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Yiksek Lisans Tezi
OZET

Rhizoctonia solani AG4 ZB-34 a-AMILAZININ KATI FAZ FERMENTASYON TEKNIGIYLE
URETIMI, SAFLASTIRILMASI, IMMOBILIZASYONU VE CESITLI ENDUSTRIYEL
ALANLARDAKI KULLANILABILIRLIGININ INCELENMESI

Umit UZUN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlst
Kimya Anabilim Dali
Danigsman: Do¢.Dr. Melike YILDIRIM AKATIN
2017, 111 Sayfa
Bu calismada, Rhizoctonia solani AG4 ZB-34 fungusundan tarimsal bir atik olan musir kepegi
kullanilarak kati faz fermentasyon (SSF) teknigi ile ucuz bir sekilde ve bol miktarda a-amilaz
Uretildi. En iyi enzim iretimi i¢in kati faz fermentasyon sartlar1 baglangi¢c pH’s1 7,00, nem seviyesi
%100, 28 °C’de 6 giin inkiibasyon ve %1’lik nisasta ilavesi olarak belirlendi. Nisasta afinite
teknigiyle yapilan saflagtirma islemi, 11,17 kat ve %5,32’lik verimle tek basamakta gergeklesti.
Serbest enzim kitosana %67,9, kalsiyum alginata %59,6 verimle immobilize edildi. Serbest ve
immobilize enzimlerin en yiliksek aktiviteyi nigasta varliginda gosterdigi tespit edildi. Serbest
enzim, kitosana immobilize enzim ve kalsiyum alginata immobilize enzim i¢in optimum degerler
sirasiyla pH 5,50 ile 50 °C; pH 4,50 ile 40 °C ve pH 5,50 ile 60 °C olarak belirlendi. Enzimlerin
Michaelis-Menten kinetigini takip etmedigi ve sigmoidal substrat doygunluk egrilerine sahip
olduklan tespit edildi. Isil ve pH kararlilik ¢aligmalarinda immobilize enzimlerin serbest enzime
gbre daha kararli olduklar: tespit edildi. Ince tabaka kromatografisi ile serbest enzimin 1 dakika
reaksiyon sonunda agiga ¢ikardigi hidroliz Urunleri glukoz ve maltoz olarak belirlendi. Yikama
performansi analizi ¢alismasinda serbest ve kitosana immobilize a-amilazlarin deterjanlarla beraber
kullanildiklarinda regel ve ¢ikolata lekesi igeren kumas pargalarini daha iyi temizledikleri tespit
edildi. Serbest enzimin hagsil alma etkinliginin kitosana immobilize enzime gore daha iyi oldugu
goruldi. Kalsiyum alginata immobilizasyon sonucunda enzimin hem elma hem de portakal suyunu

serbest enzime oranla daha fazla berraklastirdig: tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Rhizoctonia solani AG4 ZB-34, Kati1 faz fermentasyonu, Nisasta afinite,
Saflastirma, Immobilizasyon, Kitosan, Kalsiyum alginat, Karakterizasyon,
Endiistriyel uygulamalar, Hasil alma, Deterjan katkisi, Meyve suyu
berraklagtirma



Master Thesis

SUMMARY

a-AMYLASE FROM Rhizoctonia solani AG4 ZB-34: PRODUCTION BY SOLID STATE
FERMENTATION, PURIFICATION, IMMOBILIZATION AND ANALYSIS OF THE
USABILITY FOR VARIOUS INDUSTRIAL APPLICATIONS

Umit UZUN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Melike YILDIRIM AKATIN
2017, 111 Pages
In this study, a-amylase from Rhizoctonia solani AG4 ZB-34 fungus was produced cheaply and
abundantly by solid substrate fermentation (SSF) technique using an agricultural waste corn bran.
SSF conditions for the best enzyme production were determined as pH 7.00, 100% humidity level,
6 days incubation at 28 °C and 1% starch addition.The enzyme was purified by starch affinity
technique with 11.17 fold and 5.32% recovery. Purified a-amylase was immobilized on chitosan
and calcium alginate with the efficiency of 67.9% and 59.6%, respectively. It was found that free
and immobilized enzymes showed the highest activity in the presence of starch. Optimum values
for free, chitosan immobilized and calcium alginate immobilized enzymes were pH 5.50 and 50 °C;
pH 4.50 and 40 °C; pH 550 and 60 °C, respectively. The enzymes did not follow the
Michaelis-Menten kinetics and had sigmoidal substrate saturation curves. It was found that
immobilized enzymes were more stable than free enzyme in terms of thermal and pH stabilities.
The hydrolysis products of the free enzyme released after 1 minute incubation were identified as
glucose and maltose by thin layer chromatography. In the washing performance analysis study, it
was found that free and chitosan immobilized enzymes cleaned better the pieces of fabric
containing jam and chocolate when used with detergents. It was seen that the desizing activity of
free enzyme was better than that of chitosan immobilized enzyme. As a result of calcium alginate

immobilization, the enzyme clarified both apple and orange juices more than the free enzyme.

Key Words: Rhizoctonia solani AG4 ZB-34, Solid state fermentation, Starch affinity, Purification,
Immobilization, Chitosan, Calcium alginate, Characterization, Industrial applications,
Desizing, Detergent additive, Juice clarification
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Enzimler kimyasal reaksiyonlar1 oldukca yiiksek bir secicilikle katalizleyen ve
yiiksek verimle iiriin elde edilmesini saglayan biyokatalizorlerdir. Bu reaksiyonlar, biitiin
canlilarin temel metabolik reaksiyonlaridir. Enzimlerin daha hizli, daha etkili ve daha
ekonomik biyokatalitik donistiiriiciiler olmalar1  endistriyel agidan  6nemlerini
artirmaktadir. Enzimler bu 6zellikleri ile ylizyillardir yiyecek, tekstil, deterjan, ilag ve kagit
gibi pek ¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadirlar (Kog, 2015).

Endistriyel alanlarda iiretimi ve kullanimi giderek 6nem kazanan enzimler, giiniimiiz
kosullarinda bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan elde edilebilmektedir. Ancak, daha
hizli cogalmalari, gelisme kosullarinin kontroliiniin kolay olmasi ve iiretimlerinin
mevsimlere bagli olmamasi gibi etkenlerden dolayr mikroorganizmalar, ticari enzim
tiretiminde tercih edilen onemli kaynaklar olmustur. Ticari enzim piyasasinda iiretilen
enzimlerin yaklasik %17’si deterjan katkisi, %17’si gida iiretimi ve yem katkis1 olarak
kullanilirken, %17’si deri ve kagit endiistrisinde, %8’1 tekstil endiistrisinde ve %41°1 ilag
sanayisinde kullanilmaktadir (lyer ve Ananthanarayan, 2008).

Endiistriyel agidan 6nemi bulunan pek cok reaksiyon, biyolojik ortamlarda ¢ok daha
kolay gerceklesmektedir. Bu nedenle enzimlerin endiistride kullanim1 kag¢inilmaz olmustur.
Enzimlerin endiistride kullanilmasi ile yiiksek basing ve sicaklik gibi enerji gerektiren
kosullarin ortadan kalkmasi ekonomik acidan c¢ok biiylik bir katki saglamaktadir
(Cetin, 1983).

Biyokatalitik reaksiyonlar1 etkileyen en 6nemli faktorler arasinda sicaklik ve pH
gelir. Enzimlerin gogu genellikle 1limli sicakliklarda aktif olurken, belirli bir sicakligin
tizerinde {i¢ boyutlu yapilar1 bozuldugundan aktivite gostermezler. Enzimlerin maksimum
aktivite gosterdigi belli bir pH araligi vardir. Ekstrem pH degerlerinde elektrostatik
etkilesimler degistiginden aktiviteler degisir. Aktiviteyi degistiren diger bazi Onemli
faktorler de enzim ve substrat konsantrasyonu, inkiibasyon zamani, deterjanlar, metal
iyonlarinin varlig: ve selatorler gibi katki maddeleridir.

Bir hicrede her bir reaksiyon tiirii i¢in farkli bir enzim grubu gorev yapar.

Enzimlerin temel 6zelligi katalitik fonksiyonlar1 oldugundan simiflandirilmasi da katalitik



fonksiyona gore yapilir. Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB) ve Uluslararas1 Temel ve
Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) kesfedilen her bir yeni enzimi dizenlemek ve
sistematik olarak adlandirmak ic¢in, 1956 yilinda Uluslararasi Enzim Komisyonunu (EC)

kurmustur.

1.2. Nisasta Doniistiiriicii Enzimler

Amilolitik enzimler yani nisastayr donistiiren enzimler genel olarak endoamilazlar,
ekzoamilazlar, dal kirici enzimler ve transferazlar olmak ftizere dort grup altinda

incelenirler (Van der Maarel vd., 2002).

1.2.1. Endoamilazlar

Endoamilazlar, amiloz veya amilopektin zincirinin i¢ kisminda bulunan
a-1,4 glikozidik baglarini hidroliz eden enzimlerdir. a-Amilaz
(EC 3.2.1.1) iyi bilinen bir endoamilazdir. a-Amilaz aktivitesinin son {irlinleri dallanmis
oligosakkaritleri de igeren farkli uzunluktaki a-konfigurasyonuna sahip oligosakkaritler ve

a-limit dekstrinlerdir.

1.2.2. Ekzoamilazlar

Ekzoamilazlar, amiloz ve amilopektinin u¢ kismindaki glukoz birimleri lizerinde o-
1,4 veya a-1,6 baglarint indirgen olmayan ugtan baslayarak hidroliz ederek o- veya B-
anomerik tirtinler olustururlar (B-amilaz, glukoamilaz) (Pandey vd., 2000).

Ikinci gruba ait enzimler olan ekzoamilazlar ya B-amilaz (EC 3.2.1.2) gibi
a-1,4 glikozidik baglar1 ya da amiloglukozidaz veya glukoamilaz (EC 3.2.1.3) ve
a-glukozidaz (EC 3.2.1.20) gibi hem o-1,4 hem de o-1,6 glikozidik baglar
pargalamaktadir. Ekzoamilazlar, amiloz veya amilopektinin u¢ glukoz birimleri izerinde
calisan ve bu nedenle sadece glukoz (glukoamilaz ve a-glukozidaz) veya maltoz ve B-limit
dekstrin (B-amilaz) tireten enzimlerdir. f-Amilaz ve glukoamilaz, ayrica olusan maltozun
anomerik konfigiirasyonunu a'dan B'ya doniistiiriir. Glukoamilaz ve a-glukozidaz, substrat

tercihlerinde farklilik gosterirler: a-glukozidaz, kisa maltooligosakkaritler iizerinde en iyi



sekilde etki gosterip a-glukoz dretirken glukoamilaz uzun zincirli polisakkaritleri en iyi
sekilde hidroliz eder (Pandey vd., 2000).

Diger ekzo-etki eden amilolitik enzimler transglikozilasyon aktivitesine sahip olan
siklodekstrin glikoziltransferaz (EC 2.4.1.19), maltoz agiga c¢ikaran maltojenik a-amilaz
(glukan 1,4-a-glukanhidrolaz, EC 3.2.1.133), maltotetroz (EC 3.2.1.60) ve maltoheksoz
(EC 3.2.1.98) olusturan amilazlardir (Diderichsen ve Christiansen, 1988; Robyt ve
Ackerman, 1971; Momma, 2000).

1.2.3. Dal Kiric1 Enzimler

Nigasta doniistiiriicii enzimlerin {iglinci grubu, sadece a-1,6 glikozidik baglar
hidroliz eden dal kirici enzimlerdir: izoamilaz (EC 3.2.1.68) ve pullulanaz tip |
(EC 3.2.1.41). Pullulanazlar ve izoamilaz arasindaki en biiyiik fark, a-1,6 bagh tekrarlayan
maltotrioz birimlerinden olusan pullulan polisakkaritini hidroliz etme kabiliyetidir.
Pullulanazlar, pullulan ve amilopektin i¢indeki a-1,6 glikozidik bagi hidroliz ederken,
izoamilaz sadece amilopektin i¢indeki a-1,6 bagimi hidroliz edebilir (Bender vd., 1959;
Israilides vd., 1999).

Hem 0-1,4 hem de a-1,6 glikozidik baglar1 hidroliz eden grup II pullulanazlar vardir.
Bunlar o-amilaz-pullulanaz veya amilopullulanaz olarak adlandirilir. Ana reaksiyon
urtnleri maltoz ve maltotriozdur. Bu pullulanaz grubuna ait 6zel bir enzim, ayn1 zamanda
yeni bir a-1,4 veya a-1,6 glikozidik bagi olusturarak transglikozilasyon yapabilen
neopullulanazdir (Takata vd., 1992).

1.2.4. Transferazlar

Nisasta dOniistliriici  enzimlerin  dordiincii  grubu, verici molekiiliin  bir
a-1,4 glikozidik bagimi parcalayan ve vericinin bir kismimi yeni bir glikozidik bag
olusturarak bir glikozidik aliciya transfer eden transferazlardir. Amilomaltaz (EC 2.4.1.25)
ve siklodekstrin glikoziltransferaz (EC 2.4.1.19) gibi enzimler yeni bir a-1,4 glikozidik bag
olustururken dallanma enzimi (EC 2.4.1.18) yeni bir a-1,6 glikozidik bag olusturur.

Siklodekstrin glikoziltransferazlar ¢ok diisiik bir hidrolitik aktiviteye sahiptirler ve 6,
7 veya 8 glukoz birimli siklik oligosakkaritler ve olduk¢a dallanmis ylksek molekul



agirlikli dekstrinler olan siklik oligosakkaritler olustururlar (Takaha ve Smith, 1999; Van
der Veen vd., 2000).

Amilomaltazlar enzimatik reaksiyon tipine gore siklodekstrin glikosiltransferazlara
cok benzerdir. Aralarindaki en buyuk fark, amilomaltazin bir transglikozilasyon
reaksiyonu gerceklestirmesi ve bunun sonucunda lineer bir iiriin elde edilmesine, buna
karsin siklodekstrin glikoziltransferazin siklik bir iirlin vermesidir. Amilomaltazlar, farkl
mikroorganizmalarda maltoz kullanimda veya glikojenin pargalanmasinda da gorev
almaktadirlar (Takaha ve Smith, 1999).

1.3. a-Amilaz Ailesi

Nisastayr doniistiiren enzimlerin ¢ogu amino asit sira benzerligine dayanilarak
a-amilaz ailesi veya aile 13 glikozid hidrolazlar (GH-13) grubuna dahil edilmislerdir

(Henrissat, 1991). Bu gruptaki enzimler Tablo 1'de listelenmistir.



Tablo 1. Glukoz igeren substratlar {izerinde etki gosteren a-amilaz ailesi (GH-13)
enzimleri (Reddy vd., 2003; Mojsov, 2012).

Enzim EC numarasi Ana substrat
Amilosukraz EC24.14 Sakkaroz
Sukroz fosforilaz EC24.17 Sakkaroz
Glukan dallanma enzimi EC2.4.1.18 Nisasta, glikojen
Siklodekstrin glikoziltransferaz EC2.4.1.19 Nisasta
Amilomaltaz EC 2.4.1.25 Nisasta, glikojen
Maltopentoz olusturucu enzim EC3.2.1.-- Nisasta
a-Amilaz EC3.21.1 Nisasta
Oligo-1,6-glukozidaz EC3.2.1.10 Amilopektin
a-Glukozidaz EC 3.2.1.20 Nisasta
Amilopullulanaz EC3.2.1.41 Pullulan
Siklomaltodekstrinaz EC 3.2.1.54 Siklodekstrinler
Izopullulanaz EC 3.2.1.57 Pullulan
Izoamilaz EC 3.2.1.68 Amilopektin
Maltotetroz olusturucu enzim EC 3.2.1.60 Nisasta
Glukodekstranaz EC 3.2.1.70 Nisasta
Trehaloz-6-fosfat hidrolaz EC 3.2.1.93 Trehaloz
Maltoheksoz olusturucu amilaz EC 3.2.1.98 Nisasta
Maltojenik amilaz EC 3.2.1.133 Nisasta
Neopullulanaz EC 3.2.1.135 Pullulan
Malto-oligosil trehalaz hidrolaz EC 3.2.1.141 Trehaloz
Malto-oligosil trehalaz sentaz EC 5.4.99.15 Maltoz

1.3.1. a-Amilazlarin Yapisi

Memeli ve bakteri a-amilazlar iizerinde yapilan X-1s1n1 ¢aligmalari, bu amilazlarin
A, B ve C olarak isimlendirilen {i¢ farkli domain icerdiklerini géstermistir.

A bolgesinde molekiiliin ¢ekirdegi olarak (o/B)8 TIM-fi¢1 formu hakimdir ve g aktif
bolge amino asit birimini icermektedir (Asp231, Glu261 ve Asp328). B ve C bolgeleri



TIM-fig1 bolgesinin karsilikli yanlarina yerlesmistir. B bolgesi TIM-fig1 yapisinin {iglinci
sarmal ve (cuncl tabaka formunun arasinda bir ¢ikinti olusturmustur (Nielsen ve Borchert,
2000; Reddy vd., 2003). B bdlgesi, yapisi ve biiyiikliigli a-amilaz ailesinin gesitli tiyeleri
arasinda degisen oldukca diizensiz ve zengin bir  tabaka yapisina sahiptir. Ayrica bu
bolge substrat baglanma cebinin biiyliik bir kismini igerir ve muhtemelen a-amilazlar
arasindaki substrat 6zgiilliigiiniin farkliliklardan sorumludur.

C bolgesi Yunan anahtar1 motifini iceren bir B-sandvictir ve amino asit dizisinin
C-terminal ucundan olusur (Nielsen ve Borchert, 2000). Memeli a-amilazlar1 birkag

disiilfit kopriisii ihtiva ederken, bakteri amilazlarinda genellikle bu yoktur.

(a) (b) (c)

N
-

> b
_
\ a
2
— . W

-

- ‘g Domain C

Sekil 1. Amilazlarin ti¢ boyutlu yapisi. (a) GH13 Aspergillus oryzae a-amilazi
(b) GHI14 soya fasulyesi [-amilazi (c) GH15 Aspergillus awamori
glukoamilazi (Janecek, 2009).

a-Amilazlar Ca?* bagimli metalo enzimlerdir ve her bir amilaz en az bir Ca*" iyonu
icermektedir. Bu Ca** iyonlarinin A ile B bdlgesi arasindaki yiizeyde yer aldigi ve ayrica
aktif enzimin stabilitesini sagladig1 bilinmektedir. Ca’*’nin amilazlara baglanma afinitesi
diger metal katyonlarina oranla daha yiiksektir. a-Amilazlar bir ile on arasinda degisen

sayilarda bagli Ca* iyonu ihtiva etmektedirler (Sivaramakrishnan vd., 2006).



1.3.2. a-Amilazlarin Uretim Kaynaklar

a-Amilazlar bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar olmak tizere farkli
kaynaklardan elde edilebilmelerinin yaninda ticari olarak {iretilenlerinin ¢ogu biiyiik
oranda mikrobiyal kaynaklidir ve mikrobiyal enzimler, nigasta isleme endiistrisinde
tamamen kimyasal hidrolizin yerini almistir (Kog, 2015).

Mikrobiyal a-amilazlarin genis bir endiistriyel uygulamaya sahip olmasindaki en
biylk etken bitki ve hayvan enzimlerinden daha kolay ve ucuz Uretilebilmeleri ile daha
kararl1 olmalaridir. Mikroorganizmalardan {iretilen o-amilazlarin tercih edilmesinin en
onemli avantajlarindan biri ekonomik {iretim kapasitesi digeri ise istenilen Ozellikteki
enzimlerin elde edilebilmesinin kolayligidir. Bir enzimin herhangi bir endiistri alaninda
kullanilabilmesi i¢in maliyet bakimindan ucuz olmasi, ¢ok farkli alanlarda kullanilabilme
Ozelliginin olmasi ve en 6nemlisi alerjik ya da toksik etkiye sahip olmamasi, yani giivenilir

olmasi gerekmektedir (Wiseman, 1987).

1.3.2.1. Bakteri a-Amilazlan

a-Amilazlar mikroorganizmalarin farkli tiirleri tarafindan iiretilmektedir. Fakat
amilazlarin endiistriyel uygulamalar1 i¢in genellikle Bacillus tiirleri kullanilmaktadir.
Bacillus tiirleri, ticari 6neme sahip a-amilazlar ve proteazlar gibi ekstraseluler enzimleri
oldukca fazla miktarda tretirler. Baslica Bacillus subtilis, B. stearothermophilus,
B. amyloliquefaciens ve B. licheniformis gibi organizmalar iyi a-amilaz Greticileri olarak
kullanilirlar. Bunlardan elde edilen enzimlerin gida, fermantasyon, tekstil ve kagit

endustrilerinde ticari uygulama alanlari bulunmaktadir (Souza ve Magalhaes, 2010).

1.3.2.2. Fungus ve Maya a-Amilazlari

a-Amilazlar bakteriler disinda fungus ve mayadan da elde edilirler. Fungus ve
bakteri kaynakli enzimlerin endiistriyel islemlerde uygunlugunun diger enzim kaynaklaria
gore daha ¢ok oldugu bilinmektedir. a-Amilaz iireten mezofilik funguslarla yapilan birkag
calisma mevcuttur. Bu ¢alismalarda fazla miktarda enzim tireten uygun 6zellikteki fungusu

secmek ve kultlrel tretim kosullarinin 6zelligini belirlemek amaglanmistir (Gupta vd.,



2003). Fungal kaynaklar ¢ogunlukla Aspergillus ve Penicillium ile sinirlidir. A. oryzae ve
A. niger gibi hifli yapiya sahip olan funguslar yaygin olarak kullanilan endiistriyel
enzimleri 6nemli miktarda Uretirler. A. oryzae ticari olarak o-amilaz Gretiminde
kullanilirken sitrik asit ile asetik asit gibi organik asitler hatta soya sosu gibi gida
maddelerinin {iretiminde de biiyiikk oOlgiide kullanilmaktadir. A. niger’in a-amilaz
tiretiminde asit toleranslart ile bakteri kontaminasyonunu dnleme gibi 6nemli bir 6zellige
de vardir (Souza ve Magalhaes, 2010). Enzim iretiminde ayrica A. flavus, A. tamarie, A.
fumigatus ve A. kawachii gibi tiirlerde siklikla kullanilmaktadir (Iftikhar vd., 2013,)

Fungal amilazlar GRAS (Generally Recognized as Safe: Genel olarak glivenli kabul
edilen) statiisiinde kabul gordiigii igin, diger mikrobiyal kaynaklara gore daha ¢ok tercih
edilirler (Gupta vd., 2003; Mobini-Dehkordi ve Javan, 2012). Fungal amilazlar genellikle
40 ile 60 °C arasinda etkilidir ve optimum sicakliklar1 50 °C civarindadir (Kumar vd.,
2013). Okaryotik organizmalar arasinda nadir birkag fungus tiirii 45 ile 55 °C arasindaki
sicakliklarda gelisebilme yetenegine sahiptir. En diisiik ve en yiiksek biiyiime sicakliklar
temel alinarak bu tiir funguslar termofilik ve termotolerant tiirler olarak ikiye ayrilirlar.
Termofilik funguslar, en diisik 20 °C, en yiiksek 60 °C, en iyi 40-55 °C arasinda
ureyebilirler. Termotolerant funguslar ise en iyi 25-40 °C arasinda biiyiirken 50 °C’de
yavag Ureyebilmektedir (Halil ve Kalkanci, 2008). Termofilik fungus Thermomyces
lanuginosus iyi bir amilaz dreticisidir (Mobini-Dehkordi ve Javan, 2012).

Amilaz iiretiminde kullanilan mayalar ise Saccharomyces sp., Cryptococcus sp. ve

Filobasidium capsuligenum’dur (Mojsov, 2012).

1.3.3. a-Amilazlarin Biyokimyasal Ozellikleri

a-Amilazlarin 6zellikleri, farkli tiirde mikroorganizmalardan izole edilerek genis
olarak arastirtlmistir (Gupta vd., 2003). a-Amilazlar genis bir pH skalasina sahiptir ve
optimum pH’lar1 2,0 ile 12,0 arasinda degisir (Wanderley vd., 2004). En yiiksek kararliliga
sahip olduklar1 pH degerleri ise ¢cogunlukla pH 4,0 ile 11,0 arasindadir. Ayrica dar bir pH
araliginda kararliliga sahip olan a-amilazlarda bildirilmistir (Gupta vd., 2003; Sharma ve
Satyanarayana, 2013).
a-Amilaz aktivitesi i¢in optimum sicaklik ve 1sil kararlilik genellikle elde
edildikleri mikroorganizmalara gore degisir. Isil kararli amilazlar endiistriyel islemlerde

oldukca fazla avantaja sahiptir; kontaminasyon riskinin azalmasi, harici sogutma
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maliyetinin azalmasi, substratlarin daha iyi ¢ézlinmesi, pompalama ve karistirmaya izin
veren diislik vizkoziteler gibi (Naidu ve Saranraj, 2013).

a-Amilazlarin substrat 6zgiinliigli mikroorganizmalar arasinda farklilik gosterir.
Ancak, amiloz, amilopektin, siklodekstrin, glikojen ve maltotrioz gibi diger substratlar ile
kiyaslandiginda, nisastaya karsi daha yiliksek bir afinite gosterirler (Sharma ve
Satyanarayana, 2013).

Bazi metal katyonlar1 ve agir metal iyonlari, stlfidril grup ajanlar,
N-bromosuksinimid, p-hidroksilmerkuribenzoik asit, iyodoasetat, EDTA ve EGTA
a-amilazlart inhibe eder. o-Amilazlar, yapilarinda en az bir tane Ca®* iyonu
bulundurduklarindan dolayr metaloenzimdirler ve kalsiyuma affinitesi diger iyonlardan
daha kuvvetlidir (Gupta vd., 2003).

a-Amilazlarim molekiiler agirliklar1 10 ile 210 kDa arasinda degismektedir. En
kiiglik molekiil agirligi Bacillus caldolyticus a-amilazi i¢in 10 kDa, en biiyiik molekiil
agirligt  Chloroflexus aurantiacus o-amilazi i¢in 210 kDa olarak bildirilmistir
(Ratanakhanokchai vd., 1992; Gupta vd., 2003).

1.3.4. a-Amilazlarin Kat1 Faz Fermentasyonu (SSF) ile Uretimi

Enzimler binlerce yildir peynir, yogurt, bira ve sarap gibi yiyecek ve iceceklerin
uretilmesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Renge vd., 2012). Endiistride enzimlere
olan talep arttikca etkin liretim teknikleri ve ticari uygulamalara uygun daha iyi 6zelliklere
sahip enzimlerin gelistirilmesine olan ilgi git gide artmaktadir. a-Amilaz Uretimine cesitli
fizikokimyasal faktorlerin etkisi, batik veya derin kiiltiir fermentasyonu (SmF; Submerged
Fermentation) ile kat1 faz fermentasyonu (SSF; Solid State Fermentation) kullanilarak
arastirtlir (Sivaramakrishnan vd., 2006; Souza ve Magalhaes, 2010; Iftikhar vd., 2013).
Genellikle batik fermentasyon (SmF) yontemi sicaklik ve pH gibi faktorlerin kolay kontrol
edilebilmesi sebebi ile cok yaygin kullanilmasina ragmen SSF teknikleri, a-amilaz Gretimi
icin ¢cok uygundur ve SSF’nin SmF’ye gore oldukca fazla avantajli noktalar1 mevcuttur
(Facciotti vd., 1989). Bunlar1 sdyle siralayabilirz;

-SSF’de mikroorganizmanin biiyiimesi daha fazla oldugu i¢in daha iyi bir enzim

tiretimi saglanmaktadir.
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-SmF’de kullanilan sentetik biiylime ortami bilesenleri olduk¢a pahali olduklarindan
ekonomik degillerdir. SSF’de ise ekonomik degeri olmayan tarimsal sanayi artiklari
kullanildigindan biliyiime ortaminin maliyeti 6nemli derecede diisiirtilmiis olur.
-SSF’de kullanilan kati faz yalmizca kiiltiir igin besin saglamaz ayni zamanda
mikrobiyal hiicrelere barinak hizmeti de verir.

-SSF’de iriin geri kazanimi SmF’ye gore ¢ok daha fazladir.

-SmF’de ciddi problem olusturan katabolik baskilama ve proteazlar tarafindan

proteinlerin yikimi1 SSF’te ¢ogunlukla az oranda veya hi¢ meydana gelmemektedir.

1.3.4.1. Kat1 Faz Fermentasyonunda Fizikokimyasal Parametreler

SSF’de enzim dretimini etkileyen fizikokimyasal parametrelerin en 6nemlileri
biliylime ortaminin igerigi, ortam pH’s1, inokulum yasi, sicaklik, havalandirma, karbon ve
azot kaynaklaridir (Sivaramakrishnan vd., 2006).

a-Amilaz iiretiminde ¢ogunlukla fruktoz, glukoz, galaktoz, sakkaroz, dekstroz iceren
karbon kaynaklari, baz1 endiistriyel atiklar (hurma surubu ve melas) ve tarimsal atiklar
(seker kamis1 kiispesi, piring kabugu, misir ve arpa kepegi) kullanilir (Bhutto vd., 2010;
Iftikhar vd., 2013). Enzim iiretiminde inorganik ve organik azot kaynaklar1 olarak musir
maserasyon sivist (corn steep liquor), kazein, maya 0z0td, tripton, amonyum nitrat,
potasyum nitrat, sodyum nitrat ve amonyum kloriir gibi maddeler oldukc¢a fazla kullanilir
(Souza ve Magalhaes, 2010; Iftikhar vd., 2013).

Biiylime ortamima eklenen bazi metal iyonlari mikroorganizmanin daha 1iyi
biiyiimesini ve daha iyi enzim {iretimini saglamaktadir. Metal iyonlarinin o-amilaz
uretimindeki yeri olduk¢a 6nemlidir. Bunun nedeni ise amilazlarin metalloenzim olmalar1
ve kataliz, yapisal biitiinliik ve stabilite i¢in Ca®* iyonlarina gerek duymalaridir (Gupta vd.,
2003; Sivaramakrishnan vd., 2006; Iftikhar vd., 2013).

Kiiltiir ortaminin pH’s1, enzim salgilanmasi agisindan ve organizmanin morfolojik
degismesine neden oldugundan olduk¢a Onemli fizyolojik parametreler arasindadir.
Organizmanin biiyiimesi boyunca degisiklik gosteren pH, ortamda olusan {iriin stabilitesini
etkiler. Daha 6nce yapilan ¢alismalar funguslarin optimum biiylimeleri i¢in hafif asidik pH,
bakterilerin optimum biiylimesi i¢in notral pH gerektigi gostermistir (Sivaramakrishnan
vd., 2006). Pek ¢ok fungusun biiylimesi ve a-amilaz tiretimi i¢in optimum pH araliginin

5,0-6,0 oldugu bildirilmistir (Khoo vd., 1994).
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Biiylime ortamindaki enzim iiretimi, organizmanin hangi sicaklikta biiyiidiigii ile
yakindan ilgilidir. Bu nedenle fermentasyon i¢in optimum sicaklik mikroorganizmanin
mezofilik mi yoksa termofilik mi olduguna baglhdir (Reddy vd., 2003).

Biiylime ortamindaki nem miktar1 o-amilaz tiretimi agisindan oldukca 6nemli bir
parametredir. Diisik nem seviyelerinde mikroorganizmanin  gelismesi  yeterli
olamayacagindan enzim iiretimi fazla degildir (Balkan ve Ertan, 2010).

Biiylime ortamindaki mikroorganizmanin giinliilk olarak gelismesi ortama salinan
enzim miktarin1 degistirir. Inkiibasyon zamaninin fazla olmasi enzim iiretimini olumsuz
etkiler. Asir1 fazla biiyliyen hiicreler ortamdaki besinin azalmasina veya zararli etki
yapabilen metabolitlerin olusumuna neden olurlar (Irfan vd., 2012).

Fungal fermentasyonlarda calkalama derecesi, oksijen degisim siklig1 ve karistirma
da etkilidir. Calkalama misel yapisini ve iiretim seklini etkilemektedir. Yiiksek c¢alkalama
hizlarinda misel biiylimesi zarar gordiigii i¢in, enzim iiretiminin azalmasina sebep olur

(Gupta vd., 2003; Naidu ve Saranraj, 2013).

1.3.5. a-Amilaz Aktivitesi Ol¢iim Metotlar

a-Amilaz aktivitesi genellikle ¢Oziinebilir nisasta veya modifiye nisasta substrati
varliginda tayin edilir. a-Amilazlar nisasta molekiillerindeki a-1,4 glikozidik baglar
hidrolizler ve glukoz, dekstrinler ve limit dekstrinlerin olusumuna neden olurlar. a-Amilaz
aktivitesi, indirgen seker miktarindaki artis veya iyotla muamele edilmis substratin renk

siddetindeki azalis Glgiilerek belirlenir (Priest, 1977).

1.3.5.1. Dinitrosalisilik Asit (DNS) Metodu

Bu metot nisastayla a-amilaz enziminin etkilesimi sonucu agiga ¢ikan indirgen seker
miktarindaki artisin belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Metodun prensibi fonksiyonel
aldehit veya keton gruplarinin oksidasyonuna dayanir. Serbest aldehit veya keton grubuna
sahip sekerler alkali kosullar altinda 3,5-dinitro salisilik asidi, 3-amino-5-nitro salisilik
aside indirgeyerek kirmizi, kahverengi renk olusumuna neden olurlar. Renk siddetindeki

art1s indirgen seker miktariyla orantilidir (Bernfeld, 1955).
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1.3.5.2. iyot Renk Siddetinde Azalma Metodu

Nisasta, 1o/KI reaktifi ile koyu mavi renkli bir kompleks olusturur. Nisastanin
a-amilaz enzimi ile kademeli hidrolizi sonucu koyu mavi renkli kompleksin rengi kirmizi,
kahverengine doniisiir. Renk siddetindeki bu azalma 620 nm’de substrat koriine karsi

Olculir ve %1’lik azalma bir enzim {initesi olarak tanimlanir (Hollo ve Szeitli, 1968).

1.4. a-Amilazlarin Endiistriyel Kullanim Alanlari

Nisasta veya nisasta kullanilan endiistrilerde hidrolitik enzimler arasinda en 6nemlisi
a-amilazlardir. Amilazlar ticari agidan ilk olarak 1984 yilinda metabolik bozukluklart
tedavi edici olarak kullanilmistir. Giinlimiiz endiistriyel proseslerinde amilazlar, gidadan
tekstile, deterjanlardan kagit endiistrisine ve hayvan yemlerinin iyilestirilmesine kadar ¢ok
farkli sahalarda kullanim alanina sahiptir. Bunlara ilaveten a-amilazlarin ilag sanayinde ve
saf kimyasal {iretim endiistrisinde de uygulama olanaklarinin oldugu rapor edilmistir
(Gupta vd., 2003). Enzimlerin endistriyel uygulamalarda kullanilabilmesi onlarin substrat
Ozgiinliikleri, optimum pH, 1s1l kararlilik gibi o6zellikleri ile alakalidir (Souza ve
Magalhaes, 2010). Literatiir verileri incelendiginde, her bir endiistrinin ihtiya¢ duydugu o-
amilazin  biyokimyasal ozelliklerinin farklilk gosterdigi goriiliir. Ornegin  gida
endiistrisinde 6zellikle firincilik ve pastacilikta 40-50 °C sicakliklarda kararli a-amilazlar
tercih edilmektedir. a-Amilazlarin asil ticari pazari nisasta hidrolizati tiretiminde, 6zellikle
nisastanin glukoz ve fruktoz suruplarina doniistiiriillmesi islemidir. Bu suruplar yiiksek
oranda fruktoz igerirler ve alkolsiiz igeceklerin tatlandirilmasinda ve pastacilikta
kullanilirlar. Nigasta hidrolizinde oldukga 1s1l kararli a-amilazlarin gerekli oldugu rapor
edilmistir (Gupta vd., 2003).

Tekstil endiistrisinde o-amilazlar hasil alma stireglerinde kullanilmaktadir. Kagit
endiistrisinde, mukavemeti artirmak i¢in kagit iretilirken nisasta ile muamele edilir.
Nigasta kagida presleme esnasinda katilir ve bu sayede kagit iki pres rulo arasindan
gecerken nisasta ile muamele edilmis olur. Bu islem icin 45-60 °C arasinda degisen
sicakliklara ihtiya¢ vardir. Ancak islem esnasinda kullanilan dogal nisastanin viskozitesi,
kagidin kaplanmasi i¢in oldukga yiiksektir. Viskozite dogal nisastanin, strekli proseslerde
veya bir tank icerisinde o-amilazlar ile muamele edilmesi ile diizenlenir (Kiran ve

Comlekgioglu Dostbil, 2006).
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Deterjan endiistrisinde a-amilazlar seker polimerlerinin hidrolizi amaciyla
kullanilmaktadir. Enzim iceren deterjanlar icermeyenlere kiyasla daha iliman kosullarda
etkinlik gosterirler. Gliniimiizde siv1 deterjanlarin yaklasik %90°1 a-amilaz icermektedir ve
bulasik makinesi deterjanlar1 i¢in bu enzime duyulan ihtiya¢ giderek artmaktadir (Gupta
vd., 2003). Deterjan formilasyonunda kullanilacak a-amilaz enziminin nispeten diisiik
sicakliklarda ve alkali pH’larda aktivite gostermesi, oksitleyicilere karsi dayanikli olmasi
istenilen 6zelliklerdir (Souza ve Magalhaes, 2010). Daha 6nce de ifade edildigi gibi farkli
endustriyel proseslerin ihtiyact tek kaynaktan elde edilen a-amilazlar tarafindan
karsilanamaz. Bu sebeple farkli endiistriyel uygulamalarin ihtiya¢ duydugu a-amilazlarin
farkl1 organizmalardan saflastirilmasina ve protein miihendisligi uygulamalar ile
Ozelliklerinin degistirilmesine doniik ¢aligsmalar siirdiiriilmektedir (Haki ve Rakshit, 2003).

Meyve suyu endiistrisinde a-amilaz enzimi 6zellikle armut ve elma sularinin iiretim
asamasinda berraklastirma isleminde kullanilir. Meyve sulart hazirlanirken toplanan
meyvelerin tam olgunlagmamis olanlarindaki nisasta orani ¢ok yliksektir ve meyve
suyunda bulaniklia neden olur. Bu sorun a-amilaz kullanilarak giderilir. Meyve suyu
endiistrisinde enzimlerin kullanilmasi, verimin artirllmasinin yaninda kararlilik ve
berrakligin arttirilmasi, aciligin giderilmesi ayni zamanda meyve dehidrasyon hizinin
arttirtlmasi gibi birgok farkli uygulama alanlarina sahiptir (Uludag, 2000).

Sicaklik, tuz konsantrasyonu ve pH gibi ekstrem kosullara toleransli ve yeni
fizyolojik Ozelliklere sahip a-amilazlar Ureten mikroorganizmalarin kesfi glnimizde
olduk¢a 6nemli bir yer tutmaktadir. Bir enzimin tuz toleransinin yiiksek olmasi, 0 enzimin
yilksek tuz konsantrasyonu gerektiren endiistriyel islemlerde de kullanima uygun

olabilecegini gostermistir (Banerjee vd., 2001; Cordeiro vd., 2002).

1.5. Nisasta

Diyette kullanilan karbohidratlarin ana kaynagi olan nisasta, bitkilerde yumru,
bakliyat ve tohumlarin amiloplastlarinda ve kloroplastlarda graniil olarak depolanir. Bir
depo polisakkariti olan nisasta, glukoz molekiillerinin a-D-(1,4) ve a-D-(1,6) glikozidik
baglariyla baglanmasi sonucu olusmustur (Kog, 2015).

Nisastanin iki yapisal ana bileseni amilopektin ve amilozdur. Amilopektin glukoz
monomerlerinin a-D-(1,4) ve a-D-(1,6) glikozidik baglariyla bir araya gelmesiyle olusan

dallanmis yapili blyik bir molekildir ve nisastanin ana bilesenidir (Sekil 2a). Amiloz, ise



glukoz monomerlerinin o-D-(1,4) glikozidik bagiyla bir araya gelmesiyle olusmus
dogrusal bir polimerdir ve nisastanin %15-20’sini olusturur (Sekil 2b). Ayrica amiloz
iyotla mavi renkte bir kompleks olustururken amilopektin menckse renkli kompleks
meydana getirir (Bamforth, 2003).
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Sekil 2. Amilopektin (a) ve amilozun (b) kimyasal yapis1 (McDowall, 2017).

1.6. Enzimlerin Saflastirilmasi

Saflastirma isleminde oncelikle saflastirilacak enzimin ne i¢in gerekli olduguna karar
verilmelidir. Genel olarak analitik ve ilag sanayi c¢alismalar1 i¢in az ama saflik derecesi
yuksek, sanayide kullanim i¢in ise ¢ok ama saflik derecesi fazla olmayan enzim kullanimi
gerekmektedir.

Saflagtirma  iglemlerinde enzimin kaynagi (bitki, insan, hayvan veya
mikroorganizma) ve yapilacak islem de 6nemlidir. Saflagtirma islemlerinde maliyet ¢ok

yuksek olmakta birlikte uzun sure gerektirmektedir. Saflastirmada malzemenin se¢imi ¢cok
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iyi planlanip eldeki imkénlara gére yapilmaya calisilmali, kullanilabilecek alternatif yollar,
araclar ve kimyasal maddeler belirlenmelidir.

Saflagtirma katsayis1 ve verim kullanilan yontemlere gore biiyiik farklilik
gostermektedir. Saflastirmada kullanilan tekniklerin sayisi arttik¢a, enzimin veriminde
biiyiik kayiplar olabilecegi bilinmektedir. Ayrica kromatografik metotlar pahali ve olduk¢a
zaman alic1 teknikler oldugu icin saflagtirmanin kisa zamanda, daha az adimda ve ucuz

olan metotlarla yapilmasi tercih edilmektedir (Kog, 2015).

1.7. Enzimlerin immobilizasyonu

Enzimlerin endiistride ve biyoteknolojide ¢esitli amaglarla kullanilmaya baslanmasi,
bilim insanlarin1 bu katalizorleri daha genis ve daha kullanish hale getirme olanaklarini
arastirmaya yoneltmistir. Serbest enzimlerin endiistriyel uygulamalarda kullanimlarina
iliskin ortaya c¢ikan pek ¢ok sorunu olumlu yodnde ¢oziimleyebilmek ve enzimleri
endiistriyel acidan daha ¢ekici hale getirmek i¢in enzim immobilizasyonuna olan ilgi
giderek artmaktadir (Telefoncu, 1997). Immobilize enzimlerin serbest enzimlere

istiinliikleri soyle siralanabilir;

-Reaksiyon sonunda stizme ve santrifijleme gibi yontemlerle ortamdan kolayca
uzaklagtirilabilir ve iiriinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem olusmaz.
-Immobilize enzimler cevre kosullara (pH, sicaklik vb.) karsi daha dayaniklidir.
-Birgok kez ve uzun siire kullanilabilirler.

-Siirekli islemlere uygulanabilirler.

-Serbest enzime kiyasla daha kararhidirlar.

-Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

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

-Bazi durumlarda, serbest enzimden daha yuksek bir aktivite gosterebilirler.

-Enzimin kendi kendini pargalamasi olasilig1 azalir.

Enzim immobilizasyonu, 1limli kosullarda (oda sicakligi, notral pH vb.)
gergeklestirilmelidir. Tasiyict suda ¢éziinmemeli ancak biiyiik 6l¢iide hidrofobik karakterli
de olmamali, suda islanabilmeli, ayrica mekanik olarak kararli olmalidir. Bu tiir
tagiyicilarin se¢iminde, enzim-tasiyict baginin aktivite i¢in zorunlu gruplar {izerinden

olmamasi yaninda, tasiyicinin enzim tarafindan parcalanmamasi, mikroorganizma



16

Uremesine olanak vermemesine, pH ve c¢oziiclilere karsi dayanikli olmasina dikkat

edilmelidir (Telefoncu, 1997).

1.7.1. Guniimiizde En Cok Tercih Edilen immobilizasyon Metotlar

1.7.1.1. Kovalent Baglama

Enzimlerin reaktif tasiyicilara kovalent baglanmasi genelde sulu ortamda
gerceklestirilir ve en ¢ok kullanilan polimer matriksi kitosandir. Enzimin tasiyiciya
kovalent baglanmasinda dikkat edilecek en Onemli nokta, baglanmanin enzim aktivitesi
icin zorunlu gruplar iizerinden olmamasi ve baglanma sirasindaki sterik engellemeler
nedeni ile bu gruplarin rahatsiz edilmemesidir. Aksi taktirde enzimin konformasyonal
yapist degisebileceginden aktivite kayiplari olabilmektedir (URL 1 ve 2, 2017). Kovalent
baglama Sekil 3’de gosterilmistir.

Sekil 3. Kovalent baglama (Kasavi, 2006).

Kovalent baglamada enzim tasiyicisi asagidaki islemlerin bir tanesi gergeklestirerek
baglanmaktadir (URL-1, 2017);

* Diazotizasyon: Tasityici-N=N-Enzim

* Amid Bagi Olusumu: Tasiyic1-CO-NH-Enzim

* Alkilasyon ve Arilasyon: Tasiyic1-CH,-NH-Enzim, Tasiyici-CH,-S-Enzim

* Schiff Baz Olusumu: Tastyici-CH=N-Enzim

» Amidasyon Reaksiyonu: Tastyici-CNH-NH-Enzim
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* Tiyol-Distlfit Yer Degistirmesi: Tasiyici-S-S-Enzim
 Ugi Reaksiyonu

* Civa-Enzim Yer Degistirmesi

1.7.1.2. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon yoéntemi, enzim immobilizasyonu igin oldukca kolay bir yontem olup
adsorpsiyon i¢in kullanilan materyaller genellikle aktif karbon, aliimina ve iyon degistirici
recinelerdir. Olduk¢a ucuz ve basit bir yontem olmasina ragmen enzim ile matriks
arasindaki baglanmanin zayif olmasi bir dezavantajdir (Roseveare vd, 1987). Enzim ve
matriks ylizeyi arasindaki etkilesimler iyonik etkilesimler, hidrojen baglari, hidrofobik
etkilesimler veya van der Waals etkilesimleri seklindedir.

Yontem, suda c¢oziinmeyen bir adsorbanin enzim c¢ozeltisi ile karistirilmasi ve
enzimin agirisinin iyice yikanarak uzaklastirilmas: temeline dayanmaktadir.

Bir enzimin suda ¢dziinmeyen tastyiciya adsorpsiyonu pH, ¢oziicii, iyon siddeti,
enzim-adsorban orani ve sicaklik gibi faktorlerle degisebilir. Bu faktorlerin arastirilmasi,
adsorpsiyon ve aktivitenin 6nemli Olgiide geri kazanilmasi i¢in optimal kosullarin
saptanmasi ¢ok Onemlidir. Adsorpsiyon mekanizmasi genellikle ¢cok karisik olup, birgok
olasiliktan hangisinin gergekleseceginin dnceden saptanmasi glictiir.

Prensip olarak, bir proteinin aktif ylizeylerde adsorpsiyonu tersinir bir islem
olmalidir. Ancak bazi1 durumlarda tersinir olmayan adsorpsiyon s6z konusu olabilmektedir.
Eger aktivite sabit kaliyor ve immobilize enzim siirekli islemlerde kullanilabiliyorsa, bu tiir
adsorpsiyon enzim immobilizasyonu igin idealdir. Desorpsiyon, reaksiyon urinlerinin
kirlenmesine ve aktivitede stirekli bir degismeye neden olur. Tersinir adsorpsiyonlar enzim
immobilizasyonu i¢in pek uygun degildir.

Immobilizasyon isleminin basit olusu, degisik bigim ve yiikteki tasiyicilar1 se¢gme
olanag1 vermesi ve bir yandan immobilizasyonu gerceklestirirken diger yandan enzim
saflagtirllmasina olanak saglamasi adsorpsiyon yonteminin yararlari arasinda sayilabilir.
Ancak her ne kadar immobilizasyon islemi kolaysa da optimal kosullarin saptanmasi ¢ok
giictiir. Eger enzimle tasiyict arasinda kuvvetli bir baglanma yoksa bu durumda
desorpsiyon sonucu enzim serbest halde reaksiyon ortamina geger ve {iriinlerin
kirlenmesine neden olur (Telefoncu, 1997). Adsorpsiyon metoduyla immobilizasyon

Sekil 4’te gosterilmistir.



Sekil 4. Adsorpsiyon (iyonik etkilesim) metoduyla
immobilizasyon (Kasavi, 2006).

1.7.1.3. Capraz Baglama

Kicuk molekdlli, bi- veya multi fonksiyonel reaktifler enzim molekiilleri arasinda
kovalent baglar yaparak sonugta suda ¢oziinmeyen komplekslerin olusmasini saglarlar.
Capraz baglama derecesi ve immobilizasyon, protein ve reaktif derisimine, pH ya da
immobilize edilecek enzime ¢ok bagmmlidir. Intermolekiiler baglanmalar yaninda,

intramolekiiler baglanmalar da s6z konusu olmaktadir.

Bu yontem ile enzim immobilizasyonu 4 farkli sekilde gerceklesir;
- Enzimin yalniz bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu
- Enzimin ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu
- Enzimin suda ¢6ziinen bir tasiyicida adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel reaktif
ile reaksiyonu
- Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tasiyici ile
reaksiyonu
En c¢ok kullanilan ¢apraz baglama reaktifleri; gluteraldehit, kloroformat,
karbonildiimidazol, heterosiklik halojenurler, bioksiranlar, divinilsilfonlar, p-benzokinon,
transizyon metal iyonlar1 ve epiklorhidrinlerdir. Capraz baglama reaksiyonu cok 1limh
kosullarda gerceklesmediginden bazi durumlarda onemli olgiide aktivite kayb1 s6z
konusudur. Enzimler bu sekilde birbirlerine baglandiklarinda jelatinimsi bir yap1

olustururlar, bu nedenle mekanik bakimdan ¢ok kararsizlardir. Cok sayida enzimin diger
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enzimler i¢in matriks olarak davranmasindan dolayr bu metot iyi bir immobilizasyon
metodu degildir (Telefoncu, 1997). Capraz baglama metoduyla immobilizasyon Sekil 5’te

verilmistir.

Sekil 5. Capraz baglama metoduyla immobilizasyon
(Kasavi, 2006).

1.7.1.4. Polimer Matrikste Tutuklama

Prensip olarak tutuklama enzim molekalunt belirli bir mekénda durmaya
zorlamaktir. Bdylelikle enzim bulundugu g¢evreden disariya ¢gikamaz. Bu islem, polimer
matriks igindeki kafeslerde gergeklestirilebilecegi gibi yar1 gegirgen membranlar iginde
mikrokapsiilleme ile de gergeklestirilebilir. Bu yontemi kovalent baglama ve capraz
baglama ile immobilizasyondan ayiran en énemli 6zellik; enzim molekiiliiniin fiziksel veya
kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya baglanmamis olmasidir. Tutuklama metoduyla
immobilizasyonda substratin iceri girmesine izin verilirken, enzim iceride muhafaza
edilmektedir (Bickerstaff, 1997; URL-1, 2017).

Tutuklama metodu; monomer (akrilamid), oligomerik ve polimerik (kolajen, jelatin,
kalsiyum alginat) maddelerden elde edilen, suda ¢oziinmeyen polimer jellerde gerceklesir.
Tutuklama sirasinda sicaklik, iyonik kuvvet, pH degisir ve capraz baglanma reaksiyonu
olusur (URL-2, 2017). Bu yontemin en 6nemli avantaji tekil enzimlerin disinda degisik
tipte enzim, organel ve hiicrelerin de hemen hemen ayni prosediirle immobilize edilebilir
olmasidir. Ayrica biyokatalizorlerin = ¢esitli modifikasyonlara ugramamalart ve
immobilizasyonun yiiksek molekiil agirlikli enzim inhibitorlerinin etkisini elimine etmesi

de yontemin avantajlar1 arasinda sayilmaktadir. Yiiksek molekiil agirlikli substratlarin
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enzime ulasamamasi ise yontemin dezavantajlarindandir (Aehle, 2003). Polimer matrikse

tutuklama metoduyla immobilizasyon Sekil 6’da verilmistir.

Sekil 6. Polimer matrikste tutuklama metoduyla immobilizasyon
(Kasavi, 2006).

1.7.1.5. Mikrokapsulleme

Mikrokapsulleme enzim molekiillerinin yar1 gecirgen bir membran iginde
tutuklanmasindan ibarettir. Mikrokapsiillerin biiyiikliigii 1-100 pm arasinda degisir. Bu
yontem ile enzim immobilizasyonu; stirekli ve siirekli olmayan yar1 gecirgen membran
mikrokapsullerde tutuklama olmak Gzere iki grupta incelenebilir. Stirekli mikrokapstillerde
cerceve membran kati, silireksiz mikrokapsiillerde lipozomlar ise bir sivi tabakadir.
Immobilizasyonda kullanilan ¢erceve maddesinin (membran) yar1 gegirgen olmasi
zorunludur. Ayrica bu yar1 gecirgen membranin gozenek caplari; substrat molekiillerinin
kapstil i¢ine girisine ve iriin molekiillerinin disar1 ¢ikisina olanak verecek biiyiikliikte
olmalidir. Substrat molekiilleri ne kadar kii¢iikse bu yontemle immobilize edilmis enzimin
verimliligi o oOlgiide yiliksek olacaktir (Bradford, 1976). Mikrokapsilleme metoduyla

immobilizasyon Sekil 7°de verilmistir.
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Sekil 7. Mikrokapstlleme metoduyla immobilizasyon
(Kasavi, 2006).

1.7.2. Immobilizasyonda Sik Kullanilan Bazi Tasiyicilar
1.7.2.1. Kitosan

Kitosan, kitinden turetilen modifiye bir polisakkarittir ve Kitinin deasetilizasyonu ile
uretilmektedir. Sekil 8’de yapist goriilen kitosan, [B-(1—4)-2-amino-2-deoksi-D-
glukopiranoz (G1cN) ve P(1—4)-2-asetamino-2-deoksi-D-glukopiranoz  (G1cNACc)
birimlerinden olusan lineer bir heteropolisakkarittir. Kitosan, 3 gesit reaktif fonksiyonel
gruba sahiptir. C-3, C-6 pozisyonunda birer hidroksil ve C-2 pozisyonunda ise bir amino

grubu bulunmaktadir (Bickerstaff, 1997; Kirkkoprii ve Alpaslan, 2004).

OH OH OH

0 0
HO HO q-IO
NHa2 N Hz

Sekil 8. Kitosanin kimyasal yapis1 (URL-3, 2017).

Glinlimiizde kitosanin dogal 06zelliklerinden dolayr birgok kullanim alani
bulunmaktadir. Biyouyumlulugu, toksik olmayan yapisi, fizyolojik olarak kararli olmasi,

antibakteriyel yapisi, hidrofilik olmasi, kolay jel olusturma 6zelligi ve proteinlere karsi
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yuksek afinitesinden dolay1r da enzim immobilizasyon c¢alismalarinda &zellikle tercih
edilmektedir (Krajewska, 2003).

Ancak kitosanin immobilizasyonda kullanimindan 6nce aktive edilmesi gerekir.
Kitosanin aktivasyonu ¢esitli reaktifler vasitasiyla gerceklestirilir. Bunlar CNBr, epoksit,
CDl, sulfonil Klorlr, periyodat, triazin, diazonyum, glutaraldehid, N-hidroksistksinimid,
divinil siilffon ve nitrofenil kloroformat olarak siralanabilir (Shukla ve Jajpura, 2005;
Esawy vd., 2008).

1.7.2.2. Alginat

Alginat deniz yosunlarinda bulunan bir polisakkarit olup (Sekil 9), aralarinda ((1-4)
glikozidik baglar1 olan D-manuronik (M) asit ve a (1-4) glikozidik baglar1 olan
L-guluronik asit (G)'ten meydana gelen organik bir bilesiktir (Kirkkoprii ve Alpaslan,
2004).

Alginat iki ve ii¢ degerlikli katyonlar ile reaksiyona girerek jel olusturur. Ca**, Sr*,
Ba®*, AI**, Fe** gibi katyonlar, molekiildeki glukronik asitleri birbirlerine baglayarak jel
olusumuna sebep olurlar. Iyonik bagl jel 0-100 °C arasindaki sicakliklarda kararlidir.

CoOzunmeyen kalsiyum alginat jelde tutuklama, enzimlerin immobilizasyonu igin

hizli, toksik, pahali olmayan ve ¢ok yonlii bir metottur.

Sekil 9. Alginatin kimyasal yapis1 (Kirkkoprii ve Alpaslan, 2004).
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1.8. Cahlymanmin Kapsami ve Amaci

Calismada kullanilacak olan R. solani AG4 ZB-34 fungusu 2011 yilinda Erzincan ili
Uzimli ilgesinden alman fasiilye baklalarindan elde edilmis (Demirci ve Déken, 1991) ve
Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolumii
ogretim iiyesi Prof.Dr. Erkol DEMIRCI’nin kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

Onerilen bu calisma kapsamindaki amacimiz, ¢ogunlukla yurt disindan ticari olarak
tedarik edilen ve bir¢cok endiistriyel alanda ¢ok onemli kullanim alanlarina sahip olan
Ozellikle mezofilik karakterli bir a-amilaz: retmek ve ticari hale getirebilmek igin ilk
adimlar1 atmaktir. Bu amag¢ dogrultusunda hedeflerimiz R. solani AG4 ZB-34 fungusundan
kat1 faz fermentasyon teknigiyle a-amilazi ucuz bir sekilde bol miktarda iiretmek, tiretilen
enzimi saflastirlp uygun destek ortamlarina immobilize etmek ve immobilize enzimin
Ozellikle deterjan, tekstil, gida alanlarindaki uygunlugunu belirlemek i¢in g¢aligmalar
yapmaktir. Bu c¢aligmalarla, istenilen 6zelliklere sahip mezofilik fungal bir a-amilazin
tiretilmesi ile yurt disindan ticari olarak tedarik edilen enzim miktarinin azaltilarak iilke

ekonomisine katki saglanmasi amaglanmaktadir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal madde ve malzemeler Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan kimyasal madde ve malzemeler

Kimyasal Madde/Malzemeler Firma
Streptomisin sulfat tuzu Sigma-Aldrich
_ Fluka, Sigma-Aldrich, Merck,
Kimyasal madde ve ¢oziculer _
AppliChem

Immobilizasyonda kullanilan destek ) ]

) Sigma-Aldrich
materyalleri
Qubit Protein Assay Kiti Life Technologies

SDS-PAGE Standardi (14,4 kDa-116 kDa) | Thermo Scientific Unstained
Protein Molecular Weight
Marker




2.2. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlarin listesi Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan cihazlarin listesi

Elektroforezi

Cihaz Ismi Marka Model

Saf Su Cihazi Sartorius Arium 611UV
Spektrofotometre | Perkin Elmer Lambda 25

Protein Bio-Rad Mini PROTEAN-Tetra

Sistem

Gii¢ Kaynag1 Thermo Scientific EC 100 XL

Jel Gorlntuleme | Kodak Gel Logic 200 Imaging
Sistemi System
Santrifij Hettich Zentrifugen Rotina 35 R
Santrifij Hermle Z36-HK
Mikrosantrif{j Sigma 1-14

pH Metre InoLab WTW pH 720
Hava Banyolu IKA KS 4000
Calkalayici

Su Banyosu Memmert WBU 45
Mikrotipler icin | Boeco TS-100
Termal Sallayici

Vorteks Thermolyne Type 37600
Otoklav Tomy SX700E
Terazi Ohaus Pioneer

Buz Makinesi Hoshizaki FM-80EE
Buzdolab1 Profilo BD4303ANFE
Derin Regal RDD-1280
Dondurucu

Steril Kabin Tezsan -
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2.3. Kullanilan Tampon ve Diger Cozeltiler

Yapilan deneysel calismalar esnasinda kullanilan ¢dzeltilerin, igerikleri ve
hazirlaniglart asagida alt basliklar halinde verilmis olup biitiin ¢ozeltiler saf su ile

hazirlanmistir.

2.3.1. Tampon Cozeltiler

e 50 mM Glisin-HCI (pH 3,00): 0,3798 g glisin uygun hacimde saf suda ¢6zuldu.
1 M HCl ile pH 3,00’a ayarlandi. Son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Asetat (pH 4,00): 0,6804 g NaAc.3H,0 uygun hacimde saf suda ¢ozuldu.
1 M HCl ile pH 4,00’a ayarlandi. Hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Asetat (pH 4,50): 0,6804 g NaAc.3H,0 uygun hacimde saf suda ¢ozuldu.
1 M HCl ile pH 4,50’a ayarlandi. Hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Asetat (pH 5,00): 0,6804 g NaAc.3H,0 uygun hacimde saf suda ¢ozuldu.
1 M HCl ile pH 5,00’a ayarlandi. Hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Asetat (pH 5,50): 0,6804 g NaAc.3H,0 uygun hacimde saf suda ¢ozuldu.
1 M HCl ile pH 5,50’a ayarlandi. Hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Fosfat (pH 6,00): 0,6409 g KH,PO, ve 0,0505 g K,HPO,4 uygun hacimde
saf suda ¢oziildii. pH’s1 6,00’a ayarlandi1 ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Fosfat (pH 7,00): 0,4180 g KH,PO, ve 0,3300 g K;HPO,4 uygun hacimde
saf suda ¢oziildii. pH’s1 7,00’a ayarland1 ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Fosfat (pH 8,00): 0,0950 g KH,PO, ve 0,7490 g K,HPO,4 uygun hacimde
saf suda ¢oziildii. pH’s1 8,00’a ayarland1 ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Tris-HCI (pH 8,00): 0,6057 g Tris baz1 uygun hacimde saf suda ¢6ziildii.
1 M HCl ile pH 8,00’a ayarlandi ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Tris-HCI ( pH 9,00): 0,6057 g Tris baz1 uygun hacimde saf suda ¢6ziildii.
1 M HCl ile pH 9,00’a ayarland1 ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Glisin-NaOH (pH 9,00): 0,3799 g glisin uygun hacimde saf suda ¢6zuld.
1 M NaOH ile pH 9,00’a ayarlandi ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
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2.3.2. Kullanilan Kati Besiyeri

Patates Dekstroz Agar (PDA) Besiyeri: 39 g patates dekstroz agar (potato dextrose
agar, PDA) ve 0,05 g streptomisin sulfat tuzu uygun hacimde saf suda ¢6zuldiu ve hacmi
1 L’ye tamamlandi. Otoklavda 121 °C’de ve 1 atm basing altinda 20 dakika steril edilerek

petrilere dokildi ve donduktan sonra 4 °C’de sakland.

2.3.3. Fermentasyon Ortamina Ilave Edilen Cozeltiler

e pH 3,00 Nutrient Tuz Cozeltisi (NSS): 0,05 g streptomisin sulfat tuzu, 5 g
KH,POy, 2,5 g NaCl, 0,1 MgS0,4.7H,0 ve 0,1 g CaCl, uygun hacimde saf suda
¢ozildi, pH’s1 1 M HCI ile pH 3,00’a ayarlandi ve hacmi 1 L’ye tamamlandi.
Otoklavda 121 °C’de ve 1 atm basing altinda 20 dakika steril edildi ve 4 °C’de
saklandi.

e pH 5,00 Nutrient Tuz Cozeltisi (NSS): 0,05 g streptomisin sulfat tuzu, 5 g
KH,POy, 2,5 g NaCl, 0,1 MgS0O,4.7H,0 ve 0,1 g CaCl, uygun hacimde saf suda
¢oziildii, pH’s1 1 M HCI ile pH 5,00’a ayarland1 ve hacmi 1 L’ye tamamlandi.
Otoklavda 121 °C’de ve 1 atm basing altinda 20 dakika steril edildi ve 4 °C’de
saklandi.

e pH 7,00 Nutrient Tuz Cozeltisi (NSS): 0,05 g streptomisin sulfat tuzu, 5 g
KH;PQy4, 2,5 g NaCl, 0,1 MgS0O,4.7H,0 ve 0,1 g CaCl, uygun hacimde saf suda
¢oziildii, pH’s1 1 M NaOH ile pH 7,00’a ayarland1 ve hacmi 1 L’ye tamamlandi.
Otoklavda 121 °C’de ve 1 atm basing altinda 20 dakika steril edildi ve 4 °C’de
saklandi.

e pH 9,00 Nutrient Tuz Cozeltisi (NSS): 0,05 g streptomisin sulfat tuzu, 5 g
KH;PQy4, 2,5 g NaCl, 0,1 MgS0O,4.7H,0 ve 0,1 g CaCl, uygun hacimde saf suda
¢oziildii, pH’s1 1 M NaOH ile pH 9,00’a ayarland1 ve hacmi 1 L’ye tamamlandi.
Otoklavda 121 °C’de ve 1 atm basing altinda 20 dakika steril edildi ve 4 °C’de

saklandu.
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2.3.4. Protein Tayin Cozeltileri

e Sigir Serum Albimin (1 mg/mL): 5 mg sigir serum albimin (bovine serum
albimin, BSA) uygun hacimde saf suda ¢6zildl, hacmi 5 mL’ye tamamlandi ve
-30 °C’de saklandi. Konsantrasyonu 1 mg/mL olan bu ¢6zelti tayin esnasinda ¥4
oraninda seyreltilerek kullanildi.

e Coomassie Brilliant Blue G250: 100 mg Coomassie Brillant Blue G250, 50 mL
metanolde ¢oziildii. Whatman No 1 siizge¢ kagidindan siiziildii. Uzerine 100 mL

fosforik asit ilave edildi ve hacmi steril saf su ile 200 mL’ye tamamlandi.

2.3.5. Protein Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

e Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI): 9,085 g Tris 45 mL saf suda ¢ozuldu,
pH’s1 8,80°¢ ayarlandi, hacmi 50 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de saklandi.

e Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI): 6,057 g Tris 45 mL saf suda ¢oziildii, pH’s1
6,80’¢ ayarlandi, hacmi 50 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de sakland.

e SDS Cozeltisi (%10): 5 g SDS saf suda ¢oziiliip hacmi 50 mL’ye tamamlanda.

e Amonyum Persulfat (APS) Cozeltisi (%10): 1 g APS saf suda ¢Ozultp hacmi
10 mL’ye tamamlandi1 ve hazirlanan ¢ozelti -30 °C’de saklandi.

e N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Orijinal sisesinden kullanildu.

e Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (%30): 29,2 g akrilamid ve 08 g
N,N’-metilen bisakrilamid saf suda ¢o6ziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve
4 °C’de saklandu.

e Gliserol Cozeltisi (%80): 80 mL gliserolin hacmi saf su ile 100 mL’ye
tamamlanda.

e Bromofenol Mavisi (%0,1): 10 mg bromofenol mavisi saf suda ¢6zildi ve hacmi
10 mL’ye tamamlandi.

e SDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 uL 1 M Tris-HCI (pH 6,80), 400 pL %10
SDS, 100 pL %0,1 bromofenol mavisi, 250 puL %80 gliserol ve 60 pL
B-merkaptoetanol’tin karistirilmast ile hazirlandi, kisimlara ayrilarak -30 °C’de

saklandu.



29

e SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu: 7,2 g glisin ve 1,5 g Tris yaklagik 480 mL saf
suda c¢Ozuldukten sonra Uzerine 10 mL SDS (%10) cozeltisi ilave edildi.
pH 8,30°e ayarlandi ve ¢ozeltinin hacmi 500 mL’ye tamamlandi.

e Dogal PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 uL 1 M Tris-HCl (pH 6,80), 100uL
%0,1 bromofenol mavisi, 250 uL %80 gliserol ve 460 pL saf suyun karistirilmasi
ile hazirlandi ve kiigiik kisimlara ayrilarak -30 °C’de saklandi.

e Dogal PAGE Yiiriitme Tamponu: 7,2 g Glisin ve 1,5 g Tris yaklasik 490 mL saf
suda ¢oziildiikten sonra pH 8,30’e¢ ayarlandi ve ¢ozeltinin hacmi 500 mL’ye
tamamlanda.

e Jel Boyama Cozeltisi: 1 g Coomassie Brillant Blue R250’nin 62,5 mL glasiyal
asetik asit ve 93,5 mL metanol i¢inde ¢6ziilmesi ile hazirlandi.

e Boya Uzaklastirma Cozeltisi: 100 mL glasiyal asetik asit, 400 mL metanol ve
600 mL saf suyun karistirilmasiyla hazirlandi.

e Lugol Cozeltisi: %7 1, ve %3 KI ihtiva etmektedir. Dogal jelde amilaz enzim

aktivitesini ortaya koymak amaciyla 25 kat seyreltilerek kullanildi.

2.3.6. Substrat ve Enzim Aktivitesi Tayin Cozeltileri

e Nisasta Cozeltisi (%1): 0,1 g ¢oziiniir nisasta uygun hacimde kaynar suda
¢ozlldu, oda sicakligina sogutuldu ve hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

e [(-Siklodekstrin Cozeltisi (%1): 0,1 g B-siklodekstrin saf suda ¢ozildi ve hacmi
10 mL’ye tamamlandi.

e Maltoz Cozeltisi (%1): 0,1 g maltoz saf suda ¢Ozuldu ve hacmi 10 mL’ye
tamamlandi.

e Maltotrioz Cozeltisi (%1): 0,1 g maltotrioz saf suda ¢ozuldi ve hacmi 10 mL’ye
tamamlandi.

o Amilopektin Cozeltisi (%1): 0,1 g amilopektin saf suda ¢ozildi ve hacmi 10
mL’ye tamamlandi.

e Glikojen Cozeltisi (%1): 0,1 g glikojen saf suda c¢ozildi ve hacmi 10 mL’ye
tamamlandi.

o Cozelti A: %1’lik NaOH c¢ozeltisi icinde %10 (v/v) olacak sekilde fenol ¢ozeltisi
(Sigma-P4557) ilave edildi.
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e Cozelti B: 0,345 g sodyum bisulfit, 3,45 mL Cozelti A icinde ¢ozuld.

e Cozelti C: 0,44 g dinitrosalisilik asit (DNS) 44 mL saf suda ¢ozildu. Uzerine
15 mL %4,5 NaOH cozeltisi ilave edildi. Bu ¢ozeltiye 11,25 g sodyum potasyum
tartarat ilave edildi.

¢ Dinitro salisilik asit (DNS) ¢ozeltisi: Cozelti B ve Cozelti C’nin karistirilmasi ile

hazirlandu.

2.3.7. Diger Cozeltiler

e Kalsiyum Klorur Cozeltisi (1 M): 14,7 g CaCl,.2H,0’in saf suda ¢oziiliip
hacminin 100 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e EDTA Cozeltisi (50 mM): 1,86 g Na,EDTA.2H,0 yaklasik 80 mL saf suda
¢oziildii ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

o 9%2’lik Na-Alginat ¢ozeltisi: 0,4 g sodyum alginat 15 mL saf suda ¢ozildi ve
hacmi 20 mL’ye tamamlandi.

e Etanol Cozeltisi (%80): 80 mL etanolin hacminin saf suyla 100 mL’ye

tamamlanmasi ile hazirlanda.

2.4. Mikroorganizma

Calismada kullanilan R. solani AG4 ZB-34 fungusu, 50 pug/mL streptomisin silfat
tuzu iceren PDA Uzerinde 28 °C’de 3 giin buyatildi ve 4 °C’de saklandi.

2.5. Petri Testi

R. solani AG4 ZB-34 fungusunun amilolitik aktivite testi, PDA besiyeri kullanilarak
belirlendi. Bunun igin %1 nisasta ve 50 pg/mL streptomisin silfat tuzu iceren besiyeri
otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildi. Besiyeri 40-50 °C’ye soguduktan sonra
petrilere dokiilereck donmasi saglandi. Stok fungus, PDA besiyeri iceren petrinin tam
ortasina inokiile edilerek, 28 °C’de 72 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra petrinin
uzerine lugol ¢ozeltisi dokulda (Moller vd., 2004).
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2.6. Kati Faz Fermentasyon (SSF) Teknigi ile Fungusun Buyuttlmesi

Deneyler agz1 pamukla kapatilmis 250 mL’lik erlenlerde ger¢eklestirildi. Erlen igine
5 g kat1 faz ve pH’s1 7,00 olan 5 mL nutrient tuz ¢ozeltisi (NSS) koyulup iyice
karistirildiktan sonra 121 °C’de ve 1 atm basing altinda 40 dakika steril edildi. Igerik,
soguduktan sonra, her biri 5 mm ¢apinda olan 2 adet fungal disk ile inokiile edildi. Bunu

takiben 28 °C sicaklikta 6 giin inkiibe edilerek fungusun biiylimesi saglandi.

2.7. Enzimin Fermentasyon Ortamndan Ekstraksiyonu

SSF ortamindan a-amilazin ekstraksiyonu i¢in biiyiimiis fungusu iceren fermente
substrata 50 mL 50 mM pH 7,00 fosfat tamponu ilave edilip 200 rpm’de 45 dakika
calkalandi. Materyal, No. 1 filtre kagidindan siiziildii ve filtrat 4 °C’de 10000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi. Siipernatan dikkatlice alindi ve ham enzim oziitii olarak

kullanildi.

2.8. Enzim Aktivite Tayini

Yapilan caligmalarda a-amilaz aktivitesi, indirgen seker miktarindaki artisin dinitro

salisilik asit (DNS) metodu ile spektrofotometrik olarak belirlenmesi ile tayin edildi.

Enzim aktivitesini belirlemek i¢in kor, kontrol ve 6rnek tiipleri hazirlandi.
Kor tlpd; 650 pL tampon + 50 uL substrat + 700 pL DNS

Kontrol tpl; 650 pL tampon + 50 pL enzim + 700 uL DNS

Ornek tuipii; 600 pL tampon + 50 pL enzim + 50 pL substrat + 700 uL DNS

Substrat olarak uygun tamponda hazirlanmis %1°lik ¢oziiniir nisasta kullanildi.
Substrat ve enzim ¢0zeltilerinin karistirilmasi ile elde edilen karigim 25 °C’de 15 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ¢ozeltiye ¢ozeltinin hacmi kadar DNS reaktifi ilave
edilerek vortekslendi ve renk olusumu i¢in 10 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Oda
sicakligina getirilen reaksiyon karisimlarmin absorbansi, 540 nm’de kore karsi okundu.

Kontrol tiipliniin absorbans degeri ornek tiliplerinin absorbans degerlerinden c¢ikartildi.
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Boylece enzim tarafindan agiga cikarillan indirgen sekerlerin absorbans degerleri
belirlenmis oldu. Bir enzim iinitesi, dakikada 1 pmol glukoza esdeger miktarda indirgen

seker agiga ¢ikaran enzim miktari olarak tanimlandi (Miller, 1959).

2.9. Protein Tayini

Protein tayini Bradford yontemiyle ve standart olarak BSA (250 ug/mL) kullanilarak
yapildi (Bradford, 1976). Tablo 4’teki pipetlemeler yapilarak farkli konsantrasyonlarda
BSA c¢ozeltileri elde edildi. Bu ¢ozeltiler iizerine 1/5 oraninda seyreltilmis Commassie
Brillant Blue G250 boyasindan 1000’er puL ilave edildi. 5 dakika karanlikta bekletilen

tiiplerin absorbanslar1 BSA yerine steril saf su igeren kore karst 595 nm’de ol¢tildii.

Tablo 4. Bradford yéntemi ile protein tayini pipetleme tablosu

Kor | Standart | Standart | Standart | Standart | Standart | Standart | Standart

1 2 3 4 5 6 7
BSA (250 - 4 8 16 32 48 64 80
pg/mL)

(uL)
Safsu(uL) | 200 | 196 192 184 168 152 136 120

Commassie | 1000 | 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Brillant
Blue G250

(uL)

Elde edilen absorbanslar kullanilarak standart calisma grafigi c¢izildi ve

numunelerdeki protein miktar1 bu grafik yardimiyla hesaplandi.

Ayrica bazi ¢alismalarda protein tayini Qubit Protein Assay Kiti kullanilarak yapildi.
Qubit c¢alisma c¢ozeltisi; 1 pL Qubit reaktifi ile 199 uL Qubit tamponunun

karistirtlmasiyla hazirlandi.
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e Qubit protein standartlar1 (standart 1 (0 ng/uL), standart 2 (200 ng/pL) ve standart
3 (400 ng/ pL) kullanilarak her birinden ayr1 ayr1 10 puL alindi, Uzerlerine 190 pL
Qubit ¢alisma ¢ozeltisi koyuldu ve tlpler 2-3 saniye karistirildi.

e Tiipler 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve Qubit 2.0 Fluoremeter
cihazinda okutularak kalibrasyon egrisi olusturuldu.

e Daha sonra 1 pL enzim c¢ozeltisi ile 199 pL Qubit ¢alisma c¢ozeltisi tiipte
2-3 saniye karigtirildi.

e Karisim 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve Qubit 2.0 Fluoremeter

cihazinda okutulup protein miktari tayin edildi.

2.10. Kati1 Faz Fermentasyon Kosullarinin Optimizasyonu

R. solani AG4 ZB-34’den a-amilaz iiretimini maksimum seviyeye ¢ikarilabilmek
i¢in fermentasyon sartlar1 degistirilerek denemeler yapildi. Bu amagla, kat1 faz, baglangig
pH’s1, nem miktari, fermentasyon sicakligi, fermentasyon zamani ve gesitli kimyasallarin

enzim Uretimine etkisi incelendi.

2.10.1. En Uygun Kati Fazin Belirlenmesi

R. solani AG4 ZB-34’den a-amilaz iiretiminde en uygun kat1 faz1 belirlemek i¢in kati
faz olarak musir kepegi, bugday kepegi ve arpa kepegi kullanildi. Ekim ve biyitme
islemleri “2.6 Kat1 Faz Fermentasyon (SSF) Teknigi ile Fungusun Biiyiitiilmesi” kisminda
anlatildig1 gibi gergeklestirildi. Enzimler ekstrakte edildikten sonra protein ve aktivite
tayinleri yapildi (Ikram-Ul-Haq vd., 2012).

2.10.2. Baslangi¢c pH’sinin Belirlenmesi

Baslangi¢ pH’sinin enzim iiretimine etkisini incelemek amaciyla nemlendirici olarak
kullanilan NSS’nin pH’s1 1 M NaOH/HCI ile 3,00; 5,00; 7,00 ve 9,00 olarak ayarlandi.
Diger sartlar degistirilmeden fermentasyon islemleri tekrarlandi. Enzimler ekstrakte

edildikten sonra protein ve aktivite tayinleri yapildi (Irfan vd., 2012).
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2.10.3. Nem Miktarinin Belirlenmesi

Nem miktarinin etkisi gram misir kepegi basina kullanilan NSS hacmi degistirilerek
yapildi. Bu amagla ayr1 ayr1 erlenlerdeki 5’er gramlik misir kepekleri iizerine 2 mL (%40),
3 mL (%60), 4 mL (%80), 5 mL (%100) ve 6 mL (%120) pH’st 7,00 olan NSS ¢ozeltisi
ilave edildi ve 28 °C’de 6 giin fermentasyon yapildi (Balkan ve Ertan, 2010).

2.10.4. Fermentasyon Sicakliginin Belirlenmesi
Fermentasyon sicakliginin enzim firetimine etkisini incelemek i¢in 20, 28 ve

35 °C’de biiyiitme islemleri gerceklestirildi. 5 g misir kepegine, pH’s1 7,00 olan, 5 mL NSS
cozeltisi ilave edilerek 6 giin fermentasyon yapildi (Deb vd., 2013; Gautam vd., 2013).

2.10.5. Fermentasyon Suresinin Belirlenmesi

SSF’de biiyiitiilen funguslardan 8 giin boyunca 2’ser giin araliklarla enzim ekstrakte

edildi ve aktiviteleri bakilarak optimum biiytime zamani belirlendi (Irfan vd., 2012).

2.10.6. Cesitli Kimyasal ve Deterjanlarin Enzim Uretimine Etkisi

Cesitli kimyasal ve deterjanlarin enzim iiretimine etkisini incelemek amaciyla
fermentasyon ortamina %1 (w/w, v/w) olacak sekilde maya ekstragi, pepton, iire, sakkaroz,
nisasta, SDS, Triton X-100 ve Tween 20 ilave edildi ve optimum sartlarda fermentasyon

yapilarak aktivite tayini yapildi (Kunamneni vd., 2005; Tsegaye ve Gessesse, 2014).

2.11. Enzimin Saflastirilmasi
2.11.1. Ultrafiltrasyon
Ham enzim 6zGtin0 konsantre etmek igin ultrafiltrasyon yapildi. Ham enzim 6ziiti

30000 MWCO Milipore ile 4 °C’de 7000 rpm’de 10 dakika santriftij edildi. Santriftj

islemi birkag kez tekrarlandi.
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2.11.2. Nisasta Afinite Yontemi ile Enzimin Saflastirilmasi

Nisasta afinite yontemiyle R. solani AG4 ZB-34 a-amilazini saflastirmak i¢in 50 mL
ham 06ziit izerine 2 g misir nisastasi ilave edildi ve 4 °C’de 140 rpm’de 1 saat karistirilarak
enzimin nigastaya tutunmasi saglandi. Siirenin sonunda 4 °C’de 10000 rpm’de 10 dakika
santrifiij yapildi ve siipernatan atildi. Cokelek, baglanmayan proteinleri uzaklastirmak icin
50 mM pH 7,00 fosfat tamponu ile yikandi. Bunun i¢in ¢dkele8in iizerine 4 °C’de
bekletilmis olan 50 mL, 50 mM pH 7,00 fosfat tamponu ilave edildi ve 4 °C’de 140
rpm’de 5 dakika karistirildi. Bunun ardindan 4 °C 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij islemi
yapilip siipernatan atildi. Cokelek dnceden 40 °C’de bekletilmis olan 50 mL 50 mM pH
7,00 fosfat tamponu ile 40 °C’de 140 rpm’de 1 saat boyunca karistirilarak enzimin
nisastadan ayrilmasi saglandi. Eliisyonun sonunda karisim 4 °C’de 10000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi, ¢okelek atild1 ve iistte kalan siv1 kisim ultrafiltrasyonla deristirilerek

saf enzim kaynagi olarak kullanildi ve 4 °C’de sakland1 (Najafi ve Kembhavi, 2005).

2.11.3. Saflastirma Isleminin Optimizasyonu

Saflastirma isleminin hangi nisasta ile daha etkili oldugunu belirleyebilmek icin ev
tipi musir nisastast (Giines), bugday nisastas1 (Dr. Oetker) ve patates nisastasi (Migros)
kullanilarak saflagtirma islemleri yapildi.

Afinite saflagtirmasi i¢in en uygun eliisyon zamaninin belirlenmesi amaciyla 50 mL
ham o6ziit ve 2 g misir nigastast kullanilarak ayni sekilde saflastirma islemleri
gerceklestirildi. Saf enzimin nigastadan ayrilabilmesi i¢in yapilan 40 °C’deki eliisyon
islemi 1 saat ve 2 saat olacak sekilde gerceklestirildi.

Afinite saflastirmasi i¢in en uygun nisasta miktarinin belirlenmesi amaciyla 50 mL
ham enzim o6ziitlerine ayr1 ayr1 %2, %4, %6 ve %8 (w/v)’lik olacak sekilde misir nisastasi
ilave edilip saflastirma islemleri yapildi. Sonrasinda her bir durumda saf enzimlerin

spesifik aktiviteleri tayin edildi.
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2.11.4. Dogal ve SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Dogal PAGE %5’lik yigma jeli ve %8’lik ayirma jeli kullanilarak gergeklestirildi
(Tablo 5) (Maniatis vd., 1989).

Tablo 5. Dogal-PAGE bilesenleri

Bilesenler %5’lik Yigma Jeli %8’lik Ayirma Jeli
Saf Su 2,74 mL 4,61 mL
%30’ luk akrilamid/bisakrilamid 0,67 mL 2,7mL

1,5 M Tris Tamponu (pH 8,80) -- 2,5mL

1,5 M Tris Tamponu (pH 6,80) 0,5mL --
%10’luk Amonyum persulfat 0,04 mL 0,1 mL
SDS (%10 wi/v) -- --
TEMED 0,004 mL 0,006 mL

Yiikleme tamponu ile karigtirilan 6rnekler kuyucuklara doldurulduktan sonra yigma
jeli boyunca 25 mA ve ayirma jeli boyunca 30 mA akim sisteme verilerek proteinlerin
ayrilmasi saglandi. Yiiriitme islemi boyunca elektroforez tanki bir buz banyosu ile
sogutuldu. Elektroforezin bitiminde jele hem zimogram analizi hem de Coomassie Brillant
Blue R250 boyama islemi uygulandi. Zimogram analizi igin jelin yarisi, yiiriitme islemi
sonunda oda sicakliginda %1°’lik nisasta ¢ozeltisi ile 45 dakika muamele edildi. Nisastanin
asirisin1 uzaklagtirmak amaciyla jel birka¢ kez tamponla yikandi ve 15 dakika pH 7,00
fosfat tamponunda bekletilip lugol ¢ozeltisi ile muamele edildi. Diger yarisina Coomassie
Brillant Blue R250 boyama ¢ozeltisi ilave edildi ve yavas bir sekilde 10 dakika sallanarak
bekletildi. Boyanan jel, boyanin fazlasini uzaklagtirmak ve protein bantlarini goriiniir hale

getirmek amaciyla boya uzaklastirma ¢ozeltisi ile yikandi.



SDS poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ise, %5°lik yigma jeli ve %10’luk
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ayirma jeli kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 6) (Maniatis vd., 1989).

Tablo 6. SDS-PAGE bilesenleri

Bilesenler %5’lik Yigma Jeli %10’luk Ayirma Jeli
Saf Su 2,7 mL 4 mL
%30’luk akrilamid/bisakrilamid 0,67 mL 3,3mL

1,5 M Tris Tamponu (pH 8,80) -- 2,5 mL

1,5 M Tris Tamponu (pH 6,80) 0,5mL -
%10’luk Amonyum persiilfat 0,04 mL 0,1 mL

SDS (%10 w/v) 0,04 mL 0,1 mL
TEMED 0,004 mL 0,004 mL

Jel hazirlandiktan sonra tanka yerlestirildi ve tank SDS-PAGE yuritme tamponu ile
dolduruldu. Yaklasik 40 pg saf protein iceren enzim ¢ozeltisi SDS yukleme cozeltisi ile
kanigtirllip kaynar su banyosunda 5 dakika inkiibe edildi. Bu sekilde denatiire olan
proteinler Hamilton siringasit yardimi ile kuyucuklara yiiklendi. Boya, yigma jelinden
cikana kadar yaklasik olarak 20 dakika 20 mA’de, daha sonra da ayirma jelinin alt kismina
gelene kadar 1-1,5 saat 25 mA’de yiiriitiildii. Elektroforez uygulamasindan sonra tanktan
cikarilan jel Coomassie Brillant Blue R250 ile yukarida belirtildigi sekilde boyandi.
Molekiiler agirlik standartlar1 kullanilarak Rf degerleri vasitasiyla enzimin alt birimlerinin

molekiil agirliklari tayin edildi.

2.12. Serbest Enzimin Immobilizasyonu

R. solani AG4 ZB-34 fungusundan elde edilen a-amilaz i¢in yapilan immobilizasyon

caligmalarinda enzim tutuklama metoduyla kalsiyum-alginata, kovalent baglama

metoduyla kitosana immobilize edildi.
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2.12.1. Tutuklama Yoéntemiyle Kalsiyum Alginata Immobilizasyon

%2’lik (w/v) sodyum alginat ¢dzeltisinin 5 mL’si 50 °C’ye kadar 1s1tild1 ve sodyum
alginatin ¢oziinmesi saglandi. Oda sicakligina kadar soguyan ¢ozeltiye uygun hacimde
serbest enzim ¢ozeltisi ilave edilerek karistirildi. Hava kabarciklart gidene kadar bekletildi.
Bu karigim bir siringa yardimi ile 1 M kalsiyum kloriir {izerine yavasca damlatildi, 4 °C’de
1 saat hafifce karistirilarak kalsiyum alginat-enzim boncuklarin olugsmasi saglandi ve
boncuklar 4 °C’de 24 saat olgunlagsmaya birakildi. Olgunlasan boncuklar Materyal, No. 1
filtre kagidindan siiziiliip 1 saat agik havaya maruz birakildi. Baglanmayan proteinlerin
uzaklagtirilmasi i¢in boncuklar art arda ve her defasinda 5 mL saf su ile yikandi. Yikama
islemine siiziintiilerde protein tespit edilmeyinceye kadar devam edildi (Talekar ve

Chavare, 2012).

2.12.2. Kovalent Baglama Yontemiyle Kitosana Immobilizasyon

Bir gram kitosana %2,5 (v/v) glutaraldehit iceren 100 mL 0,1 M HCI ¢ozeltisi ilave
edilip oda sicakliginda magnetik karistiricida 2 saat yavasca karistirildi. Uzerine 10 mL
0,1 M NaOH ilave edilip olusan partikiiller filtre kagidindan siiziildii. Saf su ile yikama
islemi yapilarak reaksiyona girmeyen glutaraldehitin uzaklagsmasi saglandi. Islak kitosana
enzim ¢ozeltisinin uygun hacmi ilave edilerek magnetik karistiricida 1 saat karistirildi.
Baglanmayan proteinlerin uzaklastirilmasi i¢in birka¢ defa 5’er mL saf su kullanilarak
yikama islemeleri yapildi. Yikama islemine siiziintiilerde protein tespit edilmeyinceye
kadar devam edildi. Filtrattaki toplam protein konsantrasyonu belirlendi ve enzimin
%immobilizasyon verimi hesaplandi.

Yapilan immobilizasyon caligmalarindaki tliim verim hesaplar1 asagidaki esitlik

vasitasiyla belirlendi (Kumari ve Kayastha, 2011).

Immobilizasyon verimi (%) = (C1-Co)/C1*100
C1: Immobilizasyondan dnce ¢ozeltideki protein miktar

Co: Immobilizasyondan sonra ¢dzeltide kalan protein miktar
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2.12.3. immobilize Enzimlerde Aktivite Tayini

Bu c¢alismada bir mikrosantrifuj tupte 0,1 g nemli immobilize enzim tartildi ve
uzerine 100 pL %1°lik ¢6ziiniir nisasta ile 700 pL 50 mM pH 7,00 fosfat tampon ilave
edildi. 50 °C’de 15 dakika reaksiyon gerceklestirildikten sonra immobilize enzim mini
santrifiijde hizli santrifiijleme ile ayrildi. Reaksiyon karigimindan 0,7 mL alinarak bir
mikrosantrifij tiip i¢inde esit hacimde DNS reaktifi ile karistirildi. 10 dakika kaynar su
banyosunda bekletilen tiipler oda sicakligina getirildikten sonra 540 nm’de immobilize
enzim yerine bos kat1 destek maddesi igeren kore kars1 absorbanslar1 6lgiildii ve aktiviteler

hesaplandi.

2.13. Saf ve Immobilize Enzimlerin Karakterizasyonu

2.13.1. Substrat Ozgiinliigii

Serbest ve immobilize enzimlerin substrat 6zgilinliigiinii belirleyebilmek amaciyla
nisasta, glikojen, amilopektin, maltoz, maltotrioz ve [-siklodekstrin substratlari

kullanilarak aktivite tayini gerceklestirildi ve en yliksek aktiviye sahip substrat belirlendi.

2.13.2. Enzim Aktivitesine pH’nin EtKkisi

Serbest ve immobilize enzimlerin en iyi aktivite gosterdigi pH’y1 belirlemek
amaciyla 50 mM konsantrasyonda Glisin-HCI (pH 3,00), sodyum asetat (pH 4,00, 4,50,
5,00, 5,50), fosfat (pH 6,00, 7,00, 8,00) ve Glisin-NaOH (pH 9,00) tamponlar1 kullanilarak
aktivite tayinleri yapild1 (Yildirim Akatin, 2013). En yiiksek aktivite %100 kabul edilerek
bagil aktiviteler hesaplandi ve pH-bagil aktivite (%) grafigi cizildi. Belirlenen optimum pH

degeri, daha sonra yapilmis olan ¢alismalarda reaksiyon pH’s1 olarak kullanildi.

2.13.3. Enzim Aktivitesine Sicakhigin Etkisi

Serbest ve immobilize enzimlerin aktivitesi lizerine sicakligin etkisinin belirlenmesi

icin 10-80 °C arasindaki sicakliklarda 10 °C’lik artislarla aktivite tayinleri yapildi. En
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yiiksek aktivite %100 kabul edilerek bagil aktiviteler hesaplandi ve sicaklik (°C)-bagil
aktivite (%) grafigi ¢izildi. Belirlenen optimum sicaklik degeri, daha sonra yapilacak olan

caligmalarda reaksiyon sicaklig1 olarak kullanildi.

2.13.4. Serbest Enzim Aktivitesine Protein Konsantrasyonun Etkisi

Bu caligmada substrat konsantrasyonu sabit tutularak reaksiyon karisimindaki son
protein konsatrasyonu 0,028-7,142 pg/mL olacak sekilde optimum pH ve sicaklik
degerlerinde aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen sonuglarla protein miktarina karsi

aktivite grafigi ¢izildi.

2.13.5. Enzim Aktivitesine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Serbest ve immobilize enzimlerin aktivitesinin substrat konsantrasyonu ile
degisimini incelemek amaciyla serbest enzim i¢in %0,0008-%0,1700, kitosana immobilize
enzim icin  %0,0045-%0,3500 ve kalsiyum alginata immobilize enzim igin
%0,0019-%0,1977 araliginda degisen nisasta konsantrasyonlarinda reaksiyon karigimlar
hazirlandi. Aktivite tayinleri daha once belirlenen optimum sartlarda ve {i¢ paralel olacak
sekilde gerceklestirildi. Elde edilen aktivite degerleri grafige gecirilerek serbest ve
immobilize enzimlere ait substrat doygunluk egrileri elde edildi ve sonrasinda Ko 5 Ve Vaks

degerleri hesaplandi (Nelson ve Cox, 2004).

2.13.6. Isil Kararhhgn incelenmesi

Serbest ve immobilize enzimlerin bazi sicakliklardaki 1sil kararliligini belirlemek
amactiyla, enzim 4 °C (depolama sicakligi), 28 °C (fermentasyon sicakligi), 40, 50 ve
60 °C’lerde (optimum sicakliklar) 120 dakika bekletildi. Bu siire zarfinda 15., 30., 60., 90.
ve 120. dakikalar sonunda optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. %Kalan
aktiviteler, herhangi bir On inkiibasyon islemi uygulanmamis serbest ve immobilize
enzimlerin optimum sartlarda belirlenen aktivite degeri ile karsilastirilarak hesaplandi ve

zaman-%kalan aktivite grafigi ¢izildi.
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2.13.7. pH Kararlihgmin incelenmesi

Serbest ve immobilize enzimlerin pH kararliligini incelemek amaciyla, serbest enzim
coOzeltisi reaksiyon karisimindaki protein miktar1 0,725 pug/mL olacak sekilde pH 5,50
asetat, pH 7,00 ve 8,00 fosfat tamponlari ile 1:1 oraninda karistirildi. Elde edilen karisim
4 °C’de 7 giin siireyle inkiibe edilerek belirli araliklarda optimum sartlar altinda aktivite
tayinleri yapildi. Ayni sekilde hazirlanmig fakat hi¢ inkiibe edilmemis enzim-tampon
karisimlarinin da optimum sartlar altinda aktiviteleri belirlendi ve bu degerler %100 olarak
kabul edildi. Boylelikle inkiibasyona maruz birakilan enzimlerin %kalan aktiviteleri
hesaplandi.

Immobilize enzimler icin pH kararliligi aym sekilde incelendi. Bunun igin
immobilize enzimlerden 0,1 g alinarak tizerine 100 puL tampon ilave edildi ve 4 °C belli
stirelerde bekletilerek aktivite tayini gerceklestirildi. Kalan aktiviteler, herhangi bir 6n
inkiibasyon islemi uygulanmamis immobilize enzimin optimum sartlarda belirlenen
aktivite degeri ile karsilastirilarak hesaplandi ve zamana karsi kalan aktivite (%) grafigi

olusturuldu.

2.13.8. Enzim Aktivitesine Bazi Kimyasallarin Etkisi

Serbest ve immobilize enzimlerin aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarmin ve
kimyasallarin etkisini incelemek amaci ile Li*, Na*, Mn®*, Cu**, Zn**, Ni**, Ca**, Co®* ve
Mg2+ iyonlarinin kloriir tuzlarmin ve EDTA’nin reaksiyon karisimindaki nihai
konsantrasyonlar1 1 mM ve 10 mM, organik ¢oziiciilerin etkisini incelemek amaciyla
metanol, etanol, aseton, DMSO, 2-propanol ve asetonitrilin reaksiyon karisimindaki nihai
konsantrasyonlari %1 ve %5, Tween 20, SDS, Triton X-100 ve Triton X-114
deterjanlarinin reaksiyon karisimindaki nihai konsantrasyonlart %1 olacak sekilde
optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Metal iyonu ve kimyasal icermeyen

reaksiyon karisiminin aktivitesi %100 olarak kabul edilip %kalan aktiviteler hesaplandi.
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2.13.9. Enzimlerin Tuz Toleransi

Enzimlerin tuz toleransin1 belirlemek amaciyla, reaksiyon ortaminda son
konsantrasyon 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ve 50 M NaCl olacak sekilde optimum deney

kosullarinda enzim aktiviteleri belirlendi.

2.13.10. Enzimlerin Proteaz Varh@indaki Kararhhklarinin incelenmesi

Ticari proteinaz K varlifinda serbest ve immobilize enzimlerin kararliliginm
incelemek igin, proteaz ile On inkiibasyon islemine tabi tutulan enzimlerle optimum
sartlarda aktivite tayini yapildi ve %kalan aktiviteler hesaplandi. On inkiibasyon islemi,
0,1 mg/mL’lik serbest enzim ¢ozeltisi ile yine ayn1 konsantrasyondaki proteaz ¢ozeltisinin
1:1 (v/v) oraninda karistirilmasiyla gergeklestirildi. Immobilize enzimler icin ise 0,1 g
immobilize enzim tartilip lizerine 100 pL (0,1 mg/mL) proteaz ilave edilerek oda
sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyonun baslangicinda, 5., 15., 30., 60., 90., 120. ve
150. dakikalarinda optimum sartlarda aktivite tayinleri gerceklestirildi. Hi¢ inkiibe
edilmemis enzim aktivitesi %100 olarak kabul edilip %kalan aktiviteler hesaplandi

(Mukherjee vd., 2009).

2.13.11. Immobilize Enzimlerin Kullanim Sikhginin Belirlenmesi

Kitosan ve kalsiyum alginata immobilize edilen enzimlerin kullanim sikligini
belirlemek amaciyla immobilize enzimler kullanilarak art arda 7°ser kez aktivite tayini
gerceklestirildi. Bu amagla bir mikrosantrifuj tiipte 0,1 g immobilize enzim tartildi, lizerine
500 pL %Z21’lik nisasta ve 500 pL uygun tampon ilave edildi. 15 dakika reaksiyon
gergeklestirildikten sonra immobilize enzim mini santrifiijde hizli santrifiijleme ile ayrildi.
Reaksiyon karisimindan 0,7 mL alinarak ayr1 bir mikrosantrifiij tlpU icinde Uzerine esit
hacimde DNS reaktifi ilave edildi. 10 dakika kaynar su banyosunda kaynatilan tiipler oda
sicakligina getirildikten sonra 540 nm’de immobilize enzim yerine bos kat1 destek maddesi
iceren kore kars1 absorbanslari 6l¢iildii. Her aktivite denemesinden sonra kati destek yeteri
kadar saf su ile yikand1 ve tekrar aktivite tayini gerceklestirildi. ilk dl¢iimde elde edilen

aktivite sonucu %100 kabul edilerek sonuglar hesaplandi.
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2.14. Enzimlerin Baz1 Endiistriyel Alanlardaki Kullanilabilirliginin Incelenmesi

2.14.1. Serbest ve Kitosana Immobilize Enzimin Cesitli Ticari Yikama
Deterjanlari ile Uygunlugunun Test Edilmesi

Serbest ve kitosana immobilize enzimlerin bir deterjan katkisi olarak kullanilabilme
potansiyelini incelemek icin enzimlerin marketlerde satilan Omo, Ariel, Persil, Alo,
Etimatik (kati camasir deterjani), Perwol, Woolite (sivi ¢amasir deterjani), Finish (kati
bulasik deterjani), Fairy (sivi bulasik deterjani) gibi mevcut bazi ticari deterjanlar
varliginda aktivitelerindeki degisiklikler incelendi. Deney oncesinde 7 mg/mL’lik (kat1) ve
%10’luk (v/v) s1v1 deterjan ¢ozeltileri mevcut olan enzim aktivitelerini yok etmek amaciyla
100 °C’de 60 dakika bekletildi ve deterjan ¢ozeltilerinde a-amilaz aktivitesi olup olmadigi
kontrol edildi. Hazirlanan bu deterjan 6rneklerinden, son konsantrasyonlar1 1 mg/mL (kat1)
ve %1 (siv1) olacak sekilde reaksiyon karisimlari hazirlandi ve optimum sartlar altinda
aktivite tayinleri yapildi. Deterjan yoklugunda elde edilen aktivite %100 kabul edilerek
%kalan aktiviteler hesaplandi (Hmidet vd., 2009).

2.14.2. Serbest ve Kitosana Immobilize Enzimin Yikama Performansi Analizi

Yikama performansi deneyi icin ¢ikolata (Ulker) ve bir ev yapimi recel &rnegi
70 °C’de 1sitilarak sivilagtirildi ve bundan alinan 300 pL’lik bir kistm 5 em x 5 cm pamuk
kumas parcasina tatbik edildi. Pamuk kumas sicak hava akimi altinda bir gece kurutuldu.
Yikama performansini belirlemek i¢in %1 (v/v) konsantrasyonda olacak sekilde deterjan
ornegi (Persil) hazirland1 ve her bir lekeli kumas parcasi asagidaki bilesenleri iceren

erlenlere koyuldu.

Serbest enzim igin;
a) 25 mL musluk suyu (kontrol)
b) 20 mL musluk suyu ve 5 mL 1 mg/mL’lik serbest enzim
) 20 mL musluk suyu ve 5 mL %1’lik deterjan
d) 20 mL musluk suyu, 1 mg/mL’lik serbest enzim iceren 5 mL %1’lik

deterjan
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Kitosana immobilize enzim igin;
a) 25 mL musluk suyu (kontrol)
b) 25 mL musluk suyu ve 1 g immobilize enzim
¢) 20 mL musluk suyu ve 5 mL %21’lik deterjan
d) 20 mL musluk suyu, 1 g immobilize enzim iceren 5 mL %1’lik deterjan
Erlenler enzimlerin optimum sicakliginda (serbest enzim 50 °C, kitosana immobilize
enzim 40 °C) 200 rpm’de 1 saat galkalandi. Bu siirenin sonunda kumas pargalar1 su ile
yikanip kurutuldu ve lekelerin durumu kontrol edilerek karsilastirildi (Hmidet vd., 2009;
Roy vd., 2012).

2.14.3. Serbest ve Kitosana immobilize Enzimin Hasil Alma Etkinliginin
Belirlenmesi

Boyutlar1 5 cm x 5 ¢cm olan pamuk kumas pargasi tartildiktan sonra %1°lik ¢oziiniir
nisasta c¢ozeltisinin 25 mL’si ile oda sicakliginda 10 dakika muamele edildi. Kurutulup
tartilan kumas pargalart 1 mL (1 mg/mL) serbest enzim igeren 25 mL 50 mM pH 5,50
asetat tamponu veya musluk suyu i¢ine alindi. Ardindan 40 ve 50 °C’lerde ayr ayr 1’er
saat 200 rpm’de calkalandi.

Kitosana immobilize enzim i¢in ise kurutulup tartilan kumas parcasi 1 g immobilize
enzim iceren 25 mL’lik 50 mM pH 4,50 asetat tamponu veya musluk suyu i¢ine alindi ve
yine ayni sekilde 40 ve 50 °C’lerde ayr1 ayri 1’er saat 200 rpm’de ¢alkalandi.

Enzimle muamele edilen kumas pargalari yikanip kurutulduktan sonra tekrar tartildi.
Uzaklastirilan %nisasta miktar1 asagidaki esitlik yardimiyla hesaplandi. Kontrol grubu
enzim icermeyen tampon ve musluk suyundan hazirlandi (Singh vd., 2014b; Haq vd.,
2010).

%Hag1l alma= [enzim tarafindan uzaklagtirllan nisasta miktar1 (g)/kumas

parcasindaki toplam nisasta miktar1 (g)]*100
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2.14.4. Serbest ve Alginata Immobilize Enzimin Meyve Suyu Islenmesinde
Kullanilmasi

Serbest ve alginata immobilize enzimlerin meyve suyu islenmesinde
kullanilabilirligini incelemek amaciyla taze sikilmis elma (Golden) ve portakal sularindan
100 mL’lik kisimlar alinarak igerisine nihai konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde CaCl;
ilave edildi ve 90 °C’de 5 dakika pastorize edilerek hemen sogutuldu. Enzimlerin, elma ve
portakal suyundaki bazi parametreleri (indirgen seker, A440 nm ve pH degisimi)
degistirmesi ve meyve suyunu berraklastirma potansiyeli incelendi. Bu amacla 4900 puL
elma ve portakal suyuna 100 pL (1 mg/mL) serbest enzim veya 5000 pL elma ve portakal
suyuna 1 g alginata immobilize enzim katilarak enzimlerin optimum sicakliklarinda 1 ve
3 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda numuneler 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Berrak kisimda hemen pH ve 440 nm’de absorbans dl¢timleri yapildi. Ayrica DNS
yontemiyle indirgen seker miktarlar1 tayin edildi. Elde edilen sonuglar, enzimle muamele
edilmemis meyve suyunun indirgen seker, pH ve A440 nm degerleriyle kiyaslandi (Dey ve
Banerjee, 2014).

2.15. Serbest Enzimin Maltotetroz Uretip Uretmediginin Belirlenmesi

Ince tabaka kromatografisi (TLC) ile serbest enzimin nisastay1 parcalama urinleri
belirlendi. Bunun i¢in 1 mL serbest enzim ¢o6zeltisi 1 mL %1°lik nisasta ¢ozeltisi ile
optimum sartlarda reaksiyona birakildi. Belirli siirelerde reaksiyon ortamindan belirli
miktar alinarak kaynar su banyosunda 10 dakika inkiibe edilip reaksiyon durduruldu.
Glukoz, maltoz, maltotrioz ve maltotetroz standartlar1 esliginde reaksiyon karigimlari,
onceden aktiflestirilmis olan TLC (Kieselgel-Silica gel/TLC-cards) plakaya ayri ayri
spotlandi. Yiriitme islemi 3:1:1 (v/v/v) oranlarinda hazirlanan 2-propanol/etilasetat/su
¢oziicli sisteminde oda sicakliginda gergeklestirildi. TLC kart1 kurutulduktan sonra {izerine
metanol icerisinde hazirlanmis %20°’lik H,SO,4 ¢Ozeltisi puskirtildi. 110 °C’de 10 dakika
bekletildi. Standartlarin yiiriidiigi mesafe ile 6rnegin yiiridiigii mesafe karsilastirilarak

enzimin aktivitesi sonucu agiga ¢ikan son {iriin belirlendi (Maalej vd., 2014).



3. BULGULAR
3.1. Petri Testi
Bu c¢aligmada R. solani AG4 ZB-34 fungusunun amilolitik etkinligi petri testi ile

belirlendi. Lugol ¢ozeltisi ile muamele sonucunda agik renkli bir zon olusmasi ortamdaki

amilolitik aktivitenin varligin1 géstermektedir (Sekil 10).

Sekil 10. R. solani AG4 ZB-34 fungusunun amilolitik
aktivitesinin tespiti

3.2. Kati Faz Fermentasyon Kosullarinin Optimizasyonu

R. solani AG4 ZB-34’den a-amilaz iiretimini maksimum seviyeye ¢ikarilabilmek
icin fermentasyon sartlar1 degistirilerek denemeler yapildi. Bu amagla, kat1 faz, baslangi¢
pH’s1, nem miktari, fermentasyon sicakligi, fermentasyon zamani ve gesitli kimyasallarin

enzim dretimine etkisi incelendi.
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3.2.1. En Uygun Kat1 Fazin Belirlenmesi

R. solani AG4 ZB-34’den a-amilaz Uretiminde en uygun kati1 fazi belirlemek i¢in
musir kepegi, bugday kepegi ve arpa kepegi kat1 faz olarak kullanildi. EKim ve blyitme
islemleri “2.6 Kati Faz Fermentasyon (SSF) Teknigi ile Fungusun Buyuttlmesi” kisminda
anlatildigi gibi gergeklestirildi. Enzimler ekstrakte edildikten sonra protein ve aktivite
tayinleri yapildi. En yiiksek enzim iiretiminin misir kepegi ile yapilan fermentasyon
sonucunda gergeklestigi bulundu (Sekil 11). Bundan sonraki ¢alismalarda kat1 faz olarak

misir kepegi kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 11. SSF igin en uygun kat1 fazin belirlenmesi

3.2.2. Baslangi¢c pH’sinin Belirlenmesi

Baslangic pH’siin enzim liretimine etkisini incelemek amaciyla nemlendirici olarak
kullanilan NSS’nin pH’s1 1 M NaOH/HCI ile 3,00; 5,00; 7,00 ve 9,00 olarak ayarlandi.
Diger sartlar degistirilmeden fermentasyon iglemleri tekrarlandi. En yiiksek enzim iiretimi,
pH’st 7,00 olan NSS ¢ozeltisi kullanildigi durumda elde edildi (Sekil 12). Bundan sonraki

calismalarda pH 7,00 NSS ¢ozeltisi kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 12. SSF i¢in en uygun baslangi¢c pH’siin belirlenmesi

3.2.3. Nem Miktarmmin Belirlenmesi

Nem miktarinin etkisi gram musir kepegi basina kullanilan NSS hacmi degistirilerek
yapildi. Bu amagla ayr1 ayr1 5’er gramlik misir kepekleri tizerine 2 mL (%40), 3 mL (%60),
4 mL (%80), 5 mL (%100) ve 6 mL (%120) pH’s1 7,00 olan NSS ¢dzeltisi ilave edildi ve
28 °C’de 6 giin fermentasyon yapildi.

40 60 80 100 120

Nem miktar1 (%)

120

J

100 -

S (o2} @
o o o
I I I

Bagil aktivite (%)

N
o
1

o

Sekil 13. SSF i¢in en uygun nem miktarinin belirlenmesi
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En yiliksek enzim iiretiminin, 5 mL (%100) NSS c¢ozeltisi igeren SSF ortaminda
gerceklestigi belirlendi (Sekil 13). Bundan sonraki ¢alismalarda, 5 g misir kepegi i¢in
5 mL pH 7,00 NSS ¢o6zeltisi kullanilmasina karar verildi.

3.2.4. Fermentasyon Sicakhiginin Belirlenmesi

Fermentasyon sicakliginin enzim fiiretimine etkisini incelemek icin 20, 28 ve
35 °C’de biiyiitme islemleri gergeklestirildi. 5 g misir kepegine, pH’s1 7,00 olan, 5 mL NSS
coOzeltisi ilave edilerek 6 giin fermentasyon yapildi. En yliksek enzim iiretiminin ayni
zamanda R. solani AG4 ZB-34 fungusunun optimum biiyiime sicakligi da olan 28 °C’de
gerceklestigi belirlendi (Sekil 14). Bundan sonraki ¢aligmalarda, biiyiitme islemlerinin yine

28 °C’de yapilmasina karar verildi.
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Sekil 14. SSF i¢in en uygun fermentasyon sicakliginin belirlenmesi

3.2.5. Fermentasyon Sudresinin Belirlenmesi

R. solani AG4 ZB-34’lin en fazla enzim {irettigi slireyi bulmak igin 2, 4, 6 ve
8 giinliik biiylitme islemlerinden sonra enzim aktiviteleri hesaplandi. En yiiksek enzim

iiretiminin, 6 glinliik fermentasyondan sonra olustugu tespit edildi (Sekil 15).
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Sekil 15. SSF icin optimum fermentasyon siresinin belirlenmesi

3.2.6. Cesitli Kimyasal ve Deterjanlarin Enzim Uretimine Etkisi

Cesitli kimyasallarin enzim {iretimine etkisini incelemek amaciyla fermentasyon
ortamina %1 olacak sekilde maya ekstragi, pepton, iire, sakkaroz, nisasta, SDS,

Triton X-100 ve Tween 20 ilave edilip optimum sartlarda fermentasyon yapildi.
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Sekil 16. SSF ortamina ilave edilen gesitli kimyasallarin enzim tiretimine etkisi
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En yiiksek enzim {iretiminin %1’lik nisasta ilave edilen SSF ortaminda gerceklestigi
belirlendi (Sekil 16). Bundan sonraki ¢aligmalarda, kiiltiir ortamina %1 oraninda nigasta

katilmasina karar verildi.

3.3. Enzimin Saflastirilmasi
Nisasta afinite yontemiyle yapilan saflastirma islemi i¢in bir saflagtirma tablosu

olusturuldu (Tablo 7). Elde edilen sonuglara gore a-amilazin %35,32 verimle 11,17 kat

saflastirildigr goriildii.

Tablo 7. Nisasta afinite yontemiyle saflastirma islemi i¢in saflagtirma tablosu

Saflastirma Hacim | Toplam | Toplam | Spesifik | Verim Saflastirma
adim (mL) protein | aktivite | aktivite (%) katsayist
(my) | (U | (Umg
protein)
Ham 6zit 50 17,850 56,94 3,19 100 1
Nisasta afinite | 1,25 0,085 3,03 35,64 5,32 11,17

Saflagtirma igleminin hangi nisasta ile daha etkili oldugunu belirleyebilmek i¢in ev
tipi misir nisastasi (Giines marka), bugday nisastasi (Dr. Oetker marka) ve patates nigastasi
(Migros marka) kullanilarak saflastirma islemleri yapildi ve her bir durumda spesifik
aktiviteler belirlendi (Tablo 8). Elde edilen sonuglara gore her bir nisasta ile enzimin
basarili bir sekilde saflagtirildigi ancak en yiiksek spesifik aktivitenin misir nigastasi ile
elde edildigi belirlendi. Bundan sonraki saflagtirma islemleri i¢in misir nisastasinin

kullanilmasina karar verildi.
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Tablo 8. Saflastirma iglemi i¢in en uygun nisasta cinsinin belirlenmesi

Nisastanin cinsi | Spesifik aktivite (U/mg protein)
Patates 21,33
Misir 33,33
Bugday 24,61

Saflagtirmada en uygun eliisyon zamanimi belirlemek amaciyla 40 °C’de yapilan
eliisyon islemi 1 saat ve 2 saat olacak sekilde gerceklestirildi. Daha sonra yapilan aktivite
tayinleri sonucunda 1 saat inkiibasyonla saflastirilan enzimin 34,44 U/mg protein, 2 saat
inkiibasyonla saflastirilan enzimin ise 32,87 U/mg protein spesifik aktiviteye sahip oldugu
hesaplandi. Bu nedenle bundan sonraki ¢alismalarda eliisyon siiresi 1 saat ile simirh
tutuldu.

Saflastirmada en uygun nisasta miktarii belirleyebilmek i¢in 50 mL ham enzim
oOziitlerine ayr1 ayr1 %2, %4, %6 ve %8 (w/v)’lik olacak sekilde misir nisastasi ilave edilip
saflagtirma islemleri yapildi. Sonrasinda her bir durumda saf enzimlerin aktiviteleri tayin
edildi (Tablo 9). En yiiksek spesifik aktivite %2’lik nisasta varhiginda elde edildigi icin

bundan sonraki saflagtirma islemlerinde bu konsantrasyonda nigasta kullanildu.

Tablo 9. Saflastirma islemi i¢in en uygun nisasta miktarinin belirlenmesi

Nisasta miktar1 (% w/v) | Spesifik aktivite (U/mg protein)
2 37,98
4 35,71
6 29,43
8 22,14

3.3.1. Dogal ve SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Saflagtirma isleminden sonra dogal poliakrilamid jel elektroforezi yapildi ve jelin

yarist protein bantlarin1 gérmek icin Coomassie Brillant Blue R250 boyamasina
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(Sekil 17a) diger yaris1 ise aktif amilolitik aktiviteye sahip enzimleri gérmek igin
zimogram (substrat) boyamasina (Sekil 17b) tabi tutuldu. Saflagtirilmis enzim ¢ozeltisinde
amilolitik aktiviteden sorumlu tek bir bandin varlig1 gézlendi. Dolayisiyla nisasta afinite
yontemiyle R. solani AG4 ZB-34 o-amilazinin basarili bir sekilde aktif olarak
saflastirildigr gorildii.

Sekil 17. Dogal PAGE elektroforezi, A) Comassie Brillant Blue R250
boyamasit (I- Deristirilmis ham 06ziit, 2- Nigasta
muamelesinden sonra santrifiij yapilarak elde edilen
stpernatant, 3- Yikama ¢ozeltisi, 4-Saf enzim), B)
Zimogram- Substrat boyamasi (1- Deristirilmis ham 6ziit, 2-
Nisasta muamelesinden sonra santrifiij yapilarak elde edilen
stpernatant, 3- Yikama ¢ozeltisi, 4-Saf enzim).

Saflastirilan enzimin kag cesit alt birimden olustugunu ve bu alt birimlerin yaklagik
molekiil agirliklarini belirlemek i¢in SDS-PAGE yapildi. Elektroforez uygulamasindan
sonra tanktan ¢ikarilan jel Coomassie Brillant Blue R250 ile boyandi1 ve boyanin fazlasi
uzaklagtirilip protein bantlar1 goriiniir hale getirildi (Sekil 18). Sekilden de goriildiigli gibi

saf protein 2 farkli ¢esit alt birimden olusmaktadir.
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Sekil 18. SDS-PAGE elektroforezi, 1- Molekiiler agirlik markerleri
(Thermo Scientific Unstained Protein Molecular Weight
Marker), 2-Saf enzim

Saf enzimin alt birimlerinin molekiil agirliklarin1 belirlemek i¢in protein
standartlarinin R degerlerine karsi molekiil agirliklarinin logaritmasi grafige gecirilerek bir
grafik hazirlandi. Elde edilen grafikten faydalanilarak saf proteinin alt birimlerinin molekiil

agirliklarinin yaklasik olarak 61,3 kDa ve 49,6 kDa oldugu goriildii (Sekil 19).
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2 - R2=10,984
<15 -
=
S 1-
0,5 -
0 T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Rf

Sekil 19. R¢-logMA grafigi
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3.4. Serbest Enzimin Immobilizasyonu

R. solani AG4 ZB-34 fungusundan elde edilen a-amilaz i¢in yapilan immobilizasyon
calismalarinda enzim kitosana kovalent baglama metoduyla, kalsiyum-alginata tutuklama
metoduyla immobilize edildi.

Kitosanla immobilizasyonda %baglanma verimi %67,9, kalsiyum alginat ile

immobilizasyonda ise %baglanma verimi %59,6 olarak hesaplandi.

3.5. Serbest ve immobilize Enzimlerin Karakterizasyonu

3.5.1. Substrat Ozgiinliigii

Substrat 6zgiinliiglinii tespit etmek amaciyla nisasta, glikojen, amilopektin, maltoz,
maltotrioz ve B-siklodekstrin substratlart kullanilarak serbest ve immobilize enzimler igin
aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen veriler kullanilarak spesifik aktivite degerleri

hesapland1 ve en yiiksek aktivite degeri %100 olarak kabul edildi. Serbest ve immobilize

edilmis enzimlerin nisasta varliginda en iyi aktivite gosterdigi belirlendi (Tablo 10).

Tablo 10. Serbest ve immobilize enzimlerin substrat 6zgiinligii

Serbest enzim

Kitosana immobilize

Alginata immobilize

enzim enzim

Spesifik Bagil Spesifik Bagil | Spesifik Bagil

aktivite | aktivite aktivite aktivite | aktivite aktivite
Substratlar (U/mg (%) (U/mg (%) (U/mg (%)

protein) protein) protein)
Nisasta 56,04 100 12,10 100 50,50 100
Glikojen 39,12 69,81 7,46 61,69 21,47 42,52
Amilopektin 48,49 86,53 11,00 90,94 18,73 37,10
Maltoz 38,48 68,67 7,80 64,51 37,96 75,17
Maltotrioz 28,36 50,62 4,70 38,90 28,01 55,47
[-siklodekstrin 0 0 0 0 0 0
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3.5.2. Enzim Aktivitesine pH’nin Etkisi

Serbest ve immobilize enzimlerin en 1iyi aktivite gosterdigi pH’yr belirlemek
amaciyla farkli pH degerlerinde tamponlar kullanilarak aktivite tayinleri yapildi. En
yiikksek aktivite %100 kabul edilerek bagil aktiviteler hesaplandi ve pH-bagil aktivite
(%) grafigi ¢izildi (Sekil 20).

120 - )
—o—Serbest enzim
100 -
- —&—Kitosana
S 80 - immobilize enzim
*E —A—Kalsiyum alginata
£ 60 - immobilize enzim
<
B 40 -
m
20 -
O | T T T T T T 1
200 300 400 500 6,00 7,00 800 900 10,00
pH

Sekil 20. Serbest ve immobilize enzimlerin aktivitesi iizerine pH nin etkisi

Serbest enzim ve kalsiyum alginata immobilize enzim i¢in optimum pH degeri 5,50
olarak kitosana immobilize enzim icin 4,50 olarak belirlendi. Serbest enzim pH 4,00-7,00
arasinda %50 ve lizerinde aktivite gosterirken, kitosana immobilize enzimde optimum

pH’nin 5,50°den 4,50’ye diistiigti goriildii.

3.5.3. Enzim Aktivitesine Sicakhgin Etkisi

Serbest ve immobilize enzimlerin aktivitesi tizerine sicakligin etkisini belirlemek
amaciyla 10-80 °C arasindaki sicakliklarda aktivite tayinleri yapildi. En yiiksek aktivite
%100 kabul edilerek bagil aktiviteler hesaplandi ve sonuglar grafige gegirildi (Sekil 21).
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Sekil 21. Serbest ve immobilize enzimlerin aktivitesi iizerine sicakligin etkisi

Serbest R. solani AG4 ZB-34 a-amilazinin optimum sicakligr 50 °C iken kitosana
immobilize enzimin 40 °C’lik bir optimum sicakliga sahip oldugu belirlendi. Kalsiyum

alginata immobilize enzimde ise optimum sicakligin 50 °C’den 60 °C’ye ¢iktig1 goriildii.

3.5.4. Serbest Enzim Aktivitesine Protein Konsantrasyonun Etkisi

Enzim aktivitesinin protein miktarmma bagimliligini incelemek amaciyla reaksiyon
karisiminda ayr1i  ayri  0,028-7,142 pg/mL  arasindaki degerlerde nihai protein
konsantrasyonuna sahip olacak sekilde enzim ¢ozeltileri kullanilarak aktivite tayinleri
yapildi. Protein konsantrasyonuna kars1 aktivite degerleri grafige geg¢irildiginde, optimum
enzim konsantrasyonun 0,725 pg/mL oldugu belirlendi (Sekil 22). Bundan sonraki
asamalarda reaksiyon ortamina 0,725 pg/mL protein igerecek sekilde enzim ¢ozeltisi ilave
edildi.
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Sekil 22. Enzim aktivitesi Gzerine protein konsantrasyonun etkisi

3.5.5. Enzim Aktivitesine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Serbest ve immobilize enzimlerin aktivitesinin substrat konsantrasyonu ile
degisimini incelemek amaciyla degisen ¢Oziliniir nisasta konsantrasyonlarinda reaksiyon
karisimlar1  hazirlandi.  Aktivite tayinleri daha Once belirlenen optimum sartlarda
gergeklestirildi. Elde edilen aktivite degerleri grafige gegcirilerek serbest ve immobilize
enzimlere ait substrat doygunluk egrileri elde edildi. Substrat doygunluk egrilerinin
(Sekil 23,24,25) sigmoidal ¢ikmasindan dolay1 Lineweaver-Burk grafigi ¢izilemedi. Her ne
kadar sigmoidal doygunluk egrisinden Vy’in yart maksimum oldugu bir substrat degeri
bulunsa da, enzim hiperbolik Michaelis-Menten iliskisini izlemedigi i¢in bu K, degeri
yerine [S]os veya Ko s degeri kullanilmaktadir. [S]os veya Kos degeri, allosterik bir enzim
tarafindan katalizlenen tepkimenin yari en yiiksek hizindaki substrat derisimini temsil
etmektedir (Nelson ve Cox, 2004). Elde edilen veriler kullanilarak serbest ve immobilize
enzimlerin Vyas Ve Kos degerleri hesaplandi. Vmas degerleri serbest enzim, kitosana
immobilize enzim ve kalsiyum alginata immobilize enzim ig¢in sirasiyla
238,8 pmol.dak™.mg™, 24,3 pmol.dak*.mg™* ve 126,8 pmol.dak™*.mg™* olarak hesapland.
Ko degerleri ise yine ayni sirayla %0,03, %0,135 ve %0,05 olarak bulundu.
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Sekil 23. R. solani AG4 ZB-34 a-amilazinin substrat doygunluk egrisi
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Sekil 24. Kitosana immobilize R. solani AG4 ZB-34 a-amilazinin substrat doygunluk
egrisi
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Sekil 25.

3.5.6.

Kalsiyum alginata immobilize R. solani AG4 ZB-34 a-amilazinin substrat
doygunluk egrisi

Isil Kararlihginin incelenmesi

Serbest ve immobilize enzimlerin bazi sicakliklardaki 1s1l kararliligin1 belirlemek

amaciyla, enzim 4 °C (depolama sicakligl), 28 °C (fermentasyon sicakligi), 40, 50 ve

60 °C’lerde (optimum sicakliklar) 120 dakika bekletildi. Bu siire zarfinda 15., 30., 60., 90.

ve 120. dakikalar sonunda optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. %Kalan

aktiviteler,

herhangi bir 6n inkiibasyon islemi uygulanmamis serbest ve immobilize

enzimlerin optimum sartlarda belirlenen aktivite degeri ile karsilastirilarak hesaplandi ve

zaman-%kalan aktivite grafigi cizildi (Sekil 26,27,28).
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Sekil 26. R. solani AG4 ZB-34 a-amilazinin 1s1l kararlilik egrisi

Serbest enzim depolama sicakligr olan 4 °C’de ve fungusun biiyiime sicakligi olan
28 °C’de 120 dakika boyunca aktivitesini tamamen korumaktadir (Sekil 26). 40 °C’de
60 dakika sonunda enzim aktivitesi yaklasik %70 oraninda korunurken, 50 ve 60 °C’de

15 dakika sonunda aktivite neredeyse ortadan kalkmaktadir.
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Sekil 27. Kitosana immobilize R. solani AG4 ZB-34 a-amilazinin 1s1l kararlilik egrisi
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Kitosana immobilize a-amilaz, depolama sicakligi olan 4 °C’de ve fungusun biiyiime
sicakligr olan 28 °C’de 120 dakika boyunca aktivitesinin serbest enzimde oldugu gibi
tamamina sahiptir (Sekil 27). Enzim, optimum sicakligi olan 40 °C’de ise 120 dakika

sonunda aktivitesini yaklasik %60 oraninda korumaktadir.
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Sekil 28. Kalsiyum alginata immobilize R. solani AG4 ZB-34 a-amilazinin 1s1l
kararlilik egrisi

Kalsiyum alginata immobilize enzimin 1s1l kararlilik egrisine bakildiginda 4 °C ile
50 °C arasindaki sicakliklarda aktivitesini serbest enzime ve kitosana immobilize enzime
gore cok daha fazla korudugu goriilmektedir (Sekil 28). Enzim, 60 °C’de 60 dakika stire

sonunda bile aktivitesinin yaklasik %10’ undan fazlasina sahip olmaktadir.

3.5.7. pH Kararhligimin Incelenmesi

Serbest ve immobilize enzimlerin pH kararlhiliklarini incelemek amaciyla farkli
tamponlar i¢indeki enzimler 4 °C’de 7 giin siireyle inkiibasyona birakildi. Bu esnada belirli
araliklarda optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Ayn1 sekilde hazirlanmig fakat

hi¢ inkiibe edilmemis enzim-tampon karisimlarinin da optimum sartlar altinda aktiviteleri
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belirlendi ve bu degerler %100 olarak kabul edildi. Bdylelikle inkiibasyona maruz
birakilan enzimlerin %kalan aktiviteleri hesapland1 (Sekil 29,30,31).
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Sekil 29. R. solani AG4 ZB-34 a-amilazinin pH kararliligi egrisi

Bir gilinlik inkiibasyonun sonunda denenen pH’larin hepsinde serbest enzimin
aktivitesi yaklasik %100 oraninda korunmustur. 3 giiniin sonunda ise aktivitelerin yaklagik

%60-70’inin korundugu goériilmektedir (Sekil 29).
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Sekil 30. Kitosana immobilize R. solani AG4 ZB-34 a-amilazinin pH kararliligi
egrisi
Sekil 30’dan da goriildiigii gibi kitosana immobilize enzim denenen pH’larda 1 giin
sonunda aktivitesinin tamamina yakinini1 korudu. 5 giin sonunda ise yaklasik %80°lik bir
aktivitenin hala mevcut oldugu goriildii. Bu sonuglara gore enzimin 4 °C’de oldukca
kararli oldugu rahatlikla ifade edilebilir. Ayrica serbest enzimin pH kararlilig1 ile kitosana
immobilize enzimin pH kararliligi karsilastirildiginda immobilizasyonla beraber

kararliliginin arttig1 da kolaylikla goriilebilmektedir.
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Sekil 31. Kalsiyum alginata immobilize R. solani AG4 ZB-34 a-amilazinin
pH kararlilig1 egrisi

Kalsiyum alginata immobilize enzimin pH 5,50°’de 7 gln sonunda aktivitesinin
neredeyse tamaminin korundugu goriildi (Sekil 31). pH 7,00 ve 8,00°de ise yine 7 gin
sonunda aktivitenin sirasiyla %70 ve %50 kadar korundugu tespit edildi. Dolayisiyla
kalsiyum alginata immobilizasyonla serbest enzim ve kitosana immobilize enzime nazaran
daha yiiksek bir pH kararlilig1 elde edildi.

3.5.8. Enzim Aktivitesine Baz1 Kimyasallarin Etkisi

Serbest enzimin aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarinin ve kimyasallarin etkisi
incelendiginde 1 mM konsantrasyondaki Mn?" ile yaklasik %20, ayn1 konsantrasyondaki
Ca* ile yaklasik %27 oraminda artis oldugu gériildii. 10 mM Cu®"’nin enzimi tamamen,
1 mM ve 10 mM EDTA’nm ise sirasiyla %15 ve %25 oraninda inhibe ettigi goriildii
(Sekil 32).
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Sekil 32. Bazi metal iyonlar1 ve EDTA nin enzim aktivitesi {izerine etkisi

Kitosana immobilize a-amilazin metal iyonlar1 varligindaki aktivitesi incelendiginde
bazi metal iyonlar1 durumunda serbest enzime gore farkliliklarin oldugu dikkat
cekmektedir. Na*, Zn?* ve Ni** varliginda serbest enzimin aktivitesinde cok fazla bir
degisiklik olmazken immobilize enzimin aktivitesinde %20-40 arasinda degisen oranlarda
aktivasyonlar goriildii. EDTA varliginda ise immobilize enzimde serbest enzime gore daha

yiiksek aktivite kayiplarinin oldugu tespit edildi (Sekil 33).
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Sekil 33. Bazi metal iyonlar1 ve EDTA’nin kitosana immobilize enzimin aktivitesi

Uzerine etkisi
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Hem serbest enzimde hem de kitosana immobilize enzimde EDTA varliginda
goriilen inhibisyon olay1r kalsiyum alginata immobilize enzimde azalmistir (Sekil 34).
Ayrica 10 mM Cu?* durumunda serbest ve kitosana immobilize enzimde hig aktivite

goriilmezken alginata immobilize enzimde yaklasik %15°lik bir aktivite elde edildi.
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Sekil 34. Baz1 metal iyonlar1 ve EDTA’nin kalsiyum alginata immobilize enzimin
aktivitesi Uzerine etkisi

Enzim aktivitesi lizerine ¢esitli organik c¢oziiciilerin etkisini incelemek amaciyla
metanol, etanol, aseton, DMSO, 2-propanol ve asetonitrilin reaksiyon karigimindaki nihai
konsantrasyonlart %1 ve %35 olacak sekilde optimum sartlar altinda aktivite tayinleri
yapildi. Coziicli icermeyen durumda elde edilen aktivite %100 olarak kabul edilip her bir
¢oziicli igin %kalan aktiviteler hesaplandi.

Denenen organik cozlculerden 6zellikle %5 konsantrasyondaki metanol ve etanol
varliginda serbest enzimde %80-90’lara varan oranda inhibisyonlarla karsilagildi. %1°lik
aseton, DMSO, 2-propanol ve asetonitril aktivite ilizerinde ¢ok fazla bir degisiklik
yaratmazken konsantrasyon %5’e ¢ikarildiginda enzimi degisik oranlarda inhibe ettikleri
goriildii. Dolayisiyla R. solani AG4 ZB-34 a-amilazinin bazi organik ¢oziiciiler varliginda
yuksek bir aktivite gosterdigi soylenebilir (Sekil 35).



68

120 -
100 -

m%]1 %5

Kalan aktivite (%)
N B (o)) (@]
o o o o o
%0, N
“%0, N
%,
%0,

Sekil 35. Bazi ¢oziiciilerin serbest enzim aktivitesi izerine etkisi

Kitosana immobilize enzimin organik ¢oziiciler varhigindaki — aktivitesi
incelendiginde 6zellikle metanol ve etanol varliginda farkliliklar gériilmektedir (Sekil 36).
Serbest enzim bu ¢oziiciiler varliginda aktivitesini biiyiik oranda kaybederken immobilize
enzim durumunda bu kaybin azaldigi gorulmektedir. Serbest enzimde %1 DMSO ile
yaklasik %10’luk bir aktivite kayb1 goriiliitken immobilize enzimde bdyle bir aktivite
kaybmin olmadig1 goriilmektedir. Denenen diger c¢oziiciiler varliginda ise ¢ok fazla bir
degisiklik gozlenmemektedir. Dolayisiyla kitosana immobilizasyonla bazi organik

coziiciilere kars1 direncin arttig1 sdylenebilir.
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Sekil 36. Bazi ¢oziiciilerin kitosana immobilize enzimin aktivitesi lizerine etkisi

Sekil 37°den de goriildiigii tizere %5 konsantrasyonda metanol, etanol ve aseton
varliginda serbest enzimde ve kitosana immobilize enzimde %50 nin {izerinde inhibisyon
varken kalsiyum alginata immobilize enzimde bu inhibisyon orani yaklasik %10-%30’lara
kadar diistii. Ayrica enzim kalsiyum alginata immobilize edildiginde diger ¢dziiciiler

durumunda da kismen iyilesmeler goriildii.
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Sekil 37. Baz1 ¢oziiciilerin kalsiyum alginata immobilize enzimin aktivitesi Uzerine
etkisi
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Serbest enzimin bulundugu reaksiyon ortamina %1 konsantrasyonda ilave edilen
Tween 20, Triton X-100 ve Triton X-114 enzim aktivitesinde az miktarda artisa neden
olurken SDS varliginda aktivitede yaklasik %40’lik bir azalma meydana geldi (Sekil 38).
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Sekil 38. Bazi deterjanlarin serbest enzim aktivitesi Gzerine etkisi

Serbest enzimde %1 konsantrasyonda denenen Tween 20 ile aktivite degismezken
kitosana immobilize enzimin aktivitesinde yaklasik %20’lik bir artis meydana geldi
(Sekil 39). Serbest enzimde Triton X-100 varhigindaki yaklagik %15’lik aktivasyon,
immobilize enzim durumunda yaklasik %40’a ¢ikti. Serbest enzimde SDS varliginda
yaklagik %40’a varan inhibisyon ise kitosana immobilizasyonla ortadan kalkmistir.
Dolayistyla  kitosana immobilizasyonun enzimin bazi deterjanlar  varhigindaki

kullanilabilirligine olumlu yonde katki yaptig1 kolaylikla ifade edilebilir.
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Sekil 39. Bazi deterjanlarin kitosana immobilize enzimin aktivitesi lizerine etkisi

Triton X-100, serbest enzimi ve kitosana immobilize enzimi sirasiyla yaklasik %15
ve %40 oraninda aktive ederken kalsiyum alginata immobilize enzimi yaklasik olarak %15
kadar inhibe etti (Sekil 40). SDS varliginda kalsiyum alginat boncuklar1 parg¢alandig i¢in

enzim aktivitesi bakilamadi.
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Sekil 40. Baz1 deterjanlarin kalsiyum alginata immobilize enzimin aktivitesi Gzerine
etkisi
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3.5.9. Enzimlerin Tuz Toleransi

Serbest ve immobilize enzimlerin tuz toleransini belirlemek i¢in, son konsantrasyon
0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ve 5,0 M NaCl olacak sekilde deney tiipleri hazirland1 ve standart
deney kosullarinda enzim aktivitesi tayini yapildiktan sonra tuz konsantrasyonu-%kalan
aktivite grafikleri cizildi.

Serbest ve immobilize enzimlerin tuz toleransi incelendiginde, serbest enzimin 1,0 ve
2,0 M’lik tuz konsantrasyonlarinda yaklasik %35-36 civarinda aktive olurken 5,0 M’lik tuz
konsantrasyonunda yaklasik %16 kadar inhibe oldugu belirlendi (Sekil 41).
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Sekil 41. Serbest enzimin tuz toleransi

Kitosana immobilize enzimde 0,5, 1,0 ve 2,0 M tuz konsantrasyonlarinda enzim
aktivitesinde fazla bir degisiklik olmadigi, 4,0 ve 5,0 M’lik tuz konsantrasyonlarinda ise
enzimin yaklagik %20-24 arasinda inhibe oldugu tespit edildi (Sekil 42).
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Sekil 42. Kitosana immobilize enzimin tuz tolerans:

Alginata immobilize enzimde 1,0 M’dan fazla olan tiim tuz konsantrasyonlarinda

enzimin oldukca fazla miktarda inhibe oldugu goriildii (Sekil 43).
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Sekil 43. Kalsiyum alginata immobilize enzimin tuz toleransi
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3.5.10. Enzimlerin Proteaz Varhigindaki Kararhliklarinin incelenmesi

Serbest enzimin ve immobilize enzimlerin proteaz varligindaki kararliliklart
incelendiginde 150 dakika sonunda serbest enzimde yaklasik olarak %Z20’lik bir kayip
goralurken, bu oranin kitosana immobilize enzimde yaklasik %15’e, alginata immobilize

enzimde ise %6’ya diistiigl goriildi (Sekil 44).
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Sekil 44. Enzimlerin proteaz varhigindaki kararliliklarinin incelenmesi

3.5.11. immobilize Enzimlerin Kullanim Sikh@min Belirlenmesi

Immobilize enzimlerin kullanim sikligi 7’ser tekrar yapilarak belirlendi. Hem
kitosana hem de kalsiyum alginata immobilize enzim icin 7 6lciim sonunda aktivitede
sadece yaklasik %20’lik kayiplar gerceklesti (Sekil 45).
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Sekil 45. immobilize enzimlerin kullanim sikliginin belirlenmesi

3.6. Enzimlerin Baz1 Endiistriyel Alanlardaki Kullanilabilirliginin incelenmesi

3.6.1. Serbest ve Kitosana Immobilize Enzimin Cesitli Ticari Yikama
Deterjanlar ile Uygunlugunun Test Edilmesi

Serbest ve kitosana immobilize enzimin bir ticari deterjan katkis1 olarak
kullanilabilme potansiyeli incelendi. Yapilan c¢alismalarda standart deney kosullarinda
enzim aktivite tayinleri yapildi ve hem serbest hem de kitosana immobilize enzimin en

yuksek aktiviteyi Persil marka deterjan varliginda gosterdigi tespit edildi (Tablo 11).
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Tablo 11. Serbest ve kitosana immobilize enzimin ¢esitli ticari yikama deterjanlari
ile uygunlugunun test edilmesi

Kalan aktivite (%)
Deterjanlar Kitosana immobilize

Serbest enzim enzim
Omo (Kat1 camagir deterjani) 90,63 76,88
Ariel (Kat1 gamasgir deterjani) 89,52 74,15
Persil (Kat1 camasir deterjani) 92,18 81,05
Alo (Kat1 gamasir deterjani) 77,10 73,43
Etimatik (Kat1 camasir deterjani) 59,44 51,04
Perwol (S1vi ¢camagir deterjani) 66,07 66,07
Woolite (S1vi gamasir deterjani) 59,07 58,98
Finish (Kat1 bulasik deterjani) 88,42 67,97
Fairy (S1v1 bulasik deterjan) 59,80 65,08

3.6.2. Serbest ve Kitosana immobilize Enzimin Yikama Performansi Analizi

Yikama performansi analizi ¢alismasinda serbest ve kitosana immobilize enzimin
deterjan kat1 maddesi olarak kullanilabilirligi gorsel olarak test edildi. Bu amagla, tizerinde
cikolata ve recel lekesi olusturulan kumas pargalari, igerisinde ayri ayri musluk suyu,
enzim, deterjan, deterjan ile enzim igeren erlenlerde yikamaya tabi tutuldu. Yikama islemi
sonunda deterjan ve enzimi birlikte igceren erlendeki kumas parcasinin sadece deterjan

igceren erlendeki kumasg parc¢asindan daha temiz oldugu goriildii (Sekil 46 ve 47).
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Cikolata lekesi

@] (el [ .

Kontrol (su) Serbest enzim Deterjan Deterjan
ve serbest enzim

Recel lekesi
Kontrol (su) Serbest enzim Deterjan Deterjan

ve serbest enzim

Sekil 46. Serbest enzimin yikama performansi analizi
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Cikolata lekesi

@l

Kontrol (su) Kitosana immobilize Deterjan Deterjan ve kitosana
enzim immobilize enzim
Recel lekesi
Kontrol (su) Kitosana immobilize Deterjan Deterjan ve kitosana
enzim immobilize enzim

Sekil 47. Kitosana immobilize enzimin yikama performansi analizi

3.6.3. Serbest ve Kitosana immobilize Enzimin Hasil Alma Etkinliginin

Belirlenmesi

Serbest ve kitosana immobilize enzimin hasil alma etkinligi farkli pH’daki

tamponlar ve musluk suyu kullanilarak 40 ve 50 °C’lerde belirlendi. Serbest enzimin hasil

alma etkinliginin 50 °C’de ve pH 5,50’de daha yliksek oldugu tespit edildi. Kitosana

immobilize enzimin hasil alma etkinliginin ise serbest enzime kiyasla daha diisiik oldugu

gorulda (Tablo 12).



Tablo 12. Serbest ve kitosana immobilize enzimin hasil alma etkinligi
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Hasil alma (%)
Serbest enzim Kitosana immobilize enzim
Sicaklik (°C) pH 5,50 Musluk suyu pH 4,50 Musluk suyu
40 77,6 62,7 31,0 23,6
50 86,2 73,2 20,9 16,7

3.6.4. Serbest ve Alginata immobilize Enzimin Meyve Suyu islenmesinde

Kullanilmasi

Meyve suyu islenmesinde serbest ve alginata immobilize enzimin kullanilabilirligi

incelendi ve meyve suyunun bazi parametrelerinde degisim gozlendi. Berraklastirma

isleminde kalsiyum alginata immobilize enzimin serbest enzime oranla daha iyi sonug

verdigi (Sekil 48 ve 49) ve ilgili parametrelerinin degisimini olumlu yonde etkiledigi

(Tablo 13 ve 14) tespit edildi.

Elma suyu

Kontrol

3 saat

Portakal suyu

Kontrol 1 saat 3 saat

Sekil 48. Serbest enzimin meyve suyu berrakligina etkisi
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Elma suyu

Portakal suyu

Kontrol

1 saat

3 saat

Kontrol

1 saat 3 saat

Sekil 49. Kalsiyum alginata immobilize enzimin meyve suyu berrakligina etkisi

Tablo 13. Serbest ve kalsiyum alginata immobilize enzimin elma suyundaki bazi
parametreler Uizerine etkisi

Serbest enzim

Kalsiyum alginata
immobilize enzim

Parametreler | Kontrol 1 saat 3 saat 1 saat 3 saat
inklibasyon | inkubasyon | inkibasyon | inkibasyon

pH 4,58 4,46 4,41 4,38 4,32

Absorbans 1,537 0,742 0,443 0,542 0,343

(440 nm)

Indirgen seker | 27,74 28,01 28,84 28,57 29,12

(Hg/mL)
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Tablo 14. Serbest ve kalsiyum alginata immobilize enzimin portakal suyundaki bazi
parametreler Uzerine etkisi

Serbest enzim Kalsiyum alginata
immobilize enzim
Parametreler Kontrol 1 saat 3 saat 1 saat 3 saat
inktbasyon | inklibasyon | inkibasyon | inkibasyon

pH 4,27 4,25 4,15 4,21 4,07
Absorbans 1,291 1,209 1,031 1,149 0,898
(440 nm)
Indirgen seker | 2,44 2,52 2,52 2,54 2,64
(Hg/mL)

3.7. Serbest Enzimin Maltotetroz Uretip Uretmediginin Belirlenmesi

R. solani AG4 ZB-34’ten saflastirilan enzimin %1 nisasta ile 2 saat reaksiyona
sokulmas1 sonucu agiga ¢ikan par¢alanma {iriinlerini tespit etmek amaciyla TLC yapildi ve

enzim aktivitesi sonucu baslica glukoz agiga ¢iktig1 goriildii (Sekil 50).

e
Glukoz 3 - . -
Maltoz B
Maltotrioz <
Maltotetroz < Fl

Sekil 50. %1°lik nisastanin serbest enzimle reaksiyonu sonucu agiga ¢ikan
parcalanma urunleri, S: Standartlar, 1: 0 dakika, 2: 1 dakika, 3: 5
dakika, 4: 15 dakika, 5: 120 dakika inkiibasyon



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Literatiir verileri incelendiginde o-amilaz iireten fungal kaynaklarin ¢ogunlukla
Aspergillus ve Penicillium tirlerini i¢erdigi goriilmektedir (Kathiresan ve Manivannan,
2006). Ozellikle Aspergillus tiirleri ¢cok cesitli hiicre dis1 enzimler iiretirler ve amilazlar
bunlar arasinda en fazla endiistriyel 6neme sahip olanlardir (Hmidet vd., 2009). A. oryzae
a-amilazi satis igin tiretilen ilk ticari mikrobiyal enzimdir (Pedersen ve Nielson, 2000).

R. solani AG4 ZB-34, 20-30 °C’ler arasinda oldukga iyi biiyliyebilen ve 25 °C’de
optimum biiyiime sicakligina sahip olan mezofilik bir fungustur (Demirci ve Ddken, 1991).
Daha oOnceden yapilan ¢alismalarda R. solani, Cladosporium cladosporioides ve
Colletotrichum capsici funguslarmin kiltiir filtratlarindaki amilolitik aktivitenin in vitro
nisasta parcalanmasini sagladigi bildirilmistir (Charya vd., 1983). Singh ve arkadaslari
R. solani’den elde edilen ham glukoamilaz preparasyonunu ham ve pismis nisastay1
sakkarifiye etmekte kullandiklarini rapor etmislerdir (Singh vd., 1995). Ayrica, R. solani
AG4 2B-12’nin dedekte edilebilir miktarda amilaz salgiladigi bildirilmistir (Bertagnolli
vd., 1996).

Bu ¢alisma kapsaminda R. solani AG4 ZB-34’ten a-amilaz dretimi igin en iyi kati
fazin misir kepegi oldugu belirlendi. Yapilan bir ¢alismada Aspergillus fumigatus’dan o-
amilaz tiretmek i¢in musir kepegi kullanilmistir (Ratnasri vd., 2014). Bazi diger
caligmalarda ise bugday kepeginin daha iyi bir o-amilaz {iretimine sebep oldugu
bildirilmistir. 2006 yilinda bugday kepegi kullanilarak Aspergillus sp. glukoamilazi
tiretilmistir. En yiliksek enzim tiretimi bugday kepegi ile 28 °C’de pH 5,0’de inkiibasyon
sonucu elde edilmistir (Anto vd., 2006). 2007 yilinda Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada
Penicillium chrysogenum fungusundan sigir yemi olarak kullanilan musir kogami lifi,
bugday samani ve bugday kepeginin kullanildig1 SSF teknigiyle a-amilaz iiretilmis ve
bugday kepeginin maksimum enzim aktivitesi (160 U/mL) verdigi bulunmustur (Balkan ve
Ertan, 2007).

R. solani AG4 ZB-34’ten en iyi a-amilaz Uretimi, nemlendirici ¢6zelti olarak pH’s1
7,00 olan NSS kullanildigi durumda elde edildi. A. niger SH-2’den SSF teknigi ile 37 °C
ve pH 6,0’da maksimum aktivite gdsteren bir a-amilaz tiretilmistir (Singh vd., 2014b).
2014 yilinda yapilan bazi calismalarda oa-amilaz tretilirken farkli baslangic pH’lar
kullanilmistir. Shah ve arkadaslar1 A. oryzae’dan pH 7,0’de, Abdullah ve arkadaslar
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A. niger (BTM-26)’den pH 5,0’de, Mishra ve grubu Bacillus sp’den pH 7,5’da maksimum
enzim liretimini gergeklestirmistir (Shah vd., 2014; Abdullah vd., 2014; Mishra vd., 2014).
Dolayisiyla organizma degistik¢e en uygun kat1 fazin da degistigi goriilmektedir.

Calismamizda gram misir kepegi basmma %100 (w/v) oraninda NSS ¢ozeltisi
kullanildiginda enzim iiretiminin en fazla oldugu goriildii. P. brevicompactum’dan SSF
teknigi o-amilaz iiretiminde nem miktarmin etkisini incelemek amaciyla bir inceleme
yapilmis ve optimum nem miktarinin bugday kepegi basma %55 (w/v) oldugu
bulunmustur (Balkan ve Ertan, 2010).

Yapilan ¢aligmalarda R. solani AG4 ZB-34’ten en iyi a-amilaz Uretiminin fungusun
optimum biiyiime sicakligi olan 28 °C’de 6 giin inkiibasyon sonunda ve %]l nisasta
varliginda oldugu belirlendi. Literatiirde, kullanilan organizmanin ¢esidine gore farkli
sonuglarla karsilasilabilmektedir ki bu da beklenen olduk¢a normal bir sonuctur.

A. fumigatus NTCC1222, 55 °C’de pH 6,0’da nemlendirici ajan olarak nutrient tuz
cozeltisi, azot kaynagi olarak et ekstrakti ve kat1 faz olarak bugday kepegi kullanilarak 6
giin biyttildiginde 341,7 U/mL a-amilaz tiretmistir (Singh vd., 2014a). A. niger’den pH
7,0 nemlendirici ajan kullanilarak 28 °C’de inkiibasyon ile fazla miktarda a-amilaz
tiretilmistir (Sundar vd., 2012). A. niger (BTM-26)’den enzim dretimi icin pH 5,0
nemlendirici ajan kullanilmis ve 30 °C’de 3 giin inkiibasyon yapilarak a-amilaz iiretilmistir
(Abdullah vd., 2014). A. japonicus ve Aspergillus spp’den a-amilaz Uretiminde inkibasyon
sicakligi 25 °C, A. flavus’dan o-amilaz Uretiminde ise 30 °C olarak belirlenmistir
(Fadahunsi ve Garuba, 2012; Gautam vd., 2013; Pasin vd., 2014).

A. niger BAN 3E’den a-amilaz iiretimi igin farkli kati1 fazlar kullanilmis ve her bir
kati faz icin maksimum enzim T{retiminin farkli inkiibasyon siirelerinde oldugu
belirlenmistir. Susam tohumu kiispesinde inkiibasyonun 4. giiniinde (22,5 U/mg), yerfistigi
kiispesinde inkiibasyonun 6. giintinde (311 U/mg) ve siyah gram kepeginde inkiibasyonun
5. giiniinde (86 U/mg) maksimum enzim lretimi gergeklesmistir (Suganthi vd., 2011).
P. fellutanum icin inkiibasyon zamani 4 giin ve P. rugulosum igin ise 3 gun olarak
bulunmustur (Kathiresan ve Manivannan, 2006; Tiwari vd., 2007). Ray ve arkadaslar
Bacillus brevis MTTC 75212°den 1,5 giin, Shah ve arkadaslar1 Aspergillus oryzae’
kullanarak 3 giin, Pasin ve arkadaslari ise A. japonicus’dan 4 giin inkiibasyon ile a-amilaz
tiretmistir. Ayrica Fungal izolat 6’dan a-amilaz Gretimi igin inkiibasyon suresinin 10 gin
olmasi gerektigi bildirilmistir (Ray vd., 2008; Tripathy vd., 2011; Shah vd., 2014; Pasin
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vd., 2014). Dolayisiyla kat1 faz fermentasyonu igin yeterli surenin mikroorganizmaya gore
farkliliklar gosterdigi rahatlikla sdylenebilir.

A niger ML-17 ve Rhizopus oligosporus ML-10 funguslarindan a-amilaz
iiretebilmek icin SSF’de bugday kepegi ile optimizasyon gergeklestirilmistir. Inkiibasyon
stiresi, baglangi¢c pH’s1, inkiibasyon sicaklig1 ve fermentasyon ortamina bazi karbon ve azot
kaynaklar1 ile baz1 kimyasallarin ilave edilmesiyle enzim aktivitesinin degisimi izlenmistir.
A. niger ML-17 icin 96 saat inkubasyon suresi, ¢coziclnln baslangig pH’s1 olarak 5,0 ve
30 °C inkiibasyon sicakligt maksimum o- amilaz iirctimine neden olmustur. a-Amilaz
iretimi, fermentasyon ortamina maltoz (%0,25), maya 6zltu (%0,25), NaNO3 (%0,25),
MgSO, (%0,2), NaCl (%0,5), Tween-80 (%0,001) ve asparagin (%0,0001) eklenmesiyle
2,3+ 0,014 IU’dan 4,4 + 0,042 IU’ya artmustir. R. oligosporus ML-10 i¢in ise; 2,5 £ 0,023
IU Uretim icin optimize edilen kiltir kosullar1 baslangig pH’s1 5,0, inkiibasyon sicakligi
35 °C ve inkiibasyon siresi 96 saat olacak sekildedir. Besiyerine maltoz (25%), maya
ozatd (0,25%), NH4NO;3; (0,25%), MgSO, (0,2%), NaCl (0,75%), ¢Ozunlr nisasta
(0,001%) ve asparaginin (0.0001%) eklenmesi enzim iiretimini 6nemli 6l¢iide artirarak 3,2
+ 0,027 IU seviyesine ulastirmistir (Irfan vd., 2012).

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarla R. solani AG4 ZB-34 a-amilazi nisasta afinite
teknigi  kullanilarak tek basamakta 95,32 verimle 11,17 kat saflastirildi.
P. brevicompactum’dan SSF teknigi ile bir fungal o-amilaz iretilmis, nisasta-afinite
teknigi ile saflastirilmis ve biyokimyasal olarak karakterize edilmistir (Balkan ve Ertan,
2010). Thermus sp. o-amilazi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, FPLC-hidrofobik etkilesim
kromatografisi ve misir nisastasi afinite adsorbsiyonundan olusan saflastirma adimlariyla
%2,6’lik verimle 399 kat saflagtirilmistir (Shaw vd., 1995). B. licheniformis a-amilazinin
saflagtirilmasinda amonyum siilfat ¢oktiirmesi, nisasta afinite metodu kullanilmis %51
verimle 230 katlik bir saflastirma elde edilmistir (Mendu vd., 2005). B. subtilis AX20
a-amilazi amonyum siilfat ¢oktlirmesi, jel filtrasyon, iyon degisim kromatografisi, nisasta
afinite adsorbsiyon metodu ve tekrar jel filtrasyon yapilarak %24,2 verimle 32,5 kat
saflagtinllmistir (Najafi vd., 2005). Yeni izole edilen bir fungus olan A. oryzae strain
S2’den a-amilazin saflastirilmasinda amonyum silfat ¢oktirmesi, jel filtrasyon
kromatografisi ve iyon degisim kromatografisi teknikleri uygulanarak 16,1 katlik bir
saflagtirma gergeklestirilmistir (Sahnoun vd., 2012). Bacillus methylotrophicus P11-2
a-amilazi amonyum siilfat ¢Oktiirmesi, iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon

kromatografisi teknikleri ile 13,1 kat ve %7 verimle saflastirilmistir (Xie vd., 2014).
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Filamentli bir fungus olan bir Penicillium tirinin trettigi soguga adapte bir
a-amilaz, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve ardindan DEAE-sefaroz ile Sefadeks G-100
kolon kromatografileri ile saflastirilmistir (Tian-hong vd., 2004). B. licheniformis ASO8E
susundan hidrofobik etkilesim ve jel filtrasyon kromatografisi teknikleri ile a-amilaz
14,5 kat saflastirilmistir (Jetendra ve Ashis, 2013). A. flavus a-amilazi DEAE-seliiloz ve
Sefadex G-50 kolon kromatografileriyle saflastirilmis ve pH 7,0 ve 60 °C optimum
Ozelliklere sahip oldugu belirtilmistir (Bhardwaj vd., 2012). Najafi ve Kembhavi yaptiklar
bir ¢alismada misir nisastasini kullanarak nisasta affinite metoduyla Vibrio sp. a-amilazin
tek basamakta saflastirmislardir (Najafi ve Kembhavi, 2005). 2010 yilinda yapilan bir
calismada ise yine nisasta affinite yontemiyle, adsorban olarak misir nisastast kullanarak
A. flavus HBF34 glukoamilazi %25 verimle 120 kat saflagtirillmistir (Kog ve Metin, 2010).

Saflagtirilan R. solani AG4 ZB-34 a-amilazi kitosana %67,9, kalsiyum alginata ise
%359,6 verimle immobilize edildi. Gupta ve arkadaslari tarafindan, a-amilazin Dowex
MAC-3 iyon degistiriciye %88 verimle immobilize edildigi bildirildi (Gupta vd., 2013).
B. subtilis I’den aseton ¢oktiirmesi ile kismi saflastirilan a-amilazin kitin yiizeyine %15,4
ve Dowex 1X4 CI" formuna %5,3 verimle immobilize edildigi bildirildi (Abdel-Naby vd.,
1998). Fluka (Neu-Ulm, Germany)’dan temin edilen ticari a-amilaz enziminin biyosensor
dizayni i¢in kitin yiizeyine %62,9 verimle immobilize edildigi rapor edilmistir (Reiss vd.,
1998). Bir immobilizasyon ¢alismasinda A. niger kiiltiir ortamindaki o-amilazin
glutaraldehid ile aktive edilmis polianilin destege %42 verimle immobilizasyonu
gerceklestirilmis ve serbest enzimle kiyaslandiginda nisasta hidrolizi agisindan katalitik
etkinliginde 6nemli bir degisimin olmadig1 tespit edilmistir (Pascoal vd., 2011). Tanyolag
ve arkadaslar1 gergeklestirdikleri bir calismada 1s1l kararli bir a-amilazin immobilizasyonu
icin oldukg¢a fazla gdzenekli nitroseliilloz membranlar hazirlamiglar ve bu membranlara bir
afinite boyasi olan Cibacron Blue (CB) takmiglardir. CB bagli nitroseliiloz membranlara
ticari Termamyl enzimini immobilize ettikten sonra enzimin aktivitesinin 2,5 kat arttigin
belirtmislerdir (Tanyolag¢ vd., 1998).

Serbest haldeki R. solani AG4 ZB-34 o-amilaz1 ve kalsiyum alginata immobilize
enzim i¢in optimum pH degeri 5,50 olarak, kitosana immobilize enzim i¢in 4,50 olarak
belirlendi. Yapilan baz1 ¢alismalarda A. tamarii, A. flavus, Mucor sp. ve Streptomyces sp.
No.4 fungal a-amilazlarinin optimum pH’lariin genellikle asidik bolgelerde (pH 4,5-6,5)
oldugu bulunmustur (Khoo vd., 1994; Mohapatra vd., 1998; Primarini ve Ohta, 2000;

Moreira vd., 2004). o-Amilaz Greten A. niger izolatinin biiyiime ortami bilesiminin
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optimizasyonu, enzim {iretimi ve enzimin kismi saflastirilmasi gerceklestirilmis ve 4,0-6,0
arasinda pH optimumuna sahip oldugu bulunmustur (Gupta vd., 2013). Aspergillus niger
SH-2’den SSF teknigi ile iretilen a-amilaz 37 °C ve pH 6,0’da maksimum aktivite
gostermistir (Singh vd., 2014b). Optimum sicaklik ve pH degerleri A. niger a-amilazi igin
40 °C ve pH 5,0, A. flavus a-amilaz1 i¢in 40 °C ve pH 4,5 olarak belirlenmistir (Dalvi ve
Anthappan, 2007; Sreelakshmi vd., 2014). P. brevicompactum’dan SSF teknigi ile bir
fungal a-amilaz iiretilmis ve saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin 30-50 °C arasinda ve pH
5,0°’de maksimum aktivite gosterdigi belirlenmistir (Balkan ve Ertan, 2010).

Literatlir verileri incelendiginde immobilizasyonla birlikte enzimlerin optimum
pH’sinda degisiklik olabilecegine dair bir¢ok kaynaga rastlanmaktadir. El-Benna ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada B. subtilis’ten kismi olarak saflastirilan
a-amilazin Dowex ve kitin partikiillerine immobilize edildigi bildirildi. Dowex’e
immobilize enzimin optimum pH degerinin pH 7,0’den pH 6,0’ya dustigi, kitin
partikiillerine immobilize enzimin optimum pH degerinin ise degismedigi rapor edildi
(El-Banna., 2007). B. subtilis’ten kismi saflastirilarak kitine immobilize edilen a-amilazin
optimum pH degerinin ise pH 6,0’dan pH 5,25’e kaydig: tespit edildi (Abdel-Naby vd.,
1998). pH, reaksiyon karisimdaki enzim aktivitesini degistirme kabiliyetine sahip en
onemli parametrelerden bir tanesidir. Immobilizasyon, enzim iizerinde konformasyonal
degisikliklere sebep oldugundan optimum pH’nin kaymasina neden olabilir. Bu kayma,
enzimin aktif bolgesi etrafindaki mikrogevrede bulunan asidik ve bazik amino asit yan
gruplarinin iyonizasyonunun degismesiyle meydana gelir.

Bulgular kisminda da belirtildigi gibi serbest R. solani AG4 ZB-34 a-amilazinin
optimum sicakligit 50 °C iken kitosana immobilize enzimin 40 °C’lik bir optimum
sicakliga sahip oldugu belirlendi. Optimum sicakligin bu sekilde kaymasi immobilize
enzimin diisiik sicakliklarda gerceklesen endiistriyel prosesler veya cesitli uygulamalar i¢in
uygunlugunun arastirilmasi gerektiginin yolunu agmaktadir. Kalsiyum alginata immobilize
enzimde ise optimum sicakligin 50 °C’den 60 °C’ye ¢iktig1 goriildii. Literatiirde A. flavus
a-amilazinin pH 7,0 ile 60 °C optimum Ozelliklere sahip oldugu belirtilmistir (Bhardwayj
vd., 2012). A. tamarii’den elde edilen a-amilazlarin maksimum aktivitesini 50-55 °C, maya
Cryptococcus flavus’dan elde edilen edilen a-amilazin maksimum aktivitesini ise 50 °C’de
gosterdigi bildirilmistir (Moreira vd., 2004; Wanderley vd., 2004). Yapilan diger bazi
calismalarda Penicillium turd, P. brevicompactum, A. flavus, A. niger ve Fusarium solani
a-amilazlarinin sirasiyla 40 °C, 30-50 °C, 60 °C, 30-40 °C ve 30 °C’lik optimum
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sicakliklara sahip olduklar1 belirlenmistir (Tian-hong vd., 2004; Balkan ve Ertan, 2010;
Bhardwaj vd., 2012; Kumar vd., 2012; Gupta vd., 2013). Kahraman ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir caligmada ticari domuz pankreas a-amilazinin cam boncuklara
kovalent olarak immobilize edildigi ve enzimin optimum sicakliginin 30 °C’den 50 °C’ye
kaydig1 bildirilmistir (Kahraman vd., 2007). B. subtilis’ten kismi saflastirilan o-amilaz
enzimi kitin yiizeyine immobilize edildiginde optimum sicaklik degerinin 20 °C’lik bir
artigla 65 °C’ye ¢iktig1 goriilmiistiir (Abdel-Naby vd., 1998).

Literatiir verileri incelendiginde ¢ok farkli Ky, ve Vs degerlerine rastlanmaktadir.
Geobacillus sp.LHS8 susundan saflastirilan o-amilazin ¢dziiniir nisasta substrati varliginda
Km V& Viaks degerlerinin sirasiyla 3 mg/mL ve 6 umol/min oldugu bildirilmistir (Mollania
vd., 2010). B. subtilis KIBGE HAS mikroorganizmasindan saflastirilmis a-amilazin
optimum kosullar altinda ¢6ziinilir nigasta substrat1 ile Ky, degeri 2,68 mg/mL ve Vaks
degeri ise 1773 U/mL olarak hesaplanmistir (Bano vd., 2011). B. licheniformis AIl20
a-amilazinin Ky, degeri 0,709 mg/mL ve Vyas degeri ise 454 mU/mg olarak hesaplanmigtir
(Abdel-Fattah vd., 2013). Anoxybacillus flavithermus’tan saflastirilan a-amilazin Ky, ve
Vmaks degerlerinin ise sirasiyla 0,005 mM ve 3,5 umol/min oldugu bildirilmistir (Fincan
vd., 2014). P. Brevicompactum oa-amilazinin K, ve Vpyas degerleri ¢oziiniir nisasta
substrat1 varliginda sirasiyla 5,71 mg/mL ve 666,6U/mL olarak bulunmustur (Balkan ve
Ertan, 2010). B. subtilis ve onun mutant tiirevleri tarafindan iretilen o-amilazin Kp,
degerleri sirasi ile 1,08 ve 1,43 (mg/mL), Vmas degerleri ise 100 ve 151 (U/mL) olarak
bulunmustur (Demirkan, 2010). Alicyclobacillus acidocaldarius a-amilazinin K, degeri
2,9 mg/mL ve Vmaks 7936 U/mL olarak hesaplanmistir (Satheesh Kumar vd., 2010).

R. solani AG4 ZB-34 a-amilazmin kitosana ve kalsiyum alginata immobilizasyonu
ile Viaks degerinde bir azalma Kos degerinde ise artma meydana gelmistir. Bu durum
muhtemelen enzim konformasyonunun immobilizasyondan olumsuz sekilde etkilenmesiyle
aciklanabilir. Buna benzer sonuglarla literatiirde karsilasilabilmektedir. Ornegin, Vigna
radiata’dan saflastirilan a-amilazin Vs Ve Ky degerlerinin sirasiyla 1,63 U/mg,
1,66 mg/mL, Amberlite MB 150 ve kitosan boncuklara immobilize edilen enzimin Vmaks Ve
Km degerlerinin ise sirasiyla 0,76 U/mg, 2,77 mg/mL ve 0,83 U/mg, 5,0 mg/mL oldugu
bildirilmistir (Tripathi vd., 2007). B. subtilis’ten kismi olarak saflastirilan a-amilazin Vs
ve Kp, degerlerinin serbest enzim, dowex ve kitin’e ayr1 ayri immobilize edilen enzimler
icin sirasiyla 10 U/mg ve 8,3 mg/mL; 25 U/mg, 16,66 mg/mL ve 11,11 U/mg ve
9,09 mg/mL oldugu bildirildi (El-Banna vd., 2007).
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B. lichenifomis 44MB82-A’dan eclde edilen a-amilaz Dowex iyon degistiriciye
immobilize edildiginde enzimin kinetik parametreleri olan Vpas Ve Ky degerlerinin
sirastyla 0,46 mM/s.g, 6,7 mg/mL olarak belirlendigi rapor edildi (Ivanova, 1998). Baska
bir ¢alismada NOVO (Bagsvaerd, Denmark) firmasindan temin edilen B. licheniformis
ticari a-amilazinin dowex MAC 3 iyon degistiriciye immobilize edildigi ve immobilize
enzimin kinetik parametreleri Vmas ve Kpn degerlerinin sirastyla 4373 U/mg ve %0,14
oldugu bildirilmistir (Gupta vd., 2013).

Cesitli kaynaklardan elde edilen o-amilazlarin tipki diger ozellikleri gibi 1s1l
kararliliklar1  da  farkli  olabilmektedir. ~ Yapilan  c¢aligmalar  incelendiginde
A. flavithermus’dan saflastirilan a-amilazin 40 ve 45 °C’de 2 saat kararli oldugu, 55 °C’de
2 saat sonunda aktivitesini %50 oraninda kaybettigi goriilmiistiir (Fincan vd., 2014).
B. licheniformis AI20 izolatindan saflastirilan a-amilaz, 70 °C’de 90 dakika sonunda
aktivitesinin %75’ini korumustur (Abdel-Fattah vd., 2013). A. niger JGI 24 a-amilazi en
yiiksek kararlilig1 30 °C’de gostermis ve 50 dakika sonunda aktivitesinin yaklasik %80’ine
sahip olmustur (Varalakshmi vd., 2009). Kati faz fermentasyon teknigi kullanilarak
uretilen P. digitatum’dan elde edilen o-amilaz, 10-37 °C araligindaki sicakliklarda
30 dakikada aktivitesinin tamamini korurken 45 °C’de enzim aktivitesinde ¢ok biiyiik bir
oranda diisme meydana gelmistir (Onofre vd., 2016). Scytalidium thermophilum
a-amilazinin 50 °C’de 1 saat stabil oldugu, enzimin yar1 dmriiniin 55 °C’de 25 dakika ve
60 °C’de 12 dakika oldugu, %1°’lik nisasta varliginda 60 °C’de 1 saat tamamen stabil
oldugu bulunmustur (Aquino vd., 2003). A. flavus a-amilazinin 50 °C’de 1 saat stabil
oldugu bulunmustur (Khoo vd., 1994). A. carbonarius amilazinin 20 dakika
inkiibasyondan sonra 30 °C ile 80 °C arasinda aktivitesinin %85’ini, 90 °C’de ise %65’ine
sahip oldugu belirlenmistir (Okolo vd., 2000). P. brevicompactum fungal o-amilazin
30 °C’de 45 dakika inkiibasyondan sonra baslangic aktivitesini %100 korudugu
belirlenmistir (Balkan ve Ertan, 2010). A. tamarii a-amilazinin 65 °C’de birkag¢ saat
tamamen aktif oldugu, enzimin yar1 dmriiniin 70 °C’de 30 dakika oldugu ve 75 °C’de ise
stabil olmadigi bulunmustur. %1’lik nigasta ile inkiibe edildiginde enzimin yarilanma
Omriiniin 70 °C’de 70 dakika ve 75 °C’de 40 dakika oldugu bildirmistir (Moreira vd.,
2004).

Ticari olarak temin edilip ¢apraz bagh seliloz boncuklar (CELBEADS)’a
immobilize edilen B. licheniformis a-amilazinin 55 °C’de 24 saat inkiibasyonu sonucu

aktivitesinin degismedigi ancak serbest enzimde %25’lik bir aktivite kaybi oldugu
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bildirildi (Shewale ve Pandit, 2007). B. subtilis I’den aseton ¢Oktiirmesi ile kismi
saflagtirilan a-amilaz enziminin DEAE-seliiloz ve kitine immobilize edildigi, immobilize
enzimlerin 60 °C’de 1 saat sonunda aktivitelerini biiyiik oranda korudugu bildirildi
(Abdel-Naby vd., 1998). Yapilan baska bir ¢alismada B. subtilis (ITBCCB148)
bakterisinden elde edilen a-amilaz 60 °C’de 1 saat bekletildiginde aktivitesini neredeyse
tamamen kaybetmistir. Alginata immobilize edilen enzimin 1s1l kararliliinda ise serbest
enzime nazaran yaklasik 10,5 katlik bir artis meydana gelmistir (Yandri Amalia vd., 2013).
Sigma (St Louis, MO, USA) firmasindan temin edilen ticari Bacillus sp.a-amilazinin,
N-izopropilakrilamit (NIPAAm) polimer matrikse immobilize edildigi, serbest ve
immobilize enzimin 70 °C’de 35 dakika inkiibasyon sonuncu sirastyla %33 ve %46 kalan
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Chen vd., 1997). A. sclerotiorum’dan elde edilen
a-amilazin Ca-alginat boncuklara immobilize edildigi, immobilize enzimin 60 °C’de
yarilanma Omriiniin 164 dakika oldugu rapor edildi (Yagar vd., 2008). D. Fine-Chem Ltd.
(Mumbai, India) firmasindan temin edilen A. oryzae ticari a-amilazinin Ca-agar
mikrokapsiillere immobilize edildigi ve immobilize enzimin 75 °C’de yarilanma omriiniin
17 dakika oldugu bildirildi (Sharma vd., 2014).

Genel olarak bakildiginda R. solani AG4 ZB-34 a-amilazinin 1s1l kararlilik agisindan
baz1 diger o-amilazlara gore daha avantajli bazilarina gore ise dezavantajli olabildigi
gorulebilmektedir. Ancak burada en Onemli husus enzimin hangi endustriyel alanda
kullanilacagidir ve dolayisiyla degerlendirmenin buna gore yapilmasi gerekmektedir.
Immobilizasyonla birlikte enzimin 6zellikle 50 °C’ye kadar olan kismen diisiik
sicakliklardaki kararlilifinda belirgin bir artis meydana gelmistir. Bu artisin immobilize
enzimlerin diisiik sicakliklarda gergeklesen endiistriyel islemlerdeki kullanilabilirligine
katki saglayacagi agiktir.

Immobilizasyon, enzimlerin ekstrem sartlarda ki kararliliklarmi artirmada en cok
tercih edilen yollardan bir tanesidir. Genel olarak bakildiginda immobilizasyon iglemi
diizgiin bir sekilde yapilirsa enzimin 6zellikle kararlilik, aktivite, spesifite ve inhibisyonun
azalmasi gibi bir¢ok 6zelliginde iyilesmeler meydana gelir (Mateo vd., 2007). Bunun en
onemli sebebi immobilizasyonla, enzim aktivitesinin azalmasima sebep olan protein
katlariin ag¢ilmasinin engellenmesidir. Boylelikle enzimlerin kararhiliginda ve diger
Ozelliklerinde olumlu gelismeler agiga ¢ikmaktadir (Yandri ve Amalia, 2013).
R. solani AG4 ZB-34 a-amilazinin yapilan immobilizasyon sonucu 1si1l kararliliginin

serbest enzime kiyasla daha yiiksek olmasi bu gergeklerle ortiismektedir.
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Tez kapsaminda yapilan c¢aligmalarla R. solani AG4 ZB-34 a-amilazinin galisilan
pH’larda olduk¢a kararli oldugu, immobilizasyon sonucunda da mevcut olan bu
kararliigin arttigi  goriilmektedir. Bu durumun enzimin endiistriyel alanlardaki
kullanilabilirligine olumlu katkilar yapacagi agiktir. Yapilan bazi ¢alismada B. subtilis JS-
2004’ten saflastirilan a-amilazin pH 5,0 ile pH 10,0 araliginda farkli tamponlarda 24 saat
inkiibasyonu sonucu aktivitesini biiyiik oranda korudugu bildirildi (Asgher vd., 2007).
A. flavithermus’tan saflastirilan a-amilazin pH 6,0, pH 7,0 ve pH 8,0’lik tamponlar iginde
bir saat inkiibasyon sonunda aktivitesini korudugu, 3 saat sonunda pH 6,0’da %80, pH 7,0
ve pH 8,0’de ise %60 civarinda kalan aktiviteye sahip olugu rapor edildi (Fincan vd.,
2014). G. thermoleovorans a-amilazinin, pH 5,0’de 20 saat inkiibasyon sonunda
aktivitesini blyuk oranda korudugu, 24 saat inkiibasyon sonunda aktivitesinde %50’ye
yakin bir azalma oldugu ve daha ileri inkiibasyon siirelerinde aktivitesini biiyiik oranda
kaybettigi bildirildi (Mehta ve Satyanarayana, 2013). A. fumigatus NTCC1222’den
saflagtiritlan enzim pH 8,0’de maksimum aktivitesinin %90’mn1 ve 75 °C’de %50’sini
korudugundan termoalkali kararli bir enzim olarak ifade edilmistir (Singh vd., 2014a).
A. flavus o-amilazinin pH 5,0 ile 8,5 araliginda stabil oldugu (Khoo vd., 1994),
ektomikorizal fungus Tricholoma matsutake a-amilazinin genis pH araliginda (4,0 ile 10,0)
stabil oldugu (Kusuda vd., 2003) ve maya Candida antarctica CBS 6678 glukoamilazinin
asidik pH’larda stabil oldugu bildirilmistir (De Mot ve Verachtert, 1987). B. subtilis
ZJ-1’den saflagtirilan a-amilaz pH 3,0 ile 9,0 arasinda farkli tamponlarda 40 °C’de bir saat
bekletildiginde, pH 3,0 ve pH 4,0’da aktivitesini bliyiik oranda kaybettigi, pH 5,0’de
aktivitesini %80 oraninda korudugu, diger pH’larda ise aktivitesinde ciddi bir degisiklik
olmadig bildirilmistir (Liu vd., 2014). Bacillus sp. YX-1’den saflastirilan a-amilaz, pH 4,5
ile pH 11,0 arasinda farkli tamponlarda 40 °C’de bir saat bekletildiginde pH 5,0’de %80 ve
diger pH’larda farkli oranlarda aktivitesini korudugu rapor edildi (Liu ve Xu, 2008). Sigma
(USA) firmasindan temin edilen ticari Bacillus sp. o-amilazinin akrilik kati destek
materyallerine immobilize edildigi ve immobilize enzimin pH 3,5-8,0 araliginda 1 saat
stireyle kararli oldugu bildirilmistir (Bryjak, 2003). Cam boncuklara kovalent olarak
immobilize edilen domuz pankreas a-amilazinin pH 6,9’da 4 °C’de 5 giin kararli oldugu
tespit edilmistir (Kahraman vd., 2007).

R. solani AG4 ZB-34 a-amilazinin 1 mM konsantrasyondaki Mn*" ile yaklasik %20,
ayni konsantrasyondaki Ca?* ile yaklasik %27 oraninda aktive oldugu goriildi. 10 mM

Cu**’nin enzimi tamamen, 1 mM ve 10 mM EDTA’nin ise strastyla %15 ve %25 oraninda
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inhibe ettigi belirlendi. Literatiir aragtirlldiginda buna benzer sonuglarla karsilagilabildigi
gorilmektedir. B. subtilis JS-2004’den saflastirilan a-amilaz enziminin aktivitesinin, Mg?*,
Ni?*, Mn*, Zn**, Co*" ve Cu?* iyonlar tarafindan farkli oranlarda inhibe oldugu ve Ca®*
ile aktive oldugu rapor edilmistir (Asgher vd., 2007). Bacillus sp. KSM-1378’den
saflastirilan a-amilazin, Ni2+, Zn2+, Cd* ve ng+ iyonlar1 tarafindan sirasiyla %88, %91,
%100 ve %100 oranlarinda inhibe edildigi bildirilmistir (Igarashi vd., 1988). Geobacillus
sp. LH8den saflastirilan a-amilazin, Mg®*, Ni?*, Zn?*, Cu** ve EDTA tarafindan farkl
oranlarda inhibe edildigi, 10 mM konsantrasyonda Ca®"’nin ise enzim aktivitesini yaklasik
iki kat artirdigi bildirildi (Mollania vd., 2010). Bacilli izolatlarindan elde edilen ve
poliglisidil metakrilat boncuklara immobilize edilen a-amilazin da Mg?*, Mn** ve Cu®*
iyonlari ile farkli oranlarda inhibe oldugu tespit edilmistir (Akkaya vd., 2012). A. niger’den
elde edilen o-amilazin glutaraldehit modifiye polianiline immobilize edildigi ve
immobilize enzimin Ca®*, Zn** ve Cu®* iyonlar tarafindan farkli oranlarda inhibe edildigi
bildirilmistir (Pascoal vd., 2011).

Kitosana immobilize R. solani AG4 ZB-34 a-amilazinin metal iyonlar1 varligindaki
aktivitesi incelendiginde baz1 metal iyonlar1 durumunda serbest enzime gore farkliliklarin
oldugu dikkat ¢ekmektedir. Na*, Zn** ve Ni%* varliginda serbest enzimin aktivitesinde ¢ok
fazla bir degisiklik olmazken immobilize enzimin aktivitesinde %20-40 arasinda degisen
oranlarda aktivasyonlar goriildii. EDTA varliginda ise immobilize enzimde serbest enzime
gore daha yiiksek aktivite kayiplarinin oldugu tespit edildi. Hem serbest enzimde hem de
kitosana immobilize enzimde EDTA varliginda goriilen inhibisyon olay1 kalsiyum alginata
immobilize enzimde azalmistir. Ayrica 10 mM Cu® durumunda serbest ve kitosana
immobilize enzimde hi¢ aktivite goriilmezken alginata immobilize enzimde yaklagik
%15’lik bir aktivite elde edilmistir. Neredeyse biitiin amilazlarda yapisal biitiinlik ve
enzimatik aktivite icin en az bir tane korunmug Ca®" bulunmaktadir (Aghajari vd., 2002).
Reaksiyon ortamma bu metal iyonunun ilavesi ile aktivitenin artmasi bu durumdan
kaynaklanabilir.

Metal iyonlar1 koordinasyon bilesiklerinde degisik koordinasyon sayilarina ve
geometriye sahip olabileceklerinden Lewis asidi olarak davranabilmektedirler. Bunun
sonucunda, protein ligandlarina kars1 davraniglar: farkli olmaktadir. Bu farkliliklar protein
tizerindeki farkli bolgelere baglanmalariyla sonuglanabilir ve bu nedenle enzim yapisi
farkli yollarla degisiklige ugrayabilir (DiTusa vd., 2001). Baz1 metal iyonlar1 durumunda

enzim aktivitesinin artmasi bazi durumlarda ise azalmasi buna atfedilebilir. Ancak her bir
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metal iyonunun aktiviteyi hangi mekanizma ile degistirdigini bulmak ic¢in daha ileri
caligmalara gerek duyulmaktadir.

R. solani AG4 ZB-34 a-amilazinin aktivitesinde denenen organik c¢oziiciilerden
ozellikle %5 konsantrasyondaki metanol ve etanol varliginda %80-90’lara varan oranda
inhibisyonlarla karsilasildi. %]1°lik aseton, DMSO, 2-propanol ve asetonitril aktivite
tizerinde cok fazla bir degisiklik yaratmazken konsantrasyon %S5’e ¢ikarildiginda enzimi
degisik oranlarda inhibe ettikleri gériildii. Dolayisiyla R. solani AG4 ZB-34 a-amilazinin
baz1 organik ¢oziiciiler varliginda yiiksek bir aktivite gosterdigi sdylenebilir. Serbest enzim
metanol ve etanol varliginda aktivitesini biiyiik oranda kaybederken kitosana immobilize
enzim durumunda bu kaybin azaldig1 goriilmektedir. Ayrica %5 konsantrasyonda metanol,
etanol ve aseton varliginda serbest enzimde ve kitosana immobilize enzimde %50’nin
tizerinde inhibisyon varken kalsiyum alginata immobilize enzimde bu inhibisyon orani
yaklagik %10-%30’lara kadar diismektedir. Ayrica enzim kalsiyum alginata immobilize
edildiginde diger ¢oziiciiler durumunda da kismen iyilesmeler goriilmektedir.

Yapilan bazi ¢alismalarda B. licheniformis AI20 tarafindan iiretilen a-amilaz1 %10
oraninda etanol, metanol, isopropanol, aseton gibi ¢oziiciilere karsi biiyiik bir kararlilik
gostermis, %20 konsantrasyonda ise bazi ¢oziicliler (etanol, metanol, isopropanol) enzim
aktivitesinde hafif bir diisiise neden olmustur (Abdel-Fattah vd., 2013). Nesterenkonia sp.
amilolitik enzim aktivitesinin ise %20 oraninda aseton ve etanol ile %9 aktive oldugu
bulunmustur (Shafiei vd., 2012). Yapilan buna benzer bir ¢alismada soya fasulyesinden
elde edilen a-amilaz enziminin bazi organik ¢6ziiciiler varligindaki aktivitesi incelenmis ve
enzimin denenen organik c¢oziiclilerden birkacina karsi direngli oldugu bazi organik
coziiciler durumunda ise inhibisyon gerceklestigi tespit edilmistir. Ancak, enzimin
immobilize edilmesiyle bu inhibitor etkisinin azaldigi belirlenmistir (Jaiswal ve Prakash,
2013).

Enzimlerin organik ¢oziiciiler varliginda aktif kalma kabiliyetleri gectigimiz birkag
on yildir oldukga fazla ilgi ¢ekmektedir. Suda bulunmalarinin aksine, organik ¢oziiciilerde
veya organik c¢Oziicii iceren sulu c¢ozeltilerde enzim kullaniminin birgok avantaji
bulunmaktadir. Ornegin bu durumlarda hem nonpolar substratlarin ¢dziiniirliigii artmakta
hem de bakteriyal kontaminasyon elimine edilmektedir (Ogino ve Ishikawa, 2001). Bitin
bu avantajlara ragmen genellikle enzimler organik c¢oziiciiler varliginda denatiire
olabilmektedir. Bu aktivite kaybina diflizyon problemi, protein esnekliginin kisitlanmasi,

enzim-substrat ara tiriiniiniin diisiik stabilizasyonu ve enzimin uygun olmayan hidrasyonu
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gibi  bircok faktor sebep olabilmektedir (Secundo ve Carrea, 2003). Ayrica,
konformasyonal degisimlerin, organik ¢oziicii iceren ortamlarda enzim aktivitesini azaltan
en 6nemli faktorlerden bir tanesi oldugu da diinya genelinde kabul edilen bir agiklamadir
(Klibanov, 1997). Butiin bu nedenlerden dolay1 6zellikle ¢oziiciiler varhiginda kararliligini
koruyabilen enzimler ¢oziicii kullanilan biyoteknolojik uygulamalar i¢in ¢ok Onemli
avantajlar saglamaktadir (Shafiei vd., 2012).

R. solani AG4 ZB-34 a-amilazin 6zellikle kitosana immobilizasyonun enzimin bazi
deterjanlar varligindaki kullanilabilirligine olumlu yonde katki yaptigi kolaylikla ifade
edilebilir. Marinobacter sp. EMBS8’den saflastirilan enzimin, %0,1 konsantrasyonda SDS
ve Triton X-100 deterjanlari ile 1 saat muamele edilmesi sonucunda aktivitesini %75
oraninda korudugu bildirildi (Kumar ve Khare, 2012). B. licheniformis AI20 tarafindan
iiretilen a-amilazin aktivitesi lizerine Triton X-100 ve Tween-20 gibi deterjanlarin ve SDS
gibi siirfaktanlarin etkisi caligilmis, %0,25 konsantrasyonda denenen deterjanlarin enzim
aktivitesini degistirmedigi bulunmustur. %1 konsantrasyondaki anyonik siirfaktan SDS’in
enzim aktivitesinde %35’lik bir azalmaya sebebiyet verdigi saptanmistir (Abdel-Fattah vd.,
2013). B. licheniformis NH1 a-amilazinin 1 saat 40 °C’da %1 konsantrasyonda Tween-20
ve Triton X-100 ile muamele edildigi ve bu siire sonunda aktivitede herhangi bir kayip
olmadigi bildirilmistir (Hmidet vd., 2010). A. acidocaldarius o-amilazinin SDS,
Triton X-100 ve Tween-20 tarafindan etkilenmedigi ve stabil oldugu belirlenmistir
(Satheesh Kumar vd., 2010). Bacilli izolatlarindan elde edilen ve poliglisidil metakrilat
boncuklara immobilize edilen a-amilazin, %5 konsantrasyondaki SDS ve Triton X-100
varliginda aktivitesinde 6 kat artig oldugu tespit edilmistir (Akkaya vd., 2012).

Amilaz aktivitesinin bazi deterjanlar varliginda artmasi hem bu detarjanlarin enzim
konformasyonu {izerinde hem de protein molekiiliiniin tersiyer yapisinin kararh
kilinmasinda gorev alan hidrofobik etkilesimler {izerinde olumlu etkilere neden olabildigini
gostermektedir (Vita ve Dalzoppo, 1985; Creighton, 1989). Baz1 deterjanlar varliginda
enzim aktivitesinin azalmasi da protein konformasyonunun muhtemel bozulmasi ile
bagdastirilabilir.

Nisastanin sekerlestirme islemlerinde ve endiistrideki farkli uygulamalarda kullanilan
amilazlar i¢in, yiiksek tuz toleransina sahip olmanin yararl bir 6zellik oldugu bildirilmistir
(Mohapatra vd., 1998). Tuz tolerans testinin, Kirlilik kontrol mekanizmalarinda, seliiloz,
nisasta ve ylksek oranda tuz i¢eren atik sularin islenmesinde 6nemli oldugu belirtilmistir

(Banerjee vd., 2001; Cordeiro vd., 2002). Yaptigimiz ¢alismada serbest enzimin tuz
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toleransinin yliksek olmasi1 bu endiistriyel uygulamalarda rahatlikla kullanilabilecegini
gostermektedir.

Kitosana ve kalsiyum alginata immobilize R. solani AG4 ZB-34 a-amilazlarinin
7’ser tekrardan sonra aktivitelerinde sadece yaklasik %20°1lik kayiplar gergeklesti. Ticari
olarak satin alinan a-amilazin polianilin-polivinil alkol filme immobilize edildigi ve
immobilize enzimin 30 6l¢lim sonunda %60 aktivitesini korudugu bildirilmistir (Singh vd.,
2013). Chen ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada N-izopropilakrilamit
(NIPAAm) polimere immobilize edilen a-amilazin pes pese 12 olglim sonucunda %54
oraninda aktivitesini korudugu bildirilmistir (Chen vd., 1997). 2014 yilinda yapilan bir
calismada Ca-agar mikrokapsiillere immobilize edilen a-amilazin 6 Ol¢iim sonucu
aktivitesini %22 oraninda kaybettigi rapor edilmistir (Sharma vd., 2014).
Aspergillus sclerotiorum’dan SSF ile iiretilen a-amilaz kalsiyum alginat boncuklarina
immobilize edilmistir. Optimum immobilizasyon sartlarinda hazirlanan boncuklar
baslangi¢ aktivitelerini sadece %35 oraninda kaybederek 7 defaya kadar kullanilabilmistir
(YYagar vd., 2008).

Yikama performansi analizi ¢alismasinda serbest ve kitosana immobilize R. solani
AG4 ZB-34 a-amilazlarinin deterjanlarla beraber kullanildiklarinda regel ve ¢ikolata lekesi
iceren kumas parcalarii daha iyi temizledikleri tespit edildi. Hmidet ve arkadaslarinin
yaptig1 bir caligmada B. licheniformis NHZ1’den elde edilen proteaz-amilaz enzim
¢Ozeltisinin ticari deterjan olan Ariel (5 mg/mL) varliginda kan lekesi, barbekii sosu ve
cikolata lekesi tizerindeki yikama performansini incelemis ve oldukca etkili oldugu
goriilmiistir (Hmidet vd., 2009). Baska bir calismada a-amilaz, silika nanopartikullere
immobilize edilmis ve nisasta lekelerini uzaklastirmasina yardimci olmak i¢in toz deterjan
formiilasyonunda kullanilmistir. Immobilize enzim iceren deterjan kullanimi ile nisasta
lekelerinin daha iyi uzaklastigi tespit edilmistir. (Soleimani vd., 2012). B. subtilis
[MAFE 118079] ham ekstraktinin ticari bir deterjan varliginda cikolata, ekmek regeli ve
salca iizerindeki yikama performans analiz yapilmis ve ekstraktin potansiyel bir deterjan
biyokatki maddesi olabilcegini bildirilmistir (Rameshkumar ve Sivasudha, 2011). Roy ve
arkadaslar1 B. subtilis strain AS-S0la’dan alkali bir a-amilaz1 saflastirmis, enzimin ticari
bir deterjan (7 mg/mL) varliginda, cikolata lekesi iizerinde yikama performans analizini
gerceklestirmis ve islem sonunda enzim ilavesi yapilan yikama isleminin daha etkili

oldugunu bildirmistir (Roy vd., 2012).
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Serbest ve kitosana immobilize R. solani AG4 ZB-34 a-amilazlarinin hagil alma
etkinlikleri incelenmis serbest enzimin hasil alma etkinliginin 50 °C’de ve pH 5,50°de daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Kitosana immobilize enzimin hasil alma etkinliginin ise
serbest enzime kiyasla daha diisiik oldugu goriilmistiir. A. niger ve A. flavus’dan iki farkli
a-amilaz saflagtirilmis ve bu iki enzimin karstirilip kullanilmasi sonucu pamuk
kumaslarda 40 °C’de pH 5,0’de 1 saat sonunda %90 oraninda hagil alma kapasitesine sahip
olduklar1 belirlenmistir (Sreelakshmi vd., 2014; Dalvi ve Anthappan, 2007).

Tez kapsaminda yapilan ¢alismada kalsiyum alginata immobilizasyon sonucunda
enzimin hem elma hem de portakal suyunu serbest enzime oranla daha fazla
berraklastirdig1 tespit edilmistir. Dey ve Banerjee yaptiklari bir ¢calismada a-amilazi elma
suyu berraklastirmasinda kullanmiglar ve 440 nm’deki absorbans degerinin berraklastirma
sonucunda 1,427’den 0,280°¢ diistiiglinli, pH degerinin 3,4’den 3,2’ye azaldigimi ve
indirgen seker miktarinin 0,92 kat arttigini bildirmislerdir (Dey ve Banerjee, 2014).
Yaptigimiz calismada elma suyunun igerisindeki seker miktarinin, serbest enzim ve
kitosana immobilize enzimde sirasiyla 3 saat sonunda 1,039 ve 1,049 kat arttigi, 440
nm’deki absorbans degerlerinin sirasiyla 1,537’den 0,443 ve 0,343’¢ diistiigii goriildii. Bu
sonuclar da enzimin meyve suyu endiistrisinde kullanilabilecegini desteklemektedir.

Yaptigimiz ¢alismada R. solani AG4 ZB-34 q-amilazinin nisastay1 hidrolizi
sonucunda temel iriin olarak glukoz frettigini belirledik. Literatirde farkli zincir
uzunluguna sahip oligo sakkarit agiga c¢ikaran bir¢ok a-amilaz oldugu yapilan ¢alismada
bildirilmistir (Kumar ve Khare, 2012). Aref ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada
Ficus carica a-amilazinin reaksiyon iiriinlerini belirlemek amaciyla TLC yapmislar ve
5 dakikalik reaksiyon sonucunda maltotrioz ve maltotetroz, maltopentoz olustugunu
gormiisler ve 60 dakika sonunda ise bu iirlinlere ilaveten maltozun da agiga ciktigini
bildirmisler (Aref vd., 2011). Ko¢ ve Metin A. flavus HBF34’dan saflastirdiklar1 bir
glukoamilazin ¢oziiniir nigasta varligindaki hidroliz iirlinlerini incelemisler ve 2 saatlik
reaksiyon sonunda glukoz agiga c¢iktigini bildirmisler (Kog¢ ve Metin, 2010). Baska bir
calismada Bacillus strain GM8901’den saflastirilan a-amilazin ¢oziniir nisasta ile
reaksiyonu sonucu agiga cikan {iriinleri belirlemek amaciyla TLC yapilmis ve 2 dakikalik
reaksiyon sonucunda sadece maltoheksoz, 15 saatlik reaksiyon sonucunda ise maltoz ve

maltotetroz aciga ¢iktigi bildirilmistir (Kim vd., 1995).



5. ONERILER

Sonug olarak bakildiginda yapilan ¢alismalar kapsaminda Rhizoctonia solani AG4
ZB-34 fungusundan misir kepegi kullanilarak SSF ile a-amilaz iiretilmis, iiretilen enzim
nisasta afinite teknigiyle tek basamakta saflagtirilmis, saflastirilan enzim ayr1 ayri kitosana
ve kalsiyum alginata immobilize edilmis ve enzimlerin biyokimyasal karakterizasyonlari
yapilmistir. Uretilen enzimin 50 °C’de optimum aktivite gostermesi ve bu sicaklik
degerinin  kitosana immobilizasyonla 40 °C’ye diismesi, kalsiyum alginata
immobilizasyonla 60 °C’ye ¢ikmast enzimin farkli immobilizasyonlar sonucunda genis bir
sicaklik araliginda farkli endiistriyel islemler icin kullanilabilecegi gercegini ortaya
¢ikarmaktadir.

R. solani AG4 ZB-34’den elde edilen serbest ve immobilize enzimlerin farkli
sicaklik araliklarindaki 1s1l ve pH kararliliklari, tuz toleranslarinin iyi olmasi ile birgok
deterjan, metal iyonu ve organik c¢oziicu iginde aktivitelerini korumalart onlarin farkli
endustriyel uygulamalar igin cazip hale gelmelerinde énemli faktorlerdir.

Yaptigimiz c¢alismalarda bu enzimlerin 6zellikle ¢amasir yikama, hasil alma ve
meyve suyu berraklastirma gibi bazi islemlerde kullanilabilir olabileceklerini tespit ettik.
Ancak bu c¢alismalarla elde edilen sonuglar bu enzimlerin  endiistrideki
kullanilabilirliklerine sadece bir 151k tutmaktadir. Tam anlamiyla endiistride kullaniminin
hayata gecirilebilmesi icin yeni ve daha kapsamli ¢alismalar gerekmektedir. Bu kapsamli
caligmalar yaninda, enzimlerin kagit ve kagit hamuru iiretiminde, kagit endiistrisinde,
kagidin uygun sekilde kaplanmasi, nisastanin viskozitesinin azaltilmasinda ve nisasta
igeren atik sularin temizlenmesi gibi alanlardaki kullanilabilirlikleri de incelenebilir.

Tez kapsaminda saflastirilan enzimin alt birimlerinin sayis1 ve tam molekiil agirlig
daha ileri ¢aligmalarla belirlenebilir.

Ayrica daha ileri ¢alismalarla enzimin klonlanarak daha fazla miktarda elde edilmesi

ve bazi 6zelliklerinin mutasyonlarla gelistirilmesi de saglanabilir.
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OZGECMIS

1991 yilinda Trabzon’da dogdu. Lise dgrenimini Trabzon Yunus Emre Lisesi’nde
tamamladi. 2009-2014 yillar1 arasinda KTU, Fen Fakiltesi, Kimya Bolimi’nde lisans
O0grenimi gordii. 2014 yilinda Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dali’nda tezli
yiiksek lisans egitimini basladi. Ayrica 2012-2013 yili yaz déneminde Ozel Imperial
Hastanesi, Biyokimya Laboratuvari’nda Stajer olarak calisti. 2015-2017 yillar1 arasinda
TUBITAK 115Z109 nolu ‘‘Rhizoctonia solani AG4 ZB-34 a-amilazinin kati faz
fermentasyon teknigiyle iiretimi, saflastirilmasi, immobilizasyonu ve ¢esitli endiistriyel
alanlardaki kullanilabilirliginin incelenmesi’® adli projede Yiiksek Lisans Ogrencisi
Bursiyer olarak calisti ve yiiksek lisans tezini bu konu iizerinde yapti. Ayn1 anda 2016-
2018 yillar1 arasinda ‘‘Dogu Karadeniz Bolgesindeki Bazi Magaralardan Bakteri ve
Mikroalg Izolasyonu ve Bu Mikroorganizmalarin Antimikrobiyal Madde Uretimi
Yoéniinden Arastirilmasi® adli, KTU Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenen FBA-2016-5481 nolu projede arastirmaci olarak gorev yapti ve bu projenin
calismalarin1 Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Tibbi

Mikrobiyoloji laboratuvarinda gerceklestirdi. Yabanci dili Ingilizcedir.
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