibi enzimlerin en iyi aktivite gösterdikleri nişastaların % oranlarına

bakıldığında ise her iki enzim için aynı sonuçlar elde edilmiştir. İmmobilize ve serbest

enzimlerin çözünür patates ve ticari buğdayın %5 konsantrasyonunda, ticari patates ve

pirincin %4 konsantrasyonunda  ve mısırın %2 konsantrasyonunda diğer oranlara

nazaran en yüksek düzeyde parçalama gösterdikleri tespit edilmiştir. Ticari mısır

nişastası varlığında her iki enzimin de fazla bir aktivite göstermediği pirinçte ise oldukça

düşük aktivitelerin olduğu saptanmıştır.

Serbest enzimin ticari pirincin %1 konsantrasyonunda aktivite saptanmamış, ancak

%8 ve %10 konsantrasyonlar gibi yüksek konsantrasyonlarda parçalamanın az da olsa

gerçekleştiği tespit edilmiştir. İmmobilize enzimin ise pirincin düşük

konsantrasyonlarında oldukça iyi parçalama gösterdiği, ancak yüksek

konsantrasyonlarda (%8 ve %10) parçalamanın olmadığı belirlenmiştir. Bu durum
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Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafından farklı bir şekilde ifade edilmiş, B. licheniformis

serbest α-amilaz enzimi kullanılarak yapılan nişasta hidrolizleme çalışmalarında, nişasta

konsantrasyonunun artmasının nişasta hidrolizini azalttığı, çünkü enzim molekülünün

yüksek nişasta konsantrasyonunda hareketinin sınırlandığını ifade etmiştir. Yaptığımız

çalışmada ise farklı bir sonuç elde edilmiş olup, %4 ve %5 nişasta

konsantrasyonlarında maksimum aktiviteler saptanmıştır.

En yüksek aktivitenin görüldüğü nişastalar %100 kabul edilerek hesaplanan bağıl

aktivitelere bakıldığında her iki enzimin nişastaları aynı tarzda hidroliz ettikleri ancak

immobilize enzimin genel olarak tüm nişastaları serbest enzime kıyasla daha iyi

parçaladıkları saptanmıştır. Bu durum immobilize enzim işlemlerinde yüklenen enzim

miktarının yüksek olmasıyla açıklanabilir. Ancak immobilize enzimin birden fazla

kullanımı dikkate alındığında, immobilize enzimin serbest enzime nazaran nişasta

parçalama endüstrisinde kullanılabileceği düşünülmektedir. Dey ve ark. (2003)

tarafından da bu durum rapor edilmiştir.

Yapılan bir çalışmada, kalsiyum alginat kapsüllerinde immobilize edilen Bacillus

amyloliquefaciens ATCC 23842 α-amilaz enziminin nişasta hidrolizi üzerinde verimliliği

rapor edilmiştir. Ticari patates nişastasının hidrolizinde görülen jelesyon ile ilgili

problemlerin aşılmasında da önemli olduğu gözlenmiştir. B. amyloliquefaciens α-

amilazının patates, buğday ve pirinç nişastalarını hidrolizlediği rapor edilmiştir. Serbest

enzim ticari patates nişastasını %85 oranında hidroliz etmiştir (Gangadharan ve ark.

2009).

Yaptığımız çalışmada immobilize enzimin nişasta kaynaklarını sırasıyla tic.

patates>çözünür patates>tic. buğday>tic. mısır>tic. pirinç şeklinde hidroliz ettiği

saptanmıştır. Buna karşın Rajagopalan ve Krishnan (2008) immobilize ve serbest α-

amilaz enzimi ile patates, pirinç, buğday ve mısır ile hidrolizleme çalışmaları

yapmışlardır. Yaptıkları çalışmada serbest enzimin en iyi patates, pirinç ve buğday

nişastalarını hidroliz ettiğini ancak çözünür nişasta ve mısır nişastasını %69 ve %64

olarak hidroliz ettiklerini göstermişlerdir. Serbest enzimin hidrolizleme derecesinin
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immobilize enzime kıyasla %10-20 daha az olduğu saptanmıştır. Dolayısıyla bu durum

enzimin 3 boyutlu yapısının substrata olan ilgisinden kaynaklanıyor olabilir. Çünkü diğer

araştırmacılar tarafından da immobilize α-amilazın farklı şekillerde substrat spesifitesi

gösterdiklerini rapor edilmiştir. Konsoula ve Kyriakides (2006) immobilize α–amilaz ile

mısır ve pirinç nişastalarına kıyasla patates nişastası üzerinde maksimum hidroliz rapor

etmişlerdir.

Ertan ve ark. (2007) Aspergillus sclerotiorum α-amilazını kalsiyum alginat

kapsüllerinde immobilize etmişler ve buğday, pirinç ve çözünür patates nişastası

üzerindeki hidrolizleme yeteneğini zamana göre araştırmışlardır. Nişasta kaynakları

immobilize enzimle 10, 30, 60 ve 120 dakika muamele edilmiştir. Zamana göre farklı bir

hidroliz düzeni görülmüştür. 10. ve 30. dk sonunda en iyi hidrolizin pirinç nişastasında,

60. dk’da buğday, 120. dk sonunda ise çözünür patates nişastasında olduğu

belirlenmiştir.

Alüminyum oksit üzerine adsorbsiyon metoduyla immobilize edilen α-amilaz

enziminin düşük molekül ağırlığına sahip nişastaların hidrolizini gerçekleştirdiği rapor

edilmiştir (Reshmi ve ark. 2006).

İmmobilizasyon, enzimin 3 boyutlu yapısını değiştirmekte olup, bunun da enzimin

substrata olan ilgisini değiştirdiği ve böylece ürün spesifitesinin arttığı rapor edilmiştir.

(Ivanova ve Dobreva 1994).

Amilazların nişastaları hidroliz yeteneklerinin farklı olması nişastaların granül

büyüklüğü, amiloz ve amilopektinin farklı oranları ile açıklanabilir olabileceği

düşünülmekte, ancak Kimura ve Robty (1995), granüldeki amiloz miktarının enzim tesir

oranını etkilemediğini rapor etmişlerdir. Bu konuda tam bir bilgi olmadığından bu durum

tam olarak açıklanamamıştır.
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Ancak kullanılan suşun farklı tipi ve farklı nişasta kaynakları ve nişastadaki amiloz-

amilopektin oranı ve molekül ağırlıkları α-amilaz enziminin nişasta substratlarını farklı

parçalama yetenekleriyle açıklanabileceği de rapor edilmiştir (Marchal ve ark. 1999).

α-amilazlar A, B ve C bölgeleri içeren çok bölgeli proteinlerdir (Juszczak 2003). Bazı

amilazların nişasta bağlanma bölgesi (Starch binding domain) olarak adlandırılan bir

bölge içerdikleri bilinmektedir (MacGregor ve ark. 2001). Fakat enzimin nişasta

granülleri üzerindeki adsorbsiyon mekanizması hala net değildir. Bazı çalışmalar bunu

enzimin C bağlanma bölgesiyle açıklamaktadır. Bu bölgenin ticari nişasta üzerinde çok

etkin olduğu saptanmıştır (Dettori-Campus ve ark. 1992, Mikami ve ark. 1999). Bu

konuda yeterli çalışmalar bulunmadığından amiloz ve amilopektin oranının etkisi

hakkında bir genelleme yapılmamıştır.

Serbest ve immobilize enzimlerin nişasta parçalanması üzerinde bazı faktörler etkili

olmakta ve bunlar genel olarak sıcaklık, pH ve metal iyonlarıdır. Serbest ve immobilize

enzimlerin yüksek aktivite gösterdikleri % nişasta oranları kullanılarak yapılan

çalışmada immobilize enzimin maksimum aktiviteye çözünür patates nişastası varlığında

600C’de; ticari patates, pirinç ve buğday nişastaları varlığında 500C’de; ticari mısır

nişastası varlığında ise 550C’de ulaştığı tespit edilmiştir. Serbest enzimin ise çözünür

patates, ticari mısır ve buğday nişastaları varlığında en yüksek aktiviteye 550C’de, ticari

patates ve pirinç nişastaları varlığında ise 500C’de ulaştığı saptanmıştır.

Farklı araştırmacılar tarafından yapılan çalışmalarda Bacillus türlerinin genellikle 40,

50 ve 550C’de optimum aktivite gösterdikleri saptanmıştır (Manning ve Campbell 1961,

Boyer ve Ingle 1972, Fogarty 1983, Jamuna ve ark. 1991).

Serbest enzimin yüksek sıcaklıklarda aktivitesini koruyamadığı, özellikle 600C’lik

sıcaklıktan itibaren aktivitelerde önemli düşüşler gösterdiği saptanmıştır. Bunun

nedeninin immobilize edilen enzimin kapsül içinde korunmasından dolayı direkt olarak

sıcaklıktan etkilenmediği düşünülmektedir. Chang ve ark. (1996)’nın bildirdiğine göre

immobilize edilen enzimler pH, sıcaklık gibi çevre koşullarına daha dayanıklı ve serbest
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enzime nazaran daha kararlıdır. Diğer araştırmacılar da immobilize enzimin yüksek

sıcaklıkta aktivite gösterdiğini rapor etmişlerdir. Bu araştırmacılardan Roy ve Gupta

(2004), Bacillus acidopullulyticus’tan elde edilen glikoamilaz ve pullulanaz enzimini

kalsiyum alginat kapsüllerinde immobilize etmişler ve immobilize enzimlerin serbest

enzimlere kıyasla 450C’de daha stabil olduklarını göstermişlerdir.

Diğer yandan serbest enzimin Halobacterium halobium α-amilaz enzimi kullanılarak

yapılan bir çalışmada 600C’de inaktive olduğu, ancak immobilize enzimin 650C’ye kadar

aktivitesini koruduğu ve immobilize enzim aktivitesinin serbest enzime kıyasla çok daha

iyi bir şekilde olduğu ifade edilmiştir  (Patel  ve ark. 1996).

Dey ve ark. (2003), Bacillus circulans GRS 313’ten elde edilen α-amilazı kalsiyum

alginat kapsüllerinde immobilize etmişler ve immobilizasyon sonucunda enzimin

stabilitesinin 500C’den 570C’ye çıktığını rapor etmişlerdir.

Serbest enzime kıyasla immobilize enzim daha yüksek sıcaklıklarda daha yüksek

aktivite göstermiştir (Gangadharan ve ark. 2009).

Kumar ve ark. (2006) Aspergillus oryzae α-amilazını kalsiyum alginat kapsüllerinde

tutuklamışlar ve immobilize enzimin serbest enzime kıyasla sıcaklık karşısında daha

stabil olduğu sonuna varmışlardır. Serbest enzim için optimum sıcaklık değeri 540C

iken, immobilize enzimde 600C’ye yükseldiğini saptamışlardır.

İmmobilize ve serbest enzimin katalitik aktiviteleri farklı sıcaklıklarda karşılaştırılmış

ve immobilize enzimin sıcaklığa serbest formlardan daha dayanıklı olması sebebiyle

yüksek aktiviteye sahip olduğu rapor edilmiştir (Hasırcı ve ark 2006, Kahraman ve ark.

2007).
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İmmobilize α-amilaz enzimi 70 ve 800C’lerde serbest enzime nazaran daha iyi bir

aktivite göstermiştir. İmmobilize enzimlerin optimum sıcaklıklarında bir artış

saptanmıştır (Sadhukhan ve ark. 1993, Yoshida ve ark. 1989).

Nişasta hidrolizini etkileyen önemli bir parametre pH’dır. pH’nın etkileri kontrol

edildiğinde ise immobilize enzimin çözünür ve ticari patates nişastası varlığında pH

6.8’de, ticari pirinç varlığında pH 6.4, ticari patates varlığında 6.0 ve ticari mısır

nişastası varlığında 5.9’da maksimum aktivite elde edilmiştir. Diğer yandan serbest

enzimle yapılan çalışmalarda ise ticari patates nişastası varlığında pH 6.8, çözünür

patates ve ticari buğday nişastaları varlığında 6.4, ticari mısır ve pirinç varlığında ise

6.0’da en yüksek aktivite saptanmıştır.

pH ile ilgili yapılan çalışmalarda immobilize enzimin alkali pH’daki aktivitenin asidik

pH’ya göre yüksek olduğu, buna karşın serbest enzimin hem asidik, hem de alkali

pH’da aktivitesini koruduğu ancak pH 4.0’ta her iki enzimin aktivitesinin kaybolduğu

saptanmıştır. İmmobilize enzimin çözünür patates varlığında pH 8.0’de aktivitesini

maksimum aktiviteye göre %50’sini koruduğu saptanmıştır. Ticari pirinç nişastası

varlığında ise serbest enzimin aktivitesinde kontrole göre %92’lik kayıp gözlenmiştir.

Diğer enzimlerde ise pH 8.0’de az da olsa aktivite göstermiştir.

Reshmi ve ark. (2006)’ya göre serbest ve immobilize α-amilaz enzimi pH 6’da

maksimum aktivite göstermiştir. Ve serbest enzime kıyasla immobilize enzim daha

yüksek pH’larda daha yüksek stabilite sergilemiştir.

Tee ve Kaletunç (2009)’a göre serbest ve kovalent bağlı α-amilazın maksimum

aktiviteleri pH 5.5 ve 6.0’da görülmüştür.

Bezbaruah ve ark. (1991) Bacillus suşlarının α-amilaz enzimlerinin genellikle

alkaliye toleranslı ve alkali pH’da daha stabil kaldığını belirtmişlerdir.
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Patel  ve ark. (1996), Halobacterium halobium’dan elde ettikleri α-amilaz enzimini

kalsiyum alginatta immobilize etmişler ve bu immobilize enzimin serbest enzime

nazaran pH, sıcaklık, saklama süresi değişimleri açısından  daha  stabil olduğunu

bildirmişlerdir. Serbest enzimin asidik pH’da inhibe olduğunu, immobilize enzimin ise

%75-80 aktivitesini koruduğu ve alkali bölümde daha stabil kaldığını rapor etmişlerdir.

Kumar ve ark. (2006), Aspergillus oryzae α-amilazını kalsiyum alginatta immobilize

etmişler ve serbest enzimin 5.5-6.0 optimum pH’da aktif olduğunu, immobilize enzimin

ise pH 6.0-6.5’da aktif olduğunu rapor etmişlerdir.

α-Amilaz bir metaloproteindir (Manning ve Campbell 1961). Metal iyonları ile

yapılan çalışmada, CaCI2.2H2O, MgSO4.7H2O, MnCI2.4H2O, BaCI2.2H2O, CuCI2 ve

LiSO4.H2O metallerinin pH 5.9 ve 370C sıcaklıkta immobilize ve serbest enzim aktivitesi

üzerine etkileri ve bunun nişasta hidrolizini ne şekilde etkilediği araştırılmıştır.

Metal iyonları içerisinde Mg+2’un genel olarak her iki enzimin aktivitesi üzerinde

stimülatör etki gösterdiği saptanmıştır. Ayrıca Mn+2, Li+2, Ba+2, Ca+2 iyonlarının serbest

enzim üzerinde aktive edici etki gösterirken, immobilize enzim kullanılan metal iyonları

varlığında kayda değer bir aktivite artışı göstermemiştir. Diğer yandan özellikle Cu+2

iyonu tüm nişasta kaynakları ortamında güçlü inhibitör etki göstermiştir. Diğer yandan

serbest enzimle yapılan çalışmalar sonucunda aktivitede artışlar saptanmış, özellikle

çözünür patates ortamda Li+2 bulunduğunda kontrole göre %31’lik, pirinç nişastası

ortamda Mg+2 %24’lük ve buğday nişastası ortamda Mg+2 varlığında %21’lik bir artış

görülmüştür. Ca+2 varlığında serbest enzim aktivite gösterirken immobilize enzimin

aktivitesinin azaldığı tespit edilmiştir (Şekil 3.14, 3.15).

Çeşitli metal iyonlarının farklı Bacillus türlerinden elde edilen α-amilaz enzimi

üzerine değişik etkide bulundukları belirtilmektedir. Bunlardan Srivastava (1987) B.

stearothermophilus’tan elde edilen α-amilaz enzimi üzerine Ca+2 ve Ba+2‘nin stimülatör

etki yaptığı halde, Ag+2 ve Fe+2‘in çok kuvvetli bir inhibitör etkisi olduğunu saptamıştır.

Buna karşın Krishnan ve Chandra (1983) ise B. licheniformis’in bir suşundan elde
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ettikleri α-amilaz üzerine Ca+2 ve Mg+2 ‘un aktivatör etki yaptığını ancak, Zn+2, Fe+2 ve

Mn+2 ile Ag+2 ve Cu+2’nun enzim aktivitesini önemli bir ölçüde azalttığını belirtmişlerdir.

Kanno (1986) ise B. acidocaldarius α-amilaz üzerine Zn+2, Fe+2 ve Cu+2’ın inhibitör

etkisinin olduğunu belirtmiştir. Manning ve Campbell (1961) ile Deshpande ve Cheryan

(1984) metaller içerisinde özellikle Ca+2 ‘un α-amilaz tarafından nişastanın hidrolizi için

gerekli bir metal iyonu olduğunu ifade etmektedirler.

Dey ve ark. (2003)’nın yaptıkları çalışmada Mg+2 ve Co+2 iyonlarının immobilize α-

amilazın aktivitesini arttırdığı görülürken, Hg+2, Cu+2 ve Fe+2 metal iyonlarının inhibe

edici etki gösterdiği belirlenmiştir. Hg+2 en düşük konsantrasyonda kullanılmasına

rağmen yüksek bir inhibisyona yol açarak yalnızca %27’lik bir aktivite görülmesine

neden olmuştur.

Diğer yandan α-amilaz enziminin 5mM CaCI2 varlığında aktivitesinin arttığı ifade

edilmiştir (Gangadharan ve ark. 2009).

Ca+2 iyonlarının α-amilaza bağlanmasının enzimin aktivitesi ve stabilitesini

sağlamada önemli rol oynadığı rapor edilmiştir (Haq 2003, Tanaka ve Hoshino 2002).

Ancak yaptığımız çalışmada Mg+2 iyonunun enzim üzerinde etkili olduğu saptanmıştır.

El-Banna ve ark. (2007), B. subtilis α-amilazını kalsiyum alginatta immobilize

etmişlerdir. Çeşitli metal iyonlarının aktivite üzerindeki etkilerini araştırmışlardır. Na+2 ve

Ca+2 iyonlarını hem serbest, hem de immobilize enzim için son derece aktive edici

bulmuşlardır. Co+2 ve Ni+2 iyonlarının ise inhibe edici etki gösterdiklerini tespit

etmişlerdir.

α-amilaz enziminin aktivitesini etkileyen faktörler araştırmacılar tarafından da farklı

olarak değerlendirilmekte ve kullanılan enzimin kaynağına bağlı olduğu

düşünülmektedir.
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α-amilaz enziminin substrat parçalama ürünleri başta gıda olmak üzere farklı

alanlarda kullanıldığından, ortaya çıkan son ürünlerin bilinmesi oldukça önemlidir. Bu

yüzden B. amyloliquefaciens α-amilaz enziminin immobilize ve serbest formları farklı

nişastalara maruz bırakılarak (1 ve 5 saat) hidrolizleme sonucu ortaya çıkan son ürünler

TLC ile tespit edilmiştir (Şekil 3.16, 3.17).

Nişastaların immobilize enzim tarafından 1 saatlik hidrolizi sonucunda enzimin

pirinç, buğday ve mısır nişastalarını çok az miktarda glukoza kadar parçaladığı

saptanırken (fotoğrafta görülmemektedir), çözünür ve ham patates nişastalarının ise

glukoza kadar  parçalanmadığı görülmüştür. 5 saatlik hidrolizleme sonucunda ise tüm

nişastalar başta büyük oranda maltoz olmak üzere maltoz ve glukoza parçalanmıştır

(G2>G1). Parçalanma ürünlerinden biri olan maltozdan başka iki ayrı ürünün daha

oluştuğu net bir şekilde görülmektedir (Şekil 3.16).

Serbest enzim ise tüm nişastaları 1. saatte daha az olmakla beraber 5. saatte daha

fazla glukoza parçaladıkları belirlenmiştir. Burada da en fazla parçalanma ürünü maltoz

olarak gözlemlenmiştir (G2>G1). Ancak burada glukoz (G1) ve maltozdan (G2) başka

bir tane daha ürünün oluştuğu net bir şekilde görülmüştür (Şekil 3.17). Net olarak

parçaladığı tespit edilen ürünle ilgili standart maddeler bulunmadığı için kesin tanılar

yapılmamıştır. Buna karşın, Demirkan ve ark. (2005)’e göre bu ürünlerin maltotrioz

(G3) ve maltotetroz (G4) oldukları anlaşılmaktadır.

Yaptığımız 5 saatlik hidrolizleme sonucunda tüm nişastaların immobilize enzim

tarafından hidrolizi sonucu ortaya çıkan son ürünler sırasıyla G2=G3>G1>G4 olarak,

serbest enzim tarafından ise G2=G3>G1 olarak tespit edilmiştir (Şekil 3.16 ve 3.17).

Çeşitli araştırmacılar tarafından da farklı Bacillus suşlarında elde edilen α-amilaz

enzimlerinin substrat hidroliz ürünleri belirlenmiştir. Bunlardan Kanno (1986), B.

acidocaldarus α-amilaz enzim ile yaptığı çalışmada hidroliz ürünleri olarak glukoz (G1),

maltoz (G2), maltotrioz (G3), maltotetroz (G4) ve maltopentoz (G5) olduğunu
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saptamıştır. Srivastava (1987) da aynı sonuçları B. stearothermophilus  α-amilaz enzimi

ile elde etmiştir.

Nişastanın glukoz ve maltoza hidrolizi için immobilize α-amilaz enzimi kullanılmıştır

(Klibanov 1983, Reshmi ve ark. 2007).

      İmmobilize bakteriyal α-amilaz enziminin nişasta hidrolizlemesi konusunda

çalışmalar yapılmış ve yapılan hidrolizleme işlemi sonucunda farklı, heterojen ürünlerin

ortaya çıktığı saptanmıştır (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 α-amilazı kalsiyum

alginat kapsüllerinde immobilize etmişler ve çeşitli nişasta kaynaklarının hidrolizi ile

maltooligosakkaritlerin yanında glukozun da açığa çıktığını rapor etmişler ve bunun

glukoz şurubu üretimi açısından olumlu olduğunu belirtmişlerdir.

Bacillus subtilis KCC103 α-amilazının çözünür nişastayı maltooligosakkaritlere

parçaladığı gösterilmiştir (Dillirani ve ark. 2006).

Çalışmaların çoğu bulunan sonuca uygun olarak nişastanın glukoz ve maltoza

dönüştüğünü göstermiştir (Dey ve ark. 2003, Park ve ark. 2005).

Shewale ve Pandit (2007) immobilize B. licheniformis α-amilazının çözünür

nişastayı hidroliz zamanının artmasıyla G1, G2, G3, G4 ve G5’e hidroliz ettiklerini

saptamıştır. Ana ürün olarak G5 ve G3’te gözlemlemişlerdir. İmmobilize α-amilazın

nişasta hidrolizi sonucu oluşan sakkarid kompozisyonu serbest enziminkinden farklı

bulunmuştur. Serbest enzimin nişastayı hidrolizlemesi sonucunda maltotrioz,

maltopentoz ve maltoheksoz açığa çıkarken, immobilize enzimin hidrolizlemesiyle

maltotrioz ve maltopentozun açığa çıktığı tespit edilmiştir.
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Rajagopalan ve Krishnan (2008), B. subtilis KCC103 α-amilazını kalsiyum alginatla

immobilize ederek yaptıkları çalışmada 7 saatlik bir reaksiyon sonucunda serbest ve

immobilize enzimler kullanılarak çeşitli nişastalardan maltooligosakkaritler elde

etmişlerdir. Serbest ve immobilize enzim çözünmüş nişastayı glukozdan, maltoheptoz

(G1-G7)’a kadar parçalamışlardır. Ancak serbest enzimle elde edilen ürünler sırasıyla

G3>G2>G4>G5 şeklinde artmakta olduğu rapor edilirken, immobilize α-amilaz

varlığında ise glukozun çok düşük miktarlarda olduğu  ve oluşan ürünlerin sırasıyla

G2>G3>G4>G5 olduğu tespit edilmiştir. Aynı bilim adamları patates nişastası

kullandıklarında serbest enzimlerin maltoheptoz oluşturduğu, immobilize enzimle

yapılan çalışmada ise böyle bir ürün oluşmadığı görülmüştür. Pirinç, buğday ve mısır

nişastalarından oluşan ürün dağılımının (G1-G3) çözünür ve ticari patates

nişastalarından (G1-G5) farklı olduğunu gözlemlemişlerdir.

Ortaya çıkan son ürünler de glukoz ve maltoz şeker gruplarının elde edilmesinde

yaygın olarak kullanılmaktadır (Messaoud ve ark. 2003, Anonymous 1988).

Enzimlerin endüstriyel alanlarda kullanımının gittikçe artması, elde edilecek

verimliliğin de arttırılması ihtiyacını doğurmaktadır. Bu nedenle enzimler immobilize

edilerek ve çeşitli ilave tekniklerle kullanılabilirlikleri arttırılabilir. İmmobilizasyon

devamlı ve tekrarlı bir teknik olarak endüstriyel uygulamalarda kullanılabilir ve

reaksiyon ortamından ayrılabilmesiyle ekonomik öneminin büyüklüğü göz önüne

alınmalıdır. α-amilaz enziminin immobilizasyonu ile ilgili yapılan çalışmalar arttıkça ticari

önemleri daha iyi anlaşılıp, kullanım alanları da genişlemektedir ve endüstriyel alanlarda

da bu konuya olan ilgi artmaktadır. Endüstrinin hemen her dalında kullanılan

enzimlerin, özellikle α-amilaz enziminin dış ülkelerden satın alınması yerine ülkemizde

enzim üretimiyle ilgili sanayi alanlarının oluşturulması ve ülke ekonomisine katkıda

bulunulması gerekmektedir.
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